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Zusammenfassung

Das Krankheitsbild der Aortenklappenstenose (AKS) flihrt zu einer Verringerung der
Klappenoffnungsflache, welche den Druck in der linken Herzkammer so erheblich
erhoht, dass das Myokard mit der Verdickung der Kammerwand des linken
Ventrikels reagiert, woraus sich eine linksventrikulare Hypertrophie (LVH)
entwickelt. Die einzige Therapie der AKS, ist ein operativer oder katheter-gestutzter
Ersatz der Aortenklappe durch eine Klappenprothese. Patienten, bei denen sich im
Verlauf der Erkrankung eine linksventrikulare Hypertrophie entwickelt hat, weisen
ein erhohtes Mortalitatsrisiko auf und es kann im Verlauf zu lebensbedrohlichen
Komplikationen kommen. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, einen Biomarker im
Blut zu etablieren, welcher als ein einfaches, schnelles und kostenglinstiges
Screening-Instrument fir die AKS und der daraus resultierenden LVH genutzt
werden kann. In den Fokus dieser Arbeit stellten wir Osteopontin (OPN), welches
sich mit seiner Vielzahl an Aufgaben im menschlichen Korper bereits bei diversen
kardiovaskularen Erkrankungen als ein Biomarker gezeigt hat und nachweislich an
Umbauprozessen des Herzgewebes mit beteiligt ist. Dazu wurden im Rahmen einer
prospektiven Untersuchung die OPN-Konzentrationen laborchemisch aus dem Blut
der Patienten praoperativ vor der Operation und drei Monate postoperativ bei einer
Follow-up-Untersuchung ermittelt und mit anderen Parametern verglichen.
Insgesamt wurde in dieser Arbeit bei 107 von 149 Patienten eine LVH des Herzens
festgestellt, aufgrund einer therapiebedurftigen AKS. Das primare Ergebnis dieser
Arbeit war die Erkenntnis Uber den Zusammenhang zwischen hohen OPN-Werten
im Blut und der Entwicklung der linksventrikularen Muskelmasse des Herzens und
damit der LVH nach einem operativen Aortenklappenersatz. Damit kdnnte OPN als
ein Indikator dienen, welcher auf ein erhdhtes postoperatives Mortalitatsrisiko nach
einem Aortenklappenersatz hindeutet. Aulderdem konnten signifikant hdhere OPN-
Konzentrationen bei Patienten mit einer exzentrischen LVH nachgewiesen werden,
woraufhin die Hohe der OPN-Werte eine Einschatzung Uber die geometrische Form
der LVH mdglich machen konnte. Die verstorbenen Patienten dieser Studie hatten
héhere praoperative OPN-Werte als die nicht verstorbenen Patienten. Damit konnte
OPN als ein Marker verwendet werden, welcher die praoperative Risikobewertung

von Patienten erweitert und moglicherweise verbessert.
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Abstract

In context of aortic valve stenosis left ventricular hypertrophy is considered as an
adaptive response to chronic pressure overload in the left ventricle to prevent
systolic dysfunction. Many research groups suggest that OPN promotes fibrosis and
repair responses during myocardial remodeling and that OPN plays a crucial role in
atherosclerosis, valvular stenosis and left ventricular hypertrophy. The aim of this
study was to evaluate the prognostic value of OPN as a marker for left ventricular
hypertrophy and its reversibility after surgical aortic valve replacement. To evaluate
that OPN plasma levels and echocardiographic data were obtained pre-operatively
prior to aortic valve replacement and three months post-operatively in 149
consecutive patients.The primary outcome was the reversibility of the left ventricular
hypertrophy in patients 3 months after surgical aortic valve replacement. Left
ventricular mass was calculated according to current recommendations of the
American Society of Echocardiography. OPN was measured using the Quantikine
Human OPN immunoassay. OPN plasma levels of all patients were significantly
higher post-operatively. Further there was a significant correlation between higher
OPN plasma levels and lower left ventricular mass regression. High OPN plasma
levels were also an indicator for an eccentric hypertrophy phenotype in patients
receiving surgical aortic valve replacement combined with coronary artery bypass
grafting. Further, pre-operative OPN plasma levels of the deceased patients were
significantly higher when compared to the respective value of the surviving patients.
The results show, OPN may be a useful indicator to confirm the diagnosis of left
ventricular hypertrophy phenotype. In addition, OPN could have a prognostic value
to estimate left ventricular-mass regression after surgical aortic valve replacement.
Moreover, preoperative OPN may predict adverse outcome in patients undergoing

aortic valve replacement.
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Abkirzungsverzeichnis

AKS Aortenklappenstenose

AKE Aortenklappenersatz

BMI body mass index

BnP B-Typ natriuretische Peptid

EF Ejektionsfraktion

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EuroSCORE European System for Cardiac Operative Risk Evaluation
HRP horseradish peroxidase

IVSd interior ventricular septum diastolic
KHK koronare Herzkrankheit

KOF Korperoberflache

KOF Klappendffnungsflache

LDL low density lipoprotein

LV Linker Ventrikel

LVEDd left ventricular end diastolic diameter
LVH linksventrikulare Hypertrophie

LVMI linksventrikulare Muskelmassenindex
LVMM linksventrikulare Muskelmasse

NYHA New York Heart Association

OPN Osteopontin

PBS phosphate buffered saline

Pmax Spitzendruckgradient

Pmean mittlerer Druckgradient

PWd posterior wall thickness during diastole
RWT relative wall thickness

STS Society of Thoracic Surgeons

TAVI Transcatheter Aortic Valve Implantation
TTE transthorakale Echokardiographie

Vmax maximale Flussgeschwindigkeit
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1. Einleitung
1.1 Epidemiologie der Aortenklappenstenose

Die Aortenklappe besteht regular aus 3 halbmondférmigen Taschen
(Semilunarklappen) und stellt die Grenze zwischen dem linken Ventrikel (LV) des
Herzens und der Aorta ascendens dar (Abb. 1). Durch ihren Aufbau verhindert die
Aortenklappe wahrend der Diastole einen pathologischen Ruckstrom des Blutes

aus der Aorta zuruck in die linke Herzkammer (1).

Aorta ascendens

Aortenklappe

Linker Ventrikel

Abb. 1: Lage der Aortenklappe im Herzen. Wahrend der Diastole sind die Taschenklappen
geschlossen und verhindern durch ihren Aufbau den Rickstrom des Blutes in die linke

Herzkammer (modifiziert nach https://smart.servier.com).

Aufgrund der kontinuierlich alter werdenden Bevolkerung und eines zusatzlich
ungesunden Lebensstils sind kardiovaskulare Erkrankungen, wie die
Aortenklappenstenose  (AKS), weitverbreitet und gemeinsam mit der
Mitralklappeninsuffizienz europaweit die haufigsten Herzklappenerkrankungen (2,
3). Speziell in Europa und Nordamerika hat die AKS in der Patientenkohorte Gber
75 Jahren eine Pravalenz von 12,4 %, wobei die Haufigkeit fir das Vorliegen einer
schweren AKS bei 3,4 % liegt (4). Viele Forschungsgruppen zeigen, dass die
Risikofaktoren welche fir eine Atherosklerose (die Verhartung von Gewebe infolge
von entzundlichen oder degenerativen Vorgangen) des Klappengewebes und im
weiteren Verlauf fur die Entstehung der AKS verantwortlich sind, mit den
Risikofaktoren, die zur Entstehung von Atherosklerose in den Gefallen beitragen,
weitgehend Ubereinstimmen (5, 6). Zusammengefasst sind das: ein hoheres
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Lebensalter, das mannliche Geschlecht, Rauchen, arterielle Hypertonie, hohe
Lipoprotein(a) und low density lipoprotein (LDL) Serumspiegel, erhdhter body mass
index (BMI), Niereninsuffizienz und Diabetes mellitus (4, 5, 7-9). Des Weiteren ist
die AKS der haufigste Grund flr einen operativen Aortenklappenersatz (AKE) und
geht mit weiteren kardiovaskularen Pathologien, wie der Erkrankung der
Koronararterien, der koronaren Herzkrankheit (KHK) einher (2, 10). Bei mindestens
der Halfte aller Patienten mit einer schweren symptomatischen AKS wird zusatzlich
eine relevante KHK diagnostiziert (11, 12). Die KHK ist definiert durch die
Manifestation atherosklerotischer Veranderungen in den Herzkranzgefallen,
wodurch es zu einer Minderperfusion des Herzmuskels mit sauerstoffreichem Blut
kommen kann. Das Deutsche Aortenklappenregister hat im Zeitraum zwischen
2011 und 2015 insgesamt 42776 Patienten mit einem operativen AKE registriert und
diverse Daten erhoben. 26618 der operierten Patienten (62,2 %) erhielten dabei
einen isolierten AKE und 16158 Patienten (37,8 %) einen AKE mit einer

zusatzlichen aortokoronaren Bypassoperation aufgrund einer KHK (13).

1.2 Pathologie der AKS

Bei der AKS handelt es sich nicht um einen passiven degenerativen Prozess,
sondern um aktive pathologische Veranderungen des Klappengewebes, welche
durch eine Schadigung des Endothels, unter anderem aufgrund einer chronischen
Druckbelastung ausgelost werden (9, 14). Auf eine solche Schadigung folgt die
Einlagerung und Akkumulation von Lipoproteinen wie LDL und die aktive
Einwanderung entzindungsmodulierender Zellen wie Makrophagen und T-
Lymphozyten in das Gewebe der Herzklappe (Abb. 2) (7, 15, 16). Die
Entziindungszellen setzten verschiedene Zytokine, wie transforming growth factor-
B, tumor necrosis factor-a und Interleukin-1p frei, was durch die Vermehrung von
kollagenen Fasern zu fibrotischen Gewebeveranderungen der Klappentaschen
fuhren kann (14, 17-19). Aus diesen fibrotischen Veranderungen heraus kommt es
zur Entstehung atherosklerotischer Plaques, welche zu einer Verdickung des
Gewebes flhren (5, 18). Im Laufe der Zeit werden diese atherosklerotischen
Plaques groRer und konvergieren zu grolen Kkalzifizierten Bereichen. Das
Klappengewebe kann das UbermaR an Ablagerungen nicht mehr bewaltigen und
die kalzifizierten Areale beginnen in die Offnung der Aortenklappe hineinzuwachsen
(20).



Einleitung | 3

Normal Aortic
Valve

Inflammatory
| Macrophages Oxidized
Y} Plasma and Tcells \ L¢ Lipoprotein gak:lur: Ossification
Lipids ° Deposits R

Aortic Side Endothelium k K

TR e e R e e e R

g =
Fibrosa— €=

'Spongiosa | P
Ventricularis o
e e

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der biochemischen Vorgange der AKS. Die frihe Phase der
Entstehung der AKS ist charakterisiert durch die subendotheliale Akkumulation von oxidiertem
low density liopprotein (LDL) und einer Entziindungsreaktion durch die Einwanderung von T-
Lymphozyten und Makrophagen in das Gewebe der Aortenklappe. Makrophagen phagozytieren
das vorhandene LDL wodurch sie zu Schaumzellen mutieren. In der Kombination mit den schon
genannten Risikofaktoren fuhrt dies zu fibrotischen Veranderungen der Herzklappe und endet

in der Kalzifizierung des Gewebes (modifiziert nach Small, A. et al. 2017).

Bei einem progredienten Verlauf dieser Pathologie kommt es durch die Einengung
der Aortenklappenéffnungsflache (KOF) zu einer Funktionsminderung der
Klappentatigkeit, wodurch in Spatstadien weniger Blut wahrend der Systole aus der
linken Herzkammer in die Aorta und damit in den Kreislauf gepumpt werden kann
(21, 22). Nun ist das Endstadium der AKS mit einer Linksherzinsuffizienz erreicht.
Die Einteilung der Schwere der AKS erfolgt in ,leicht®, ,moderat® und ,schwer®
mittels Echokardiographie (Tabelle 1) (23, 24).

Schweregrad der AKS Leicht Moderat Schwer
Vmax [M/s] 2,60-2,90 3,00-4,00 > 4,00
Pmean [MmH(g] <20 20-40 > 40
KOF [cm?] > 1,50 1,00-1,50 <1,00

indexgekoppelte KOF
_ > 0,85 0,60-0,85 < 0,60
in cm3/m?

Tabelle 1: Einteilung der AKS in drei Schweregrade. Vmax: maximale Flussgeschwindigkeit,

Pmean: mittlerer Druckgradient, KOF: Klappenéffnungsflache
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1.3 Therapie der AKS

Eine rein medikamentdse Therapie fur die AKS existiert aktuell nicht, daher ist die
operative Therapie durch einen operativen oder katheter-gestitzten AKE der
Goldstandard und die einzige Option, eine AKS dauerhaft zu beheben (25, 26). Bei
einem konventionellen operativen AKE erfolgt der chirurgische Zugang Uber den
Thorax und einer Operation am offenen Herzen, mit der Implantation einer neuen
Aortenklappe unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine. Postoperativ kann eine
Steigerung der Lebenserwartung, erhebliche Symptomlinderung und der Erhalt der
linksventrikularen Funktion erreicht werden (27, 28), wobei das operative Verfahren
-ebenso wie andere invasive Verfahren- auch ein gewisses Mortalitatsrisiko birgt.
Verwendet werden zwei verschiedene Arten von Aortenklappenprothesen:
mechanische oder biologische Modelle (29). Im Vergleich zeichnen sich
mechanische Klappenprothesen durch eine langere Haltbarkeit aufgrund einer
geringeren strukturellen Abnutzung aus. Jedoch st eine lebenslange
medikamentdse Antikoagulation bei diesen Modellen notwendig, um das Risiko fur
thrombotische Ereignisse zu reduzieren (30). Bei einer biologischen
Klappenprothese hingegen ist eine vorubergehende Antikoagulation mit einer
Mindestdauer von drei Monaten ausreichend (30, 31). Zur Therapie der KHK wird
eine operative Revaskularisation der Koronararterien mittels eines aortokoronaren
Bypasses unter Verwendung autologer Gefalde aus dem Korper des Patienten
durchgefuhrt. Es erfolgt dabei eine Anastomosierung zwischen der Aorta und dem
Bereich distal der Stenose der betroffenen Koronararterie, wodurch der arterielle
Blutfluss wieder hergestellt und die Versorgung des Myokards mit Blut wieder

sichergestellt wird.

1.4 Die linksventrikulare Hypertrophie

Im Verlauf einer AKS kommt es wie im vorherigen Kapitel beschrieben, zu einer
Einengung der KOF. Die AKS bewirkt eine zunehmende Verringerung der KOF,
wodurch der Druck, den die linke Kammermuskulatur aufbringen muss, um den
erhdhten Ausflusswiderstand (Nachlast) zu Uberwinden, kontinuierlich ansteigt (32,
33). Aufgrund der anhaltenden Belastungssituation reagiert das Ventrikelmyokard
mit der VergrofRerung der einzelnen Muskelzellen und es entsteht eine Verdickung
der Kammerwand des LV, auch linksventrikulare Hypertrophie (LVH) genannt (34-

36). Kurzfristig bedeutet ein solcher Umbau einen positiven kompensatorischen


https://www.amboss.com/de/library#xid=CL0q-g&anker=Zf6fe2323ac864d9110b7421b83b50f10
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Effekt auf die Herzarbeit und eine Verringerung der Wandspannung des Ventrikels,
was zu einer Entlastung des Herzens fuhrt (14). Einige Studien stutzen die Meinung,
dass diese kompensatorische Muskelhypertrophie als eine zweckmaRige Antwort
des Korpers auf eine AKS zu verstehen ist, jedoch hat die LVH im weiteren Verlauf
diverse negative Konsequenzen, wie eine mdogliche systolische Herzinsuffizienz
oder ein Herzversagen (35, 37-39). Die durch eine AKS entstandene LVH ist mit
dem chirurgischen Austausch der pathologisch veranderten Aortenklappe primar
nicht zu beheben und spielt fir das postoperative Uberleben der betroffenen
Patienten eine entscheidende Rolle. Trotz eines erfolgreich durchgefuhrten AKE ist
das Langzeitiberleben der Patienten mit einer LVH verringert, da sich die
Hypertrophie postoperativ nicht mehr vollstandig zurtickbildet (40, 41). Mihaljevic et
al. veranschaulichen mit ihren Ergebnissen den negativen Einfluss des
Schweregrades der AKS und der Auspragung der LVH auf das postoperative
Uberleben nach einem chirurgischen AKE (40). Weitere Faktoren die zu einer LVH
fuhren kénnen sind: arterielle Hypertonie, Geschlecht, Lebensalter, Rasse, BMI, die
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und die Stimulation des
sympathischen Nervensystems (42). Die LVH als Folge der AKS, kann bei der
Betrachtung der Strukturveranderungen des LV unterteilt werden in ein
konzentrisches Modell, meistens das Ergebnis einer Druckuberlastung des LV und
ein exzentrisches Modell, meistens Ergebnis einer Volumenuberlastung des LV mit
zu viel Blut (43). Zu einer Druckuberlastung kommt es, wenn der Ventrikel gegen
einen hohen Druck das Blut aus der Kammer in die Aorta pumpen muss, wie dies
z.B. bei einer AKS der Fall ist. Eine Volumenuberlastung entsteht, wenn die
Aortenklappe in der Diastole nicht vollstandig schlie3t (Klappeninsuffizienz), und
Blut pathologischerweise aus der Aorta zurick in den Ventrikel flie3t
(Regurgitation). Durch das dauerhaft vergroferte Blutvolumen im Ventrikel wird
eine exzentrische Hypertrophie induziert, wobei hier das Krankheitsbild der
Aortenklappeninsuffizienz im Vordergrund steht (44). Anhand
echokardiographischer Messungen kann man vier verschiedene geometrische
Strukturformen des LV unterscheiden: die normale Struktur, das konzentrische
Remodeling, die konzentrische Hypertrophie und die exzentrische Hypertrophie (34,
45). In Abbildung 3 sind die vier Strukturformen gegenubergestellt. Zur Einteilung in
eine der vier Strukturformen werden die relative wall thickness (RWT) des LV und

der linksventrikulare Muskelmassenindex (LVMI) echokardiographisch ermittelt.
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Abb. 3: Die vier verschiedenen geometrischen Strukturformen des LV bei der LVH. Das
konzentrische Remodeling des LV definiert sich durch einen normalen linksventrikularen
Muskelmassenindex (LVMI) und eine erhdhte relative wall thickness (RWT) (> 0.42). Bei der
konzentrischen Hypertrophie hingegen sind sowohl der LVMI (Frauen > 95 g/m2, Manner > 115
g/m2) wie auch die RWT erhoéht und bei der exzentrischen Hypertrophie besteht ein erhéhter
LVMI mit einer normwertigen RWT (46, 47) (modifiziert nach Capoulade R. et al. 2017).

Es sind fur beide Messwerte feste Grenzen definiert, und die dafiir notwendigen
Angaben koénnen rechnerisch ermittelt werden (46, 48). Die RWT des LV ist nicht
geschlechterspezifisch und definiert eine konzentrische Geometrie bei einer RWT
> 0.42 und eine exzentrische Geometrie bei einer RWT < 0,42. Ein normaler LVMI
wird bis zu einer Obergrenze von 95 g/m? bei Frauen und 115 g/m? bei Mannern
definiert (46). Lindman B.R et al. unterstitzt in seinen Arbeiten die Theorie, dass
eine Ruckbildung der LVH nach einem operativen AKE mit gesundheitlichen

Vorteilen fur den Patienten verbunden ist (49).
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1.5 Osteopontin
1.5.1 Allgemeines

Osteopontin (OPN) ist ein kalzium-bindendes, phosphorylierendes Glykoprotein,
welches an diversen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen im
menschlichen Korper beteiligt ist (50, 51). Es wurde erstmals 1979 beschrieben und
besteht aus 314 Aminosauren mit einem Molekulargewicht zwischen 44 kDa und 75
kDa (52-55). Es gehort zu einer Proteinfamilie nicht-kollagener Proteine, genannt
Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoprotein, in welcher alle zugehoérigen
Proteine in mineralisierten Geweben wie Konchen oder Zahnen vorkommen und
genetisch auf dem menschlichen Chromosom 4 kodiert werden (56, 57). OPN ist
ein multifunktionelles Protein, welches von vielen verschieden Zelltypen, unter
anderem naturlichen Killerzellen, B- und T-Lymphozyten, Kardiomyozyten,
Fibroblasten, Makrophagen, dendritischen Zellen, Osteoblasten und Osteozyten

exprimiert und sezerniert wird (58-60).

1.5.2 Funktionen von OPN

OPN Ubernimmt als membranstandiges extrazellulares Matrixprotein und als
|6sliches Zytokin, welches von verschiedene Geweben und Zellen sezerniert wird,
vielfaltige Funktionen im Organismus und spielt in diversen Bereichen der
menschlichen Biochemie eine wichtige Rolle (Abb. 4) (54, 60, 61). Es kann an eine
Vielzahl von Molekilen, Liganden und Oberflachenrezeptoren binden, wie auch an
intrazellulare Signalmolekile, Kalzium oder Heparin (53). Zu den wesentlichen
Funktionen von OPN im menschlichen Organismus gehoren unter anderem die
Verankerung von Osteoblasten und Osteozyten in der Knochenmatrix und damit die

Beteiligung am Prozess der Knochenkalzifizierung (51, 62).
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Fibrosebildung
und Remodeling

Knochen Chemotaxis fur
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Abb. 4: Vereinfachte Darstellung einiger Funktionen von OPN (54, 61, 63) (modifiziert nach
Shevde L.A. et al. 2014)

Des Weiteren werden fur OPN sowohl pro- als auch antiinflammatorische
Eigenschaften beschrieben, da es an diversen Schritten des
Entziindungsprozesses im menschlichen Korper beteiligt ist (64). OPN spielt eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung von Lymphozyten und der Rekrutierung und
Aktivierung von Makrophagen und T-Lymphozyten im Entzindungsgebiet (54, 65).
Es bietet zusatzlich eine chemotaktische Komponente fur Makrophagen,
dendritische Zellen und T-Lymphozyten und hat regulierende Aufgaben bei der
Produktion von entziindungsspezifischen Zytokinen (54, 61, 65, 66). Zusatzlich
bildet OPN bei der Imnmunantwort eine Bricke zwischen dem angeborenen und dem
erworbenen Immunsystem und schiitzt das Uberleben von Zellen durch die
Inhibition der zelluldaren Apoptose (53, 64, 66). Zudem kommt OPN eine
entscheidende Rolle in der menschlichen Tumorbiologie zu, vor allem bei der
Regulierung des Tumorwachstums und der Tumormetastasierung im Korper (67).
AuRerdem wirkt OPN auch auf unterschiedlichen Ebenen bei der
Gewebefibrosierung mit und ist einer der Akteure beim myokardialen Remodeling,

den pathologischen Umbauvorgangen des Myokardgewebes (68-70).
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1.5.3 Der Einfluss von OPN auf kardiovaskulare Erkrankungen

In zahlreichen Studien konnte OPN als eines der Proteine identifiziert werden,
welches an den entscheidenden Prozessen der Entstehung einer AKS, der LDL-
Akkumulation, dem Entziindungsereignis, der Kalzifizierung des Klappengewebes
und der daraus resultierenden Stenosebildung mitbeteiligt ist (71-74). Des Weiteren
konnte ein Zusammenhang sowohl zwischen dem Schweregrad der AKS und der
Menge an OPN im Blut, als auch zwischen der OPN-Konzentration und der
Sklerosierung der Aortenklappe hergestellt werden (52, 75). Ein direkter Nachweis
von OPN in Kkalzifizierten Aortenklappen war im Klappengewebe selbst in
vermehrtem Male moglich (71, 76). Es wird davon ausgegangen, dass bei der
Atherosklerose und anderen chronisch-entzindlichen Erkrankungen, die
Anwesenheit von OPN zu einer Verstarkung der Entziindungsreaktion im Gewebe
fuhrt (61, 77, 78). Auch belegt ist ein Einfluss von OPN auf weitere kardiovaskulare
Ereignisse wie der KHK, da es dort in den atherosklerotischen Plaques innerhalb
der Koronararterien nachgewiesen werden kann, wo es vermutlich eine Rolle bei
der Kalzifizieung spielt (51, 62). Des Weiteren konnte in verschiedenen Studien
gezeigt werden, dass bei einem Myokardinfarkt-bedingten myokardialen
Remodeling in den Infarktregionen eine erhéhte OPN Expression festzustellen ist
(70, 79). Zusatzlich spielt OPN eine wichtige Rolle bei den Adaptations- und
Umbauprozessen des Ventrikelgewebes und den Veranderungen von Struktur und
Funktion der extrazellularen Matrix (80, 81). Es wird davon ausgegangen, dass OPN
dabei die Aktivitat der Matrix-Metalloproteasen, einer Familie von zinkabhangigen
Endopeptidasen, welche fir den Abbau der extrazellularen Matrix verantwortlich
sind, reduziert und ihre Expression reguliert (82-86). Krishnamurthy et al. zeigen
zusatzlich, dass nach einem Myokardinfarkt ein Mangel an OPN die Produktion von
Matrix-Metalloprotease2 aktiviert, was zu einer reduzierten kompensatorischen
Hypertrophie des Ventrikels fihrt und die Entstehung von Fibrose verringert (87).
Bei in vitro Versuchen durch Hou et al. konnte gezeigt werden, dass bei einer
Stimulation von Kardiomyozyten mit OPN eine Veranderung dieser Zellen in Form
einer Hypertrophie einsetzt (88). Des Weiteren weisen Xie et al. im Tiermodell eine
erhohte OPN Expression im Herzgewebe als Folge einer chronischen
Druckuberlastung des Herzens nach und zeigen einen Zusammenhang zwischen
OPN und einer kompensatorischen Herzmuskelhypertrophie (89). Andere

Forschungsgruppen zeigen aulderdem, dass die Entstehung einer LVH mit einer
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gleichzeitig erhohten OPN Expression assoziiert ist, wobei die wahrscheinlichste
Quelle fur dieses OPN die Kardiomyozyten sind (90, 91).

1.5.4 OPN als Biomarker

Unter einem Biomarker versteht man ein biologisches Merkmal, welches durch
objektive Messbarkeit und Auswertbarkeit definiert ist und unter anderem als
diagnostisches Werkzeug zur Beurteilung von gesundheitlichen Zustanden oder
einer pharmakologischen Therapie verwendet werden kann (92-95). Ein Biomarker
kann dabei durch seine physikalischen Eigenschaften oder durch eine im Verlauf
auftretende, messbare Veranderung verwendet werden (94, 95). Eingesetzt werden
Biomarker unter anderem bei Screening-Verfahren, z.B. bei Brustkrebs-Screening.
Weitere Aufgabenbereiche sind eine fruhzeitige Erkennung und Bewertung von
Krankheiten, wie beispielsweise der Hepatitis-C (96, 97). Auch einige
kardiovaskulare Erkrankungen konnen mit Biomarkern diagnostiziert werden und
werden daher im klinischen Alltag haufig angewandt. Das B-Typ natriuretische
Peptid (BnP), welches bei der Dehnung des Ventrikelmyokards freigesetzt wird,
kann zur laborchemischen Diagnostik einer Herzinsuffizienz erganzend zur
Diagnosestellung herangezogen werden (98). Bei stark erhéhten BnP Blutwerten
ist eine Herzinsuffizienz sehr wahrscheinlich, wobei ein Rickgang des BnP eine
Genesung des Patienten andeuten kann (99). Zusatzlich kann es zur Beurteilung
der gesundheitlichen Situation eines Patienten mit Herzinsuffizienz und zur
Therapietiberwachung verwendet werden (100). Der Nachweis von OPN im
Blutplasma von Patienten wird in einigen Studien bereits als Biomarker zur
Diagnosesicherung flr verschiedene kardiovaskulare Erkrankungen herangezogen
(52). Bei der KHK kann bereits gezeigt werden, dass die OPN-Konzentrationen im
Blut von Patienten mit einer relevanten KHK signifikant héher sind als die OPN-
Plasmakonzentrationen von gesunden Patienten, unabhangig von zusatzlich
erhobenen, allgemeinen Risikofaktoren. Des Weiteren spiegeln die erhéhten OPN
Werte die Anzahl und den Umfang der stenosierten Koronararterien am Herzen
wieder (101-103). Bei Patienten mit chronisch stabiler Angina pectoris kann gezeigt
werden, dass die Menge des im Blut zirkulierenden OPNs verwendet werden kann,
um Vorhersagen Uber zuklnftige gesundheitliche Ereignisse in dieser
Patientengruppe zu treffen. Steigende OPN Werte sind dabei ein unabhangiger
prognostischer Biomarker fur negative Ereignisse, wie z. B. einen Herzinfarkt oder

das Versterben der Patienten an einer kardialen Ursache (50). Ein weiterer, sehr
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enger Zusammenhang ist auch zwischen der Menge des im Blut zirkulierendem
OPN und der Anwesenheit von atherosklerotischen Plaques in der Halsschlagader
von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz beschrieben (104). In einer Studie
von Lutz et al. konnte gezeigt werden, dass postoperativ erhdhte OPN
Konzentrationen im Blutplasma von Patienten nach TAVI auf eine erhdhte Mortalitat
dieser Patienten hindeutet (60). Bei dem Krankheitsbild der Herzinsuffizienz ist
beschrieben, dass Patienten mit einer beginnenden Herzinsuffizienz eine deutliche
Steigerung des OPN im Blut aufweisen (91). Auch Rosenberg et al. deuten mit ihren
Ergebnissen einen Einsatz von OPN als prognostischen Biomarker bei chronischer
Herzinsuffizienz an, da die OPN Werte im Blutplasma bei Patienten mit diesem
Krankheitsbild signifikant héher sind als bei gesunden Menschen (105). Aul’erdem
konnen diese hohen OPN Werte mit einem erhdhtem Mortalitatsrisiko in
Zusammenhang gebracht werden, wobei OPN dabei unabhangig von anderen
Biomarkern wie z.B. New York Heart Association (NYHA)-Stadien oder N-

terminales pro-BNP verwendet werden kann (105).

1.6 Ziele der Arbeit

Da OPN bereits in diversen kardiovaskularen Erkrankungen als ein potenzieller
prognostischer Biomarker beschrieben ist und es zudem eine Vielzahl an Aufgaben
im menschlichen Korper besitzt, liegt es nahe, eine Verbindung zwischen OPN und
der LVH zu untersuchen. Eine verlassliche praoperative Risikoeinschatzung des
Mortalitatsrisikos eines Patienten ist entscheidend sowohl fiir die Operation als auch
fur das postoperative Management. Daher ist es relevant, weitere und bessere
Biomarker zu erkunden, welche dabei helfen Risikopatienten sicher zu
identifizieren. Bei der LHV auf dem Boden einer AKS steht zur Diagnostik aktuell
die Echokardiographie als Goldstandard im Vordergrund. Die daraus resultierenden
Messergebnisse konnen dabei jedoch weder eine Aussage uber die
Pathophysiologie der Erkrankung noch Uber das perioperative Risiko des Patienten
geben (15). Daher beschaftigt sich diese Arbeit damit, einen Biomarker im Blut zu
etablieren, welcher als ein einfaches, schnelles und kostenglnstiges Screening-
Instrument flr die AKS und der daraus resultierenden LVH genutzt werden kann
(9). Der Klinische Einsatz dieses Biomarkers zur praoperativen Einschatzung des
Mortalitatsrisikos gemeinsam mit den schon vorhandenen Risikoscores und

anderen Tools, kann somit zu einer noch genaueren Risikobewertung beitragen (9).
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Aufgrund der Vielzahl an Signalwegen, welche bei den Krankheitsbildern der AKS
und der LVH im menschlichen Korper aktiv sind, gibt es diverse Ansatzpunkte den
diagnostischen Nutzen von OPN mit seinen vielfaltigen Aufgaben im Blutplasma zu
untersuchen. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die OPN-Konzentrationen
im Blutplasma nach einem operativen AKE mit der postoperativen Ruckbildung der
LVH in Zusammenhang stehen. Es wird damit das Ziel verfolgt, OPN als einen
mdglichen praoperativen Marker fur die Vorhersage der Rickbildung einer LVH zu
etablieren. Des Weiteren soll untersucht werden, ob die praoperative OPN-
Konzentration mit negativen Resultaten nach einem operativen AKE in Verbindung
gebracht und damit eine Vorhersage uber das postoperative Risiko eines Patienten

getroffen werden kann.



2. Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Gerate
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Gerite

Hersteller

Kuhlschrank 4 °C

Nalge Nanc International

TiefkUhlschrank -20 °C

Liebherr, Biberach

TiefkUhlschrank -80 °C

Thermo Scientific

MS1 Minishaker

IKA Work, Wilmington NC, USA

Infinite M1000pro

Tecan

Zentrifuge 5804 R

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Ultraschallgerat GE Vivid S5/S6

GE Healthcare Company, Little
Chalfont, Grol3britannien

Tabelle 2: Verwendete Gerate

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Falcons (50 ml)

Greiner Bio One, Kremsmiuinster

Pipettenspitzen (10-5000 ul)

Starlab, Ahrensberg

Mehrkanalpipetten-Schalen 50 ml

Starlab, Ahrensberg

ReaktionsgefalRe (1,5 ml, easy cap)

Sarsteat, Nimbrecht

96 Well Mikroplatte, f-Boden
(Kaminform)

Greiner Bio-one, Friekenhausen

Ethylene diamine tetraacetic acid
Blutentnahmerohrchen

Becton, Dickinson&Company,
Franclin Lakes, New Jersey

Vacutainer Butterfly

Becton, Dickinson&Company,

Vacutainer Einmal-Halter

Becton, Dickinson&Company,

Spritzen

B. Braun Medical AG, Sembach,

Schweiz

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien




2.1.3 Verwendete Kits
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Kits

Hersteller

DuoSet Quantikine Human Osteopontin
Immunoassay

R&S Systems, Minneapolis, USA

DuoSet Ancillary Reagent Kit 2

R&S Systems, Minneapolis, USA

Tabelle 4: Verwendete Kits

2.1.4 Verwendete Puffer und Losungen

phosphate buffered saline (PBS) 10x

NaCl 1,37 M
Na2HPO4 65 mM
KCI 27 mM
KH2PO4 15 mM
gel6st in H204, pH 7,4

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Lésungen

2.1.5 Software

Software

Hersteller

Tecan i-control Microplate Reader

Tecan

Endnote 6 Adept Scientific, Frankfurt
Office 2010 Office 2010
PRISM 6 GraphPad Software Inc, CA, USA

SPSS Statistics

IBM, Armonk, New York

Tabelle 6: Verwendete Software
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2.2 Studientechnische Methoden
2.2.1 Ethikvotum

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf gepruft und genehmigt (106). Die Referenznummer
des genehmigten Ethikantrags lautet 3881. Die Durchflihrung der Studie erfolgte in
Ubereinstimmung mit der aktuellen Fassung der Deklaration von Helsinki. Alle an
der Studie teilnehmenden Patienten nahmen freiwillig daran teil und konnten ihre
Zustimmung jederzeit ohne Angaben von Grunden und ohne Nachteile fur ihre
weitere medizinische Betreuung und Versorgung zuruckziehen. Die informierte

Einwilligung erfolgte in schriftlicher Form.

2.2.2 Studiendesign und Patientenauswahl

Es handelt sich um eine prospektive Studie deskriptiven Charakters, welche als
Single-Center-Studie am Universitatsklinikum Dusseldorf durchgeflhrt wurde. In
einem Zeitraum zwischen Juli 2015 und September 2016 wurden 250
aufeinanderfolgende Patienten, welche in der Klinik fur Kardiovaskulare Chirurgie
des Universitatsklinikums zu einem elektiven chirurgischen AKE einbestellt wurden,
auf ihre Teilnahme an der Studie Uberprift. Zu den Einschlusskriterien gehérten
eine hamodynamisch relevante AKS von mittlerem bis schwerem Schweregrad und
die damit verbundene Indikation fur einen operativen AKE. Des Weiteren bestand
die Studiengruppe nur aus volljahrigen Erwachsenen. Die gesamte medizinische
Behandlung, wie auch alle wahrend der Operationen verwendeten Materialien,
insbesondere die Aortenklappenprothesen, wurden nach der
Ermessensentscheidung des behandelnden Operateurs fur jeden Patienten einzeln
ausgewahlt. Dies wurde selbstverstandlich in Ubereinstimmung mit den
Praferenzen jedes Patienten und den aktuellen Empfehlungen und
Standardrichtlinien der European Society of Cardiology und der European
Association of Cardio-Thoracic Surgery entschieden. Die Ausschlusskriterien
wurden in primare und sekundare unterteilt. Bei den primaren Ausschlusskriterien
handelte es sich um relevante Erkrankungen anderer Herzklappen
(Klappeninsuffizienzen oder Klappenstenosen > |I°), einen Myokardinfarkt innerhalb
der letzten 30 Tage, eine periphere arterielle Verschlusskrankheit im Stadium nach
Fontaine > Ilb und eine eingeschrankte linksventrikulare Pumpfunktion

(Ejektionsfraktion (EF) < 30 %). Daneben waren thrombotisch bedingte Embolien



Ergebnisse | 16

innerhalb der letzten sechs Monate, Autoimmunerkrankungen, ein dialysepflichtiges
Nierenversagen, Tumorerkrankungen und vorangegangene Herzoperationen die

sekundaren Ausschlusskriterien.

2.2.3 Studienaufbau

Praoperativ. wurden die Patienten stationar aufgenommen, Uber die Studie
aufgeklart, und eine schriftliche Einwilligung wurde eingeholt. Zum selben Zeitpunkt
erfolgte die erste transthorakale Echokardiographie (TTE) und eine Blutenthahme
(Zeitpunkt t1, praoperativ [pra-OP]). Der AKE erfolgte bis auf wenige Ausnahmen
am nachsten Tag, und nach einem siebentagigen Aufenthalt im Universitatsklinikum
Dusseldorf wurden die Patienten, nach Rucksprache mit dem behandelnden Arzt,
in eine Rehabilitationsklinik entlassen. Alle Patienten wurden bis zu ihrer Entlassung
auf der herzchirurgischen Station des Universitatsklinikums behandelt und betreut.
Drei Monate nach dem chirurgischen AKE wurden die Patienten zu einem Follow-
up Termin einbestellt. Bei dieser Follow-up-Untersuchung wurde eine weitere TTE
durchgefuhrt und es erfolgte eine zweite Blutprobenentnahme (Zeitpunkt t2,
postoperativ [post-OP]). Mit 21 Patienten, welche zum Zeitpunkt t2 nicht persénlich
zu ihrer Follow-up-Untersuchung erscheinen konnten, wurde ein Telefoninterview
durchgefuhrt, bei dem medizinische Ereignisse der ersten drei postoperativen
Monate, sowie die aktuelle Leistungsfahigkeit, die korperliche Aktivitat und Mobilitat
erfragt wurden. Gleichzeitig wurde bei diesem Telefonat das Einverstandnis der
Patienten erfragt, um aktuelle TTE-Ergebnisse bei dem behandelnden
niedergelassenen Kardiologen anzufordern. Nach der erteilten Zustimmung wurden
die von den Patienten konsultierten Kardiologen informiert und die entsprechenden

Untersuchungsergebnisse ubermittelt.

2.2.4 Allgemeine Datenerfassung

Folgende Ausgangsdaten der Patienten wurden vorab ermittelt: Alter, Geschlecht,
Gewicht, KorpergréfRe, BMI und wenn vorhanden, der Schweregrad der pulmonalen
Hypertonie sowie eine KHK. Zur Einschatzung des Einflusses der kardialen
Erkrankung auf den Alltag, wurde das jeweilige NYHA-Stadium, durch Befragung
der Patienten Uber ihre korperliche Belastbarkeit in Ruhe und bei korperlicher
Aktivitat ermittelt. Tabelle 7 zeigt die entsprechende Definition der vier NYHA
Stadien.
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NYHA- N .
Stadium Subjektive Belastbarkeit
1 Herzkrankheit (objektiver Nachweis einer kardialen Dysfunktion)
ohne korperliche Limitation
2 Beschwerden bei mindestens mittelschwerer korperlicher
Belastung (z.B. zwei Stockwerke Treppensteigen)
3 Beschwerden bei leichter korperlicher Belastung
(z.B. ein Stockwerk Treppensteigen)
4 Beschwerden in Ruhe

Tabelle 7: Definition der NYHA-Stadien nach den Richtlinien der New York Heart Association
(NYHA)

Des Weiteren wurden relevante Komorbiditaten, wie die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung, Diabetes mellitus, Dyslipidamie, arterielle Hypertonie, periphere
Gefallerkrankungen,  zerebrovaskulare  Erkrankungen  und  chronische
Nierenerkrankungen mit einer eingeschrankten glomerularen Filtrationsrate

abgefragt und dokumentiert.

2.2.5 Berechnung der Risikoscores

Ein Risikoscore dient der praoperativen Abschatzung des mdoglichen
Mortalitatsrisikos eines Patienten bei einer herzchirurgischen Operation. In dieser
Arbeit wurden der EuroSCORE Il (European System for Cardiac Operative Risk
Evaluation) und der Society of Thoracic Surgeons-Score (STS-Score) verwendet,
welche im Krankenhaus regelhaft eingesetzte Instrumente zur Risikobewertung von
herzchirurgischen Operationen darstellen. Jegliche Komorbiditaten und
Risikofaktoren der betroffenen Patienten wurden bei der Berechnung der
Risikoscores berucksichtigt. Der EuroSCORE Il ermobglicht durch seinen
komplexeren Aufbau eine genauere Berechnung des Mortalitatsrisikos. Er wird als
einer der genauesten und aktuellsten Scores mit einem hohen Vorhersagewert
eingeschatzt. Mit dem STS-Score hingegen kénnen Berechnungen zu sechs
speziellen  Klappenoperationen, in Kombination mit einer koronaren
Bypassoperation, durchgefuhrt werden. Neben dem intraoperativen Mortalitatsrisiko

kann mit diesem Score zusatzlich die Gefahr eines postoperativen Schlaganfalls,
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das mogliche Auftreten eines Nierenversagens, das Re-Operationsrisiko, das
Infektionsrisiko, eine eventuelle postoperative Beatmung und die voraussichtliche
Aufenthaltsdauer im Krankenhaus berechnet werden. Vergleicht man die beiden
Scores miteinander, gilt die Abschatzung der gro3en Vielzahl an postoperativen
Folgen als Vorteil des STS-Scores, wobei dieser Score am haufigsten in den USA
eingesetzt wird. Der Vorteil des EuroSCORE Il hingegen ist, dass er bei einer
grélReren Anzahl an herzchirurgischen Eingriffen verwendet werden kann, was eine
hdhere Flexibilitat in der Einsetzbarkeit im Krankenhaus bedeutet. Gleichzeitig
konnen mit dem EuroSCORE Il Hochrisikopatienten besser kalkuliert werden. Alle
im Krankenhaus zur Anwendung kommenden Risikoscores haben individuelle Vor-
und Nachteile, weswegen eine klinische Entscheidung niemals ausschliel3lich auf
der Basis eines Scores getroffen werden sollte. Daher werden Risikoscores lediglich
als unterstitzendes Element bei der individuellen Beurteilung eines Patienten durch
den behandelnden Herzchirurgen genutzt und sollten immer in Kombination mit

anderen diagnostischen Werkzeugen verwendet werden.

2.2.6 Blutprobenentnahme

Die peripher-vendse Blutentnahme erfolgte zu beiden Zeitpunkten mithilfe einer
Flugelkanile an der Vena cubitalis des Armes. Hierfur wurden
Ethylendiamintetraessigsaure Blutentnahmerdhrchen verwendet. Das Blut wurde
umgehend auf Eis gekuhlt und zur Weiterverarbeitung im Labor bei 4 °C und 1700
g fur 15 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Blutplasma in
speziell beschriftete Eppendorf Reaktionsgefalle pipettiert. Das System der
Beschriftung erfolgte mit vorher festgelegten und dokumentierten patienteneigenen
Nummern. Die gewonnenen Plasmaproben wurden bis zur Durchfihrung der

Versuche bei -80 °C gelagert.

2.2.7 Echokardiographische Untersuchung

Zur Erhebung der echokardiographischen Daten wurde die Doppler-
Echokardiographie Technik verwendet, welche im klinischen Alltag bei der
Diagnose einer AKS eine entscheidende Rolle spielt. Verwendet wurde dabei
ausschlief3lich die TTE, da es sich dabei um ein nicht-invasives, schnelles und
sicheres Verfahren handelt, welches in fast jedem Krankenhaus zu Verfligung steht

und schon frihzeitige Klappenveranderungen darstellen kann. Des Weiteren ist die
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Methode mit einem geringen Aufwand flur den Untersucher und keine
gesundheitlichen Risiken fur den Patienten verbunden. Erhoben wurden die
Untersuchungsergebnisse im echokardiographischen Labor der Klinik fur
Kardiovaskulare Chirurgie des Universitatsklinikums Dusseldorf durch speziell
ausgebildete und zertifizierte Arzte. Verwendet wurden hierfiir die dem aktuellen
Standard angepassten Ultraschallgerate Vivid S5 oder S6 von der Firma General
Electric. Es wurden folgende Daten erhoben: die linksventrikulare EF in Prozent,
der left ventricular end diastolic diameter (LVEDd) in mm, die interior ventricular
septum diastolic (IVSd) in mm, die posterior wall thickness during diastole (PWd) in
mm, die maximale Flussgeschwindigkeit (Vmax) in m/s, der mittlere Druckgradient
(Pmean) in mmHg, der Spitzendruckgradient (Pmax) Uber der Klappe in mmHg und die
indexgekoppelte KOF in cm?®m?2 der Korperoberflaiche (KOF). Diese Parameter
wurden zum einen bei der Diagnosestellung, zum anderen auch bei der
Entscheidung Uber eine operative Therapie und der Ermittlung der Prognose fur
jeden Patienten herangezogen. Zusatzlich entscheidend flr die Diagnosestellung
waren das Vorhandensein und die Auspragung von Symptomen bei den betroffenen

Patienten.

2.2.8 Berechnung spezieller echokardiographischer Parameter

Die linksventrikulare Muskelmasse (LVMM) in g, der LVMI in g /m? und die RWT der
Myokardwand wurden nachtraglich, nach den Vorgaben der American Society of
Echocardiography, des Standards Committee und der Chamber Quantification

Writing Group folgendermalien berechnet (107-110):
LVMM [g] = 0,8 x {1,04[([LVEDD + IVSd + PWd]® — LVEDD?)]} + 0,6

Der LVMI wurde auf der Grundlage der LVMM berechnet, wobei die LVMM in

Relation zur KOF gesetzt wurde:
LVMI [g/m?] = LVM [g] =~ KOF [m?]
Die RWT wurde errechnet durch:

RWT = (2 x PWd [mm]) +~ LVEDD [mm]
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2.3 Quantifizierung von OPN mittels Enzyme-linked

Immunosorbent Assay

2.3.1 Grundlagen der experimentellen Methoden

Die OPN-Konzentrationen wurden mit Hilfe eines kommerziellen Kits (R&D
Systems, Quantikine Human OPN Immunoassay) in den gewonnen Plasmaproben
der Patienten bestimmt. Der Nachweis basiert dabei auf der Technik des Sandwich
Enzyme-linked Immunosorbent Assays (Sandwich-ELISA) (111). Diese Methode
beschreibt ein antikbrperbasiertes Nachweisverfahren, bei dem das in der Probe
enthaltene OPN zunachst an spezifische Antikdrper am Boden der Mikroplatte
bindet. Die beiden verwendeten Antikorper binden an unterschiedliche Stellen des
Zielantigens OPN (Epitope), wodurch sie sich im Versuchsverlauf nicht kompetitiv
hemmen. Als Ergebnis bildet sich ein Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex,

welcher den Begriff Sandwich-ELISA pragt und in Abbildung 5 dargestellt ist.

Sandwich-ELISA

o 12 13 o 15

Ablaufende Farbreaktion
Streptavidin-
HRP

Detection Antibody " -~ .f’*

Blutprobe
Capture Antibody

Abb. 5: Funktionsweise des Sandwich-ELISA in fiinf Schritten. (1) Der Capture Antibody bindet
uber hydrophobe Wechselwirkungen an den Boden der 96 Well Mikroplatte. (2) In diesem
Schritt bindet der Capture Antibody das in den Blutproben vorhandene und nachzuweisende
Antigen und fixiert es durch eine Antigen-Antikdrper-Bindung. (3 + 4) Es wird der Detection
Antibody pipettiert, welcher eine zusatzliche Antigen-Antikérper-Bindung mit dem bereits
gebundenen Antigen eingeht, welcher auch als Bindungsstelle fur das farbreaktive Protein
Streptavidin-horseradish peroxidase (HRP) fungiert. (5) Bei der nun ablaufenden Farbreaktion
katalysiert das HRP eine enzymatische Reaktion mit einer Substratldsung und es kommt zu

einem Farbumschlag (modifiziert nach https://www.leinco.com/sandwich-elisa-protocol).


https://de.wikipedia.org/wiki/Antik%C3%B6rper
https://de.wikipedia.org/wiki/Nachweis_(Chemie)
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2.3.2 Versuchsvorbereitung

Alle Reagenzien aus dem Immunoassay Kit wurden im Kuihlschrank bei 4 °C
gelagert und vor Beginn der Durchfihrung auf Raumtemperatur erwarmt. Fur die
Versuchsdurchfihrung wurden 96 Well Mikroplatten verwendet. Die beiden
verwendeten Antikorper sind nach ihrer Funktion in einen ErstantikOrper, den
Capture Antibody (Fangerantikdrper), und einen Zweitantikbrper, den Detection
Antibody (Detektionsantikorper) unterteilt. Zur Vorbereitung wurden der Capture
Antibody (Mouse Anti-Human-OPN) auf die finale Anwendungskonzentration von 2
pg/ml PBS und der Detection Antibody (Biotinylated Goat Anti-Human-OPN) auf die
Anwendungskonzentration von 15 ng/ml PBS verdunnt. Anschliellend wurden die
zu untersuchenden Blutproben mit dem Reagent Diluent (Verdinnungsreagenz)
1:200 verdlinnt. Zur Vorbereitung der spater bendétigten Farbreaktion erfolgte die

200-fache Verdunnung des Streptavidin-HRP mit Verdinnungsreagenz.

2.3.3 Durchfiihrung des Sandwich-ELISA

Im ersten Versuchsschritt wurde pro Well der 96 Well Mikroplatte 100 pl des
verdunnten Capture Antibodys pipettiert und flr 24 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert, wobei der Capture Antibody Uber hydrophobe Wechselwirkungen an den
Boden der Mikroplatte bindet. AnschlieRend wurde die Mikroplatte zur Entfernung
von noch ungebundenem Capture Antibody in drei Durchgangen mit Waschpuffer
(300 uL/Well) gewaschen. Freie unspezifische Antikdrperbindungsstellen wurden
durch eine darauf folgende einstundige Inkubation mit Verdinnungsreagenz bei
Raumtemperatur blockiert. Es erfolgte wieder das Waschen mit Waschpuffer (300
ML/Well) in drei Durchgangen. Im folgenden Schritt wurden pro Well 100 ul der
vorbereiteten Blutproben, sowie eine Standardreihe pipettiert und zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, um eine effektive Bindung des Capture Antibodys an
das nachzuweisende OPN zu gewahrleisten. Auf jeder Mikroplatte wurde eine
eigene Standardreihe (Eichgerade) pipettiert, welche mit dem im Kit vorhandenen
Standard, auf eine Stockkonzentration von 4 ng/ml eingestellt und zur Herstellung
von sieben weiteren Verdlinnungen, inklusive einer Negativ-Probe
(Leerwertkorrektur) verwendet wurde (Abb. 6). Fur jede Probe auf der Mikroplatte
wurde eine Doppelbestimmung erstellt. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte ein

erneuter Waschvorgang, um ungebundene Bestandteile zu entfernen.
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Abb. 6: Verfahren zur Herstellung einer Standardreihe. (1) Herstellung einer OPN
(Osteopontin) Konzentration von 4 ng/ml mit 44,4 ul Recombinant Human OPN Standard und
955,6 ul Verdinnungsreagenz. (2) Verdinnung der vorherigen OPN Konzentration durch
Entnahme von 500 ul Lésung und Mischung mit 500 ul Verdiinnungsreagenz bis zu einer OPN

Konzentration von 0,0625 ng/ml (modifiziert nach https://docplayer.org)

Im nachsten Schritt wurden pro Well 100 ul des vorbereiteten Detection Antibodys
pipettiert und erneut fur eine Inkubationszeit von zwei Stunden bei Raumtemperatur
belassen. Hierbei geht der Antikdrper eine zusatzliche Bindung mit dem nun an der
Platte fixierten OPN ein und fungiert im Anschluss als Bindungsstelle fur den
farbreaktiven Streptavidin-horseradish peroxidase (HRP) Komplex. In dieser Arbeit
wurde ein biotinylierter Detection Antibody verwendet, da Streptavidin eine hohe
Bindungsaffinitat gegenuber Biotin aufweist. Es erfolgte erneut der dreimalige
Waschvorgang mit Waschpuffer (300 yL/Well), um die ungebundenen Antikérper
zu entfernen. Nun lag der vollstandige Antikdrper-Antigen-Antikérper-Komplex
zwischen Capture Antibody-OPN-Detection Antibody final vor. Es wurden im
Anschluss pro Well 100ul Streptavidi-HRP pipettiert und fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubiert. Wahrend dieser Zeit bindet
Streptavidin-HRP Uber eine kovalenten Bindung an das Biotin des Detection
Antibodys. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit Waschpuffer (300 uL/Well)
wurde die Mikroplatte fur weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit
mit Substratlésung (Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid im Verhaltnis 1:1,
100 uL/Well) inkubiert. Bei der nun ablaufenden Farbreaktion katalysiert die
Meerrettichperoxidase eine enzymatische Reaktion mit der Substratiésung und es
kommt zu einem blauen Farbumschlag in den Wells. Die Intensitat der Farbe steigt

dabei proportional mit der Konzentration des OPN an. Durch Zugabe von 50 ul


https://de.wikipedia.org/wiki/Biotin
https://de.wikipedia.org/wiki/Kovalent
https://de.wikipedia.org/wiki/Meerrettichperoxidase
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Stopplosung (Schwefelsaure) pro Well wurde die Farbreaktion gestoppt und die

Farbintensitat photometrisch in einem Spektralphotometer bestimmt.

2.3.4 Datenmessung und Analyse mit dem Spektralphotometer

Mit dem Spektralphotometer (Tecan) wurde die Extinktion der Proben wie auch der
Standradreihe bei 450 nm Wellenlange bestimmt. Eine Wellenlangenkorrektur
wurde bei 540 nm vorgenommen. Anhand der Standardreihe wurde eine
Standardkurve erstellt, mit dem natirlichen Logarithmus der Konzentration auf der
x-Achse und der Extinktion auf der y-Achse. Die OPN Konzentration in den
gemessenen Proben wurde anhand der erstellten Standardkurve ermittelt. Des
Weiteren wurde die Leerwertkorrektur mit den Ergebnissen verrechnet, um

Messfehler durch die zugegebenen Flissigkeiten zu minimieren.

2.3.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung und Analyse der Standardkurve wurden mit Hilfe der
GraphPad Prism 6 Software und Microsoft Excel 2013 durchgefuhrt. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert + Standardabweichung, als Median eines Interquartilsabstandes
oder wenn erforderlich in Prozentzahlen dargestellt. Zur statistischen Analyse aller
erhobenen Patientenparameter, wie auch alle echokardiographischen Daten wurde
der gepaarte Student’s T-Test verwendet. Zur Auswertung der pra- und postoperativ
erhobenen OPN Werte wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet. Flr
den Vergleich der OPN Werte aus dem Blutplasma wurden die Patienten in drei
Gruppen unterteilt: Patienten mit einer normal konfigurierten Struktur des LV, einer
konzentrischen Hypertrophie des LV oder einer exzentrischen Hypertrophie des LV.
Anschlieend wurden die Blutparameter der Patienten mit einer Einweg-
Varianzanalyse und dem Holm-Sidak multiplen Vergleichstest verglichen. Auch die
OPN Werte aus den Plasmaproben, der wahrend der Studie verstorbenen Patienten
wurden mit den Plasmaproben aller anderen Patienten durch den Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test verglichen. Die Odds ratio wurde anhand des Pearson-Chi-Quadrat-
Tests ermittelt. Des Weiteren wurde ein multivariates Analyseverfahren mit den
Variablen: pra- und postoperative LVH, Alter, Geschlecht, BMI und KHK unter
Verwendung des SPSS Statistik Programms durchgefiihrt. Alle Werte von p < 0,05
wurden als statistisch signifikant definiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

Nach Beachtung aller primaren und sekundaren Ein- und Ausschlusskriterien
wurden insgesamt 204 Patienten (Abb. 7), welche sich einem operativen AKE
unterzogen, in die Studie aufgenommen. Weitere Ausschusskriterien, durch welche
zusatzlich 34 Patienten im Laufe ihrer Behandlung aus der Studie ausgeschlossen
wurden, waren eine Aortenklappeninsuffizienz > 11° und ein zusatzlicher operativer
Ersatz der Aorta ascendens aufgrund einer behandlungsbedurftigen
Aortendilatation. Bei acht Patienten wurde praoperativ ein zu hohes
Operationsrisiko diagnostiziert und daraufhin eine interdisziplinare Fallbesprechung
unter Beteiligung der Kilinik fur Kardiologie, Angiologie und Pneumologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf vorgenommen, in dessen Folge eine TAVI
empfohlen wurde. Bei zwei Patienten konnte wahrend der Operation kein
chirurgischer AKE durchgefuhrt werden, woraufhin diese Patienten nicht weiter an
der Studie teilnahmen. Bei sieben weiteren Patienten gab es zusatzlich andere
Grinde, welche zu einem spateren Ausschluss aus der Studie fluhrten. Somit
nahmen schlussendlich 170 Patienten Uber den gesamten Zeitraum an der Studie
teil und wurden drei Monate nach dem chirurgischen AKE zum Follow-up Termin
einbestellt. Insgesamt wurden 21 Patienten, welche postoperativ nicht personlich zu
ihrer Follow-up-Untersuchung erscheinen konnten, in einem Telefoninterview zu
ihrer medizinischen Vergangenheit der letzten drei Monate und zu ihrem aktuellen
Gesundheitszustand befragt. Diese Patienten wurden jedoch aufgrund der
Voraussetzung eines personlichen Erscheinens zum Follow-up Termin nachtraglich
aus der Studie ausgeschlossen. Zusammenfassend ergab sich daraus in dieser
Arbeit eine Gesamtzahl von 149 Patienten als definierte Studiengruppe. Bei 42 der
149 Patienten (28,19 %) konnte keine LVH festgestellt werden. Bei den Ubrigen 107
Patienten (71,81 %) konnte eine LVH diagnostiziert und in eine der verschiedenen
geometrischen Strukturformen eingeteilt werden. Die Einteilung ergab bei 78 der
107 Patienten eine konzentrische LVH (72,90 %) und bei 29 Patienten eine
exzentrische LVH (27,10 %). Zusatzlich wurden weitere Patientendaten gesammelt,
dokumentiert und ausgewertet (Tabelle 8). Die am haufigsten aufgetretene
Kombination von Komorbiditaten war, die arterielle Hypertonie zusammen mit
Dyslipidamie, Diabetes mellitus Typ 2 und Herzrhythmusstorungen. Insgesamt
erhielten 138 Patienten eine biologische Aortenklappenprothese, die ubrigen 11



Patienten eine mechanische

Sterblichkeitsrate lag bei 1,7 %. Uber d

Aortenklappenprothese.
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Abb. 7: Flussdiagramm der Studienteilnehmer
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Anteil in Prozent (%), *Median
Studienbezogene Patientendaten (Inteiﬂﬁ?‘:te':jv:?tst:nd)’
Standardabweichung

Alter (Jahre) 74 (67-78 *)
Mannliches Geschlecht 94 (63,1)
BMI (kg/m?) 27.1 (24,7-29,4 %)
NYHA Stadium 1 22 (14,8)
NYHA Stadium 2 46 (30,9)
NYHA Stadium 3 72 (48,3)
NYHA Stadium 4 9 (6,0)
ZurUckliegende kardiale Dekompensation 11 (7,4)
Zuruckliegende Synkope 14 (9,4)
Zuruckliegende Blutung 3(2,0)
Arterielle Hypertonie 121 (81,2)
Pulmonale Hypertonie 24 (16,1)
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Diabetes mellitus Typ 2 38 (25,5)
Herzrhythmusstérungen 34 (22,8)
Dyslipidamie 64 (42,9)
Hepatitis 4(2,7)
Pulmonale Erkrankungen 21 (14,1)
GFR (ml/min):

< 30 ml/min 2(1,3)

30-60 ml/min 40 (26,8)

> 60 m /min 107 (71,8)
STS-Score 1.67 £0.79 **
EuroSCORE I 220+1.51*
Bikuspide Aortenklappe 19 (12,8)

Tabelle 8: Ubersicht erhobener studienbezogener Patientendaten. BMI: body mass index,
NYHA: New York Heart Association, GFR: glomerulare Filtrationsrate, STS: Society of Thoracic

Surgeons

3.2 Echokardiographische Parameter

Samtliche von den Patienten erhobenen echokardiographischen Parameter sind in
Tabelle 9 zusammengefasst. Nach dem chirurgischen AKE waren die
echokardiographischen Messwerte des Pmean und des Pmax signifikant verringert im
Vergleich zu den gemessenen Werten vor der Operation. Zusatzlich war durch den
Ersatz der AK mit einer neuen funktionsfahigen Prothese die indexgekoppelte KOF
hochsignifikant erhdht (p < 0,0001). Drei Monate nach dem operativen AKE konnte
eine signifikante Verringerung der IVSd festgestellt werden (p < 0.05), wohingegen
der LVEDd nicht verandert war. Gleichermalien konnte drei Monate postoperativ
eine signifikante Reduzierung der PWd und RWT nachgewiesen werden (p <
0,001). Auch die LVMM und der LVMI waren nach dem chirurgischen AKE

signifikant reduziert (p < 0,001).

Echokardiographische Parameter | Prioperativ Postoperativ P-Wert
EF (%) 58,1+ 7,58 59,9 + 5,91 0,0300
Vimax (M/s) 3,96 £ 0,75 2,06 £0,34 | <0,0001
Pmax (MMHg) 66,1+ 19,5 17,6 + 5,91 < 0,0001
Pmean (MMHg) 39,4+12,6 9,23+3,12 | <0,0001
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indexgekoppelte KOF

(cm?/m? der KOF) 0,75+0,15 1,94 £ 0,22 < 0,0001
LVEDd (mm) 48,5+ 4,38 48,6 * 3,91 0,8681
IVSd (mm) 13,7 £ 2,01 12,7 £ 1,49 0,0002
PWd (mm) 11,1+£1,13 10,4 £ 1.04 < 0,0001
RWT 0,45 £ 0,06 0,43 £ 0,05 0,0009
LVMM (g) 243 + 56,2 220514 0,0003
LVMI (g/m?) 126 + 26,2 114 £ 23,3 < 0,0001

Tabelle 9: Ubersicht der erhobenen echokardiographischen Studiendaten. EF:

Ejektionsfraktion, Vmax: maximale Flussgeschwindigkeit, Pmax: Spitzendruckgradient, Pmean:
mittlerer Druckgradient, KOF: Klappendffnungsfliche, KOF: Kérperoberflaiche, LVEDd: left
ventricular end diastolic diameter, IVSd: interior ventricular septum diastolic, PWd: posterior
wall thickness during diastole, RWT: relative wall thickness, LVMM: linksventrikulare

Muskelmasse, LVMI: linksventrikulare Muskelmassenindex

3.3 OPN-Konzentration im Blutplasma

Zu Beginn dieser Arbeit wurden zuerst die OPN-Plasmakonzentration pra- sowie
postoperativ ermittelt und anschlieRend miteinander verglichen (Abb. 8; p <0,0001).
Die ermittelten OPN-Konzentrationen waren drei Monate postoperativ im Mittelwert
bei 218,1 ng/ml mit einem Interquartilsabstand von 66,21 ng/ml. Damit konnte
gezeigt werden, dass drei Monate nach dem chirurgischen AKE die OPN-
Konzentration gegenlber den praoperativen OPN-Werten signifikant erhéht war

(praoperativ: Mittelwert bei 184,1 ng/ml, Interquartilsabstand 56,7ng/ml).

500- Fokhek
—~ 400+
= -
o 300-
£
= 200 i ==
@]
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Abb. 8: Vergleich der pra- und postoperativen OPN-Konzentration im Blutplasma. Dargestellt
sind der Median (+) und der Mittelwert * Interquartile Range (IQR) der OPN-Konzentrationen

aller 149 Patienten der Studiengruppe. **** p < 0,0001.
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3.4 Zusammenhang zwischen OPN-Konzentration und der

Ruckbildung der LVH
Weiterfuhrend wurde untersucht, ob die OPN-Werte im Blut mit der Ruckbildung der
LVH in Zusammenhang stehen. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl praoperativ
(p < 0,001) als auch postoperativ (p < 0,001) eine erhéhte OPN-
Plasmakonzentration im Blut mit einer verminderten postoperativen Ruckbildung
der LVMM in Zusammenhang steht (Abb. 9). Mit Hilfe einer Regressionsanalyse
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hoéhe der OPN-
Konzentration und der Ruckbildung der LVMM nach einem chirurgischen AKE

gezeigt werden.

400+ : 500+
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. —~ _ 400
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o = = 200
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LVMM Rickgang (g) LVMM Ruckgang (g)

Abb. 9 : Zusammenhang zwischen der OPN-Konzentration im Blutplasma und der
Rickbildung der LVMM. (A) Praoperative OPN-Plasmakonzentration auf der y-Achse und der
postoperative LVMM Rickgang auf der x-Achse. (B) Postoperative OPN-Plasmakonzentration

auf der y-Achse und der postoperative LVMM Rickgang auf der x-Achse.

3.5 Erhohte OPN-Plasmakonzentration als Indikator fiir eine

exzentrische LVH
Um das Potenzial von OPN als Biomarker fur die LVH und deren Unterteilung in
eine konzentrische und eine exzentrische geometrische Strukturform zu ermitteln,
wurden alle Patienten anhand der Strukturveranderung ihres LV in drei Gruppen
unterteilt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Konzentration des OPN im
Blutplasma signifikant hoher in der Gruppe der Patienten war, welche eine
exzentrische Hypertrophie des LV (normwertige RWT < 0,42 und erhdhter LVMI
(Frauen > 95 g/m?, Manner > 115 g/m?)) aufwiesen, im Vergleich zu den Gruppen
mit einer konzentrischen Hypertrophie (sowohl erhdhte RWT > 0.42, wie auch
erhdohter LVMI) oder den Patienten ohne LVH (Abb. 10). Dies konnte sowohl
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praoperativ (Abb. 10A, p < 0,001 exzentrische LVH vs. konzentrische LVH, p < 0.01
exzentrische LVH vs. keine LVH) als auch postoperativ (Abb. 10B, p < 0,01
exzentrische LVH vs. keine LVH, p < 0.05 exzentrische LVH vs. konzentrische LVH)

gezeigt werden.
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Normale Konzentrische Exzentrische Normale Konzentrische Exzentrische
Konfiguration ~ LVH LVH Konfiguratior ~ LVH LVH

Abb. 10: Vergleich der OPN-Konzentration bei den verschiedenen geometrischen Formen der
Hypertrophie. (A) Dargestellt sind der Mittelwert in ng/mg * Standardabweichung der
praoperativen OPN-Plasmakonzentration bei der konzentrischen LVH (n = 78), der
exzentrischen LVH (n = 29) und bei Patienten ohne LVH (n = 42) (** p < 0,01, *** p < 0,001).
(B) Dargestellt sind der Mittelwert in ng/ml + Standardabweichung der postoperativen OPN-
Plasmakonzentration bei der konzentrischen LVH der exzentrischen LVH und bei fehlender
LVH, (* p < 0,05, ** p < 0,01).

Um die Auswirkungen der operativen Methode auf den Zusammenhang zwischen
der OPN-Konzentration im Blut und der Konfiguration des LV aufzuzeigen, wurden
die Patienten anhand der chirurgisch durchgefihrten Mal3nhahmen in zwei Gruppen
unterteilt. In der einen Gruppe befanden sich Patienten, welche zusatzlich zu ihrem
AKE eine operative Revaskularisation einer oder mehrerer Koronararterien mittels
eines aortokoronaren Bypasses erhalten hatten. In der zweiten Gruppe verblieben
alle anderen Patienten mit einem isoliert durchgefuhrten AKE. Es zeigten sich
signifikant hdhere OPN-Plasmakonzentrationen in der Gruppe, welche zusatzlich
zu dem AKE eine operative Revaskularisation einer oder mehrerer Koronararterien

erhalten hatten (n = 61) und aulerdem eine exzentrische LVH aufwiesen (Abb. 11).


https://www.amboss.com/de/library#xid=CL0q-g&anker=Zf6fe2323ac864d9110b7421b83b50f10
https://www.amboss.com/de/library#xid=CL0q-g&anker=Zf6fe2323ac864d9110b7421b83b50f10
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Abb. 11: Vergleich der praoperativen OPN-Konzentration bei den verschiedenen
geometrischen Formen der Hypertrophie des LV und den zwei unterschiedlichen
chirurgischen MaBnahmen. Dargestellt sind die Mittelwerte * Standardabweichung der
praoperativen OPN-Plasmakonzentration bei der konzentrischen LVH (linksventrikularen
Hypertrophie), der exzentrischen LVH und keiner LVH und den zwei verschiedenen
Operationsmethoden, dem chirurgischen Aortenklappenersatz (AKE) und dem AKE inklusive

koronarer Bypasse (* p < 0.05, ** p < 0.01).

3.6 OPN-Konzentration zur Risikobewertung fur das

postoperative Mortalitatsrisiko eines chirurgischen AKE

Wie zu erwarten war zeigte sich ein positiver Zusammenhang zwischen den beiden
in dieser Arbeit verwendeten Risikoscores (EuroSCORE Il und STS-Score) und
einer postoperativ beobachteten Mortalitdt. Es wurde praoperativ bei beiden
Risikoscores deutlich, dass in der Gruppe der verstorbenen Patienten héhere Werte
(EuroSCORE II: 3,45 £ 1,16, p < 0,01 und STS-Score: 2,26 + 0,68, p < 0,05) als in
der Gruppe der nicht verstorbenen Patienten (EuroSCORE II: 2,14 + 1,51 und STS-
Score: 1,65 £ 0,79) ermittelt wurden. Daraufhin wurde untersucht, ob die ermittelten
OPN-Plasmawerte zusatzlich als ein Indikator fiir das postoperative Mortalitatsrisiko
der Patienten aussagekraftig sein konnten. Es konnte gezeigt werden, dass ein
entscheidender Unterschied zwischen den OPN-Konzentrationen der wahrend der
Studie verstorbenen (n = 6) und der nicht verstorbenen Patienten (n = 143) besteht
(Abb. 12). Bei den nach dem AKE verstorbenen Patienten zeigte sich eine
signifikant héhere praoperative OPN-Konzentration im Blutplasma von 487,2 +/-
110,6 ng/ml, bei den nicht verstorbenen Patienten lag dieser Wert bei 184,2 +/-
56,28 ng/ml (Abb. 11, p < 0,001).
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Abb. 12: Vergleich der OPN-Konzentration in Abhéngigkeit von Uberleben. Dargestellt sind
der Mittelwert + Standardabweichung der praoperativen OPN-Plasmakonzentrationen der
lebenden Patienten (n = 143) und der wahrend der Studie verstorbenen Patienten (n = 6), ****

p < 0,001.
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4. Diskussion

Der Umbau des Herzmuskels im Rahmen einer LVH flhrt zu einer sich
fortwahrend verschlechternden systolischen Funktionen des Herzens, einer
erhohten Mortalitdtsrate und zum Auftreten moglicher lebensbedrohlicher
Komplikationen fir die betroffenen Patienten (34, 41, 42, 112). Einer der Grinde fur
die Entstehung einer LVH ist die AKS. Die heute einzige Moglichkeit, eine AKS
therapeutisch zu behandeln, ist der Ersatz der pathologisch veranderten
Aortenklappe durch eine Prothese mittels chirurgisch-operativer oder katheter-
gestutzter Verfahren. Nach einem chirurgischen AKE bildet sich die entstandene
LVH bis zu einem gewissen Grad von selbst zurick, individuell unterschiedlich bei
jedem Patienten (41, 113). Die Idee dieser Arbeit war es daher, einen praoperativ
bestimmbaren Biomarker im Blut von Patienten zu etablieren, welcher zur
Abschatzung der Ruckbildung der LVH nach einem AKE herangezogen werden
kann.

Es konnte gezeigt werden, dass die postoperative Ruckbildung der LVMM und
damit der Ruckgang der LVH, bei Patienten mit niedrigen OPN-Konzentrationen
starker ausgepragt war als bei Patienten mit hohen OPN-Werten im Blut. Diese
Ergebnisse ergaben sich unabhangig voneinander sowohl bei der praoperativen
Blutentnahme wie auch bei den postoperativen Blutproben, die wahrend der Follow-
up-Untersuchung gewonnen wurden. Dies lasst den Schluss zu, dass Patienten mit
hohen postoperativen OPN-Konzentrationen im Blut, weiterhin eine groRe LVMM
aufwiesen. Grund daflr war eine nach dem chirurgischen AKE verminderte
Ruckbildung der LVMM. Viele Studien beschreiben die LVMM als einen Messwert,
welcher erganzend zu den traditionellen kardiovaskularen Risikofaktoren,
prognostische Informationen Uber das kardiovaskulare Risiko eines Patienten
liefern kann. Genauer gesagt ist damit die pathologisch vermehrte Bildung der
LVMM gemeint, welche mit einem haufigeren Auftreten kardiovaskularer Ereignisse
bis hin zum Tod in Verbindung gebracht werden kann (114-116). Mitbeeinflusst wird
die Vermehrung der LVMM wahrscheinlich durch einige hamodynamische
Faktoren, wie zum Beispiel der arteriellen Hypertonie oder dem Schlagvolumen des
Herzens. Des Weiteren durch gesundheitlich unabhangige Faktoren wie
KorpergroRe, Geschlecht und Lebensalter der Patienten (117). Diese vermehrte

Bildung der LVMM kann auch als ein Anhaltspunkt fiir den Ubergang von einer
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positiv kompensatorischen Herzmuskelvergro3erung zur Entlastung des Herzens,
bis hin zu einem pathologischen Umbau der Herzmuskulatur in eine LVH mit
negativen Effekten auf die Herzarbeit gesehen werden (118). Mit diesem
Zusammenhang zwischen den hohen OPN-Konzentrationen und der geringeren
postoperativen Ruckbildung der LVMM ware es maoglich, OPN als einen Marker
einzusetzen, welcher eine Vorhersage Uber einen pathologischen Ruckgang der
LVH auf Basis der verminderten Rickbildung der LVMM nach einem AKE treffen
kann.

Des Weiteren konnte eine Verbindung zwischen OPN im Blutplasma der
Patienten und der Form der LVH sowohl praoperativ als auch postoperativ gezeigt
werden. Bei den 107 Patienten in dieser Arbeit, welche eine LVH aufwiesen, hatten
78 Patienten eine konzentrische Hypertrophie, 29 andere wiesen eine exzentrische
Veranderung des LV auf. Die OPN-Plasmakonzentrationen bei den Patienten mit
einer exzentrischen Hypertrophie waren im Vergleich héher als bei den Patienten
mit einer konzentrischen Hypertrophie oder bei Patienten ohne LVH. Somit besteht
die Moglichkeit, mit der Messung von OPN im Blut eine zusatzliche Aussage Uber
die Veranderung des LV im Rahmen der LVH zu treffen, wobei hohe OPN-
Plasmakonzentrationen das Vorliegen einer exzentrischen Form der Hypertrophie
nahelegen. Noch deutlicher war dieses Ergebnis bei der Aufteilung der Patienten in
zwei Gruppen zu sehen. In der Patientengruppe, welche zusatzlich zu dem AKE
eine operative Revaskularisation einer oder mehrerer Koronararterien mittels eines
aortokoronaren Bypasses erhalten hatte, liel3en sich auch hohe praoperative OPN-
Konzentrationen mit einer exzentrischen Form der LVH in Verbindung bringen.
Zusatzlich zeigte sich in dieser Patientengruppe, dass alle OPN-Konzentrationen
zusammengenommen signifikant hdher waren als in der Patientengruppe mit einem
alleinigen AKE. Dieses Ergebnis lasst sich zum einen durch die diversen
biologischen Funktionen von OPN im menschlichen Korper erklaren, zum anderen
durch die Expression von OPN in den atherosklerotischen Plaques innerhalb der
Koronararterien selbst, wo es vermutlich eine Rolle bei der Kalzifizierung spielt (51,
62).

Letztendlich wurde auch gezeigt, dass erhohte praoperative OPN-
Konzentrationen im Blut der Patienten auf ein erhéhtes postoperatives
Mortalitatsrisiko dieser Patienten nach einem AKE hindeuten. Die wahrend der

Studie verstorbenen Patienten hatten deutlich hohere praoperative OPN-Werte im
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Vergleich zu den nicht verstorbenen Patienten der Studie. Damit konnte OPN auch
als ein Marker verwendet werden, der die praoperative Risikobewertung von
Patienten erweitert und verbessert. Gemeinsam mit den am meisten verwendeten
Risikoscores EuroSCORE |l und STS-Score zur Berechnung des praoperativen
Mortalitatsrisikos konnte OPN als ein weiterer Marker die Genauigkeit solcher
Scores verbessern und Patienten identifizieren, bei denen das Risiko fur einen
operativen AKE deutlich erhoht sein konnte. Da heute ein AKE auch mit nicht-
chirurgischen (katheter-gestutzten) Techniken erfolgen kann, sollte daher in bestem
Sinne fur das Wohl des Patienten die passende Therapie ermittelt werden.
Passend zu den bereits beschrieben Ergebnissen dieser Arbeit, lasst sich
aulRerdem zeigen, dass hohe OPN-Werte im Blut ein Ausdruck fur eine postoperativ
bestehende LVH und damit fir ein erhodhtes Risiko flr im Verlauf auftretende
kardiovaskularen Ereignisse sein konnen. Dies schlieft auch ein erhohtes
postoperatives Mortalitatsrisiko nach einem AKE ein (37, 38, 40). Da LVH unter
anderem durch die pathologische Vermehrung der LVMM Uber das physiologische
Mal hinaus entsteht, werden auch additive Wechselwirkungen, beziehungsweise
synergistische Effekte zwischen der LVH und der LVMM vermutet. Verschiedene
Studien sehen die pathologische Vermehrung der LVMM als funktionell wichtig fur
die Entstehung der LVH an (116, 119). Des Weiteren wurde in verschiedenen
Studien belegt, dass OPN an Umbauprozessen des Herzmuskels mit beteiligt ist.
So konnte bei einem durch einen Myokardinfarkt ausgelosten myokardialen
Remodeling eine erhéhte OPN Expression in der Infarktregion festgestellt werden
(70, 79). Diese Erkenntnisse Uber OPN und seine prognostischen Fahigkeiten
konnte als zusatzliches Mittel zur Diagnosesicherung einer LVH, neben der
Echokardiographie genutzt werden. Als eine einfache Laboranalyse zur Erganzung
der bereits bestehenden Standardmethoden konnte OPN auch fur niedergelassene

Mediziner neue Moglichkeiten bieten, eine frihzeitige Diagnose zu stellen.

4.1 Limitationen

Zu den Limitationen dieser Arbeit gehort die limitierte Anzahl an Studienteilnehmern
von insgesamt 149 Patienten, nach Einbeziehung aller Ausschlusskriterien. Eine
weitere Limitation besteht in der beobachteten Haufigkeit der postoperativen
Mortalitat von sechs Patienten Uber die gesamte Dauer der Studie, welche keine

belastbare statistische Auswertung zuldsst. Die hier gewonnenen Ergebnisse
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sollten daher anhand von grof3eren Kohorten validiert werden. Des Weiteren
konnten die niedrigen Fallzahlen der verstorbenen Patienten fur die Definition von
OPN als Biomarker, zur praoperativen Risikobewertung vor einem AKE nicht
ausreichend aussagekraftig sein.

Die Erhebung der Daten erfolgte als Single-Center-Studie am Universitatsklinikum
Dusseldorf, wodurch das Risiko fur unbekannte Fehlerquellen bei der
Datenerhebung aufgrund nicht standardisierter Ablaufe mdglich ist. Eine Multi-
Center-Studie an mehreren Klinken kénnte zum Einen eine gréRere Fallzahl von
Patienten erbringen und zum Anderen Fehler bei der Datenerhebung oder den
laborchemischen Arbeiten beim Vergleich der Ergebnisse aus den verschiedenen
Standorten aufdecken. Aulerdem mussten im Verlauf der Studie 34 Patienten aus
der Studie ausgeschlossen werden, da sich bei ihnen retrospektiv betrachtet eine
Abweichung im Operationsverfahren ergeben hatte und keine standardisierte
Operation zum AKE erfolgte. Eine weitere Limitation ergibt sich aufgrund der
vielfaltigen biologischen Funktionen von OPN im menschlichen Kérper, wodurch die
Erhéhung der OPN-Konzentrationen im Blut der verstorbenen Patienten auch durch
die Vielzahl ihrer Komorbiditaten oder durch andere Faktoren mitbeeinflusst sein
konnte, da OPN kein spezifisches Protein flr das Krankheitsbild der AKS oder der
daraus resultierende LVH ist. Daruber hinaus erfolgte die Erhebung der LVMM in
dieser Arbeit nicht direkt am Patienten, sondern rein rechnerisch anhand der

wahrend der Studie erhobenen Daten.

4.2 Schlussfolgerung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass hohe praoperative wie auch
postoperative OPN-Konzentrationen im Blut als ein Indikator flr eine verminderte
Ruckbildung der LVH nach einem chirurgischen AKE verwendet werden konnen.
Aulerdem deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass mit der Hohe der
OPN-Konzentrationen eine Aussage Uber die geometrische Form der LVH getroffen
werden konnte, da hohe OPN-Konzentrationen speziell auf eine exzentrische LVH
hindeuten. Zur Verifizierung dieses diagnostischen Potentials von OPN im Blut sind
weitere Studien erforderlich, um die vielfaltigen Aufgaben von OPN
miteinzubeziehen und diagnostisch korrekt einordnen zu kénnen. Zusatzlich kann
eine praoperative Bestimmung von OPN bei einem an einer AKS erkrankten

Patienten Hinweise auf dessen postoperatives Mortalitatsrisiko bei einem
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chirurgischen AKE geben. Es konnte gezeigt werden, dass hohe OPN-
Konzentrationen auf ein erhdhtes postoperatives Mortalitatsrisiko nach einem AKE
hindeuten. Die Bestimmung der OPN-Konzentrationen kénnte als Erganzung zu
den bereits verwendeten Methoden, den beiden Risikoscores EuroSCORE Il und
STS-Score als ein zusatzliches Instrument bei der praoperativen Risikobewertung

verwendet werden.
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