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1. Zusammenfassung

Eine rasch wachsende und zunehmend alternde Weltbevdlkerung pragt vielfaltige
medizinische Herausforderungen. Der steigende Bedarf an chirurgischen Eingriffen trifft
zusammen mit zunehmend &alteren, multimorbideren Patienten, was eine weitere zukuinftige
Aggravierung der bereits heutzutage relevanten Rate an perioperativen Komplikationen
(eingriffsabhangig in 20-50% aller Patienten) erwarten lasst. Zur Eindammung dieser
Problematik ist die Entwicklung strategischer Anséatze zur Reduktion perioperativer
Komplikationen dringend erforderlich. In den Fokus gertickt ist dabei in den letzten Jahren die
Nutzung des praoperativen Zeitfensters zur Modifizierung préoperativer Risikofaktoren noch
vor dem chirurgischen Eingriff (Prahabilitation). Aufbauend auf der bestehenden Evidenz
praoperativer sportbasierter Prahabilitationsprogramme wurde in dieser Arbeit ein
vierwdchiges supervidiertes, intensives, aerobes préaoperatives Intervalltraining konzipiert,
welches sich im Rahmen der prospektiven, randomisierten, klinischen Machbarkeitsstudie als
klinisch durchfilhrbar mit hoher Patientenakzeptanz und Interventionsadharenz (100%)
erwies. Unerwilnschte Ereignisse traten nicht auf. Sowohl gemessen anhand der anaeroben
Schwelle als auch der maximalen Sauerstoffaufnahme konnte mit dem konzipierten
belastungsreduzierten praoperativen Trainingsprogramm eine effektive Steigerung der
korperlichen Leistungsfahigkeit erzielt werden. Dariber hinaus lieR sich mittels
Durchflusszytometrie und CITRUS-Analyse eine auf korperliche Belastung responsible
Zellpopulation identifizieren, die sich immunph&anotypisch
(CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+) und aufgrund ihres FlowSOM-
analytisch untersuchten Zellpopulationsverwandtschaftsgrads als endotheliale Progenitorzell-
Subpopulation zuordnen lief3. Mit dem untersuchten préoperativen Trainingsprogramm gelang
eine signifikante Steigerung des Anteils CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+
Zellen innerhalb des zirkulierenden CD45- Zellpools. Mit der demonstrierten
trainingsvermittelten Mobilisierbarkeit endothelialer Progenitorzellen, welche fir vielfaltige
Prozesse im Rahmen von GefalRerhalt, -regeneration, Angiogenese und Neovaskularisation
eine zentrale Rolle spielen und entscheidend verkniipft sind mit dem Auftreten perioperativer
Komplikationen, starkt diese Arbeit die Evidenz fir den Stellenwert préoperativer
Trainingsprogramme erstmalig auch auf zellularer Ebene und préasentiert damit einen
bedeutenden Ansatzpunkt fur die zukinftige Reduktion perioperativer Komplikationen und

ihrer Folgen.
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2. Einleitung

2.1. Implikationen der demographischen Bevdlkerungsentwicklung fur das

chirurgische und perioperative Handeln

2.1.1. Entwicklung und Alterung der gesellschaftlichen Struktur

Weltweit betrachtet befindet sich die Bevolkerungszahl im Wachstum?. Ein wesentlicher Faktor
fur die globale Bevolkerungszunahme ist das Wachstum im Segment Aalterer
Bevolkerungsgruppen. So wird seitens der Vereinten Nationen (UN) angenommen, dass im
Jahr 2050 16,4% der Weltbevolkerung &lter als 65 Jahre sein dirften — somit doppelt so viele
Menschen wie aktuell und finf Mal so viele Menschen wie 19501. In Europa und Nordamerika
betragt der Anteil an Uber 65-Jahrigen bereits heutzutage 18,7%, und fir das Jahr 2050 wird
ein Bevolkerungsanteil von 26,9% prognostiziert'. Auch die Lebenserwartung neugeborener
Generationen ist im Verlauf der Jahrzehnte gestiegen — wahrend die Lebenserwartung zum
Geburtszeitpunkt im Jahr 1990 (in Europa und Nordamerika) noch bei durchschnittlich 73,6
Jahren lag, betrug sie im Jahr 2021 bereits 77,2 Jahre, und fur kinftige Neugeborene im Jahr
2050 wird sogar von einer durchschnittichen Lebenserwartung von 83,8 Jahren
ausgegangen'. Die Bevolkerungsalterung stitzt sich somit auf drei Saulen? 1.) Einer
insgesamt steigenden Lebenserwartung mit Expansion der hohen Alterssegmente. 2.) Dem
Eintritt geburtenstarker Nachkriegs-Jahrgange in hohere Lebensaltersgruppen. 3.) Fallende
Geburtenraten und somit die Entwicklung geburtenschwacher Jahrgange (1950 betrug die
weltweite Geburtenzahl pro Frau noch 5 Kinder, 2010 hatte sich diese Zahl bereits auf 2,5

Neugeborene pro Frau halbiert)?.

2.1.2. Die Morbiditatszunahme mit steigendem Lebensalter

Die Inzidenz und Pravalenz vieler Erkrankungen steigen mit zunehmendem Lebensalter.
Bedeutsame Beispiele hierfur sind kardiovaskulare Erkrankungen (hierunter fallen die
Koronare Herzkrankheit?, die chronische Herzinsuffizienz®#4, Schlaganfalle*>=” und die arterielle
Hypertonie®’, aber auch Myokardinfarkte*’), Diabetes mellitus’, die chronisch-obstruktive
Lungenerkrankung (COPD)"8, dementielle Erkrankungen® und zahlreiche
Tumorerkrankungen’. Auch wenn das Publikationsdatum der zitierten wissenschaftlichen
Arbeiten teilweise mehrere Jahre zurlckliegt, wird ihre fortbestehende Aktualitat gesttitzt durch
die Erhebungen der weltweit grol3ten epidemiologischen Beobachtungsstudie ,Global Burden
of Disease Study“ des amerikanischen Institute for Health Metrics and Evaluation, welche in

ihren aktuellsten Daten aus dem Jahr 2019 die mit zunehmendem Alter steigenden
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Pravalenzen fur kardiovaskulare Erkrankungen, Schlaganfalle, hypertensive
Herzerkrankungen, COPD und chronische Nierenerkrankungen bestatigt*.

Entsprechend dieser Korrelation zwischen Krankheitsauftreten und zunehmendem
Lebensalter entféllt ein groRer Anteil der gesamtgesellschaftlichen Krankheitslast auf altere
Bevolkerungsgruppen. Bereits fir das Jahr 2010 bezifferten die Schatzungen des ,Global
Burden of Disease“-Projekts der University of Washington (Institute for Health Metrics and
Evaluation, USA) den Anteil von Erkrankungen bei Menschen im Alter von tber 60 Jahren
weltweit auf 23,1 % der gesamten Krankheitslast (konkret 574 Millionen der insgesamt 2490
Millionen Disability-adjusted life years, d.h. der gesunden Lebensjahre, welche
krankheitsbedingt gesellschaftlich verloren gehen)!l. Fur das Jahr 2019 wurden an dieser
Stelle rund 834 Millionen der 2538 Millionen Disability-adjusted life years (somit 32,8% der
gesamten weltweiten Krankheitslast) ausgewiesen!?. Sowohl die Steigerung innerhalb von nur
9 Jahren als auch das Gesamtausmald der Krankheitslast bei Gber 60-Jahrigen sind somit
betrachtlich. Fokussiert man sich - statt einer globalen Betrachtung - rein auf die
Hocheinkommenslander bzw. Industrienationen nehmen Erkrankungen der Gber 60-jahrigen
Bevolkerungsgruppe sogar nahezu die Halfte der gesamtgesellschaftlichen Krankheitslast ein
(49,2 %)

Die fiuhrend zu dieser Krankheitslast alterer Gesellschaftsgruppen beitragenden
Krankheitsbilder sind dabei vornehmlich kardiovaskulare Erkrankungen (30,3% der
Gesamtkrankheitslast bei Uber 60-Jahrigen), maligne Tumorerkrankungen (15,1%),
chronische Lungenerkrankungen (9,5%), muskuloskelettale Erkrankungen (7,5%), und

neurologische sowie psychomentale Krankheitsbilder (6,6%)*!.

Im Einklang mit der singuléaren Pravalenz einzelner alleinstehender Erkrankungen steigt auch
die Multimorbiditdt mit zunehmendem Alter stark an. So weisen etwa zwei Drittel aller
Menschen Uber 65 Jahren zwei oder mehr chronische Erkrankungen auf'?-%5, Auch hier zeigt
sich ein steigender Trend: Italienische Daten belegen beispielsweise einen Anstieg des Anteils
von Menschen Uber 65 Jahren mit mindestens zwei chronischen Komorbiditaten um tber 40%
binnen zweier Jahrzehnte (der Anteil aller 66-80-Jahrigen mit mindestens zwei chronischen
Erkrankungen betrug 2005 noch 37,5% und 2014 bereits 53,3%; der Anteil aller Gber 80-
Jahrigen mit mindestens zwei chronischen Erkrankungen betrug 2005 noch 46,5% und 2014
bereits 67,2%)’.

Als Erklarungsanséatze fur das grundsétzlich zunehmende Auftreten einer Multimorbiditat mit
steigendem Lebensalter werden die langere Exposition gegeniber vielfaltigen intrinsischen
und extrinsischen gesundheitsschadigenden Einflissen und die hohere Anfalligkeit for
Risikofaktoren chronischer Erkrankungen angefiihrt!®. Die bedeutendsten Risikofaktoren fir

viele weitere chronische Erkrankungen, namentlich arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
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und Adipositas zeigten dabei in der kiirzeren Vergangenheit (hier exemplarisch von 1998 bis
2003) allesamt eine steigende Préavalenz in samtlichen OECD-L&ndern unter den Uber 65-
Jahrigen (Arterielle Hypertonie: +0,7 bis +6,3%, Diabetes mellitus: +0,6 bis +7,4%, und
Adipositas +1,1 bis +3,8%)’. Die hieraus resultierenden gesellschaftsgesundheitlichen und
soziobkonomischen Auswirkungen sind weitreichend. Insbesondere steht die Multimorbiditét
in klarer Assoziation mit einer héheren Beanspruchung des Gesundheitssystems und héheren

medizinischen Kosten?®.

2.1.3. Die globale Zunahme des Bedarfs an operativen Eingriffen

Chirurgisch behandelbare Erkrankungen machen einen bedeutenden Anteil der weltweiten
Krankheitslast aus. So belaufen sich konservative Schatzungen der global-gesellschaftlichen
gesunden Lebensjahre, die aufgrund von Erkrankungen mit potenziell chirurgischer
Behandelbarkeit verloren gehen (,Disability-adjusted life years®), auf etwa 11% aller weltweit
verlorenen Disability-adjusted life years'®!°. Eine 2015 publizierte Expertenpanelbefragung
unter 173 Allgemeinchirurgen, spezialisierten Chirurgen und An&sthesisten schatzte die
Anzahl weltweit verlorener Lebensjahre durch chirurgisch behandelbare Erkrankungen gar auf
28%%2°. Auch die Ergebnisse der systematischen Analyse der ,Global Burden of Disease Study
2010“-Daten durch Lozano et al.?® bzw. die Quelldaten selbst werden in weitem
wissenschaftlichem Konsens dahingehend interpretiert, dass etwa 30% der globalen
Krankheitslast auf potenziell chirurgisch behandelbare Erkrankungen zuriickgehen??2,

Der hochste Bedarf an Operationen wird dabei im Bereich traumatischer Verletzungen (45,8
Millionen Operationen aufgrund unbeabsichtigter Verletzungen inklusive Unféallen und
Verkehrsunfallen), muskuloskelettaler Erkrankungen (40,5 Millionen Operationen),
schwangerschafts-assoziierter Komplikationen (38,7 Millionen Eingriffe), Erkrankungen der
Mundhdhle (35 Millionen Eingriffe) und urogenitaler Krankheiten (33,9 Millionen Operationen)
gesehen?*. Der globale Bedarf an chirurgischen Eingriffen aufgrund von kardiovaskularen
Erkrankungen bzw. Tumorerkrankungen wird mit 12,1 bzw. 9,7 Millionen Operationen
beziffert?*. Basierend auf Daten aus 194 WHO-Mitgliedsstaaten wurde das weltweite Volumen
an operativen Interventionen fiir das Jahr 2012 auf knapp 313 Millionen Eingriffe geschatzt®.
Gegenlber den zuvor fiir 2004 berichteten 234,2 Millionen Eingriffen®® ergab sich im 8-Jahres-
Intervall ein Anstieg des Operationsvolumens um 33,6%.

Um die mit der alternden Weltbevolkerung und der steigenden Lebenserwartung
einhergehende zunehmende Belastung durch chronisch-degenerative Krankheiten, Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und maligne Neoplasien zu bewaltigen, wird erwartet, dass sich der

Bedarf an chirurgischen Eingriffen noch einmal verdoppeln bis verdreifachen durfte?’.
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Auch in den sich entwickelnden Regionen der Welt wird mit zunehmender Verbesserung der
Infrastruktur und des Wohlstandes die Bedeutung Ubertragbarer (Infektions-)Erkrankungen
zugunsten nicht-tUbertragbarer Erkrankungen zurtickgehen?® und im Rahmen dessen der
Bedarf an chirurgischen Eingriffen deutlich zunehmen. Hier liegt ein weiterer enormer
Wachstumstreiber insbesondere in der Tatsache, dass gegenwartig schatzungsweise zwei
Milliarden Menschen noch immer kaum oder gar keinen Zugang zu chirurgischer Notfall- oder
Basisversorgung besitzen, schwerpunktmafig in L&ndern mit niedrigen und mittleren
Einkommen?®, Von den schatzungsweise 234,2 Millionen chirurgischen Interventionen im Jahr
2004 entfielen etwa 75% der Eingriffe auf das wohlhabendste Drittel der Weltbevdlkerung,
wohingegen nur etwa 4% der Eingriffe auf das &rmste Drittel der Weltbevdlkerung
zurtickgingen?®  (Zahlenverhaltnisse im Jahr 2012 weitgehend unverandert?®). Dass
beispielsweise Verletzungen aus Verkehrsunféllen global noch immer zu den haufigsten zehn
Todesursachen zahlen? ist Ausdruck dieser Verhaltnisse, betrachtet man den Umstand, dass
sich knapp 85% aller Verkehrsunféalle weltweit in Entwicklungslandern ereignen®’. Gerade in
zahlreichen Teilen Afrikas stdlich der Sahara sowie in sidlichen Regionen Asiens ist die
Versorgung mit anasthesiologischem Equipment und chirurgischen Ressourcen noch immer
unzureichend®-34, Insgesamt wird der jahrliche, unbeglichene Bedarf an zusatzlichen
Operationen in Landern mit geringen und mittleren Durchschnittseinkommen auf 143,1
Millionen Eingriffe geschatzt?*.

2.1.4. Die Bedeutung perioperativer Komplikationen
Mit der Zunahme von globalem Bevdlkerungsalter, Krankheitslast und Bedarf chirurgischer
Eingriffe gewinnen auch operations-assoziierte Komplikationen und ihre Folgen fortwahrend
an Bedeutung. Postoperative Komplikationen stehen auf der Schattenseite der vielen Millionen
durchgefuhrter chirurgischer Interventionen pro Jahr (hochgerechnet zwischen 220 und 344
Millionen Operationen im Jahr 2015%). Mit einem Auftreten relevanter postoperativer
Komplikationen bei etwa 20% aller Patienten®*! sind diese durchaus haufig. Bei zahlreichen
operativen Interventionen betragen die Komplikationsraten sogar bis zu 50%*~* und
insbesondere grolde chirurgische Eingriffe (,major surgery®) gehen in mehr als der Halfte der
Falle mit perioperativen Komplikationen einher*. Bestehende Schatzungen gehen von einer
alterungsbedingten Zunahme der postoperativen Komplikationslast um bis zu 10% jahrlich
aus?.
Nationale Daten zur Haufigkeit von perioperativen Komplikationen mit Todesfolge liegen global
nur von wenigen Staaten vor (bis 2016 nur von 28 WHO-Staaten)®. Nur 7 Staaten
Ubermittelten die Daten dabei in der gangigsten Metrik, der 30-Tages-Mortalitat®®. In
verschiedenen Studien wurde die kurzfristige postoperative Mortalitat variierend beziffert mit
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zwischen 1 und 4%%4-°. Anhand aller vorliegenden Daten wurden hochrangig publizierte
Kalkulationen vorgenommen, denen zufolge das postoperative Versterben innerhalb von 30
Tagen nach erfolgtem Eingriff die dritthaufigste Todesursache weltweit darstellt - direkt nach
kardiovaskularen Erkrankungen und Schlaganfallen®!. Mit fortschreitender Besserung der
Gesundheitsversorgung und Verflgbarkeit operativer Behandlungen in aufstrebenden
Nationen ist global von einer weiteren Zunahme der Gesamtzahl postoperativer
Komplikationen auszugehen. Die 6ffentlich vielfach noch fehlende Sensibilitat fir das Ausmal
dieser Problematik hat ihr in medizinwissenschaftlichen Kreisen die Bezeichnung als
,verborgene Pandemie“ (,hidden pandemic”) eingebracht®>4¢2’, Auch wenn der Begriff
‘Pandemie” typischerweise mit Ubertragbaren Erkrankungen (also infektiologischen
Geschehnissen) in Verbindung gebracht wird, so sind die Parallelen zwischen der
Begriffsdefinition (,Pandemic: An epidemic occuring worldwide, or over a very wide area,
crossing international boundaries, and usually affecting a large number of people.“*®) und dem
Verbreitungsmuster sowie der globalen Bedeutung perioperativer Komplikationen dennoch
erkennbar. Neben der Mortalitdt, welche nur den fatalsten Ausgang perioperativer
Komplikationen verkérpert, kommen eine Vielzahl weiterer perioperativer Ereignisse als
guantifizierbare und vergleichbare Outcomeparameter in Frage. Hierzu gehéren
beispielsweise Auftreten, Anzahl und Dauer von Hypotonie-Episoden>, die Anzahl an
Notfallteam-Einsatzen im stationaren Verlauf®, der Bedarf nachfolgender erneuter operativer
(Revisions-)Eingriffe®, die Krankenhausverweildauer®®-8, unerwiinschte Ereignisse nach der
Krankenhausentlassung®, und die Haufigkeit des Bedarfs einer stationaren
Wiederaufnahme®%! nach zuvor bereits erfolgter postoperativer Entlassung ins ambulante
Umfeld. Haufig ziehen perioperative Komplikationen auch mittel- bis langfristig
Einschrankungen der Alltagsfunktionalitat®2-54, Lebensqualitéat®265-%° sowie eine Reduktion der
Lebenserwartung’®'2 nach sich. Dartiber hinaus fiihren perioperative Komplikationen zu einer
deutlichen Erhthung von Behandlungskosten™ und damit einhergehend relevanten
soziodkonomischen Belastungen’. Beispielhaft verdeutlicht wurde das AusmaR durch eine
amerikanische Studie von 75.140 Patientenfallen mit gréReren chirurgischen Eingriffen (,major
surgery“) aus 222 medizinischen Zentren, die nahezu eine Verdreifachung der medizinischen
Behandlungskosten (+172%) durch perioperative Komplikationen errechnete’. Die
Ergebnisse stehen im Einklang mit vorangegangenen Studien, welche ebenfalls mindestens
eine Verdopplung der Behandlungskosten im Zuge perioperativer Komplikationen

beobachteten®® 78,
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2.1.5. Strategische Anséatze zur Reduktion perioperativer Komplikationen
Angesichts der dargestellten Tragweite von perioperativen Komplikationen wurden in den
vergangenen Jahrzehnten intensive Anstrengungen unternommen, um sowohl die Sicherheit
operativer Eingriffe zu optimieren, als auch auf der Patientenseite bestehende praoperative
Risikofaktoren zu erkennen und bestmdglich zu modifizieren.

Auf der prozeduralen Seite des operativen Eingriffs war eine entscheidende Weiterentwicklung
die Umstellung zahlreicher Eingriffe auf minimalinvasive bzw. laparoskopische Interventionen,
um die Patientenbelastung zu reduzieren: Gegenuber offenen Operationsverfahren bieten
minimalinvasive Eingriffe regelméafig bedeutende Vorteile, darunter kleinere Stichinzisionen
oder Schnitte’”’, geringere intraoperative Blutverluste’®”, reduzierte postoperative
Schmerzen-8! und eine kirzere Krankenhausverweil-"°828 yund Genesungsdauer’®., Auch
konnte fur verschiedene Anwendungsgebiete eine relevante Reduktion postoperativer
Komplikationen nachgewiesen werden®-8¢, Ungeachtet dessen behalten offen-chirurgische
Interventionsansétze dennoch auch in der Gegenwart weiterhin ihre Relevanz: Trotz intensiver
Bemuhungen, zahlreiche chirurgische Interventionen auf minimalinvasive oder
zwischenzeitlich sogar roboter-assistierte Verfahren umzustellen, besteht noch immer in
vielfaltigen Bereichen die Unumganglichkeit offen-chirurgischer Eingriffe — Beispiele hierfiir
sind der orthopadische Gelenkersatz sowie grofRere Organ- oder Tumoreingriffe®®. So wurden
beispielsweise im Jahr 2006 in den USA 63% aller gewdhnlichen, elektiven Colon-Operationen
weiterhin nicht-laparoskopisch durchgefuihrt®*. Auch bleibt es bis heute unvermeidlich, bei
einem geringen Prozentsatz aller laparoskopischen Eingriffe im Verlauf aufgrund
unvorhergesehener Umstande auf eine offen-chirurgische Operationstechnik zu wechseln®"8,
Darliber hinaus stehen den oben genannten Vorteilen minimal-invasiver Verfahren im
Vergleich zu offen-chirurgischen Ansétzen auch Nachteile gegenilber: So bedarf es zum
Erlernen und der fachgerechteren Durchfiihrung vieler laparoskopischer Techniken einer
deutlich intensiveren Ausbildung. In ihrer Publikation stellen Menon et al. beispielsweise fir
die laparoskopische radikale Prostatektomie fest: ,The operation is extremely difficult to learn
and therefore is currently performed only at a few centers in the United States, including ours.
Our team has performed more than 900 laparoscopic radical prostatectomies and still finds
this procedure demanding“’® (Ubersetzung: ,Das Operationsverfahren ist dufRerst schwierig zu
erlernen und wird daher bislang nur in wenigen Zentren in den Vereinigten Staaten
durchgefuhrt, darunter auch in unserem. Unser Team hat bereits mehr als 900
laparoskopische radikale Prostatektomien durchgefihrt und findet dieses Verfahren noch
immer herausfordernd®). Nicht nur im Vorfeld, sondern auch wahrend laparoskopischen
Eingriffen werden Operateure deutlich starker gefordert als bei offen-chirurgischen Eingriffen,
indem laparoskopische Interventionen Operateure hdherem mentalen Stress und einem

starkeren Konzentrationsbedurfnis aussetzen®®®, Die stark monitorgebundene Arbeitsweise
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und Zweidimensionalitat®® ! bei herkommlichen Laparoskopie-Bildschirmen konnte hierzu
bedeutend beitragen. Neben diesen Aspekten sind aber auch die kostenseitige Unterlegenheit
laparoskopischer Eingriffe’”® gegeniber offen-chirurgischen Interventionen, die langeren
Operationszeiten’® sowie die besondere Gerate- und Material-Intensitat ganz entscheidende
Faktoren, welche die Verbreitung laparoskopischer Eingriffe insbesondere in vielen

Entwicklungslandern und aufstrebenden Nationen kurz- bis mittelfristig limitieren durften.

Auf der Patientenseite stehen die Identifikation und Modifizierung von praoperativen
Risikofaktoren im Fokus. Zu den praoperativen Risikofaktoren zahlen das Patientenalter®?-°°,
Geschlecht®%, Vor- und Begleiterkrankungen®->%"  |abormedizinisch auffallig werdende
Organ- oder Gewebefunktionsstorungen®°’ (bspw. eine Anamie®-%8%°  Elektrolytstérungen®
oder eine Serumkreatininelevation®), Lebensstil-Faktoren wie Uber-1®° oder Untergewicht®?,
Raucherstatus®1%, Alkohol-°2 oder Drogenabusus. Entscheidend mit dem Auftreten peri- und
postoperativer Komplikationen korreliert auch der koérperliche Funktionsstatus nach ASA-
Klassifikation®**®, Die ,American Society of Anesthesiologists Physical Status Classification*
(ASA) verkorpert eine subjektive Einschatzung des gesundheitlichen Patienten-
Gesamtbefindens durch den Anésthesisten und ermdglicht die Einstufung in eine von funf
Kategorien!®? (ASA 1= Vollstandig gesunder und fitter Patient. ASA 2= Patient mit milder
Systemerkrankung. ASA 3= Patient mit schwerer Systemerkrankung. ASA 4= Patient mit
schwerer, lebensbedrohlicher Systemerkrankung. ASA 5= Moribunder Patient, der ohne
Operation voraussichtlich keine 24 Stunden Uberleben wird. Der revidierten ASA Physical
Status Classification in ihrer Version von 1963°* wurde 1983 die Stufe ASA 6 flr hirntote
Organspender hinzugefugt'®?). Ansatzpunkte fUr prahabilitative MaRnahmen bieten
insbesondere maodifizierbare Risikofaktoren. Diese sind abzugrenzen von nicht-
modifizierbaren Risikofaktoren fiir postoperative Komplikationen wie beispielsweise das
Alter®103 Geschlecht®® und AusmafR der chirurgisch zu behandelnden Erkrankung (z.B.
TumorausmaR)!?®, Potenziell modifizierbare Risikofaktoren fur postoperative Komplikationen
sind hingegen Komorbiditaten (darunter, arterielle  Hypertonie, kardiovaskulare
Vorerkrankungen, Diabetes mellitus, COPD, periphere GefaRRkrankheiten, Adipositas'® und
Tumorhistorie)%2-597, labormedizinisch auffallig gewordene Organ- oder
Gewebefunktionsstorungen®°7 (u.a. An&amig®6:98.99, Elektrolytstérungen® oder
Serumkreatininelevation®), Mangelernahrung®1%31%  Raucherstatus®10919  Alkohol-92:103
oder Drogenabusus. Auch korperliche Schwache (,frailty) im Allgemeinen!®® bzw. die
funktionelle Abhéangigkeit von externer Unterstiitzung!®® stellen potenziell modifizierbare
praoperative Risikofaktoren dar.

In  Abwesenheit belastbarer Daten zur Pravalenz modifizierbarer Risikofaktoren in

chirurgischen Patienten belaufen sich Schatzungen auf eine Betroffenheit von etwa einem
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Drittel aller Patienten, denen ein operativer Eingriff bevorsteht?’. Diese Schatzung erscheint in
Anbetracht der Arbeiten von Koch et al'®, Schwegler et al*®, Dzankic et al*®®, Mufioz et al'’
und Mao et al'®® in einer realistischen GroRenordnung zu liegen. Dieses AusmaR begriindet
die Bedeutsamkeit des in den letzten Jahren zunehmend in das anasthesiologische Blickfeld
gerickten Gebietes der Prahabilitation. Die Zielsetzung prahabilitativer MaRhahmen besteht
darin, praoperative Risikofaktoren nicht nur vor einer Operation festzustellen und darauf
beispielsweise in der Auswahl des Operationsverfahrens zu reagieren bzw. intraoperativ
erhdhte VorsichtsmalRhahmen zu ergreifen, sondern die detektierten Risikofaktoren maéglichst

schon im Vorfeld der Operation glnstig zu beeinflussen.

2.2. Préahabilitation

Unter dem 1994 erstmalig eingesetzten Oberbegriff ,Fast Track Recovery“l®,
beziehungsweise unter der im weiteren Verlauf gebrauchlicher verwendeten Bezeichnung
,Enhanced Recovery After Surgery“!®, wurden verschiedenste, meist multimodale und
interdisziplindre Ansétze entwickelt, um das Patienten-Outcome zu verbessern, die
Patientenregeneration nach operativen Eingriffen zu beschleunigen und die postoperativen
Krankenhausverweildauern zu reduzieren!®, Zu den bedeutungsvollsten intra- und
unmittelbar postoperativen evidenz-basierten MaBhahmen zur Reduktion von perioperativen
Komplikationen, Krankenhausverweildauern und -wiederaufnahmeraten sowie
Gesundheitskosten im Ganzen zahlen hierbei neben minimal-invasiven Operationstechniken
ein balanciertes perioperatives Volumenmanagement, und postoperativ eine multimodale
Schmerztherapie, Frihmobilisation und ein frihzeitiger Kostaufbau''®!'l, In der jungeren
Vergangenheit hat dieser Optimierungsansatz eine Erweiterung auf die praoperative Phase
erfahren. MalBnahmen zur praoperativen Verbesserung des korperlichen Allgemeinzustandes,
des Trainings- und Erndhrungsstatus sowie der Reduktion perioperativer Risikofaktoren haben
zunehmend den Begriff ,,Prahabilitation” gepragt. Dieser beschreibt die Zielsetzung, Patienten
im Vorfeld des elektiven chirurgischen Eingriffs fir diesen physisch, nutritiv und psychomental
vorzubereiten (,fitter zu machen®), um die postoperative Regeneration und Rehabilitation zu
beschleunigen?’12,  Prahabilitation ist eine  Strategie zur Einleitung des
Rehabilitationsprozesses noch vor dem Geschehnis der Operation® (Originalzitat:
,Prehabilitation is a strategy to begin the rehabilitation process before surgery, [...]*) schreiben
Wynter-Blyth et Moorthy pragnant zusammenfassend!'®* und beschreiben dabei ahnlich wie
Schier et al*” den Chancenreichtum des praoperativen Zeitfensters (,window of oportunity*).
Die in Studien untersuchten Gegenmalinahmen zur Modifizierung oben benannter
praoperativer Risikofaktoren umfassen abseits von pharmakotherapeutischen Ansatzpunkten
in erster Linie MalRnahmen aus drei verschiedenen Kategorien: Erstens verschiedene Formen

sportlich-korperlicher Aktivierung!4-12°, zweitens Ernahrungs- und
19



Nahrungserganzungsmittelstrategien??:118:120.123124126,128129 - gowje drittens psychomentale
UnterstitzungsmalBnahmen!!8120.123.124.126.128 = ja  ngch Uni- oder Multimodalitat des
projektspezifisch verwendeten Studiendesigns kommen dabei Préhabilitationsansatze aus
einer oder mehrerer dieser drei Kategorien zum Einsatz?’. In den nachfolgenden Kapiteln
werden alle drei Kategorien naher beleuchtet. Die gegenwartig insgesamt (und auch fr diese
Dissertationsarbeit) bedeutendste PrahabilitationsmafRnahmenkategorie - das praoperative
Training - wurde hierbei im Sinne des strukturellen Kapitelaufbaus und der inhaltlichen Abfolge

bewusst abschlieBend in diese Kapitelfolge eingeordnet.

2.2.1. Prahabilitativer Einsatz von Ernahrungsstrategien und
-supplementierungen

Eine intensive wissenschaftliche Untersuchung von Erndhrungs- und
Nahrungserganzungsmittelstrategien erfolgte in der Vergangenheit insbesondere bei
Patienten mit gréReren gastrointestinalen und/oder Tumor-Operationen. Gerade in diesen
zwei Patientenkollektiven mit ohnehin bereits groitem Risiko (gemaR Literaturangaben etwa
65%7130-132) f{ir eine Mangelernahrung als Ausgangssituation bei Krankenhausaufnahme oder
unter iatrogenem  Einfluss'®-132  pesteht auch perioperativ das  hdchste
Mangelernahrungsrisiko3:133134 1m gesamt-chirurgischen Patientenkollektiv wurde der Anteil
an bei Krankenhausaufnahme mangelernéahrten Patienten mit 55% beziffert'*2 und entspricht
dabei einem vergleichbar groRen Anteil wie die Quote an kritisch kranken intensivstationéren,
chirurgischen Patienten, welche iatrogen eine nicht kalorien- und proteinbedarfsdeckende
Ernahrung erhalt'®3. Nicht zuletzt vor dem Hintergrund der erhohten Komplikationsraten'3,
Vergesellschaftung mit Sarkopenie*® und korperlicher Gebrechlichkeit (,frailty“)t2,
Mortalitatsrisiken'®” und Krankenhausverweildauern'*” sowie -behandlungskosten3® wurden
jungst die Leitlinien der ,European Society for Clinical Nutrition and Metabolism‘ (ESPEN)*3°
zur Bekraftigung der Bedeutung von Patienten-Screening, -Monitoring und Optimierung
hinsichtlich des modifizierbaren Risikofaktors Mangelernahrung hervorgebracht.

Konkret umfassen die in Studien zur Préhabilitation eingesetzten Ernahrungs- und
Nahrungserganzungsmittelkonzepte eine professionelle
Erndhrungsberatung!!’118120123124,126.128  (ggf, ~ auch  mit  Vermittlung  weiterer
Lebensstiloptimierungsstrategien wie z.B. dem Rauchverzicht'>® oder der Reduktion des
Alkoholkonsums?!!812%) eine gewichtsadaptiert adaquate Kalorienzufuhrt”126 (bei Kaibori et al
beispielsweise durchschnittlich 25 Kilokalorien pro Kilogramm Korpergewicht!'’) sowie
Proteinzufuhr (orientiert an den ESPEN-Empfehlungen von 1,2 Gramm Proteineinnahme pro
Kilogramm Korpergewicht'*® wurde in mehreren Studien die Erndhrung bei Minderzufuhr

bedarfsentsprechend mit Whey-Protein  supplementiert!!8120124) = gine  kontrollierte
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Natriumchloridaufnahme (via Speisesalz)'!’, eine bedarfsgerechte Eisensubstitution?® und/
oder eine Vitaminsupplementierung'?®, Die Prahabilitationsregime umfassten in den zitierten
Studien eine Ernahrungsoptimierung tber zwei'?® bis vier1"120.124 \WWochen praoperativ, sowie
teilweise (aber nicht zwingend!?®) postoperativ iber weitere acht Wochen!?%124 bis hin zu sechs

Monaten'?.

2.2.2. Prahabilitativer Einsatz von psychomentalen
Stressbewaltigungsstrategien
Zur psychomentalen Vorbereitung von Patienten auf bevorstehende chirurgische Eingriffe
kamen in Studien vorrangig angstlosende Entspannungstechniken!8120.124.126.129 (mgjst mittels
Atemiibungent?®120124 ynd Visualisierungstechniken!?0124126) zym Einsatz. Haufig wurden
diese im Rahmen einer einmaligen 60-12°124 bis 90-minltigen!!® praoperativen Sitzung durch
einen professionellen Psychologen bzw. Psychotherapeuten!!®129 (manchmal auch nur durch
ein speziell geschultes Mitglied des Studienteams!?*) vermittelt und anschlieRend mithilfe
eines ausgehandigten Audio-Guides!8120124126 7, Hause eigenstandig regelmaRig

weitergefihrt.

2.2.3. Prahabilitative Steigerung der koérperlichen Leistungsfahigkeit durch
praoperatives Training

Korperliche Inaktivitat ist ein weltweit verbreitetes Phanomen, welches mit steigendem Alter
zunimmt und in den USA sowie einigen westlichen Landern nahezu die Halfte der
erwachsenen Bevolkerung betrifft'4°. Hierdurch wird der mit zunehmendem Alter ohnehin
erfolgende Rlckgang der kardiopulmonalen Leistungsfahigkeit*! weiter aggraviert'42.
Entsprechend weisen auch Patienten, die sich einem chirurgischen Eingriff unterziehen
mulssen, haufig eine reduzierte korperliche Belastbarkeit und Leistungsfahigkeit auf —
insbesondere im hoheren Alter'43144  Gleichzeitig stellt allerdings gerade die korperliche
Leistungsfahigkeit einen entscheidenden Pradiktor fir den peri- und postoperativen Verlauf
dar145_148.

Mafigebliche Kennzahlen zur Bemessung der korperlichen Leistungsfahigkeit stellen die
maximale Sauerstoffaufnahme sowie die anaerobe Schwelle dar.

Die anaerobe Schwelle bezeichnet dabei den Punkt, an dem eine Dauerbelastung in
gleichbleibender Intensitét nur noch Uber die Hinzunahme sauerstoffunabhéngiger
(,anaerober“) Energiebereitstellungsprozesse aufrechtzuerhalten ist'4°, aber die Produktion

und Elimination von Laktat im Blut sich noch die Waage halten®®. Eine Bestimmung der
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anaeroben Schwelle ist mittels Blutlaktatmessungen oder Atemgasanalysen moglich®s?,
Typischerweise ist eine zumindest kurzfristige Belastung Uber die anaerobe Schwelle hinaus
mdoglich, die dann mit einem weiteren Anstieg der Sauerstoffaufnahme einhergeht. Das
Ausmal dieses Anstiegs der Sauerstoffaufnahme ist physiologisch limitiert und erreicht an
einem bestimmten Punkt ein Plateau, welches man als ,maximale Sauerstoffaufnahme*
(VOmax) bezeichnet'®2. Individuell kann allerdings bereits vor Erreichen dieses
Sauerstoffaufnahmeplateaus eine Erschopfung durch die Belastung eintreten — die bis dato
hochste erreichte Sauerstoffaufnahme im Verlauf der Belastung bezeichnet man dann als
,Spitzen-Sauerstoffaufnahme* (VO,peak)*®2.

Exemplarisch zeigte beispielsweise die Metaanalyse von Benzo et al., dass eine reduzierte
maximale Sauerstoffaufnahme bei lungenchirurgischen Patienten statistisch signifikant mit
dem vermehrten Auftreten perioperativer Komplikationen assoziiert ist'>3. Bei Patienten mit
groRBeren thorakalen und abdominellen Eingriffen zeigt sich allgemein ab einer maximalen
Sauerstoffaufnahme unter 15 ml/min/kg bzw. einer anaeroben Schwelle von weniger als 11
ml/min/kg ein deutlich vermehrtes Aufkommen postoperativer Komplikationen**-1", Intensiv
wurden die Zusammenhange zwischen préaoperativer korperlicher Leistungsfahigkeit und
postoperativem Outcome auch fur tumorchirurgische Eingriffe untersucht. Hier waren in einer
Metaanalyse von 52 Studien und insgesamt 10.030 Patienten niedrigere praoperative
VO.peak-Werte signifikant haufiger mit postoperativen Komplikationen (im Speziellen auch
pulmonalen, kardiopulmonalen und kardiovaskularen Komplikationen), einem erhdhten
KomplikationsausmalR und einer gesteigerten Mortalitdt im stationdren Verlauf
vergesellschaftet®®. Ein vergleichbarer Trend zeigte sich fur das vermehrte Auftreten
kardiopulmonaler Komplikationen, einem erhdhten Komplikationsausmall und einer
gesteigerten Mortalitdt im stationaren Verlauf bei Patienten mit niedrigeren préaoperativen
anaeroben Schwellenwerten®®, Zusétzlich waren praoperative VO,peak- und anaerobe
Schwellenwerte in  weiteren Metaanalysen mit der Haufigkeit ungeplanter
Intensivstationsaufenthalte’®®, der Krankenhausverweildauer’®® sowie dem 1-Jahres-
Uberleben®®® assoziiert.

Préoperatives Training ist nicht nur dazu in der Lage, die korperliche Leistungsfahigkeit vor
dem operativen Eingriff zu steigernt19121.122.125161,162 'gqndern kann auch effektiv postoperative
pulmonale Komplikationsraten®31%* sowie die Krankenhausverweildauert®-1%> reduzieren.
Allerdings herrscht in der konkreten Ausgestaltung der praoperativen Trainings-Regime noch
immer ausgepragte Heterogenitat. Zur strukturierten Trainingscharakterisierung wird die
Orientierung an den FITT-Prinzipien'®® (Erequency: Trainingshaufigkeit, Intensity:
Trainingsintensitat, Time: Trainingsdauer, Type: Trainingsform) empfohlen. In Betrachtung der
FITT-Komponente ,Trainingsform* (,Training type“) wurden in vorangegangenen

Prahabilitationstrainingsstudien verschiedene Formen von aerobem Ausdauertraining+-
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120,124,126,129.167 . gemischt  aerob-anaerobem hochintensivem Intervalltraining??123125,
Krafttraining1>116.118.124.129.167 ynd Atemmuskulaturtraining'® sowohl einzeln14117:120.122 3|
auch in variierenden Kombinationen!®116.118124128 - aingesetzt. Die Trainingshaufigkeiten
variierten zwischen taglichen4115128 (in einer Prahabilitationsstudie gar zweimal taglichen?®’)
und einmal wochentlichen Trainingseinheiten'?®, wobei mehrheitlich zwei bis drei
Trainingseinheiten pro Woche durchgefiihrtl16-122.125-127.129.162 \yyrden. Die angestrebten
Trainingsintensitaten lagen bei Ziel-Herzfrequenzen in Hohe der Ruheherzfrequenz zuziglich
zwischen 40%!14120 und Uber 85% der Herzfrequenzreserve!?? (die Herzfrequenzreserve
errechnet sich aus dem Maximalpuls — haufig spiroergometrisch gemessen oder mittels
Karvonen-Formel kalkuliert'®® — abzliglich dem Ruhepuls!®®). Die KenngroRe, welche zur
Definition, Festlegung und Steuerung der Trainingsintensitat herangezogen wurde, variierte
dabei  studienspezifisch  auch  zwischen  Maflen wie  beispielsweise  der
Herzfrequenzreserve!'4120, der maximalen Herzfrequenz'!¢11811% der spiroergometrisch
festgestellten anaeroben Schwelle!” bzw. Spitzen-Sauerstoffaufnahme (VOzpeak)??, oder
der subjektiv empfundenen Trainingsintensitat nach Borg-Skala'?®. Je Trainingseinheit wurden
2018 bis 60 Minuten!t6117.124128 yeranschlagt. Uber die Komponenten der FITT-Prinzipien
hinaus ergeben sich Unterschiede der angewandten Prdhabilitationsprogramme in der
Prahabilitationsprogrammdauer, Trainingssupervision und dem Durchfiihrungsort. So
erstreckten sich die Prahabilitationsprogramme typischerweise Uber vier
Wochen14117:119.120.122124 "in ainzelnen Fallen aber auch tber lediglich zwei!t®126 oder bis zu
neun Wochen!®, Zusatzliche Besonderheiten etablierten Ausania et al*?® mit einem zuerst
funftagigen angeleiteten Training in der Klinikambulanz und anschlieBend héauslich
fortgefihrtem eigenstandigem Training bzw. Jensen et al*®” mit einer Kombination aus
zweiwdchigem Prahabilitationsprogramm und postoperativer Trainingsfortfiihrung im Rahmen
eines ,Posthabilitationsprogramms®. Die Durchfihrung der meisten publizierten
Prahabilitationsprogramme  erfolgte  entweder am  Krankenhaus!'6122162  oder
patienteneigenstandig zu Hause!!4115117.118120,126,129,167 - Baj Barberan-Garcia et al*>®> kamen
gemeinschaftliche Gruppentrainings (,community-based exercise“) zum Einsatz. Mehrheitlich
im Zusammenhang mit dem Durchfihrungsort erfolgten die Trainingseinheiten mit oder ohne
Trainingssupervision.

Insgesamt besteht auch nach Durchfiihrung der erérterten Studien sowie den zwischenzeitlich
publizierten ersten klinischen Handlungsempfehlungen zur Durchfihrung préoperativer
Trainingsprogramme (,Clinical guideline and recommendations on pre-operative exercise
training in patients awaiting major non-cardiac surgery“)*®® kein abschlieender Konsens

hinsichtlich des optimalen Trainingskonzepts zur Prahabilitation.
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2.3. Endotheliale Progenitorzellen

Beeintrachtigungen der Blutzirkulation!’® und Blutbildung’* stehen in engem Zusammenhang
mit einer Verschlechterung postoperativer Ergebnisse. So zeigte sich beispielsweise flr
Patienten mit gréReren nicht-kardialen operativen Eingriffen im Falle einer préoperativen
Anamie eine signifikant gesteigerte 30-Tages-Morbiditat und -Mortalitat*’*. Uber Erythrozyten
hinaus haben neuere Forschungserkenntnisse auch weitere zirkulierende Blutzelllinien mit
Einflissen auf postoperative Komplikationsraten in Verbindung gebracht’?. In den
besonderen Fokus gertckt sind dabei Endotheliale Vorlauferzellen (,Endothelial Progenitor
Cells“, oder abgekirzt EPC)*"2,

2.3.1. Bedeutung und Funktion endothelialer Progenitorzellen

Die wissenschaftliche Erstbeschreibung Endothelialer Progenitorzellen (EPC) geht zurlick auf
eine 1997 publizierte Arbeit von Asahara et al'’”®. Mit dem Vorwissen, dass der
Zelloberflachenmarker CD34 typischerweise auf samtlichen hamatopoetischen Stammzellen
exprimiert wird, aber im Zuge der Zellausreifung verloren geht'’417 — dhnlich wie es auch fur
den zelloberflachlich exprimierten ,Vascular endothelial growth factor® (VEGF)-Rezeptor 2
(auch unter den Bezeichnungen Flk-1 im Mausmodell bzw. KDR im humanen Organismus
firmierend sowie als CD309 katalogisiert) gilt'’®1’” — und beide Oberflachenmarker (CD34 und
VEGFR2) sowohl durch hamatopoetische Stammzellen als auch endotheliale Zellen (CD34
insbesondere auf aktivierten Endothelzellen, z.B. im Rahmen der Organentwicklung, von
Wundheilung oder Tumorwachstum?’®) exprimiert werden!’3176.178-180 \wyrde auf der Suche
nach mutmallichen endothelialen Vorlauferzellen gezielt menschliches Blut auf zirkulierende
Zellen mit dieser Markerkonstellation (CD34+/ VEGFR2+) untersucht. Die tatséchlich
gefundenen und isolierten Zellen wurden weiteren Untersuchungen unterzogen und lie3en in
vitro eine Differenzierung zu reifen Endothelzellen®®' sowie in vivo (im Maus- und
Kaninchenmodell der Hinterlauf-GefaRischamie) eine Ansiedlung an Orten mit aktiv
stattfindender ~ Angiogenese  nachvollziehen!”®.  Neben der oben genannten
Oberflachenmarkerkonstellation zur durchflusszytometrischen Charakterisierung etablierten
sich weitere Merkmale von EPC als kennzeichnende Charakteristika: Hierzu zahlen einerseits
der EPC-Phanotyp in Kultur, welcher haufig durch die Kombination aus CD31-
Oberflachenmarkerexpression, AcLDL-Aufnahme (AcLDL = ,Acetylated Low Density
Lipoprotein“) und Bindung von Lektin (UEA-1 = ,Ulex europaeus agglutinin“) definiert wird8?,
sowie andererseits die Fahigkeit, in kollagenbeschichteten Kunststoffschalen mit
Wachstumsmedium ausreifende Endothelzellkolonien auszubilden?83184,

Weitere Asahara et al nachfolgende Publikationen bekraftigten den Zusammenhang zwischen

EPC und GefaRerhalt’®®, -regeneration und -neubildung (Angiogenese und
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Neovaskularisation)®-18_ Diese funktionelle Bedeutsamkeit verlieh EPC in den letzten Jahren
besondere wissenschaftliche Aufmerksamkeit als Ansatzpunkt fur zellulare Therapien in der
Behandlung von endothelialer Dysfunktion®®1%1  kardiovaskularen Erkrankungen!®:192-195

Ischamien'®1%.197 ynd Tumorerkrankungen9-20,

Mafgeblich erschwert wurde der wissenschaftliche Fortschritt auf diesem Gebiet Uber viele
Jahre durch uneinheitliche Nomenklaturen, Zell-Definitionen und -charakterisierungen?é,
Nach heutigem Kenntnisstand fallen unter den urspriinglichen Uberbegriff ,endothelialer
Progenitorzellen*  zwei  wesentliche, in einigen  Charakteristika  differierende,
Zellpopulationen®2201: Nach ihrem Erscheinen in der Zellkultur unterscheidet man?°?  early
EPC“ (zellkulturelle Entwicklung nach 4-7 Tagen?!; Vermehrungshohepunkt nach 2-3
Wochen?®?) und ,late EPC“ (zellkulturelle Entwicklung nach 2-3 Wochen?0%203;
Vermehrungshéhepunkt nach 4-8 Wochen?®?). Early EPC (deren Zelllinie literaturabhangig
auch als ,myeloid angiogenic cells“ [MACs], ,circulating angiogenic cells* [CACs], ,pro-
angiogenic hematopoietic cells“ [PACs], ,Colony forming unit-Hill EPC* [CFU-HIill], ,early
outgrowth EPC*, ,hematopoietic EPC*, ,small EPC" oder ,myeloid EPC* bezeichnet wurde'®?)
weisen typischerweise eine spindelférmige zellkulturelle Zellmorphologie auf?°* und sind durch
eine CD31+182201.204/CD34+2%5/VEGFR2+204.205/CD133+204:205 durchflusszytometrische
Signatur gekennzeichnet, wohingegen late EPC (deren Zelllinie literaturabhéngig auch als
.endothelial colony forming cells“ [ECFCs], ,outgrowth endothelial cells“ [OECs], ,blood
outgrowth endothelial cells“ [BOECs], ,endothelial outgrowth cells“ [EOCs], ,late outgrowth
EPC", ,non-hematopoietic EPC“ oder ,large EPC“ bezeichnet wurde!®?) in der Zellkultur
pflastersteinférmig in Erscheinung treten?®® und die Oberflachenmarkerkonstellation
CD31+182’204’205/CD34+182’204’206/CD133-/VEGFR2+182’204’205/VWF+182’204_206/VE-
cadherin+182:205.206 exprimieren. Einen detaillierteren Uberblick tber  die
durchflusszytometrische Signatur endothelialer Vorlauferzellen gibt Kapitel ,2.3.2

Immunphanotypische Charakterisierung endothelialer Progenitorzellen®.

Mittlerweile besteht zunehmende Evidenz dahingehend, dass early EPC und late EPC im
komplexen  Zusammenspiel®®”  verschiedener Zellen, Zytokine und molekularer
Signaltransduktoren (bis hin zu Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise HIF-12%8, und
Mikropartikeln bzw. -vesikeln, welche DNA, RNA oder miRNA enthalten konnen?°’) zum Erhalt
von Gefalstrukturen sowie zur Erwirkung endothelialer und vaskuldrer Regeneration
unterschiedliche bedeutende Rollen einnehmen. Early EPC tragen hierzu tber die nahezu
exklusive parakrine Sekretion multipler pro-angiogener Faktoren (HGF?°°210 |GF-12%°, |L10%°,
CXCL122%°, CXCL16%%°, CCL32?%° , CCL42% und CCL18%%, ) bei. Darliber hinaus setzen sie
Wachstumsfaktoren wie VEGF?02210 G-CSF?19, GM-CSF?19, L2290 ynd IL829220° frej. Teile der

Wissenschaft gehen davon aus, dass early EPC - insbesondere Subpopulationen mit
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Expression des Leukozytenmarkers CD45 - aus dem Knochenmark abstammenden
hamatopoetischen Zelllinien zuzurechnen sind, welche zwar (hamatopoetische) Zellkolonien
entwickeln koénnen, aber weder zellkulturell ausreifende Endothelzellen noch
BlutgefalRformationen hervorbringen konnen?'2!2, |m Gegensatz zu early EPC weisen late
EPC eine hohere Proliferationskapazitat?®® und die Fahigkeit rohrenformige Strukturen?:3214
(potenzielle spatere Blutgefalle) auszubilden auf. Zuséatzlich unterstreichen phanotypische
Charakteristika von late EPC ihr endothelnahes und integratives Wirken. Als Beispiel kann die
vermehrte Expression?’? des dezidiert in der Adhasion und Verankerung von Endothelzellen
untereinander fungierenden?'® ,vascular endothelial cadherin“ (VE-cadherin) dienen, welche
die Beteiligung von late EPC in der Uberbriickung und Regeneration von Endotheldefekten
unterstreicht. Verschiedene Untersuchungen legten nahe, dass late EPC ausreifende

Endothelzellen hervorbringen konnen’3216,

2.3.2. Immunphanotypische Charakterisierung endothelialer Progenitorzellen

Seit der Erstbeschreibung endothelialer Vorlauferzellen durch Asahara et al'”® wurde eine
Vielzahl an Oberflachenmarkerkonstellationen mit EPC in Verbindung gebracht und publiziert.
Im Ursprung basierte die Definition dieser Zellpopulation auf einer Positivitat fir den Stamm-
und Vorlauferzellmarker?” CD34 sowie den Endothelzellmarker?l” ,Vascular endothelial
growth factor‘-Rezeptor 2173, Die Auswahl des Oberflachenmarkers CD34 bei der Suche nach
zirkulierenden Zellen mit gefal3- und endothelregenerativem Potential erfolgte auf Basis der
bestehenden wissenschatftlichen Evidenz der CD34-Expression auf sowohl Endothelzellen als
auch menschlichen hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen (bei Letzteren wird die
CD34-Positivitat sogar als Leitmerkmal zur Zellseparation im Rahmen von
Stammzelltransplantationen klinisch herangezogen)?'!. Aufgrund der jedoch begrenzten
Spezifitatt von CD34 (CD34 wird ebenfalls von zahlreichen weiteren Zellreihen mit
mesodermalem Ursprung wie beispielsweise mesenchymalen, fibroblastischen und
epithelialen Zellen exprimiert?®¥) und VEGFR2 (VEGFR2-Expression findet sich vielfaltig auf
Blut-, Endothelzellen und Zellen des kardialen Gewebes?'') wurden im Verlauf weitere
Oberflachenmarker zur praziseren Charakterisierung endothelialer Progenitorzellen
hinzugezogen. Als Abgrenzungsmerkmal gegeniber reifen Endothelzellen fiihrten Peichev et
al. im Jahr 2000 die Hinzunahme des Oberflachenmarkers CD133 ein83. Wahrend sich im
menschlichen peripheren Blut zu einem Anteil von 2% Zellen fanden mit Koexpression von
CD34+/VEGFR2+ und CD133+, wiesen untersuchte reife Endothelzellen aus menschlichen
Umbilikalvenen keine CD133-Expression auf'®. In Zusammenschau mit dem Nachweis
CD34+/VEGFR2+/CD133-positiver Zellen auf der luminalen Oberflache von linksventrikuléaren

Herzunterstitzungssystemen in vivo bei Herzinsuffizienzpatienten'®® festigte sich das Bild
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zirkulierender EPC verknupft mit diesem Immunphéanotyp (CD34+/VEGFR2+/CD133+).
Verschiedene Publikationen unterstrichen dariiber hinaus die hohe Proliferationskapazitét
CD34/CD133-koexprimierender (VEGFR2+/-) Zellen und ihre Fahigkeit Endothelzellkolonien
in Zellkultur auszubilden®®-183.218 \W3hrend in Unterscheidung zwischen ,early EPC“ und ,late
EPC* erstere in der Literatur weitgehend einstimmig als CD133+ beschrieben werden, finden
sich bezuglich der late EPC heterogene Beschreibungen als CD133+29%21% oder CD133-204:205,
Als naheliegende Erklarung fur diese Heterogenitat kommt im Wissen um den CD133-Verlust
reifer Endothelzellen?®® a.e. der Reifegrad der jeweils projektindividuell betrachteten
Zellpopulationen in Betracht.

Entsprechend ihrer Einordnung als ,hematopoietic EPC“ definierten Medina et al.’®2 early EPC
als positiv fir den Leukozytenmarker?’ CD45 sowie den Monozytenmarker??® CD14 — im
Gegensatz beispielsweise zu Hirschi et al.?%4, die auch CD45-/CD14- Subpopulationen mit
ansonsten passenden Immunphéanotypen der Gruppe der early EPC zurechneten. Im Einklang
mit ihrer Einordnung als endothelnéhere Zelllinie'®? und der fur Endothelzellen nicht typischen
Expression von CD452%%' oder CD14, wurden late EPC als CD45-/CD14- beschrieben'®2220,
Sowohl fir early EPC182:201.204 3|5 quch flr late EPC8203204 wyrde bereits friih die Expression
des Oberflachenmarkers CD31 (welcher als Interaktionsmediator zwischen Endothelzellen
und Leukozyten bzw. Thrombozyten sowohl von Endothel- als auch Blutzellen exprimiert
wird???) konstatiert und als zentrale Kennzeichnung endothelialer Progenitorzellen in Zellkultur
genutzt'®2, Als weiterer Endothelzellmarker?’22° kam in einigen Arbeiten??3224 zusatzlich
CD146 zum Einsatz (Expression lediglich auf late EPC, nicht aber auf early EPC??%). Auch
CD105, CD144, von-Willebrand-Faktor, endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (,higher
eNOS*), der Angiopoietin-1-Rezeptor ,Tie-2“ und ,vascular endothelial cadherin® (VE-
cadherin) gehdren zu den endothelzell-typischen Antigenen, die exprimiert durch late EPC
beschrieben wurden?'%22°, Early EPC wurden in der Literatur seltener auch durch die
begleitende Expression von CD115204 hzw. des hamatopoetischen Stammzellmarkers

CD117?25226 charakterisiert.

2.3.3. Mobilisation endothelialer Progenitorzellen

Alle bedeutenden Herz-Kreislauf-Erkrankungen treten vergesellschaftet mit einer Dysfunktion
des GefaBendothels auf'®®??’. Die endotheliale Dysfunktion gilt dabei als pradiktiver
Risikofaktor fir unerwlinschte kardiovaskulare Ereignissel®®?28-231 ynd postoperative
Komplikationen?*!, Zudem ist sie entscheidend involviert in die Entstehung einer Sepsis?3? und
gilt als Pradiktor fur ein drohendes Organversagen?332** und die Mortalitat?*® im Rahmen einer

Sepsis.
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Das Bestehen einer endothelialen Dysfunktion?3®, vaskularen Erkrankung®%2%” oder von
Risikofaktoren!®23823 fijr eine vaskulare Erkrankung ist ebenso wie die Anzahl an
kardiovaskularen Risikofaktoren®’ eines Patienten invers korreliert mit der Anzah|8%237:23% ynd
Funktionsfahigkeit?3¢-2%8 zirkulierender EPC in der peripheren Blutbahn. Verstarkend kommt
hinzu, dass selbst ohne das Vorliegen einer GefalRerkrankung die Anzahl an peripher
zirkulierenden EPC mit zunehmendem Alter abnimmt?*°. Auch wenn fir die beobachtbare
Assoziation zwischen endothelialer Dysfunktion und beeintrachtigter Verflgbarkeit an
zirkulierenden EPC nicht abschlieBend geklart ist, ob es sich um ein Epiphdnomen oder einen
Kausalzusammenhang handelt'’?, bieten die endothelialen Progenitorzellen in ihrer
SchlUsselposition  hiermit einen hochattraktiven Ansatzpunkt flr Strategien zur
therapeutischen Intervention und Mobilisation, um einer endothelialen Dysfunktion und ihren
Folgeerscheinungen entgegenzuwirken. Unterstitzt wird diese Herangehensweise durch die
Beobachtung einer Steigerung zirkulierender EPC-Zahlen in kritisch kranken Patienten mit
Pneumonien?*!, akutem Lungenversagen?*? (,acute lung injury) und Sepsis?*3, deren Ausmaf}
signifikant mit dem funktionellen Outcome?! und der Uberlebenswahrscheinlichkeit?42243
korreliert.

Verschiedene Einflussfaktoren und Maf3nahmen erwiesen sich bis dato als effektiv hinsichtlich
ihrer Mobilisation von zirkulierenden EPC. Als erste Gruppe sind hier verschiedene
Wachstumsfaktoren und Zytokine, darunter VEGF®, GM-CSF®, G-CSF!93244
Erythropoietin®®, Plazenta-Wachstumsfaktor (,Placental growth factor”)?*¢ und Angiopoietin-
1247, zu nennen. Uber den rein quantitativen Effekt hinaus konnten auch relevante funktionelle
Verbesserungen nachgewiesen werden, wie z.B. eine Foérderung der Hinterlauf-
Neovaskularisation in Kaninchen mit Hinterlaufischamien durch GM-CSF-Applikation!®® oder
eine 68%-ige Reduktion der myokardinfarkt-assoziierten Mortalitdt im Rattenmodell nach
vorangegangener EPC-Stimulation mittels G-CSF und dem Stammzellfaktor SCF?*¢. Auch
hormonelle Einfliisse, vermittelt durch Ostrogene, welche (iber antiapoptotische Effekte die
Anzahl an EPC steigern und damit die GefalRregeneration verbessern kénnen, wurden
gezeigt?®,

Den zweiten Ansatzpunkt zur Mobilisation zirkulierender EPC bieten Pharmakotherapeutika.

Als prominenteste Beispiele stehen hier Statine, Antihypertensiva und Antidiabetika im
Vordergrund. HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Statine) konnten vielfach eine Steigerung der
Anzahl an zirkulierenden EPC?°%-257 und ihrer Funktionalitat?° induzieren. Ebenso gelang eine
Steigerung der Anzahl an zirkulierenden EPC und ihrer Funktionalitdt unter Angiotensin-II-
Rezeptorblocker-Therapie (Sartane) - sowohl im Tiermodell (Ratte)?*®-2%° als auch beim
Menschen mit?®! oder ohne?®? kardiovaskularer Vorerkrankung. Positive Effekte lieRen sich
auch fiur weitere Antihypertensiva (ACE-Hemmer?%32¢4 und Calciumkanalblocker?6®26¢) im

Einsatz beim Menschen nachweisen. In der Gruppe der Antidiabetika wurden positive
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quantitative und funktionelle Auswirkungen auf EPC fir Metformin?®’, Pioglitazon?%¢-2"* und
Sitagliptin?’2 berichtet. In direkter Gegenuberstellung zu Metformin erzielten Pioglitazon?’* und
Sitagliptin?’2 dabei jeweils Gberlegene Effekte.

Als dritter entscheidender Stimulus fur die Mobilisation endothelialer Vorlauferzellen hat sich
korperliches Training erwiesen. Bereits 2003 berichteten Rehman et al.?!® von einer
Vervierfachung zirkulierender EPC nach einmaliger erschopfender kdrperlicher Belastung bei
Gesunden. Abseits von Gesunden und trainierten Athleten?”® identifizierte eine systematische
Literaturrecherche?’* 2013 13 wissenschaftliche Veroffentlichungen zum Einsatz eines
korperlichen Trainings zur Mobilisation endothelialer Progenitorzellen bei Patienten mit
koronarer  Herzkrankheit, peripherer arterieller  Verschlusskrankheit, chronischer
Herzinsuffizienz sowie stattgehabtem akutem Koronarsyndrom oder einem vorangegangenen
kardiochirurgischen Eingriff. Mehrheitlich untersuchten die Studien verschiedene aerobe
Trainingsprogramme (Intensitatsbereich Giberwiegend zwischen 75% und 85% der maximalen
Herzfrequenz bzw. 60%-70% der Spitzen-Sauerstoffaufnahme VOzpeak) mit taglichem?’ bis
zweimal wochentlichem?”® Training a 20 Minuten?”® bis 60 Minuten?’ Uber einen
Gesamtzeitraum von zwei Wochen?® bis sechs Monaten®’®2”7, Ein Grofteil der
Studien?7:275.276219-281 konnte eine signifikante Mobilisation zirkulierender EPC zeigen. Im
Kontext einer praoperativen Patientenoptimierung (Préhabilitation) wurde  der
Trainingseinfluss auf die Anzahl zirkulierender EPC allerdings bislang nur einmalig durch

Schier et al. unter Anwendung einer einmaligen korperlichen Maximalbelastung untersucht’2,
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2.4. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dass das Konzept der Prahabilitation eine
effektive und sinnvolle Malinahme zur praoperativen Optimierung von Patienten vor grofen
Eingriffen darstellt und, dass sich endotheliale Progenitorzellen (welche fir vielfaltige Prozesse
im Rahmen von Gefal3erhalt, -regeneration, Angiogenese und Neovaskularisation eine
zentrale Rolle spielen) durch eine einmalige korperliche Maximalbelastung in die periphere
Blutzirkulation mobilisieren lassen'’2. Ziel dieser klinisch-experimentellen Dissertationsarbeit
ist es, erstmalig die klinische Anwendbarkeit eines vierwdchigen Préhabilitationsprogramms
mit intensitatsreduziertem Training und dessen Auswirkung auf die koérperliche
Leistungsfahigkeit und zellulare Effekte (Mobilisation endothelialer Progenitorzellen) zu
untersuchen. Hierzu wird im Rahmen einer prospektiven, randomisierten, Kklinischen
Machbarkeitsstudie die Hypothese untersucht, dass ein vierwochiges
Préahabilitationsprogramm mit aerobem Intervalltraining praoperativ durchfihrbar ist, die
korperliche Leistungsfahigkeit (gemessen anhand der anaeroben Schwelle und Spitzen-
Sauerstoffaufnahme) steigert (primérer Endpunkt) und die Anzahl an endothelialen
Vorlauferzellen im peripheren Blut positiv beeinflusst (sekundarer Endpunkt).

Neben der Konzeption des Prahabilitationsprogramms sowie der Gestaltung und
Durchfiihrung der prospektiven, randomisierten, klinischen Machbarkeitsstudie unter
Koordination  verschiedener Forschungsinstitutionen beinhaltet diese Dissertation

umfangreiche laborexperimentelle Arbeiten und Analysen.
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3. Material und Methoden

Die fur die Untersuchungen dieser klinisch-experimentellen Forschungsarbeit verwendeten
Materialien und Methoden wurden in der Publikation ,Preoperative exercise induces
endothelial progenitor cell mobilisation in patients undergoing major surgery — A prospective
randomised controlled clinical proof-of-concept trial“ beschrieben, welche am 23. September
2022 im Peer-reviewed Journal Heliyon erschienen ist?%2,

Das Originalmanuskript der Publikation und des Anhangs ist im Ergebnisteil dieser
Dissertationsschrift unter Abschnitt ,4.2. Manuskript der Publikation* und ,4.3. Anhang der
Publikation® dargestellt.
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4.  Ergebnisse

Der Ergebnisteil wird in dieser Dissertationsschrift durch die Publikation ,Preoperative exercise

induces endothelial progenitor cell mobilisation in patients undergoing major surgery — A

prospective randomised controlled clinical proof-of-concept trial“ ersetzt, welche am 23.

September 2022 im Peer-reviewed Journal Heliyon erschienen ist?82,

Auf den folgenden Seiten ist das Originalmanuskript der Publikation (Abschnitt 4.2) und des

Anhangs (Abschnitt 4.3) dargestellt. Vorangestellt ist eine deutsche Ubersetzung des

Publikations-Abstracts als Zusammenfassung des wissenschaftlichen Artikels (Abschnitt 4.1).
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Introduction: Prehabilitation is increasingly recognised as a therapeutic option to reduce postoperative compli-
cations. Investigating the beneficial effects of exercise on cellular mechanisms, we have previously shown that a
single episode of exhaustive exercise effectively stimulates endothelial progenitor cells (a cell population asso-

ciated with vascular maintenance, repair, angiogenesis, and neovascularization) in correlation with fewer post-

operative complications, despite the ongoing debate about the appropriate cell surface marker profiles of these
cells (common phenotypical definitions include CD45dim, CD133+, CD34+ and/or CD31 +). In order to translate
these findings into clinical application, a feasible prehabilitation programme achieving both functional and

cellular benefits in a suitable timeframe to expedite surgery is necessary.

Objective: The objective of this study was to test the hypothesis that a four-week prehabilitation programme of
vigorous-intensity interval exercise training is feasible, increases physical capacity (primary outcome) and the
circulatory number of endothelial progenitor cells within peripheral blood.

Methods: In this unblinded, parallel-group, randomised controlled proof-of-concept clinical trial (German Clinical
Trial Register number: DRKS00000527) conducted between 01%' December 2014 and 30" November 2016,
fifteen female adult patients scheduled for incontinence surgery with abdominal laparotomy at the University
Hospital Cologne were allocated to either an exercise (n = 8, exclusion of 1 patient, analysed n = 7) or non-
exercise group (n = 7, exclusion of 1 patient, analysed n = 6). The exercise group's intervention consisted of a
vigorous-intensity interval training for four weeks preoperatively. Cardiopulmonary Exercise Testing accompa-
nied by peripheral blood collection was performed before and after the (non-)training phase. Cellular in-
vestigations were conducted by flow cytometry and cluster-based analyses.

Results: Vigorous-intensity interval training over four weeks was feasible in the exercise group (successful
completion by 8 out of 8 patients without any harms), with significant improvements in patients' functional
capacity (increased oxygen uptake at anaerobic threshold [intervention group mean + 1.71 + 3.20 mL/min/kg vs
control group mean —1.83 + 2.14 mL/min/kg; p = 0.042] and peak exercise [intervention group mean + 1.71 +
1.60 mL/min/kg vs. control group mean —1.67 + 1.37 mL/min/kg; p = 0.002]) and a significant increase in the
circulatory number of endothelial progenitor cells (proportionate CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/
CD34+/CD31 + subpopulation within the circulating CD45-pool [p = 0.016])

Conclusions: We introduce a novel prehabilitation concept that shows effective stimulation of an endothelial
progenitor cell subpopulation within four weeks of preoperative exercise, serving as a clinical cell-mediated
intervention with the aim to reduce surgical complications.
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4.1. Deutschsprachige Zusammenfassung der Publikation

Praoperatives Training induziert die Mobilisation endothelialer Vorlauferzellen bei
Patienten vor groRRen chirurgischen Eingriffen - eine prospektive, randomisierte,

klinische Machbarkeitsstudie

Einleitung
Als therapeutische Option zur Verringerung postoperativer Komplikationen findet die

,Prahabilitation’ eine zunehmende Beachtung. In vorangegangenen Untersuchungen des
Effekts von korperlichem Training auf zellularer Ebene konnten wir bereits zeigen, dass eine
einmalige korperliche Maximalbelastung bis zur Erschdpfung zu einer signifikanten Stimulation
endothelialer Progenitorzellen (eine Zellpopulation, die mit der GefaRerhaltung, -reparatur, der
Angiogenese und der Neovaskularisierung in Verbindung gebracht wird) fuhrt, und dies mit
einer Verringerung postoperativer Komplikationen einhergeht, auch wenn anhaltende
Debatten dartiber bestehen, mit welchen Zelloberflachenmarkerprofilen diese Zellen am
geeignetsten zu charakterisieren sind (zu den gangigen immunphéanotypischen
Oberflachenmarkern gehéren CD45dim, CD133+, CD34+ und/oder CD31+). Zur Translation
dieser Erkenntnisse in die klinische Anwendung ist die Entwicklung eines
Prahabilitationsprogramms erforderlich, welches in einem angemessenen Zeitrahmen sowohl
die vorteilhaften funktionellen als auch zellularen Effekte erreicht, um eine zeitgerechte

Operation zu erméglichen.

Zielsetzung
Ziel dieser Studie war die Testung der Hypothese, dass ein vierwochiges

Prahabilitationsprogramm mit intensivem Intervalltraining durchfiihrbar ist, die korperliche
Leistungsfahigkeit steigert (primarer Endpunkt) und die Anzahl der zirkulierenden
endothelialen Progenitorzellen im peripheren Blut erhoht.

Methoden

In dieser monozentrischen, unverblindeten, parallel-verteilten, randomisiert-kontrollierten
klinischen Machbarkeitsstudie (ldentifikationsnummer im Deutschen Register Klinischer
Studien: DRKS00000527), die zwischen dem 01. Dezember 2014 und dem 30. November
2016 durchgefuihrt wurde, wurden finfzehn erwachsene Patientinnen, bei denen eine
Inkontinenz-Operation mit abdominaler Laparotomie an der Uniklinik Kdln geplant war,
entweder einer Trainingsgruppe (n = 8, Ausschluss von einer Patientin, analysiert n = 7) oder

einer Nicht-Trainingsgruppe (n = 7, Ausschluss von einer Patientin, analysiert n = 6)
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zugeordnet. Die Intervention in der Trainingsgruppe bestand in einem vierwdchigen intensiven
praoperativen Intervalltraining. Vor und nach der (Nicht-)Trainingsphase wurden
Blutentnahmen sowie jeweils eine Spiroergometrie durchgefuhrt. Die Untersuchungen auf

zellularer Ebene erfolgten mittels Durchflusszytometrie und clusterbasierter Analysen.

Ergebnisse
Ein intensives praoperatives Intervalltraining Gber vier Wochen war in der Trainingsgruppe

durchfuhrbar (erfolgreicher Abschluss durch 8 von 8 Patienten ohne Auftreten unerwiinschter
Ereignisse). Es resultierten signifikante Verbesserungen der patientenindividuellen
funktionellen Leistungsfahigkeit (erhthte Sauerstoffaufnahme sowohl an der anaeroben
Schwelle [AT Mittelwert der Interventionsgruppe + 1,71 = 3,20 ml/min/kg vs. Mittelwert der
Kontrollgruppe -1,83 + 2,14 ml/min/kg; p = 0,042] als auch bei Spitzenbelastung [VO.peak
Mittelwert der Interventionsgruppe + 1,71 + 1,60 mL/min/kg vs. Mittelwert der Kontrollgruppe -
1,67 £ 1,37 ml/min/kg; p = 0,002]) sowie eine signifikante Erhdhung der Anzahl an
zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen (anteilige
CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ Subpopulation innerhalb des
zirkulierenden CD45-Pools [p = 0,016]).

Schlussfolgerungen

Wir stellen ein neuartiges Prahabilitationskonzept vor, welches Uber ein vierwoéchiges
praoperatives Training eine wirksame Stimulation einer Subpopulation endothelialer
Progenitorzellen erreicht. Dies ertffnet die Mdglichkeit einer klinisch-interventionellen

Einflussnahme auf zellularer Ebene, mit dem Ziel, perioperative Komplikationen zu reduzieren.
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4.2. Manuskript der Publikation

Vorbemerkung: Um Verwechslungen zwischen der Kapitelnummerierung der veréffentlichten
Publikation und der Kapitelnummerierung dieser Dissertationsschrift auszuschlielen, wird den
Kapitelnummern des Publikationsmanuskripts im Folgenden — in Abweichung von der

Originalfassung der Journal-Veréffentlichung — stets ein ,M* vorangestellt.
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ABSTRACT

Introduction: Prehabilitation is increasingly recognised as a therapeutic option to reduce
postoperative complications. Investigating the beneficial effects of exercise on cellular
mechanisms, we have previously shown that a single episode of exhaustive exercise
effectively stimulates endothelial progenitor cells (a cell population associated with vascular
maintenance, repair, angiogenesis, and neovascularization) in correlation with fewer
postoperative complications, despite the ongoing debate about the appropriate cell surface
marker profiles of these cells (common phenotypical definitions include CD45dim, CD133+,
CD34+ and/or CD31+). In order to translate these findings into clinical application, a feasible
prehabilitation programme achieving both functional and cellular benefits in a suitable
timeframe to expedite surgery is necessary.

Objective: The objective of this study was to test the hypothesis that a four-week prehabilitation
programme of vigorous-intensity interval exercise training is feasible, increases physical
capacity (primary outcome) and the circulatory number of endothelial progenitor cells within
peripheral blood.

Methods: In this unblinded, parallel-group, randomised controlled proof-of-concept clinical trial
(German Clinical Trial Register number: DRKS00000527) conducted between 015 December
2014 and 30" November 2016, fifteen female adult patients scheduled for incontinence surgery
with abdominal laparotomy at the University Hospital Cologne were allocated to either an
exercise (n=8, exclusion of 1 patient, analysed n=7) or non-exercise group (n=7, exclusion of
1 patient, analysed n=6). The exercise group’s intervention consisted of a vigorous-intensity
interval training for four weeks preoperatively. Cardiopulmonary Exercise Testing
accompanied by peripheral blood collection was performed before and after the (non-)training
phase. Cellular investigations were conducted by flow cytometry and cluster-based analyses.
Results: Vigorous-intensity interval training over four weeks was feasible in the exercise group
(successful completion by 8 out of 8 patients without any harms), with significant improvements
in patients' functional capacity (increased oxygen uptake at anaerobic threshold [intervention
group mean +1.71 = 3.20 mL/min/kg vs. control group mean -1.83 + 2.14 mL/min/kg; p=0.042]
and peak exercise [intervention group mean +1.71 + 1.60 mL/min/kg vs. control group mean -
1.67 = 1.37 mL/min/kg; p=0.002]) and a significant increase in the circulatory number of
endothelial progenitor cells (proportionate
CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ subpopulation within the circulating
CD45- pool [p=0.016]).

Conclusions: We introduce a novel prehabilitation concept that shows effective stimulation of
an endothelial progenitor cell subpopulation within four weeks of preoperative exercise, serving

as a clinical cell-mediated intervention with the aim to reduce surgical complications.
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M1. INTRODUCTION

Surgery is required for more than one-third of the worldwide burden of disease !, with millions
of surgical procedures performed each year globally 23. Unfortunately, as many as half of the
patients having major surgery suffer postoperative complications, and death within 30 days
after surgery is the third leading cause of death globally, after death from cardiovascular
disease and stroke *. Postoperative complications nearly double the cost of providing surgical
care °. Therefore, the preoperative period is an ideal window of opportunity for therapeutic
interventions to positively influence patients’ modifiable risk factors, including poor functional

capacity, anaemia, malnutrition, and smoking.

Impaired circulatory and hematopoietic function is closely associated with poor postoperative
outcomes. Preoperative anemia is associated with increased morbidity and mortality in
patients undergoing major surgery . Newer research has also brought the attention to the
association of bone marrow-derived lineages other than erythrocytes with postoperative
complication rates. A particular focus has been placed on endothelial progenitor cells (EPC),
which have been repeatedly linked to vascular maintenance, repair, angiogenesis, and
neovascularization by various publications 7°, While measuring the EPC recruitment, in
response to single-episode exhaustive exercise, may help risk-stratify patients before
surgery*!, we need to investigate further the direct therapeutic effects of this regenerative
cellular response on reducing postoperative complications. This will then lead to strategies to
optimise progenitor cell recruitment in surgical patients to reduce the risk of postoperative
complications. Preoperative exercise is one such strategy. Exercise can play an important role,
as we observed that single-episode exhaustive exercise has a measurable effect on
endothelial progenitor cell recruitment into the peripheral circulation!!. The degree to which
patients mobilised EPCs with such a stimulus was predictive of their postoperative
complication rates (better recruitment was associated with fewer complications) **.

In parts also referring to EPCs, a number of studies have shown the importance of exercise
for microvascular health 1217, However, the mechanism of endothelial repair through EPCs and
its role for microvascular health is still not fully understood. Clearly evident is, that in septic
patients, lack of EPC mobilisation is associated with poor microvascular function and higher
mortality '8 1°, A hypothesis that is discussed in the literature is that EPCs migrate from the
bone marrow to the endothelium and settle there as part of a "homing" process. Whether these

cells are capable of fully restoring endothelial function remains unclear .

The optimal prehabilitation regimen in order to access the beneficial potential of EPC

recruitment within a suitable preoperative timeframe has not yet been defined.
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In this proof-of-concept pilot study, we tested the hypothesis that a four-week prehabilitation
programme of vigorous intensity interval exercise training is feasible, increases physical

capacity and the circulatory number of endothelial progenitor cells within peripheral blood.

M2. MATERIALS AND METHODS

M2.1 Study Design and Population

Fifteen adult female patients, scheduled for gynaecological incontinence surgery with
abdominal laparotomy at the University Hospital Cologne, were enrolled prospectively in this
proof-of-concept clinical trial after giving written informed consent. The study was registered in
the German Clinical Trial Register (DRKS00000527) in accordance with the declaration of
Helsinki and received ethical approval under Institutional Review Board #13-274. Initially, this
proof-of-concept trial aimed to include 20 patients (the deviation from the 100 patients target
at initial trial registration is explained by the rationale to conduct a proof-of-concept study first
when transitioning from a single episode of exhaustive exercise, which was the focus of
investigation in our previous work, to a four-week vigorous-intensity training schedule
preoperatively. In consequence, the primary endpoint shifted to the effect of the applied four-
week preoperative vigorous intensity interval training programme on physical capacity in the
sense of proving feasibility of the suggested prehabilitation concept and evaluating its efficacy
potential).

Trial participation eligibility required a scheduled surgery date for the above-mentioned
intervention, female sex, an age over 18 years and written informed consent (inclusion criteria).
Contrary to initial trial registration, the inclusion criteria was narrowed to gynaecological
patients only because after the trial registration we realised that orthopaedic patients have
large difficulties to perform exercise preoperatively with lots of their pathologies preventing
them from exercising to exertion. This negative effect had been underestimated at the time of
the trial registration. In addition, the surgery selection for this study needed to be made in
consideration of the usual preoperative lead time to enable the implementation of a four-week
preoperative training in the first place. With the intention to ensure homogeneity of the limited-
size patient population, ultimately only a single, specific surgical technique for incontinence
surgery was selected. With these decisions in mind and in order not to narrow the recruitable
population even further, the exclusive focus on the subpopulation of patients with metabolic
syndrome (according to International Diabetes Federation Criteria) — even if more promising

with regards to potential results of this study — was therefore abandoned.
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Exclusion criteria included a recent history (< three months prior to screening) of myocardial
infarction, new or unstable angina, venous thromboembolism or chronic deep vein thrombosis,
cerebrovascular accident or transit ischaemic attacks, ongoing pregnancy, scheduled surgery
too early to enable preoperative trial participation, and the inability to exercise above anaerobic
threshold (self-reported, evident from patient history, or detected by first Cardiopulmonary
Exercise Testing after initial trial participation).

The trial design envisaged a trial participant allocation into two parallel groups with equal
randomisation (1:1). The random allocation sequence was determined via block randomisation
with block sizes of four by drawing lots from a container, performed by a member of our study
group not otherwise involved into the operational conduct of this trial (random allocation
sequence generated by V.S., participants enrolled by S.L. and R.S., and participants assigned
to the intervention by CJ.B. in adherence to the random allocation sequence). Participants
were randomly assigned to either prehabilitation (n=8) with vigorous-intensity exercise for four
weeks or to the control group (standard care, no exercise, n=7). Two participants were
excluded from the study (one in each group) due to active comorbid tumor disease with
granulocyte colony-stimulating factor administration or failure to attend an assessment.
Therefore, per protocol analysis was undertaken with 13 patients (see Figure 1), including
seven participants without reported cardiovascular risk factors or disease and six patients with
preoperative comorbid disease, respectively.

This trial was conducted unblinded.

The work has been reported in line with the STROCSS (“Strengthening the reporting of cohort,

cross-sectional and case-control studies in surgery”) criteria®..

M2.2 Study Intervention: Four-week preoperative exercise programme

Exercise programme designs are recommended to be described or compared according to the
FITT (frequency, intensity, time and type) principle 2. The small number of available previous
trials applying a prehabilitation programme in the area of major non-cardiac surgery was taken
into account for the design of this trial’s exercise programme. Analysed by means of the FITT
principle, literature data for the applied training frequency ranged from daily 2*2° to once a
week 26 (with the majority of trials applying two to three sessions a week); targeted training
intensity ranged from mild (40% of heart rate reserve) ?’ to high (>80% of heart rate reserve)
2829 training time ranged between 20 minutes *° and 1 hour per session 23 31-34; training type
varied from endurance training only 2°2628293135 tq combinations of endurance, resistance and
dedicated inspiratory muscle training 33, and total training programme duration ranged from

two 33 to nine weeks 2* (but most trials scheduled four to six weeks 25272931 323437y
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In consensus with the first clinical guideline including recommendations for prehabilitation
programmes ¥ and clinical feasibility, this study implemented a four-week preoperative
exercise programme (prehabilitation) in the intervention group, comprised of two to three
appointments per week for vigorous-intensity®® interval training on cross-walkers (Milon
Industries GmbH, Emersacker, Germany).

In the clinical setting of this study, there was only limited time preoperatively to conduct a
training prior to surgery. In order to prevent trial participants’ drop-outs, we scheduled nine to
ten appointments in advance to maintain flexibility in case patients would have to skip one or
two training sessions on short notice. At the end of the individualised four-week training phase,
every participant was required to confirm a total number of eight or more exercise visits, and
in fact only one intervention group participant finished 10 training sessions, another one
finished 9 training sessions, and all other participants finished 8 training sessions. The duration
of each training session was 34 minutes. Every training visit started with a five-minute warm-
up, followed by six intervals of four-minute exercise phases on cross-walkers, with one-minute
recovery phases in between each exercise phase. The cross-walkers used in this study
continuously auto-adjusted their resistance to achieve the study participant’s sub-maximum
heart rate (set at 70-80% of each participant’'s maximum heart rate obtained at their baseline
CPET) throughout the exercise phases. During recovery phases no resistance was applied by
the cross-walkers and heart rate declined naturally without specific numeric targets.

The exercise sessions were conducted by a single certified sports scientist providing it face-
to-face at the German Sports University Cologne. Intentionally, we placed high emphasis on
training supervision in contrast to most previous studies, of which many had featured home-
based unsupervised training and as a potential consequence had shown a clear tendency
towards lower training adherence and prehabilitation programme efficacy 24 2°. As with the
Cardiopulmonary Exercise Testings, the full supervision of the four-week vigorous-intensity
interval training provided patients with the ability to constantly express any complaints or
adverse events. Additionally, at the beginning of each appointment, patients were asked for
any adverse events occurred since the last appointment requiring medical
consultancy/intervention or not. All collected data was then stored in a main study data excel
sheet and classified according to Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE)

scale (version 4.03)%.

M2.3 Outcome Measures

M2.3.1 Cardiopulmonary Exercise Testing (CPET)

Baseline fitness level was assessed using standardised cardiopulmonary exercise testing
(CPET) with a cycle ergometer (Custo med GmbH, Ottobrunn, Germany), spirometry analysis

(Cortex Biophysik GmbH, Leipzig, Germany), continuous gas exchange analysis (oxygen
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consumption [VO,, mlL/kg/min] and carbon dioxide production [VCO,, mL/kg/min]) and
electrocardiogram monitoring for heart rate analysis (Custo med GmbH, Ottobrunn, Germany).
Cardiopulmonary exercise testing was supervised by a medical doctor with expertise in
cardiopulmonary resuscitation. Supervision also enabled patients constantly to express any
complaints or adverse events.

CPET followed a ramp protocol with a multistage incremental step test protocol. After a one-
minute rest measurement and a three-minute warm-up at 50 watts power output at 45-55
revolutions per minute, the workload was increased by 25 watts every two minutes until self-
perceived exhaustion with unability to maintain a pedal cadence of 45-55 revolutions per
minute on the cycle ergometer, cardiovascular or pulmonary distress, or fatigue occured.
Objective exhaustion was verified by a respiratory exchange rate >1.1. After peak exercise, all
participants underwent a three-minute recovery phase. Oxygen consumption at anaerobic
threshold (AT, mL/kg/min) was calculated utilizing the modified V-slope method of plotting the
exhaled carbon dioxide production (VCO) against oxygen uptake (VO,) with increasing
workload, as described by Wasserman et al 4*. Peak VO, was defined as the maximum oxygen
consumption achieved during the exercise test (provided by MetaSoft ® Studio version 4.8.2
and representing the peak value, not peak of an average of multiple breaths — even though,
admittedly, we would recommend the latter, nowadays more commonly used method for future

projects considering its potential variability reduction*?).

M2.3.2 Endothelial progenitor cell analysis by flow cytometry

For the evaluation of the effects of a four-week preoperative training on a) mature endothelial
cells and b) EPC, we collected blood samples before and after both CPETSs (first CPET prior
to prehabilitation; second CPET after completion of prehabilitation) (see Figure 2).

In cell processing tubes, a diluted cell suspension was created from blood and phosphate-
buffered saline (PBS), and layered above 15mL Ficoll™-Paque (PAN-Biotech GmbH,
Aidenbach, Germany). Centrifugation was performed at room temperature for 20 minutes at
2,400 revolutions per minute. After isolation, the mononuclear cells underwent a cleaning step
and were then transferred into cryotubes containing 1.8 mL of freezing medium (fetal bovine
serum with 10% DMSO). Microscopic cell counting of a representative 10ul sample, stained
with Trypan Blue, inside a “Neubauer improved” haemocytometer (Laboroptik GmbH,
Friedrichsdorf, Germany) ensured optimal peripheral blood mononuclear cell (PBMC)
concentrations, with between 10-20 million cells per cryotube. These PBMC samples then
underwent gentle freezing inside isopropanol containers and a -80 degrees Celsius freezer
before being stored in liquid nitrogen tanks until batch analysis.

In the absence of consensus on the precise surface marker definition of EPCs in response to

exercise and training, we used an a priori approach to develop a working surface marker profile
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for putative EPCs in our patients. A panel of surface markers used widely in the literature for
human EPC enrichment*® and in previous studies by our group was selected. These markers
included prominin-1 (PROM-1/CD 133), kinase insert domain receptor (KDR/FIk1/VEGF
receptor 2/CD309), platelet endothelial cell adhaesion molecule (PECAM-1/CD31), and CD14
along with CD34 as a surrogate marker for stemness among these populations. This
combination permits the isolation of EPCs while minimizing contaminant cells that share some
of the characteristics of EPCs, such as blood monocytes (CD45+CD14+/++). The CD45dim/-
population was used to exclude the vast majority of hematopoietic cells. We sought
subpopulations of cells within this parent population whose abundance changed following

CPET or four weeks of training. Internal compensation was used in all analyses.

The batch analysis started with rapid thawing in a 37 degrees Celsius water bath, followed by
three washing steps in FACS (“fluorescence activated cell sorting”) buffer with centrifugation
in between (300g and 4 degrees Celsius) for 10 minutes. Before the last centrifugation, filtration
through a 100-micron mesh was performed. After cell counting, 100 microlitres of labelling
mixture were used per 10 million cells. The labelling included 3, 4, and 5 label-containing
solutions for at least two replicates and all six labels (anti CD14, CD31, CD34, CD45, CD133,
and CD309 monoclonal antibodies) for all samples. The incubation process was followed by a
1000-fold dilution, washing with centrifugation, and resuspension in further FACS buffer at 4

degrees Celsius.

Compensation controls were used for the analysis setup, with negative and single-label
positive controls for compensation using beads and cells as required. Analysis and sorting
were undertaken on the BD FACS Aria Il (Stanford Shared FACS Facility, CA, USA) using the
BD FACS Diva software. Analysis of the .fcs files was undertaken using Cytobank with Flow
Self Organised Maps (FlowSOM), Cluster Identification, Characterisation and Regression
(CITRUS), Barnes-Hut t-SNE algorithm cluster analysis (ViSNE), and Spanning-tree
Progression Analysis of Density-normalised Events (SPADE) analysis “4. All subpopulations
were then interrogated and quantified using region of interest tools within Cytobank as part of

standard flow analysis.

M2.3.3 Cluster-based Analysis

Pre-CPET and post-CPET blood samples were used to perform “CITRUS” analysis (Cluster
Identification, characterisation, and regression) with the goal to identify cell subpopulations that
demonstrate recruitment patterns following CPET, given that single-episode exhaustive
exercise (such as cardiopulmonary exercise testing) has been shown to increase levels in

circulating EPCs in previous literature!! °,
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The samples were divided into two batches for analysis. The Barnes-Hut implementation of
the t-SNE algorithm (ViSNE), paired with Cluster ldentification, characterisation, and
regression (CITRUS) were performed on the first batch to provide an a priori approach to the
identification of novel, potentially clinically relevant subpopulations of cells within the peripheral
circulation that changed in abundance in peripheral blood samples of some individuals
following CPET and/or exercise training. The surface marker profiles of these subpopulations
were then compared with existing EPC marker profiles within the literature to identify putative
EPC populations. The relatedness and hierarchical structures of these clusters were further
interrogated by FlowSOM (Self-Organising Map) to ensure the subpopulations had robust
features and that clusters with low abundance were not excluded from the analysis. The
surface marker profile of the most predictive cluster was then confirmed during the analysis of
the second batch, and this definition was used as the basis for standardised FACS analysis
using a combination of single and bi-dimensional gating. Quantitative analysis of EPC changes
following exercise and training by conventional flow analysis ensured maximum ability to
compare the findings with those within the literature. All flow and cluster-based analyses were
performed using Cytobank.

M2.3.4 Mature endothelial cell investigation

While the main focus of this study was on EPC subpopulations, back-gating allowed for the
identification of subpopulations and regions that enriched for putative endothelial cells within
CD14-CD45-CD133- gated events by examining their CD31 expression. Circulating mature

endothelial cells were defined as being within this group but strongly CD31 positive.

M2.4 Statistical Analysis

The primary endpoint was defined to be the effect of a four-week preoperative vigorous
intensity interval training programme on physical capacity (as measured by oxygen
consumption at anaerobic threshold and peak exercise). Secondary endpoints included the
prehabilitation programme’s effect on peripheral blood EPC recruitment and the incidence of
postoperative complications (in particular cardiac events, pulmonary, wound healing and
surgical complications requiring surgical revision, that were classified according to Clavien-
Dindo score ).

Group homogeneity in patient characteristics and demographics was analysed via Shapiro-
Wilk test of normality, Levene’s test for equality of variances, and in accordance with their
results, independent samples t-test, Wilcoxon or Mann-Whitney U test. The same methods
were applied to investigate changes from pre-exercise levels in physical capacity parameters

and cell subpopulations and the quantity of EPCs in response to the four-week preoperative
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exercise training programme. Correlation analysis was performed via Pearson correlation after
ensuring metric scaling and normal distribution of the analysed data.

The level of significance was set at p < 0.05 in all tests. All statistical analyses were performed
in SPSS ® Statistics (Version 23.0.0.0; IBM Corp., Armonk, USA).

M2.5 Patient and public involvement
Patients or the public were not involved in the design, conduct, reporting, or dissemination

plans of our research.

M3. RESULTS

Fifteen patients scheduled for abdominal laparotomy for incontinence surgery that met the
eligibility criteria were enrolled in this study. Patient recruitment lasted from 01%' December
2014 until 30" November 2016.

With the intention to ensure patient population homogeneity, only a single, specific surgical
technique was applied to all study participants. Therefore, patient enrollment was ended after
the planned two-year recruitment period and due to the change in gynaecological staff
introducing new surgical techniques that led to incomparability of the study subpopulations.
One patient (non-exercise group) was excluded from data analysis due to missing the second
CPET appointment because of preponed surgery. A second patient (exercise group) initially
enrolled was subsequently found out to have not reported her active tumor disease with
granulocyte colony-stimulating factor administration during the study conduction and was
therefore excluded from the analysis. Patient baseline characteristics are summarised in Table
1. There was no significant difference in both groups at baseline.

With regards to the intervention, namely the four-week vigorous-intensity interval training, as
well as both Cardiopulmonary Exercise Testings, no harms (with respect to the CONSORT
definition*’) were reported by the patients of this trial. Furthermore, no falls or injuries were
observed during exercise.

Regarding events within the inpatient period perioperatively, the complete patient file of study
patients was daily investigated for adverse events requiring medical intervention or surgical
revision until postsurgical hospital discharge, but none were observed.

In particular, no postoperative complications of relevance to this study (such as cardiac events,
pulmonary, wound healing or surgical complications) were reported. No patient required
intensive care unit administration and the average duration of the hospital stay was 5.92 days
(intervention group (mean [range]) 5.86 [5 to 7] days vs. control group (mean [range]) 6.00 [5
to 8] days).

There was no follow-up of patients after postsurgical hospital discharge. The last enrolled study

participant completed our study on 25" May 2016.
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M3.1 Prehabilitation increases physical capacity but has no effect on circulating mature
endothelial cell levels

Trial participants from both groups started with similar physical capacity at baseline according
to their CPET results quantified by peak VO, (intervention group (mean [range]) 31.00 [20 —
42] mL/min/kg vs. control group (mean [range]) 28.00 [17 — 40] mL/min/kg; p=0.605, two-tailed
independent samples t-test) and anaerobic threshold (intervention group (mean [range]) 17.14
[9 — 25] mL/min/kg vs. control group (mean [range]) 17.00 [11 — 25] mL/min/kg; p=0.965, two-
tailed independent samples t-test).

For the verification of objective exhaustion of each trial participant during each CPET a
respiratory exchange rate >1.1 was requested. This threshold was surpassed by all
participants in both CPETs. (CPET1 intervention group (mean [range]) 1.18 [1.11 — 1.25] vs.
CPET1 control group (mean [range]) 1.19 [1.14 — 1.28]; CPET2 intervention group (mean
[range]) 1.17 [1.12 — 1.26] vs. CPET2 control group (mean [range]) 1.18 [1.11 — 1.25]).

In response to the four-week preoperative exercise programme, the comparison between
intervention group and control group showed a statistically significant increase in both
anaerobic threshold (A CPET2-CPET1 intervention group (mean [range]) 1.71 [-2 to 8]
mL/min/kg vs. A CPET2-CPET1 control group (mean [range]) -1.83 [-4 to 1] mL/min/kg;
p=0.042, two-tailed independent samples t-test) and maximum oxygen uptake (VOpeak; A
CPET2-CPET1 intervention group (mean [range]) 1.71 [0 to 4] mL/min/kg vs. A CPET2-CPET1
control group (mean [range]) -1.67 [-4 to 0] mL/min/kg; p=0.002, two-tailed independent
samples t-test).

Comparing blood samples from before first (timepoint one =T1) and second (timepoint three
=T3) CPET, no statistically significant changes in circulating mature endothelial cells (ECs:
CD14-45-133-31+) were identified (A T1-T3 intervention group (mean [range]) -284 [-1131 to
+85] events/uL vs. A T1-T3 control group (mean [range]) +1313 [-136 to +7014] events/ul;
p=0.138, two-tailed Mann-Whitney U test).

M3.2. A priori indentified EPC subpopulation shows significant recruitment after
prehabilitation

Citrus (cluster identification, characterization, and regression) was used to test for
subpopulations of cells/clusters that changed in response to CPET or training. The minimum
cluster size was set to 5; equal sampling was applied to each file, resulting in 153 events being
used per file. The cross-validation folds were set to 5; the false discovery rate was set to 1,

and abundances were used for clustering characterization. When applied to the flow results
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from the first of two batch analyses, this produced 29 distinct subpopulations, whose marker
profiles were compared against known profiles for endothelial progenitor cells. Of these 29
subpopulations, many were positive for EPC markers, but the subpopulation demonstrating
the most significant changes in abundance was chosen as our working definition for EPCs in
our study (CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+), and this result was validated
in the second batch analysis (see Figure 3). Both Citrus and FlowSOM demonstrated distinct
clusters and progeny that became progressively more endothelial in their phenotype, in

keeping with EPC populations (see Figure 4).

The multidimensional gating strategy derived from this analysis is shown in Figure 5. Using
this gating strategy, our putative EPC subpopulation demonstrated a statistically significant
increase as a proportion of CD45- cells within peripheral blood at baseline following exercise
interval training (51.37% of CD45- pool, 95%CI 22.88%-83.79% vs. 27.07%, 95%CI 0.3%-
78.11%; p=0.016, Wilcoxon matched signed-rank test; Figure 6). The non-training group did
not demonstrate any significant change in their EPC percentage within the CD45- pool
(p=0.22).

Containing to improve the signal-to-noise-ratio to detect changes within small subpopulations
of cells, the investigation of the putative EPC subpopulation happened as a proportion of the
more refined pool of circulating CD45- cells rather than total mononuclear cells. It was validated
that the CD45- pool did not make up more/less of the total PBMC pool over the training period
(no significant changes were detectable, especially not within the intervention group
[intervention group: p=0.612 vs. control group: p=0.116], comparing CD45- event counts from

time point 1 and 3 via Wilcoxon matched signed-rank test).

Further analysis was performed regarding the association of functional capacity improvement
as a result of the (non-)training phase (measured by VO.peak or anaerobic threshold) and the
increase in the CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ subpopulation as a
proportion of circulating CD45- cells (via Pearson correlation). The results showed a positive

correlation, but did not reach statistical significance (see Supplementary Table 1).

M3.3. A four-week prehabilitation programme does not lead to significantly improved
mobilisation of the a priori identified EPC subpopulation in response to a subsequent
acute stress event

Changes in the CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ subpopulation as a
proportion of circulating CD45- cells were observable in the course of each CPET, as shown
in Supplementary Table 2. Nevertheless, neither the comparison between A T1-T2 and A T3-

T4 within each group (particularly the intervention group), nor the “inter-group” comparison of
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A T1-T2 or A T3-T4 resulted in differences of statistical significance (see Supplementary
Table 2).

M4. DISCUSSION
Our proof-of-concept clinical trial found that prehabilitation with a four-week exercise interval
training programme is feasible, improves physical capacity, and leads to an increased

circulatory number of endothelial progenitor cells in patients scheduled for laparotomy.

For the longest time, there seems to have been a silent paradigm that people who have a
surgically reversible disorder should undergo surgery as quickly as possible and afterward
regain physical strength through rehabilitation. This notion of not preparing for surgery with
exercise might have been derived from the intuitive approach of organisms in general to rest
when affected by a disorder, most likely to avoid a worsening state. This hypothesis is
consistent with a decline in oxygen consumption at the anaerobic threshold and peak exercise
observed in this trials’ control group, suggesting that these patients became increasingly less
fit over time, probably due to their underlying disease and deconditioning from a lack of
exercise.

During the last decade, scientists and doctors have begun to put more focus on prehabilitation.
While there has been a small number of clinical trials investigating the efficacy of prehabilitation
in the area of major non-cardiac surgery 2330 32:37 48 49" cellular mechanisms affected by
preoperative exercise have not yet been revealed.

In an attempt to widen the horizon of exercise-based prehabilitation to cellular effects, we
sought to stimulate peripheral blood recruitment of endothelial progenitor cells, a key cell line
in endothelial regeneration in adults, through prehabilitation. After having shown acute effects
earlier'?, we now found an increased circulatory number of EPCs after four weeks of exercise.
We suggest that exercise may improve the regenerative response that follows the traumatic
insult of surgery, and endothelial regeneration may contribute to the reduction of complications

observed in recent prehabilitation trials 26°°,

The correct surface marker definition and the very existence of circulating endothelial
progenitor cells as a discrete progenitor population has been debated for some time since the
identification of EPCs as a bone marrow-derived progenitor cell population by Asahara over
two decades ago °. Multiple surface marker definitions of EPCs have been published within
the literature*®. The marker profile identified seems to change depending on the animal studied,
the in-vitro or in-vivo nature of the study, and the causative stimulus for the EPC recruitment,
among many variables. Rather than test multiple potential definitions in the hope of finding one

that will match our data, we used an a priori approach. Given that cardiopulmonary exercise
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testing (CPET) is associated with recruitment of EPCs into the peripheral circulation, we
examined for subpopulations of cells that demonstrated recruitment patterns following CPET
through the use of pre-CPET and post-CPET blood samples. CITRUS (cluster identification,
characterisation, and regression) was developed to permit the automated identification and
stratification of subpopulations in multidimensional cytometry where known or expected
changes in subpopulations are anticipated 2. A novel subpopulation of progenitor cells with a
cell surface marker profile consistent with EPC’s was therefore derived, and this was then
tested for changes in recruitment in response to the training stimulus, thereby expanding on

our previous studies that examined the impact of CPET alone.

While the underlying mechanisms leading to the observable increase in the number of
circulating EPCs in response to a four-week vigorous-intensity interval training may go beyond
simple cell mobilisation from e.g. bone marrow (which has been the suggested mechanism for
short-term circulating EPC level increases seen after single episodes of exhaustive exercise!!
4%)and also include less prompt effects, such as improved circulatory conditions with reduced
apoptotic stimuli and therefore improved EPC survival, our clinical trial strengthens the
proposition that circulating EPC levels are modifiable in response to specific stimuli, also
including non-pharmacologic interventions such as exercise and training, and provides
mechanistic support at a cellular level for the potential benefits of prehabilitation, reduced
surgical complications, and improved health with exercise in general.

Limitations:

Being a proof-of-concept pilot study, this trial lacks statistical power to prove that the acquired
EPC recruitment leads to desired clinical implications like a reduction in postoperative
complications, length of hospital stay, or intensive care unit admissions. Maost prehabilitation
studies are underpowered with these endpoints and only a few trials were able to show an
effect of exercise on postoperative complications 2°. It seems fair to assume that a selection of
patients with more comorbidities within our cohort may have demonstrated higher efficacy of
prehabilitation on outcome. In order to successfully address this issue, patients with higher
ASA (“American Society of Anesthesiologists Physical Status Classification”) scores will be

enrolled in future studies, as supported by the findings of a recent systemic review °3,

Even though CITRUS analysis detected a novel subpopulation of progenitor cells with a cell
surface marker profile consistent with EPCs that shows responsiveness to the training stimulus
applied in this study, and FlowSOM analysis indicated close relatedness of this subpopulation
to mature endothelial cells suggesting putative progeny, this study does not provide evidence

if the mentioned cell subpopulation does indeed exhibit functionality (in vitro or in vivo) as
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expected from endothelial progenitor cells (e.g. paracrine proangiogenic functionality to
promote vascular regeneration, and differentiation into mature endothelial cells®*).

Therefore, functional characterisation of our novel subpopulation of putative EPCs (including
cell culture analysis and other methodology) warrants further ongoing research to validate

these positive findings at a cellular level.

M5. CONCLUSION

This proof-of-concept pilot study provides a feasible and effective prehabilitation concept within
a framework of vigorous-intensity interval training and a potential mechanism for improved
cellular regenerative response to the trauma of surgery, which may help reduce the incidence
of postoperative complications.
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Figure 1. CONSORT diagramme. Study flow chart visualizing trial feasibility with a low drop-
out rate between patients’ trial participation consent and final analysis (total drop-out
I’a'[e=1333%, ndrop outz 2/15)
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Exercise group:

Preoperative exercise
training
(4 weeks)

CPET 1 CPET 2

(1 month Non-exercise group: (2 days
before surgery) . ) before surgery)
No intervention

(4 weeks)

Figure 2. Study design. This trial applied a vigorous intensity interval training programme for
four weeks preoperatively in patients randomly assigned to the exercise group.
Cardiopulmonary Exercise Testing (CPET) was performed at baseline and repeated four
weeks later to assess physical capacity. Blood samples for endothelial progenitor cell (EPC)
measurement were collected after each CPET to investigate the acute cellular response to
exhaustive exercise, and before the second CPET in order to measure the sustained cellular
response to the four-week non-exhaustive exercise programme. Both exercise group and
control group had equal representation of patients without reported cardiovascular disease and

patients with comorbid disease.
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Figure 3. Cell surface marker expression in the identified, novel training-responsive

subpopulation. Cell surface marker labelling profile for our putative endothelial progenitor cell

subpopulation (pink) vs. the general pool of cells within the CD45dim parent population (blue).

Each plot represents the expression of a specific cell surface marker as follows: A. Staining

for CD133 expression. B. Staining for CD309 expression. C. Staining for CD34 expression. D.

Staining for CD31 expression.
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Figure 4. FlowSOM analysis. Each plot represents the expression of a specific cell surface
marker (the expression extent is color-coded, as reflected by the relative scale color intensity
bar on the left side of each plot) as follows: A. CD14 expression. B. CD45 expression. C.
CD133 expression. D. CD309 expression. E. CD31 expression. F. CD34 expression.

Specific clusters demonstrate similar features (marker profiles) and relatedness to other
clusters like branches of a tree. The bottom right in each expression plot (circled red) shows
the subpopulations that display an endothelial progenitor cell (EPC) phenotype. According to
this analysis, the subpopulation of interest of this publication is closely associated with
subpopulations that become more endothelial cell-like in their phenotype (increased
expression of CD31 and reduced expression of putative EPC/progenitor markers including
CD133 and CD309) suggesting that the subpopulation of interest is closely related to
endothelial cells as potential progenitors.
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Figure 5. Flow cytometry gating strategy. The consecutive order of Plots A, B, C and D
reflects the gating strategy used to isolate the endothelial progenitor cell (EPC) population
based on the marker profile established by a priori analysis. This enriches for a novel EPC
subpopulation.

Parameters were plotted on the X and Y axis of each plot, as follows:

A. CD14 expression (X axis) and Side Scatter Area “SSC-A” (Y axis). B. CD45 expression (X
axis) and CD14 expression (Y axis). C. CD309 expression (X axis) and CD133 expression (Y

axis). D. CD34 expression (X axis) and CD31 expression (Y axis).
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Figure 6. EPC proportion changes in response to training. A statistically significant
increase in the baseline percentage of EPCs in the CD45 negative parent population within
the circulating peripheral blood is demonstrated following four weeks of exercise interval
training, suggesting a cellular basis for the effect of training as part of prehabilitation (p=0.016,

Wilcoxon matched signed-rank test). No such effect was seen in the non-trained group

(p=0.22).
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Total sample Intervention  Control group p-value

n=13 group n=7 n=6
Female 13/13 717 6/6 >0.999
Age [Years] 59.62+10.42 57.29+8.67 62.33+12.40 0.445
Weight [kg] 67.00£8.90 66.43+6.66 67.67+11.66 0.815
Height [cm] 167.54+5.27 167.57+4.65 167.50+6.38 0.982
BMI [kg/m?] 23.95+3.62 23.81+3.78 24.12+3.77 0.888
Waist circumference 89.15+11.60 88.71+12.18 89.67+12.03 0.890
[cm]
Arterial Hypertonia 3/13 217 1/6 0.731
Hyperlipidemia 5/13 3/7 2/6 0.836
Statin treatment 4/13 3/7 1/6 0.445
Abdominal Obesity 6/13 3/7 3/6 0.836
Smoker 1/13 o/7 1/6 0.628
Diabetes Mellitus 1/13 1/7 0/6 0.731
(IDDM)
Diabetes Mellitus 0/13 o/7 0/6 >0.999
(NIDDM)
Coronary Heart 0/13 0/7 0/6 >0.999
Disease
Chronic Heart Failure 0/13 0/7 0/6 >0.999
Chronic Renal Failure 0/13 o/7 0/6 >0.999
ASA 22 6/13 3/7 3/6 0.836
rCRI 22 0/13 o/7 0/6 >0.999

VO.peak [mL/min/kg] 29.62+9.81 31.00+9.80 28.00+10.49 0.605
Anaerobic threshold 17.08+5.42 17.14+5.52 17.00+5.83 0.965
[mL/min/kg]

Table 1. Baseline characteristics indicate sufficiently matched groups.
Numeric values are given as mean * standard deviation.

BMI = Body mass index

IDDM = Insulin-dependent diabetes mellitus

NIDDM = Non-insulin-dependent diabetes mellitus

rCRI = Revised Cardiac Risk Index

ASA = American Society of Anesthesiologists Physical Status Classification

VO,peak = Maximum oxygen consumption achieved during the exercise test



4.3. Anhang der Publikation

VO peak Anaerobic threshold
AT1-T3 AT1-T3
Pearson p- Pearson p-
Correlation value® Correlation  value®
CD45dim/CD14dim/CD133+/
CD309+/CD34+/CD31+
subpopulation as a
proportion of CD45- cells
AT1-T3
Total sample (n=13) 0.412 0.162 0.326 0.278
Intervention group( n=7) 0.331 0.468 -0.045 0.924
0.053 0.921 0.551 0.257

Control group (n=6)

Supplementary Table 1. Association of physical capacity improvement and the increase
in the proportionate CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/

CD34+/CD31+ subpopulation within the circulating CD45- pool.

Pearson correlation revealed predominantly positive correlations between changes in physical
capacity measures and changes of the proportionate
CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ subpopulation within the circulating
CD45- pool that occurred in the course of the (non-)training phase, but none of these

correlations reached statistical significance.

$ Significance, 2-tailed

63



Intervention group Control group p-
n=7 n=6 value

AT1-T2
CD45dim/CD14dim/CD1
33+/CD309+/CD34+/CD
31+ subpopulation as a
percentage proportion of

CDA45- cells

2.27+18.75 6.02+9.62 0.668

AT3-T4
CD45dim/CD14dim/CD1
33+/CD309+/CD34+/CD
31+ subpopulation as a
percentage proportion of

CDA45- cells

-9.27+29.15 1.64+30.54 0.524

p-value® | 0.468 0.770

Supplementary Table 2. Changes in the proportionate
CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ subpopulation within the circulating
CD45- pool in the course of each Cardiopulmonary Exercise Testing.

This table illustrates all changes in the proportionate
CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ subpopulation within the circulating
CD45- pool for both Cardiopulmonary Exercise Testings (A T1-T2 = change in the course of
CPET 1; A T3-T4 = change in the course of CPET 2) and both patient groups. Reading the
lines of the table horizontally or the table columns vertically, different constellations can be
compared (comparison between A T1-T2 and A T3-T4 within each group, or “inter-group”
comparison of A T1-T2 or A T3-T4) and p-values are shown accordingly.

$ Significance, 2-tailed

Numeric values are given as mean + standard deviation.
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5. Diskussion

5.1. Prahabilitation als Mittel um  bewegungsarme praoperative
Verhaltensmuster zu durchbrechen
Bewegungsmangel und kérperliche Schonung sind ein haufig zu betrachtendes Phanomen mit
zunehmendem Alter?3, in Krankheitssituationen oder im Vorfeld vor operativen Eingriffen84,
Dabei ist die Dosis-Effekt-Beziehung zwischen dem Malf3 an kdrperlicher Aktivitat im Alltag und
der korperlichen Gesundheit sowie Lebensqualitat durchaus ausgepragt?®® und eine reduzierte
korperliche Belastbarkeit ein unabhangiger Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen?,
Morbiditat und Mortalitat?®® sowie assoziiert mit einem gesteigerten postoperativen
Komplikationsrisiko?®”. Dennoch erscheint es als tief veranlagtes menschliches Paradigma, im
Fall von Krankheit oder einer bevorstehenden Operation kérperliche Schonung zu betreiben —
zum Teil auch aus Sorge vor einer Verschlechterung der kdrperlichen Verfassung. So zeigte
sich auch in der trainingsfreien Kontrollgruppe dieser Studie im vierwdchigen Vorfeld des
operativen Eingriffs ein erkennbarer Ruckgang der spiroergometrisch festgestellten
anaeroben Schwelle sowie der Spitzen-Sauerstoffaufnahme (VO2peak) als Zeichen
zunehmender korperlicher Dekonditionierung aufgrund reduzierter korperlicher Aktivitét.
Prahabilitationsprogramme mit praoperativem Training bieten genau in dieser Situation die
Chance, das préoperative Zeitfenster vor einem elektiven Eingriff zur Erhaltung bzw.
Steigerung der kdrperlichen Fitness und Vorbereitung des Patienten auf das bevorstehende

Stressereignis zu nutzen®,

5.2. Konzeption eines klinisch durchfuhrbaren vierwoéchigen aeroben
Prahabilitationstrainingsprogramms
Die Strukturierung des vierwochigen praoperativen Trainingsprogramms mit dem Ziel einer
Steigerung der korperlichen Leistungsfahigkeit sowie der Anzahl der zirkulierenden EPC im
peripheren Blut erfolgte auf Basis der bisherigen wissenschaftlichen Evidenz. Bereits 2014
konnten Schier et al zeigen, dass eine einmalige préoperative anaerobe Kkorperliche
Maximalbelastung die Anzahl zirkulierender EPC signifikant steigern und die postoperative
Komplikationsrate senken kann 12, Gerade Trainingskonzepte mit anaerober
Maximalbelastung oder Belastung im Hoch-Intensitatsbereich beschrénken allerdings die
klinische Anwendbarkeit in &alteren und multimorbiden Patientenzielgruppen deutlich und
bedurfen einer Risiko-Nutzen-Abwagung mdoglicher unerwiinschter Ereignisse wie
muskuloskelettaler Verletzungen?®, temporarer Immunkompromittierungen?® oder kardialer
Ereignisse?® (bis hin zu kardialen Ischamien). Diese Hurden ergeben sich insbesondere auch

bei der Anwendbarkeit von Hochintensitats-Intervalltrainingskonzepten, fir welche
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grundsétzlich bereits nach sechs Trainingssitzungen positive Auswirkungen auf die kérperliche
Leistungsfahigkeit auf zellularer Ebene (Uber eine Steigerung des Mitochondriengehalts der
Skelettmuskulatur®®), und in mehreren Metaanalysen®1292 eine effektive funktionelle
Steigerung spiroergometrischer Parameter der kardiopulmonalen Fitness (u.a. VO2peak)
gezeigt werden konnten. Dementsprechend wurde das Trainingskonzept dieser Studie als
aerobes Intervalltraining bei submaximaler Herzfrequenz (definiert zwischen 70-80% der initial
via Spiroergometrie bestimmten individuellen maximalen Herzfrequenz) festgelegt. Die
Anwendung eines intensitatsreduzierten Intervalltrainingskonzepts wird unterstitzt durch die
Ergebnisse der Metaanalyse von Mugele et al., die in der direkten Gegenuberstellung von
Hochintensitats-Intervalltraining und aerobem Training moderater Intensitat bei
Tumorpatienten keine signifikante Uberlegenheit des Hochintensitats-Intervalltrainings im
Hinblick auf die Steigerung der Spitzen-Sauerstoffaufnahme (VO2peak) feststellen konnten?2,
Der oben genannte, klar definierte Trainingsintensitatskorridor, welcher in dieser
Forschungsarbeit konsistent zur Trainingsintensitatssteuerung verwendet und durch spezielle
Cross-walker (Milon Industries GmbH, Emersacker, Germany) mit herzfrequenzreaktiv
autoreguliertem Trainingswiderstand in bis dato einzigartiger Form konsequent realisiert
wurde, schafft die Voraussetzung fir eine hohe Datenreliabilitdt, Ergebnisreproduzierbarkeit
und interindividuelle Vergleichbarkeit. Diese grenzt sich von bisherigen Prahabilitationsstudien
ab, in denen teilweise ausschlief3lich die subjektiv empfundene
Trainingsintensitatseinschatzung via Borg-Skalal?® oder keinerlei SteuerungsmaR zur
Standardisierung der Trainingsintensitat'?’ zum Einsatz kam (oder zumindest nicht in der
Publikation offengelegt wurde?®). Auch tragt hierzu die Wahl der supervidierten Trainingsform
(mit dauerhaft anwesendem trainings-anleitendem und -lUberwachendem Personal) bei,
welche bis dato nur in einer Minderheit an Prahabilitationstrainingsstudien zur Anwendung
kam?16:119.122123,125162 |,y Gegensatz hierzu lieBen zahlreiche Studien das Training

patienteneigenstéandig ohne Supervision zu Hause durchfiihren!1#115117.118,120,126,129,167

Im Einklang mit sportmedizinischen Empfehlungen?®® wurde in der vorliegenden Arbeit jede
Trainingseinheit mit einer funfmindtigen Warm-up-Phase ertffnet. Die anschlieRende
Trainingsdauer (29 Minuten: sechs Belastungsintervalle a vier Minuten mit zwischenzeitlichen
einminitigen Entlastungsepisoden) befand sich im Rahmen bisher publizierter
Prahabilitationstrainingsprogramme (208 bis 60 Minuten!!6117:124128) ' Bje Trainingsfrequenz
betrug - @hnlich wie in der Mehrheit vorangegangener Publikationen!16-122125-127.129.162 _ 7y g
bis drei Trainingseinheiten wochentlich  (in - Gesamtsumme  mindestens  acht
Trainingseinheiten). Insgesamt erstreckte sich die Gesamtdauer des Trainingsprogramms —
wie in der Mehrheit der vorangegangenen Studien!4117:119.120.122124 _ {iher vier Wochen. Dies

deckt sich mit den Empfehlungen eines mindestens vierwochigen Trainings zur Erzielung
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relevanter Verbesserungen der korperlichen Leistungsfahigkeit gemal der ,Clinical guideline
and recommendations on pre-operative exercise training in patients awaiting major non-
cardiac surgery® [Klinische Richtschnur und Empfehlungen zur Konzipierung praoperativer
Trainingsprogramme fir Patienten vor groRRen, nicht-kardialen operativen Eingriffen]®°. Die
Durchfuihrbarkeit eines vierwdchigen praoperativen Trainingsprogramms im klinischen
Rahmen wird durch die in der Literatur erfassten Daten zur durchschnittlichen Wartezeit auf
eine elektive Operation stark unterstiitzt. So ergab eine Datenauswertung aus 12 OECD-
Landern (Australien, Kanada, Finnland, Niederlande, Neuseeland, Portugal, Spanien,
England, Schottland, Danemark, Irland, Schweden) zu neun haufigen elektiven Eingriffen
verschiedener Fachgebiete (Huftgelenksersatz, Kniegelenksersatz, Karaktoperation,
Hysterektomie, Prostatektomie, Cholezystektomie, Hernienoperation, koronararterielle
Bypassoperation, perkutane transluminale Koronarangioplastie) im Zeitraum zwischen 1999
und 2011 mehrheitlich eine mediane Wartezeit zwischen Operationsindikationsstellung und
Operationszeitpunkt von 30-90 Tagen?®®. Fir Deutschland liegen mangels nationaler
Wartezeiterfassung und Berichterstattung an die OECD keine Daten vor?®,

Zusatzlich wurde die hohe patientenseitige Akzeptanz und Durchfuihrbarkeit des konzipierten
préaoperativen Trainingsprogramms bestatigt durch die hohe Interventionsadhéarenz (8 von 8
Patientinnen) und geringgradige Drop-out-Rate (Drop-out-Rate=13.33%; Ngrop-ou= 2/15, wobei
eine Patientin die Abschlussspiroergometrie aufgrund einer Vorverlegung des operativen
Eingriffs nicht mehr wahrnehmen konnte und eine zweite Patientin die Intervention zwar
vollstandig abschloss aber aufgrund ihrer erst anschlieRend kommunizierten aktiven
Tumorerkrankung mit G-CSF-Applikation im Studienzeitraum von der Studiendatenanalyse
ausgeschlossen  wurde). Gegeniiber  einer  Vielzahl an  vorangegangenen
Prahabilitationsstudien mit niedrigeren Interventionsadharenzen (beispielsweise von 40%?7,
5900115167 7490114 78%!%° oder 83%'%°) erwies sich das konzipierte praoperative
Trainingsprogramm damit als Uberlegen.

Die Interventionsdurchfiihrung in dieser Studie gelang in acht von acht Patientinnen ohne

Auftreten eines unerwiinschten Ereignisses.

5.3. Effektive Steigerung der kdorperlichen Leistungsfahigkeit durch
praoperatives Training

Vorangegangene Prahabilitationsstudien weisen eine hohe Variation in der Ausgestaltung

préoperativer Trainingsprogramme, in der Auswahl der untersuchten Ergebnisparameter und

in ihren erzielten Resultaten auf. Tatsachlich ergab eine Reihe publizierter

Prahabilitationsstudien keinerlei signifikanten Trainingseffekt auf einen der untersuchten

Ergebnisparameter!1>117.124128 - Tejlweise fanden sich signifikante Trainingseffekte nur auf
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selten gebréuchliche oder storanféllige Messgroen wie die ,Gruppen-Zeit-Interaktion des
Bewegungsumfangs der Streckung und Beugung der Lendenwirbelsdule“?” oder die
Gehstrecke innerhalb der ersten sieben postoperativen Tage'®’. Spiroergometrische
Parameter, wie die anaerobe Schwelle bzw. die Spitzen-Sauerstoffaufnahme (VO2peak),
welche eine motivationsunabhangige?®®, reproduzierbare?®® und objektive Quantifizierung der
korperlichen Leistungsfahigkeit erméglichen und daher als “Goldstandard” fir ebendiese
gelten®®’,  wurden in der Vergangenheit nur in einer Minderheit von
Prahabilitationstrainingsstudien untersucht!14.119.121.122.125162 'Bahej bestehen insbesondere fuir
diese Parameter eine hohe Validitat und Evidenz im perioperativen Umfeld: So hat sich die
anaerobe Schwelle als relevanter prognostischer Marker fur den perioperativen Verlauf und
postoperative Outcomes erwiesen??®2%, Sowohl die anaerobe Schwelle als auch die Spitzen-
Sauerstoffaufnahme sind assoziiert mit perioperativer Morbiditét (AT3°°-3%4; VO2peak30-302:305)
Mortalitat ~ (AT3%6-311;  VO2peak3®312313)  ynd auch der Krankenhausverweildauer
(AT303:304310.314. \/O2peak'®®). In der begrenzten Anzahl an Prahabilitationstrainingsstudien,
welche diese Parameter bislang untersucht haben, zeigten sich heterogene Ergebnisse: So
berichteten Dunne et al fir ein dreimal wochentliches Hochintensitatstraining tUber einen
vierwdchigen Zeitraum eine signifikante Verbesserung von VO2peak und AT*?, wahrend sich
in weiteren Prahabilitationstrainingsstudien nur eine signifikante Verbesserung der
VO2peak!®162 pzw. VO2max''® ohne signifikante Verbesserung der AT, oder keinerlei
signifikanter Trainingseinfluss auf VO2peak und AT!* zeigte. Allen Prahabilitationsstudien mit
beobachteten signifikanten Effekten auf mindestens einen der genannten spiroergometrischen
Leistungsparameter war gemeinsam, dass anteilig!'®%? oder ausschlieRlich?21? auf ein
Training im Hoch-Intensitatsbereich zuriickgegriffen wurde. Das im Rahmen dieser
Dissertationsarbeit untersuchte Préahabilitationstrainingsprogramm basiert demgegeniber auf
einer aeroben sportlichen Belastung unterhalb des Hoch-Intensitatsbereichs. Gleichzeitig
beschréankt sich der Trainingszeitraum auf eine kiirzere Dauer als beispielsweise bei Morkane
et al (sechswochiges préaoperatives Training)!®2. Dennoch gelingt mit dem konzipierten
vierwdchigen préaoperativen Training eine signifikante Verbesserung von sowohl anaerober
Schwelle als auch der Spitzen-Sauerstoffaufnahme, was die Leistungsfahigkeit des
vorgestellten Prahabilitationskonzepts unterstreicht. Insgesamt ergibt sich aus der fundiert
literaturevidenzbasierten  Adjustierung der  Trainingsparameter, der erfolgreichen
Konzeptvalidierung mit robusten Outcome-Metriken, der hervorragenden Patientenakzeptanz
und klinischen Umsetzbarkeit eine geeignete Blaupause fir die Komposition und klinische
Etablierung zukunftiger Prahabilitationsprogramme. In Anbetracht der zuletzt wissenschaftlich
kontrovers diskutierten inkonsistenten Effekte praoperativer Trainingsprogramme?163.169:315.316 j

Verbindung mit einer hohen Heterogenitat der Ausgestaltungsweise leistet die vorliegende
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Arbeit hiermit einen richtungsweisenden Vorstol3 in der klinischen Verankerung préoperativer

Patientenoptimierungsmaf3nahmen.

5.4. Zellulare Effekte des praoperativen Trainings auf endotheliale

Progenitorzellen

Wahrend das préaoperative Zeitfenster in den letzten Jahren zunehmend als einflussreiches
Zeitintervall ~ zur  Modifikation  perioperativer  Risikofaktoren  und  ungunstiger
Lebensstilverhaltensmuster in den wissenschaftlichen Fokus gertckt ist, und verschiedene
Prahabiliationskonzepte zur praoperativen Patientenoptimierung vorgestellt wurden,
konzentrierten diese sich nahezu ausschlie3lich auf die Untersuchung klinischer Parameter
ohne Einbezug zellularer oder molekularer Einfllisse!14-129.162.167,

Effekte eines Prahabilitationstrainingsprogramms auf zellularer Ebene wurden im Zuge dieser
Dissertationsarbeit sowie im Rahmen von weiteren Untersuchungen anhand diesem Projekt
entnommener Patientenproben erstmalig tiefergehend untersucht. Wahrend in letztgenannten
Studien epigenetische Veranderungen an NK-Zellen (eine gesteigerte Expression des NK-
Zellrezeptors KIR2DS4 durch Promotor-Demethylierung®!’, sowie Veranderungen der DNA-
Methylierung in insgesamt 25 Genen von NK-Zellen®®) infolge sportlicher Belastung
festgestellt werden konnten, konzentrierte sich die vorliegende Arbeit insbesondere auf
Endothelzellen und EPC.

Dass eine einmalige praoperative koérperliche Maximalbelastung bis zur Erschopfung (im
Rahmen einer spiroergometrischen Ausbelastung) signifikant die Anzahl zirkulierender EPC
in der peripheren Blutbahn steigern kann, konnte bereits 2014 durch Schier et al.}’? gezeigt
werden. Hierdurch offenbarte sich erstmalig, dass mittels non-pharmakotherapeutischer,
sportbasierter Mallnahmen im préoperativen klinischen Umfeld eine zellulare Einflussnahme
auf mindestens eine bedeutsame Zelllinie fur den Gefal3erhalt, die endotheliale Regeneration,
Angiogenese und Neovaskularisation moglich ist. An diese Erkenntnisse ankntipfend wurden
im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit gezielt Zellpopulationen ausfindig gemacht,
welche eine quantitative Zunahme infolge spiroergometrischer Belastung aufweisen (mittels
des Vergleiches von Blutproben, die unmittelbar vor bzw. nach Durchfihrung der
Spiroergometrie gewonnen wurden) und EPC-typische Oberflichenmarker exprimieren. Unter
den detektierten Zellpopulationen - von denen zahlreiche Populationen einzelne EPC-typische
Oberflachenmarker aufwiesen - zeigte die Zellpopulation mit dem Immunphanotyp
CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ das hdchste guantitative
Spiroergometrie-Ansprechen. Die in diesem Zusammenhang neuartig beschriebene

Zellpopulation lasst sich anhand ihres Oberflichenmarker-Expressionsmusters als EPC-
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Subpopulation charakterisierent?s.182183.217 ynd steht immunphanotypisch ebenfalls im Einklang
mit dem von Schier et al. beschriebenen Immunphéanotyp der spiroergometrie-vermittelt im
peripheren  Blut  steigerbaren EPC  (CD45-CD133+CD34+)2,  Anhand des
Oberflachenmarker-Expressionsmusters ergibt sich zwischen der hier beschriebenen
CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ Zellpopulation und der durch Schier et
al.'? beschriebenen CD45-CD133+CD34+ Zellpopulation eine anteilige Kongruenz. Die
weiterfihrenden  Untersuchungen  konnten  fiir den  Anteil der ermittelten
CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ EPC-Subpopulation innerhalb des
zirkulierenden CD45-Pools zusatzlich eine signifikante Steigerung im Zuge des
durchgefuhrten vierwdchigen, aeroben Intervalltrainings zeigen, womit sich im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erstmalig auch die Stimulierbarkeit einer EPC-Subpopulation vermittelt
durch ein langerfristiges belastungsreduziertes Préhabilitationstraining (jenseits einer
einmaligen Maximalbelastung) feststellen liel3.

In Anlehnung an die Zuordnung im ,Consensus Statement‘ von Medina et al.'® handelt es
sich bei der betrachteten EPC-Subpopulation anteilig um ,early EPC*
(CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ Zellen mit begleitender Expression der Oberflachenmarker
CD45 und CD14, welche insgesamt hamatopoetischen Zelllinien naherstehen und die
Angiogenese schwerpunktmaRBig tber die Sekretion parakriner Faktoren stimulieren®?) und
Jate EPC* (CD133+/CD309+/CD34+/CD31+ Zellen ohne begleitende Expression der
Oberflachenmarker CD45 und CD14, welche endothelialen Zelllinien nahestehen und
zellularer Ausgangspunkt fur die GefaRregeneration und -neubildung sind®?). Auch wenn
beispielsweise die bei Schier et al.'’? Uberprifte CD146-Expression als zusatzliche
Zuordnungsbestatigung fur ,late EPC“®222 in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, so
bekraftigte die FlowSOM-Analyse dennoch einen engen Verwandtheitsgrad zwischen der
beschriebenen trainings-sensitiven Zellpopulation und reiferen Endothelzellstadien. Dies legt
den Schluss nahe, dass es sich bei der stammzellmarker-exprimierenden
CD45dim/CD14dim/CD133+/CD309+/CD34+/CD31+  Zellpopulation tatsachlich auch
funktionell um endotheliale Vorlauferzellen handelt, welche die Potenz zur Erzeugung neuer
reifer Endothelzellen, zur GefaRwandregeneration und GefaRneubildung besitzen. Zur
definitiven Bestatigung dieser Annahme sind funktionelle Analysen der Zellproliferation und
Ausbildung von Zellkolonien (z.B. via ,Colony Forming Unit-Hill Assay“'®), der
Endothelzellausreifung und der Formation rohrenférmiger Strukturen (via ,Tube Formation

Assays“?*4) in vitro oder in vivo erforderlich, welche nicht Bestandteil dieses Projekts waren.

Wahrend sich die quantitative Steigerung zirkulierender EPC infolge einer einmaligen
korperlichen Maximalbelastung!’?3® am ehesten durch eine kurzfristige Rekrutierung

endothelialer Vorlauferzellen aus Bereichen au3erhalb der peripheren Blutbahn erklaren lasst,
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kommen fir die Steigerung infolge eines vierwéchigen belastungsreduzierten Intervalltrainings
auch weniger prompte Mechanismen in Betracht wie eine grundlegend verbesserte
Kreislaufsituation mit verbessertem Mikromilieu, geringeren apoptotischen Stimuli und einer
resultierenden hoheren Lebensdauer von EPC. Die Herkunft mobilisierbarer EPC-Reserven
im menschlichen Kérper ist dabei bis in die jungste Vergangenheit hinein Gegenstand der
wissenschaftlichen Diskussion. Die stammzell-nahen Eigenschaften endothelialer
Progenitorzellen legten bereits friih einen Ursprung aus dem Knochenmark nahe!®’:18_Auch
konnten EPC direkt aus peripherem Blut, Nabelschnurblut und Knochenmark isoliert werden.
Deutlich lieBen Untersuchungen im Tiermodell nach Knochenmarkstransplantation von
transgenischen Knochenmarkspendern die (u.a. ischamie- und GM-SCF-vermittelte)
Mobilisation von EPC aus dem Knochenmark an den Ort isch&mischer Geschehnisse mit
nachfolgender Neovaskularisation nachvollziehen®. Demgegeniber veroffentlichten
Fujisawa et al.®?° 2019 eigene Forschungsergebnisse aus fiinf menschlichen Patienten mit
stattgehabter geschlechtsungleicher Knochenmarkstransplantation unter dem Publikationstitel
.Endotheliale Progenitorzellen entstammen nicht dem Knochenmark® (,Endothelial Progenitor
Cells Do Not Originate From the Bone Marrow®). Wahrend die Arbeitsgruppe um Fujisawa in
den untersuchten Patienten durchaus ,early EPC* mit dem spendergeschlechtlichen Genotyp
und nachvollziehbarer Abstammung aus dem Knochenmark fand, diese aber
hamatopoetischen Zelllinien und nicht als Vorlaufer zirkulierender EPC zuordnete,
beobachtete sie insbesondere in dreischichtigen endovaskularen Endothelabtragungen in
Unterarmvenen mit zunehmender Schichttiefe eine immer starker berwiegende Prasenz von
Endothelzellen mit dem nativen Knochenmarktransplantat-Empfanger-Genotyp. Anhand ihrer
zellkulturellen Proliferation mit endothelzelltypischer pflastersteinférmiger Formation und
ubiquitarer CD31-Expression wurden diese Zellen als ,late EPC* eingeordnet und ihre
Herkunft aus einer knochenmarksfernen Nische in GefalBwéanden postuliert, aus der eine
Mobilisation in die Blutzirkulation mdglich sei. Angesichts der langen Lebensdauer von
Endothelzellen im menschlichen Organismus (die Jahre bis Jahrzehnte betragen kann®!) und
der heutzutage weithin akzeptierten Erkenntnis, dass sich unter dem Oberbegriff endothelialer
Progenitorzellen mit ,early EPC* und ,late EPC* durchaus zwei Subpopulationen mit
differierenden Charakteristika subsummieren, erscheint hier allerdings aufRerst diskutabel,
inwiefern die von Fujisawa et al.3?° berichteten Ergebnisse tatsachlich die mehrheitliche
Grundannahme eines Knochenmarkursprungs von EPC in Frage stellen.

Wahrend eine abschlieRende Klarung vielfaltiger Fragestellungen bezlglich Ursprung und
Mobilisation endothelialer Vorlauferzellen Gegenstand zukinftiger Forschungsprojekte bleibt,
liefern die Ergebnisse dieses Dissertationsprojekts neue Evidenz daflr, dass 1.) eine
Steigerung bestimmter EPC-Populationen in der peripheren Blutzirkulation durch spezifische

Stimuli, insbesondere auch nicht-pharmakologische Interventionen wie kdrperliches Training
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maoglich ist, dass 2.) ein gezielter Einsatz von praoperativem Training entscheidend zur
Modifikation perioperativer Risikofaktoren beitragen kann und die potenziellen Vorteile der
Prahabilitation an dieser Stelle erstmalig auch mechanistische Unterstitzung auf zellularer
Ebene erhalten, dass 3.) bereits ein vierwdchiges aerobes, belastungsreduziertes
Intervalltraining einen suffizienten Stimulus erzielt und darlber 4.) eine Verbesserung des
allgemeinen Gesundheitszustands aber insbesondere auch eine Reduktion des perioperativen

Risikos mit Verringerung chirurgischer und postoperativer Komplikationen in Aussicht stellt.

5.5. Limitationen und Ausgangspunkte fur zukunftige Prahabilitationsstudien
Die GroRe der Studienkohorte in dieser ,Proof-of-concept-Pilotstudie ist begrenzt. In
wesentlichen Teilen liegt dies begrundet in der fundierten Entscheidung fiir einen singuléaren
gynakologischen Inkontinenzeingriff mit abdomineller Querlaparotomie (zur Erzielung einer
bestmdglichen Patientenkollektivhomogenitét, Evaluation der Studienintervention bei einem
Eingriff mit signifikantem chirurgischem Trauma und gleichzeitig ausreichend elektivem
Eingriffscharakter mit Bestehen eines mehrwdchigen préaoperativen Trainingsfensters),
welcher im Verlauf des zweijdhrigen Rekrutierungszeitraums infolge klinikinterner
Strukturveranderungen allerdings stetig seltener praktiziert wurde. Die begrenzte Stichprobe
schrankt die Aussagekraft dieser Pilotstudie hinsichtlich der Auswirkung der beobachtbaren
Steigerung zirkulierender EPC auf erwiinschte klinische Implikationen wie eine Verringerung
perioperativer Komplikationen, intensivstationarer Aufenthalte oder der
Krankenhausverweildauer ein. In der Tat deckt sich dies mit dem Uberwiegenden Anteil an
vertffentlichten Prahabilitationsstudien, der bezlglich dieser Studienendpunkte keine
ausreichende statistische Power vorweisen kann. Demgegenlber stechen die Arbeiten von
Schier et al.'’? und Barberan-Garcia et al.1*® hervor, die beide eine positive Auswirkung der
praoperativen kdrperlichen Belastung auf die Auftrittsfrequenz perioperativer Komplikationen
verzeichnen konnten. Verglichen mit dem Studienkollektiv dieses Dissertationsprojekts
(ASA=2 bei 6 von 13 Studienteilnehmenden und ASA<2 bei 7 von 13 Studienteilnehmenden)
beinhalteten die beiden vorgenannten Studien noch starker vorerkrankte Patienten (Schier et
al.1?: ASA=3 bei 50 von 53 Studienteilnehmenden, bzw. Barberan-Garcia et al.*?%: ASA=3 bei
84 von 125 Studienteilnehmenden), was die Frage aufwirft, ob die Effektivitat des untersuchten
vierwOchigen Prahabilitationsprogramms anhand des vergleichsweise geringergradig
vorerkrankten Patientenkollektivs in der vorliegenden Arbeit womdglich noch unterschatzt
worden sein koénnte. Im Einklang mit den Empfehlungen der systematischen
Literaturrecherche von Thomas et al.®?2 sollte sich der Fokus fiur zukinftige
Préahabilitationsstudien  dementsprechend  verstarkt auf hohergradig vorerkrankte

Patientengruppen konzentrieren.
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AbschlieRend bedarf es zusatzlich weiterer zukiinftiger Untersuchungen hinsichtlich der
Funktionalitat der in diesem Projekt naher betrachteten Zellpopulation. Die Ergebnisse
CITRUS-Analyse brachten eine neuartige Zellpopulation mit eindeutig EPC-kongruentem
immunphéanotypischem Zelloberflachenmarkerprofil hervor, welche eine Stimulierbarkeit Uber
die angewandte korperliche Belastung bewies und in der FlowSOM-Analyse einen hohen
Verwandtschaftsgrad zu reifen Endothelzellen zeigte (was in Verbindung mit dem
immunphéanotypischen Zelloberflachenmarkerprofil den Vorlauferzellstatus unterstitzt). Der
ultimative Nachweis einer endothelvorlauferzell-charakteristischen Funktionalitat dieser
Zellpopulation (z.B. die parakrine proangiogene Foérderung der GefalR3regeneration oder die
Differenzierung in reife Endothelzellen!®?) bleibt jedoch Uber zuvor diskutierte funktionelle

Analysen (in vitro oder in vivo) zu erbringen.

5.6. Ubergeordneter Ausblick — Prahabilitation: Quo vadis?

Um den Auswirkungen des demographischen Wandels zu begegnen und
gesundheitsékonomischen Chancen gerecht zu werden, kommt der Prahabilitation (in der
Pravention ungunstiger peri- und postoperativer Verldufe) groRes Potenzial und hohe
gesundheitspolitische Bedeutung zu. So steht nicht nur eine Reduktion perioperativer
Komplikationen, intensivstationarer Aufenthalte, der Krankenhausverweildauern und -
wiederaufnahmeraten in Aussicht (und damit einhergehende Reduktionen der
Gesundheitsausgaben), sondern bei Patienten im erwerbsfahigen Alter auch eine
beschleunigte Rickkehr an den Arbeitsplatz. Im bedeutenden Kollektiv tumorchirurgischer
Patienten betragt der Anteil Betroffener im erwerbsfahigen Alter beispielhaft etwa 50%°%%3,
Gegentber der Rehabilitation als bisherigem Standard-of-care erscheint die Prahabilitation im
direkten Vergleich vorteilhaft!®. Um Kostentrager und Kliniken zu einer weitreichenden
Implementierung prahabilitativer MalBnahmen bzw. strukturierter Prahabilitationsprogramme
zu bewegen, gilt es die bereits bestehende wissenschaftliche Evidenz weiter zu starken. 165
internationale Prahabilitationsexperten sahen in einer 2022 durchgefiihrten Befragung die
Feststellung des optimalen préaoperativen Trainingsregimes, die Untermauerung des Effekts
von PréahabilitationsmalRnahmen auf das postoperative Ergebnis, sowie die Identifikation von
Stratifikationsfaktoren zur Detektion von potenziell am starksten von prahabilitativen
MaRnahmen profitierenden Patientengruppen als die drei fihrenden Forschungsprioritaten
an3?4, Starker in den Fokus gertickt werden sollte zudem die mechanistische Darlegung des
Prahabilitationseffekts auf zellularer und molekularer (bspw. epigenetischer) Ebene, wofir die
vorliegende Dissertationsarbeit einen bedeutenden Beitrag leistet. Zur dringend erforderlichen
Uberwindung der bisherigen Studienheterogenitat bestehen bereits VorstoRe zur
Standardisierung  von  Durchfihrung und  Ergebnisdarlegung (,Reporting“) von

Prahabilitationsstudien, u.a. in Form einer ersten Leitlinie'®®. Dariiber hinaus bedarf es der
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Untersuchung groRBerer Patientenkollektive unter besonderem Einbezug hochgradig
vorerkrankter Risikopatienten. Die derzeit erste internationale, multizentrische Studie zur
Untersuchung der multimodalen Prahabilitation (PREHAB-Studie®?®, NL58281.015.16) mit 714
avisierten Patienten wurde kirzlich durch das Forschungsconsortium um Professor Dr.
Francesco Carli initiilert. Von zentraler Bedeutung wird in dieser Studie auch die erstmalige
intensive Beleuchtung der Kosteneffizienz und wirtschaftlichen Durchfiihrbarkeit eines
Prahabiliationsprogramms im klinischen Anwendungskontextes sein. Zusatzlich angetrieben
wird der Fortschritt auf dem Gebiet der Prahabilitationsforschung durch die seit 2018
bestehende ,International Prehabilitation Society” mit mittlerweile jahrlicher Austragung eines
internationalen Jahreskongresses®?,

Das ultimative Ziel sollte zukiinftig die Etablierung eines systematischen Patienten-Screenings
zum frihestmoglichen Zeitpunkt nach Operationsindikationsstellung mit anschlieRend
risikostratifizierungs-adaptiertem, individualisiertem, multimodalem und multiprofessionellem
Prahabilitationsprogramm sein zur bestmoglichen Pravention ungunstiger postoperativer
Ergebnisse und Beschleunigung der Rekonvaleszenz.
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7.3. Bemerkung zu geschlechtergerechtem Sprachgebrauch
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