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1 Einleitung

1.1  Die pulmonale Hypertonie

1.1.1 Definition

Pulmonale Hypertonie (PH) ist eine fortschreitende Krankheit, die sowohl das Herz als
auch die Lungengefale betrifft [1, 2]. Sie flihrt iiber Umbauprozesse (Remodeling) der
kleinen Lungengefdle zu einer erhdhten Druckbelastung des rechten Ventrikels und
damit letzten Endes iiber ein Rechtsherzversagen zum vorzeitigen Tod [3, 4]. Definiert
wird die pulmonale Hypertonie iiber einen permanent erhohten pulmonal-arteriellen
Mitteldruck (mPAP) von mehr als 25 mmHg in Ruhe, gemessen wéhrend einer
Rechtsherzkatheter-Untersuchung [5]. Da der mPAP unter Belastung bei é&lteren
Patienten hoher ist als bei jiingeren, wird eine Definition der pulmonalen Hypertonie
iiber mPAP Driicke von mehr als 30 mmHg unter Belastung nicht mehr empfohlen [6].
Der Begriff ,,borderline PH* fiir mPAP Driicke zwischen 21 und 24 mmHg wird
allgemein nicht empfohlen, aber eine sorgfiltige Beobachtung dieser Patienten wird
angeraten [5]. Besonders Patienten mit systemischer Sklerose und idiopathischer
Lungenfibrose sollten bei mPAP Driicken zwischen 21 und 24 mmHg beobachtet
werden, weil diese leicht erhohten Driicke bereits eine prognostische Signifikanz zur

Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie aufweisen [7, 8].

1.1.2  Klassifikation

Die Klassifikation der pulmonalen Hypertonie des Welt Symposiums 2013 in Nizza ist
Tabelle 1.1 zu entnehmen. Da diese Arbeit sich auf die Gruppen der idiopathischen
pulmonalen Hypertonie (IPAH), der pulmonal-arteriellen Hypertonie assoziiert mit
Kollagenosen (CTD), der chronisch thrombembolischen pulmonalen Hypertonie
(CTEPH) und der pulmonalen Hypertonie bei Linksherzversagen (PVH) widmet, soll an

dieser Stelle nur auf diese Gruppen nédher eingegangen werden.

1.1.2.1 Idiopathische pulmonale Hypertonie

Die IPAH ist definiert als pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) unbekannter Ursache.
Zudem ist sie durch einen mPAP von mehr als 25 mmHg in Ruhe, einem
pulmonalkapilldren Verschlussdruck (PAWP) kleiner oder gleich 15 mmHg, einem
pulmonalvaskuldren Widerstand (PVR) groBBer als 3 Wood Units (WU) definiert [5].
Patienten mit IPAH haben ein mittleres Uberleben von 2,8 Jahren [9].



1.1.2.2 Pulmonale Hypertonie assoziiert mit Kollagenosen

Die Connective-Tissue-Disease-PH (CTD-PH) ist definiert als pulmonal-arterielle
Hypertonie assoziiert mit einer Kollagenose (z.B. systemischer Lupus Erythematodes
(SLE), Sklerodermie, CREST-Syndrom usw.) [5]. Die Prdvalenz der CTD-PH wird
zwischen 7,85% und 13% geschétzt [10, 11]. Es zeigt sich, dass eine frithe Diagnostik
der PAH bei Patienten mit systemischer Sklerose (SSc) das Uberleben verbessert [12].
In der DETECT-Studie wiesen 19% der Patienten mit SSc eine pulmonale Hypertonie
auf [13]. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die spezifische Therapie der PH
bei CTD-PH Patienten weniger effektiv ist als bei [IPAH Patienten. Es zeigen jedoch
50% der CTD-PH Patienten mit einer gemischten Bindegewebserkrankung oder einem

SLE eine gute Reaktion auf die Therapie mit Immunsuppressiva [14].

1.1.2.3  Chronisch Thrombembolische pulmonale Hypertonie

CTEPH ist eine potentiell heilbare Atiologie der pulmonalen Hypertonie. Das beste
Screening der CTEPH stellt die Ventilations/Perfusions-Szintigraphie dar. Bestétigt
wird die Diagnose durch eine Rechtsherzkatheter-Untersuchung (RHK) und eine
Pulmonalis Angiographie (PAA) [15]. Die chirurgische Behandlung ist die Therapie der
Wahl. Nur bei Non-Operabilitdt kommt eine spezifische medikamentdse Therapie der in

Frage. Eine lebenslange Antikoagulation ist selbstverstandlich [15, 16].

1.1.2.4 Pulmonale Hypertonie durch Linksherzversagen

Die PVH ist die hdufigste Form der pulmonalen Hypertonie und eine Komplikation der
Linksherzinsuffizienz [17]. Sie ist definiert {iber einen mPAP von mehr als 25 mmHg,
einem PAWP von mehr als 15 mmHg und einem normalen oder reduzierten
Herzzeitvolumen (HZV) [18, 19]. Der transpulmonale Gradient (TPG) wird benutzt, um
zwischen einer ,passiven (TPG<12 mmHg) und einer ,reaktiven PH (TPG>12
mmHg) zu unterscheiden. Es wird empfohlen, die PVH in eine isolierte post-kapilldre
PH mit einem PAWP > 15 mmHg und einer diastolischen Druck Differenz (DPD) < 7
mmHg sowie in eine kombinierte post-kapilldre und pra-kapilldre PH mit einem PAWP

> 15 mmHg und einer DPD > 7 mmHg, einzuteilen [20].



Tabelle 1.1 Uberarbeitete Klassifikation der pulmonalen Hypertonie von 2013
modifiziert nach Simonneau et al. 2013 [21].

1. Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH)
1.1. Idiopathisch (IPAH)
1.2. Hereditér
1.2.1.BMPR2
1.2.2.ALK1, Endogolin, SMAD9, CAV1, KCNK3
1.2.3.Unbekannt
1.3. Medikamenten- und Toxininduziert
1.4. Assoziiert mit anderen Erkrankungen:
1.4.1.Kollagenosen
1.4.2. HIV-Infektion
1.4.3.Portale Hypertension
1.4.4 Kongenitaler Herzerkrankung
1.4.5.Schistosomiasis

1°. Pulmonale veno-okklusive Erkrankung (PVOD) und/oder Pulmonal kapillire
Himangiomatose (PCH)

17", Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen

2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen (PVH)
2.1. Systolische Dysfunktion
2.2. Diastolische Dysfunktion
2.3. Klappenerkrankungen
2.4. Kongenitale/erworbene Obstruktion des linken Einfluss-/Ausflusstraktes und
kongenitale Kardiomyopathien

3. Pulmonale Hypertonie assoziiert mit Erkrankungen der Lunge und/oder Hypoxie
3.1. COPD
3.2. Interstitielle Lungenerkrankung
3.3. Andere Lungenerkrankungen mit kombinierten restriktiven und obstruktiven Mustern
3.4. Schlafbezogene Atemstorungen
3.5. Alveolédre Hypoventilationsstorungen
3.6. Chronischer Aufenthalt in groer Hohe
3.7. Entwicklungsstérungen

4. Chronisch Thrombembolische Pulmonale Hypertonie (CTEPH)

5. Pulmonale Hypertonie mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen

5.1. Hématologische Storungen: chronische hdmolytische Andmie, Myeloproliferative
Erkrankungen, Splenektomie

5.2. Systemische Storungen: Sarkoidose, pulmonale Langerhans-Zell-Histiozytose,
Lymphangioleiomyomatose, Vaskulitis, Neurofibromatose

5.3. Metabolische Stérungen: Glykogenspeichererkrankung, M. Gaucher,
Schilddriisenerkrankungen

5.4. Andere: Tumorobstruktion, Fibrosierende Mediastinitis, Chronisches Nierenversagen
oder Dialyse, segmentale pulmonale Hypertonie




1.1.3 Pathophysiologie

Der erhohte Widerstand im Lungenkreislauf fiihrt zu einer Druckbelastung des rechten
Ventrikels [4]. Dies fiihrt zu einer Erhdhung der rechtsventrikuliren Wandspannung
und weiter zur Aktivierung von neurohumoralen und immunologischen Prozessen,
sowie zu verdnderten bioenergetischen Prozessen (Ischimie, mitochondriale
Umbauprozesse) [22]. Diese drei Faktoren fiihren zu Umbauprozessen (Remodeling)
des Myokards. Dabei kommt es zu einer Hypertrophie, zu Verdnderungen der Matrix
und zu einer erhohten Kontraktilitit des rechten Ventrikels. Dieser Anpassungsprozess
ermoglicht bei geringen Druckbelastungen einen gut an die Belastung adaptierten
rechten Ventrikel. Ubersteigt die Druckbelastung die maximale Anpassungsfihigkeit
kommt es zu einer Dilatation und Insuffizienz des rechten Ventrikels. Begleitend
konnen sich  Arrhythmien wund Ischdmien zeigen [23]. Die maximale
Anpassungsfahigkeit wird beeinflusst durch das Alter des Patienten und die
Geschwindigkeit des Druckanstieges [24].

Die Pathophysiologie der pulmonalen Hypertonie in den Widerstandsgefédf3en der Lunge
wird durch die pathogenetischen Trias Vasokonstriktion, Remodeling und Thrombosen
beschrieben [25]. Beim Remodeling handelt es sich um Umbauprozesse der
Lungengefifle. Im Zusammenhang mit pulmonaler Hypertonie sind eine Fibrosierung
der Intima, eine verstirkte Muskularisation periphere Lungenarterien, die mediale
Hypertrophie muskulérer Arterien, der Verlust von kleinen préikapilldren Arterien und
Wucherungen des Endothels durch die Einwanderung von glatten Muskelzellen und der
Rekrutierung von inflammatorischen Zellen beschrieben [26, 27]. Diese endotheliale
Proliferation geht einher mit einer Neoangiogenese, die zur Formation von
glomeruldren Strukturen sog. plexiformen Lisionen fiihrt. Diese sind ein héufiges
pathologisches Merkmal der Lungengefdfle bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie.
Zusiétzlich wird ein Ungleichgewicht verschiedener vasoaktiver Mediatoren wie
Stickstoffmonoxid (NO), Prostazyklinen, Endothelin-1, Serotonin und Thromboxan
beschrieben. Viele dieser Mediatoren fithren zu einer verstirkten Proliferation von
glatten Muskelzellen. Daher wird ein Ungleichgewicht dieser Mediatoren mit einer
Hypertrophie der Lungengefile und deren Remodeling in Verbindung gebracht.
Dariiber hinaus wird die endotheliale Dysfunktion und die damit verbundene verstérkte
Priasentation von darunter liegenden Gewebestrukturen mit einer erhdhten
Koagulabilitdt in Zusammenhang gebracht [28]. Auflerdem werden Mutationen im

Bone-morphogenetic-protein-2 Rezeptor beschrieben, die zu einer verminderten

4



Apoptoserate der glatten Muskelzellen fiihren, dadurch kommt es zu Apoptose-

resistenten Endothelzellen, die das GefaBlumen verschlieBen konnen [24].

1.1.4 Klinik

Die anfdngliche Klinik der Patienten ist hdufig sehr unspezifisch und diskret.
Die Patienten zeigen eine schnelle Ermiidbarkeit und eine eingeschrinkte
Leistungsfahigkeit, die sich in einer Belastungsdyspnoe dulern kann. Hinzu kommen
unspezifische Symptome, wie Schwindel oder Herzrhythmusstorungen. Bei einer
Dekompensation des rechten Ventrikels duflern sich Zeichen, wie zum Beispiel eine
Halsvenenstauung, Odeme und eine Stauungsleber [26]. Die kérperliche Untersuchung

zeigt in einigen Fallen gestaute Halsvenen und einen gespaltenen zweiten Herzton [24].

1.1.5 Diagnostik

Die Diagnostik der pulmonalen Hypertonie sollte bei jedem Patienten mit dem
klinischen Verdacht einer PH oder PAH, sowie bei Patienten mit ungeklirter
Belastungsdyspnoe oder mit Zeichen der rechtsventrikuldren Dysfunktion erfolgen.
Dabei stellt die transthorakale Echokardiographie das beste nicht-invasive Screening
dar. Die endgiiltige Diagnose sollte jedoch immer durch eine Rechtsherzkatheter-

Untersuchung gestellt werden [5].

1.1.5.1 Sechs-Minuten-Gehtest

Der Sechs-Minuten-Gehtest stellt einen einfachen submaximalen Belastungstest zur
Ermittlung der kardiopulmonalen Belastbarkeit dar. Die Patienten gehen iiber sechs
Minuten eine Strecke von ca. 30 Metern immer wieder auf und ab. Die in sechs Minuten
zuriickgelegte Gesamtstrecke stellt die Six-Minute-Walk-Distance (SMWD) dar [29].
Dieser Test zeigt eine sehr gute Reproduzierbarkeit und lésst sich auch an Patienten mit
einer chronischen Herzinsuffizienz durchfithren, welche einen Belastungstest mit
maximaler Belastung nicht tolerieren wiirden [30]. Dariiber hinaus ist die SMWD ein
prognostischer Marker bei pulmonaler Hypertonie. Patienten mit einer Distanz < 332 m
haben eine signifikant schlechtere Uberlebensrate als Patienten, die eine weitere Distanz
laufen [31]. Eine SMWD < 300 m erhoht die Wahrscheinlichkeit zu versterben um den
Faktor 2,4 [32].



1.1.5.2 Rechtsherzkatheter

Der Rechtsherzkatheter mit Messung des pulmonalarteriellen Druckes (PAP), des HZV,
des rechtsartrialen Druckes (RAP), des PAWP und der vendsen und arteriellen Blutgase
gilt weiterhin als Goldstandard bei der Sicherung der Diagnose der pulmonalen
Hypertonie [3]. Die Messung des Herzzeitvolumens erfolgt in der Regel mittels
Thermodilution, welche auch bei sehr kleinem HZV verldssliche Ergebnisse liefert [33].
Zusitzlich bietet der Rechtsherzkatheter die Mdglichkeit der pharmakologischen
Testung. Dabei kommen inhalatives Stickstoffmonoxid (NO), Phosphodiesterase-5-
Hemmer und Prostazyklin-Analoga zum Einsatz [34-37]. Der Rechtsherzkatheter stellt
eine technisch anspruchsvolle Untersuchung dar, welche in 1,1% der Fille mit einer
ernsthaften Komplikation einhergeht. Die héufigsten Komplikationen sind mit dem
vendsen Zugang assoziiert (Himatome, Pneumothorax), gefolgt von Arrhythmien und
Hypotensionen wihrend der pharmakologischen Testung [38]. Eine genaue
Beschreibung der Durchfithrung des Rechtsherzkatheters am Universitdtsklinikum

GieBen erfolgt unter 3.1.2.
1.1.6 Therapie der pulmonalen Hypertonie

1.1.6.1 Spezifische medikamentdse Therapie

Zur spezifischen medikamentosen Therapie der pulmonalen Hypertonie sind neben
Kalziumkanalblockern, Endothelin Rezeptor Antagonisten, Phosphodiesterase Typ 5
Inhibitoren, Stimulatoren der loslichen Guanylatcyclase, Prostazyklinanaloga und IP

Prostazyklin Rezeptor Agonisten zugelassen [17, 39].

1.2 Biomarker

Der Begriff Biomarker leitet sich von biological marker ab und beschreibt ein weites
Spektrum von medizinischen Zeichen, dabei handelt es sich um objektiv messbare und
reproduzierbare medizinische Zusténde [40]. Die Biomarker Definitions Working Group
definiert einen Biomarker als ein Charakteristikum das objektiv messbar ist und als ein
Indikator von normalen biologischen Prozessen, pathologischen Prozessen bzw. einen
Indikator der eine Antwort auf eine pharmakologische therapeutische Intervention
aufzeigt [41]. Es werden unter anderem drei verscheidene Arten von Biomarkern
unterschieden: diagnostische, prognostische und Biomarker zur Beurteilung des
Schweregrades. Fiir die pulmonale Hypertonie schlieBt dies zum Beispiel

pathophysiologische Prozesse wie die endotheliale Dysfunktion, Thrombosen,
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oxidativen Stress, aber auch eine rechtsventrikuldre Belastung und Insuffizienz ein [42].
Jedoch konnten bisher keine verlédsslichen diagnostischen und nur wenige prognostische
Laborparameter im Zusammenhang mit der pulmonalen Hypertonie identifiziert werden
[43]. Brain natriuretic peptide (BNP) und das wihrend der Spaltung von Pro-Brain
natriuretic peptide (proBNP) entstehende N-terminal B-type natriuretic peptide (NT-
proBNP) sind in verschiedenen Studien sowohl zum Zeitpunkt der Diagnose (Baseline)
als auch im Verlauf (Follow-up) als unabhiingiger Pridiktor fiir das Uberleben fiir
Patienten mit pulmonaler Hypertonie nachgewiesen [44-46]. Die Serum Konzentration
von NT-proBNP stellt in Kombination mit der funktionellen Vitalkapazitit, der
Kohlenmonoxid Diffusionskapazitit, dem Vorhandensein von Teleangiektasien, der
Serum  Harnsdurekonzentration,  Anti-Zentromer  Antikdrpern  und  einer
Rechtsverschiebung des Lagetyps im Elektrokardiogramm mit einer Sensitivitit von
97% und einer Spezifitit von 82% einen guten Screening-Test flir Patienten mit dem
Verdacht einer pulmonalen Hypertonie dar [5]. Patienten mit NT-proBNP Spiegel
>1800 ng/L haben dabei ein schlechteres Uberleben als Patienten mit niedrigeren
Werten [47]. Dariiber hinaus wird ein verminderter artericller Kohlendioxid
Partialdruck (PaCO;) in Ruhe mit einer schlechteren Prognose in Verbindung gebracht
[48]. Zudem ist die Serum Harnsdure-Konzentration als unabhdngiger Pridiktor
nachgewiesen. Die Konzentration der Harnséure korreliert dabei negativ mit dem HZV,
positiv mit der PVR und dem RAP und zeigt einen signifikanten Abfall wiahrend der
vasodilatorischen Therapie [49, 50].

AuBerdem stellt das C-reaktive Protein (CRP) einen Pridiktor fiir das Uberleben und
das Ansprechen auf eine Therapie fiir die PAH dar [51].

1.3 Transforming Growth Factor

Zur Transforming Growth Factor f (TGF-B) Familie zéhlen {iber 40 Mitglieder. Diese
teilen sich wiederum auf in TGF-fs, Activine, Nodale, Bone morphogentic Proteine und
Growth differentiation factors [52]. Bisher sind drei Isoformen der Transformierenden
Wachstumsfaktoren Beta (TGF- B 1, TGF- 8 2, TGF- B 3) in Sdugetieren bekannt. Alle
drei Isoformen werden von den meisten Zellen in einer inaktiven Form sekretiert und
bendtigen eine weitere Aktivierung [53]. Mitglieder der TGF-B Familie zeigen ein
breites Spektrum von Effekten auf Zellen. Sie regulieren unter anderem das
Zellwachstum, die Zelldifferenzierung, die Produktion der extrazelluldren Matrix, die

Apoptose und modulieren das Immunsystem. Dariiber hinaus spielen sie eine wichtige
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Rolle bei der Zelldifferenzierung in der Embryonalentwicklung [54]. TGF-$ Proteine
aktivieren die SMAD-Kaskade durch Bindung an Serin/Threonin Kinase Rezeptoren
vom Typ I wund II. Der Begriff SMAD beschreibt eine Gruppe von
Transkriptionsfaktoren, die Einfluss auf die Signalkaskade von TGF-f3 nehmen. Dabei
leitet sich der Name vom Drosophila Protein MAD (Mothers Against Decapentaplegic)
und vom Caenorhabditis elegans Protein SMA (Small body size) ab [55]. Der
intrazelluldr ausgelste Signalweg wird in SMAD-abhéngig und SMAD-unabhéngig
eingeteilt [56]. Die SMAD Proteine werden in drei Klassen eingeteilt: Rezeptor-
regulierende SMAD (R-SMAD), Co-mediator SMAD (Co-SMAD) und inhibitorische
SMAD (I-SMAD). Das breite Spektrum an Effekten ergibt sich durch die grof3e Vielfalt

der spezifischen Genantwort der unterschiedlichen Zellen [57].

1.3.1 Growth-differentiation-factor 15

Growth-differentiation-factor 15 (GDF-15) ist identisch mit dem Makrophagen-
inhibierenden Zytokin-1 (MIC-1), dem placental bone morphogenetic protein (PLAB),
dem placental transforming growth factor-p (PTGFB) und dem nonsteroidal
antiinflammatory drug-activated gene-1 (NAG-1) [58-61].
Growth-differentiation-factor 15 wird als 40 kDa Prepropeptid translatiert. Nach einer
Dimerisation mittels Disulfidbriicken am Endoplasmatischen Retikulum, wird das
Dimer durch Proteasen an der Aminosdure 196 gespalten. Im Gegensatz zu anderen
TGF-B Molekiilen wird das Propeptid nicht fiir eine weitere Faltung und Sekretion
benotigt. Von diesem Propeptid wird das N-terminale Ende abgespalten und GDF-15
wird als 30 kDa groBes, durch Disulfidbriicken verbundenes, biologisch aktives Protein
sekretiert. Die Sekretion wiederum wird durch multiple Faktoren und Zytokine
verstirkt. Dabei verstirken Interleukin-1-f (IL-1pB), Interleukin-2 (IL-2) und Tumor
Nekrose Faktor o (TNF-a) die Expression in Makrophagen [58, 62].

GDF-15 wird unter physiologischen Bedingungen vorrangig in der Leber, Prostata und
der Plazenta exprimiert, [52, 59, 63]. Im Kardiovaskuldren-System wird GDF-15 vor
allem in Kardiomyozyten, Makrophagen, Endothelzellen, glatten Muskelzellen und
Adipozyten exprimiert [64]. Zum jetzigen Zeitpunkt ist wenig bekannt iiber die
Exprimierung in der Lunge [65]. Unter Hypoxie, oxydativen Stress sowie
Entziindungen findet sich eine verstirkte Exprimierung. Diese wird induziert durch
einen Stickstoffmonoxid-abhingigen Signalweg. Des Weiteren findet sich eine

verstirkte  Exprimierung bei anderen kardiovaskuldren Erkrankungen wie



Atherosklerose, einer erhohten Vorlast und der damit verbundenen Herzinsuffizienz
[52, 64]. Aufgrund der Assoziation von GDF-15 mit Biomarkern, der extrazelluldren
Matrix und Biomarkern, die eine endotheliale Dysfunktion aufzeigen wird vermutet,
dass die Konzentration von GDF-15 die unterschiedlichsten Signalwege fiir die
Entstehung und den Verlauf von Atherosklerose widerspiegelt [66]. Experimentelle
Studien mit Kardiomyozyten bringen die Vermutung auf, dass GDF-15 eine protektive
Rolle bei kardialen Schiden und der damit verbundenen Adaptation spielt [67].

Ferner sind erhohte Plasmakonzentrationen bei Patienten mit Chronisch Obstruktiver
Lungenerkrankung (COPD) nachgewiesen und Zigarettenrauch erhoht die Produktion
von GDF-15 in pulmonalen Epithelzellen, was zu einer Aktivierung von
Phosphoinoinositid-3-Kinasen und der vermehrten Produktion von Mucin 5AC
(MUCSAC) fiihrt [68, 69].

Gesondert konnten in einer experimentellen Studie erhdhte Werte von GDF-15 in
pulmonalen vaskuldren Endothelzellen von Patienten mit Pulmonaler Hypertonie
nachgewiesen werden. Die damit verbundenen Effekte auf die Proliferation und
Apoptose der pulmonalen Endothelzellen lassen die Vermutung autkommen, dass GDF-
15 eine wichtige Rolle in der Homdostase der vaskuldren Endothelzellen spielt [65].
GDF-15 ist ein starker unabhiingiger Pridiktor fiir das Uberleben von Patienten mit
Koronarer Herzkrankheit (KHK), sowohl fiir die stabile als auch fiir die instabile
Angina Pectoris [70]. Dariiber hinaus ist GDF-15 ein prognostischer Biomarker fiir
Patienten mit einem ST-elevation myocardial infarction (STEMI), einem Herzinfarkt
mit einer signifikanten ST-Streckenhebung im EKG [71]. In Bezug auf die pulmonale
Hypertonie sind erhohte GDF-15 Plasmaspiegel bei Patienten mit [IPAH nachgewiesen.
Dabei dient eine GDF-15 Konzentration > 1200 ng/l als oberes Limit. Diese korreliert
in mehreren Studien unabhingig mit dem Uberleben [72, 73]. AuBerdem zeigen sich
Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne CTEPH sowie zwischen Patienten die
eine pulmonale Hypertonie assoziiert mit einer Sklerodermie haben und Sklerodermie

Patienten ohne pulmonale Hypertonie [74, 75].

1.3.2 Activin A
Activin A ist ebenfalls ein Mitglied der TGF-f Superfamilie. Es besteht aus zwei iiber
Disulfidbriicken verbundene B-Untereinheiten (BA,BB), die wiederum mit einer o-

Untereinheit zum Inhibin  dimerisieren konnen. Dabei konnen sich zwei

unterschiedliche Formen bilden, Inhibin A (afA) und Inhibin B (affB). Aus den



jeweiligen B-Untereinheiten konnen sich folglich drei unterschiedliche Formen von
Activin bilden, Activin A (BA, BA), Activin B (BB, BB) und Activin AB (BA, BB) [76].
Activin A wird in metaplastischen Epithelzellen, hyperplastischen glatten Muskelzellen,
T-Helfer-Zellen (TH2), Trophoblasten, aktivierten Monozyten und Makrophagen
exprimiert[77, 78]. Es zeigt sich eine verstirkte Expression in glatten Muskelzellen bei
Patienten mit primdrer und sekundérer pulmonaler Hypertonie und Asthma [78, 79].
Der Signalweg des Activin A verlduft analog zu anderen Mitgliedern der TGF-f
Superfamilie iiber SMAD2 und SMAD?3 [80]. Zudem wird die Interaktion von Activin
A mit dem Rezeptor durch Follistatin reguliert, indem es die Bindung verhindert [81].
Activin A wird innerhalb inflammatorischer Prozesse mit Fibrosierung und
Gewebsumbau in Verbindung gebracht. Dabei wird Activin A wéhrend der frithen
Kaskade fast zeitgleich mit TNF-a und vor Interleukin 6 (IL-6) ausgeschiittet [82].
Activin A fiihrt zu einer Zunahme der Differenzierung von proinflamatorischen
Makrophagen M1 und zu einer Reduzierung der immunsuppressiven M2 Makrophagen.
Die Regulation der Polarisation erfolgt iiber die SMAD2 Kaskade [83]. Es konnte
gezeigt werden, dass die Activin A Konzentration mit dem Alter signifikant zunimmt,
jedoch ausschlieBlich bei minnlichen Patienten [84]. In experimentellen Studien
konnten erhohte Serumlevel von Activin A bei Patienten mit einem Herzversagen
nachgewiesen werden. Zudem korrelierten die Spiegel mit dem Schweregrad der
Erkrankung, den himodynamischen und neurohormonalen Parametern [85]. AuBlerdem
wird Activin A eine entscheidende Rolle in der Pathogenese des myokardialen
Remodelings zugesprochen. Im Zusammenhang mit Matrix Metalloproteinasen (MMP)
und tissue inhibitors der MMPs (TIMP) beeinflusst Activin die Balance der Synthese
der extrazelluldren Matrix [86, 87]. Zusitzlich scheint Activin A, die Ausschiittung des
Monocyte Chemoatractant Protein-1 (MCP-1) zu verstirken, welches eine lokale
Entziindungsreaktion hervorruft. Uberdies zeigte sich, dass Activin A die Expression
der Gene, die fiir BNP und das arteriale natriuretische Peptid (ANP) kodieren, erhdht
[86, 88]. Bei gesunden Patienten im Alter zwischen 18 und 50 Jahren zeigen sich
Serumkonzentrationen von Activin A von 87+4 pg/ml, im Alter zwischen 51 und 65
Jahren 110£5 pg/ml und iiber 65 Jahren 150+9 pg/ml [89]. In Bezug auf die pulmonale
Hypertonie sind erhohte Activin A Konzentrationen im Plasma von Patienten mit IPAH,
CTEPH und PH assoziiert mit anderen Erkrankungen, nachgewiesen. Dariiber hinaus
sind auch im Tiermodell erhohte Konzentrationen nachgewiesen und es konnte gezeigt

werden, dass Activin A die Genexpression von Endothelin-1 und plasminogen activator
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inhibitor-1 (PAI-1) in glatten Muskelzellen der Pulmonalarterie verstirkt, die im
Zusammenhang mit dem vaskuliren Umbau stehen [90]. Zudem zeigen sich
Korrelationen zwischen Mutationen im Activin A-Rezeptor bei Kindern mit

kongenitaler PH [91].

2 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist zu {liberpriifen, ob es sich bei Growth Differentiation Factor-
15 oder bei Activin A um einen diagnostischen, prognostischen oder einen Biomarker

zur Beurteilung des Schweregrades fiir die pulmonale Hypertonie handelt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Tabelle 3.1 Gerite und Materialen

Name Hersteller

Human GDF-15 ELISA Kit RayBiotech Inc. , Norcross, Vereinigte
Staaten

Human/Mouse/Rat Activin A Quantikine R&D Systems Inc., Minneapolis, Vereinigte

ELISA Kit Staaten

Photometer Infinite M200Pro Tecan, Miannedorf, Schweiz

Zentrifuge Mikro 200R Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge Rotina 46RS Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Thriller Thermo-Inkubationsmischer Peqlab, Erlangen, Deutschland

Wipptisch Mini Rocker Shaker MR-1 Biosan, Riga, Lettland

3.1.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasst 185 bzw. 170 Patienten fiir GDF-15 bzw. Activin A.
Diese gliedern sich in fiinf Untergruppen: 38 bzw. 35 Patienten mit [IPAH, 40 bzw. 36
Patienten mit CTEPH, 38 bzw. 35 Patienten mit CTD, 27 bzw. 26 Patienten mit PVH

und 42 bzw. 38 Patienten ohne pulmonale Hypertonie, die als Ausschlussgruppe dienen.

3.1.2 Rechtsherzkatheter

Die Rechtsherzkatheter-Untersuchung ist der Goldstandard zur Diagnostik der
pulmonalen Hypertonie und hilft dariiber hinaus, Entscheidungen zur genaueren
Klassifizierung treffen zu konnen. Zusétzlich besteht die Moglichkeit der
pharmakologischen Testung widhrend der Untersuchung. Im Universitdtsklinikum
Giessen und Marburg, Standort Giessen, wird nach sonographischer Beurteilung der
Halsvenen mittels Seldinger Technik ein zentralvendser Zugang in aller Regel iiber die
rechte Vena jugularis interna geschaffen. Uber die in die Vene eingebrachte Schleuse
wird ein vierlumiger 7,0 F Swan Ganz Katheter mit einer Lénge von 110cm
vorgeschoben. Der Rechtsherzkatheter ermoglicht die direkte Messung vieler
hdmodynamischer Werte. Dazu zdhlen der mittlere zentrale Venendruck (CVP), der
mittlere rechtsartriale Druck (RAP), der rechtsventrikulire Druck (RVP) und der
pulmonalarterielle Druck (PAP). Dariiber hinaus werden die Herzfrequenz (HF), der
Blutdruck (RR), die O2-Séttigung und die Blutgase (vends und arteriell) aufgezeichnet.

Auf Grundlage dieser Parameter lassen sich weitere Werte ermitteln, wie der
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pulmonalarterielle GefaBwiderstand (Pulmonary vascular resistance, PVR), der
Herzindex (Cardiac Index, CI) und viele weitere.

Seltene Komplikationen des Rechtsherzkatheters sind hidmodynamisch relevante
Herzrhythmusstorungen, Klappenschidigungen und punktionsbedingte
Komplikationen. Sehr selten kann es zu einer Pulmonalarterienruptur kommen. Als
hiufigere Komplikationen zeigen sich jedoch katheterassoziierte Infektionen und
Thrombenbildung. Am Universititsklinikum Giessen werden daher prophylaktisch
Cefazolin 2 g als ,single shot”, sowie Heparin 5000IE intravends (i.v.) als Bolus

gegeben.

3.1.3 Blutproben

Allen Patienten werden wéhrend der Rechtsherzkatheter-Untersuchung nach der ersten
Basismessung Blutproben aus der Pulmonalarterie entnommen. Dabei werden jeweils
zwei kleine Citrat Blutentnahmerdhrchen und zwei grofle Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) Blutentnahmerdhrchen entnommen.

Diese werden anschlieend in der Zentrifuge bei 3000 rpm 10 Minuten zentrifugiert.
Das Plasma wird bei beiden Citrat und bei einem EDTA Blutentnahmerdhrchen
entnommen. Das zweite EDTA Blutentnahmeréhrchen wird als Vollblut verwendet.
Danach werden die Proben aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Im Labor werden die Proben aufgetaut und in der Zentrifuge bei 3000 rpm 3 Minuten
zentrifugiert. Danach werden die Proben ein weiteres Mal aliquotiert und bei -80 °C

gelagert.

3.2 ELISA

ELISA steht fiir Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay, ibersetzt Enzym-gebundenes
Immunabsorptionsverfahren. Es handelt sich um ein auf Antikérperbindung basierendes
Nachweisverfahren zur quantitativen Bestimmung von Proteinen, Viren oder auch
Hormonen [92]. Diese Nachweismethode wurde simultan von der Forschungsgruppe
um Peter Perlmann und Eva Engvall an der Universitit von Stockholm, als auch von der
Forschungsgruppe um Anton Schuurs und Bauke van Weemen aus den Niederlanden ab
1960 entwickelt. Sie ist heutzutage in vielen medizinischen Labors in automatischen
Analysegeriten vertreten. Der Einfluss der Methodik wird dadurch bestérkt, dass sie seit
1970 als Schliisselwort in der Literatur aufgefiihrt wird und heute als etabliertes

Verfahren Arzte und Patienten tiglich unterstiitzt [93].
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Abbildung 3.1 Schematische Darstellung der Schritte eines ELISA

Im ersten Arbeitsschritt (1.) werden die als Wells bezeichneten Vertiefungen mit dem
fiir das Antigen spezifischen Antikorper beschichtet. Im Anschluss daran, wird das
Antigen zu dem Well hinzugegeben und bindet an den am Boden befindlichen
Antikorper (2). Im anschlieBenden Waschvorgang werden alle nicht gebundenen
Probenbestandteile aus dem Well entfernt. Im dritten Arbeitsschritt, wird ein mit einem
Enzym versehener Antikdrper hinzugeben, der spezifisch an die zuvor gebildeten
Antikorper-Antigen-Komplexe bindet (3.). Im anschlieBenden Waschvorgang werden
alle nicht gebundenen Antikorper entfernt. Es wird ein Substrat hinzugegeben, das
durch das Enzym in einen Indikator umgewandelt wird. Die Losung férbt sich starker
blau, je mehr Antikdrper-Antigen-Antikorper-Komplexe vorhanden sind und ldsst somit
eine Aussage iliber die Quantitit des Antigens zu. Im letzten Schritt wird eine Séure
hinzugeben, die den pH-Wert der Losung senkt und somit die Aktivitit des Enzyms
beendet. Die Losung férbt sich aufgrund der pH-Wert Verdnderung gelb (4.). Die Stirke
der Gelbfiarbung ist weiterhin proportional zur Konzentration des Antigens.
Anschliefend wird die Absorption der jeweiligen Losung in einem Photometer
gemessen und in Bezug zu der Absorption des Standardantigens gebracht, um eine

Aussage tiber die absolute Konzentration treffen zu kénnen.
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3.2.1 GDF-15

Zur der Bestimmung der GDF-15 Konzentration wird ein Sandwich ELISA der Firma
Ray Biotech benutzt. Zundchst werden alle Reagenzien und Proben auf
Raumtemperatur (RT) aufgewédrmt. Das konzentrierte Assay Diluent wird 5-fach mit
deionisierten Wasser verdiinnt. Die EDTA-Blutplasmaproben werden 1:25 mit dem
vorbereiteten Assay Diluent verdiinnt. Im Anschluss wird der GDF-15 Standard
vorbereitet, indem die Standardampulle 1 min bei 3000 rpm zentrifugiert wird, sodass
sich das Pulver vollstindig am Boden der Ampulle sammelt. Danach werden 400 pl
Assay Diluent hinzugegeben, um eine 50 ng/ml Standardlosung zu erstellen. Die
Ampulle wird 5 min auf dem Wipptisch gelagert, um das Pulver vollstindig aufzuldsen.
Im néchsten Schritt werden 8 pl der Standardlosung in ein Mikroreaktionsgefdll mit 492
wl Assay Diluent gegeben, um eine 800 pg/ml Standardldsung herzustellen. Diese dient
als der hochste Standard. Zur Herstellung der weiteren Verdiinnungen werden 200 pl
der vorbereiteten 800 pg/ml Standardlosung in ein Mikroreaktionsgefdl mit 300 pl
Assay Diluent gegeben. Aus diesem Mikroreaktionsgefal werden 200 pl in ein weiteres
Mikroreaktionsgefdl mit 300 pl Assay Diluent gegeben. Dieser Schritt wird viermal
wiederholt, um Standardlésungen mit den Konzentrationen 800 pg/ml, 266,7 pg/ml,
88,89 pg/ml, 29,63 pg/ml, 9,88 pg/ml, 3,29 pg/ml und 1,10 pg/ml herzustellen. Das
letzte Mikroreaktionsgefdl mit ausschlieBlich Assay Diluent dient als Blank, der von
allen Werten subtrahiert wird.

Im néchsten Arbeitsschritt werden jeweils 100 pl des Standards und der Proben als
Duplikate auf die 96 Well Platte aufgetragen und 2.5 Stunden bei Raumtemperatur auf
dem Mini Rocker Wipptisch inkubiert. Wahrenddessen wird der Waschpuffer 20-fach
mit deionisierten Wasser verdiinnt. Die Ampulle des biotinylierten Antikdrpers wird
eine Minute bei 3000 rpm zentrifugiert. Danach werden 100 pl Assay Diluent
hinzugegeben, um ein Antikdrperkonzentrat zu erstellen. Dieses Konzentrat wird 80-
fach mit Assay Diluent verdiinnt. Im Anschluss an die Inkubation, werden die Wells
viermal mit jeweils 300 pl des vorbereiteten Waschpuffers gewaschen. Nach dem
Waschen werden die Fliissigkeiten durch Invertieren der Platte und Klopfen gegen
Papiertiicher vollstandig entfernt.

Im Anschluss, werden jeweils 100 pl des vorbereiteten biotinylierten Antikdrpers zu
jedem Well hinzugegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Mini
Rocker Wipptisch inkubiert. Wéhrend der Inkubation wird die HRP-Streptavidin

Ampulle eine Minute bei 3000 rpm zentrifugiert und hoch und runter pipettiert, um die
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Losung gleichméBig zu vermischen. AnschlieBend wird das Streptavidin Konzentrat
500 fach mit Assay Diluent verdiinnt.

Im Anschluss an die einstlindige Inkubation werden die Wells viermal mit jeweils 300
ul des vorbereiteten Waschpuffers, wie bereits oben beschrieben, gewaschen. Nach dem
Waschen werden die Fliissigkeiten durch Invertieren der Platte und Klopfen gegen
Papiertiicher vollstandig entfernt. In die Wells werden jeweils 100 pl des TMB Substrats
gegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur, im Dunkeln, auf dem Mini Rocker
Wipptisch inkubiert. Die Losung férbt sich nun in Relation zur Konzentration stirker
blau. Im letzten Arbeitsschritt, werden jeweils 50 pl der Stop Solution hinzugegeben
und die Losung férbt sich entsprechend der Konzentration gelb. Die Platte wird direkt
im Anschluss bei 450 nm im Photometer gemessen. Die Achsen zur Darstellung der
Standardkurve werden beide in logarithmischer Form gewéhlt. Auf der X-Achse wird
die Absorption aufgetragen, auf der Y-Achse die Konzentration.

Die Berechnung der Konzentration der Proben erfolgt anhand der Starke der Absorption

der jeweiligen Probe in Relation zur Standardkurve.

3.2.2 Activin A

Zur der Bestimmung der Activin A Konzentration wird ein Sandwich ELISA der Firma
R&D benutzt. Da hohe Konzentrationen von Activin A im Speichel gefunden werden
konnen, wird wéihrend der gesamten Messung ein Mundschutz getragen. Zundchst
werden alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur aufgewarmt. Anschlieend
werden 200 pl des biotinylierten Activin A Antikorpers in jedes Well gegeben und 20
min auf dem Orbital Mischer bei 500 rpm und Raumtemperatur inkubiert.
Wiéhrenddessen wird der Waschpuffer 25-fach mit deionisierten Wasser verdiinnt. Im
Anschluss an die Inkubation werden die Wells zweimal mit jeweils mit 400 pl des
vorbereiteten Waschpuffers gewaschen. Nach dem Waschen werden die Fliissigkeiten
durch Invertieren der Platte und Klopfen gegen Papiertiicher vollstindig entfernt. Es
werden direkt 100 pl der Assay Diluent RD1-81 in jedes Well gegeben. Die EDTA-
Blutplasmaproben werden 1:5 mit dem Calibrator Diluent RDS5-54 verdiinnt. Im
Anschluss wird der Activin A Standard vorbereitet, indem 100 pl des Standards in ein
Mikroreaktionsgefdll mit 900 pl Calibrator Diluent RD5-54 gegeben werden, um einen
1000 pg/ml Standard herzustellen. Diese dient als der hochste Standard. Zur Herstellung
der weiteren Verdiinnungen, werden 500 pl der vorbereiteten 1000 pg/ml

Standardldsung in ein Mikroreaktionsgefdl mit 500 ul Calibrator Diluent RDS5-54
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gegeben. Aus diesem Mikroreaktionsgefil werden 500 pl in ein weiteres
Mikroreaktionsgefdl mit 500 ul Calibrator Diluent RD5-54 gegeben. Dieser Schritt
wird viermal wiederholt, um Standardlésungen mit den Konzentrationen 1000 pg/ml,
500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml und 15,6 pg/ml herzustellen.
Das letzte Mikroreaktionsgefdl mit ausschlieBlich Calibrator Diluent RD5-54 dient als
Blank, der von allen Werten subtrahiert wird.

Im néchsten Arbeitsschritt werden jeweils 100 pl des Standards und der Proben als
Duplikate auf die 96 Well Platte aufgetragen und 3 h bei Raumtemperatur auf dem
Orbital-Inkubationsmischer bei 500 rpm inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation,
werden die Wells sechsmal mit jeweils 400 pl des vorbereiteten Waschpuffers
gewaschen. Nach dem Waschen werden die Fliissigkeiten durch Invertieren der Platte
und Klopfen gegen Papiertiicher vollstindig entfernt. Danach werden 200 ul Activin A
Konjugat zu jedem Well hinzugegeben und 1 h bei Raumtemperatur auf dem Orbital-
Inkubationsmischer bei 500 rpm inkubiert.

Die Color Reagents A und B werden 15 min vor dem Ende der Inkubationszeit zu
einem Substrat zusammengemischt und vor Licht geschiitzt. Im Anschluss an die
einstiindige Inkubation werden die Wells sechsmal mit jeweils mit 400 pl des
vorbereiteten Waschpuffers gewaschen. Nach dem Waschen werden die Fliissigkeiten
durch Invertieren der Platte und Klopfen gegen Papiertiicher vollstindig entfernt.

In die Wells werden jeweils 200 pl des Substrats gegeben und fiir 30 min bei
Raumtemperatur, im Dunkeln, auf der Arbeitsbank inkubiert. Die Losung farbt sich nun
in Relation zur Konzentration stirker blau. Im letzten Arbeitsschritt werden jeweils 50
ul der Stop Solution hinzugegeben und die Losung farbt sich entsprechend der
Konzentration gelb. Die Platte wird direkt im Anschluss bei 540 nm im Photometer
gemessen. Die Achsen zur Darstellung der Standardkurve werden beide in
logarithmischer Form gewihlt. Auf der X-Achse wird die Absorption aufgetragen, auf
der Y-Achse die Konzentration.

Die Berechnung der Konzentration der Proben erfolgt anhand der Starke der Absorption

der jeweiligen Probe in Relation zur Standardkurve.
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3.3 Statistische Analyse

Die Datenanalyse erfolgt mit Hilfe von SPSS 21 (SPSS Inc.; Chicago, Illinois). Die
Verfahren werden der jeweiligen Fragestellung angepasst. Zur Darstellung der
Uberlebensanalysen wird die Kaplan-Meier-Methode gewihlt. Zusitzlich wird die Cox-
Regressionsanalyse benutzt, um Aussagen iiber den Einfluss des Biomarkers auf das
Uberleben treffen zu konnen.

Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik werden als Mittelwert + Standardabweichung
(SD) fiir normalverteilte bzw. Median und Interquartilabstand (IQR) fiir nicht
normalverteilte Werte angegeben. Vergleiche zwischen diskreten Werten erfolgen
mittels nichtparametrischen Test (Kruskal-Wallis Test). Vergleiche der Konzentration
des Biomarkers in den unterschiedlichen Atiologien erfolgen mittels ANOVA und
anschlieendem Post Hoc Test (Tukey HSD). Die Korrelationen der himodynamischen
Parameter mit der Konzentration des Biomarkers werden mittels Pearson-
Korrelationskoeffizient dargestellt. Das Signifikanzniveau wird mit 0,05 definiert. Das

Signifikanzniveau fiir die Cox Regression wird mit 0,124 definiert.

Die Analyse der Uberlebenszeit erfolgte mit der Kaplan-Meier-Methode.

In dieser Arbeit wird die Kaplan-Meier-Analyse benutzt, um das Uberleben bezogen auf
den Biomarker und die Zeit bis zur Therapieerweiterung bezogen auf den Biomarker,
darzustellen. In der multivariaten Cox-Analyse wird der Einfluss des Biomarkers auf
das Uberleben in Abhingigkeit des Geschlechts, PVR, SMWD und der NYHA-

Klassifikation untersucht.
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4 Ergebnisse

4.1 GDF-15

4.1.1 Patientenkollektiv

Die GDF-15-Konzentration wird bei 185 Patienten gemessen. Von diesen sind 112
weiblich (61%) und 73 ménnlich (39%). 38 Patienten (20%) haben eine idiopathische
pulmonal arterielle Hypertonie (IPAH) davon sind 23 weiblich (61%), 38 Patienten
(20%) haben eine pulmonal arterielle Hypertonie assoziiert mit Kollagenosen (CTD)
davon sind 31 weiblich (81%), 40 Patienten (21%) haben eine chronisch
thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH) davon sind 17 weiblich (43%), 27
Patienten (15%) haben eine pulmonale Hypertonie bei Linksherzversagen (PVH) davon
sind 15 weiblich (56%) und 42 Patienten (23%) haben keine pulmonale Hypertonie und

dienen als  Ausschlussgruppe von diesen sind 26  weiblich  (62%).

4.1.1.1 NYHA-Klassifikation

45 Patienten (24%) sind in NYHA-Klasse II, 100 Patienten (54%) sind in NYHA-
Klasse IIT und 26 Patienten (14%) sind in NYHA-Klasse IV. Bei 14 Patienten fehlt die
NYHA-Klassifikation. Bezogen auf die unterschiedlichen Diagnosen sind 13 der 38
IPAH Patienten in NYHA-Klasse II, 20 in NYHA-Klasse III und 5 in NYHA-Klasse
IV. 6 der 38 CTD Patienten sind in NYHA-Klasse II, 20 in NYHA-Klasse III und 11 in
NYHA-Klasse IV, bei einem Patienten fehlt die NYHA-Klassifikation. 10 der 40
CTEPH Patienten sind in NYHA-Klasse II, 24 in NYHA-Klasse III und 5 in NYHA-
Klasse IV, bei einem Patienten fehlt die NYHA-Klassifikation. 10 der 27 PVH
Patienten sind in NYHA-Klasse II, 14 in NYHA-Klasse III und 3 in NYHA-Klasse IV.
6 der 42 Ausschluss Patienten sind in NYHA-Klasse II, 22 in NYHA-Klasse III und 2
in NYHA-Klasse IV, bei 12 Patienten fehlt die NYHA-Klassifikation.

Die himodynamischen Parameter des gesamten Patientenkollektivs sind in Tabelle 4.1
aufgefiihrt. In Tabelle 4.2 sind die hdmodynamischen Parameter der jeweiligen

Atiologien dargestellt.
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Tabelle 4.1 Charakteristika des gesamten GDF-15-Kollektivs

Himodynamik Einheit Mittelwert+=SD
Median [IQR]

SMWD m (n=152) 320+123

mPAP mmHg (n=185) 37£15

PAWP mmHg (n=185) 10£5

HZV I/min (n=185) 4,5+1,2

CI 1/min/m’ (n=185) 2,4+0,6

PVR dyn*sec*cm™ | (n=185) 443 [536]

Tabelle 4.2 Charakteristika der einzelnen Atiologien des GDF-15-Kollektivs

Himo- |Einheit |IPAH CTD CTEPH |PVH Ausschluss
dynamik
SMWD |m 356+133 [309+£130 |303+111  |307+97 319+132
(m=37) |(m=33) |(n=35) (n=21) (n=26)
mPAP  |mmHg  |48+15  |44+l11 4049 39+10 18+4
(n=38) |(n=38) | (n=40) (n=27) (n=42)
PAWP |mmHg |8+3 8+4 9:+4 176 8+4
(n=38) |(n=38) | (n=40) (n=27) (n=42)
HZV I/min 4,0£1,0 |4,2+0,9 |4,5+1,3 4,9+1,2 52+1,3
(n=38) |(n=38) | (n=40) (n=27) (n=42)
CI I/min/m* [2,2+0,6 |2,440,5 |2,3+0,6 2,5+0,6 2,7+0,7
(n=38) |(n=38) | (n=40) (n=27) (n=42)
PVR dyn* 739 [593] | 655 [510] | 505 [408] |320[279] |154[104]
sec*em™ |(n=38) [(n=38) |(n=40) (n=27) (n=42)
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4.1.1.2 Genauere Charakterisierung der Ausschluss-Gruppe

Die Patienten des Ausschluss-Kollektivs sind zum Zeitpunkt des Katheters im Mittel
67+11 Jahre alt und haben einen mittleren Body-Mass-Index (BMI) von 27,43+7,20. In
der Echokardiographie zeigen sie eine mittlere linksventrikuldre Ejektionsfraktion von
59+17, diese Untersuchung fehlt bei 16 Patienten. 16 der 42 Patienten (38,1%) weisen
eine in der Echokardiographie beschriebene diastolische Compliancestérung des linken
Ventrikels auf. Bei 26 Patienten (61,9%) fehlt diese Angabe oder die Untersuchung
wurde nicht durchgefiihrt. 15 der 42 Patienten (35,7%) weisen eine kardiologische
Begleiterkrankung auf, 19 Patienten (45,2%) eine pneumologische, 3 Patienten (7,1%)
eine thrombembolische und 5 Patienten (11,9%) haben eine Kollagenose als

Begleiterkrankung.

4.1.1.3 Plasmakonzentrationen von GDF-15

Die Konzentration von GDF-15 zeigen im gesamten Kollektiv eine Spannweite von 11
pg/ml bis 11821 pg/ml, mit einem MittelwertSD von 2174,39+2032,06 pg/ml. Die
Abweichung, innerhalb der Kontrollen der verschiedenen GDF-15 Messungen, kann
durch das eventuelle wiederholte Auftauen der Proben bedingt sein. Entsprechend
dieser Abweichung der Kontrollen wird eine Messung zweimal wiederholt und es zeigt
sich eine konstante Abweichung innerhalb der Proben. Bei dieser Abweichung ist das
Verhiltnis fiir die Proben innerhalb der drei Messungen fiir alle Proben konstant. Nach
intensiver Analyse der Daten wird die Abweichung der Mittelwerte der einzelnen
Messungen untersucht. Diese befindet sich unterhalb der vom Hersteller angegebenen

12%. Somit werden die erhobenen Daten fiir valide befunden.
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Abbildung 4.1 GDF-15Konzentrationen des Gesamtkollektivs

Nach logarithmieren der GDF-15 Konzentrationen zur Anpassung an eine

Normalverteilung, ergibt sich ein Mittelwert+SD von 7,27+1,00.
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Abbildung 4.2 Logarithmierte GDF-15 Konzentrationen des Gesamtkollektivs

Bezogen auf die unterschiedlichen Diagnosen zeigt sich bei den IPAH Patienten ein
Mittelwert=SD der GDF-15 Konzentration von 1447,51+1348,83 pg/ml, bei den CTD
Patienten von 2781,81+2504,05 pg/ml, bei den CTEPH Patienten von 1933,35+£1378,70
pg/ml, bei den PVH Patienten von 2780,3842572,40 pg/ml und in der
Ausschlussgruppe von 2122,48+2023,26 pg/ml.
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Abbildung 4.3 Boxplot GDF-15 Konzentrationen fiir die unterschiedlichen Diagnosen

Nach logarithmieren weisen die IPAH Patienten einen Mittelwert=SD von 6,80+1,19,
die CTD Patienten von 7,54+0,99, die CTEPH Patienten von 7,32+0,74, dic PVH
Patienten von 7,54+0,96 und die Ausschlussgruppe von 7,25+0,97 auf.

10,07

0
-
[T
8 6,01
[ 211
= 106 187 o
- %30 2
ol o
126
o
4,07
114
*
2,0
T T T T T
IPAH cTD CTEPH PVH Ausschluss
Diagnose

Abbildung 4.4 Boxplot der logarithmierten GDF-15 Konzentrationen der
unterschiedlichen Diagnosen
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Die Varianzanalyse zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen (p=0,01). Nach anschlieBender Uberpriifung mittels Tukey HSD Test erweist
sich der Unterschied zwischen den IPAH Patienten und den CTD Patienten als
signifikant (p=0,011), jedoch als klinisch nicht relevant. Zudem ist der Unterschied
zwischen den IPAH Patienten und den PVH Patienten signifikant (p=0,026), jedoch
ebenfalls nicht klinisch relevant. Die Unterschiede zwischen den Erkrankten und der
Ausschlussgruppe sind nicht signifikant. Daher kann die GDF-15 Konzentration im
Plasma von Patienten mit pulmonaler Hypertonie nicht als diagnostischer Biomarker

genutzt werden.

Die anschlieenden Analysen werden ohne die Ausschluss-Gruppe durchgefiihrt. Dies
dient der korrekten Darstellung der Ergebnisse mit der Fokussierung auf die an

pulmonaler Hypertonie erkrankten Patienten.

4.1.1.4 Korrelation mit der funktionellen Klasse
Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test der logarithmierten Plasmakonzentration

von GDF-15 mit den funktionellen Klassen zeigt keinen signifikanten Wert (p=0,281).
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Abbildung 4.5 Boxplot Logarithmierte GDF-15 Konzentrationen fiir die NYHA-
Klassen
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4.1.1.5 Korrelation mit dem Geschlecht

Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern (p=0,723).
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Abbildung 4.6 Boxplot Logarithmierte GDF-15 Konzentrationen fiir die Geschlechter
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4.1.1.6 Korrelation der himodynamischen Parameter
Die Korrelation der unterschiedlichen hdmodynamischen Parameter mit der

logarithmierten Plasmakonzentration von GDF-15 ist signifikant fiir den PAWP
(p=0,048) bei einem Signifikanzniveau von 0,05 mit einem Pearson-
Korrelationskoeffizienten von 0,165, sowie signifikant fiir die SMWD bei einem
Signifikanzniveau von 0,01 (p=0,001) mit einem Pearson-Korrelationskoeffizienten von

-0,302.
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Abbildung 4.7 Korrelation der logarithmierten GDF-15 Konzentrationen mit PAWP fiir
das Gesamtkollektiv
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Abbildung 4.8 Korrelation der logarithmierten GDF-15 Konzentrationen mit SMWD
fiir das Gesamtkollektiv

In Tabelle 4.3 sind die Korrelationen der himodynamischen Parameter dargestellt.
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Tabelle 4.3 Korrelation der himodynamischen Parameter

Korrelationen mPAP | PAWP | HZV CI PVR SMWD

mPAP Pearson -0,32 -0,364 | -0,374 0,813 0,036
Korrelation
Sig. (2 0,701 <0,001 | <0,001 <0,001 0,686
Seitig)

PAWP Pearson -0,32 0,185 0,081 -0,330 -0,155
Korrelation
Sig. (2 0,701 0,027 0,338 <0,001 0,084
Seitig)

HZV Pearson -0,364 | 0,185 0,888 -0,661 0,048
Korrelation
Sig. (2 <0,001 | 0,027 <0,001 <0,001 0,597
Seitig)

CI Pearson -0,374 | 0,081 0,888 -0,606 0,127
Korrelation
Sig. (2 <0,001 | 0,338 <0,001 <0,001 0,158
Seitig)

PVR Pearson 0,813 -0,330 -0,661 | -0,606 0,020
Korrelation
Sig. (2 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,820
Seitig)

SMWD Pearson 0,036 | -0,155 0,048 0,127 0,020
Korrelation
Sig. (2 0,686 | 0,084 0,597 0,158 0,820
Seitig)
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4.1.2 Mortalitdtsanalyse
Es werden 142 Patienten in die Analyse einbezogen. Von diesen verstarben 26 Patienten
(18,3%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

Das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben liegt bei 91,2%, 75,3% bzw. 70,1%.
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Abbildung 4.9 Kaplan-Meier Kurve fiir das Gesamtkollektiv

Die Konzentrationen werden in Quartile aufgeteilt. Diese Zuteilung zu einem Quartil
wird in allen weiteren Analysen verwendet. Das erste Quartil umfasst 33 Patienten,
davon versterben vier im Beobachtungszeitraum (12,1%). Das erste Quartil weist ein
mittleres Uberleben von 172 Monaten (95% Konfidenzintervall 142-202 Monate) auf.
Das zweite Quartil umfasst 33 Patienten, davon versterben zwei Patienten im
Beobachtungszeitraum (6,1%). Das zweite Quartil weist ein mittleres Uberleben von
160 Monaten (135-185 Monate) auf. Das dritte Quartil umfasst 40 Patienten, von diesen
versterben 8 im Beobachtungszeitraum (20,0%). Das dritte Quartil zeigt ein mittleres
Uberleben von 93 Monaten (67-120 Monate). Das vierte Quartil umfasst 36 Patienten,
von diesen versterben 12 im Beobachtungszeitraum (33,3%). Das vierte Quartil weist

ein mittleres Uberleben von 44 Monaten (30-57 Monate) auf.
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Der Log-Rang Test ist signifikant (p=0,001) fiir die Mortalitit bezogen auf die
logarithmierte GDF15 Konzentration. Die anschlieBende Cox Regression ist ebenfalls
signifikant (p=0,004) mit einem Hazard Ratio (HR) von 2,009. Das Hazard Ratio
jeweils betrachtet gegen das vierte Quartil, ist fiir das erste Quartil 4,61 (p=0,009), fiir
das zweite Quartil 10,53 (p=0,003) und fiir das dritte Quartil 2,31 (p=0,069).

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Bedeutung von GDF-15 als préadiktiver Biomarker

fiir die pulmonale Hypertonie.
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Abbildung 4.10 Kaplan-Meier Kurven nach Quartilen fiir das Gesamtkollektiv
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4.1.3 Time to clinical worsening

Die Time to clinical worsening (TTCW) beschreibt die Zeit bis, aufgrund einer
Verschlechterung der Klinik der Patienten, eine Kombination mehrerer Medikamente
zur Behandlung der Pulmonalen Hypertonie gewéhlt wird. Dieser Parameter dient der

unterstiitzenden Beschreibung der Mortalitdtsanalyse.

Es werden 133 Patienten in die Analyse einbezogen. Von diesen erhalten 53 Patienten
(39,8%) innerhalb des Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie.
Die Wahrscheinlichkeit innerhalb von 1, 3 und 5 Jahren eine Kombinationstherapie zu

erhalten liegt bei 24,2%, 46,9% bzw. 60,3%.
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Abbildung 4.11 Kaplan-Meier Kurve fiir die TTCW fiir das Gesamtkollektiv

Das erste Quartil umfasst 30 Patienten, davon erhalten 13 innerhalb des
Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie (43,3%). Das erste Quartil weist
eine mittlere Zeit bis zur Erweiterung der Therapie von 74 Monaten (95%
Konfidenzintervall 29-120 Monate) auf. Das zweite Quartil umfasst 32 Patienten, davon
erhalten 10 Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie
(31,2%). Das zweite Quartil weist eine mittlere Zeit bis zur Erweiterung der Therapie
von 87 Monaten (49-124 Monate) auf. Das dritte Quartil umfasst 39 Patienten, von
diesen erhalten 16 innerhalb des Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie
(41,0%). Das dritte Quartil zeigt eine mittlere Zeit bis zur Erweiterung der Therapie von

39 Monaten (26-52 Monate). Das vierte Quartil umfasst 32 Patienten, von diesen
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erhalten 14 innerhalb des Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie (43,7%).

Das vierte Quartil weist eine mittlere Zeit bis zur Erweiterung der Therapie von 33

Monaten (17-48 Monate) auf.
Der Log-Rang Test ist nicht signifikant (p=0,160) fiir die TTCW bezogen auf die

logarithmierte GDF15 Konzentration. Die anschlieBende Cox Regression ist signifikant

(p=0,096) mit einem Hazard Ratio von 1,307.
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4.1.4 Uni- und Multivariate Cox Regression der GDF15 Konzentration

In der univariaten Cox Regression zeigt sich der logarithmierte Wert der GDF-15
Konzentration (LN_GDF-15) als signifikanter Pridiktor fiir das Uberleben (p=0.004). In
der multivariaten Analyse zeigt sich, dass LN _GDF-15 weiterhin signifikant ist und

nach der SMWD den zweitstirksten Pradiktor fiir das Uberleben darstellt.

Tabelle 4.4 Uni- und multivariate Cox Regression mit Geschlecht und PVR

Variablen Einzel Analyse Multi Analyse

HR (95% CI) Sig. | HR (95% CI) Sig.

LN _GDF-15 | 2,009 (1,256 bis 3,212) | 0.004 | 2,031 (1,272 bis 3,242) | 0,003

PVR 1,001 (1,000 bis 1,001) | 0,171

Geschlecht 1,883 (0,820 bis 4,325) 0,136

Tabelle 4.5 Multivariate Cox Regression zusitzlich mit SMWD

Variablen Einzel Analyse Multi Analyse

HR (95% CI) Sig. | HR (95% CI) Sig.

LN GDF-15 | 2,009 (1,256 bis 3,212) 0,004 | 1,552 (0,891 bis 2,705) 0,121

PVR 1,001 (1,000 bis 1,002) | 0,223
Geschlecht 1,288 (0,480 bis 3,459) | 0,615
SMWD 0,990 (0,984 bis 0,995) | <0,001
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Tabelle 4.6 Multivariate Cox Regression zusitzlich mit NYHA

Variablen Einzel Analyse Multi Analyse
HR (95% CI) Sig. HR (95% CI) Sig.

LN GDF-15 2,009 (1,256 bis 3,212) 0,004 | 1,396 (0,805 bis 2,419) 0,235
PVR 1,000 (0,999 bis 1,001) 0,728
Geschlecht 0,851 (0,301 bis 2,408) 0,762
SMWD 0,990 (0,985 bis 0,996) 0,001
NYHA 3 0,651 (0,147 bis 2,877) 0,571
NYHA 4 0,254 (0,073 bis 0,884) 0,031

Betrachtet man LN GDF-15 in der univariaten Cox Regression in den jeweiligen

Atiologien, so lassen sich die signifikanten Werte des gesamten Kollektivs nicht

reproduzieren vgl. Tab. 4.7. Dies ldsst sich jedoch durch die geringe GroBe und die

nicht gegebene Anzahl an Todesfdllen der Untergruppen erkldren.

Tabelle 4.7 Vergleich der univariaten Cox Regression in den einzelnen Atiologien

Atiologien

Sig. HR (95% CI)
IPAH 0,317 1,590 (0,641 bis 3,942)
CTD 0,052 1,901 (0,995 bis 3,632)
CTEPH 0,167 2,530 (0,677 bis 9,451)
PVH Nicht moglich
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4.1.5 Uni- und Multivariate Cox Regression der dichotomisierten GDF15
Konzentration

Die logarithmierte Konzentration von GDF15 wird in zwei Kollektive jeweils groBer

bzw. kleiner des Median (7,39) aufgeteilt. Diese Variable wird als LN-GDF-15_dicho

definiert. AnschlieBend wird eine uni- und multivariate Cox Regression durchgefiihrt.

Tabelle 4.8 Uni- und Multivariate Cox Regression der logarithmierten und
dichotomisierten GDF-15 Konzentration mit dem Geschlecht und der SMWD

Variablen Einzel Analyse Multi Analyse

HR (95% CI) Sig. | HR (95% CI) Sig.

LN_GDF-15_dicho | 4,191 (1,655 bis 10,614) | 0,003 | 3,215 (0,805 bis 2,419) | 0,033

Geschlecht 1,252 (0,301 bis 2,408) | 0,640

SMWD 0,990 (0,985 bis 0,996) | <0,001

In der univariaten Cox Regression zeigt sich ein signifikanter Unterschied fiir das
Uberleben (p=0.003) bezogen auf eine LN-GDF-15 Konzentration groBer bzw. kleiner
als der Median. In der multivariaten Analyse zeigt sich, dass LN _GDF-15 dicho
weiterhin signifikant ist, jedoch die SMWD den stéirksten Pridiktor fiir das Uberleben
darstellt. Abbildung 4.13 verdeutlicht den Unterschied des Uberlebens abhiingig davon,
ob die LN_GDF-15 Konzentration grofler bzw. kleiner ist als der Median ist.
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Abbildung 4.13 Kaplan-Meier Kurven fiir die dichotomisierten logarithmierten GDF15
Konzentrationen
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4.1.6 Subgruppenanalyse
4.1.6.1 IPAH Kollektiv

Die hamodynamischen Charakteristika des IPAH-Kollektivs sind in Tab. 4.2 aufgefiihrt.
Die Plasmakonzentration des GDF-15 weist eine Spannweite von 11 pg/ml bis 5823

pg/ml und einen Mittelwert=SD von 1447,514+1348,83 pg/ml auf.
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Abbildung 4.14 GDF-15 Konzentrationen des IPAH-Kollektivs

Nach logarithmieren der GDF-15 Konzentrationen zur Anpassung an eine

Normalverteilung, ergibt sich ein Mittelwert+SD von 6,80+1,19.
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Abbildung 4.15 Logarithmierte GDF-15 Konzentrationen des IPAH-Kollektivs

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test zeigt keinen signifikanten Unterschied

zwischen den einzelnen funktionellen Gruppen (p=0,199). Dariiber hinaus findet sich
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kein Unterschied zwischen den Geschlechtern, sowohl fiir die rational skalierten Werte,
als auch fiir die logarithmierten Werte. Die Korrelationen der logarithmierten GDF-15
Konzentrationen mit den hdmodynamischen Parametern zeigen keinen signifikanten

Zusammenhang.

Es werden 38 Patienten in die Mortalitdtsanalyse einbezogen. Von diesen sterben 7
Patienten (18,4%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

Das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben liegt bei 94,7%, 81,1% bzw. 81,1%.
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Abbildung 4.16 Kaplan-Meier Kurve flir das IPAH-Kollektiv

Das erste Quartil hat ein mittleres Uberleben von 142 Monaten (95% Konfidenzintervall
114-169 Monate), das zweite Quartil 160 Monaten (130-190 Monate), das dritte Quartil
82 Monaten (36-128 Monate) und das vierte Quartil 43 Monaten (22-65 Monate).

Der Log-Rang Test ist nicht signifikant (p=0.219) fiir die Mortalitdt bezogen auf die
logarithmierte GDF-15 Konzentration. Die anschlieBende Cox Regression ist ebenfalls
nicht signifikant (p=0.317) mit einem Hazard Ratio von 1,590. Das Hazard Ratio
betrachtet gegen das vierte Quartil ist fiir das erste Quartil 3,773 (p=0,291), fiir das
zweite Quartil 7,194 (p=0,179) und fiir das dritte Quartil 1,186 (p=0,887).
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Abbildung 4.17 Kaplan-Meier Kurven nach Quartilen fiir das [IPAH-Kollektiv

4.1.6.2 CTD Kollektiv

Die himodynamischen Charakteristika des CTD-Kollektivs sind in Tab. 4.2 aufgefiihrt.
Die Plasmakonzentration des GDF-15 weist eine Spannweite von 147 pg/ml bis 11256
pg/ml und einen Mittelwert+SD von 2781,814+2504,05 pg/ml auf.
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Abbildung 4.18 GDF-15 Konzentrationen des CTD-Kollektivs
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Nach logarithmieren der GDF-15 Konzentrationen zur Anpassung an eine

Normalverteilung, ergibt sich ein Mittelwert+=SD von 7,54+0,99
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Abbildung 4.19 Logarithmierte GDF-15 Konzentrationen des CTD-Kollektivs

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen funktionellen Gruppen (p=0,700). Dariiber hinaus findet sich
kein Unterschied zwischen den Geschlechtern, sowohl fiir die rational skalierten Werte,
als auch fiir die logarithmierten Werte. Die Korrelationen der logarithmierten GDF-15
Konzentration mit den himodynamischen Parametern, zeigt nur fiir den PAWP einen

signifikanten Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,324 (p=0,047).
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Abbildung 4.20 Korrelation der logarithmierten GDF-15 Konzentrationen mit dem
PAWP
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Es werden 38 Patienten in die Mortalititsanalyse einbezogen. Von diesen sterben 14
Patienten (36,8%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

Das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben liegt bei 85,3%, 62,1% bzw. 50,8%.
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Abbildung 4.21 Kaplan-Meier Kurve fiir das CTD-Kollektiv

Der Log-Rang Test ist nicht signifikant (p=0.124) fiir die Mortalitit bezogen auf die
logarithmierte GDF-15 Konzentration.

Die anschliefende Cox Regression ist signifikant (p=0.052) mit einem Hazard Ratio
von 1,901. Das Hazard Ratio betrachtet gegen das vierte Quartil ist fiir das erste Quartil
2,500 (p=0,247), fiir das zweite Quartil 0,000 (p=0,982) und fiir das dritte Quartil 2,740
(p=0,102).
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Abbildung 4.22 Kaplan-Meier Kurven nach Quartilen fiir das CTD-Kollektiv
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4.1.6.3 CTEPH Kollektiv
Die hdmodynamischen Charakteristika des CTEPH-Kollektivs sind in Tab. 4.2

aufgefiihrt. Die Plasmakonzentration des GDF-15 weist eine Spannweite von 214 pg/ml

bis 5952 pg/ml und einen Mittelwert+=SD von 1933,354+1378,70 pg/ml auf.
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Abbildung 4.23 GDF-15 Konzentrationen des CTEPH-Kollektivs

Nach logarithmieren der GDF-15 Konzentrationen zur Anpassung an eine

Normalverteilung, ergibt sich ein Mittelwert+=SD von 7,32 +0,74
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Abbildung 4.24 Logarithmierte GDF-15 Konzentrationen des CTEPH-Kollektivs

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen funktionellen Gruppen (p=0,192). Dariiber hinaus findet sich

kein Unterschied zwischen den Geschlechtern, sowohl fiir die rational skalierten Werte,
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als auch fiir die logarithmierten Werte. Die Korrelationen der logarithmierten GDF-15
Konzentration mit den hdmodynamischen Parametern, zeigt nur fiir die SMWD einen
signifikanten Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten von -0,357

(p=0,035).

9,07

©

(@)
|
o

2
i

LN_GDF15

o

(@)
|
o

5,07

[ [ I I [
100 200 300 400 500
SMWD

Abbildung 4.25 Korrelation der logarithmierten GDF-15 Konzentrationen mit der
SMWD fiir das CTEPH-Kollektiv

Es werden 39 Patienten in die Mortalititsanalyse einbezogen. Von diesen sterben 5
Patienten (12,8%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

Das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben liegt bei 88,0%, 73,4% bzw. 73,4%.
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Abbildung 4.26 Kaplan-Meier Kurve fiir das CTEPH-Kollektiv
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Der Log-Rang Test ist nicht signifikant (p=0.789) fiir die Mortalitit bezogen auf die
logarithmierte GDF-15 Konzentration. Die anschlieBende Cox Regression ist ebenfalls
nicht signifikant (p=0.167) mit einem Hazard Ratio von 2,530. Das Hazard Ratio
betrachtet gegen das vierte Quartil ist fiir das erste Quartil 0,000 (p=0,983), fiir das
zweite Quartil 4,651 (p=0,185) und fiir das dritte Quartil 4,545 (p=0,196).
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Abbildung 4.27 Kaplan-Meier Kurven nach Quartilen fiir das CTEPH-Kollektiv
4.1.6.4 PVH Kollektiv
Die himodynamischen Charakteristika des PVH-Kollektivs sind in Tab. 4.2 aufgefiihrt.
Die Plasmakonzentration des GDF-15 weist eine Spannweite von 247 pg/ml bis 11821
pg/ml und einen Mittelwert+SD von 2780,38+2572,40 pg/ml auf.
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Abbildung 4.28 GDF-15 Konzentrationen des PVH-Kollektivs
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Nach logarithmieren der GDF-15 Konzentrationen zur Anpassung an eine

Normalverteilung, ergibt sich ein Mittelwert+=SD von 7,54 £0,96
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Abbildung 4.29 Logarithmierte GDF-15 Konzentrationen des PVH-Kollektivs

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen funktionellen Gruppen (p=0,604). Dariiber hinaus findet sich
kein Unterschied zwischen den Geschlechtern, sowohl fiir die rational skalierten Werte,
als auch fiir die logarithmierten Werte. Die Korrelationen der logarithmierten GDF-15
Konzentration mit den hidmodynamischen Parametern, zeigt fiir den mPAP einen

signifikanten Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,391 (p=0,044).
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Abbildung 4.30 Korrelation der logarithmierten GDF-15 Konzentration mit dem mPAP

43



Es werden 27 Patienten in die Mortalitdtsanalyse einbezogen. Von diesen versterben
keine Patienten (0%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.
Daher kann das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben und die Cox Regression nicht ermittelt

werden.
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4.2 Activin A
4.2.1 Patientenkollektiv

Es werden 170 Patienten auf ihre Activin A Konzentration untersucht. Von diesen 170
sind 103 weiblich (60,6%) und 67 méannlich (39,4%). 35 Patienten (20,6%) haben eine
idiopathische pulmonal arterielle Hypertonie (IPAH) davon sind 20 weiblich (57,1%),
35 Patienten (20,6%) haben eine pulmonal arterielle Hypertonie assoziiert mit
Kollagenosen (CTD) davon sind 29 weiblich (82,9%), 36 Patienten (21,2%) haben eine
chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH) davon sind 15 weiblich
(41,7%), 26 Patienten (15,3%) haben eine pulmonale Hypertonie bei Linksherzversagen
(PVH) davon sind 15 weiblich (57,7%) und 38 Patienten (22,4%) haben keine
pulmonale Hypertonie und dienen als Ausschlussgruppe von diesen sind 24 weiblich

(63,2%).

4.2.1.1 NYHA-Klassifikation

43 Patienten (25,3%) sind in NYHA-Klasse II, 90 Patienten (52,9%) sind in NYHA-
Klasse III und 23 Patienten (13,5%) sind in NYHA-Klasse IV. Bei 14 Patienten fehlt
die NYHA-Klassifikation. Bezogen auf die unterschiedlichen Diagnosen sind 13 der 35
IPAH Patienten in NYHA-Klasse II, 18 in NYHA-Klasse III und 4 in NYHA-Klasse
IV. 5 der 35 CTD Patienten sind in NYHA-Klasse II, 19 in NYHA-Klasse III und 10 in
NYHA-Klasse IV. Bei einem Patienten fehlt die Angabe zur NYHA-Klasse. 9 der 36
CTEPH Patienten sind in NYHA-Klasse II, 21 in NYHA-Klasse III und 5 in NYHA-
Klasse IV. Bei einem Patienten fehlt die Angabe zur NYHA-Klasse. 10 der 26 PVH
Patienten sind in NYHA-Klasse II, 14 in NYHA-Klasse III und 2 in NYHA-Klasse IV.
6 der 38 Ausschluss Patienten sind in NYHA-Klasse II, 18 in NYHA-Klasse III und 2
in NYHA-Klasse I'V. Bei 12 Patienten fehlt die Angabe zur NYHA-Klasse.

Die himodynamischen Parameter des gesamten Patientenkollektivs sind in Tabelle 4.9
aufgefiihrt. In Tabelle 4.10 sind die hdmodynamischen Parameter der jeweiligen

Diagnose dargestellt.
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Tabelle 4.9 Charakteristika des gesamten Activin A Kollektivs

Himodynamik Einheit Mittelwert+=SD
Median [IQR]

SMWD m (n=139) 325+124

mPAP mmHg (n=170) 37+15

PAWP mmHg (n=170) 10+5

HZV I/min (n=170) 4,6+1,2

ClI 1/min/m? (n=170) 2,4+0.6

PVR dyn*sec*cm™ | (n=170) 430 [534]

Tabelle 4.10 Charakteristika der einzelnen Atiologien fiir das Activin A Kollektiv

Hamo- Einheit |IPAH CTD CTEPH |PVH Ausschluss
dynamik
SMWD m 357132 |314£135 |306£115 |307+97 339+130
(n=34) (n=30) (n=32) (n=21) (n=22)
mPAP mmHg 48+15 43+11 40+9 40+10 18+4
(n=35) (n=35) (n=36) (n=26) (n=38)
PAWP mmHg 8+3 7+4 9+4 17+7 8+4
(n=35) (n=35) (n=36) (n=26) (n=38)
HzZV 1/min 4,0£1,0 [4,3+0,9 [4,6£1,3 [4,9+1.3 5,114
(n=35) (n=35) (n=36) (n=26) (n=38)
CI Vmin/m?® |2240,6 |2,440,5 |2,4+0,6 |2,6+0,6 2,7+0,7
(n=35) (n=35) (n=36) (n=26) (n=38)
PVR dyn* 727 [759] | 632 [494] |457 [412] | 332 [282] |146[97]
sec*em”™ | (n=35) (n=35) (n=36) (n=26) (n=38)
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4.2.1.2 Genauere Charakterisierung der Ausschluss-Gruppe

Die Patienten des Ausschluss-Kollektivs sind zum Zeitpunkt des Katheters im Mittel
66+11 Jahre alt und haben einen mittleren BMI von 27,75+7,12. In der
Echokardiographie zeigen sie eine mittlere linksventrikuldre Ejektionsfraktion von
59+£17%, diese Untersuchung fehlt bei 15 Patienten. 13 der 38 Patienten (34,2%) weisen
eine in der Echokardiographie beschriebene diastolische Compliancestérung des linken
Ventrikels auf. Bei 25 Patienten (65,8%) fehlt diese Angabe oder die Untersuchung
wurde nicht durchgefiihrt.

15 der 38 Patienten (39,5%) weisen eine kardiologische Begleiterkrankung auf, 16
Patienten (42,1%) eine pneumologische, 2 Patienten (5,3%) eine thrombembolische und

5 Patienten (13,2%) haben eine Kollagenose als Begleiterkrankung.

4.2.1.3 Plasmakonzentrationen von Activin A

Die Konzentration von Activin A zeigen im gesamten Kollektiv eine Spannweite von
238,37 pg/ml bis 6800,00 pg/ml, mit einem Mittelwert+SD von 2733,51+1255,00
pg/ml. Die Abweichung innerhalb der Kontrollen der verschiedenen Activin A

Messungen liegt bei 13%. Die erhobenen Daten werden fiir valide befunden.
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Abbildung 4.31 Activin A Konzentrationen fiir das Gesamtkollektiv
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Bezogen auf die unterschiedlichen Atiologien zeigt sich bei den IPAH Patienten ein
Mittelwert=SD der Activin A Konzentration von 2499,93+701,08 pg/ml, bei den CTD
Patienten von 3461,05+1372,07 pg/ml, bei den CTEPH Patienten von 2457,79+1149,55
pg/ml, bei den PVH Patienten von 2978,84+1182,52 pg/ml und in der
Ausschlussgruppe von 2371,89+1415,28 pg/ml.
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Abbildung 4.32 Boxplot Activin A Konzentrationen der einzelnen Atiologien

Die Varianzanalyse der Activin A Konzentrationen weist einen signifikanten
Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen (p=0,001) auf.

Der anschlieBende Tukey HSD Test zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der
CTD Gruppe und der IPAH-Gruppe (p=0,009), der CTEPH-Gruppe (p=0,005) und der
Ausschluss-Gruppe (p=0,001). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Plasmakonzentration
von Activin A nicht als diagnostischer Biomarker zur Unterscheidung von Patienten,
die an pulmonaler Hypertonie erkrankt sind und denen, die nicht erkrankten, dienen
kann. Jedoch besteht ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit CTD und
dem Ausschluss-Kollektiv, was einen eventuellen diagnostischen Nutzen mit sich

bringt.

Die anschlieBenden Analysen werden ohne die Ausschluss-Gruppe durchgefiihrt. Dies
dient der korrekten Darstellung der Ergebnisse mit der Fokussierung auf die an

pulmonaler Hypertonie erkrankten Patienten.
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4.2.1.4 Korrelation mit der funktionellen Klasse
Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test zeigt einen signifikanten Wert flir die

Plasmakonzentration von Activin A bezogen auf die funktionelle Klasse (p=0,002).
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Abbildung 4.33 Boxplot Activin A Konzentrationen bezogen auf die NYHA-Klassen im
Gesamtkollektiv

4.2.1.5 Korrelation mit dem Geschlecht

Es gibt keinen signifikanten Unterschied der Activin A Konzentration zwischen den
Geschlechtern (p=0,223).
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Abbildung 4.34 Boxplot Activin A Konzentrationen bezogen auf das Geschlecht
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4.2.1.6 Korrelation der himodynamischen Parameter
Die Korrelation der hdmodynamischen Parameter mit der Plasmakonzentration von
Activin A zeigt einen signifikanten Zusammenhang fiir die SMWD (p=0,008) bei einem

Signifikanzniveau von 0,01 und einem Pearson-Korrelationskoeffizienten von -0,243.
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Abbildung 4.35 Korrelation der Activin A Konzentrationen mit der SMWD im
Gesamtkollektiv

4.2.2 Mortalitidtsanalyse
131 Patienten werden in die Analyse einbezogen. Von diesen sterben 21 Patienten

(16%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

Das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben liegt bei 91,2%, 78,5% bzw. 72,2%.
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Abbildung 4.36 Kaplan-Meier Kurve fiir das Activin A Gesamtkollektiv

50



Die Konzentration werden in 4 Quartile aufgeteilt. Diese Zuteilung zu einem Quartil
wird in allen weiteren Analysen verwendet. Das erste Quartil umfasst 30 Patienten,
davon versterben drei im Beobachtungszeitraum (10,0%). Das erste Quartil weist ein
mittleres Uberleben von 151 Monaten (95% Konfidenzintervall 120-183 Monate) auf.
Das zweite Quartil umfasst 28 Patienten, davon verstirbt ein Patient im
Beobachtungszeitraum (3,6%). Das zweite Quartil weist ein mittleres Uberleben von
129 Monaten (110-148 Monate) auf. Das dritte Quartil umfasst 33 Patienten, von denen
drei im Beobachtungszeitraum (9,1%) versterben. Das dritte Quartil zeigt ein mittleres
Uberleben von 177 Monaten (147-207 Monate). Das vierte Quartil umfasst 40
Patienten, von diesen versterben 14 im Beobachtungszeitraum (35,0%). Das vierte
Quartil weist ein mittleres Uberleben von 63 Monaten (38-88 Monate) auf.

Der Log-Rang Test ist hoch signifikant (p<0,001) fiir die Mortalitit bezogen auf die
Activin A Konzentration. Die anschlieBende Cox Regression ist ebenfalls hoch
signifikant (p=<0,001) mit einem Hazard Ratio von 1,001. Das Hazard Ratio jeweils
betrachtet gegen das vierte Quartil ist fiir das erste Quartil 5,35 (p=0,009), fiir das
zweite Quartil 12,66 (p=0,015) und fiir das dritte Quartil 4,98 (p=0,012).

Diese Ergebnisse unterstreichen die Rolle des Activin A als pradiktiver Biomarker fiir
die pulmonale Hypertonie.
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Abbildung 4.37 Kaplan-Meier Kurven nach Quartilen fiir das Activin A
Gesamtkollektiv
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4.2.3 Time to clinical Worsening

Es werden 122 Patienten in die Analyse einbezogen. Von diesen erhalten 48 Patienten
(39,3%) innerhalb des Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie.

Die Wahrscheinlichkeit innerhalb von 1, 3 und 5 Jahren eine Kombinationstherapie zu

erhalten liegt bei 23,9%, 46,5% bzw. 62,1%.
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Abbildung 4.38 Kaplan-Meier Kurve fiir TTCW im Activin A Gesamtkollektiv

Das erste Quartil umfasst 29 Patienten, davon erhalten 11 innerhalb des
Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie (37,9%). Das erste Quartil weist
eine mittlere Zeit bis zur Erweiterung der Therapie von 74 Monaten (95%
Konfidenzintervall 37-111 Monate) auf. Das zweite Quartil umfasst 26 Patienten, davon
erhalten 8 Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie
(30,8%). Das zweite Quartil weist eine mittlere Zeit bis zur Erweiterung der Therapie
von 48 Monaten (31-65 Monate) auf. Das dritte Quartil umfasst 30 Patienten, von
diesen erhalten 10 innerhalb des Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie
(33,3%). Das dritte Quartil zeigt eine mittlere Zeit bis zur Erweiterung der Therapie von
95 Monaten (38-152 Monate). Das vierte Quartil umfasst 37 Patienten, von diesen
erhalten 19 innerhalb des Beobachtungszeitraums eine Kombinationstherapie (51,4%).
Das vierte Quartil weist eine mittlere Zeit bis zur Erweiterung der Therapie von 37
Monaten (15-60 Monate) auf.

Der Log-Rang Test ist signifikant (p=0,047) fiir die TTCW bezogen auf die Activin A
Konzentration. Die anschlieBende Cox Regression ist ebenso signifikant (p=0,012) mit

einem Hazard Ratio von 1,000.
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Abbildung 4.39 Kaplan-Meier Kurven fiir die TTCW nach Quartilen fiir das Activin A
Gesamtkollektiv

4.2.4 Uni- und Multivariate Cox Regression der Activin A Konzentration

In der univariaten Cox Regression zeigt sich die Activin A Konzentration als hoch
signifikanter Pridiktor fiir das Uberleben (p=<0,001) mit einem Hazard Ratio von
1,001. Dies bedeutet, dass eine Konzentrationserh6hung um eine Einheit, im Fall von
Activin A pg/ml, eine Erhohung des relativen Risikos um 0,1% zur Folge hat. Dies
erscheint zundchst gering, jedoch ergibt sich bei einer Spannweite von 238,37 pg/ml bis
6800,00 pg/ml eine Erhohung des relativen Risikos zwischen diesen beiden Messwerten
von 656,2%. In der multivariaten Analyse bestdtigt sich die Rolle des Activin As als

pradiktiver Biomarker.
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Tabelle 4.11 Uni- und Multivariate Cox Regression fiir das Activin A Gesamtkollektiv

Variablen | Einzel Analyse Multi Analyse

HR (95% CI) Sig. | HR (95% CI) Sig.

Activin A 1,001 (1,000 bis 1,001) | <0.001 | 1,001 (1,000 bis 1,001) | 0,004

PVR 1,000 (0,999 bis 1,002) | 0,845
Geschlecht 1,618 (0,475 bis 5,506) | 0,442
SMWD 0,993 (0,987 bis 0,999) | 0,029
NYHA 3 0,888 (0,142 bis 5,541) | 0,898
NYHA 4 0,454 (0,094 bis 2,185) | 0,325

Betrachtet man Activin A in der univariaten Cox Regression in den jeweiligen
Atiologien, so lassen sich die signifikanten Werte des gesamten Kollektivs nur im CTD-
Kollektiv und IPAH-Kollektiv reproduzieren (vgl. Tab. 4.11). Dies ldsst sich jedoch
durch die geringe GroBe und die nicht gegebene Anzahl an Todesfillen der

Untergruppen erkléren.

Tabelle 4.12 Vergleich der univariaten Cox Regression in den einzelnen Atiologien

Atiologien

Sig. HR (95% CI)
IPAH 0,024 1,002 (1,000 bis 1,003)
CTD 0,015 1,001 (1,000 bis 1,001)
CTEPH 0,564 1,000 (0,999 bis 1,001)
PVH Nicht moglich
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4.2.5 Uni- und Multivariate Cox Regression der dichotomisierten Activin A
Konzentration

Die Konzentration von Activin A wird in zwei Kollektive, jeweils groBer bzw. kleiner

des Median (2671,80 pg/ml), aufgeteilt. Diese Variable wird als Activin A dicho

definiert. AnschlieBend wird eine uni- und multivariate Cox Regression durchgefiihrt.

Tabelle 4.13 Uni- und Multivariate Cox Regression der dichotomisierten Activin A
Konzentration mit dem Geschlecht und der SMWD

Variablen Einzel Analyse Multi Analyse

HR (95% CI) Sig. | HR (95% CI) Sig.

Activin A_dicho | 4,216 (1,396 bis 12,727) | 0,011 | 6,124 (1,242 bis 30,198) | 0,026

Geschlecht 1,893 (0,629 bis 5,697) 0,256
SMWD 0,992 (0,987 bis 0,997) 0,003
CI 0,855 (0,224 bis 3,259 0,818
PVR 1,000 (0,999 bis 1,002) 0,609
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In der univariaten Cox Regression zeigt sich ein signifikanter Unterschied fiir das
Uberleben (p=0.003) bezogen auf eine Activin A Konzentration groBer bzw. kleiner als
der Median mit einem Hazard Ratio von 4,216. Daraus ergibt sich ein vierfach erhohtes
relatives Risiko filir Patienten mit einer Activin A Plasmakonzentration groBer als
2671,80 pg/ml. In der multivariaten Analyse zeigt sich, dass Activin A_dicho weiterhin
signifikant ist, jedoch die SMWD den stéirksten Pridiktor fiir das Uberleben darstellt. In
Abbildung 4.13 sind die Kaplan-Meier Kurven fiir die dichotomisierten Activin A
Konzentrationen aufgetragen. Diese verdeutlichen den Unterschied des Uberlebens

abhéngig davon, ob die Activin A Konzentration gréer bzw. kleiner als der Median ist.
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Abbildung 4.40 Kaplan-Meier Kurven fiir die dichotomisierten Activin A
Konzentrationen
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4.2.6 Subgruppenanalyse

4.2.6.1 IPAH Kollektiv
Die hidmodynamischen Charakteristika des IPAH-Kollektivs sind in Tab. 4.10
aufgefiihrt. Die Plasmakonzentration des Activin A weist eine Spannweite von 1149,20

pg/ml bis 3567,40 pg/ml und einen Mittelwert+SD von 2499,934+710,08 pg/ml auf.
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Abbildung 4.41 Activin A Konzentrationen des IPAH-Kollektivs

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen funktionellen Gruppen (p=0,071). Dariiber hinaus findet sich
kein Unterschied zwischen den Geschlechtern. Die Korrelationen der Activin A
Konzentration mit den hdmodynamischen Parametern, zeigen keine signifikanten
Zusammenhénge.

Es werden 35 Patienten in die Mortalitdtsanalyse einbezogen. Von diesen sterben 6
Patienten (17,1%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

Das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben liegt bei 97,1%, 82,1% bzw. 82,1%.
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Abbildung 4.42 Kaplan-Meier Kurve fiir das [IPAH-Kollektiv
Der Log-Rang Test ist nicht signifikant (p=0.116) fiir die Mortalitit bezogen auf die
Activin A Konzentration. Die anschlieBende Cox Regression ist signifikant (p=0.024)
mit einem Hazard Ratio von 1,002.
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Abbildung 4.43 Kaplan-Meier Kurven nach Quartilen fiir das [IPAH-Kollektiv

In der multivariaten Cox Regression ist die Plasmakonzentration von Activin A im
IPAH-Kollektiv nach der SMWD der zweitstirkste Pridiktor fiir das Uberleben
(p=0,038) mit einem Hazard Ratio von 1,004 (95% CI 1,000 bis 1,007).
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4.2.6.2 CTD Kollektiv
Die h@modynamischen Charakteristika des CTD-Kollektivs sind in Tab. 4.10
aufgefiihrt. Die Plasmakonzentration des Activin A weist eine Spannweite von 1122,10

pg/ml bis 6712,00 pg/ml und einen Mittelwert+SD von 3461,05+1372,07 pg/ml auf.
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Abbildung 4.44 Activin A Konzentrationen des CTD-Kollektivs

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen funktionellen Gruppen (p=0,274). Dariiber hinaus findet sich
kein Unterschied zwischen den Geschlechtern. Die Korrelationen der Activin A
Konzentration mit den himodynamischen Parametern, zeigen fiir den PAWP und die
SMWD signifikante Zusammenhénge bei einem Signifikanzniveau von 0,05 mit einem

Korrelationskoeffizienten von -0,343 (p=0,044) bzw. -0,403 (p=0,027).
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Abbildung 4.45 Korrelation der Activin A Konzentrationen mit der SMWD fiir das
CTD-Kollektiv
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Abbildung 4.46 Korrelation der Activin A Konzentrationen mit dem PAWP fiir das
CTD-Kollektiv

Es werden 38 Patienten in die Mortalititsanalyse einbezogen. Von diesen sterben 14
Patienten (36,8%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

Das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben liegt bei 85,3%, 62,1% bzw. 50,8%.
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Abbildung 4.47 Kaplan-Meier Kurve fiir das CTD-Kollektiv

Der Log-Rang Test ist signifikant (p=0.022) fiir die Mortalitit bezogen auf die Activin
A Konzentration. Zudem ist der Log-Rang Test bezogen auf die TTCW signifikant
(p=0,019). Die anschlieBende Cox Regression fiir die Mortalitdt ist ebenfalls signifikant
(p=0.015) mit einem Hazard Ratio von 1,001, sowie die Cox Regression fiir die TTCW
(p=0,017) und einem Hazard Ratio von 1,000.
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Abbildung 4.48 Kaplan-Meier Kurven nach Quartilen fiir das CTD-Kollektiv
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Tabelle 4.14 Uni- und Multivariate Cox Regression fiir das CTD-Kollektiv

Variablen | Einzel Analyse Multi Analyse

HR (95% CI) Sig. HR (95% CI) Sig.
Activin A | 1,001 (1,000 bis 1,001) | 0,015 | 1,000 (1,000 bis 1,001) 0,022
PVR 1,002 (0,999 bis 1,004) 0,203
Geschlecht 4,357 (0,777 bis 24,444) | 0,094

Tabelle 4.15 Multivariate Cox Regression fiir das CTD-Kollektiv zusétzlich mit SMWD

Variablen | Einzel Analyse Multi Analyse

HR (95% CI) Sig. HR (95% CI) Sig.
Activin A | 1,001 (1,000 bis 1,001) | 0,011 | 1,000 (1,000 bis 1,001) 0,519
PVR 1,001 (0,999 bis 1,003) 0,439
Geschlecht 4,228 (0,455 bis 39,282) | 0,205
SMWD 0,992 (0,985 bis 1,000) 0,049
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4.2.6.3 CTEPH Kollektiv

Die hdmodynamischen Charakteristika des CTEPH-Kollektivs sind in Tab. 4.10
aufgefiihrt. Die Plasmakonzentration des Activin A weist eine Spannweite von
330,45pg/ml bis 5564,30 pg/ml und einen Mittelwert=SD von 2457,79+£1149,55 pg/ml

auf.
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Abbildung 4.50 Activin A Konzentrationen des CTEPH-Kollektivs

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen funktionellen Gruppen (p=0,085). Dariiber hinaus findet sich
kein Unterschied zwischen den Geschlechtern. Die Korrelationen der Activin A

Konzentration mit den hdmodynamischen Parametern, zeigen keine signifikanten

Zusammenhénge.

Es werden 39 Patienten in die Mortalititsanalyse einbezogen. Von diesen sterben 5
Patienten (5,4%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

Das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben liegt bei 88,0%, 73,4% bzw. 73,4%.
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Abbildung 4.51 Kaplan-Meier Kurve fiir das CTEPH-Kollektiv

Der Log-Rang Test ist nicht signifikant (p=0,283) fiir die Mortalitit bezogen auf die

Activin A Konzentration. Die anschlieBende Cox Regression fiir die Mortalitét ist

ebenfalls nicht signifikant (p=0,564) mit einem Hazard Ratio von 1,001.
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Abbildung 4.52 Kaplan-Meier Kurven nach Quartilen fiir das CTEPH-Kollektiv
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4.2.6.4 PVH Kollektiv

Die h@modynamischen Charakteristika des PVH-Kollektivs sind in Tab. 4.10
aufgefithrt. Die Plasmakonzentration des Activin A weist eine Spannweite von
489,73pg/ml bis 5416,60pg/ml und einen Mittelwert=SD von 2978,84+1182,52 pg/ml

auf.
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Abbildung 4.53 Activin A Konzentrationen des PVH-Kollektivs

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis Test zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen funktionellen Gruppen (p=0,760). Dariiber hinaus findet sich
kein Unterschied zwischen den Geschlechtern. Die Korrelationen der Activin A
Konzentration mit den hdmodynamischen Parametern, zeigt keine signifikanten

Zusammenhénge.

Es werden 26 Patienten in die Mortalitétsanalyse einbezogen. Von diesen verstirbt kein
Patient (0%) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

Daher kann das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben und die Cox Regression nicht ermittelt

werden.
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S Diskussion
Ziel dieser Arbeit war es zu iiberpriifen, ob es sich bei Growth Differentiation Factor-15
oder bei Activin A um einen diagnostischen, besser prognostischen oder einen

Biomarker zur Beurteilung des Schweregrades fiir die pulmonale Hypertonie handelt.

5.1 Erhohte GDF-15 Plasmakonzentrationen bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie

Die in der Literatur beschriebenen erhohten Plasmakonzentrationen von GDF-15 bei
Patienten mit pulmonaler Hypertonie konnten in dieser Arbeit bestétigt werden. Nickel
et al. 2008 haben erhohte Plasmakonzentrationen von GDF-15 in einer Kohorte von 76
IPAH Patienten beschrieben [72]. Diese Kohorte hatte eine mediane Konzentration von
1481 pg/ml mit einem Interquartilsabstand (IQR) von 1960 pg/ml. Das Kollektiv der an
pulmonaler Hypertonie erkrankten Patienten unserer Studie umfasst 143 Patienten und
weist eine mediane Konzentration von 1615,70 pg/ml mit einem IQR von 1818,90
pg/ml auf. Das IPAH Kollektiv unserer Studie umfasst 38 Patienten und hat eine
mediane Konzentration von 996,03 pg/ml mit einem IQR von 1265,89 pg/ml. Nickel et
al. 2008 nutzen zur Bestimmung der GDF-15 Plasmakonzentrationen einen
immunoradiometrischen Assay, im Gegensatz dazu wurden die GDF-15
Plasmakonzentrationen in dieser Arbeit mit Hilfe eines Enzyme-Linked-Immunosorbent
Assay bestimmt. Dariiber hinaus wird aus der Studie von Nickel et al. 2008 nicht
ersichtlich, ob die Blutproben aus peripheren GefaBlen oder aus der Pulmonalarterie
entnommen wurden, was eine Vergleichbarkeit der gemessenen Konzentrationen
einschriankt [72]. Meadows et al. 2011 verglichen die GDF-15 Plasmakonzentration von
30 Patienten mit pulmonaler Hypertonie assoziiert mit einer systemischen Sklerose und
von 24 Patienten mit systemischer Sklerose ohne pulmonale Hypertonie und von 44
IPAH Patienten und 13 Gesunden. Die Patienten mit pulmonaler Hypertonie assoziiert
mit systemischer Sklerose wiesen eine mittlere GDF-15 Plasmakonzentration von
422,34369,5 pg/ml auf, die IPAH Patienten wiesen eine mittlere GDF-15
Plasmakonzentration von 173,0+193,0 pg/ml auf. Zusitzlich konnten Meadows et al.
2011 zeigen, dass eine GDF-15 Plasmakonzentration > 125 pg/ml mit einem
verschlechterten Uberleben einhergeht [75]. Das CTD Kollektiv dieser Arbeit umfasst
38 Patienten und weist eine mittlere GDF-15 Konzentration von 2781,81+2504,05
pg/ml auf, welche im Vergleich zu den von Meadows et al. gemessenen Werten deutlich
hoher liegt. Die Messung der Plasmakonzentrationen erfolgte in der Studie von

Meadows et al. 2011 analog zu unserer Studie mit Hilfe eines Enzyme-Linked-
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Immunosorbent Assay, jedoch wurden die Blutproben aus peripheren Venen gewonnen,
was ein Grund fiir die groen Unterschiede der gemessenen Konzentrationen darstellen
konnte.

Betrachtet man weitere kardiovaskuldre Erkrankungen, die im Zusammenhang mit einer
pulmonalen Hypertonie oder der zugrundeliegenden Pathophysiologie stehen, konnte
gezeigt werden, dass die Plasmakonzentration von GDF-15 in einem Kollektiv von
Patienten iiber 70 Jahren mit kardiovaskuldren Risikofaktoren, wie dem ménnlichen
Geschlecht, Nikotinabusus, Diabetes, erhohten Triglyceriden, niedrigem HDL-
Cholesterin und einer reduzierten glomeruldren Filtrationsrate signifikant korreliert
[94]. Rhodes et al. 2013 haben, in einer dem Alter und Geschlecht angepassten
Ausschlussgruppe, eine mittlere GDF-15 Plasmakonzentration von 315131 pg/ml
nachgewiesen [73]. Im Vergleich dazu zeigte das Ausschlusskollektiv dieser Studie eine
mittlere GDF-15 Plasmakonzentration von 2122,48+2023,26 pg/ml. Diese
Konzentration liegt auch iiber der von Nickel et al. definierten Obergrenze von 1200
ng/l fiir dltere Erwachsene [72]. Die Patienten des GDF-15 Ausschluss-Kollektivs sind
in 62,0% der Fille weiblich und haben einen mittleren BMI von 27,43. Die Mehrheit
der Patienten weist eine wegweisende kardiologische Vorerkrankung auf. Zudem ist bei
38,1% der Patienten eine, in der Echokardiographie beschriebene, diastolische
Compliancestérung nachgewiesen. Dies verdeutlicht nochmals, dass es sich nicht um
gesunde Patienten, sondern um Patienten mit dem begriindeten Verdacht einer
pulmonalen Hypertonie handelt. Diese wurden aufgrund der von lhnen dargebotenen
Beschwerden im Rechtsherzkatheter untersucht und eine pulmonale Hypertonie wurde
ausgeschlossen. Es handelt sich somit um ein sehr gutes Ausschluss Kollektiv zur
Evaluation eines diagnostischen Biomarkers, da es die Trennung zwischen Patienten mit
und ohne pulmonale Hypertonie bei der gleichen unspezifischen Symptomatik moglich
macht.

Zusammenfassend konnten die in der Literatur beschriebenen erhdhten GDF-15
Plasmakonzentrationen bei Patienten mit IPAH und CTD bestdtigt werden. Auch wenn
sich deutliche Abweichungen in den gemessenen Dimensionen der Konzentrationen
zeigten. Die von uns erhobenen Daten konnten erstmals erhohte GDF-15
Plasmakonzentrationen in einem grofen Kollektiv von Patienten mit pulmonaler
Hypertonie unterschiedlicher Atioldgien nachweisen. Ferner konnten erstmalig erhdhte
GDF-15 Plasmakonzentrationen bei Patienten mit CTEPH und PVH beschrieben

werden.
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5.2 Bedeutung von GDF-15 zur Beurteilung des Schweregrads der pulmonalen
Hypertonie

Die Korrelationen der Plasmakonzentrationen von GDF-15 mit den himodynamischen
Parametern zeigen einen signifikanten negativen Zusammenhang mit der SMWD. In der
Subgruppenanalyse zeigen sich signifikante Korrelationen im CTD-Kollektiv zwischen
der GDF-15 Konzentration und dem PAWP. Im CTEPH-Kollektiv zeigt sich eine
signifikante Korrelation zwischen der GDF-15 Konzentration und der SMWD.

Diese Ergebnisse sind zwar statistisch signifikant, jedoch aufgrund des zu geringen
Korrelationskoeffizienten klinisch nicht relevant [95]. Sie zeigen dennoch einen
moglichen negativen Zusammenhang zwischen der Konzentration des Biomarkers und
der als guter Pridiktor fiir das Uberleben etablierten SMWD [32]. Die in der Literatur
beschriebenen signifikanten Korrelationen der GDF-15 Plasmakonzentration mit
hdmodynamischen Parametern wie dem mPAP, dem CI, der SMWD, dem PAWP
konnten somit nur begrenzt bestitigt werden [72, 73]. Durch die fehlenden klinisch
relevanten Korrelationen von GDF-15 mit den himodynamischen Parametern ist eine
pathologische Rolle, welche nicht direkt im Zusammenhang mit einer Erhdhung des
pulmonal vaskuldren Drucks und der damit verbundenen Belastung des rechten

Ventrikels, zu vermuten.

5.3 Bedeutung von GDF-15 als diagnostischer Biomarker fiir pulmonale Hypertonie

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen Growth Differentiation Factor-15 nicht als einen
diagnostischen Biomarker fiir die pulmonale Hypertonie bestdtigen. Die Varianzanalyse
zeigt bei der GDF-15 Konzentration zwar einen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen, jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den Erkrankten und der
Ausschluss-Gruppe. Der post-hoc-Test weist einen signifikanten Unterschied zwischen
der CTD-Gruppe und der IPAH Gruppe auf. Somit wire zwar eine Unterscheidung
zwischen Patienten mit IPAH und CTD denkbar, diese ist jedoch klinisch nicht relevant.

5.4 Bedeutung von GDF-15 als prognostischer Biomarker fiir pulmonale Hypertonie

Nickel et al. 2008 beschrieben in einer Kohorte von 76 Patienten mit [IPAH zum
Zeitpunkt des diagnostischen Rechtsherzkatheters die Serumkonzentration von GDF-15
als unabhingigen Pradiktor fiir das Outcome [72]. In unserer Studie konnte die Rolle
von GDF-15 als prognostischer Biomarker fiir die pulmonale Hypertonie bestatigt

werden. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Quartilen
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der logarithmierten Plasmakonzentration von GDF-15 bezogen auf das Uberleben. Die
anschlieBend durchgefiihrte Cox Regression ist ebenfalls signifikant mit einen Hazard
Ratio von 2,009. Dies entspricht aufgrund der logarithmischen Skalierung einer
Verdopplung des relativen Risikos bei einer ca. Verdreifachung der GDF-15
Konzentration. Das Hazard Ratio, jeweils betrachtet gegen das vierte Quartil, ist fiir das
erste Quartil 4,61 und fiir das zweite sogar 10,53. Was in Bezug auf GDF-15
Plasmakonzentrationen im zweiten Quartil im Vergleich zum vierten Quartil, einer
mehr als zehnfachen Erhdhung des relativen Risikos zu Versterben entspricht. Diese
Ergebnisse verdeutlichen die enorme prognostische Bedeutung der GDF-15
Plasmakonzentration. Insbesondere zeigen diese Ergebnisse den drastischen Einfluss
einer hohen GDF-15 Konzentration auf das relative Risiko zu Versterben. Nickel et al.
2008 definierten eine Konzentration > 1200 ng/l, respektive > 1200 pg/ml als oberes
Limit und konnten zeigen, dass eine Konzentration iiber diesem Limit mit einem
erhohten Risiko zu Versterben oder transplantiert zu werden einhergeht. Durch die nicht
gegebene Normalverteilung der GDF-15 Plasmakonzentration in unserer Studie und die
dadurch zwingende Logarithmierung zur Anpassung an die Normalverteilung, ergeben
sich leider dimensionslose Werte fiir diec Konzentrationen, die eine ecinfache
Vergleichbarkeit mit konkreten wie dem von Nickel et al. 2008 definierten oberen
Grenzwert einschrinkt. Dennoch zeigen die Ergebnisse der uni- und multivariaten Cox
Regression nochmals die starke Rolle von GDF-15 als prognostischen Biomarker. Die
logarithmierte Konzentration von GDF-15 ist nach der Six Minute Walk Distance
(SMWD) der zweitstirkste Pridiktor fiir das Uberleben. Die multivariate Cox
Regression der dichotomisierten und logarithmierten GDF-15 Konzentration zeigt einen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen bezogen auf das Uberleben fiir eine
GDF-15 Konzentration grof3er bzw. kleiner des Medians (7,29) mit einem Hazard Ratio
von 4,191. Dies entspricht einem vierfach erhohten relativen Risiko zu versterben fiir
Patienten mit einer logarithmierten GDF-15 Plasmakonzentration gréBer als 7,29.

Betrachtet man weitere kardiovaskuldre Erkrankungen, konnte in der Literatur GDF-15
als prognostischer Biomarker fiir ein akutes Koronarsyndrom mit und ohne ST-
Streckenhebung nachgewiesen werden, dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied
bezogen auf die Mortalitdt der Patienten mit einer Plasmakonzentration >1800 ng/l [71,
96]. Ebenfalls zeigt sich eine erhéhte GDF-15 Plasmakonzentration bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz verglichen mit einer Kontrollgruppe, dabei wurden 1200

ng/l als Obergrenze flir gesunde dltere Patienten definiert [97]. Gesondert konnte
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gezeigt werden, dass die GDF-15 Plasmakonzentration ein unabhéngiger Pradiktor fiir
das Outcome bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz ist und dabei mit dem
Alter, der funktionellen Klasse und der NT-proBNP Konzentration korreliert [98].
Ferner diente die Plasmakonzentration von GDF-15 zur Risikostratifizierung von
Blutungen und des Uberlebens bei Patienten mit Vorhofflimmern unter Antikoagulation
[99]. AuBerdem kann GDF-15 als unabhéngiger Biomarker fiir die Risikoabschitzung
bei einer akuten Lungenembolie genutzt werden [100]. Diese Erkenntnisse heben die
mogliche Bedeutung von GDF-15 bei der Adaptation an eine rechtsventrikuldre
Belastung hervor und unterstreichen die Bedeutung von GDF-15 als prognostischen
Biomarker fiir Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems. Rhodes et al. 2013 haben
in einem Kollektiv von 139 IPAH Patienten gezeigt, dass die Plasmakonzentration von
GDF-15 in Kombination mit mehreren etablierten Biomarkern, wie der
Erythrozytenverteilungsbreite und der NT-proBNP Konzentration genutzt werden kann,
um prognostische Aussagen iiber den Krankheitsverlauf bei Patienten mit pulmonaler
Hypertonie zu treffen [73, 101]. Unsere Ergebnisse verdeutlichen erneut das Potential
von GDF-15 als prognostischer Biomarker und zeigen, dass in Zukunft multiple Marker
in Kombination genutzt werden sollten, um prizise Aussagen iiber die Prognose von

Patienten mit pulmonaler Hypertonie treffen zu konnen.

5.5 Erhohte Activin A Plasmakonzentrationen bei Patienten mit pulmonaler
Hypertonie

Yndestad et al. 2009 haben erhohte Activin A Konzentrationen in einer Kohorte von 15
IPAH-, 18 PAH- und 14 CTEPH-Patienten nachgewiesen [90]. Diese Kohorte wies eine
mediane Activin A Konzentration von 738 pg/ml in der Pulmonalarterie auf. Es zeigte
sich ein signifikanter Unterschied zu einer dem Geschlecht und Alter angepassten
Kontrollgruppe mit 14 Patienten. In wunserer Studie konnten die erhdhten
Plasmakonzentrationen von Activin A in der Pulmonalarterie von Patienten, die an
pulmonaler Hypertonie unterschiedlicher Atiologie erkrankt sind, bestitigt werden. Das
Kollektiv umfasste 132 Patienten und wies eine mediane Activin A Konzentration von
2671,80 pg/ml (IQR 1523,70 pg/ml) auf. Es zeigte sich kein Unterschied zu der in
unserer Studie verwendeten Kontrollgruppe. Allerdings handelt es sich bei dem in
dieser Studie verwendeten Ausschluss-Kollektiv um Patienten mit dem klinischen
Verdacht einer pulmonalen Hypertonie. Bei diesen wurde wihrend einer

Rechtsherzkatheter-Untersuchung eine pulmonale Hypertonie ausgeschlossen. Es
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handelt sich demzufolge nicht um gesunde Patienten. Dariiber hinaus sind die Patienten
des Ausschluss-Kollektivs nicht dem Alter oder Geschlecht der erkrankten Patienten
angepasst. Die Konzentrationen wurden von Yndestad et al.2009 ebenfalls mit Hilfe
eines Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay aus der Pulmonalarterie bestimmt. Leider
sind in der Studie keine konkreten Konzentrationen mit Standardabweichung der
jeweiligen Gruppen verdffentlicht, was eine Vergleichbarkeit mit den von uns
ermittelten Daten erschwert. Die von uns erhobenen Konzentrationen liegen deutlich
iiber den von Yndestad et al., jedoch ist das in unserer Studie verwendete
Patientenkollektiv deutlich groBer und heterogener. Es sind weitere Studien notig um
die von uns gemessenen Werte zu untersuchen und gegenbenfalls zu bestétigen.
Zusammenfassend konnten in unserer Studie die erhohten Konzentrationen von Activin
A bestidtigt werden und erstmalig erhdhte Activin A Konzentrationen bei Patienten mit

CTD und PVH beschrieben werden.

5.6 Bedeutung von Activin A zur Beurteilung des Schweregrads der pulmonalen

Hypertonie

Die Korrelationen der Plasmakonzentrationen von Activin A mit den himodynamischen
Parametern zeigen einen signifikanten negativen Zusammenhang mit der SMWD.
Zusitzlich ist im CTD-Kollektiv die Korrelation zwischen der Activin A Konzentration
und der SMWD und dem PAWP signifikant. Diese Ergebnisse sind zwar statistisch
signifikant, jedoch aufgrund des zu geringen Korrelationskoeffizienten klinisch nicht
relevant [95]. Sie zeigen dennoch einen moglichen negativen Zusammenhang zwischen
der Konzentration des Biomarkers und der als guter Pridiktor fiir das Uberleben
etablierten SMWD [32]. Yndestad et al. 2009 konnten lediglich signifikante
Korrelationen der Activin A Konzentration mit der maximalen Sauerstoffaufnahme und
der arteriellen Sauerstoffsittigung nachweisen. Es gab keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Activin A Konzentration und dem CI, dem RAP, der
PVR oder der NT-proBNP Konzentration [90]. Die fehlenden klinisch relevanten
Korrelationen von Activin A mit den hamodynamischen Parametern lassen analog zu
GDF-15 eine pathologische Rolle, welche nicht direkt im Zusammenhang mit einer
Erhohung des pulmonal vaskuldren Drucks und der damit verbundenen Belastung des

rechten Ventrikels, vermuten.
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5.7 Bedeutung von Activin A als diagnostischer Biomarker fiir pulmonale Hypertonie

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen Activin A nicht als einen diagnostischen
Biomarker fiir die pulmonale Hypertonie bestétigen. Die Varianzanalyse fiir die Activin
A Konzentration zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, jedoch
gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Erkrankten und der Ausschluss-
Gruppe. Es zeigt sich aber im post-hoc-Test ein signifikanter Unterschied zwischen der
CTD-Gruppe und anderen Gruppen (IPAH; CTEPH; Ausschluss). Der fehlende
signifikante Unterschied zwischen der CTD-Gruppe und der PVH-Gruppe kann durch
das nachtrigliche Ausscheiden von 14 Patienten des PVH-Kollektivs bedingt sein.
Diese wiesen eine latente PVH auf und entsprachen somit nicht dem
Einschlusskriterium eines mPAP < 25 mmHg. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass es
sich bei Activin A zwar um keinen diagnostischen Biomarker fiir die pulmonale
Hypertonie handelt, es jedoch als ein potentieller diagnostischer Biomarker fiir
Patienten mit pulmonaler Hypertonie aufgrund einer Kollagenose eine grofle Rolle
spielen konnte. Die Blockade von Activin A durch Follistatin oder die Blockade des

Signalweges weist zudem ein therapeutisches Potential auf.

5.8 Bedeutung von Activin A als prognostischer Biomarker fiir pulmonale Hypertonie

Yndestad et al. 2009 zeigten einen signifikanten Zusammenhang der Mortalitit
beziiglich einer Activin A Konzentration grofler als 738 pg/ml in der Pulmonalarterie
[90]. Jedoch betonen die Autoren, dass die o.g. Studie nicht zum Nachweis der
prognostischen Bedeutung von Activin A ausgelegt war.

In dieser Arbeit konnte somit erstmals die Rolle von Activin A als prognostischer
Biomarker fiir die pulmonale Hypertonie beschrieben werden. Es zeigt sich ein hoch
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Quartilen der Plasmakonzentration
von Activin A bezogen auf das Uberleben. Dabei zeigt sich besonders fiir das vierte
Quartil im Vergleich zu allen anderen Quartilen ein signifikanter Unterschied. Dies
bekriftigt nochmals die Rolle einer hohen Activin A Plasmakonzentration als Pradiktor
fiir das Uberleben. Die durchgefiihrte Cox Regression ist ebenfalls hoch signifikant mit
einem Hazard Ratio von 1,001. Dies bedeutet, dass eine Konzentrationserhdhung um
eine Einheit, im Fall von Activin A pg/ml, eine Erhéhung des relativen Risikos um
0,1% =zur Folge hat. Dabei ergibt sich bei einer Spannweite der Activin A
Plasmakonzentration von 238,37 pg/ml bis 6800,00 pg/ml eine Erh6hung des relativen

Risikos zwischen diesen beiden Messwerten von 656,2%. In Bezug auf die klinische
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Arbeit, ergibt sich daraus beispielsweise bei einem Anstieg der Activin A Konzentration
um 100 pg/ml, eine Erh6hung des relativen Risikos um 10%. In der Subgruppenanalyse
ist Activin A im IPAH-Kollektiv und im CTD-Kollektiv ein unabhéngiger Pradiktor fiir
das Uberleben. Zusitzlich ist die Plasmakonzentration im CTD-Kollektiv in der
multivariaten Cox Regression ein stirkerer Pridiktor fiir das Uberleben als das
Geschlecht und die Pulmonary vascular resistance (PVR).

Die univariate Cox Regression der dichotomisierten Activin A Konzentration zeigt
ebenfalls einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, bezogen auf das
Uberleben fiir eine Activin A Konzentration groBer bzw. kleiner des Medians (2671,80
pg/ml) mit einem Hazard Ratio von 4,216. Dies entspricht einer vierfachen Erhdhung
des relativen Risikos zu Versterben fiir Patienten mit einer Activin A
Plasmakonzentration groBler als 2671,80 pg/ml und verdeutlicht nochmals die
prognostische Bedeutung von Activin A. In der multivariaten Cox Regression der
dichotomisierten Activin A Konzentration zeigt sich, dass die dichotomisierte Activin A
Konzentration signifikant nach der SMWD den zweitstirksten Pradiktor fiir das
Uberleben mit einem Hazard Ratio von 5,467 darstellt. Diese Analysen verdeutlichen
die wegweisende Bedeutung einer hohen Activin A Konzentration filir das Outcome der
Patienten.

In Bezug auf weitere kardiovaskuldre Erkrankungen konnten erhohte Activin A
Plasmakonzentrationen bei Patienten mit stabiler bzw. instabiler Angina Pectoris
nachgewiesen werden, dabei wird Activin A eine anti-inflammatorische Rolle
zugesprochen [102]. Jedoch konnten weitere Studien sowohl eine inflammatorische als
auch eine anti-inflammatorische Wirkung von Activin A nachweisen [103-106]. Ofstad
et al. 2013 haben gezeigt, dass die Plasmakonzentration von Activin A bei Patienten mit
Typ 2 Diabetes prognostische Informationen iiber das Auftreten von kardiovaskuldren
Ereignissen liefert. Dabei war die logarithmierte Activin A Konzentration ein
unabhingiger signifikanter Pridiktor fiir das Uberleben bzw. das Auftreten von
kardiovaskuldren Ereignissen [107]. Harada et al. 1996 haben erhohte, von den
Bindungsproteinen geldste, Activin A Konzentrationen bei Patienten mit chronischem
Nierenversagen nachgewiesen [108]. Phillips et al. 2000 haben eine signifikant erh6hte
Activin A Ausschiittung im Vergleich zu einem Placebo nach Heparingabe, bei
Patienten, die sich einer Koronarangiographie unterzogen haben, belegt [109]. Da in
unserer Studie allen Patienten prophylaktisch 5000 IE Heparin vor der

Rechtsherzkatheteruntersuchung und folglich vor der Blutentnahme appliziert wurden,
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ist eine Beeinflussung der Activin A Plasmakonzentrationen durch das Heparin nicht
auszuschlieBen. Der Mechanismus der Freisetzung beruht dabei zum einen auf dem
Austausch der oberfldchlichen Proteogyklane, an denen Activin A gebunden ist und
zum anderen auf der Auflosung der Activin A-Follistatin-Komplexe durch Heparin
[110, 111]. Jedoch konnten Borawski et al. 2003 zeigen, dass die Activin A
Konzentration vor der Dialyse unter unfraktioniertem Heparin in umgekehrten
Zusammenhang mit der Activin A Konzentration nach der Dialyse steht [112]. Diese
Erkenntnisse verdeutlichen zwar den Einfluss des Heparins auf die Plasmakonzentration
von Activin A, jedoch ist in Bezug auf unsere Studie, aufgrund der von Borawski et al.
2003 nachgewiesenen antiproportionalen Korrelation, nicht von einer pauschalen
Verzerrung der Ergebnisse durch die prophylaktische Heparingabe auszugehen.

Zusammenfassend konnte in unserer Studie erstmalig die herausragende prognostische
Bedeutung der Activin A Konzentration fiir das Uberleben von Patienten mit
pulmonaler Hypertonie beschrieben werden. Dabei ist die Activin A Konzentration in
der multivariaten Cox Regression signifikant der stirkste Pridiktor fiir das Uberleben.
Im klinischen Alltag konnte die Activin A Plasmakonzentration genutzt werden, um
Patienten mit einem stark erhOhten relativen Risiko zu identifizieren, um
anschlieBenden die Therapie zu verindern bzw. zu erweitern. Um Aussagen iiber den
Einfluss der Therapie auf die Konzentration des Biomarkers treffen zu kdnnen, sind

weitere Studien mit einer Langzeitbeobachtung der Patienten notwendig.

5.9 Limitation der Studie

Durch das zuvor eingehend charakterisierte Ausschluss-Kollektiv wird die
Vergleichbarkeit dieser Studie mit Studien die eine gesundes Ausschluss-Gruppe
benutzen limitiert. Da es sich bei diesen Patienten nicht um gesunde Patienten handelt,
kann der Unterschied zwischen den Gruppen abgeschwicht und somit die Aussagekraft
des diagnostischen Nutzens eines Biomarkers verfilscht werden. Jedoch wird dadurch
nur der diagnostische Nutzen zur Unterscheidung von gesunden Patienten und Patienten
mit pulmonaler Hypertonie eingeschrinkt. Die diagnostische Wertigkeit zur
Unterscheidung von Patienten mit und ohne pulmonaler Hypertonie, die dieselben
unspezifischen Symptome présentieren, wird durch das in unserer Studie verwendete
Ausschluss-Kollektiv nicht beeintréchtigt. Und vor allem diese Unterscheidung ist von
starker klinischer Relevanz. Dariiber hinaus wurden alle Blutproben wéhrend einer

Rechtsherzkatheter- Untersuchung aus der Pulmonalarterie gewonnen, was den
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Einschluss eines gesunden Kollektivs nahezu unmoglich macht. Fiir zukiinftige Studien
sollten zusétzlich zu den zentralen Blutproben, periphere Blutproben gewonnen werden,
um eine Vergleichbarkeit mit einem Kollektiv von gesunden Patienten zu ermdglichen.
AufBlerdem sollte eine Blutentnahme vor der Heparingabe erwogen werden, um
mogliche Einfliisse zu vermindern. Eine zusitzliche Limitation dieser Studie besteht in
dem nachtriglichen Ausschluss von 14 PVH Patienten, da diese eine latente PVH
aufwiesen und somit den Einschlusskriterien eines mPAP < 25 mmHg nicht
entsprachen. Diese Verminderung der Stichprobengrofe konnte die Aussagekraft des
diagnostischen Nutzens zusétzlich beeinflusst haben.

Selimovic et al. 2009 konnten in einer Studie mit 44 PAH Patienten und 20
Kontrollpatienten zeigen, dass die Konzentration von Vascular endothelial growth
factor (VEGF), platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor
(TGF)-B1 und Interleukin-6 in der Pulmonalarterie signifikant hher waren, als in der
A. radialis [113]. Jedoch gab es keinen Unterschied der Konzentrationen in der
gesunden Kontrollgruppe. Dies stellt die Moglichkeit eines Vergleichs von
Konzentrationsmessungen von TGF-f in der Pulmonalarterie bei Patienten mit
pulmonaler Hypertonie und Konzentrationen gemessen in der A. radialis bei gesunden

Patienten in Ausblick.

In zukiinftigen Studien sollten GDF-15 und Activin A zusdtzlich zu spiteren
Zeitpunkten der Erkrankung gemessen werden, um bessere Aussagen zum Verlauf,
Uberleben und Einfluss der Therapie auf den Biomarker treffen zu konnen. Parallel
sollten etablierte Biomarker wie NT-proBNP und weitere experimentelle Biomarker
bestimmt werden, um eine Analyse der Kombination der unterschiedlichen Marker zu
ermoglichen. Zusatzlich wire eine Bestimmung von Bindungsproteinen wie Follistatin
zu erwigen, um weitere Zusammenhédnge aufzudecken und mogliche therapeutische
Ansitze zu untersuchen. AuBlerdem kdnnte Activin A als diagnostischer Biomarker fiir
Patienten mit pulmonaler Hypertonie aufgrund einer Kollagenose zukiinftig eine Rolle
spielen. Dazu ist ein Vergleich der Plasmakonzentration von Activin A bei Patienten
mit einer Kollagenose ohne pulmonale Hypertonie mit der Konzentration der zusétzlich
an pulmonaler Hypertonie erkrankten Patienten ndtig. Die erstmalig beschriebenen
erhohten Plasmakonzentrationen von GDF-15 und Activin A bei Patienten mit CTEPH
und PVH bzw. CTD und PVH sollten in weiteren Studien untersucht und bestétigt
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werden. Die von uns aufgezeigte prognostische Relevanz der beiden Biomarker, konnte
in Zukunft in Kombination mit der Himodynamik, weiteren klinischen Parametern und
Biomarkern genutzt werden, um préizisere Aussagen iiber die Prognose von Patienten
mit pulmonaler Hypertonie treffen zu konnen. Zusitzlich wiirde sich der therapeutische
Ansatz, zum einen durch Blockade des Activin A Signalweges und zum anderen durch
die direkte Activin A Blockade mittels Follistatin, im Zusammenhang mit der
pulmonalen Hypertonie anbieten. Diese Ansétze miissten jedoch zukiinftig genauer

untersucht und bestétigt werden.
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6 Zusammenfassung

Growth-differentiation-factor 15 und Activin A als Biomarker fiir die pulmonale
Hypertonie

Hintergrund: Es konnten bisher keine verldsslichen diagnostischen und nur wenige
prognostische primdre Laborparameter im Zusammenhang mit der pulmonalen
Hypertonie identifiziert werden. Growth-differentiation-factor 15 und Activin A sind
vielversprechende Proteine der Transforming Growth Factor f Familie und konnten
bereits als Biomarker fiir andere Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems
nachgewiesen werden.

Hypothese: Wir iiberpriiften die Hypothese, ob es sich bei Growth-differentiation-factor
15 oder bei Activin A um einen diagnostischen, besser prognostischen oder einen
Biomarker fiir die Beurteilung des Schweregrades der pulmonalen Hypertonie handelt.
Methoden: Es wurden 143 bzw. 128 Patienten mit pulmonaler Hypertonie verschiedener
Atiologien (IPAH, CTEPH, CTD und PVH) untersucht. 42 Patienten dienten als
Ausschluss-Kollektiv. Allen Patienten wurde wihrend einer Rechtsherzkatheter-
Untersuchung Blut aus der Pulmonalarterie entnommen und anschlieBend die
Konzentration im Serum mittels Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) im
Labor bestimmt. Danach erfolgte die Korrelation mit den Hémodynamischen
Parametern, der Funktionellen Klasse, dem Geschlecht und dem Uberleben.

Ergebnisse: Die Plasmakonzentration von GDF-15 und Activin A war nicht signifikant
hoher bei Patienten mit IPAH, CTEPH und PVH im Vergleich zum Ausschluss-
Kollektiv. Activin A war signifikant hoher bei Patienten mit CTD im Vergleich zum
Ausschluss-Kollektiv. Es konnten signifikante Korrelationen zwischen GDF-15 und der
SMWD und dem PAWP nachgewiesen werden. Activin A korrelierte signifikant mit
der SMWD. Es zeigten sich fiir GDF-15 und Activin signifikante Unterschiede
zwischen den Quartilen der Konzentration bezogen auf das Uberleben. Die
Konzentration von GDF-15 ist in der multivariaten Analyse nach der SMWD der
zweitstirkste Pridiktor fiir das Uberleben. Die Konzentration von Activin A ist in der
multivariaten Analyse der stirkste Pridiktor fiir das Uberleben. Die dichotomisierten
Konzentrationen von GDF-15 und Activin A zeigten signifikante Unterschiede bezogen

auf das Uberleben.
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Fazit: GDF-15 und Activin A sind keine diagnostischen Biomarker und auch keine

Biomarker zur Beurteilung des Schweregrades. GDF-15 und Activin A sind

prognostische Biomarker, wobei Activin A die vielversprechenderen Ergebnisse zeigte.
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7 Abstract

The Role of Growth-differentiation-factor 15 and Activin A as a Biomarker in
pulmonary hypertension

Background: There are no reliable diagnostic and sparse prognostic laboratory
parameters linked to pulmonary hypertension. Growth-differentiation-factor 15 and
Activin A are promising proteins of the transforming growth factor f family and have

been identified as biomarkers in other cardiovasculary diseases.

Hypothesis: We tested the hypothesis that Growth-differentiation-factor 15 or Activin A
are a diagnostic, a prognostic or a severity biomarker in pulmonary hypertension.

Methods: 143 or 128 patients with pulmonary hypertension referring to different
etiologies (IPAH, CTEPH, CTD and PVH) were tested. 42 patients served as a control
group. Blood samples were collected during right heart catheterization in the pulmonary
artery and the serum concentration was determined through an enzyme-linked-
immunosorbent Assay. The concentration was correlated with hemodynamics,

functional class, sex and survival.

Results: GDF-15 or Activin A plasma levels were not significantly higher in patients
with IPAH, CTEPH and PVH versus controls. Activin A was significantly higher in
patients with CTD versus controls. There were significant associations between GDF-15
and SMWD or PAWP. Activin A correlated significantly with SMWD. There was a
significantly association between GDF-15 or Activin A quartile and survival. GDF-15
plasma levels were the second best predictor of survival in multivariate analysis.
Activin A plasma levels were the best predictor of survival in multivariate analysis.
Dichotomous plasma levels of GDF-15 or Activin A were significantly associated with

survival.
Conclusion: Neither GDF-15 nor Activin A plasma levels are a diagnostic or severity

biomarker. GDF-15 or Activin A plasma levels are prognostic biomarkers, whereat

Activin A plasma levels are the more promising.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

A. Arteria

AAD Adaptive Aerosol Delivery

ACVRIB/ALK4 activin receptor type IB

ALK1 Activin receptor-like kinase type 1

ALKS5 activin receptor-like kinase 5

ANP Ateriales natriuretisches Peptid

Basel Erste Basismessung

Base2 Zweite Basismessung

BMI Body-Mass-Index

BMPR2 Bone morphogenetic protein receptor type 2

BNP brain natriuretic peptide

CAV1 Caveolin-1

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

CI Cardiac Index

cm Zentimeter

Co-SMAD Co-mediator SMAD

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung

CREST Calcinosis cutis, Raynaud-Syndrom,
Esophageale Dysfunktion, Sklerodaktylie,
Teleangiektasien

CRP C-reaktives Protein

CTD Connective tissue Desease, Erkrankung des
Bindegewebes, in diesem Fall PH assoziiert
mit einer Kollagenose

CTEPH Chronisch-thrombembolische pulmonale
Hypertonie

CvP central venous pressure (zentraler
Venendruck)

DPD Diastolische Druckdifferenz

dyn Dyn

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EKG Elektrokardiogramm

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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g Gramm

GDF-15 Growth-differentiation-factor 15

h Stunde

HF Herzfrequenz Schldge/min

HIV Humane Immunodeficiency Virus

HR Hazard Ratio

HzZV Herzzeitvolumen

I-SMAD Inhibitorische SMAD

1.v. Intravends

IE Internationale Einheiten

IL-1B Interleukin 1 beta

IL-2 Interleukin 2

IL-6 Interleukin 6

IPAH idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie

IQR interquartile range, Interquartilsabstand

KCNK3 KCNK3 Gen

kDa Kilo Dalton

KHK Koronare Herzkrankheit

| Liter

m Meter

M. Morbus

MCP-1 Monocyte Chemoatractant Protein-1

mg Milligramm

MIC-1 Macrophage inhibitory cytokine-1

min Minuten

ml Milliliter

mmHg Millimeter Quecksilberséule

MMP Matrix metalloproteinase

mPAP pulmonalarterieller Mitteldruck

MUCS5AC Mucin 5AC

n Anzahl

NAG-1 nonsteroidal antiinflammatory drug-activated
gene-1

ng Nanogramm

nm Nanometer
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NO

Stickstoffmonoxid

NT-proBNP N-terminal B-type natriuretic peptide

NYHA New York Heart Association

0, Sauerstoff

PAA Pulmonalis Angiographie

PaCo, Arterieller Kohlendioxid Partialdruck

PAH pulmonalarterielle Hypertonie

PAI-1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1

PAP pulmoalarterieller Druck

PAWP Pulmonal kapilldrer Verschlussdruck

PCH Pulmonal kapilldire Himangiomatose

PDGF platelet-derived growth factor

pg Pikogramm

PH pulmonale Hypertonie

PLAB Placental bone morphogenetic protein

ppm parts per million, Teilchen pro million

pro BNP Pro Brain natriuretic peptide

PTGFB Placental Transforming Growth Factor Beta

PVH Pulmonal vendse Hypertonie

PVOD Pulmonale veno-okklusive Erkrankung

PVR Pulmonary vascular resistance,
Pulmonalvaskuldrer Widerstand

QTc Frequenzkorrigierte QT-Zeit

R-SMAD Regulierende SMAD

RAP rechtsatrialer Druck

RHK Rechtsherzkatheter

rpm Umdrehungen pro Minute ( revolutions per
minute)

RR Blutdruck nach Riva-Rocci

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung

sec Sekunden

SLE systemischer Lupus Erythematodes

SMAD MAD mothers against decapentaplegic, SMA

small body size
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SMAD9 Smad-9 Protein

SMWD 6-Minuten Gehstrecke (Six Minute Walk
Distance)

SSC Systemische Sklerose

STEMI ST-elevation myocardial infarction;
Herzinfarkt mit signifikanter ST-
Streckenhebung

TAPSE Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion

TGF- B Transforming Growth Factor Beta

TI Trikuspidalklappeninsuffizienz

TIMP Tissue inhibitory MMP

TNF-a Tumor Nekrose Faktor a

TPG Transpulmonaler Gradient

TTCW Time to clinical worsening

TTE Transthorakale Echokardiographie

VEGF Vascular endothelial growth factor

VO,max Maximale Sauerstoffaufnahme

WU Wood Units mmHg*min/L

ng Mikrogramm

pl Mikroliter
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