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Zusammenfassung

Kardioprotektion durch ischimische Prikonditionierung: Einfluss verschiedener
Anisthesieverfahren in der Ratte in vivo

Ischdmische Prikonditionierung (IPC) fiihrt zu einer deutlichen Reduktion des
Ischdamie- und Reperfusionsschadens des Herzens, ist jedoch fiir das klinische Setting
zu invasiv und unpraktikabel. Die Ischdmische Fernpridkonditionierung (Remote
Ischemic Preconditioning, RIPC) ist dagegen im klinischen Umfeld weitaus einfacher
durchzufiihren. Wéhrend die Ergebnisse aus experimentellen Studien vielversprechend
sind, bleiben Daten aus klinischen Studien jedoch widerspriichlich. Ein mdoglicher
Einflussfaktor auf die vorteilhaften Effekte von RIPC stellt das gewihlte
Anisthesieverfahren dar. Auch eigene Daten konnten bereits eine Blockade der RIPC-
vermittelten Kardioprotektion unter Propofolanisthesie zeigen. Ziel dieser Studie war es
zu untersuchen, ob auch die kardioprotektiven Effekte der IPC durch verschiedene,
klinisch eingesetzte Anidsthesieverfahren beeinflusst werden.

Die Studie erfolgte nach Genehmigung durch die Landesbehorde an 36 minnlichen,
jungen, mit Pentobarbital narkotisierten Wistar-Ratten in vivo. Alle Tiere unterliefen
nach der Instrumentierung eine 15-miniitige Erholungsphase vor Beginn der
Intervention, gefolgt von einer 25-miniitigen regionalen Myokardischimie und 120
Minuten Reperfusion. Es wurden insgesamt sechs Gruppen randomisiert (n=6). Die
Kontrolltiere (Con) wurden nicht weiter behandelt. IPC wurde durch drei Zyklen
fiinfminiitiger Ischdmie- und Reperfusionsphasen mittels Okklusion der linken
Koronararterie induziert. Es wurden drei verschiedene Anisthesieregime untersucht:
eine Narkose mit Pentobarbital (Pento, 40 mg/kg/h), eine balancierte Anédsthesie mit
Sevofloran (Sevo, MAC 1) und Remifentanil (0,5 g/kg/min) und eine total intravendse
Anisthesie mit Propofol (Prop, 12 mg/kg/h) und Remifentanil (0,5 pg/kg/min).

Am Ende des Experiments wurden die Herzen entnommen und das Infarktareal mittels
Evans-Blue und Triphenyltetrazoliumchlorid angefarbt. Die InfarktgroBe wurde in
Prozent des Risikogebiets angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
einfaktorieller Varianzanalyse und anschlieBendem Tukey's post hoc Test. Die
Ergebnisse sind als MittelwertetStandardabweichung angegeben. Als statistisch
signifikant wurden Ergebnisse mit einem p-Wert unter 0,05 erachtet.

In allen drei Kontrollgruppen war die InfarktgroBe vergleichbar (Pento-Con: 58+7 %,
Sevo-Con: 6245 %, Prop-Con: 5948 %). IPC induzierte unter allen drei
Anisthesieverfahren eine signifikante InfarktgroBenreduktion (Pento-IPC: 1945 %,
Sevo-1PC: 1746 %, Prop-IPC: 17£8 %; P<0.0001 vs. Con). Es gab keinen signifikanten
Unterschied zwischen der InfarktgroBenreduktion in Bezug auf das gewdhlte
Anésthesieregime.

Die IPC-vermittelte Kardioprotektion wird nicht durch unterschiedliche
Anisthesieverfahren beeinflusst.



Abstract

Cardioprotection by ischaemic preconditioning: impact of anaesthetic regimen in
the rat heart in vivo

Ischaemic preconditioning (IPC) induces strong cardioprotection. Although remote
ischaemic preconditioning (RIPC) is more practicable in the clinical setting the results
from clinical trials are contradictive suggesting an influence by the anaesthetic regimen
on the beneficial impact of RIPC. Own experimental data demonstrate abolished
cardioprotection of RIPC under propofol anaesthesia. This study investigated whether
cardioprotection by IPC is abolished by different clinically used anaesthetic regimens.
The study was performed on 36 young male Pentobarbital-anesthetized Wistar rats
approved by and in accordance with institutional and national guidelines. After
thoracotomy and pericardiotomy animals underwent 15 minutes of recovery period
before being exposed to 25 minutes of regional ischemia and 120 minutes of
reperfusion. Animals were randomized into six groups (each group n=6). IPC was
achieved by three cycles of five-minute occlusion of the left coronary artery via a snare
occluder. Control (Con) animals received the same surgical preparation, but without
IPC treatment. Three different anaesthetic regimens were investigated: anaesthesia was
either maintained by Pentobarbital alone (Pento, 40 mg/kg/h) or by a balanced
anesthesia with either Sevoflurane (Sevo, 1 MAC) or Propofol (Pro, 12 mg/kg/h), each
combined with Remifentanil (0.5 pg /kg/min).

After completion of the experimental protocol, hearts were excised for infarct size
determination by Evans-blue and Triphenyltetrazoliumchloride staining. Infarct sizes
were indicated as percentage of area at risk. Statistical analysis was performed by one-
way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. Data are expressed as mean+SD.
Differences were considered statistically significant when P values were less than 0.05.
In all three control groups infarct size was comparable (Pento-Con: 5847 %, Sevo-Con:
62+5 %, Prop-Con: 59+8 %). IPC induces a strong infarct size reduction under all three
forms of anaesthesia (Pento-IPC: 1945 %, Sevo-IPC: 17+6 %, Prop-IPC: 17+£8 %;
P<0.0001 vs. respective control group).

Cardioprotection by IPC is not influenced by different anaesthetic regimens.
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1 Einleitung

1.1  Ischimische Herzerkrankung
1.1.1 Definition

Die ischidmische Herzerkrankung (auch koronare Herzerkrankung, KHK) ist eine
Manifestationsform der Arteriosklerose in den Herzkranzgefden (1). Durch Bildung
lipidhaltiger Plaques in der Intima der GefdBwand kommt es zu einer Verengung der
Koronarien. In der Folge kommt es zu einer verringerten Durchblutung in dem
entsprechenden Versorgungsgebiet des betroffenen Herzkranzgefdes. Bei einer
gesteigerten Belastung kann dies zu einer sogenannten Koronarinsuffizienz fiihren.
Hierbei besteht eine Disbalance zwischen benétigtem und angebotenem Sauerstoff. Der
resultierende Sauerstoffmangel und die myokardiale Ischdmie duflern sich klinisch in
einer akuten oder chronischen Verlaufsform, wobei die chronische Form sich jederzeit
auch akut manifestieren kann (1). Das akute Koronarsyndrom (ACS) beschreibt drei
akute potenziell lebensbedrohliche Krankheitsbilder: Die instabile Angina pectoris
(AP), bei der der Patient unter pldtzlich einsetzenden AP-typischen Symptomen (z.B.
retrosternalen Brustschmerzen, gegebenenfalls mit Ausstrahlung in den Hals oder
Arme) leidet, aber kein Anstieg der Herzenzyme nachzuweisen ist; den Nicht-ST-
Streckenhebungsinfarkt (NSTEMI), bei dem der Patient eine AP-Symptomatik mit
Troponinanstieg  aufweist, jedoch  ohne eine  ST-Streckenhebung im
Elektrokardiogramm (EKG), und den ST-Streckenhebungsinfarkt (STEMI), bei dem es
zusidtzlich zu direkten Infarktzeichen im EKG kommt. Unter dem chronischen
Koronarsyndrom versteht man eine asymptomatische Ischdmie, die beispielsweise
wihrend einer Routineuntersuchung festgestellt wurde, sowie die stabile Angina

pectoris (1,2).

1.1.2 Epidemiologie

Nach den Angaben der Weltgesundheitsorganisation stellen kardiovaskuldre
Erkrankungen die Haupttodesursache weltweit dar. Mit 32,2 % aller Todesursachen im
Jahr 2019 gegeniiber 27,3 % im Jahr 2000 nimmt der Anteil der kardial bedingten
Erkrankungen global betrachtet weiter zu. Die ischdmische Herzerkrankung ist hierbei
mit 16 % weltweit die haufigste Todesursache (3). Laut Statistischen Bundesamt waren

2019 in Deutschland 35,2 % der Sterbefdlle durch Erkrankungen des Herz-,



Kreislaufsystems bedingt (4), wobei 7,8 % aller Sterbefdlle durch eine chronisch
ischdmische Herzerkrankung und 4,7 % durch einen akuten Myokardinfarkt verursacht
wurden. Damit waren diese Erkrankungen im Jahr 2019 in Deutschland auf dem ersten
und vierten Platz der Haupttodesursachen. Die meisten Todesfille betrafen dabei
Patienten jenseits des 65. Lebensjahres (5). Die Gesamtlebenszeitprivalenz der KHK
betragt 9,3 %, wobei die Privalenz liberproportional mit dem Alter zunimmt. Die 40-
49-Jéhrigen erkranken mit einer Héufigkeit von 2,3 %, bei den 70-79-J&hrigen nimmt
die Privalenz auf 22,3 % zu. Ménner und Personen mit einem niedrigeren Bildungs-
und Sozialstatus entwickeln weit hdufiger eine KHK als Frauen oder Personen mit
einem hoheren sozialen Status (6). Wahrend die Prévalenz der Erkrankung weiterhin
weltweit betrachtet hoch ist, nehmen Inzidenz und Mortalitdt der KHK in Deutschland
in den letzten Jahren ab (7), vermutlich aufgrund verbesserter Strategien zur
Risikominimierung (Nichtrauchen, sportliche Aktivitit, Blutdruck-, Diabetes- und
Fettstoffwechseleinstellung) und einer Verbesserung der Versorgung des akuten
Myokardinfarkts (8). Erkrankten in Deutschland 1985 noch 357 Miénner je 100.000,
waren es 2012 nur noch 253 je 100.000, bei den Frauen zeigt sich eine &@hnliche
Tendenz. Die Sterblichkeitsrate ging zwischen 1998 und 2013 bei Ménnern von 197,2 auf
105,0 je 100.000 Einwohner zuriick, bei Frauen verhalten sich die Zahlen &hnlich (9). Dem
gegeniiber steht der demographische Wandel der Bevolkerung: Der Anteil der iiber 60
Jéhrigen wird im Jahr 2030 35 % und 2060 anndhernd 40 % betragen (9). Hinzu kommt
eine immer weiter zunehmende Lebenserwartung: Laut statistischem Bundesamt werden

2020 geborene Jungen im Durchschnitt 78,6 und Méadchen 83,4 Jahre alt (10).

Betrachtet man den hohen Anteil der durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursachten
Kosten bezogen auf die gesamten Krankheitskosten in Deutschland (14,9 % im Jahr 2006),
wird die Relevanz kardiologischer Erkrankungen nochmals verdeutlicht. Dabei entfielen
allein 2,7 % bzw. 6,4 Mrd. Euro auf die Behandlung der ischdmischen Herzerkrankung
(11).

Zudem stellt die KHK im operativen Umfeld ein hohes Risiko dar. Die perioperative
Sterblichkeit wird seit Jahren mit 0,4-0,8 % angegeben (12). Eine internationale prospektive
Multicenterstudie zeigte 2016 anhand von iiber 44.000 Patienten, die sich einem operativen
Eingriff unterzogen, eine Gesamtmortalitit von 0,5 % und eine Komplikationsrate von
16,8 %. Die Mortalitdt bei Patienten mit einer oder mehr Komplikationen lag bei 2,8 %.

Dabei traten kardiovaskuldre Komplikationen bei 4,5 % der Patienten auf, wobei die



Inzidenz fiir einen Myokardinfarkt oder einen pldtzlichen Herztod jeweils 0,3 % betrug. Die

Sterblichkeit bei Auftreten eines Myokardinfarkts betrug 18,7 % (13).

Immer mehr Menschen werden in Deutschland operiert, so wurden im Jahr 2018 insgesamt
16,9 Millionen Operationen an vollstationdren Patient*innen durchgefiihrt, im Jahr 2005
waren es noch 12 Millionen (14). Aufgrund dieser steigenden Zahlen und des
demographischen Wandels der Bevolkerung ist davon auszugehen, dass die Zahl
perioperativer kardialer Ereignisse noch weiter zunehmen wird. Wie oben bereits erldutert
nimmt die Inzidenz der KHK mit steigendem Lebensalter zu. Daneben scheint ein hohes
Alter das Risiko fiir ein perioperatives kardiovaskuldres Ereignis zusétzlich zu erhohen

(15,16).

Die zunehmende Alterung der Bevdlkerung, steigende Operationszahlen, die immer noch
sehr hohe Privalenz kardialer Erkrankungen und perioperativ auftretende kardiovaskulére
Komplikationen zeigen, welche Bedeutung der Schutz kardialer Risikopatienten und die
Entwicklung und Erforschung von Therapieoptionen zur Minimierung von Sterblichkeit
und kardialen Ereignissen im Rahmen einer ischdmischen Herzerkrankung haben.

Bisher beschrianken sich die Schutzmallnahmen auf eine préoperative Evaluation und

Diagnostik, eine angepasste Anisthesie und postoperative Uberwachung (17,18).

Einen weiteren Ansatz zur Minimierung perioperativer Mortalitdt und Morbiditét stellt die
ischdmische Kardioprotektion zum Schutz vor einem Ischdmie- und Reperfusionsschaden

dar.

1.1.3 Ischimie- und Reperfusionsschaden

Bei einem myokardialen Infarkt kommt es aufgrund von arteriosklerotischer
Plaquebildung und einer anschlieBenden Ruptur des Plaques zu einer Okklusion einer
Koronararterie. Dies hat eine reduzierte Durchblutung im koronaren Versorgungsgebiet
und ein, gemessen am myokardialen  Sauerstoffbedarf, unzureichendes
Sauerstoffangebot zur Folge. Unter Belastung und einer fehlenden Reperfusion kann der
Sauerstoffmangel zu einer Myokardischdmie mit einem nachfolgenden Untergang der
Kardiomyozyten fiihren. Dieser betrifft zunédchst die subendothelialen Schichten und
breitet sich mit anhaltender Ischdmiedauer iiber die subepikardialen Schichten bis zur

Grenze des von der betroffenen Koronararterie versorgten Gebietes aus (1,19).

Nach Heusch ef al. wird die Ausdehnung der Infarktgrofe vor allem von vier Faktoren

beeinflusst: von dem Versorgungsgebiet der betroffenen Herzkranzarterie, der



sogenannten area at risk (AAR), von der Verschlussdauer der Koronararterie, dem
Vorhandensein und der Auspriagung von Kollateralgefien und dem Ausmal3 der
mikrovaskulidren Dysfunktion. Etwa 30-50 % der AAR koénnen teilweise noch bis zu
vier Stunden nach Beginn der klinischen Symptomatik durch eine zeitnahe Reperfusion,
beispielsweise durch eine perkutane Koronarintervention (PCI), erhalten werden (20).
Maligeblich ist zudem die Toleranz des Gewebes gegeniiber Phasen der Ischdmie. In
den ersten 30-40 Minuten sind die ischdmiebedingten Schidden nur mikroskopisch

nachweisbar und potentiell reversibel (21).

Ein rasches Wiedereinsetzen der Durchblutung ist ndtig, damit ischdmisches Myokard
nicht infarziert. Die Reperfusion an sich fiihrt jedoch zu einem zusétzlichen
Gewebeschaden, dem sogenannten Ischdmie- und Reperfusionsschaden (I/R-Schaden)
(22,23). Dieser manifestiert sich als mikrovaskuldre Dysfunktion mit erhohter
Kapillarpermeabiliit und Odembildung, koronarer Mikroembolisation und Schidigung
der vaskuldren glatten Muskulatur mit Freisetzung vasokonstriktiver Substanzen
(24,25). Schlussendlich kommt es zu einer Zerstérung der Kapillare mit Himorrhagie
und Zelluntergang der Kardiomyozyten (26). Klinisch konnen Arrhythmien und eine
Verschlechterung der myokardialen Pumpfunktion auftreten. Abbildung 1 zeigt eine
vereinfachte Ubersicht der intrazelluliren Vorginge wihrend der Ischimie- und

Reperfusionsphase.



cat Na*

) / QJ‘ L {5 -

7 ATP — ‘ S . =

\ L ey

@ L nat | G e Na* H' l |
ra Na®  Nat “ SN LFJ
0,1 ATP 1 fIn':azeuuléres (o § Sarkoplasmatisches Reticulum " o "‘
2% = == |- Laktat a

-pH &

% Hyperkontraktur
Ca®* / 4 i \
ca™ Q - - . +
24+ Ci 2+
Ca a catt ~

. ~—
Sar| Ca?* ; m
arkoplasmatisches 32 ( PIP \

Reticulum
x /
Apoptose &
ROS s A
? ca®
| s

'+ — —
Mitochondrium ca Ca’ ROS
Mitochondrium

Ischamie Reperfusion

Abb. 1: Ischimie und Reperfusion: Abbildung 1 zeigt vereinfacht die zelluldren Vorgidnge wéhrend
Ischdmie und Reperfusion. Im Rahmen der Ischdmie fithren eine Hemmung ATP- abhéngiger Kanile, der
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration, der pH-Wert-Abfall, die Bildung und Freisetzung von
ROS (Reactive oxygen species; Reaktive Sauerstoffspezies) und ein intrazellulires Odem zu einer
Zellschadigung. Wihrend der Reperfusion kommt es in Anwesenheit von ROS, Calciumiiberschuss und
einem wieder normalisierten pH-Wert zu einer Offaung der mPTP (mitochondriale Permeabilitiits-
Transitions-Poren). In der Folge entkoppelt die oxydative Phosphorylierung, die Zelle schwillt an und die
mitochondriale Membran rupturiert. Es werden Apoptosetrigger wie Cytochrom C und weiteres Calcium
freigesetzt. Die iiberschieBende Calciumkonzentration fithrt zu einer Hyperkontraktur und es kommt zum
Zelluntergang. Zusitzlich schidigen radikale Sauerstoffspezies und die Ca**-abhingige Protease Calpain
Zellbestandteile, was zur Einleitung der Apoptose fithrt. Modifiziert nach Hausenloy et al. (2013) und
Sanada et al. (2011) (27,28).

Aufgrund des mangelnden Sauerstoffangebots erfolgt die Energiegewinnung wihrend
der Ischdmie mittels anaerober Glykolyse (29). Damit kann zundchst der
Adenosintriphosphat (ATP)-Bedarf der Zelle gedeckt werden. Hilt dieser Zustand
jedoch an, kommt es zu einem Abfall des pH-Werts, zu einem Anstieg des Laktats und
Phosphats, zu Anderungen der intrazelluliren Elektrolytkonzentrationen und zu einem
ATP-Mangel (30). Akkumulierende Stoffwechselprodukte der anaeroben Glykolyse wie
Laktat und Phosphat tragen zur Entwicklung einer Azidose bei. Der Na'/H -Antiporter



schleust Protonen aus der Zelle und Natrium in die Zelle, was zu einer Erhhung der
intrazelluliren Natriumkonzentration fiihrt. Aufgrund des Energiemangels werden
zudem einige ATP-abhidngige Membrantransporter in ihrer Funktion gehemmt. So
kommt es aufgrund der nicht funktionierenden Na'/K'-ATPase zusitzlich zu einer
erh6hten Natriumkonzentration, was wiederum dazu fiihrt, dass der Na'/Ca*'-
Austauscher im Verlauf entgegengesetzt arbeitet und nun Natrium aus der Zelle und
zusitzliches Calcium in die Zelle transportiert wird. Folglich kommt es zu einer
Erhdhung des Calciumgehalts der Zelle (28,31). Diese Uberladung des Zytosols mit
Calcium kann zu einer iibermiBigen Aktivierung des kontraktilen Apparats, von
Proteasen und Lipasen fiihren (32). Daneben schiadigen gebildete reaktive
Sauerstoffspezies (Reactive oxygen species, ROS) und das intrazellulire Odem
enzymatische Prozesse, Zellorganellen und die Zellmembran (29). Durch die

ischdmiebedingte Azidose werden diese Vorgéinge jedoch verlangsamt (32).

Wéhrend der nachfolgenden Reperfusion wird die  Sauerstoffversorgung
wiederhergestellt und die ATP-Gewinnung durch oxidative Phosphorylierung findet
zundchst wieder statt. Es kommt zu einer Normalisierung des intrazelluldren pH-Werts
und einer zusitzlichen Freisetzung von ROS aus beschddigten Komplexen der
Atmungskette. Zusammen mit der erhohten Calcium- und Phophatkonzentration fiihrt
dies dazu, dass sich an der inneren Mitochondrienmembran sogenannte mitochondriale
Permeabilitéts-Transitions-Poren (mitochondrial permeability transition pore; mPTP)
offnen (27,33). Bet der mPTP handelt es sich um eine unspezifische Membranpore,
deren Offnung die Durchlissigkeit der inneren Mitochondrienmembran fiir Molekiile
<1,5 kDa zur Folge hat. Daraus resultiert der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials. Im Verlauf kommt es zur Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung und damit zu einem Sistieren der ATP-Synthese. Entlang des
osmotischen Gradienten stromt Wasser in die Mitochondrien ein, diese schwellen an
und die duBere Mitochondrienmembram rupturiert (34,35). Dabei werden erneut
Calcium und Cytochrom C, das die Einleitung eines Zelluntergangs triggert, freigesetzt
(33). Daneben spaltet die Protease Calpain, die zuvor noch durch das saure Milieu
gehemmt wurde, verschiedene Proteine des Zytoskeletts und initiert eine Apoptose
(27,31). Freie Sauerstoffradikale werden aus den Mitochondrien und von im Rahmen
des inflammatorischen Prozesses eingewanderten neutrophilen Granulozyten

freigesetzt. Ubersteigt dies die antioxidative Kapazitit der Zelle, greifen die ROS die



Integritit der Zellmembran und anderer zelluldrer Strukturen wie Zellorganellen,
Enzyme oder lonenkanidle an, indem sie mit Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren
reagieren. Dabei wird durch eine Schidigung des sarkoplasmatischen Retikulums die

intrazelluldre Calciumiiberladung verstéarkt (27).

Eine zentrale Rolle bei der Entstehung des Reperfusionsschadens in den ersten Minuten
scheint der Calcium-Uberschuss zu spielen. Dieser fiihrt neben den oben erliuterten
Prozessen {lber eine {iiberschieBende Aktivierung des kontraktilen Apparats im
reperfundierten Myokard zu einer Hyperkontraktur der Kardiomyozyten. Die dabei
entstehenden mechanischen Krifte zerstoren nicht nur die Zellmembran dieser Zelle,
sondern beschddigen auch Nachbarzellen. Des Weiteren fiihrt die elektromechanische
Kopplung der Kardiomyozyten iiber gap junctions zu einer Ausbreitung der

Hyperkontraktur, sodass Kontraktionsbandnekrosen entstehen (27,32).

Zusammen genommen fithren die genannten Vorginge zu einem Zelluntergang des
Myokards. Dabei wird das AusmaBl des Gesamtschadens des untergegangenen
Myokards sowohl durch die eigentliche Ischdmie als auch durch die Reperfusion
bestimmt. Es konnten jedoch Schutzmechanismen nachgewiesen werden, die im Sinne
einer Prakonditionierung eine effektive Protektion des Herzens gegeniiber einem
Ischdmie- und Reperfusionsschaden bewirken, sodass es im Rahmen einer Ischimie zu

einem geringeren Verlust vitaler Kardiomyozyten kommt.

1.2 Ischidmische Prikonditionierung

Bei der ischdmischen Prakonditionierung (Ischemic Preconditioning; IPC) des Herzens
schiitzen kurze subletale Ischdmien gefolgt von Reperfusionen iiber Freisetzung
verschiedener endogener Faktoren sowie iiber die Aktivierung nicht abschlieend
geklarter Signalkaskaden die Kardiomyozyten vor einer darauffolgenden ldnger
anhaltenden Ischidmie. Aufgrund einer erhohten Toleranz des Myokards gegeniiber
ischdmischen Perioden fillt der Ischdmie- und Reperfusionsschaden folglich geringer

aus.

Murry et al. (36) gelang es erstmals im Jahre 1986 dieses Phdnomen tierexperimentell
am Hundeherzen in vivo darzustellen. Als prikonditionierenden ischdmischen Stimulus
setzten sie in der Interventionsgruppe vier Zyklen einer fiinfminiitigen Okklusion einer

Koronararterie, gefolgt von einer fiinfminiitigen Reperfusionsphase, ein. Im Anschluss



durchliefen Interventions- und Kontrollgruppe eine vierzigminiitige Okklusion zur
Simulation eines Myokardinfarktes. In der Interventionsgruppe zeigte sich eine
Infarktgrofe von 7,3 % und in der Kontrollgruppe von 29,4 % des Risikogebiets, was
einer InfarktgroBenreduktion um bis zu 75 % entspricht. Damit konnten sie den
kardioprotektiven Effekt der ischdmischen Prékonditionierung im Sinne einer

InfarktgréBenreduktion im Hundemodell nachweisen (36).

In zahlreichen tierexperimentellen (Schwein (37), Ratte (38,39), Kaninchen (40), Hund
(41,42)) aber auch klinischen Studien (43), konnte der kardioprotektive Effekt der
ischdmischen Prikonditionierung in den folgenden Jahren nachgewiesen werden.
Zudem konnte auch fiir andere Organe und Gewebe ein protektiver Effekt der
ischdmischen Prikonditionierung gezeigt werden (Niere (44), Leber (45), Gehirn (46),
Lunge (47), Skelettmuskel (48), Gastrointestinaltrakt (49)).

Yellon ef al. wiesen erstmals 1993 am Menschen kardioprotektive Effekte einer IPC im
Rahmen einer Bypassoperation nach. Sie detektierten einen hoheren ATP-Gehalt in den
Myokardbiopsien der Patienten, die eine ischdmische Pridkonditionierung erhalten
hatten und leiteten daraus eine erhohte Geweberesistenz gegeniiber Ischdmien ab (50).
Wu et al. zeigten in einer klinischen Studie den kardioprotektiven Effekt von IPC bei
herzchirurgischen Patienten. Durch eine ischdmische Prakonditionierung in Form von je
zwei Episoden eines zweiminiitigen Abklemmens der Aorta ascendens gefolgt von
einer dreiminiitigen Reperfusion konnte in der betreffenden Interventionsgruppe eine
signifikante Verbesserung der globalen und rechtsventrikuldren Pumpfunktion und eine
Reduktion der postoperativen Troponinwerte im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielt

werden (51).

Bei der IPC konnen zwei Phasen der Protektion unterschieden werden (52): Die friihe
Phase (early preconditioning/ EPC) oder klassische Prikonditionierung tritt direkt nach
dem ischdmischen Reiz auf und schiitzt den Herzmuskel bis zu zwei Stunden vor einem
Zelluntergang. Die zweite, spiate Prakonditionierung (late preconditioning/ LPC) setzt,
wie Marber et al. zeigen konnten, 24 Stunden nach dem protektiven Initialstimulus ein
und schiitzt das Myokard im Weiteren fiir etwa 48 Stunden gegen die negativen
Auswirkungen der Ischdmie und Reperfusion, insbesondere vor ventrikuldrer
Dysfunktion (53). Eine effektive Protektion auBerhalb dieses Zeitintervalls scheint es
nicht zu geben. Dem liegt zugrunde, dass die Vermittlung der Effekte der friihen Phase

durch einen Verbrauch bereits vorhandener Signalmolekiile zu erkléren ist (54) und der



Schutz der spiten Phase auf einer gesteigerten Expression protektiver Elemente beruht
(55). Es kommt also zu einer Verdanderung der Genexpression und der Neusynthese von

Proteinen.

Neben ischdmischen Reizen kann eine Kardioprotektion auch durch pharmakologische
Stimuli induziert werden: Beispielsweise konnte ein kardioprotektiver Effekt durch eine
Prikonditionierung mit Inhalationsanidsthetika nachgewiesen werden (Sevofluran
(56,57), Isofluran (58), Desfluran (59)). Daneben fiihrt auch eine pharmakologische
Aktivierung von myokardialen Adenosin- (60), Opioid- (61,62), a-adrenergen- (63),

muskarinischen- (64), oder Bradykininrezeptoren (65) zu einer Prikonditionierung.

Die genaue Signaltransduktion der myokardialen Prikonditionierung ist nach wie vor
nicht vollstdndig gekldrt. Der kardioprotektive Stimulus aktiviert iiber Mediatoren (z.b.
Opiate, Adenosin, Bradykinin, Peptide, Acetylcholin) rezeptorvermittelt, meist iiber G-
Protein gekoppelte Rezeptoren, oder rezeptorunvermittelt verschiedene Signalwege, die
untereinander in komplexem Zusammenhang stehen. Hauptsidchlich werden drei

Signalwege diskutiert:

1. Reperfusion Injury Salvage Kinase (RISK)-Signalweg: Eine Phosphorylierung
aktiviert die Proteinkinase B (AKT) und die extrazelluldr regulierte Kinase
(ERK1/2), diese konnen die Glykogensynthase-Kinase-3 [ (GSK3p)
phosphorylieren. Phosphoryliertes GSK3 ist inaktiv und verzogert die Offaung
der mPTP (66,67).

2. Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE)-Signalweg:
Tumornekrosefaktor o (TNFa) aktiviert die Januskinase (JAK), die wiederum
verschiedene Isoformen des Signal Transducer and Activator of Transcription
(STAT) durch Phosphorylierung aktiviert. STAT ist ein weiterer wichtiger
Mediator der kardioprotektiven Effekte (68,69).

3. Stickstoffmonoxid/Proteinkinase G-/Endothelial Nitric Oxide
Synthase/Proteinkinase G (eNOS/PKG)-Signalweg: Die aktivierte endotheliale
NO-Synthase (eNOS) steigert die NO-Bildung. Dies wiederum fiihrt zu einer
Aktivierung der Proteinkinasen G und C (70).

Den Endeffektor stellt vermutlich das Mitochondrium bzw. die Regulation seiner
Funktion dar. Uber eine Modulation der Offnung der mPTP bleibt die Integritit der

Mitochondrienmembran und damit die Mdglichkeit der aeroben Energiegewinnung



erhalten, sodass die Einleitung eines Zelluntergangs verzogert wird (71,72). Eine

vereinfachte Ubersicht der Signalwege findet sich in Abbildung 2.
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Abb. 2: Signaltransduktion IPC: Abbildung 2 zeigt eine vereinfachte Ubersicht der intrazelluldren
Signalwege der IPC: Nach Aktivierung der drei Signalwege (eNOS/PKG; RISK; SAFE) durch
verschiedene Mediatoren erfolgt eine Modulation verschiedener Bausteine der Kaskade meist durch
Phosphorylierung. Ziel ist eine Regulation der mitochondrialen Funktion iiber eine verminderte
Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP (mitochondriale Permeabilitits-Transitions-Poren). Vermittler
stellen hier u.a. die mitochondrialen ATP-abhingigen (Kstp) und calciumabhidngigen Kaliumkanile
(mK¢,) dar. RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase), SAFE (Survivor Activating Factor
Enhancement); eNOS/PKG (Endothelial Nitric Oxide Synthase/Proteinkinase G); Glucagon like peptide-
I (GLP-1); Interleukin-10 (IL-10); stromal cell-derived factor 1a (SDF-1a); Hypoxie-induzierbarer
Faktor 1o (HIF-1a), Tumornekrosefaktor oo (TNFa); PKC (Proteinkinase C); Glykogen-Synthase-Kinase
3B (GSK3p); ROS (Reactive oxygen species). Modifiziert nach Heusch et al. 2015 und Hausenloy et al.
2016 (71,72).

Wesentliche Nachteile der IPC fiir den klinischen Alltag liegen in der hohen Invasivitit,

der erschwerten Umsetzbarkeit und in den damit fiir den Patienten einhergehenden
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Risiken. Um eine direkte ischdmische Prékonditionierung am Myokard durchfiihren zu
konnen, ist ein invasiver Zugang zu den Koronarien oder der Aorta notwendig. Dies ist
vor einer Ischdmie lediglich bei einer elektiv durchgefiihrten Herzoperation oder
perkutanen Koronarintervention (percutaneous coronary intervention, PCI) moglich.
Eine Manipulation an den Gefden kann jedoch ein erneutes Abldsen
arteriosklerotischer Plaques verursachen mit der Folge myokardialer Infarkte,
Herzrhythmusstorungen oder Schlaganféllen. Aufgrund dessen gewann die ischdmische

Fernprakonditionierung (RIPC) immer mehr an Bedeutung (73).

1.3  Ischidmische Fernprikonditionierung

Unter der ischdmischen Fernprikonditionierung (Remote Ischemic Preconditioning;
RIPC) versteht man die Induktion von mehreren kurzen und reversiblen Zyklen einer
Ischdmie, die invasiv oder nicht-invasiv an einem vom Zielorgan entfernten
Organsystem oder einer Extremitét ausgelost wird. Dieser periphere Reiz fiihrt zu einer
hoheren Toleranz des Zielorgans gegeniiber einem nachfolgenden ldnger anhaltenden
Sauerstoffmangel und in der Folge =zu einem verringerten Ischdmie- und
Reperfusionsschaden.

Erstmalig konnten Przyklenk et al. 1993 den Effekt der ischdmischen
Fernprikonditionierung an Hundeherzen in vivo nachweisen, wobei ein
prakonditionierender Stimulus am Ramus circumflexus (RCX) mit anschlieBender
Reperfusion zu einer signifikanten Verkleinerung der Infarktgrofe im
Versorgungsgebiet des Ramus interventricularis anterior (RIVA) fiihrte. Die
Arbeitsgruppe folgerte daraus, dass durch ischdmische Konditionierung sowohl das
direkt betroffene Gebiet, als auch andere Gewebe, die deutlich vom eigentlichen Ort des

Konditionierungsreizes entfernt waren, geschiitzt werden konnen (74).

Es folgten tierexperimentelle Studien zu Ort (z.B. Mesenterial- und Nierenarterie (75)),
Art und Umfang des konditionierenden Stimulus. Kharbanda et al. untersuchten
erstmals die RIPC in Form einer Inflation und Deflation (Ischdmie/Reperfusion) eines
Extremitaten-Tourniquets (Blutdruckmanschette) als nicht invasive Technik. Sie wiesen
in einem in vivo Modell am Schwein eine Kardioprotektion nach, die durch kurzzeitige
Ischdmien eines Hinterlaufs mittels Manschette induziert wurde (76). Diese Methodik

fand auch in klinischen Studien Anwendung (77,78). Yellon et al. fiihrten eine
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ischdmische Prékonditionierung mittels einer Blutdruckmanschette am Oberarm von
Patienten vor einer koronaren Byspass-Operation oder einer perkutanen koronaren
Intervention durch. Hierdurch konnte eine signifikante InfarktgroBenreduktion,
gemessen an der Troponin I-Freisetzung, bei diesen Patienten erzielt werden (79).
Ebenso konnten Candilio ef al. bei 108 Patienten einen geringeren Troponinanstieg bei
Bypassoperationen nach RIPC, durchgefiihrt mit Hilfe einer Blutdruckmanschette,
nachweisen (80). Thielmann et al. konnten bei 329 herzchirurgischen Patienten einen
kardioprotektiven Effekt im Sinne einer signifikant reduzierten perioperativen
Troponinfreisetzung und einer geringeren Einjahresmortalitit in der RIPC-Gruppe
nachweisen (81). Die Studienlage im klinischen Setting ist jedoch nicht eindeutig. In
diesem Zusammenhang sind vor allem die gro3 angelegten Multicenterstudien RIPHeart
(82) und ERICCA (83) mit je iiber 1000 herzchirurgischen Patienten zu nennen. Beide
Studien konnten keinen positiven Einfluss von RIPC auf die genannten Endpunkte
(Tod, Schlaganfall, postoperatives Nierenversagen und perioperativer Myokardinfarkt)
zeigen (82,83). Folglich stellt sich die Frage, wie sich die unterschiedlichen Resultate
zwischen klinischen und tierexperimentiellen Studien erkldren lassen und welche
moglichen Storfaktoren eine Rolle spielen. Als eine FEinflussgrole auf die
Kardioprotektion durch RIPC wird das Narkosemittel Propofol diskutiert, das bei
beiden Studien primér als Andsthetikum eingesetzt wurde. In klinischen Studien, die
einen positiven Effekt von RIPC belegten, wurde héufig Isofluran (78,84) oder

Sevofluran (85) verwendet.

Die genauen Ubertragungswege der RIPC vom Ort des auslosenden Reizes hin zum
Zielorgan sind noch nicht abschlieBend geklirt, jedoch werden als Ubertragungswege
dieses Stimulus zum Effektororgan neuronale Wege und humorale Faktoren diskutiert
(71,86,87). Hinweise darauf konnten unter anderem Donato et al. liefern, die
tierexperimentell zeigten, dass eine Vagotomie die positiven Effekte der RIPC authebt
(88). Daneben scheint die Sekretion humoraler Faktoren ein wichtiger Bestandteil der
Signaltransduktion zu sein. In mehreren Studien konnte durch die Ubertragung von
menschlichem oder Ratten-Plasma nach RIPC-Stimulus auf ein isoliertes Rattenherz
eine signifikante Reduktion der Infarktgrofe nach I/R-Schaden induziert werden (89—
91). Diese Ergebnisse unterstreichen die Annahme, dass neben dem neuronalen Weg
auch humorale Faktoren bei der Vermittlung protektiver Effekte am Herzen beteiligt

sind.
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1.4  Anisthetika
14.1 Pentobarbital

Pentobarbital ist ein synthetisches Derivat der Barbitursdure und gehdrt zur Gruppe der
Barbiturate. Thre Wirkung entfalten Barbiturate in der Formatio reticularis liber eine
Bindung an die [-Untereinheit des y-Aminobuttersdure-A-Rezeptors (GABA-A-
Rezeptor). Durch eine Konformitdtsinderung des Rezeptors kommt es zu einer
Erhéhung der Offnungszeit des Chloridkanals mit anschlieBend gesteigertem Einstrom
von Chloridionen und einer stirkeren Hyperpolarisation der Zelle, sodass diese
schwerer erregbar ist. Es kommt also durch eine Reduktion der neuronalen Erregbarkeit

zu einer Potenzierung der inhibierenden Wirkung des Neurotransmitters GABA (92).

Angewendet wurde Pentobarbital nach seiner Patentierung 1916 durch die Firma Bayer
in der Humanmedizin als Schlafmittel. Aufgrund seines hohen psychischen und
physischen Suchtpotentials, der ausgeprigten Atemdepression und der Gefahr eines
Entzugssyndroms mit epileptischen Anfdllen ist es jedoch nicht mehr im
humanmedizinischen Handel (92). Einsatz findet Pentobarbital heute noch in der
Tiermedizin zur schmerzlosen Einschldferung von Tieren (93). Dariiber hinaus wird es
im Bereich tierexperimenteller Versuche hiufig zur Narkoseinduktion verwendet.
Pentobarbital bietet hier einige Vorteile: Es besteht die Mdglichkeit das Medikament
intraperitoneal zu applizieren, es hat nur wenig kardiodepressive Eigenschaften und bei
addquater Dosierung werden chirurgische MaBBnahmen iiber einen Zeitraum von ca.
einer Stunde toleriert. Vor allem aufgrund seiner himodynamischen Stabilitdt wird es in
vielen Studien verwendet, um einen mdglichen Einfluss des Narkotikums auf die

Ergebnisse ausschliefen zu kénnen (94).

1.4.2 Sevofluran

Sevofluran ist ein seit 1995 in Deutschland zur Narkoseinduktion und -
aufrechterhaltung bzw. Sedierung zugelassenes Inhalationsandsthetikum. Es handelt
sich um einen siebenfach fluorierten Methylisopropylether, der bei Raumtemperatur
fliissig vorliegt und durch einen Vapor in den dampfformigen Zustand iibergeht. Das

Gas wird iiber die Lunge aufgenommen und wieder abgegeben. Neben der pulmonalen
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Elimination wird Sevofluran zu 3-5 % hepatisch metabolisiert. Die miminmale
alveoldre Hemmkonzentration bei Erwachsenen liegt bei 2,05 Vol.-%. Eine besondere
Eigenschaft von Sevofluran ist seine gute Steuerbarkeit. Ein niedriger Blut-/Gas- (0,65)
und Gewebe-/Blut- (1,7) Verteilungskoeffizient erlauben ein schnelles An- und
Abfluten des Gases in der Lunge und im Gehirn. Neben Desfluran besitzen Lachgas und
Xenon einen noch geringeren Blut-/Gas-Verteilungskoeffizienten, diese spielen im
klinischen Alltag jedoch kaum eine Rolle (19,92). Die Wirkungsweise der
Inhalationsandsthestika ist noch nicht abschlieBend geklért, mittlerweile geht man von
einem multimodalen Ansatz aus. Neben der Verdnderung von Membraneigenschaften
der Zelle (Lipidtheorie) spielen die Verstirkung des inhibitorisch wirkenden
Neurotransmitter GABA und die Abschwichung des exzitatorisch wirkenden
Neurotransmitters ~ N-Methyl-D-Aspartat ~(NMDA)  mutmaBlich  iiber  die
Aktivitdtsinderung von Ionenkanilen eine Rolle (95,96).

Die modernen Inhalationsanisthetika sind nebenwirkungsarm. AuBerst selten kénnen
sie eine maligne Hyperthermie triggern. Die Gefahr der Hepatotoxizitit scheint
vernachldssigbar zu sein, da Sevofluran nicht den Perfusionsdruck und somit die
Durchblutung der Leber senkt und das bei der hepatischen Metabolisierung entstehende
Hexaflourisopropanol im Gegensatz zu Triflouressigsdure (Abbauprodukt von
Isofluran, Enfluran und Halothan) nicht hepatotoxisch wirkt. Eine mogliche
Nephrotoxizitit wurde durch die bei der Biotransformation freigesetzten freien
Fluoridionen und durch unter Umstinden im Absorber des Beatmungsgerits
entstehenden Compound A diskutiert. Die im Tierversuch an der Ratte gemessene
nierenschiddigende Konzentration wird jedoch beim Menschen im klinischen Alltag nie
erreicht (19).

Je nach Hohe der Dosis kommt es unter Verwendung von Sevofluran durch eine
generalisierte Vasodilatation zu einem Abfall des Blutdrucks. Die kardialen

Nebenwirkungen sind jedoch insgesamt eher gering ausgepragt.

143 Propofol

Propofol (2,6 Diisopropylphenol) liegt wegen seiner Wasserunloslichkeit in einer ein-
oder zweiprozentigen Lipid-Wasser-Emulsion als Trigersubstanz vor und ist ein
intravends zu verabreichendes Anésthetikum, das je nach Hohe der Dosis zur Sedierung

oder Narkoseeinleitung genutzt wird. In Kombination mit einem Opiat (meist
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Remifentanil) kann es auch kontinuierlich zur Aufrechterhaltung einer total
intravendsen Anésthesie (TIVA) verwendet werden. Propofol entfaltet seine Wirkung
iiber eine Verstarkung der inhibitorischen Effekte des Neurotransmitters GABA und

durch die Hemmung der Freisetzung des exzitatorischen Transmitters Glutamat.

Die Wirkung tritt aufgrund seiner stark lipophilen Eigenschaften schnell ein, die
Verstoffwechselung erfolgt hepatisch und die Ausscheidung zum grofiten Teil tiber die
Niere. Auch unter Dauerinfusion nimmt die kontextsensitive Halbwertszeit nur langsam

Zu.

Mogliche Nebenwirkungen sind Bradykardien, Atemdepression, Myoklonien,
Injektionsschmerz und selten Krampfanfille. Propofol wirkt eher antikonvulsiv iiber
einen verminderten zerebralen Sauerstoffverbrauch. Das Propofol-Infusionssyndrom ist
eine seltene Storung des mitochondrialen Stoffwechsels mit hoher Letalitdt, die bei

kontinuierlicher Verabreichung auftreten kann (19).

Propofol ~ wirkt zudem  stark  kardiodepressiv: Je nach  Dosis und
Injektionsgeschwindigkeit kommt es durch seine negativ inotrope Wirkung und eine
generalisierte Vasodilatation regelhaft zu einem deutlichen Abfall des Blutdrucks (25-
40%) im Vergleich zum Ausgangswert und einer Abnahme des Herzzeitvolumens vor

allem bei dlteren Patienten (97,98).

In den Fokus der Forschung riickte der Effekt von Propofol auf die Kardioprotektion.
Eine negative Beeinflussung der kardioprotektiven Effekte durch RIPC unter
Propofolnarkose im Gegensatz zu Isofluran konnten Kottenberg ef al. in einer
klinischen randomisiert kontrollierten Studie zeigen (84). Daneben wurde wie in Kapitel
1.2 beschrieben in der RIPHeart- und ERICCA- Studie meist Propofol als Andsthetikum
verwendet (82,83). In einer monozentrischen Studie von Coverdale et al. an iiber 400
herzchirurgischen Patienten konnte ebenfalls kein kardioprotektiver Effekt durch RIPC
nachgewiesen werden, auch hier gab es kein standardisiertes Anésthesieprotokoll (99).
Auch eigene Daten zeigten eine Aufhebung der Kardioprotektion durch RIPC wéhrend

einer Anésthesie mit Propofol (100).
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14.4 Remifentanil

Remifentanil ist ein synthetisches Opioid, das hauptsidchlich agonistisch am p-
Opiodrezeptor (auch Morphin-Opioid-Rezeptor, MOR) wirkt und eine etwa hundert- bis
zweihundertfache analgetische Potenz von Morphin aufweist. Uber den MOR wird eine
starke Analgesie auf supraspinaler und spinaler Ebene sowie eine starke
Atemdepression vermittelt. Weitere Effekte sind Miosis, Euphorie, Entwicklung von
Toleranz und starker Abhingigkeit sowie Juckreiz, Bradykardie, Obstipation und
Ubelkeit. Remifentanil ist zur intravendsen Applikation zugelassen und dient als
Analgetikum zur Einleitung und Aufrechterhaltung einer Narkose oder als Analgetikum
im Rahmen einer Sedierung bei beatmeten Intensivpatienten (92). Es zeichnet sich
durch einen schnellen Wirkeintritt nach ca. 1,5 Minuten und eine sehr kurze Wirkdauer
aus. Aufgrund seiner kurzen kontextsensitiven Halbwertszeit von drei bis vier Minuten
akkumuliert Remifentanil kaum und bietet somit eine sehr gute Steuerbarkeit. Dies liegt
darin begriindet, dass im Gegensatz zu anderen klinisch eingesetzten Opioiden
Remifentanil eine Esterstruktur aufweist und zu etwa 98 % durch unspezifische Plasma-
und  Gewebeesterasen, unabhdngig von  Pseudocholinesteraseaktivitit und
Organfunktion, abgebaut wird. Dosisanpassungen bei Organinsuffizienzen sind somit

nicht erforderlich (19,92).

Remifentanil ist wenig fettloslich und liegt nach intravendser Gabe zu 98 % an
Plasmaproteine gebunden vor. Die Ausscheidung des inaktiven Hauptmetaboliten

erfolgt renal. Die Clearance ist alters-, gewichts- und geschlechtsunabhingig (101).

Neben den typischen Wirkungen und Nebenwirkungen reiner Agonisten treten
substanzspezifische Nebenwirkungen, wie insbesondere zentrale Bradykardien und

Hypotonien sowie Muskelrigiditét, bei Bolusinjektion auf (19).

Endogene Opioide bzw. die Aktivierung der verschiedenen Opiodrezeptoren (u-/
Morphin- Opioid-Rezeptor, MOR; k-/ Kappa-Opioid-Rezeptor, KOR und 6-Rezeptoren
Delta-Opioid-Rezeptor, DOR) spielen eine wichtige Rolle bei der Beantwortung von
verschiedensten Stressreizen (emotional, physikalisch, metabolisch) und der
Vermittlung etwaiger Schutzmechanismen (61). Schultz ef al. wiesen 1995 erstmals am
Rattenherz nach, dass der protektive Effekt einer IPC durch die Gabe des Opioid-
Antagonisten Naloxon wieder aufgehoben wird (102). Tomai et al. zeigten, dass dies

auch fiir das menschliche Myokard gilt. In einer klinischen Studie konnten sie zeigen,
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dass im Rahmen einer Koronarintervention die Kardioprotektion, induziert durch
wiederholte Inflation des Ballons, durch eine intravendse Naloxon-Gabe im Vergleich

zur Placebogruppe signifikant reduziert wurde (103).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass Opioidrezeptoren bzw. die nachgeschaltete

Signalkaskade eine wichtige Funktion bei der Wirkvermittlung der IPC haben.

Zu der Erkenntnis, dass nicht nur ein ischdmischer Reiz, sondern die Gabe eines Opiats
im Sinne einer pharmakologischen Prikonditionierung zu einer Kardioprotektion fiihrt,
gelangten Schultz e al. 1996. Die Arbeitsgruppe konnte am Rattenherz eine
signifikante InfarktgroBenreduktion nach Morphingabe nachweisen (104). Weitere
tierexperimentelle Studien konnten den opioid-induzierten (fiir Morphin, Fentanyl,
Remifentanil, Sufentanil)  kardioprotektiven = Effekt im Sinne einer
InfarktgroBenreduktion, einer verbesserten Kontraktilitit oder einer verringerten Anzahl
an Arrhythmien nachweisen (61). In einer klinischen Studie zeigten Xu et al. und Wong
et al., dass eine Priakonditionierung mit Remifentanil kardiale Marker bei Patienten, die
sich einer Bypassoperation unterzogen, reduziert (105,106). Zusammengefasst scheint
es, dass Remifentanil kardioprotektive Eigenschaften hat oder diese zumindest nicht

negativ beeinflusst.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der Frage, ob der kardioprotektive Effekt durch
IPC durch die Wahl des Anésthesieverfahrens beeinflusst wird. Wir untersuchten
klinisch gebrduchliche Aniésthetika. Insbesondere soll der Fokus auf die Fragestellung
gelegt werden, ob der positive Effekt von IPC durch die Verwendung von Propofol
aufgehoben wird. Dabei sollen andere mdogliche Einflussfaktoren, wie beispielsweise

Alter, Geschlecht, Vorerkrankungen oder Vormedikation, ausgeschlossen werden.
Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde das folgende Versuchsmodell gewéhlt:

36 junge, minnliche Wistar-Ratten wurden in einem in vivo Modell in sechs Gruppen
randomisiert. Die Gruppen unterschieden sich in der Art des Anésthesieregimes
(Pentobarbital, Sevofluran oder Propofol, die beiden Iletzteren mit Remifentanil
kombiniert) und der Durchfithrung einer Intervention im Sinne einer IPC. Diese wurde
durch dreimaliges kurzzeitiges Zusammenziehen einer Ligatur um den Ramus

interventricularis anterior mit anschlieender Reperfusion initiiert. Danach durchliefen
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alle Versuchstiere eine Indexischdmie mit Reperfusion. Die Darstellung des
Risikogebietes und des Infarktareals erfolgte mit Hilfe einer Langendorff-Apparatur und
der Anfarbung mit Evans-Blue bzw. Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC). Die Bereiche
wurden durch einen verblindeten Untersucher planimetrisch erfasst und die Infarktgrof3e

in Prozent des Risikogebiets angegeben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Tierversuchsgenehmigung

Die der Studie zugrunde liegenden Versuche wurden gemél des Tierversuchsantrags in
einem in vivo Modell an méannlichen Wistar-Ratten durchgefiihrt. Die Versuche
erfolgten nach dem Leitfaden der ,,Guide for the care and use of Laboratory Animals “,
herausgegeben durch das National Institute of Health (Publikationsnummer 85-23,
revidiert 1996).

Die benétigte Genehmigung fiir Versuche an Wirbeltieren gemdf3 § 8 Abs. 1 TierSchG
.V.m. § 33 TierSchVersV durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV) NRW liegt vor (Aktenzeichen: 84-02.04.2013A279).

2.1.2 Versuchstiere

Im Rahmen der Studie wurden insgesamt 36 minnliche, gesunde Wistar-Ratten im
Alter von zwei bis drei Monaten und einem Gewicht von 250 bis 300g verwendet. Die
Tiere wurden bis zur Durchfiihrung der Experimente in der Zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben Diisseldorf (ZETT, Leiter:
Prof. Dr. Sager) in Kleintierkdfigen mit maximal vier Tieren und einem 12-Stunden
Tag-Nacht-Rhythmus untergebracht. Alle Tiere durchliefen vor Beginn der Studie
zundchst eine mindestens achttigige Akklimatisierungszeit. Sie erhielten
Alleinfuttermittel fiir Méuse-Zucht (sniff Spezialdidten GmbH, Soest Deutschland) und

keimfreies, angesduertes Wasser (pH 2,6-3,0) ad libitum.

2.1.3 Verwendete Materialen/Laborgerite/Software

Im Folgenden sind die im Rahmen der Studie verwendeten Medikamente, Materialien,
Laborgerite und Software tabellarisch aufgefiihrt. Sofern nicht anders aufgelistet,
wurden alle Materialien von den Firmen Abcam plc. (Cambridge, UK), Linde AG
(Miinchen, Deutschland), Merck Eurolab GmbH (Darmstadt, Deutschland), Carl Roth
GmbH und Co.KG (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland) und der =zentralen Apotheke der Universitdtsklinik

Diisseldorf erworben.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber Material/Laborgeriite/Software

Pentobarbital (Narcoren®)

16g/100 ml, Merial GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland

Propofol 1%

10 mg/1ml, MCT Fresenius Kabi, Homburg,
Deutschland

Sevofluran

Abbott Laboratories, North Chicago, USA

Evans Blue Féirbelosung

lg Evans Blue, 5g Dextran, NaCl 0,9% ad 500 ml
Aqua des.

Triphenyltetrazoliumchlorid

(TTC)

Fa. Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

TTC Farbelosung 200 ml NaCl 0,9%, 1,5g TTC,
2,42g Trishydroxymethylaminomethan (Tris-Puffer)
Beatmungsgerit Servo Ventilator 900C, Siemens-Elema AB, Solna,
Schweden
Blutgasanalysegeriit ABL 700, Fa Radiometer, Willich, Deutschland
Monitor Capnomac Ultima, Datex ', Finnland
Planimetriesoftware SigmaScan Pro5® fiir Windows, SPSS Science
Software, San Jose/CA, USA
Statistiksoftware GraphPad StatMate'™ Version 1.01, GraphPad

software Inc., San Diego/CA, USA

Aufzeichnungssoftware

LabChart© Pro Version 8.0.5 ADInstruments Pty
Ltd, Sydney/NSW, Australia

Tabelle 1 zeigt die verwendeten Medikamente, Materialien, Gerdte und Software unter Angabe des

Herstellers und der Zusammensetzung der Losungen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Chirurgisches Vorgehen — in vivo

Der gewihlte Versuchsaufbau ist in der Arbeitsgruppe etabliert und wurde in
verschiedenen Studien zur Ischdmischen (Fern-)Prikonditionierung erfolgreich
umgesetzt. Insgesamt wurden 36 ménnliche, junge Wistar-Ratten verwendet. Zunéchst
erfolgte die Narkoseinduktion aller Versuchstiere mittels einer intraperitonealen
Applikation von Pentobarbital in einer Dosierung von 80 mg/kg KG. Die Tiere wurden
endotracheal intubiert und iiber den gesamten Versuch druckkontrolliert mit einer
inspiratorischen Sauerstoffkonzentration von 30% und einer Stickstoftkonzentration
von 70% beatmet. Zur weiteren Etablierung des himodynamischen Monitorings und der
chirurgischen Priparation wurden die Ratten in Riickenlage auf einer Wérmeplatte
fixiert. Zur kontinuierlichen himodynamischen Uberwachung und Aufzeichnung wurde
mit einer Venenverweilkaniile (24 Gauge) die linke Arteria carotis communis punktiert
und so eine invasive Blutdruckmessung etabliert. Die Uberpriifung einer ausreichenden
Oxgenierung, Decarboxylierung und eines ausgeglichenen Séure-Base-Haushalts
erfolgte durch regelmiBige Blutgasanalysen. Zur kontinuierlichen Applikation von
Fliissigkeit (isotone Kochsalzlosung) und intravendser Andsthetika (Pentobarbital,
Propofol, Remifentanil) wurde zudem bei allen Versuchstieren die rechte Vena
jugularis interna ebenfalls mit einer Venenverweilkaniile (24 Gauge) kaniiliert

(107,108).

Nach Narkoseeinleitung und Etablierung der fiir den Eingriff benotigten Katheter wurde
eine linkslaterale Thorakotomie durchgefiihrt, das Perikard eroffnet, das Herz
dargestellt und der Ramus interventricularis anterior (RIVA) stumpf préipariert. Dieser
wurde als Vorbereitung fiir die spétere Induktion der Ischimie mit einer Ligatur (5-0
Prolene, Ethicon, Somerville, NJ) umstochen, aber noch nicht verschlossen (107,108).
Alle Versuchstiere durchliefen dieses chirurgische Prozedere unabhingig von ihrer

spateren Zuordnung in das Versuchsprotokoll.

2.2.2 Versuchsprotokoll

Alle 36 Versuchstiere wurden in sechs Versuchsgruppen mit je sechs Ratten
randomisiert. Eine Ubersicht iiber das experimentelle Protokoll findet sich in Abbildung

3. Die Gruppen unterschieden sich in der Art der Fortfilhrung der Anésthesie und der
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Durchfiihrung einer ischdmischen Prikonditionierung (IPC). Alle Tiere durchliefen
nach der chirurgischen Vorbereitung eine Ruhephase von 15 Minuten. Je nach
Versuchsgruppe erhielten die Tiere wéhrend des gesamten Versuchs eine
kontinuierliche Mono-Anésthesie mit Pentobarbital in einer Dosierung von 40 mg/kg
KG/h, eine balancierte Anésthesie mit Sevofluran (Minimale Alveoldre
Hemmbkonzentration (MAC) von 1) und Remifentanil zur Analgesie in der Dosierung
von 0,5 pg/kg KG/min oder eine total intravendse Anésthesie (TIVA) mit Propofol in
einer Dosierung von 12 mg/kg KG/h ebenfalls kombiniert mit Remifentanil (0,5 pg/kg
KG/min). Dementsprechend ergaben sich drei Kontrollgruppen (Pento-Con, Sevo-Con,
Prop-Con), die neben einer 25-miniitigen regionalen Indexischdmie und 120 Minuten
Reperfusion mit kontinuierlicher Anésthesie keine weitere Behandlung erfuhren, und
drei Interventionsgruppen (Pento-IPC, Sevo-IPC, Prop-IPC). In diesen drei IPC-
Gruppen wurden zusitzlich zu der Indexischdmie und Reperfusion zuvor jeweils drei
Zyklen eines standardisierten Protokolls der ischdmischen Prékonditionierung
durchgefiihrt. Um die Versuchstiere der Interventionsgruppen kurzzeitigen Ischdmien
auszusetzen, wurde der RIVA iiber jeweils fiinf Minuten mit der vorgelegten Ligatur (s.
Kapitel 2.2.1) zusammengezogen und damit verschlossen. Diese einzelnen IPC-Zyklen
wurden jeweils durch fiinfminiitige Phasen der Reperfusion unterbrochen, indem die
Ligatur des RIVA erneut gedffnet wurde. Im Anschluss an die drei Zyklen IPC erfolgte
eine letzte fiinfminiitige Reperfusion bevor alle Versuchstiere — die der Kontroll- und
Interventionsgruppen — einer endgiiltigen myokardialen Indexischdmie ausgesetzt
wurden. Fiir die Induktion der Indexischimie wurde bei allen Tieren die Ligatur um
den RIVA fiir 25 Minuten zugezogen, um eine Durchblutung des betreffenden Areals zu
unterbrechen. Durch Ldsen der Ligatur wurde die 120-miniitige Reperfusion eingeleitet.
Wihrend der Durchfiihrung des Protokolls wurde bei allen Tieren die Herzfrequenz und
der mittlere aortale Druck kontinuierlich gemessen und zu definierten Zeitpunkten
(Ausgangswert, drei Minuten nach washout, bei 20 Minuten Ischdmiezeit und bei
Minute 30 und 120 der Reperfusion) erfasst. Um die InfarktgroBe untersuchen und
bestimmen zu konnen, wurden bei allen Versuchstieren nach Beendigung des

Versuchsprotokolls die Herzen entnommen (107).
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[ 1Propofol (12 mg/kg KG/h + Remifentanil (0,5 pg/kg KG/min)

Abb. 3: Versuchsprotokoll: Abbildung 3 zeigt den Versuchsaufbau der Interventions- und der
Kontrollgruppen. Nach einer 15 miniitigen Adaptierungsperiode erhielten die Tiere der IPC-Gruppen
(Interventionsgruppen) drei Zyklen einer fiinfminiitigen ischdmischen Prékonditionierung durch
Verschluss des RIVA (Ramus interventricularis anterior), gefolgt von einer jeweils flinfminiitigen
Reperfusionphase. AnschlieBend durchliefen alle Gruppen eine Indexischdmie induziert mittels eines 25-
miniitigen Verschluss des RIVA, gefolgt von einer 120-miniitigen Reperfusion. Kontrolle (Con);
Ischdmische Prikonditionierung (IPC); Pentobarbital (Pento); Sevofluran (Sevo); Propofol (Prop).
Modifiziert nach Bunte ef al. (2019) (107).

223 Bestimmung des Infarktareals

Die InfarktgroBe wurde in Prozent des entsprechenden Risikogebiets angegeben. Im
Falle unseres Studienprotokolls liegt das Risikogebiet und damit das potenzielle
Infarktareal im Versorgungsgebiet des Ramus interventricularis anterior (RIVA) im
Bereich des linken Ventrikels. Um die Infarktgrofe berechnen zu konnen, wurde
zundchst das Risiko- bzw. Versorgungsgebiet mittels Evans-Blue Farbung dargestellt
und im Anschluss das tatsdchliche Infarktareal mittels Triphenyltetrazoliumchlorid

(TTC)-Losung eingeféarbt. Hierzu wurden die entnommenen, isolierten Herzen an einen
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modifizierten Langendorff-Apparat iiberfiihrt. Zunidchst wurde das Herz iiber die
Aortenwurzel mittels einer kalten Kochsalzlosung durchspiilt, um mit einem konstanten
Perfusionsdruck von 80 mmHg das verbliebene intravasale Blut vor der Fiarbung zu
entfernen. Danach wurde der fiir die Indexischdmie ligierte RIVA nochmals
verschlossen und das Herz fiir zehn Minuten mit 0,2- prozentiger Evans-Blue Férbung
gelost in Kochsalz gespiilt. Zur Entfernung von tiberschiissiger Farbelosung wurde das
Herz danach erneut mit Kochsalz perfundiert. Das Risikogebiet bzw. das
Versorgungsgebiet des RIVA zeigte sich nach diesem Firbevorgang ungeférbt, da durch
den Verschluss der Arterie sichergestellt wurde, dass nur aullerhalb des
Versorgungsgebietes des RIVA liegende Areale mit FEvans-Blue perfundiert und
folglich koloriert wurden (107,108).

Um das Infarktareal darzustellen, wurden die Herzen eingefroren, transversal in acht 2
mm dicke Scheiben geschnitten und mit 0,75- prozentiger Triphenyltetrazoliumchlorid-
(TTC) Losung fiir zehn Minuten bei 37 °C und einem pH-Wert von 7,42 eingefarbt. Die
Fixierung erfolgte mittels Formalin (107,108).

Bei TTC handelt es sich um einen wasserloslichen, farblosen Redox-Indikator. Intakte,
vitale Kardiomyozyten induzieren {iber zelleigene Dehydrogenasen eine Reduktion des
zunidchst farblosen TTC zu rotem Triphenylformazan. In avitalen Zellen ohne intakte
Stoffwechselmechanismen hingegen wird der Farbstoff nicht enzymatisch reduziert. In
der Folge zeigt sich vitales Myokard rétlich und infarzierte, nekrotische Areale

prasentieren sich gréulich bis weil (109). Zur Verdeutlichung zeigt Abbildung 4

exemplarisch einige angefdrbte Herzscheiben.

Abb. 4: Herzscheiben: Abbildung 4 zeigt exemplarisch einige Herzscheiben nach Einfarbung mit 0,2-
prozentiger Evans-Blue Farbung und 0,75-prozentiger Triphenyltetrazoliumchlorid- (TTC)-Losung.
Danach zeigt sich Gewebe auflerhalb des RIVA-Stromgebiets bldulich. Innerhalb des RIV A-Stromgebiets
(Risikogebiet) présentiert sich vitales Gewebe rotlich und nekrotisches Myokard weill bis graulich. RIVA

(Ramus interventricularis anterior).



Unter Verwendung des Programmes SigmaScan Pro5® (SPSS Science Software,
Chicago, IL, USA) wurden das Risikogebiet und das Infarktareal planimetrisch ermittelt.
Die Auswertung erfolgte durch einen verblindeten, nicht an den Versuchen beteiligten
Untersucher. Die InfarktgroBen der verschiedenen Versuchsgruppen wurden als

prozentualer Anteil des Infarktareals am Risikogebiet dargestellt (107).

224 Statistische Auswertung

Die Berechnung der fiir das Versuchsprotokoll notwendigen Gruppengrofle und die
statistische Analyse der Daten erfolgte mit dem Software Programm Graph Pad
StatMate™ Version 1.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Die
Fallzahlanalyse kalkulierte einen Stichprobenumfang von sechs Versuchstieren pro
Gruppe, um eine InfarktgroBendifferenz von 25 % mit einer Wahrscheinlichkeit von
80 % und einem o-Fehler < 0,05 (zweiseitig getestet) zu erkennen. Die Infarktgrofen
wurden durch einen fiir alle experimentellen Gruppen verblindeten Untersucher
berechnet. Die Signifikanz der InfarktgroBe wurde mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (one-way analysis of variance (ANOVA)) und anschlieBendem Tukey
post hoc Test ermittelt. Um die hidmodynamischen Parameter der Gruppen
untereinander im Verlauf und innerhalb einer Gruppe zu unterschiedlichen Zeitpunkten
vergleichen zu konnen, erfolgte eine multifaktorielle Varianzanalyse mit
nachgeschaltetem Tukey post hoc Test. Die Ergebnisse der InfarktgroBen und der
Hédmodynamik sind als Mittelwerte + Standardabweichungen (mean = SD) dargestellt.

Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse mit p-Werten < 0,05 gewertet (107).
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3 Ergebnisse

3.1 Infarktgrofe

Die Infarktgrofe stellt den primdren Endpunkt der Studie dar. Die zur Bestimmung der
Ergebnisse benodtigten Daten wurden anhand aller 36 Versuchstiere mittels des bereits
beschriebenen Versuchsprotokolls (s. Kapitel 2.2.2) erhoben. Eine graphische
Darstellung der InfarktgréBe in den sechs Versuchsgruppen findet sich in Abbildung 5.
Die InfarktgroBe wird als prozentualer Anteil des Infarktareals am Risikogebiet, in
diesem Falle an dem Versorgungsgebiet des Ramus interventricularis anterior (RIVA),

angegeben.

Die Grole des jeweiligen Risikogebiets zwischen den Versuchsgruppen unterschied
sich nicht signifikant (Pento-Con 2847 % vs. Pento-IPC 27+7 %, ns.; Sevo-Con 33+8 %
vs. Sevo-IPC 30£11 %, ns.; Prop-Con 31£10 % vs. Prop-IPC 26£10 %, ns.) (107).

Bei allen drei Kontrollgruppen wurde durch die 25-miniitige Indexischdmie eine
Infarzierung ausgeldst. So entstand in der mit Pentobarbital anisthesierten
Kontrollgruppe (Pento-Con) eine Infarktgroe von 58+7 %, in der Sevo-Con Gruppe
eine InfarktgrofBe von 62+5 % und in der Prop-Con Gruppe eine Infarktgrofe von
5948 %. Zwischen den Infarktgréfen der Kontrollgruppen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied. Der Vergleich der Kontrollgruppen untereinander zeigte, dass das
verwendete Narkoseverfahren selbst keinen signifikanten Einfluss auf die GroBe des
Infarktareals hat.

Wurde vor der Indexischdmie unter laufender Narkose mit Pentobarbital, Sevofluran
mit Remifentanil oder Propofol mit Remifentanil eine ischdmischen Prékonditionierung
(IPC) durchgefiihrt, zeigte sich bet den Versuchstieren in allen drei
Interventionsgruppen eine signifikante Reduktion der InfarktgroBe verglichen mit der
jeweiligen Kontrollgruppe. So verkleinerte sich in der Pento-IPC Gruppe die
InfarktgroBe nach IPC signifikant um 67 % auf 19+5 % (p<0,0001 vs. Pento-Con).
Auch in der Sevo-IPC Gruppe wurde die InfarktgroBBe im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant um 72 % auf 17+6 % des Risikogebiets gesenkt (p<0,0001 vs. Sevo-Con).
Ebenso fand sich in der Prop-IPC Gruppe eine signifikante Infarktgro8enreduktion von
71 % auf 17£8 % im Verhiéltnis zur Kontrollgruppe Propofol (p<0,0001 vs. Prop-Con).
Der Vergleich der Interventionsgruppen untereinander zeigte zudem keinen

signifikanten Unterschied hinsichtlich der InfarktgroBenreduktion.
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Folglich konnte in der Ratte in vivo gezeigt werden, dass die durch die ischdmische
Prikonditionierung induzierte Kardioprotektion nicht durch die verwendeten

Anisthesieverfahren beeinflusst wird.

Infarktgrolle
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Abb. 5: Infarktgrofie: Abbildung 5 zeigt die Infarktgrofle als prozentualen Anteil am Risikogebiet.
Dargestellt sind die Kontroll-(Con) und Interventionsgruppen (IPC). Bei allen Interventionsgruppen
zeigte sich eine signifikante Reduktion der InfarktgroBe im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe
(*p<0,0001 vs. Con). Die Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Kontrolle
(Con); Ischdmische Priakonditionierung (IPC); Pentobarbital (Pento); Sevofluran (Sevo); Propofol (Prop).
Modifiziert nach Bunte ef al. (2019) (107).

3.2 Hamodynamische Parameter

Tabelle 2 zeigt die wihrend des Versuchsprotokolls zu definierten Zeitpunkten erfassten
Werte von Herzfrequenz und mittlerem aortalen Druck. Blutdruck und Herzfrequenz
zeigten zu Beginn des Versuchs, wihrend der Ischimie (nach 20 Minuten) und
Reperfusion (nach 30 und 120 Minuten) keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Kontroll- und Interventionsgruppen. Bei den Tieren, die den Pentobarbital- und
Propofolgruppen angehorten, kam es wihrend der Reperfusion zu einem signifikanten
Abfall des mittleren aortalen Blutdrucks verglichen zum Ausgangsblutdruck der

jeweiligen Gruppen (p<0.05 vs. Ausgangswert) (107).
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Tabelle 2: Himodynamische Parameter

Ausgangswert | Washout 3 Ischdmie Reperfusion
20 min 30 min 120 min

Herzfrequenz (min™")

Pento-Con | 395 + 25 394 + 38 380 + 27 |366 + 37 353 + 58
Pento-IPC | 380 + 24 398 + 23 370 £ 25 |363 + 25 333 + 41
Sevo-Con 365 + 27 357 + 81 377 £ 41 |343 £ 45 349 + 47
Sevo-IPC 351 £ 75 359 + 69 373 £ 68 |372 £ 63 381 £ 43
Prop-Con 416 + 37 421 + 36 |424 + 41 |408 £ 23 396 + 24
Prop-1PC 320 £ 119 |371 + 66 392 £ 22 |361 + 52 349 + 57
Mittlerer aortaler Druck (mmHg)

Pento-Con | 108 + 25 109 + 14 98 + 10 | 89 + 13 78 + 19*
Pento-IPC | 111 + 20 108 + 18 101 £ 19 | 89 + 8 79 + 12*
Sevo-Con 97 + 14 100 + 13 95 + 17 | 83 £ 17 89 + 21
Sevo-I1PC 115 + 14 104 + 20 193 + 21 93 + 23 89 + 16
Prop-Con 138 + 16 123 + 23 114 + 30 |103 + 13* 90 + 20%*
Prop-1PC 122 + 30 121 + 23 112 £ 18 |101 + 21 91 + 22%*

Tabelle 2 zeigt Werte des kontinuierlichen hdmodynamischen Monitorings zu definierten Messpunkten.
Blutdruck und Herzfrequenz zeigten im Vergleich zwischen den Versuchsgruppen keine Unterschiede.
Lediglich in den Pentobarbital- und Propofol-Gruppen kam es wihrend der Reperfusion zu einem
signifikanten Abfall der Blutdrucks gegeniiber dem Ausgangswert (*p<0,05 vs. Ausgangswert). Die
Daten werden als Mittelwert + Standardabweichnung angegeben. Kontrolle (Con); Ischdmische
Prikonditionierung (IPC); Pentobarbital (Pento); Sevofluran (Sevo); Propofol (Prop). Modifiziert nach
Bunte et al. (2019) (107).
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4 Diskussion

Ischdmische Herzerkrankungen stellen nicht nur in Europa, sondern auch weltweit die
Haupttodesursache dar (110). Dariiber hinaus nimmt aufgrund einer alternden
Bevolkerung und steigender operativer und interventioneller Fallzahlen die Anzahl der
kardialen Risikopatienten zu. Aufgrund dessen sind Strategien zur Kardioprotektion und
Verbesserung des outcome der Patienten von grofBem Interesse und Gegenstand

aktueller Forschung.

Die ischdmische Kardioprotektion stellt hierbei den bisher stirksten kardioprotektiven
Reiz zur Reduzierung der InfarktgroBe und eines Ischdmie- und Reperfusionsschadens
nach einem Myokardinfarkt dar (36,50). Seit 1986 Murry ef al. das Phdnomen der IPC
beschrieben haben sind vielféltige Anstrengungen unternommen worden, um diesen
Mechanismus in das klinische Setting zu iiberfiihren. Als vielversprechend in diesem
Zusammenhang stellten sich die ischdmische Fernpridkonditionierung (RIPC) (72) und

pharmakologische KonditionierungsmafB3nahmen (111) dar.

Dennoch féllt die Translation in die Klinik schwer, da sich die Ergebnisse klinischer
Studien hinsichtlich der Wirksamkeit der RIPC als nicht eindeutig darstellen (s. Kapitel
1.3, 1.4.3). In mehreren kleineren klinischen Studien konnte ein positiver Effekt der
RIPC nachgewiesen werden (77,81,112,113). Zwei grofe randomisiert kontrollierte
Multicenterstudien an herzchirurgischen Patienten, RIPHeart- (82) und ERICCA-Studie
(83), zeigten jedoch keinen positiven Einfluss hinsichtlich einer signifikanten
Reduzierung der Endpunkte Tod, Schlaganfall, postoperatives Nierenversagen und
perioperativer Myokardinfarkt (82,83). Als mogliche Einflussgroflen werden neben dem
Alter, verschiedene Medikamente und Vorerkrankungen sowie die Wahl des
Anisthetikums diskutiert. Bei ndherer Betrachtung des Studiendesigns féllt auf, dass in
der RIPHeart-Studie alle Patienten und in der ERICCA-Studie 90 % der Teilnehmer
eine Narkose mit Propofol oder eine Kombination erhielten. Dies legt die Vermutung
nahe, dass Propofol die positiven Effekte der Kardioprotektion durch RIPC
beeintrachtigt oder authebt. Bereits 2012 konnten Kottenberg et al. reduzierte
Troponinlevel bei mit RIPC behandelten herzchirurgischen Patienten nachweisen,
sofern die Narkose mit Isofluran durchgefiihrt wurde, bei einer Anésthesie mit Propofol

jedoch konnten die positiven Effekte nicht gezeigt werden (84).
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Auch eigene Daten zeigten eine Aufhebung der Kardioprotektion durch RIPC wihrend
einer Anisthesie mit Propofol (100). Behmenburg ef al. haben 2018 erstmalig unter
Ausschluss anderer StorgrofBen wie Alter, Vorerkrankungen oder Vormedikation an
einem Modell an der Ratte in vivo den Einfluss verschiedener Anidsthesieverfahren auf
die Kardioprotektion durch RIPC untersucht. Hier wurde gezeigt, dass es unter einer
Anésthesie mit Propofol zu keinem signifikanten Unterschied in der Infarktgrofe
zwischen Interventions- und Kontrollgruppe kommt, wihrend bei einer Narkose mit
Pentobarbital oder Sevofluran eine signifikante Infarktgroenreduktion erzielt werden
konnte. Ein Anésthesieregime mit Propofol scheint also die protektiven Effekte der

RIPC aufzuheben (100).

Daten, die zeigen ob Propofol auch einen negativen Effekt auf die Kardioprotektion

durch direkte ischdmische Priakonditionierung hat, fehlten bis zum aktuellen Zeitpunkt.

4.1 Beantwortung der Fragestellung

Ziel der Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob die kardioprotektiven Effekte der
direkten IPC durch die Wahl verschiedener, klinisch gebriduchlicher Anisthesieregime,

insbesondere durch die Verwendung von Propofol, beeinflusst werden.

Viele Studien zeigen widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich der Kardioprotektion
durch RIPC. Wie bereits dargelegt (s. Kapitel 4), wird als mogliche Stoérgrofe in diesem
Zusammenhang zunehmend das Anésthetikum Propofol diskutiert. Es sollte untersucht
werden, ob die Wahl des Narkosemittels auch ein unabhingiger confounder der IPC ist,

um so weitere Hinweise auf die Rolle des Narkosemittels zu gewinnen.

36 junge, médnnliche Wistar-Ratten wurden in sechs Gruppen randomisiert, die drei
unterschiedliche Anésthesieregime und eine IPC vor einer Indexischdmie erhielten. Im
Anschluss wurden die Infarktgr6Ben der Interventionsgruppen mit denen der

Kontrollgruppe desselben Anésthesieregimens und jeweils untereinander verglichen.

Anhand der Ergebnisse ldsst sich die Fragestellung aus Kapitel 1.5 wie folgt

beantworten:

Die IPC fiihrt zu einer signifikanten InfarktgroBenreduktion in allen drei

Anésthesieregimen. Die Infarktgroen unterscheiden sich untereinander nicht
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signifikant. Die Wahl des Anésthetikums, auch insbesondere die Verwendung von

Propofol, beeinflusst die kardioprotektiven Effekte der IPC nicht.

4.2  Signaltransduktion der IPC

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass Propofol im Gegensatz zur RIPC
keinen Einfluss auf die kardioprotektiven Effekte von IPC hat. Um mogliche Griinde zu
erkennen, miissen die der Kardioprotektion zugrunde liegenden Mechanismen der
Signalauslosung, des Transports und die intrazellulire Signaltransduktion untersucht

werden. Die Signalwege der IPC sind im Einzelnen jedoch nicht abschlieBend erforscht.

Wie bereits in Kapitel 1.2 kurz beschrieben, werden durch den prikonditionierenden
ischdmischen Reiz verschiedene Mediatoren aktiviert oder freigesetzt, die wiederum
eine Aktivierung der beiden Hauptsignalwege RISK und SAFE triggern (71,72). Diese
konnen sowohl wunabhingig voneinander ablaufen als auch iiber komplexe
Querverbindungen miteinander in Zusammmenhang stehen (114-116). Zielstruktur
dieser Signalwege ist vermutlich das Mitochondrium. Uber eine Aktivierung der oben
genannten Signalwege kommt es zu einer geringeren Offnungswahrscheinlichkeit der
mPTP und daher zu einer reduzierten Schiadigung des Mitochondriums und der Zelle

(117,118).

Yellon und Hausenloy ef al. haben erstmalig den RISK-Signalweg beschrieben (66,67):
Unterschiedliche durch die IPC freigesetzte Liganden (z.B. Adenosin, Bradykinin)
binden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren an Myozyten und aktivieren diese. Dies
wiederum fiihrt zu einer erhohten Aktivitdt der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K),
die die Proteinkinase B (PKB oder AKT) und die extrazellulér regulierte Kinase 1 und 2
(ERK1/2) durch Phosphorylierung aktiviert. Die aktivierte AKT phosphoryliert
wiederum Proteinkinase C (PKC), die endotheliale NO-Synthase (eNOS) und die
Glykogensynthase-Kinase-3 B (GSK3p). Durch die Phosphorylierung wird GSK3f
inhibiert und dadurch die Offnung der mitochondrialen Permeabilititspore (mPTP)
verhindert (71,117,118).

Neben dem RISK-Signalweg identifizierten Lecour et al. den Survivor Activating
Factor Enhancement (SAFE)-Signalweg (69,119). Tumornekrosefaktor o (TNFa)
aktiviert iiber die Bindung an den TNFa-Rezeptor die Januskinase (JAK), die durch

Phosphorylierung je nach Spezies und Konditionierungsform unterschiedliche
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Isoformen des Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) triggert (71).
Eine wesentliche Rolle spielen hier die STAT 3 (114,115,120) und bei der RIPC am
Menschen die STAT 5 (121). Aktivierte STAT-Isomere regulieren den Gehalt an
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und die Aktivitdt von Transportkandlen sowie der

mPTP (71).

Endeffektor der Kardioprotektion scheint das Mitochondrium zu sein (71,118,122—-124).
Der Erhalt der Integritit der mitochondrialen Zellmembran und damit der
mitochondrialen Funktion durch eine Regulation der Offnung der mPTP iiber oben
beschriebene Signalwege ist dabei vermutlich essentiell. Andernfalls kdme es durch
eine prolongierte Offnung der mPTP neben Schwellung und schlieBlich Ruptur des
Mitochondriums zur Freisetzung proapoptotischer Faktoren (71,72). Dariiber hinaus
spielen mitochondriale ATP- und kalziumabhéngige Kaliumkanédle (mKarp, mKc,) bei
der Regulation des zelluliren Energiestatus und der mitochondrialen Funktion eine
wichtige Rolle (122,125,126). Durch die Aktivierung der Kanile kommt es zur Offnung
und zu einem Kaliumeinstrom in die Mitochondrien. Die Reduzierung des
Membranpotentials des Mitochondriums fiihrt zu einer Abnahme des Kalziumeinstroms
und letztlich zu einer Verringerung der Menge der freigesetzten ROS, wodurch die
Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP wiederum herabgesetzt wird (127).
Entscheidend scheint hierbei u.a. die Menge an freigesetztem ROS zu sein: Wéhrend
exzessive Mengen an ROS, induziert durch einen Ischdmie- und Reperfusionsschaden,
zu einem Zelluntergang fiithren, ist eine durch IPC freigesetze kleinere Menge ROS
beteiligt an der Vermittlung kardioprotektiver Effekte (118,122). Vermutlich kommt es
durch eine ()ffnung der mKc,-Kanile tiber einen erhohten Sauerstoffverbrauch des
Mitochondriums zur Bildung kleinerer Mengen ROS. Diese triggern wiederum
Signalwege, die wihrend der Reperfusion eine Uberladung der Zelle mit Kalzium und

eine massive ROS-Bildung verhindern (128).

4.2.1 Unterschiede zwischen IPC und RIPC

Neben den zugrundeliegenden Mechanismen der IPC konnten in den letzten Jahren
ebenfalls die Signalkaskaden der RIPC-vermittelten Kardioprotektion herausgearbeitet
werden. Interessanterweise dhneln die intrazelluldren Mechanismen der RIPC in hohem

MaBe der Signaltransduktion der IPC. Auch bei der RIPC sind der RISK und SAFE
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pathway bei der Induktion kardioprotektiver Effekte hauptsachlich involviert
(71,87,129). Auf Grundlage dieses Wissens stellt sich jedoch die Frage, wieso das
Anésthesieverfahren (im speziellen die Gabe von Propofol) einen Einfluss auf RIPC,
jedoch nicht auf IPC hat. Ein entscheidender Faktor scheint hier vermutlich die
extrazelluldre Vermittlung und damit Aktivierung der intrazelluldren Signalkaskaden zu
sein. Wiahrend die IPC ein Verfahren darstellt, das unmittelbar am Myokard
durchgefiihrt wird, erfolgt die RIPC — wie in Kapitel 1.3 beschrieben — in herzfernen
Organen oder Geweben. Man geht davon aus, dass durch Phasen subletaler Ischimie
und Reperfusion in diesen Geweben humorale Faktoren freigesetzt und dann, mittels
noch nicht abschlieBend geklarter Mechanismen, zum Herzen transportiert werden.
Neuronale und vaskuldre Wege scheinen eine zusitzliche Rolle bei der Vermittlung zu
spielen (130). Unter anderem werden als humorale Faktoren Nitrit (131), Glucagon like
peptide-1 (GLP-1) (132), Adenosin (133), Opiate (134) und Acetylcholin (135)
diskutiert. Diese aktivieren am Kardiomyozyten — meist iiber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren — die oben beschriebenen intrazelluldren Signalkaskaden. Ein moglicher
Erklarungsansatz der unterschiedlichen Einfliisse von Anisthesieverfahren auf IPC im
Vergleich zu RIPC konnte in der Freisetzung und Vermittlung humoraler Faktoren
liegen. Es ist vorstellbar, dass das gewdhlte Anésthesieverfahren, in diesem Fall
Propofol, keinen Einfluss auf die Signalvermittlung am Myokard selbst hat, aber die
Freisetzung oder den Transfer humoraler Faktoren im Rahmen von RIPC beeinflusst.
Da IPC unmittelbar am Herzen wirkt und dort direkt entsprechende Botenstoffe (wie
Adenosin oder Bradykinin) freisetzt, wird dieses Verfahren vermutlich nicht durch die
Gabe von Anésthetika blockiert. Bunte et al. zeigten in einer in vivo Studie den Einfluss
von verschiedenen Anésthesieverfahren auf RIPC in der Ratte (107): Ratten, die eine
Propofol- oder Pentobarbitalnarkose erhielten, durchliefen ein RIPC-Protokoll.
AnschlieBend erfolgte ein Transfer des Plasmas dieser Ratten auf in vitro Ratten-Herzen
im Langendorff-Modell, die eine definierte Ischimie und Reperfusion durchliefen. In
den mit Plasma der mit Pentobarbital narkotisierten RIPC-Ratten perfundierten Herzen
konnte eine signifikante InfarktgroBenreduktion im Vergleich zu den Kontrollgruppen
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte keine InfarktgroBenreduktion mit
dem Plasma der mit Propofol narkotisierten RIPC-Ratten erzielt werden.
Interessanterweise konnte aber in mit Propofol perfundierten Rattenherzen, die vor der
Ischdmiephase Plasma von Pentobarbital-RIPC-Ratten erhielten, auch eine signifikante

InfarktgroBenreduktion nachgewiesen werden. Mit dieser Studie konnte folglich gezeigt
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werden, dass die Wirkung von RIPC am Myokard selbst vermutlich nicht durch
Propofol beeinflusst wird. Lediglich die Freisetzung oder der Transfer der humoralen
Faktoren wird durch die Applikation von Propofol als Anésthestikum blockiert. Die
erhaltenen kardioprotektiven Effekte der IPC, unabhidngig von dem gewéhlten
Anisthesieverfahren, konnten von entscheidendem Vorteil fiir eine Ubertragung in
klinische Studien sein. Insbesondere in Anbetracht dessen, dass Propofol weltweit das
Standard-Injektionsanisthetikum darstellt, kdnnte man hier eine Uberlegenheit von IPC
gegeniiber RIPC vermuten. Jedoch miissen im Rahmen einer méglichen Translation von
IPC in das klinische Setting eine Vielzahl an potenziellen Risiken und weiteren

Einflussfaktoren betrachtet werden (s. Kapitel 1.2).

4.3 Diskussion der Methode

4.3.1 Versuchsaufbau und Anisthesie

Um die Kardioprotektion durch IPC untersuchen zu kdénnen, nutzten wir ein open chest
in vivo Modell der Ratte, das in der Klinik fiir Anésthesiologie mehrfach durchgefiihrt
wurde und etabliert ist (108,136—138). Im Gegensatz zu einem in vitro Versuchsaufbau
erzeugt das in vivo Modell ein realititsndheres experimentelles Umfeld. Durch
Einschluss der Reaktionen des Gesamtorganismus erdffnen sich andere Moglichkeiten
der Interpretation der Versuchsergebnisse als bei einem in vitro Modell. Nachteilig bei
einem in vivo Modell ist jedoch die Vielzahl der Faktoren, die die Infarktgrofe
nachgewiesen beeinflussen konnen. Unter standardisierten Bedingungen konnen diese

jedoch reduziert werden.

Die Ausdehnung des Infarktareals ist mafgeblich abhéngig von der Erfahrung und dem
Geschick des Operateurs, da der Erfolg der Ligatur des RIVA nach regionaler
Wandbewegungsstorung und Zyanose beurteilt wird. Hinzu kommen anatomische
Normvarianten des Gefdfles und die Ausbildung von Kollateralkreisldufen, wobei diese
bei kleinen Nagetieren nur sehr gering ausgeprédgt sind (139). Als Qualitatskriterium
konnen hier die Grofen des Risikogebiets der einzelnen Versuchsgruppen herangezogen
werden. Diese unterschieden sich in der Studie dieser Arbeit nicht signifikant (s. Kapitel
3.1) (107), sodass es unwahrscheinlich ist, dass die InfarktgroBe hierdurch beeinflusst
wurde. Dariliber hinaus durchliefen alle Versuchstiere eine Indexischdmie von 25

Minuten, sodass es nicht zu einer Beeinflussung der InfarktgroBe durch eine
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unterschiedliche Dauer kommen konnte. Erfahrungsgemél reichen 25 Minuten

Ischidmiezeit fiir einen irreversiblen Zelluntergang des Myokards der Ratte aus (108).

Fiir den Versuch entscheidend war eine sichere und ausreichende Induktion einer IPC.
Sandhu et al. zeigten eine groBere InfarktgroBenreduktion nach drei Zyklen IPC als
nach einem Zyklus (140). Dariiber hinaus verdeutlicht die signifikante Verkleinerung
des Infarktareals im vorliegenden Versuch, dass Anzahl und Dauer der IPC-Zyklen als

ischdmische Stimuli ausreichend gewesen sein miissen.

Die Kombination aus Evans-Blue- und TTC-Farbung stellt eine etablierte Methode zur
Bestimmung des Risikogebiets und des Infarkareals dar (141,142). Das Auswaschen der
Reduktionsdquivalente aus infarziertem Myokard beansprucht einige Zeit. Wir wihlten

eine in der Arbeitsgruppe etablierte Reperfusionsdauer von 120 Minuten.

Um auszuschlieBen, dass es durch eine Hypothermie zu einer Kardioprotektion und
dementsprechend einer Verkleinerung des Infarktareals kommt (143,144), wurden die
Tiere wahrend des Versuchs zur Aufrechterhaltung einer konstanten Korpertemperatur

auf einer Warmeplatte fixiert.

Zusitzlich nimmt der pH-Wert Einfluss auf den Reperfusionsschaden und damit auf die
Ausdehnung des Infarkts (145). Um einen ausgeglichenen Siure-Basen-Haushalt zu

gewihrleisten, wurden regelméBige Blutgasanalysen durchgefiihrt.

Des Weiteren konnte die Wahl des Narkotikums im Sinne einer pharmakologischen
Priakonditionierung, einen zur IPC additiven kardioprotektiven Effekt haben. Wie in
Kapitel 1.4. erldutert, haben einige Anésthetika kardioprotektive Eigenschaften und
konnten so die InfarktgroBe beeinflussen. Zur Narkoseinduktion bei allen
Versuchstieren und zur Narkoseaufrechterhaltung bei zwei Versuchsgruppen wurde
Pentobarbital verwendet. Bisher konnten fiir Pentobarbital keine eigenen
priakonditionierenden Eigenschaften gezeigt werden. Zudem beeinflusst das
Medikament die himodynamische Stabilitit nur geringfiigig (94). Zaugg et al. zeigten
jedoch, dass Pentobarbital die (")ffnung des mKrp-Kanal beeinflussen konnte (146).
Folglich kann eine Auswirkung von Pentobarbital auf die Ergebnisse nicht gédnzlich

ausgeschlossen werden.

Verschiedene tierexperimentelle Studien wiesen kardioprotektive Effekte im Sinne
einer medikamentdsen Prikonditionierung durch Sevofluran nach (147-150). Erstmalig

konnten dies 1998 Novalija et al. an Schweineherzen zeigen, da es nach
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Priakonditionierung mit Sevofluran vor einer Ischdmie zu einer verbesserten Herzarbeit
im Sinne eines reduzierten Sauerstoffverbrauchs kommt (151). Obal et al. wiesen bei
der Ratte in vivo eine signifikant reduzierte InfarktgroBe nach einer Prd- und/oder
Postkonditionierung mit Sevofluran nach und stellten die zentrale Bedeutung des
mitochondrialen ATP-abhingigen Kalium-Kanals (mKxrp) heraus (57). Randomisierte
kontrollierte Studien bei Patienten, die sich einer Bypassoperation unterzogen, zeigten
jedoch unterschiedliche Ergebnisse (152—157): Piriou et al. konnten keine signifikant
reduzierten Troponinlevel nachweisen (156); Bein ef al. und Frassdorf ef al. gelang es
nur bei wiederholter Gabe von Sevofluran mit nachfolgenden Auswaschphasen als
Prakonditionierungsstimulus  signifikant reduzierte Troponinwerte zu erzielen
(155,157). Die Studienprotokolle oben genannter Studien lassen den Schluss zu, dass
eine kontinuierliche Verabreichung von Sevofluran, die jedoch zur Aufrechterhaltung
einer balancierten Anisthesie notig ist, keine prakonditionierenden Effekte hat
(152,154). In einer Metaanalyse von 2016 fassten Lu ef al. zusammen, dass eine
Prikonditionierung mit Sevofluran kardioprotektiv wirkt und Troponinwerte bei
Patienten mit Bypassoperationen signifikant senkt, wobei das optimale
Priakonditionierungsprotokoll nach wie vor unbekannt ist. Hinsichtlich der sekundéren
Endpunkte (CK-MB-Werte, Beatmungsdauer, Dauer des Intensivaufenthalts oder der

Krankenhausverweildauer) gab es keine signifikanten Unterschiede (158).

Eine Kardioprotektion durch Sevofluran zeichnet sich in den vorliegenden Ergebnissen
nicht ab. Andernfalls miisste sich ein Unterschied in den InfarktgroBen zwischen den
jeweiligen Kontrollgruppen der verschiedenen Andsthetika zeigen, insbesondere im
Vergleich zu Pentobarbital (s. Kapitel 3.1). Moglicherweise ldsst sich dies mit dem
verwendeten  Studienprotokoll ~ begriinden, das  nicht  Sevofluran  als
prikonditionierenden Stimulus vorsieht. Das optimale Protokoll zur Prikonditionierung
mit Sevofluran ist noch nicht bekannt (158). Einige Studien zeigen, dass zur Induktion
einer Kardioprotektion kurze repetitive Gaben von Sevofluran in einer Dosierung von
1,0 MAC mit nachfolgenden Auswaschphasen notig sind: Berger ef al. konnten eine
Infarktgrofenreduktion an Ratten unter pulsatiler Verabreichung nachweisen, die sie
jedoch nicht bei einer kontinuierlichen Gabe reproduzieren konnten (159). Auch
klinisch scheint sich dies zu bestétigen (155,157). Da wir Sevofluran kontinuierlich zur
Aufrechterhaltung der Narkose verabreichten, sind additive kardioprotektive Effekte

durch eine pharmakologische Prikonditionierung eher unwahrscheinlich.
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Dariiber hinaus konnen Opiate bzw. die Aktivierung von Opiat-Rezeptoren
kardioprotektive Effekte induzieren (61,102,104). Wie in Kapitel 1.4.4 beschrieben
besitzt auch Remifentanil diese Eigenschaften (105,106). Ahnlich wie bei Sevofluran
zeigen unsere Ergebnisse keine Kardioprotektion durch Remifentanil, andernfalls
misste es eine signifikante Differenz der Infarktgroe jeweils zwischen der
Pentobarbital-Kontrollgruppe und der Kontrollgruppe der balancierten Andsthesie mit
Sevofluran kombiniert mit Remifentanil und der Kontrollgruppe der TIVA (s. Kapitel
3.1) geben. Zudem beschreiben einige Studien, dass zur Erzeugung eines
prikonditionierenden Reizes durch Remifentanil wiederholte kurze Gaben nétig sind
(160,161) und keine kontinuierliche Applikation, wie es in unserer Studie zur
Narkosefithrung vorgesehen war. Die beobachteten kardioprotektiven Effekte scheinen
auch eine Dosis-Wirkungsbeziehung zu haben: So scheint es zunédchst mit Erhdhung der
Dosis auch zu einem Anstieg der Effektivitit der Kardioprotektion und dann bei
Uberschreiten einer Schwellendosis — bei Zhang et al. war es 6pg/kg KG/min (160), bei
Yu et al. 10pg/kg KG/min (161) — wieder zu einem Abfall bzw. zu keiner weiteren
Steigerung zu kommen. Die genannten Dosierungen liegen aullerhalb der fiir den
klinischen Gebrauch iiblichen Dosierung: Falls ein Initialbolus iiber eine Minute
verabreicht wird, liegt dieser meist bei 0,5-1pg/kg KG/min; die Dosis einer
kontinuierlichen Gabe betrit 0,1-0,5ug/kg KG/min (19). Vermutlich ist die von uns
verwendete Dosierung von 0,5ug/kgKG/min zu gering, um einen kardioprotektiven
Effekt zu erzeugen. Aufgrund des Versuchsprotokolls, der kontinuierlichen Darreichung
und der gewihlten Dosierung ist davon auszugehen, dass der Einfluss von Remifentanil
auf die Ergebnisse vernachlédssigbar ist. Dariiber hinaus konnte in einigen Studien auch
ein kardioprotektiver  Effekt durch Propofol nachgewiesen werden: In
tierexperimentellen Modellen zeigten sich nach einer myokardialen Ischdmie bei
vorheriger oder gleichzeitiger Gabe von Propofol eine verbesserte linksventrikulédre
Funktion (162-164), weniger Arrhythmien (165) und eine reduzierte Infarktgrofle
(163,164,166). Allen diesen Studien ist jedoch gemein, dass Propofol als
prékonditionierender Stimulus, die Untersuchung der kardioprotektiven Eigenschaften
und mogliche Signalwege im Fokus standen und nicht der Einfluss von Propofol auf
andere kardioprotektive Reize. Zudem zeigen klinische Daten keine kardioprotektiven
Effekte bei kardiochirurgischen und nicht-kardiochirurgischen erwachsenen Patienten

(167-169).
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Wie bereits in Kapitel 1.4.3 beschrieben liegt Propofol in einer Lipid-Wasser-Emulsion
vor. Eine mogliche Tragersubstanz ist Intralipid®, fiir die kardioprotektive Effekte
gezeigt worden sind (170,171). Rahman et al. erzielten an der Maus in vivo durch die
Gabe von Intralipid® zu Beginn der Reperfusionsphase eine InfarktgroBBenreduktion um
70 % (172). Neuere Daten von Lucchinetti et al. legen jedoch nahe, dass
moglicherweise die kardioprotektiven Effekte von Intralipid® durch die Substanz
Propofol wieder aufgehoben werden: Die Arbeitsgruppe untersuchte an der Ratte in
vitro den Einfluss verschiedener Anisthesieregime auf die postkonditionierenden
Effekte von Intralipid®. Sie konnten zeigen, dass es trotz Intralipidinfusion wihrend
einer kontinuierlichen = Applikation von Propofol =zu keiner verbesserten
linksventrikuldren Funktion kam (173). Wie bei den Pentobarbital- und Sevofluran-
Gruppen, konnte auch bei Propofol kein Unterschied in der Infarktgro3e zu den anderen
Kontrollgruppen gezeigt werden. Vermutlich haben also weder Propofol noch

Intralipid® in dieser Studie additive pharmakologisch prikonditionierende Effekte.

Da es zwischen den drei Kontrollgruppen zu keinem signifikanten Unterschied der
IngfarktgroBen kam, ldsst sich aus diesen Ergebnissen zusammenfassend schlieBen, dass
die hier gewihlten Narkoseverfahren im verwendeten Versuchsaufbau selbst keinen

kardioprotektiven Effekt besitzen.

4.3.2 Versuchstiere

Um den FEinfluss verschiedener Anisthesieregime als moglichen Storfaktor isoliert
betrachten zu konnen, wurden durch das gewdéhlte Studienprotokoll (s. Kapitel 2.2.2)

andere potentielle confounder ausgeschlossen.

Um einen Einfluss des Geschlechts auf den Ischdmie- und Reperfusionsschaden zu
vermeiden, wurden lediglich ménnliche Wistar-Ratten verwendet. Wie in Kapitel 1.1.2
dargelegt sind Frauen weniger hdufig von kardiovaskuldr bedingten Erkrankungen
betroffen als Ménner. Ursdchlich scheinen unter anderem ein genetischer Vorteil sowie
hormonelle Faktoren im Hinblick auf die Entstehung kardialer Erkrankungen zu sein
(174,175). Verschiedene tierexperimentelle Studien konnten eine geringere Anfélligkeit
des weiblichen Geschlechts hinsichtlich der Ausbildung eines Ischdmie- und
Reperfusionsschadens belegen (176—178). Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage,

inwieweit das Geschlecht die Wirksamkeit einer Prakonditionierung durch einen
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ischdmischen Trigger beeinflusst. Song ef al. und Turcato et al. konnten keine
InfarktgroBenreduktion durch IPC bei jungen weiblichen Mausen im Vergleich zu
jungen minnlichen Mausen induzieren (179,180). Lieder et al. hingegen konnten in
vitro keine signifikanten Unterschiede zwischen minnlichen und weiblichen Ratten
hinsichtlich der Effektivitdt der Kardioprotektion durch IPC feststellen (181), wobei im
Versuchsaufbau dieser Studie eine stidrkere Stimulation gewihlt wurde. Eventuell sind
aufgrund der hoheren endogenen Schutzmechanismen bei Weibchen intensivere Trigger
von Noten. Durch eine Beschrinkung auf Mannchen im vorliegenden Studiendesign

konnten wir potentielle Effekte durch das Geschlecht ausschlief3en.

Dariiber hinaus verwendeten wir nur gesunde Tiere, um StorgroBen wie
Vorerkrankungen oder Medikamente nicht einbeziehen zu miissen. In diesem
Zusammenhang scheint Diabetes mellitus eine wichtige Rolle zu spielen. Viele Studien
konnten eine reduzierte oder aufgehobene Kardioprotektion durch IPC bei Diabetes
mellitus nachweisen (182-185). Daneben konnen Medikamente wie ACE-Hemmer
(186), Statine (187), Antidiabetika (188—190), Nitrate (191) und B-Blocker (191,192),
die hdufig von Patienten mit kardiovaskuldren Risikofaktoren eingenommen werden,

Einfluss auf die kardioprotektive Wirkung der IPC haben.

Ein weiterer confounder hinsichtlich der Effektivitit der IPC stellt das Alter dar: In
vielen tierexperimentellen und klinischen Studien zeigte sich ein Verlust der
Kardioprotektion durch IPC bei idlteren Tieren bzw. Patienten (191,193). Schulmann et
al. konnten beispielsweise an der Ratte in vifro nachweisen, dass es auch nach einer
Intensivierung des Triggers bei dlteren Ratten im Vergleich zu jungen Tieren zu keiner
Kardioprotektion kommt. Bei Ratten mittleren Alters hingegen konnte durch eine
Verstarkung des Reizes eine Kardioprotektion induziert werden (194). Neben
tierexperimentellen Daten (195,196) zeigen auch klinische Studien eine Aufhebung
kardioprotektiver Effekte bei Patienten mit hoherem Lebensalter: Abete ef al. konnten
keinen infarktreduzierenden Effekt durch eine Pridinfarktangina bei dlteren Patienten,
die einen Myokardinfarkt erlitten, im Gegensatz zu Jiingeren nachweisen (197). Im
Rahmen von Koronarinterventionen (198) oder Bypassoperationen (51) liel sich
ebenfalls ein Wirkverlust bei dlteren Patienten beobachten. Aus diesem Grund wurden

in unserem Versuchsauftbau lediglich junge Tiere verwendet.
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4.4 Diskussion der Ergebnisse

4.4.1 Infarktgrofien

Als primdren Endpunkt dieser Studie wédhlten wir die Messung der
InfarktgroBenreduktion mittels Evans-Blue- und TTC-Féarbung. Als sensitivster Marker
zur Beurteilung des AusmaBles des Ischimie- und Reperfusionsschadens bzw. etwaiger
kardioprotektiver Effekte in vivo und in vitro gilt die Bestimmung der InfarktgrofSe im
Verhiltnis zum Risikogebiet (199). Damit stellt die quantitative Bestimmung des

Infarktareals weiterhin den Goldstandard bei Studien zur Kardioprotektion dar.

Zur Ermittlung des Myokardschadens konnte auch die kontraktile Dysfunktion
gemessen werden, treten ischdmisch bedingter Zellschaden und kontraktile Dysfunktion
doch hidufig gleichzeitig auf und beruhen meist auf dhnlichen Mechanismen. Jedoch ist
eine Protektion gegen die Dysfunktion nicht gleichzusetzen mit einer Protektion gegen
einen Zelluntergang im Rahmen eines Ischdmie- und Reperfusionsschadens (200). Die
reduzierte Freisetzung definierter Biomarker spiegelt eine Kardioprotektion nicht
ausreichend sensitiv wider. So konnten Rosello et al. in ihrer Arbeit zur Analyse von
primdren Endpunkten zur validen Beurteilung kardioprotektiver Therapien nur eine
geringe Korrelation zwischen einer reduzierten Freisetzung von Laktatdehydrogenase
(LDH) und einer InfarktgroBenreduktion nachgewiesen mittels TTC-Farbung zeigen

(201).

Auf Grundlage dieser Erkenntnise wurde in dieser Studie die InfarktgroBe als primérer
Endpunkt gewidhlt und die hdmodynamischen Parameter als sekundéire Endpunkte

evaluiert.

4.4.2 Hamodynamische Parameter

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine signifikante InfarktgroBenreduktion durch IPC
im Vergleich zu den Kontrollgruppen unabhingig vom gewéhlten Andsthesieverfahren.
Im Gegensatz dazu konnten wir jedoch keine Unterschiede hinsichtlich der
Héamodynamik zwischen den Tieren mit [PC und denen der Kontrollgruppen
nachweisen. Diese Tatsache zeigt sich auch in einer Vielzahl an Studien am isolierten
Herzen. Weshalb es zu einer Reduzierung der Infarktgrofe, aber nicht zu einer
Verbesserung der hdmodynamischen Werte durch IPC kommt, ist bisher nicht
vollstindig geklart.
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Eine mogliche Erklirung konnte das Auftreten eines myocardial stunning sein.
Braunwald et al. beschrieben erstmals mit diesem Begriff eine zeitlich begrenzte
kontraktile Dysfunktion der Myozyten, die nach einer regionalen oder globalen
Ischdmie auch nach wiederhergestellter Koronarperfusion und fehlendem Zelluntergang
auftreten kann (202). Pathogenetisch scheint es zum einen durch Sauerstoffradikale zu
einer Schiadigung von Zellorganellen und Myofilamenten, zum anderen zu einem
Anstieg der intrazelluliren Kalziumkonzentration zu kommen. Eine herabgesetzte
Sensibilitdt des kontraktilen Apparats fiir Kalzium fiihrt schlieBlich zu einer tempordren
Verschlechterung der myokardialen Funktion in den iiberlebenden Kardiomyozyten

(203).

In diesem Zusammenhang untersuchten Ferrera et al. einen moglichen Einfluss der
Dauer der Reperfusion auf die Himodynamik bei kardioprotektiven Verfahren. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Reperfusion von 120 min im Vergleich zu einer 60-
miniitigen Reperfusion zu keiner signifikanten Verbesserung der Hamodynamik in
isolierten Herzen fiihrt. Es kam ebenfalls zu keiner weiteren Zunahme der
InfarktgroBenreduktion (204). Diese Ergebnisse sind vereinbar mit denen dieser Arbeit.
Es ldsst sich folgern, dass vermutlich eine deutlich prolongierte Reperfusionsphase
notwendig wére, um moglicherweise signifikante Effekte in der Himodynamik zu
erzielen und nachzuweisen. Dies kdnnte im Rahmen eines chronischen in vivo Models
umgesetzt werden. Den Goldstandard zur Bestimmung der Kardioprotektion stellt
jedoch, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, die InfarktgroBenbestimmung dar.
Verbesserungen in der Himodynamik sind auf Grundlage dieser Erklarungen also nicht

primir entscheidend fiir den Nachweis kardioprotektiver Effekte in unserer Studie.

4.5 Limitierungen der Studie
Die Resultate der durchgefiihrten Studie sind rein deskriptiv.

Die Durchfiihrung erfolgte an 36 Ratten, eine Ubertragung auf den Menschen in einem
grofleren Kollektiv ist daher nur mit Einschrankung mdéglich. Hinzu kommt, dass die
IPC doch in weiten Teilen zu invasiv und risikobehaftet fiir Patienten zu sein scheint,
um regelhaft durchgefiihrt zu werden. Zusitzlich sind die Patienten, die von einer IPC

vermutlich profitieren wiirden, meist dlter, vorerkrankt und nehmen Medikamente ein.
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Auch das Geschlecht ist natiirlich variabel. Zum Auschluss moglicher anderer

StorgroBen wurden jedoch nur ménnliche, junge und gesunde Ratten verwendet.

Zudem wurde weder die Initierung der IPC auf zelluldrer Ebene noch die Vermittlung
der Kardioprotektion iiber intrazellulire Signalwege untersucht. Ziel war es nur die
Wahl des Narkotikums als mdglichen confounder zu beleuchten. Folglich kénnen nur
theoretische Uberlegungen dariiber getroffen werden, wo genau die Unterschiede zu

RIPC liegen und wo etwaige Ansatzpunkte fiir verschiedene Narkotika denkbar wéren.

Dartiber hinaus wurden klinisch gebrduchliche Anésthetika verwendet, Triagerlosungen
wurden nicht separat betrachtet, sodass ein moglicher zusitzlicher protektiver Einfluss

dieser nicht sicher ausgeschlossen werden kann.

4.6 Translation in die Klinik und Ausblick

Die Ergebnisse aus tierexperimentellen Studien zur IPC-induzierten Kardioprotektion
sind vielversprechend und konnten bereits in einigen klinischen Studien reproduziert
werden. IPC im Rahmen von aortokoronaren Bypassoperationen fiihrte nicht nur zum
Anstieg des ATP-Gehaltes im Myokard als Nachweis einer verbesserten zelluldren
Energieversorgung, sondern auch zu einer gesteigerten ventrikuldren Pumpfunktion und
reduzierten Troponin-Spiegeln (50,51). Im Gegensatz dazu konnten grof3e
multizentrische Studien zu RIPC bei herzchirurgischen Eingriffen keine positiven
Effekte zeigen (82,83). Ein mdglicher Aspekt konnte hierbei der Einfluss der gewéhlten
Anésthesieverfahren sein. Wie in dieser Arbeit gezeigt bleibt die
InfarktgroBenreduktion durch IPC vollstindig unbeeinflusst von der Applikation
verschiedener Anidsthetika. Behmenburg ef al. und Bunte ef al. (100,107) wiesen im
Gegensatz dazu einen aufgehobenen protektiven Effekt von RIPC unter Propofol-
Anisthesie nach und fiihrten dies auf eine blockierte Freisetzung von humoralen
Faktoren zuriick. Trotz des Vorteiles von IPC gegeniiber RIPC hinsichtlich des
Ausmalles der Kardioprotektion in klinischen Studien {iberwiegen vermutlich die
Nachteile der hohen Invasivitdt und moglichen schwerwiegenden Komplikationen der
Methodik (wie beschrieben in Kapitel 1.2). Zudem ist das Verfahren technisch mit
einem potenziell hohen Aufwand verbunden und primér praktikabel im Rahmen von
perkutanen Koronarinterventionen. Neben dem Anésthesieverfahren konnten bei der

Ubertragbarkeit experimenteller IPC-Daten in die Klinik zudem eine Vielzahl an
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weiteren FEinflussfaktoren eine Rolle spielen. So konnte in verschiedenen Studien
bereits gezeigt werden, dass Komorbiditditen wie Hyperglykdmie und
Hypercholesterindmie, aber auch das weibliche Geschlecht die IPC-vermittelte
Kardioprotektion blockieren (205). Basierend auf diesen Erkenntnissen riicken die
Verfahren RIPC bzw. pharmakologische Konditionierungsstrategien ins Blickfeld
aktueller Forschungsarbeiten. Die Ergebnisse dieser Studie verdeutlichen, dass die
verschiedenen Einflussfaktoren, wie hier das Anésthesieverfahren, bei der
Durchfiihrung klinischer Studien beriicksichtigt werden sollten. Wir konnten jedoch
auch zeigen, dass die myokardialen Signalkaskaden, die im Rahmen der IPC getriggert
werden, vermutlich nicht durch Anésthestika beeinflusst werden. Zukiinftige
Ansatzpunkte flir eine erfolgreiche Kardioprotektion in klinischen Studien konnten
daher pharmakologische Strategien sein, welche die durch IPC vermittelten Signalwege

imitieren.
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