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Zusammenfassung

Kdster, JOrn

C-terminales Pro-Endothelin-1 als Verlaufsmarker be i herzchirurgi-
schen Operationen mit kardiopulmonalem Bypass

Fragestellung: Endothelin-1 ist Teil des pressorischen Endothelin-Systems. Dieses spielt in ver-
schiedensten physiologischen wie auch pathophysiologischen Vorgangen im Korper eine wichtige
Rolle. Bei herzchirurgischen Operationen mit kardiopulmonalem Bypass beeinflusst eine Erhéhung
des Endothelin-1 nachweislich die kardiozirkulatorische und pulmonale Funktionen des Kérpers
negativ. Das C-terminale Pro-Endothelin-1 besteht aus den Aminosduren 168-212 des Pra-Pro-
Endothelins-1, das eine Synthesevorstufe des Endothelin-1 ist. Es wurde der Verlauf des C-
terminalen Pro-Endothelin-1 zu verschiedenen Messzeitpunkten bis 72h nach herzchirurgischen
Engriffen mit kardiopulmonalem Bypass sowie mégliche Assoziationen mit dem Langzeitiiberleben

untersucht.

Material, Methoden: Nach Zustimmung der zustandigen Ethikkommission, Aufklarung und Einwil-
ligung wurden 123 herzchirurgische (87 aortokoronare Bypass-OP, 23 Aorten-, 13 Mitralklappener-
satz) Patienten in dieser prospektiven klinischen Verlaufsbeobachtung untersucht. An 12 Messzeit-
punkten préa-, intra- und bis zu 72h postoperativ erfolgten arterielle Blutentnahmen. Das C-terminale
Pro-Endothelin-1 wurde mittels eines immunoluminometrischen Assays (B.R.A.H.M.S. SEVACON
LIA®, B.RA.HM.S. AG, Hennigsdorf) in den Untergruppen des Patientenkollektivs gemessen.

Nach 2 Jahren wurde die Uberlebensrate bestimmt.

Ergebnisse: C-terminales Pro-ET-1 zeigte im untersuchten Patientenkollektiv einen spezifischen
Verlauf: nach Einleitung der Allgemeinanasthesie fielen die Konzentrationen ab, wahrend des Ein-
griffes blieben sie konstant, postoperativ stiegen sie kontinuierlich an, wobei die maximale Konzent-
ration viermal so hoch war wie die nach Narkoseeinleitung. Die Verlaufe der Konzentrationen von

Uberlebenden und Verstorbenen unterscheidet sich nicht signifikant

Schlussfolgerung:  Aufgrund des spezifischen Verlaufs kénnte der Biomarker fiir die postoperati-
ve, nicht jedoch zur intraoperativen Uberwachung von Interesse sein. Pro-Endothelin-1 erscheint

nicht als Langzeitoutcomeparameter geeignet.

Tag der mindlichen Prifung: 10.07.2009



Meinen Eltern

Es gibt nichts Gutes
aulRer: Man tut es.

(Erich Késtner)
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1. Einleitung
1.1  Endothelin

Im Jahr 1985 wurde ein bis dahin unbekanntes pressorisches System, das
Endothelin-System, entdeckt. Im Zuge vieler darauf folgender Studien
wurde deutlich, dass Endothelin (ET) eine bedeutende Rolle bei der Regu-
lation des Gefal3tonus beizumessen ist. Endothelin ist ein Peptid, welches
aus 21 Aminosauren (AS) besteht. Es liegt bei Saugetieren in den drei
Isoformen ET-1,-2,-3 vor, die sich jeweils nur durch den Austausch einiger
weniger AS voneinander unterscheiden. ET wird zum gro3ten Teil in En-
dothelzellen des gesamten Koérpers produziert, aber auch andere Gewe-
be, wie z.B. Nieren, Gehirn oder Teile des Gastrointestinaltrakts, syntheti-
sieren die unterschiedlichen ET-Isoformen. ET ist jedoch nicht nur der
starkste der bis jetzt identifizierten natirlichen Vasokonstriktoren der glat-
ten GefaBmuskulatur, sondern es hat auch Einfluss auf die Zellproliferati-
on und Hormonproduktion [1]. ET hat zahlreiche Auswirkungen auf pa-
thophysiologische Prozesse im kardiovaskularen System wie auch in an-
deren Organsystemen des Korpers. Endothelin wird in den Geféal3en-
dothelzellen tber verschiede Vorstufen mit Hilfe eines Converting-Enzyms
gebildet und intrazellular nicht gespeichert. Es sind zwei G-Protein-
gekoppelte ET-Rezeptoren bei Sdugetieren bekannt, Gber die sich mittler-

weile pharmakologisch Einfluss auf das ET-System ausuben lasst.

1.2  Historischer Uberblick

Seit Anfang der 80iger Jahre des letzten Jahrhunderts verdichteten sich
die Hinweise auf ein bis zu diesem Zeitpunkt noch unbekanntes pressori-
sches System. Dieses schien in den Endothelzellen produziert und sezer-
niert zu werden und einen vasodilatorischen Effekt auf das GefaRendothel
selbst oder andere Gefal3zellen zu haben. Furchgott beschrieb dieses
System 1980 als endothelium-derived relaxing factor (EDRF) [2]. Nach

intensiver Forschung gelang es 1985 Hickey und Kollegen einen potenten
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Vasokonstriktor aus dem Endothel der Koronargefal3e von Rindern, Hun-
den und Schweinen zu isolieren [3]. Dieser Vasokonstriktor wurde Endo-
thelin (ET) genannt. Bald nach der Entdeckung des ET konnten zwei wei-
tere Peptide isoliert werden, die, wie auch das ET selbst, aus 21 Amino-
sauren bestehen und sich nur geringfugig in ihrer Struktur voneinander

unterscheiden [4]. Diese ET-like peptides wurden ET-2 und ET-3 genannt.

1990 gelang es, zwei Endothelin Rezeptoren durch die Isolierung und Ver-
vielfaltigung zweier cDNA nachzuweisen. Die Rezeptoren wurden ET, und
ETs genannt. Mittlerweile wird ein dritter Rezeptor ET¢ bei Saugetieren
vermutet, welcher jedoch bis jetzt nur bei Amphibien sicher nachgewiesen

werden konnte.

Aufgrund der zahlreichen Einflisse des ET-Systems auf die verschiedens-
ten Organsysteme suchte man infolge der Entdeckung spezifischer ET-
Rezeptoren mit Nachdruck nach einem Weg, diese Rezeptoren zu steu-
ern. 1993 gelang die Entwicklung des Rezeptor-Antagonisten Bosentan,
der 2001 von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) als
Therapeutikum bei pulmonaler Hypertension zugelassen wurde [4].
Grundfragen, wie z.B. Struktur, Biosynthese oder Rezeptoreigenschaften
des ET, sind heute in entscheidenden Punkten beantwortet. Genauere
Funktionsmechanismen des ET-Systems innerhalb pathophysiologischer
Prozesse sind jedoch in vielen Aspekten noch unklar und bedurfen weite-

rer Forschung.
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1.3 Isoformen und Vorkommen des Endothelins

1.3.1 Endothelin-1

M Endothelin-1
(human, pig, dog, ral,
mouse, boving)

Abbildung 1: ET-1 mit seinen 21 AS und zwei Disulfidbriicken zwischen Cys;-Cys;s und
Cys3-Cysii (Abbildung (Ausschnitt) aus [4]).

Endothelin-1 ist ein Polypeptid und besteht aus 21 AS. Sein Molekularge-
wicht betragt 2492 Dalton [5]. ET-1 wird als einzige Isoform in Endothel-
zellen gebildet, wobei diese auch als sein Hauptbildungsort anzusehen
sind. Darlber hinaus wird ET-1 von Neuronen und Astrozyten im zentralen
Nervensystem, in den Mesangiumzellen der Nieren, den Brustepithelzel-
len, den Sertolizellen und den Leberzellen produziert. Das ET-1 kodieren-
de Gen befindet sich auf Chromosom 6p23-24 [6]. Nach der Biosynthese
kann ET-1 intrazellular nicht in Sekretgranula gespeichert werden. Produk-
tion und Freisetzung von ET-1 wird daher auf der Ebene von Genexpres-
sion und Peptidsynthese reguliert. Die Plasmahalbwertzeit ist mit 4-7 Mi-
nuten kurz [1]. Ca. 75% des produzierten ET-1 werden in unmittelbarer
Néhe des Bildungsortes, den Gefallendothelzellen, von glatten Muskelzel-
len der Gefal3e Uber ET-spezifische Rezeptoren wieder aufgenommen.
Somit ist ET mehr als ein parakrines und weniger als ein endokrines Hor-
mon zu werten [1, 7]. Die Lunge hat einen sehr starken first-pass-effect

auf das ET-1. 80- 90% des Polypeptids werden dort neutralisiert.
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1.3.2 Endothelin-2

Endothelin-2
(human, pig, mouse)

*Serd is substituted with Asnd in mouse

Abbildung 2: ET-2 mit seinen 21 AS. Die Disulfidbriicken befinden sich an den gleichen
Positionen wie beim ET-1. Zwei AS (griin unterlegt) sind ausgetauscht (Abbildung (Aus-
schnitt) aus [4]).

ET-2 unterscheidet sich in seiner AS-Sequenz von ET-1 durch den Aus-
tausch von zwei AS. Ansonsten sind sie in Struktur und spezifischem Mo-
lekulargewicht identisch. Das fur ET-2 kodierende Gen befindet sich auf
Chromosom 1p34 [6] und wird vorwiegend in der Niere und im Gastroin-
testinaltrakt produziert [8]. Zu sehr geringen Teilen kann es auch im Myo-
kard, in der Plazenta und im Uterus synthetisiert werden, wobei die syn-
thetisierenden Zellen hierbei noch unbekannt sind [1]. Die Funktion des
ET-2 ist bis dato wenig erforscht und in grof3en Teilen unbekannt. Allge-
mein wird ET-2 eine weniger bedeutende Rolle in physiologischen und

pathophysiologischen Prozessen zugeschrieben als ET-1.
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N Endothalin-3
(hurnan, pig, rat, rabbit)

1.3.3 Endothelin-3

Abbildung 3: ET-3 mit seinen 21 AS. Im Vergleich zu ET-1 sind 6 AS ausgetauscht
(grin unterlegt). Auch hier finden sich an gleicher Stelle wie bei den anderen Isoformen
des ET zwei Disulfidbriicken (Abbildung (Ausschnitt) aus [4]).

ET-3 unterscheidet sich durch den Austausch von 6 AS von ET-1. Das
kodierende Gen befindet sich auf Chromosom 20q13.2-13.3 [6]. ET-3 zir-
kuliert wie auch ET-1 im Plasma. In héheren Konzentrationen ist es jedoch
im Gehirn zu finden. Dort scheint es eine Rolle bei Entwicklungs- und
Wachstumsprozessen der Neurone und Astrozyten zu spielen[1l]. Eine
spezifische Wirkung auf das kardiovaskuldre System hat ET-3 wie auch
ET-2 nicht.
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1.3.4 Sarafotoxin

Sarafotoxin S6b

Abbildung 4: Sarafotoxin S6b weist eine ahnliche Struktur wie ET auf. Es sind 7 AS im
Vergleich zu ET-1 ausgetauscht (Abbildung (Ausschnitt) aus [5]).

Der Vollstandigkeit halber sei an dieser Stelle das Schlangengift Sarafoto-
xin der Spezies Atractaspis engaddensis erwahnt. Es ist dem ET-1 in
Struktur und Wirkung ahnlich. Es liegt in 4 Isoformen vor. Eine Intoxikation
bei einem Biss mit Sarafotoxin bewirkt AV-Blocke und kann zum Herzstill-
stand fahren [9].

1.4 Biosynthese

ET sind die Produkte verschiedener Gene (s.0.), die unterschiedliche
MRNA kodieren. Die Promoterregion von ET-1 besitzt eine typische
CAAT- und TATA-Sequenz [1]. Unterschiedliche Substanzen kénnen die
Genexpression inhibieren oder steigern (s. Abb. 5). Eine Expressionsstei-
gerung erfolgt u.a. durch Vasopressin, Katecholamine, Thrombin, die Li-
poproteine HDL und LDL, Insulin, TNF-Alpha, Immunglobulin-1, Angioten-
sin-1l und Transforming groth factor beta [10]. Inhibierend wirken Prosta-
zykline, atriales natriuretisches Peptid (ANP), Prostaglandin E,, ET-3 oder

auch Heparin.
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Abbildung 5: Synthese, Sekretion und regulierende Faktoren von ET-1 in Endothelzellen
(aus [1]).

ET-1 wird aus einer Vorstufe, dem Préproendothelin-1, synthetisiert, das
aus einer Kette von 212 AS besteht [11]. Von diesem wird zunachst die
Signalsequenz (AS 1-17) abgespalten. Danach kommt es zu einer zwei-

stufigen proteolytischen Spaltung.

In der ersten Stufe entsteht Uber eine furine-like Peptidase das Big-
Endothelin (Big-ET), welches sich aus 39 AS zusammensetzt. Big-ET wird
bereits in geringen Mengen in das Blut freigesetzt, wobei eine biologische
Funktion bis dato nicht nachgewiesen werden konnte.

In der zweiten Stufe wird das Big-ET vom fertigen ET durch ein Endothe-
lin-Converting-Enzyme (ECE) zwischen den AS Tryptophan (Trp) 21 und
Valin (Val) 22 getrennt. Das ECE ist eine membrangebundene Metallopro-
tease [12]. Die ET 1-3 werden durch eigene Metalloproteasen aus den
unterschiedlichen Big-ET 1-3 abgespalten. ECE-1 ist hierbei am besten
erforscht und weist vier Untertypen auf: ECE-1a,-1b,-1c und -1d [4]. Diese
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vier Isoformen zeigen eine &hnliche Enzymkinetik, unterscheiden sich a-
ber hinsichtlich ihrer Gewebeverteilung und ihrer subzellularen Lokalisati-
on. Die Codierung der vier Unterformen erfolgt durch das gleiche Gen.
Dass dennoch vier Unterformen gebildet werden, lasst sich durch unter-
schiedliche Promotoren und alternatives Spleil3en erklaren [13]. ECE-1a
wird hautsachlich auf der Zellmembran, ECE-1b dagegen intrazellular
exprimiert. ECE-1c befindet sich auf der Zelloberflache und wird neben
anderen Geweben vor allem in Lunge, Herz, Niere, Leber und Plazenta
exprimiert und stellt die wichtigste und grof3te der Isoformen dar [14].
ECE-1 hat auRerdem eine hohe entwicklungstechnische Relevanz. In
double-knockout mice Versuchen konnten bei Mausen mit einer homozy-
goten Nullmutation flr das ECE-1-Gen neben kraniofazialen und kardialen
Anomalien auch kongenitale intestinale Aganglionosen (vergleichbar dem
Morbus Hischsprung beim Menschen) und das Fehlen epidermaler Mela-
nozyten beobachtet werden [15].

ECE-1 ist bei der Umwandlung von allen Big-ET die bedeutendste Rolle
beizumessen. Es wird vor allem in Endothel- und glatten Gefalimuskelzel-
len des kardiovaskularen Systems exprimiert [12]. ECE-1 spaltet proteoly-
tisch alle drei Formen des Big-ET, hat jedoch die hdchste Affinitat zu
Big-ET 1. ECE-2 wird vorwiegend im ZNS exprimiert und stimmt in seiner
AS-Sequenz zu 59% mit ECE-1 Uberein. ECE-2 behélt seine Funktionali-
tat auch in fir Metalloproteasen ungewohnlichen Milieus zwischen

pH 5 >8 [16].

1.5 Endothelinrezeptoren

Bereits 1990 konnten Sakurai und Arai [17, 18] unabhéngig voneinander
zwei Endothelinrezeptoren nachweisen. Die DNA fur die Rezeptoren ETa
und ETg befindet sich auf den Chromosomen 4 und 13. Die Rezeptoren
stimmen in mehr als 50% der AS-Sequenzen miteinander tberein und ge-

horen zur Gruppe der Guanninnukleotid-bindenden Protein (G-Protein)



1. Einleitung 9

Rezeptoren. Mit einer Grol3e zwischen 45 bis 50 kDa gehoren sie zur Fa-
milie 1a der G-Proteine und unterscheiden sich in der Gewebsverteilung,

der Ligandenbindung und Signaltransduktion.

1.5.1 Signaltransduktion des ET a-Rezeptors

ETa-Rezeptoren binden ET1 und ET2 gleich stark, jedoch mit einer 10fach
hoheren Affinitat als ET3 [4] und werden vor allem in glatter GefaRmusku-
latur und in Myozyten exprimiert [18].

Der ETa-Rezeptor vermittelt die vasokonstriktorische Komponente des
ET1 durch einen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration. Nach
Aktivierung des ETa-Rezeptors durch ET1 kommt es durch ein G-Protein
zur Aktivierung der PhospholipaseC.

Durch zweifache Phosphorylierung des membranstandigen Phosphatidyl-
Inositol durch die ATP-abhéngige Phospatidyl-Inositol-Kinase entsteht das
Phosphatidyl-Inositol-4,5-bisphsophat (PIP;). Dieses PIP, wird nun durch
die PhospholipaseC gespalten, wodurch Diacylglycerin (DAG) und Inosi-
tol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) entstehen. Das IP316st sich von der Zellmemb-
ran und bindet sich an spezifische Rezeptoren des endoplasmatischen
Retikulums (siehe folgende Abb. 6). Dadurch kommt es zu einer Entlee-
rung der intrazellularen Kalziumspeicher und somit zu einer kurzfristigen,
schnellen Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration. Die elekt-

romechanische Kopplung fuhrt zur Kontraktion der Muskelzelle.
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N =Y il ETp
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Abbildung 6: NSCC: nicht-selektiver Kationenkanal , Kch: kalciumsensitiver Kaliumka-
nal, PLC: PhospholipaseC, VOC: Spannungabhéngiger Kalziumkanal, IP3: Inositol-tris-
phosphat, SR: sarcoplasmatisches Reticulum, +: férdernd, - : inhibierend (aus [19])

Neben dem beschriebenen kurzfristigen, durch die PhospholipaseC be-
dingten Kalziumanstieg, ist jedoch zu beobachten, dass die Kalziumkon-
zentration Uber einen langeren Zeitraum (30-60 min) intrazellular erhoht
bleibt. Dies ist durch einen Einstrom von Kalziumionen aus dem Extrazel-
lularraum zu erklaren. Kalzium stromt durch nicht-selektive Kationenkana-
le (NSCC) und spannungsabhéngige Kalziumkanale (VOC) in die Zelle
ein. Unter physiologischen ET1-Konzentrationen sind jedoch nur die
NSCC aktiv. Erst bei sehr hohen ET1-Konzentrationen konnte das Offnen
von 3 unterschiedlichen VOC beschrieben werden [20].

ET1 hat einen fordernden Einfluss auf die Zellproliferation. Dies geschieht
bei Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Astrozyten ebenfalls tber
den ETa-Rezeptor.

Dieser wird, im Gegensatz zum ETg-Rezeptor, tUber einen speziellen Re-

cyclingweg aufbereitet und wieder in die Zellmembran eingebaut [21].
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Abb. 7: Unterschiedliche Wege des Endothelinrezeptoren nach der Signaltransduktion
(aus [21]).

1.5.2 Signaltransduktion des ET g-Rezeptors

Der ETg-Rezeptor wird hauptsachlich auf Endothelzellen und zu einem
kleineren Anteil in glatter GefaBmuskulatur exprimiert. Er bindet ET1 und
ET3 mit ungefahr gleicher Affinitdt. ET1 bindet quasi irreversibel an den
ETs-Rezeptor und bildet mit ihm einen widerstandsfahigen Komplex [22].
Der Grund fUr diese starke Liganden-Rezeptor-Bindung ist bis dato noch
nicht hinlanglich erklart. Die Liganden-Rezeptor-Komplexe werden im Zell-
inneren lyosomal abgebaut und kénnten somit eine Rolle bei der Eliminie-
rung von frei zirkulierendem ET spielen (so genannter Scavengereffekt)
[21]. Nach Aktivierung des ETg-Rezeptors verlauft die Signaltransduktion
ahnlich wie beim ETa-Rezeptor. Die Bindung von ET3 an den ETs-
Rezeptor kann zur vortibergehenden Vasodilatation fihren. Dies konnte,
wie in der Forschung derzeit diskutiert wird, durch das Offnen von Kalium-
kanélen, einstromendes Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazykline verur-

sacht werden [23].
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1.6 Physiologische Rolle des Endothelins in untersc hiedlichen
Organsystemen

Wie bereits oben erwahnt, vermittelt ET seine vasokonstriktorische Wir-
kung hauptsachlich Gber den ETa-Rezeptor. Die lang anhaltende intrazel-
lulare Erh6hung der Kalziumkonzentration und der damit verbundenen
Vasokonstriktion dient der Aufrechterhaltung des Grundtonus der Gefal3-
muskulatur. Der ETg-Rezeptor an den Endothelzellen vermittelt die ver-
starkte Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklinen. NO
erhoht die intrazellulare Kalziumresorbtion in das endoplasmatische Reti-

kulum und verkiirzt somit die Konstriktionsdauer und fihrt zu einer Vasodi-

latation.
Organ Zellart physiolog. Effekt ET-Rezeptor
Gehirn e Endothel * Vasokonstriktion ETa
e Astrozyten e Inhibierung der Second
messenger Synthese, ETs
Zellwachstum
Herz e Endothel * erhohter GefalRwider- ETa
* Myozyten stand
» Fibroblasten e Zellhypertrophie ETa
e Zellhypertrophie ET,
Niere * Endothel * renale Vasokonstriktion | ETa
e Zellproliferation ETa
¢ Mesangium « Natriurese, Diurese ET, ETe
¢ erhéhter Na-Transport
ETa ETs
im prox. Tubulus
Lunge * Endothel * Vasokonstriktion ETa
«  Bronchokonstriktion ETs
GefalRe * Endothel » kurzfristige Vasodilata- | ETg
tion
« lang anhaltende Vaso- | ETa
konstriktion

Tab. 1: Auswahl physiologischer Effekte der ET-Rezeptoren in unterschiedlichen
Organsystemen.
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In der Niere finden sich ETa-Rezeptoren vor allem in den Vasae rectae
und den Aa. arcuatae und regulieren somit die renale Perfusion, wohinge-
gen ETg-Rezeptoren an Natriu- und Diurese beteiligt sind [24].

In der Lunge vermittelt der ETa-Rezeptor eine Vasokonstriktion und der
ETs-Rezeptor eine Bronchokonstriktion.

In Astrozyten stimuliert der ETg-Rezeptor die DNA-Synthese und inhibiert

die Synthese von second messengern [25].

1.7 Rolle des Endothelins bei verschiedenen Krankhe itshildern

ET-1 spielt eine wichtige Rolle bei unterschiedlichsten pathophysiologi-
schen Prozessen und Krankheitsbildern. Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt,
pulmonale und arterielle Hypertonie, Arteriosklerose, Eklampsie, chroni-
sche Niereninsuffizienz oder Sepsis sind nur einige der im Zusammen-

hang mit ET erforschten Felder.

1.7.1 Chronische Herzinsuffizienz und Myokardinfark  t

Bei Patienten mit einer chronischen Herzinsuffizienz sind erhéhte ET-1-
Spiegel im Serum zu beobachten [26]. Hierbei korreliert der ET-1-
Serumspiegel positiv mit dem enddiastolischen, linksventrikularen Druck
und dem Grad der Herzinsuffizienz positiv. Um die unzureichende kardiale
Funktion zu kompensieren, wird das ET-System hochreguliert. Die Me-
chanismen, die zu dieser Upregulation flhren, sind noch nicht ganzlich
verstanden. Ursachen konnten eine periphere Hypoxie, eine erh6hte myo-
kardiale Synthese oder ein verlangsamter ET- Abbau sein [27]. ET-1-
Spiegel korrelieren besser mit dem Grad der Herzinsuffizienz als ANP-
Spiegel und scheinen zur Verlaufskontrolle von B-Blockertherapien geeig-
net zu sein [27, 28].

ET-1-Spiegel sind ebenfalls bei transmuralen Myokardinfarkten erhoht

[29]. Im hypoxischem Infarktareal steigt die ET-1-Konzentration und Syn-
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these an, welche gut mit der linksventrikularen Funktionseinschrankung
korrelieren [30]. Bei der Reperfusion von irreversibel geschadigtem Myo-
kard lasst sich, im Gegensatz zu reversibel geschadigtem Myokard, eine
ET-1 induzierte Vasokonstriktion feststellen [31]. ET-1 kann somit das In-
farktgebiet in den Grenzbereichen des irreversibel geschadigten Gewebes
noch vergroRern. Durch die Gabe eines ET-Antikorpers kann das Infarkt-

gebiet teilweise um tber 30% verkleinert werden [32, 33].

1.7.2 Hypertonien

Pulmonale Hypertonie

Bei Patienten mit einer pulmonalen Hypertonie werden erhéhte ET-1-
Spiegel gemessen. Die HOhe des ET-Spiegels korreliert positiv mit dem
Schweregrad der Hypertonie [34]. ET-1 wird physiologisch bei der pulmo-
nalen Passage eliminiert. Dieser Mechanismus scheint bei Patienten mit
pulmonaler Hypertonie, unabhangig der Atiologie, gestort zu sein. Bei Pa-
tienten mir primarer pulmonaler Hypertonie lasst der Vergleich von arte-
riellen mit venésen ET-1-Spiegeln auf eine erhthte ET-1-Produktion in-
nerhalb der Lunge schliel3en [35]. Dieses fuhrt wiederum tUber sekundare
Mediatoren wie Thromboxan und den Platelet Activating Factor (PAF) zu
einer Bronchokonstriktion [36]. Die ebenfalls erh6hte Produktion von ETa-
Rezeptoren wird sich bei einem Behandlungsansatz der pulmonalen Hy-
pertonie mit dem nicht-selektiven Rezeptorantagonist Bosentan zunutze
gemacht (s.u.) [37]. Der Benefit des Therapiekonzepts mit Bosentan wur-

de in follow-up Studien bestatigt [38].

Arterielle Hypertonie

Ein deutlich erhdhter Endothelinspiegel konnte bei (Préa-) Eklampsie nach-
gewiesen werden. Dieser lag wahrend der akuten Phase um Uber 70%
Uber dem Ausgangswert [39, 40]. Patienten, die unter einem Raynaud-
Syndrom leiden, weisen ebenfalls erhéhte ET-1-Spiegel auf [41].
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Patienten mit einem leichten bis mittleren Hypertonus hatten keinen oder
nur leicht erhdhten ET-1-Spiegel [42]. Erst bei sehr schweren Verlaufsfor-
men, wie z.B. der malignen Hypertonie ist ein deutlich erhdhter ET-1-
Spiegel zu beobachten [43].

Es bestehen enge Wechselwirkungen zwischen ET-1 und dem Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) [44].

Die Ausschittung von ET-1 wird durch Angiotensin Il und Noradrenalin
gefordert [45]. Endothelin wiederum erhéht die Synthese von Aldosteron,
was zu einer Natriumchloridretention fuhrt. Aufgrund dieses Zusammen-
hangs kann der Endothelinspiegel durch ACE-Hemmer gesenkt werden
[46]. ET-1 erhoht durch reduzierten renalen Plasmafluss und eine redu-
zierte glomulare Filtrationsrate die Kochsalz- und Wasserretention [47],

was zu einer zusatzlichen Erhéhung des Blutdrucks fuhrt [48].

1.7.3 Arteriosklerose

Patienten mit sklerotischen Dysfunktionen des koronararteriellen Endo-
thels zeigen bereits in einem frithen Stadium der Erkrankung einen erhoh-
ten ET-Spiegel in der Koronar- und Systemzirkulation [49].

Bei fortgeschrittenen arteriosklerotischen Prozessen korreliert die Hohe
des ET-1-Spiegels mit der Ausdehnung der Lasionen. Zusatzlich scheint
durch den erhohten Plasmaspiegel eine reduzierte Bioverfiigbarkeit von
NO zu bestehen. NO wirkt dilatorisch auf die Gefal3e und somit antagonis-
tisch zu ET-1. Zeiher und Mitarbeiter fanden in Artherektomiepraparaten
eine deutlich erhdhte ET-1-Konzentration im Gewebe in der Nahe von
Plaquerupturen. [50]. Dies kann in Zusammenhang mit anderen Vaso-
konstriktoren zu einem lokalen Spasmus ftihren.

Durch eine ETa-Rezeptor-Blockade konnte bei hyperlipdmischen Hams-
tern die Anzahl und Ausdehnung von Schaumzellen deutlich gesenkt wer-
den [51]. Schaumzellen sind lipidreiche Makrophagen und Muskelzellen,
die als eine frihe L&sion der Intima und Media bei Arteriosklerose gelten.



1. Einleitung 16

1.8 Bedeutung des Endothelins nach herzchirurgische n Eingriffen
mit kardiopulmonalem Bypass

Die Ischamie- und Reperfusionsphasen bei der Anwendung eines kardio-
pulmonalen Bypass (CPB) fiihren zu einem generalisierten Endothelscha-
den. Diese Endothelverdnderungen lassen sich funktionell und histolo-
gisch in einer Vielzahl von Geweben in unterschiedlichen Organen fest-
stellen. Neben Gewebsschaden an Myokard, Lunge, Gehirn, Leber, Niere
und Darmwand weist auch die Gefalimuskulatur des grof3en und kleinen
Korperkreislaufs Veranderungen auf [52, 53].

ET-1 wird nach ischamischen Phasen im Zuge der Reperfusion vermehrt
gebildet und fuhrt am Herzen zu einer Konstriktion der Koronargefal3e
[54]. Gleichzeitig wird die Effektivitdat von NO als Vasodilatator herabge-
setzt, was zu einer VergroRerung von Gewebsschaden fuhrt. Diese Effek-
te sind naturlich auch bei Reperfusionsphasen nach CPB zu beobachten
[55]. Der Reperfusionsschaden ist eine der Hauptursachen fir das Acute
Low Cardiac Output Syndrom (ALCOS). Als solches wird eine postopera-
tiv auftretende linksventrikulare Funktionsstérung ohne stéarkere Zeichen
eines Ruckwartsversagens nach CPB bezeichnet. Ein postoperatives
ALCOS manifestiert sich in einer zunehmenden systolischen und diastoli-
schen Dysfunktion des Myokards. Hierbei spielen verschiedene pathophy-
siologische Faktoren eine Rolle, u.a. sind im Endothel interstitielle und zel-
lulare Odeme, vermehrte Zellapoptosen und nekrotische Prozesse histo-
logisch nachweisbar. Der Endothelzellschaden fuhrt zu einer ET-1 Aus-
schittung und damit zu einer Kontraktion der Koronargefal3e, womit eine
Verminderung der Mikrozirkulation einhergeht, die sich wiederum negativ
auf die Myokardkontraktilitat auswirkt. Wie bei Myokardinfarkten konnte
der Reperfusionsschaden durch ET-Rezeptor-Blocker deutlich verkleinert
werden [56, 57].

Der CPB schadigt auch das Lungengewebe. Die Lungencompliance wird
herabgesetzt, die Oxygenierung wird verschlechtert und der pulmonal-
vaskulare Widerstand wird erh6ht, was zu einer verstarkten pulmovaskuld-

ren Reagibilitat fihrt [58]. Die Atiologie des CPB-bedingten Lungenscha-
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dens ist multifaktoriell und umfasst Komplementaktivierung, Akkumulation
von Neutrophilen und oxidativen Stress durch freie Sauerstoffradikale. Der
Endothelschaden der Lungengefalde fihrt zu einer gesteigerten ET-1 Aus-
schittung und vermehrter Expression von ET-Rezeptoren. Aufbauend auf
diese Endothelveranderungen kommt es zur Entwicklung einer pulmona-
len Hypertonie und pulmonaler Hyperreagibilitdt [59-61]. Die Folgen des
CPB konnen durch den Einsatz von ETa- oder ETag-Rezeptor-
Antagonisten signifikant gemildert oder ganz vermieden werden [62, 63].
Sie verbessern Oxygenierung, Lungencompliance, den pulmonalvaskula-
ren Widerstand und beeinflussen somit die Rechtherzfunktion positiv.

Auch die Ubrigen Organsysteme leiden unter den Folgen des CPB und
fuhren zu gesteigerter perioperativer Morbiditat und Mortalitdt. Ebenso
konnten die renalen, hepatischen, gastrointestinalen und vor allem neuro-
logische Nebenwirkungen durch den Einsatz von ET-Antagonisten und die

damit verbundene ET-1-Spiegelsenkung gemildert werden [64-66].

1.9 Analytik

ET-1 besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit. Nach intravendser Applikation

sind im Rattenmodell nach der ersten Minute bereits Uber 60% des ET-1
abgebaut [67]. Die Halbwertszeit beim Menschen liegt bei ca. 5 min [68]
und lasst sich darum schwer fir analytische Verfahren verwenden. Somit
wurde kurzlich untersucht, ob wahrend des Syntheseprozesses des ET-1
stabile Peptidfragmente gebildet werden, die durch einen Sandwich-
Immunoassay quantifiziert werden konnen [69]. Struck und Kollegen konn-
ten neben dem Big-ET-1 und ET-1 sechs weitere Regionen des Pra-Pro-
Endothelins-1 nachweisen. Von diesen sechs erwiesen sich drei als stabil
und durch Immunoassays detektierbar und zwar die AS 18-53, 94-148 und
168-212. Alle drei Peptide zeigten bei gesunden, als auch septischen Pro-

banden eine dhnliche Plasmakonzentration. Daraus lasst sich schlief3en,
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dass keines der drei Peptidfragmente einen schnellen Turnover oder eine
biologische Funktion hat.

R1a/R1b R2 R3 R4 RS
RLRRSKR RSKR RENR RKIR RR
bigET-1 i

Signal | PAV15 MPGC22 ET-1 PLC16

3 ; 94-148

’, .
........................................

. o
..........................................................................................

Abbildung 8 : Struktur des Pra-Pro-Endothelin-1. Dargestellt sind neben dem ET-1 und
dem Big-ET-1 die sechs stabilen Peptidfragmente und deren Antikdrper (griin). Die roten
Linien zwischen zwei Antikdrpern stellen eine positive Immunoreaktivitat dar. Die gepunk-
tet Linie bezeichnet eine fehlende Immunoreaktivitat. Die Zahlen auf den Linien geben
die Positionen des einzelnen AS innerhalb des Proteins an. Fur diese Untersuchung wur-
de das C-terminale Pro-ET-1 (AS168-212) ausgewahlt (aus [69]).

Aufgrund der langen Halbwertszeit dieser drei Peptidfragmente lasst sich
die Menge des gebildeten ET-1 erstmals indirekt abschatzen. Das Prinzip,
durch die Messung von stabilen Prakursorfragmenten zur Quantifizierung
eines aktiven Peptids zu gelangen, wurde bereits mehrfach erfolgreich
durchgeflhrt, z.B. bei natriuretischen Peptiden oder Adrenomedullin [70,

71].

1.10 Fragestellung

Wie weiter oben deutlich wird, spielt ET-1 in der Pathophysiologie der
Funktionsstérungen unterschiedlicher Organsysteme eine bedeutende
Rolle. Insbesondere nach chirurgischen Eingriffen mit kardiopulmonalem
Bypass (CPB) scheint es wiinschenswert, eine Methode fir eine perioper-
tative ET-1 Kontrolle zu entwickeln, da die Steigerung des ET-1-Spiegels
bei CPB nachweislich die kardiozirkulatorische und pulmonale Funktion

des Korpers negativ beeinflusst. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von
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ET-1 bietet sich ein indirektes Nachweisverfahren tGiber ein biologisch inak-
tives Prakursorfragment an.

Fur diese Untersuchung wurde das C-terminale Pro-ET-1 (AS 168-212)
ausgewahlt. Ziel war es, zu klaren, ob dieses Peptidfragment geeignet ist,
als Biomarker in der perioperativen Phase bis zu 72 h nach herzchirurgi-
schen Eingriffen mit CPB den Zustand der Patienten zu beschreiben und
somit eine Aussage Uber Prognose und Outcome zu machen.

Der Verlauf von C-terminalem Pro-ET-1 wurde intra- und postoperativ mit
Hilfe eines Immunoassays analysiert. Dartiber hinaus wurde untersucht,
ob Unterschiede des C-terminalen Pro-ET-1-Konzentration bei Patienten
mit operationspflichtigen koronaren Herzerkrankungen und erworbenen
Herzklappenvitien bestanden. Zuletzt sollte untersucht werden, ob eine
maogliche Assoziation des C-terminalen Pro-ET-1 mit dem Langzeittiberle-
ben von Patienten nach Herzoperationen bestand.

Zusammenfassend wurden schlief3lich folgende Arbeitshypothesen formu-

liert:

1. Die C-terminalen Pro-ET-1-Konzentrationen unterscheiden sich zu
den einzelnen Messzeitpunkten (MZP) vor, wahrend und nach
herzchirurgischen Eingriffen.

2. Die perioperativen C-terminalen Pro-ET-1-Konzentrationen bei Pa-
tienten mit koronaren Herzerkrankungen unterscheiden sich von
denen mit Klappenvitien.

3. Die C-terminalen Pro-ET-1-Konzentrationen sind mit dem Lang-
zeitiberleben nach herzchirurgischen Eingriffen, sowohl mit als

auch ohne CPB, assoziiert.
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2.1 Patientenkollektiv und Kriterien

2.1.1 Studiendesign

Die vorliegende Klinische Studie wurde als eine prospektive Verlaufsbeo-

bachtung durchgefihrt.

2.1.2 Aufklarung und Einwilligung

Vor Beginn der Studie wurde die Genehmigung der Ethikkommission der
Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster eingeholt. Alle an der Studie
teilnehmenden Patienten wurden eingehend Uber Ziele und Risiken der

Untersuchung aufgeklart und ihr Einverstandnis schriftlich dokumentiert.

2.1.3 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 123 Patienten beiderlei Geschlechts in die Studie ein-
geschlossen, die sich aufgrund einer koronaren Herzerkrankung einer
elektiven koronaren Bypassoperation (CABG = coronary artery bypass
graft) bzw. wegen eines erworbenen Aorten- oder Mitralklappenvitiums
einer Klappenersatzoperation (VR) in der Klinik und Poliklinik fur Thorax-
Herz- und Gféalchirurgie (Direktor: Univ.-Prof. Dr. H.H. Scheld) des Uni-
verstitatsklinikum Munster unterziehen mussten. Das Patientenkollektiv

wurde in zwei Gruppen mit jeweils zwei Untergruppen eingeteilt.
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Abbildung 9: Einteilung des Patientenkollektivs in Gruppen.

Gruppe 1 setzte sich aus 87 Patienten zusammen, die sich einer CABG
unterziehen mussten. Von dieser Gruppe hatten 61 Patienten eine links-

ventrikulare Ejektionsfraktion (EF) von = 50%. Sie wurden in der Gruppe
1A zusammengefasst. Gruppe 1B bestand aus 26 Patienten mit einer EF
von < 50%. Die VR-Gruppe (Gruppe 2) umfasste 36 Patienten. Differen-
ziert wurde in dieser zwischen 23 Patienten mit einer Aortenklappener-
satzoperation (Gruppe 2A) und 13 Patienten mit einer Mitralklappener-

satzoperation (Gruppe 2B).

2.1.4 Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie wurden nur Patienten eingeschlossen, die das 18. Lebens-
jahr erreicht hatten und geschéaftsfahig waren. Ausschlusskriterien waren
klinisch relevante Lungen-, Leber- und/oder Nierenerkrankungen sowie
neurologische Ausfallerscheinungen. Kam es im praoperativen Verlauf zu
Infektionen, einer instabilen Hamodynamik und/oder Katecholamintherapie

fuhrte dies zum Ausschluss von der Studie.
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2.2 Anasthesiologisches und operatives Vorgehen

2.2.1 Pramedikation und Narkoseeinleitung

Am Vorabend der Operation und am Operationstag erhielten die Patienten
jeweils 0,03 mg/kg Koérpergewicht (KG) Flunitrazepam per os als Pramedi-
kation. Die Narkoseeinleitung erfolgte nach Klinikstandard. Im Einleitungs-
raum wurde allen Patienten ein 7-Kanal-EKG zur Uberwachung der Herz-
aktivitaten angelegt. Mittels Pulsoxymetrie wurde die Sauerstoffsattigung
des Bluts Uberwacht. Der Blutdruck wurde primar nicht invasiv oszillo-
metrisch mittels einer Blutdruckmanschette gemessen. Jeder Patient er-
hielt vor Einleitung der Narkose zunachst 10ml/kg KG physiologische
Kochsalzlésung Uber einen periphervenésen Zugang infundiert. In Lokal-
anasthesie wurde eine Verweilkantle zur kontinuierlichen intravasalen

Blutdruckmessung in der Arteria radialis gelegt.

2.2.2 Anasthesie

Auch die Anasthesie wurde bei allen Patienten nach Klinikstandard durch-
gefuhrt. Nach Praoxygenierung mit 100% Sauerstoff und Einleitung der
Narkose mit 0,15 — 0,2 mg/kg KG Midazolam, 7-10 pg/kg KG Fentanyl und
0,1 mg/kg KG Pancuroniumbromid erfolgte die orotracheale Intubation mit
einem Magill-Tubus. Anschlieend wurde eine transésophageale Echo-
kardiographiesonde (TEE) in den Osophagus sowie ein Multilumenkathe-
ter in die rechte Vena jugularis gelegt. Wahrend der gesamten Operati-
onsdauer wurde die Anasthesie durch intraventse Repetitionsdosen von
Midazolam, Fentanyl und Pancuroniumbromid je nach klinischer Notwen-

digkeit aufrechterhalten.

Vor Beginn des CPB wurden 400 IE/kg KG Heparin injiziert und die Wir-
kung durch Messung der Activated clotting time (ACT) uUberpruft. Nach
Sternotomie und Eréffnung des Perikards wurden 2.500.000 IE Aprotinin
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intraveno®s innerhalb eines Zeitraums von 20 Minuten infundiert. Wahrend
des CPB wurden weitere 2.000.000 IE Aprotinin verabreicht. Die weitere
Antikoagulation mittels zusatzlicher Heparin-Bolusgaben wahrend der O-
peration erfolgte unter engmaschiger ACT-Kontrolle, wobei eine ACT von
= 400 Sekunden angestrebt wurde. Nach Beendigung des CPB wurde die
Heparinwirkung mit 0,3ml/kg KG Protamin antagonisiert. Dartiber hinaus
wurden in regelmafRigen Abstanden Werte und Konzentrationen von Ha-
moglobin, Hamatokrit, Elektrolyte, Laktat, Blutglukose, arterielle Blutgase

sowie die Urinausscheidung gemessen.

2.2.3 Kardiopulmonaler Bypass und operatives Vorgeh  en

Nach Freilegung des Herzens Uber eine mediane Sterno- und Perikardio-
tomie wurden Aorta ascendens und rechtes Atrium kanuliert und die Herz-
lungenmaschine angeschlossen. Die Beatmung wurde voribergehend
eingestellt. Bei CABG-Patienten (Gruppe 1A und 1B) wurde nach Ab-
klemmung der Aorta Uber eine Inzision in die Aorta ascendens antegrad
eine gekihlte Kardioplegieldsung in den koronaren Kreislauf infundiert.
Hierdurch wurde die Ischamietoleranzzeit des Herzens wahrend der aorta-
len Abklemmphase erhoht. Bei Klappenpatienten (Gruppe 2A und 2B) er-
folgte eine retrograde Blutkardioplegie tber einen Koronarsinuskatheter.
Die Operation erfolgte in moderater Hypothermie (ca. 34°C). Eine Hamodi-
lution wurde bis zu einem Hamatokrit von 20-25% akzeptiert, um die Sau-
erstoffversorgung der peripheren Gewebe auf Mikrozirkulationsebene zu

gewabhrleisten.

Nach Anlage der distalen GefaRanastomosen bzw. Beendigung des Klap-
penersatzes und Verschluss der Herzhdhle oder der Aortotomie wurde die
myokardiale Ischamie durch Offnen der Aortenklemme mit Entliftungsma-
nover unter Kopftieflage und Bldhen der Lungen beendet. Wahrend der
Reperfusion wurde die Beatmung wieder normalisiert. Durch einen War-

metauscher der Herzlungenmaschine wurde eine Normothermie wieder-
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hergestellt. Nach ausgiebiger Reperfusion (mindestens 30% der kardialen
Ischamiephase) erfolgte das Weaning vom CPB unter sorgfaltiger transo-
sophagelaer echokardiographischer Uberwachung, Beachtung der aktuel-
len Hamodynamik und nach interdisziplinarer Absprache, falls erforderlich,

unter Einsatz von Katecholaminen.

Das Sternum wurde mit Drahtzerklagen adaptiert und die Wunde schicht-
weise verschlossen. Nach Beendigung der Operation erfolgte bei stabiler
hamodynamischer Situation die Verlegung des beatmeten Patienten auf

die Intensivtherapiestation.

2.2.4 Intensivbehandlung

Nach Verlegung auf die Intensivtherapiestation erfolgte dort die postopera-
tive Uberwachung. Unter Analgosedierung mit Propofol und intermittieren-
der Gabe von Piritramid wurden die Patienten fir einige Stunden beatmet.
Eine Extubation wurde angestrebt, wenn die Vigilanz ausreichend, die

Hamodynamik stabil, Gasaustausch und Atmung adaquat waren.

Bei einer Hamoglobinkonzentration von < 8 g/dl wurden zusatzlich E-
rythrozytenkonzentrate transfundiert. In Abhangigkeit von den hamody-
namischen Parametern wurden vasoaktive Substanzen zur Stabilisierung

der Kreislaufverhaltnisse eingesetzt.
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2.3 Messzeitpunkte

C-terminales Pro-ET-1 wurde jeweils zu folgenden préa-, intra- und post-

operativen Messzeitpunkten (MZP) bestimmt:

Préa-/intraoperativ:

MZP 1 Ausgangsmessung praoperativ (Baseline, vor Narko-
seeinleitung)

MZP 2 nach Narkoseeinleitung

MZP 3 20 min vor Anschluss an den CPB

MZP 4 Reperfusionsphase / vor Abgang vom CPB

MZP 5 20 min nach Abgang vom CPB

MZP 6 Aufnahme auf die Intensivtherapiestation

Postoperativ:

MZP 7 4h nach Aufnahme auf die Intensivtherapiestation

MZP 8 8h nach Aufnahme auf die Intensivtherapiestation

MZP 9 12h nach Aufnahme auf die Intensivtherapiestation

MZP 10 24h nach Aufnahme auf die Intensivtherapiestation

MZP 11 48h nach Aufnahme auf die Intensivtherapiestation

MZP 12 72h nach Aufnahme auf die Intensivtherapiestation

2.4 Probengewinnung und —behandlung

Die Proben wurden tber den standardmaRig gelegten arteriellen Verweil-
katheter abgenommen. Hierzu wurden Serummonovetten verwendet. Das
koagulierte Blut wurde zentrifugiert (10 min bei 2000 U/min). Das sich se-
parierende Blutserum wurde abpipettiert und in EppendorfgefaRen bei -70

C® tiefgefroren gelagert.
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2.5 Variablen

Die Konzentration des C-terminalen Pro-ET wurde zu zwolf Messzeitpunk-
ten bestimmt. Die Zweijahresuberlebensquote wurde mittels Telefoninter-

view ermittelt.

2.6 Bestimmung der C-terminalen Pro-ET-1Konzentrati  on

Fur die Bestimmung der Pro-ET-1-Konzentartionen wurde ein neuer Lu-
mineszenz-Immunoassay der Firma Brahms verwendet. Der Immunoas-
say B.R.A.H.M.S. SEVACON LIA® (B.R.A.H.M.S. AG, Hennigsdorf/Berlin,
Germany) [69] misst eines der oben bereits erwahnten stabilen und biolo-
gisch nicht aktiven Pracursorfragmente. Dieses Fragmente besteht aus
den AS 168-212 und befindet sich am C-terminalen Ende des Pro-ET-1.

2.7 Statistik

Die deskriptive Statistik umfasste die Berechnung folgender Grol3en: Mit-
telwert, Standardabweichung, standard error of the mean und 95 %-
Konfidenzintervall.

Die C-terminalen-Pro-ET-1-Spiegel zu den einzelnen Messzeitpunkten
wurden zunachst von allen Patienten mittels Kruskal-Wallis one-way re-
peated measures analysis of variance (ANOVA) on Ranks jeweils mit
Dunn-post-hoc-Test auf statistisch signifikante Unterschiede getestet.
Mit dem gleichen Testverfahren wurden dann die Zeitverlaufe der Unter-
gruppen analysiert. Anschlieliend wurden die C-terminalen Pro-ET1-
Spiegel der CABG- gegentuber den VR-Patienten, sowie die nach zwei
Jahren Uberlebenden gegeniber den verstorbenen Patienten an den ein-
zelnen Messzeitpunkten mittels Mann-Whitney rank sum test auf statis-

tisch signifikante Unterschiede getestet.
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3. Ergebnisse

3.1 Patienten

Die demographischen und perioperativen Daten der zu differenzierenden
Gruppen unterscheiden sich wenig, was die Gruppenvergleichbarkeit her-
vorhebt. Mit 22,7% liegt der prozentuale Frauenanteil deutlich unter dem

prozentualen Anteil ménnlicher Studienteilnehmer mit insgesamt 77,3%.

Tab. 2: Demographische und perioperative Daten der einzelnen Gruppen (Mittelwerte
und Standardabweichung) KOF=Korperoberflache; CPB=Dauer des kardiopulmonalen
Bypass; X-Clamp=Aortenabklemmzeit; ICU=Intensive Care Unit-Aufenthalt

Gesamt Gruppe 1A | Gruppe 1B | Gruppe 2A | Gruppe 2B
(n=123)
(n=61) (n=26) (n=23) (n=13)

Geschlecht

95/28 51/10 21/5 17/6 617
(miw)

Gewicht (kg) 76,5129 79,4+9,5 72,4+15,6 77,3+14,6 69,0+14,4

GréRe (cm) 169,0¢8,8 17277 168+8,8 17249,2 164+11,4
Alter (Jahre) 63,4:9,8 |63,3t89 |654194  [64,6:12,1  |59,148,7
KOF (cm?) 1,9+0,2 1,9¢0,14  [1,8+0,2 1,9+0,2 1,840,2
CPB (min) 74,1+22,0 |65,9+17,3 |74,9+24,7 |91,6+19,5  [81,0+20,5

X-Clamp (min) 47,7£15,7 42,4x12,5 |45,4+16,3 62,1£15,9 51,3+14,1

ICU-Liegedauer

) 23,4+17,3 ]20,445,1 28,8+26,3 21,8+16,9 22,6+11,7
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3.1.1 Uberlebensraten

Tab. 3: Postoperative Uberlebensdauer der verstorbenen Patienten (in Tagen) in den
jeweiligen Gruppen (Mittelwerte und Standardabweichung), ID = Patientenidentifikations-
nummer

Grupne D Uberlebensdauer Uberlebensdauer/
PP (Tage) Gruppe (Tage)
1 745
10 2
25 16
39 14
Gruppe 1 a4 11 209,9 +253,1
47 441
53 423
76 35
87 173
98 239
45 579
Gruppe 2 |25 32 303 +312,4
61 568
82 33

In Gruppe 1 verstarben 10 Patienten (11,5%). Die kiirzeste Uberlebens-
dauer hatte Patient ID 10 mit 2 Tagen. In der Gruppe 2 verstarben 4 Pati-
enten (11,1%).
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3.2 C-terminales Pro-ET-1

3.2.1 Analyse des Zeitverlaufs aller Patienten
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Abbildung 10: Verlauf der C-terminalen-Pro-Endothelin -1-Konzentrationen aller Patien-
ten Uber den Beobachtungszeitraum (Mittelwerte + Standardabweichung; * = p < 0,05
gegeniber vorherigem Messzeitpunkt)

Die Analyse der Daten mittels ANOVA ergab, dass die Differenzen der
Mittelwerte zu den verschiedenen Messzeitpunkten nicht zufallsbedingt
und somit statistisch signifikant (p = < 0,001) sind. Die post-hoc-Analysen
der einzelnen Datenpaare ergab, dass die Pro-ET-1-Konzentration nach
Einleitung der Allgemeinanasthesie signifikant abfiel. Intraoperativ blieben

die Konzentrationen konstant. Nach der Verlegung auf die Intensiviber-
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wachungsstation stieg die Konzentration kontinuierlich an und erreichte 48
Stunden postoperativ den Peak. Zwischen dem 2. und 3. postoperativen
Tag ist ein Abfall der Konzentration zu beobachten, der jedoch nicht signi-
fikant ist.

3.2.2 Vergleichende Analyse der Gruppe 1 versus Gru  ppe 2 im

zeitlichen Verlauf
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Abbildung 11 : Verlauf der C-terminalen-Pro-Endothelin-1-Konzentrationen der CABG-
und der Klappenersatzpatienten ber den Beobachtungszeitraum (Mittelwerte + Stan-
dardfehler; * = p < 0,05 gegeniiber vorherigem Messzeitpunkt bei CABG-Patienten, # = p
< 0,05 gegenuber vorherigem Messzeitpunkt bei Klappen-Patienten, 8 = p < 0,05 vs.
CABG)
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Die entsprechende statistische Analyse ergab einen signifikanten Zeitef-
fekt innerhalb jeder einzelnen Gruppe (p jeweils < 0,001).

Zwischen der CABG- und der Klappenpatienten-Gruppe konnte ein signifi-
kanter Unterschied lediglich 12 Stunden nach Aufnahme auf der Intensiv-
station nachgewiesen werden. Der Abfall der C-terminalen Pro-ET-1-
Konzentrationen zwischen Baseline und nach An&sthesieeinleitung war
nur in der CABG-Gruppe signifikant. Intraoperativ zeigte sich ein signifi-
kanter Anstieg nur in der CABG-Gruppe nach Abgehen vom CPB gegen-
Uber den Spiegeln nach Einleitung der Allgemeinanasthesie. In beiden
Teilkollektiven stiegen die Pro-ET-1-Konzentrationen erst nach Aufnahme
auf der Intensivstation bis zum zweiten (CABG) bzw. ersten Tag (Klappen)
an. In der Zeit zwischen der achten Stunde und 48 Stunden nach Auf-
nahmen klafften die beiden Kurven auseinander, wobei der Unterschied —
wie erwahnt — nur bei 12 Stunden signifikant war. Auffallig ist eine grolRe

Standardabweichung insbesondere bei 24 Stunden in der Klappengruppe.
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3.2.3 Vergleichende Analyse der Uberlebenden versus Ver-

storbenen im zeitlichen Verlauf
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Abbildung 12: Verlauf der C-terminalen Pro-Endothelin-1-Konzentrationen der Verstor-
benen und der Uberlebenden nach zwei Jahren (Mittelwert + Standartabweichung;
* = p < 0,05 gegeniber vorherigem Messzeitpunkt bei den iberlebenden Patienten)

Die Analyse des Zeiteffektes zeigt flr beide Gruppen einen signifikanten
(p < 0,001) Unterschied der Mittelwerte. Zu keinem Messzeitpunkt konnte
ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den mittleren Pro-ET-1-

Konzentrationen der Patienten nachgewiesen werden, die zwei Jahre
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Uberlebten, und den Patienten, die wahrend dieses Zeitraums verstarben.
Ein Konzentrationsabfall nach Anésthesieeinleitung fand sich nur in der
Gruppe der Uberlebenden. Auch wenn der Kurvenverlauf tiber den Unter-
suchungszeitraum im Ubrigen parallel verlief, war der Anstieg in den frii-
hen postoperativen Phasen nur im Teilkollektiv der Uberlebenden signifi-
kant.
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4.1 Diskussion

In dieser Untersuchung wurde das C-terminale Pro-ET-1 in einem kardio-
chirurgischen Patientenkollektiv untersucht. Als stabiles Prakursorfrag-
ment des ET-1 &Rt es eine Quantifizierung des aktiven ET-1 zu. Der Un-

tersuchungszeitraum erstreckte sich von préaoperativ bis 72h postoperativ.

Das C-terminale Pro-Et-1 zeigt einen spezifischen Verlauf. Nach der Nar-
koseeinleitung fielen die Konzentrationen ab. Intraoperativ blieben die
Konzentrationen weitgehend konstant, wohingegen im postoperativen Ver-
lauf ein stetiger Konzentrationsanstieg beobachtet werden konnte. In sei-
nem Maximum war er um das Vierfache hoher als der Baselinewert. Auch
andere Studien konnten einen 200% Anstieg des ET-1 im Vergleich zum

Ausgangswert bei kardiochirurgischen Operationen feststellen [72].

Aus der Analyse des Zeitverlaufs des Pro-ET-1 lasst sich die Schlussfol-
gerung ziehen, dass Pro-ET-1 nicht fir eine Patiententiberwachung wah-
rend einer kardiochirurgischen Operation geeignet ist. Aufgrund der Auftei-
lung des Patientenkollektivs in zwei Hauptgruppen gilt diese Beobachtung

sowohl fur Bypass- als auch fur Herzklappenpatienten.

Unmittelbar nach dem Operationsende stiegen die ET-1-Konzentrationen
signifikant an. Dieser Anstieg setzte sich bis zum zweiten postoperativen
Tag kontinuierlich fort. Eine eindeutige Erklarung fur diesen spezifischen
Verlauf in der postoperativen Phase gibt es bis dato nicht. Die aktuelle
Datenlage erlaubt jedoch die Vermutung, dass der Anstieg der ET-1-
Konzentration im Anschluss einer CPB-Operation die Haufung typischer
Organstorungen widerspiegelt. Vor allem die Lunge, die insbesondere in
den ersten postoperativen Tagen in ihrer Funktion in erheblichem Mal3e
eingeschréankt ist und zugleich der Ort mit dem groR3ten first-pass-effect

auf das ET-1 ist, sei hier erwahnt [54].

Erkennbar ist, dass sich in der frihen postoperativen Phase verstarkt va-
soaktive Aktivitaten abspielen, wie der Anstieg des vasokonstriktorischen
ET-1 zeigt. Auffallend ist auch der oben beschriebene Konzentrationsab-
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fall direkt nach Narkoseeinleitung. Eine mdgliche Erklarung hierfir kdnnte
die Reduktion des Sympathikotonus und der entsprechenden Vasodilata-

tion sein.

In anderen Studien, deren Patienten sich einer korrektiven Operation ei-
nes angeborenen Herzfehlers unterziehen mussten, wurden postoperativ
erhohte ET-1-Konzentrationen beobachtet. Die Konzentrationen waren
besonders bei Patienten mit einer schweren pulmonalen Hypertonie auf-
fallig [62, 73]. ET-1 Konzentrationen sind bei Patienten, die sich einer By-
passoperation in moderater Hypothermie unterziehen mussten, signifikant
hoher als bei normothermen Operationen. Sie korrelieren signifikant mit
hoheren systemischen vaskularen Widerstadnden bei Patienten mit gerin-
gerer rektaler Temperatur [74].

Ebenso stiegen die postoperativen ET-1-Konzentrationen bei Herzoperati-
onen mit einem Off-Pump-Verfahren signifikant weniger stark an als bei
einem CPB [72].

All diese Studien weisen darauf hin, dass die postoperativen ET-
Erh6éhungen durch negative Einflisse des CPB verursacht sein durften.
Sie stehen im Zusammenhang mit einer meist komplikationsreicheren und

komplexeren postoperativen Verlaufsform und Genesung nach CPB.

Als Ergebnis dieser Studie lasst sich festhalten, dass Pro-ET-1 einen spe-
zifischen Konzentrationsverlauf in der postoperativen Phase nach herz-
chirurgischen Operationen mit CPB zeigt. Aus diesem Grunde kdnnte die-
ser Biomarker fiir die postoperative Uberwachung von Bedeutung sein.
Bis jetzt ist jedoch noch unklar, ob ein Zusammenhang zwischen der Ein-
schrankung einzelner Organsysteme, wie insbesondere der Lunge und
den Pro-ET-1-Konzentrationen in der postoperativen Phase nach CPB,
besteht. In weiteren Studien wére der Zusammenhang zwischen dem ET-
1-Verlauf und Stoérungen unterschiedlicher Organsysteme zu untesuchen.
Sollte sich ein vermuteter Zusammenhang bestéatigen, wéare es von Inte-

resse, durch welche Behandlungsmaflinahmen diese zu beeinflussen sind.
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In dieser Studie konnte kein wesentlicher Unterschied zischen Patienten
der Gruppe 1 (CBAG-Patienten) und der Gruppe 2 (Klappenpatienten)
festgestellt  werden.  Signifikante  Unterschiede der Pro-ET-1-
Konzentrationen konnten nur vor Narkoseeinleitung, 12h nach Verlegung
auf das ICU, festgestellt werden. Nach 24h war der Unterschied der bei-
den Verlaufe ebenfalls grol3, jedoch nicht signifikant. Ob diese Unter-

schiede eine Relevanz haben, bleibt unklar.

Die Konzentrationsverlaufe von Uberlebenden und Verstorbenen unter-
scheiden sich lediglich zum MZP 1, also praoperativ, signifikant. Daraus
lasst sich folgern, dass die Pro-ET-1-Konzentration keinen Ruckschluss

auf das Langzeitoutcome der Patienten zulasst.

4.2  Zusammenfassung

Das C-terminale Pro-ET-1, welches als inaktiver Prékursorfragment einen
indirekten quantitativen Ruckschluss auf ET-1 liefern kann, zeigt wahrend
herzchirurgischer Operationen einen relativ konstanten Verlauf. Aus die-
sem Grund eignet sich dieser Biomarker nicht zur intraoperativen Uberwa-
chung. Auch als Parameter fir das Langzeitoutcome scheint sich Pro-ET-

1 nicht zu eignen.

Weiter Studien konnten den spezifischen Verlaufs in der postoperativen
Phase und die Korrelation zu unterschiedlichen Organfunktionen naher
untersuchen, um mogliche BehandlungsmalRnahmen zu ergreifen, die ei-

ne starke Konzentrationserhéhung des ET-1-Spiegels verhindern.
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Abkirzungen

Abb. Abbildung

AS Aminosauren

CABG coronary artery bypass grafting
CPB kardiopulmonaler Bypass

dl Deziliter

EF Ejektionsfraktion

ET Endothelin

g Gramm

IL-6 Interleukin-6

ICU Intensivtherapiestation

KHK Koronare Herzkrankheit
MRNA messenger-Ribonukleinsaure
HZV Herzzeitvolumen (I/min)

kg Kilogramm

KG Kdrpergewicht (kg)

MZP Messzeitpunkt

n Stichprobenumfang

p Signifikanzniveau

Tab. Tabelle
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