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1. Einleitung

1.1  Rechtsventrikulires Remodeling

Herzinsuffizienz ist die vierthdufigste Todesursache in Deutschland und die Anzahl stationérer
Behandlungen aufgrund einer Herzinsuffizienz steigt seit Jahren stetig an [1]. Dementspre-
chend ist der Bedarf an neuen diagnostischen und therapeutischen Ansdtzen bei Herzinsuffi-
zienzpatienten grof3.

Die Herzinsuffizienzforschung war lange Zeit auf den linken Ventrikel (LV) fokussiert und der
rechte Ventrikel (RV) war die ,,vergessene Kammer*. Der RV wurde dabei als passives Conduit
zwischen dem systemischen und dem pulmonalen Kreislauf ohne bedeutende Rolle bei der
Aufrechterhaltung des Herzminutenvolumens (HMV) betrachtet. Eine stetig wachsende Anzahl
an experimentellen und klinischen Studien deutet jedoch auf eine wichtige Rolle des RV als
prognostischem Faktor fiir kardiovaskuldre Morbiditidt und Mortalitét hin.

Eine Rechtsherzinsuffizienz ist bedingt durch eine systolische und/oder diastolische RV-Dys-
funktion (RVD) und fiihrt zu einer progedienten Leistungsminderung mit Beinddemen und
Dyspnoe bis hin zum terminalen Rechtsherzversagen mit Multiorganversagen. Eine Reihe von
intrinsischen und extrinsischen Pathologien wie angeborene oder erworbene Kardiomyopathien
und Klappenerkrankungen, Myokardischdmie oder pulmonale Hypertonie (PH) kdnnen durch
erhohte Vor- bzw. Nachlast oder gestdrte Ino- und Lusitropie eine RVD verursachen. Das Vor-
handensein einer RVD bei kardiovaskuldren Erkrankungen ist mit einem signifikant erhéhten
Risiko fiir Krankenhauseinweisungen, terminale Herzinsuffizienz und Gesamtmortalitit asso-
ziiert [2]. Insbesondere bei Patienten mit PH ist die RV-Funktion der wichtigste prognostische
Faktor [3, 4]. Bei chronischer Linksherzinsuffizienz mit reduzierter systolischer LV-Funktion
(engl. heart failure with reduced ejection fraction, HFrEF) ischdmischer und nicht ischdmischer
Genese ist eine RVD ein unabhingiger Pradiktor fiir Mortalitdt und terminale Herzinsuffizienz
[5-10]. Bei chronischer Linksherzinsuffizienz und erhaltener systolischer LV-Funktion (engl.
heart failure with preserved ejection fraction, HFpEF) ist eine RVD ebenfalls mit schlechteren
Outcomes verbunden [11].

Der RV unterscheidet sich wesentlich vom LV sowohl in Bezug auf den embryonalen Ursprung
als auch in vielen funktionellen und strukturellen Aspekten. Der LV stammt aus dem Ventricu-
lus primitivus (engl. primary heart field), wihrend der RV aus dem Bulbus cordis (engl. se-
condary heart field) entsteht [12]. Der RV hat im Unterschied zum konzentrisch geformten LV

eine pyramidale Struktur. Die rechtsventrikulire Wanddicke ist deutlich geringer als die



linksventrikuldre, wihrend der RV aufgrund seiner starken Trabekularisierung eine gréfere
Oberfldche als der LV hat. Dadurch ist die Compliance des RV im Vergleich zum LV hoher.
Durch die geringere Nachlast des nachgeschalteten Lungenkreislaufs ist die Pumpleistung des
RV um ca. 75 % niedriger, obwohl beide Ventrikel das gleiche Blutminutenvolumen leisten
[13]. Durch die bereits genannten Unterschiede zwischen RV und LV kommt es unter patholo-
gischen Bedingungen wie chronischer Druckiiberlastung oder Hypoxie zu unterschiedlichen
Genexpressionsprofilen in LV und RV. Dies konnte bereits durch Studien mit Transkriptom-
analysen in experimentellen Tiermodellen belegt werden [14, 15].

Die héaufigste Ursache fiir eine chronische RV-Druckiiberlastung ist die PH. Eine PH wird nach
der neuen Definition bei einem mittleren pulmonal-arteriellen Druck von > 20 mmHg (engl.
mean pulmonary artery pressure, mPAP) diagnostiziert [16]. In den meisten grofen Studien
wurden jedoch PH-Patienten nach der alten Definition (mPAP > 25 mmHg) eingeschlossen.
Anhand des pulmonalvaskuldren Widerstands (engl. pulmonary vascular resistance, PVR) und
des pulmonalkapilldren Verschlussdrucks (engl. pulmonary capillary wedge presure, PCWP)
wird zwischen prikapilldrer (PVR >2 WE, PCWP < 15 mmHg), postkapilldrer (PVR <2 WE,
PCWP > 15 mmHg) oder gemischter PH (PVR >2 WE, PCWP > 15 mmHg) unterschieden.
Im Rahmen einer PH kommt es zu einer Druckerhéhung im Lungenkreislauf, was zu einer
rechtsventrikuléren Nachlasterhohung fiihrt. Der RV reagiert auf die chronische Druckbelas-
tung mit einer Steigerung der Kontraktilitit, um die Auswurfleistung aufrechtzuerhalten. Diese
Kontraktilitatssteigerung wird durch adaptives Remodeling im RV erreicht und beinhaltet RV-
Hypertrophie und intrinsische Optimierung der kontraktilen Eigenschaften der Kardiomyozy-
ten. Dadurch kann die RV-Kontraktilitdt um das 4- bis 5-Fache gesteigert werden [17]. Diese
adaptiven RV-Verdnderungen werden bei PH hauptséchlich durch die erhohte Wandspannung
wiéhrend der RV-Systole verursacht, die proportional zur Nachlast ansteigt. Dem Laplace-Ge-
setz entsprechend ist die Wandspannung umgekehrt proportional zur Wanddicke, was die RV-
Hypertrophie als kompensatorischen Mechanismus erklért. Im Falle einer Vorlasterh6hung, die
ebenfalls bei PH auftreten kann, fiihrt der Frank-Starling-Mechanismus ebenso zu einer zusitz-
lichen Inotropie, was die Abhdngigkeit vom Volumenstatus einiger lastabhingiger diagnosti-
scher Parameter aus der kardialen Bildgebung erklért. Im Rahmen der progredienten Nachlast-
erhohung werden jedoch bei den meisten PH-Patienten im weiteren Verlauf die kontraktilen
RV-Reserven iiberschritten. Demzufolge versucht der RV, durch eine Dilatation sowie eine
Herzfrequenzsteigerung die Auswurfleistung aufrechtzuerhalten [18]. Durch die RV-Druck-
iiberlastung werden jedoch maladaptive Remodelingprozesse induziert. Dabei spielen die fol-

genden Maladaptationsmechanismen eine entscheidende Rolle: kapillire Rarefizierung,



metabolische Verschiebung vom oxidativen Stoffwechsel zur anaeroben Glykolyse, oxidativer
Stress, neurohumorale Aktivierung, Inflammation und Fibrose [19]. Diese Verdanderungen re-
sultieren in einer progredienten RV-Dilatation sowie einer systolischen und diastolischen RVD
und fiihren schlieBlich zu einer RV-pulmonal-arteriellen Entkopplung (RV-PA-Entkopplung)
und terminaler Rechtsherzinsuffizienz [20].

Der erhohte Sauerstoffbedarf und die Hypertrophie im RV bei PH erfordern eine bessere Per-
fusion, damit eine addquate Versorgung gewihrleistet werden kann. In der adaptiven Phase
wird eine verstirkte Neoangiogenese durch angiogene Faktoren wie VEGF, Micro-RNA 126
und Apelin induziert. Im Rahmen der Maladaptation wird die Expression dieser Faktoren her-
unterreguliert, sodass es zu einer relativen kapilliren Rarefizierung begleitetet von Ischémie,
kardiomyozytirer Apoptose und Inflammation kommt [21]. Durch Hochregulation der Pyruvat-
kinase und Aktivierung anderer metabolischer Signalkaskaden wird die Oxidation von freien
Fettsduren, die das Hauptenergiesubstrat im gesunden Myokard darstellen, gehemmt und die
anaerobe Glykolyse stimuliert, wodurch der Energiehaushalt der Kardiomyozyten und somit
die kontraktile Funktion beeintrachtigt werden. [19] Ferner kommt es im Rahmen des gestorten
Energiestoffwechsels zur erhohten Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen (engl.
reactive oxygen species, ROS) in den Mitochondrien. Der daraus resultierende oxidative Stress
fithrt zu Fibrose und Inflammation [22]. Eine neurohumorale Aktivierung mit Hochregulierung
von andrenergen Signalwegen und Renin-Angiotensin-Aldosteron-System bei PH-Patienten
fiihren ebenfalls durch Beeinflussung der Proteinexpression im RV zu einer kontraktilen Dys-
funktion, Inflammation und Fibrose [23, 24]. Mechanischer Stress, Ischidmie, sowie Mediato-
ren, die im Rahmen der Grunderkrankung in der Lunge produziert werden und ins Myokard
transportiert werden, fithren ebenfalls zu einer RV-Inflammation und Fibrose. Im Rahmen der
inflammatorischen Reaktion werden Immunzellen in die extrazelluldre Matrix (EZM) gelockt
und produzieren Chemokine und Zytokine, die entweder direkt pathologische Signalwege in
den Kardiomyozyten aktivieren oder die Expression matrizelluldrer Proteine beeinflussen [19].
Matrizellulare Proteine sind nicht strukturelle Proteine, die in die extrazelluldare Matrix des
Myokards sezerniert werden und dort als regulatorische Proteine die Interaktionen zwischen
Myokardzellen und EZM beeinflussen. Studien zeigen, dass matrizelluldre Proteine beim mal-
adaptiven myokardialen Remodeling hdufig hochreguliert sind und unter anderem eine wich-
tige Rolle in der Regulation von profibrotischen und proinflammatorischen Signalwegen spie-
len [25, 26]. Fibrose ist ein prognostisch wichtiges Maladaptationsmerkmal im druckiiberlaste-
ten RV. Pathologische Stimuli aktivieren kardiale Fibroblasten und fiihren zu einer Transdiffe-

renzierung zu Myofibroblasten. Diese leiten einen fibrotischen Umbau der EZM ein, der mit



Kollagenvermehrung und qualitativen Kollagenverdnderungen einhergeht. Die Folge ist eine
erhohte Steifigkeit des Ventrikels sowie eine gestorte Koordination der Kontraktion. Dement-
sprechend kommt es zu einer wesentlichen Beeintrachtigung der systolischen und insbesondere
der diastolischen RV-Funktion [27]. Die TGF-B-Signalkaskade ist der bedeutendste profibroti-
sche Signalweg im Myokard. TGF- induziert die Kollagen-Expression in der EZM und die
Transdifferenzierung von Myofibroblasten im Myokard [28]. In Bezug auf Fibrose lassen sich
jedoch erhebliche Unterschiede zwischen den druckiiberlasteten RV und LV erkennen. Ge-
sunde Probanden zeigten einen hoheren Kollagengehalt im RV (7,4 %) als im LV (5,5 %) [29].
Unter chronischer Druckerh6hung kam es im RV zwar zu einem histologisch gesicherten und
signifikanten, jedoch moderaten Anstieg des Kollagengehalts auf 9,6 % in PH-Patienten, die
eine Lungentransplantation erhielten [30]. Bei Patienten mit hochgradiger Aortenklappenste-
nose dagegen zeigte sich in Biopsien, die wéhrend einer transfemoralen Aortenklappenimplan-
tation (TAVI) biopsiert wurden, eine ausgeprigte LV-Fibrose bei durchschnittlichem Kollagen-
gehalt von 19,6 % [31]. Diese Befunde deuten auf Unterschiede zwischen LV und RV bei der
Regulation von profibrotischen Signalwegen hin, die als Angriffspunkt fiir neue diagnostische

und therapeutische Ansétze in PH dienen konnten.

1.2 Diagnostik des rechtsventrikuliren Remodelings

1.2.1 Rechtsherzkatheteruntersuchung (RHK) und RV-Druck-Volumen-Schleifen

Mittels RHK konnen die Vor- und Nachlast sowie das HMV des RV bestimmt werden. Somit
ist die RHK essenziell zur Diagnosestellung und Charakterisierung der PH. Der rechtsatriale
Druck (engl. right atrial pressure, RAP), der wiahrend der RHK gemessen wird, stellt den wich-
tigsten prognostischen Vorlastparameter in PAH dar [32], wihrend PVR und mPAP prognos-
tisch bedeutsame Nachlastparameter sind [33]. Der Herzindex (cardiac index, CI) als standar-
disierter HMV-Parameter wird ebenfalls mittels RHK berechnet. Nach den aktuellen PH-Leit-
linien sind CI < 2,5 I/min/m? und RAP > 8 mmHg mit einem erhohten 1-Jahres-Mortalitétsri-
siko (> 5 %) assoziiert [16].

Der Goldstandard zur Bestimmung der maximalen nachlastunabhingigen RV-Kontraktilitét
(endsystolische Elastance, engl. end-systolic elastance, Ees) und der RV-Nachlast (arterielle
Elastance, engl. arterial elastance, Ea) ist die invasive Druck-Volumen-Schleifenanalyse, die
mittels spezieller Konduktanz-Katheter durchgefiihrt wird [18]. Die Relation Ees/Ea beschreibt
dann die Kopplung von RV-Kontraktilitit zur pulmonal-arteriellen Nachlast (RV-PA-



Kopplung). Je niedriger der Ees/Ea, desto schlechter kompensiert der RV die erhohte Nachlast.
Bei Ees/Ea < 0,7 kommt es zu RV-PA-Entkopplung mit Rechtsherzversagen [34].

Es handelt sich jedoch um eine komplexe invasive Methode, die zeitaufwendig ist und nur in
spezialisierten Zentren fiir PH-Diagnostik verfiigbar ist. Des Weiteren stellt die Entkopplung
die Endstrecke des maladaptiven Remodelings dar. Aufgrund von irreversiblen Verdnderungen
in der RV-Funktion und -Struktur bleibt die Prognose in diesem Stadium trotz aller therapeuti-
schen Bemiihungen meistens infaust.

Aus diesem Grund ist es von grofler Bedeutung, neue diagnostische Instrumente zu entwickeln,
die maladaptive Verdnderungen in der Funktion und Struktur des rechten Ventrikels friihzeitig

detektieren konnen.

1.2.2 Kardiale Magnetresonanztomographie (kMR)

Die kMR stellt den nicht invasiven Goldstandard zur Diagnostik der RV-Funktion und -Struktur
dar. Durch dreidimensionale Volumetrie und hohe raumliche Auflosung erlaubt diese Methode
eine exakte Quantifizierung kardialer Funktionen und Dimensionen [35, 36]. Dies ist aufgrund
der besonderen Geometrie beim RV sehr wichtig. Ferner zeigen kMR-Messungen sowohl bei
gesunden Probanden als auch bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen eine sehr gute
Reproduzierbarkeit [37-39]. kMR-basierte Indizes wie der endsystolische und enddiastolische
rechtsventrikuldre Volumenindex (RVESVI; RVEDVI) als Parameter fiir RV-Dimensionen so-
wie die RV-Ejektionsfraktion (RVEF) als Parameter flir die systolische rechtsventrikulére
Funktion haben einen hohen prognostischen Wert sowohl bei Linksherzinsuffizienz mit beglei-
tender RVD als auch bei PH [5-7, 9, 40-42]. kMR-Parameter sind jedoch im Unterschied zu
der Druck-Volumen-Schleifenanalyse von dem Volumenstatus und der Volumenbelastung ab-
hingig, was eine bekannte wesentliche Limitation ist [34]. Zudem ist kMR eine aufwendige

und kostenintensive Methode, die nicht tiberall verfiigbar ist.

1.2.3 Echokardiographie
Die transthorakale Echokardiographie (TTE) spielt aufgrund der breiten Verfiigbarkeit und der

einfachen, kostengiinstigen Durchfithrung in der klinischen Praxis eine entscheidende Rolle bei

der Diagnostik, prognostischen Stratifizierung und Therapiekontrolle von Patienten mit PH. Sie
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erlaubt eine Beurteilung der RV-Morphologie und -Dimensionen sowie der systolischen und
diastolischen RV-Funktion. Des Weiteren ermdglicht die TTE eine Einschétzung des systoli-
schen PA-Drucks (PASP, pulmonary artery systolic pressure) durch Bestimmung der maxima-
len Flussgeschwindigkeit vom Insuffizienzjet der Trikuspidalklappe.

Die Messung der longitudinalen systolischen Bewegungen der Trikuspidalklappenebene
(TAPSE, tricuspid annular plane systolic excursion) ist die etablierte echokardiographische
Methode zur Beurteilung der systolischen RV-Funktion. TAPSE < 17 mm kennzeichnet eine
systolische RV-Dysfunktion und ist assoziiert mit einer schlechteren Prognose [43, 44].

Der echokardiographiche Parameter TAPSE/PASP setzt TAPSE als MaB fiir die RV-Kontrak-
tilitdit in Verhéltnis zur RV-Nachlast, gemessen durch PASP. Dementsprechend wurde
TAPSE/PASP als neuer nicht invasiver Parameter fiir RV-PA-Kopplung vorgeschlagen [45].
TAPSE/PASP zeigte eine gute Korrelation zu Ees/Ea in Patienten mit HFrEF und HFpEF [46-
48]. TAPSE/PASP < 0,36 mm/mmHg war mit einer erhhten Mortalitit und einem schlechte-
ren funktionellen Status in diesen Patientenkollektiven verbunden [49]. Bei Patienten mit idio-
pathischer pulmonal-arterieller Hypertonie (IPAH) und chronischer thromboembolischer pul-
monaler Hypertonie (CTEPH) war ein niedriger TAPSE/PASP ebenfalls mit einer schlechteren
Prognose und einem signifikant niedrigeren Ees/Ea assoziiert [50, 51]. Zudem konnten
Tello et al. TAPSE/PASP als nicht invasiven Parameter der RV-PA-Kopplung validieren.
TAPSE/PASP < 0,31 mm/mmHg wurde dabei als Referenzwert fiir RV-PA-Entkopplung, de-
finiert als Ees/Ea < 0,805, identifiziert (88 % Sensitivitit und 76 % Spezifitat) [51].

1.2.4 Biomarker

Die laborchemische Bestimmung von Biomolekiilen im Blut bietet die Mdglichkeit einer
schnellen, kostengiinstigen und vor allem frithen Detektion von pathologischen Prozessen im
Korper. Biomarker spielen zunehmend eine wichtige Rolle in der Diagnostik und Therapie von
kardiovaskuldren Erkrankungen. So haben Biomarker wie Troponin und BNP/NT-proBNP die
Infarkt- und Herzinsuffizienzdiagnostik revolutioniert [52, 53]. Zudem sind BNP und NT-
proBNP aktuell auch die einzigen in der klinischen Praxis etablierten Biomarker bei Patienten
mit PH. BNP/NT-proBNP-Spiegel korrelieren mit RV-Funktion und -Maladaptation sowie
auch mit dem klinischen Status in PH. Des Weiteren liefern sie prognostische Informationen
sowohl zum Zeitpunkt der Diagnosestellung als auch im Verlauf [54]. BNP und NT-proBNP
sind jedoch auch bei HFpEF und HFrEF erhoht, sodass es aktuell keine Biomarker gibt, die
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spezifisch mit einer RV-Dysfunktion assoziiert sind [53, 54]. Dariiber hinaus gibt es auch keine

Biomarker, die spezifisch fiir bestimmte RV-Maladaptationsmerkmale sind.

1.3 Biomarker- und Bioimaging-Register fiir kardiovaskulire Erkrankungen: BioRight,
BioProspective und BioCVI

Im Rahmen der Forschungstitigkeit des Kerckhoff Herzforschungsinstituts mit der Justus-Lie-
big-Universitit Gieen gGmbH (KHFI) wurde eine gro3e, aus mehreren Registern bestehende
Biodatenbank gegriindet. In diesen Registern werden Patienten aus den Abteilungen fiir Pneu-
mologie und Kardiologie des Universitatsklinikums GiefBen sowie der Abteilungen fiir Kardio-
logie, Thorax- und Herzchirurgie der Kerckhoff-Klinik Bad Nauheim seit 2011 konsekutiv
nach schriftlicher Einwilligung eingeschlossen. Dabei werden klinische und apparative Daten
erfasst sowie Blut- und Gewebsproben gesammelt. Die humanen Proben werden entsprechend

einem definierten Protokoll entnommen, verarbeitet und bei —80 °C tiefgefroren autbewahrt.

In der vorliegenden Habilitationsschrift wurden Patientendaten und -proben aus den folgenden

Registern analysiert:

Das BioRight-Register entstand im Rahmen der Sonderforschungsbereich-Projekte (SFB-Pro-
jekte) BO7 und CPO1 der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG). Das Hauptziel des CP01-
Projekts ist die Erstellung einer Biodatenbank bestehend aus Blutproben und Myokardbiopsien
von CTEPH-Patienten, bei denen eine pulmonale Endarteriektomie (PEA) durchgefiihrt wird.
Im Rahmen des BO7-Projekts werden zusitzlich auch Blutproben von Patienten mit IPAH ab-

genommen.

Das Hauptziel des BO7-Projekts ist die Identifikation von neuen Biomarkern fiir maladaptives
RV-Remodeling in den Blut- und Gewebsproben von Patienten mit gesicherter IPAH oder
CTEPH mit mPAP>25mmHg wund ohne LV-Pathologien (LV-Ejektionsfraktion
[LVEF] > 55 %, Septumdicke [end-diastolic interventricular septum thickness, IVSd] < 12 mm
und Hinterwanddicke (end-diastolic LV posterior wall thickness [LVPWd] < 12 mm).

Damit potenzielle Unterschiede in der Biomarkerexpression zwischen RV- und LV-Remode-
ling analysiert werden konnen, werden auch Patienten mit LV-Pathologien nach den folgenden

Kriterien eingeschlossen:

- Patienten mit adaptivem LV-Remodeling bei linksventrikuldrer Hypertrophie (LVH) im
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Rahmen einer  hochgradigen = Aortenstenose (mittlerer ~ Druckgradient
[Pmean] >40 mmHg  und/oder  Klappendffnungsfliche  [KOF]<1,0  cm?
IVSd > 12 mm, LVPWd > 12 mm).

- Patienten mit maladaptivem LV-Remodeling bei dilatativer Kardiomyopathie (DCM,
LVEF <40 %, LVEDd > 56 mm).

Ferner werden auch gesunde Probanden ohne LV- oder RV-Pathologien als Kontrollen einge-

schlossen.

Bei allen eingeschlossenen Patienten und Kontrollen werden Blutproben abgenommen. Dar-
iiber hinaus werden klinische, laborchemische und echokardiographische Daten sowie Daten

aus kMR- und Rechtsherzkatheteruntersuchungen erfasst.

Im BioCVI-Register werden erwachsene Patienten (élter als 18 Jahre), bei denen eine kMR im
Rahmen der kardiologischen Diagnostik und Therapie durchgefiihrt wird, eingeschlossen. Von
jedem Patienten werden Blutproben asserviert und es werden klinische, laborchemische und

echokardiographische Daten sowie Daten aus kMR- und Herzkatheteruntersuchungen erfasst.
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Habilitationsschrift beschiftigt sich mit der Fragestellung, wie die Detektion
eines maladaptiven rechtventrikulédren Remodelings durch den Einsatz neuer Biomarker ver-
bessert werden kann. RVD als Folge eines maladaptiven Remodelings unter chronischer Druck-
iiberlastung ist der stdrkste Pradiktor fiir erhohte Mortalitdt in Patienten mit PH und sie hat
zudem eine grofle prognostische Bedeutung in Patienten mit Linksherzinsuffizienz. Durch die
Kombination von verschiedenen nicht invasiven Verfahren wie neue Biomarker und echokar-
diographische Parameter sollen diagnostische Instrumente zur frithzeitigen Detektion von mal-
adaptiven Verdnderungen in der RV-Struktur und -Funktion entwickelt werden. Ein weiteres
wichtiges Ziel der aktuellen kardiovaskuldren Forschung besteht darin, RV-spezifische Bio-
marker zu identifizieren, die unabhdngig von LV-Pathologien adaptive und maladaptive Ver-
dnderungen im RV diagnostizieren kénnen.

So ist das Ziel dieser Arbeit die Rolle verschiedener, am kardialen Remodeling und insbeson-
dere an der Entstehung kardialer Fibrose beteiligter Biomolekiile als mogliche Biomarker fiir
maladaptives RV-Remodeling zu analysieren. Des Weiteren sollen Unterschiede zwischen Bi-
omarkerspiegeln in Patienten mit RV- und LV-Remodeling untersucht werden, um eine mog-

liche Spezifitit fiir RV-Maladaptation zu detektieren.
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3. Neue Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling

3.1 Cartilage intermediate-layer-protein 1 (CILPI)

CILP1 ist ein matrizelluldres Protein, das in myokardialen Fibroblasten exprimiert wird. Es
wurde als Inhibitor des profibrotischen ,transforming growth factor B (TGF-B)“-Signalwegs
identifiziert [55]. Das CILP1-Gen codiert ein Prakursor-Protein. Dieses wird durch Furin-Pro-
teasen in ein N-terminales Fragment, das die TGF-B1-bindende WSXW-Sequenz enthélt, und
in ein C-terminales Fragment gespalten. Das Prakursor-Protein und das N-terminale Fragment
werden in die EZM sezerniert und konnen TGF-B1 binden und dadurch den TGF-B1-Signalweg
hemmen [56]. Es wurde wiederum gezeigt, dass TGF-B1 seinerseits die Expression von CILP1
induziert, sodass CILP1 und TGF-B1 eine funktionelle Schleife bilden [57, 58].
Expressionsanalysen in verschiedenen Mausmodellen des pathologischen kardialen Remode-
lings, wie partielle Aortenligatur (transaortic constriction, TAC) und Angiotensin-Infusion,
zeigten eine deutliche Hochregulation der CILP1-Expression [55]. Diese korrelierte auch mit
der Expression von TGF-f und anderen ECM-Proteinen.

Entsprechend waren Analysen von endomyokardialen Biopsien aus Patienten mit hochgradiger
Aortenstenose und Patienten mit ischdmischer Kardiomyopathie mit einer erhéhten CILP1-Ex-
pression assoziiert [55].

Eine experimentelle Studie hat dariiber hinaus eine viel hohere CILP1-RNA-Expression im RV
nach einem Banding der Pulmonalarterie (engl. pulmonary artery banding, PAB) als nach TAC
im LV gezeigt [14].

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass CILP1 mit RV-Remodeling und insbesondere Fi-

brose stirker assoziiert sein konnte als mit LV-Remodeling.

3.1.1 CILPI als Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling in PH
In der im Folgenden vorgestellten Publikation wird die Rolle von CILP1 als Biomarker fiir

maladaptives rechtventrikuldres Remodeling in PH untersucht. Des Weiteren sollen auch

CILP1-Spiegel in Patienten mit LV- und RV-Remodeling verglichen werden.
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Publikation #1:

Keranov S, Dorr O, Jafari L, Troidl C, Liebetrau C, Kriechbaum S, Keller T, Voss S, Bauer T,
Lorenz J, Richter MJ, Tello K, Gall H, Ghofrani HA, Mayer E, Wiedenroth CB, Guth S, Lorch-
ner H, Poling J, Chelladurai P, Pullamsetti SS, Braun T, Seeger W, Hamm CW, Nef H. CILP1
as a biomarker for right ventricular maladaptation in pulmonary hypertension. European Re-

spiratory Journal 2021; 57.

Die folgende Studie bestand aus einem experimentellen und einem klinischen Arm.

Zunéchst sollte die Evidenz iiber erhohte CILP-1-RNA-Expression nach PAB im Mausmodell,
die aus einer einzigen experimentellen Studie stammt [14], mittels Proteinanalysen iiberpriift
werden.

Im Tierexperiment wurden Wildtyp-Maiusen, die entweder einem PAB oder einer Schein-OP
(Sham) unterzogen wurden, untersucht. Es wurde bei fiinf Mausen ein mildes PAB und bei
neun Méusen ein starkes PAB durchgefiihrt. Neun weitere scheinoperierte Mause dienten als
Kontrollen. Alle Tiere wurden nach sieben Tagen geopfert und der RV wurde kryokonserviert.
Im Western-Blot (Abbildung 1) zeigte sich bei der semiquantitativen Intensitdtsanalyse eine
signifikant hohere CILP1-Expression im RV nach starkem PAB im Vergleich zum milden PAB
(p <0,05) und Sham (p < 0,01). Diese korrelierte auch stark zur RV-Expression vom atrialen
natriuretischen Peptid (ANP).

Passend dazu war in der Immunhistochemie die Expression von CILP1 nach starkem PAB
deutlich ausgeprigter als nach Sham (Abbildung 2). Zusitzlich war der prozentuale Anteil an

Kollagen I und III im RV nach starkem PAB deutlich hoher als nach Sham (p <0,001).

sham PAB mild PAB severe
Cilp - - -
60+75 kDa - . o b 8
AMP -—
17 kDa -
pan-actin
43 kDa ‘---“--iihﬂ--‘

Abbildung 1: Western-Blot-Analyse von CILP1- und ANP-Proteinexpression im rechten Ventrikel von Wildtyp-
Maiusen eine Woche nach Schein-OP (Sham), leichtem Banding der Pulmonalarterie (PAB mild) und starkem

Banding der Pulmonalarterie (PAB severe). Die Pan-actin-Expression dient als Ladekontrolle.
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Zusatzlich erfolgten Versuche mit Zellkulturen von humanen kardialen Fibroblasten (engl. car-
diac fibroblasts, CFB). Die CILP1-RNA-Expression in CFB war nach Behandlung der Zellkul-
tur mit TGF-PB1 signifikant hoher als in den Kontrollen. Dabei zeigte sich unter TGF-1-Be-
handlung auch eine starke Korrelation zwischen der Expression von CILP1 und Fibronektin 1,
Periostin und Kollagen 1A2, die ebenfalls an pathologischen Remodelingvorgingen im Myo-

kard beteiligt sind [59].

Sham PAB severe

CILP1/DAPI

CILP1/F-actin/DAPI

Abbildung 2: Immunofluoreszenzanalyse von CILP1-Expression (rote Firbung) im rechten Ventrikel von Wild-
typ-Mausen eine Woche nach Schein-OP (Sham) und starkem Banding der Pulmonalarterie (PAB severe). Zell-
kerne sind mit 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) blau gefarbt. F-Actin-Filamente sind griin gefarbt.

Im klinischen Teil dieser Studie wurden CILP1-Plasmaspiegel in 161 Patienten aus dem Bio-
Right-Register gemessen. Darunter waren 97 Patienten mit PH (IPAH oder CTEPH), 25 Pati-
enten mit LVH ohne RVD bei hochgradiger Aortenstenose und ohne RV-Dysfunktion, 20 Pa-
tienten mit DCM ohne RVD und 19 Probanden dienten als Kontrollen.
Die Patienten mit PH wurden in dieser Studie in zwei Gruppen mit adaptivem oder maladapti-
vem RV-Remodeling nach den folgenden Kriterien aufgeteilt:

- adaptives RV-Remodeling (adaptiver RV): TAPSE > 20 mm, CI> 2,5 L/min/m?;

- maladaptives = RV-Remodeling  (maladaptiver = RV): TAPSE<16 mm,

CI < 2,2 L/min/m? und RVEDd > 43 mm.
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Die Patienten mit LV-Pathologien wurden nach den folgenden Kriterien eingeschlossen:

Patienten mit LVH bei hochgradiger Aortenstenose und ohne RVD (Pmean > 40 mmHg
und/oder  Klappenoffnungsfliche (KOF)<1,00 cm?  TAPSE>20 mm,
RVEDd <42 mm, PAPmean <25 mmHg, IVSd >12 mm, LVPWd>12 mm,
LVEF > 55 %);

Patienten mit DCM ohne RVD (TAPSE>20 mm, RVEDd<42 mm,
PAPmean < 25 mmHg, LVEDd > 56 mm und LVEF <40 %).

Die Analysen der CILP1-Plasmakonzentrationen ergaben signifikant hohere CILP1-Spiegel in

Patienten mit LVH und DCM als in der Kontrollgruppe (Abbildung 3 A). Es gab keine signifi-

kanten Unterschiede diesbeziiglich zwischen DCM und LVH-Patienten.

PH-Patienten zeigten ebenfalls hohere CILP-Spiegel als Kontrollen. Des Weiteren hatten PH-

Patienten mit maladaptivem RV signifikant hohere CIPL1-Konzentrationen als diejenigen mit

adaptivem RV (Abbildung 3 B). Interessanterweise hatten PH-Patienten mit maladaptivem RV
hohere CILP1-Spiegel als Patienten mit LVH und DCM (Abbildung 3 C), wihrend es keinen
Unterschied zwischen adaptivem RV, LVH und DCM gab (Abbildung 3 D).
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Abbildung 3: Darstellung von CILP1-Plasmakonzentrationen in A) Patienten mit pulmonaler Hypertonie (PH),

linksventrikuldrer Hypertrophie (LVH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und in Kontrollen; B) Patienten mit
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PH und adaptivem (adaptiver RV) und maladaptivem (maladaptiver RV) RV-Remodeling. Boxplots zeigen Me-
dian mit Interquartilsabstand. Streuplots zeigen einzelne CILP1-Konzentrationen. ns: nicht signifikant.

**:p<0,01, ¥**: p<0,001

Dariiber hinaus waren in der ,,Receiver Operating Characteristic (ROC)*“-Analyse CILP1 und
NT-proBNP gute Priadiktoren flir maladaptiven RV in PH-Patienten (Abbildung 4), wobei es
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Pradiktionskraft von CILP1 und NT-proBNP
gab.
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Sensitivitat
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—— NT-pro-BNP, AUC 0,82, p<0,001
——CILP1, AUC 0,79, p<0,001

02

00 02 04 06 08 10

1 - Spezifitét

Abbildung 4: , Receiver-Operating-Characteristic (ROC)“-Analyse von CILP1 und NT-proBNP als Prédiktoren

fiir maladaptives rechtventrikuléres Remodeling in Patienten mit pulmonaler Hypertonie.

Mittels Youden-Analyse konnte ein optimaler CILP1-cut-off-Wert fiir maladaptiven RV von
4373 pg/ml berechnet werden. In einer Regressionsanalyse war TAPSE/PASP der einzige un-
abhédngige Pradiktor fiir hohe CILP1-Konzentrationen (CILP1 > 4373 pg/ml, Tabelle 1). Zu-
sédtzlich zeigte sich in einer Tertilenanalyse eine starke Assoziation zwischen hohen CILPI-

Spiegeln und niedrigen TAPSE/PASP-Werten in der PH-Gruppe (p < 0,001).

Variable p-Wert OR 95%-KI
PAPmean 0,39 0,98 0,92-1,03
RVEDd 0,13 1,06 0,98-1,13
TAPSE/PASP 0,01 0,08 0,01-0,52
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Tabelle 1: Logistische Regressionsanalyse von Priadikatoren fiir hohe CILP1-Konzentrationen
(CILP1 > 4373 pg/ml). PAPmean: mittlerer pulmonal-arterieller Druck, RVEDd: rechtsventrikulédrer enddiastoli-

scher Durchmesser, PASP: pulmonal-arterieller systolischer Druck, OR: odds ratio, KI: Konfidenzintervall.

In Bezug auf NT-proBNP-Spiegel gab es hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen
Patienten mit DCM, LVH und PH mit maladaptivem RV, sondern lediglich zwischen adapti-
vem und maladaptivem RV in PH. Hier waren die NT-proBNP-Spiegel ebenfalls signifikant
niedriger bei den PH-Patienten mit adaptivem RV (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Darstellung von NT-proBNP-Serumkonzentrationen in Patienten mit hochgradiger Aortenklappen-
stenose, linksventrikuldrer Hypertrophie (LVH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und pulmonaler Hypertonie
(PH) mit adaptivem (adaptiver RV) und maladaptivem (maladaptiver RV) RV-Remodeling sowie in Kontrollen;
Boxplots zeigen Median mit Interquartilsabstand. Streuplots zeigen einzelne CILP1-Konzentrationen. ns: nicht

signifikant. ***: p < 0,001

In der Zusammenschau wurde CILP1 im experimentellen Teil dieser Arbeit als matrizelluléres
Protein, dass unter Druckiiberlastung im RV hochreguliert wird und an profibrotischen Signal-
wegen beteiligt ist, bestétigt. Im klinischen Teil konnte CILP1 als Biomarker fiir maladaptives
RV-Remodeling und RV-PA-Entkopplung bei Patienten mit PH identifiziert werden. Dariiber
hinaus zeigten sich bei maladaptivem RV-Remodeling deutlich hohere CILP1-Spiegel als bei
LV-Remodeling, womit CILP1 zu einem niitzlichen diagnostischen Tool fiir die spezifische

Detektion von RV-Remodeling werden konnte.

20



3.1.2 CILPI als Biomarker fiir RV-Dysfunktion in ICM

Basierend auf den Ergebnissen der vorherigen Arbeit hinsichtlich der Rolle von CILP1 als Bi-
omarker fiir RV-Maladaptation in PH entstand die Hypothese, dass CILP1 ebenfalls RV-Re-
modeling bei Patienten mit I[CM detektieren konnte. Patienten mit ICM weisen ein pathologi-
sches Myokardremodeling auf, das infolge eines chronischen Koronarsyndroms (CCS) mit re-
levanter Myokardischdmie entstanden ist [60]. Das Ausmal} der LV-Dysfunktion ist ein ent-
scheidender prognostischer Aspekt in dieser Population. Dariiber hinaus ist eine RV-Dysfunk-
tion in ICM ebenfalls ein unabhingiger Pradiktor fiir schlechte Outcomes [6-9]. Demzufolge
bestand das Ziel der folgenden Publikation darin, die Rolle von CILP1 als Biomarker von RV-

Dysfunktion in ICM zu untersuchen.

Publikation #2:

Keranov S, Jafari L, Haen S, Vietheer J, Kriechbaum SD, Dorr O, Liebetrau C, Troidl C, Rut-
satz W, Rieth AJ, Hamm CW, Nef H, Rolf A, Keller T. CILP1 as a biomarker for right ventri-
cular dysfunction in patients with ischemic cardiomyopathy. Pulmonary Circulation 2022 Mar

25; 12(1): e12062.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden CILP1-Plasmakonzentrationen in 128 Patienten aus dem Bi-
oCVI-Register gemessen. Dementsprechend wurde bei allen Teilnehmern eine kMR durchge-
fiihrt. Darunter waren 98 Patienten mit ICM und 30 Kontrollen ohne LV- oder RV-Pathologien.
ICM wurde dabei definiert als CCS mit Z. n. Myokardinfarkt, PCI oder aortokoronarer Bypass-
Operation (ACB-OP) und myokardiales late gadolinium enhancement (LGE) in kMR. Diese
LGE-basierte Definition lehnt sich an bestehender Evidenz an, die LGE als wichtigen Pradiktor
fiir ICM bei KHK identifiziert [61]. Zur Validierung der Ergebnisse wurden alle Analysen auch
in der Subgruppe mit LVEF < 50 % durchgefiihrt (n = 59), da eine systolische LV-Dysfunktion
(LVD) zur klassischen Definition der ICM gehort [60].

Patienten mit ICM zeigten hohere CILP1- und NT-proBNP-Konzentrationen als die Kontrollen
(p <0,001 fiir beide Vergleiche).

Tertilenanalysen in der ICM-Kohorte zeigten signifikant hohere CILP1-Konzentrtaionen in Pa-
tienten mit niedrigem RVEF (< 45 %) als in Patienten mit hohem (> 54 %) und mittlerem (45—
54 %) RVEF (Abbildung 6 A). ICM-Patienten mit RVESVI > 43 ml/m? hatten ebenfalls signi-
fikant hohere CILP1-Konzentrationen als diejenigen mit RVESVI von 32 bis 43 ml/m? und mit
RVESVI <32 ml/m? (Abbildung 6 B). SchlieBlich waren im hohen NT-proBNP-Tertil
(> 1800 pg/ml) CILP1-Konzentrationen signifikant erhéht im Vergleich zu den anderen
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Tertilen (Abbildung 6 C). Demgegeniiber gab es in Bezug auf LVEF und LVESVI keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den CILP1-Tertilen (Abbildungen 6 D und E).

Erhohte NT-proBNP-Spiegel zeigten in der Tertilenanalyse im Unterschied zu CILP1 signifi-
kante Assoziationen sowohl mit niedriger RVEF und hohem RVESVI als auch mit niedriger
LVEF und hohem LVESVI.

Friihere Arbeiten zeigen, dass RVEF ein etablierter prognostischer Parameter zur Bestimmung
der RV-Funktion ist. In einer Studie mit 588 ICM-Patienten von Sabe et al. war in der multiva-
riablen Analyse jede Reduktion der RVEF um 10 % mit einer Erhdhung der Mortalitdt um 17 %
assoziiert [6]. In anderen Arbeiten war eine RVEF < 40 % ein unabhéngiger Pradiktor fiir Mor-
talitdt in Patienten mit ICM oder Z. n. Myokardinfarkt [7-9]. Ein erhohter RVESVI als Para-
meter von RV-Dilatation war bei Patienten mit Linksherzinsuffizienz ebenfalls mit einer er-
hohten Mortalitét assoziiert [62].

Dementsprechend zeigt CILP1 in der vorliegenden Studie eine Assoziation mit RV-Dysfunk-
tion und Dilatation. Es fanden sich hingegen keine Assoziationen zwischen CILP1 und LV-
Parametern. Diese Ergebnisse wurden zusétzlich durch Korrelationsanalysen bestétigt.
NT-proBNP dagegen ist mit Parametern von RV- und LV-Remodeling assoziiert und zeigt so-
mit keine RV-Spezifitit.

Diese Ergebnisse werden auch durch die ROC-Analyse bestdtigt. Hier war CILP1 ein guter
Pradiktor fiir RVEF <40 % (AUC = 0,72, Abbildung 6 A), jedoch ein schlechter Pradiktor fiir
LVEF <40 % (AUC = 0,57, Abbildung 6 B). Hingegen war NT-proBNP ein guter Pradiktor
fiir RVEF <40 % (AUC = 0,77, Abbildung 6 A) und LVEF <40 % (AUC = 0,80, Abbildung
6 B). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen der AUC von NT-proBNP und CILP1
fiir RVEF <40 % (p = 0,42). Mittels Youden-Analyse wurde der optimale CILP1-cut-off-Wert
fiir RVEF <40 % von 3545 pg/ml berechnet (90 % Sensitivitit, 65 % Spezifitit). In der binér-
logistischen Regressionsanalyse war RVEF der einzige unabhiangige Pradiktor fiir hohe CILP1-
Spiegel (Tabelle 2).
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Abbildung 6: Darstellung von CILP1-Konzentrtationen in A) RVEF-Tertilen (high: > 54 %, middle: 45-54 %,
low: <45 %), B) RVESVI-Tertilen (low: < 32 ml/m?; middle: 32-43 ml/m?; high: > 43 ml/m?), C) NT-proBNP-
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ns: nicht signifikant. *: p <0,05, **: p <0,01, ***: p <0,001
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Abbildung 7: ,,Receiver-Operating-Characteristic (ROC)“-Analyse von CILP1 als Prédiktor fiir A) RVEF <40 %
und B) LEVF <40 % in Patienten mit ICM.

Variable p-Wert OR 95%-KI
NT-proBNP 0,96 1 1
eGFR 0,06 0,98 0,97-1,002
RVEF 0,01 0,94 0,90-0,98
Vorhofflim- 0,27 2,51 0,6-6,19
mern

Tabelle 2: Logistische Regressionsanalyse von Pridikatoren fiir hohe CILP1-Konzentrationen

(CILP1 > 3545 pg/ml pg/ml).

Zusammenfassend konnte in der hier aufgefiihrten Publikation gezeigt werden, dass CILP1 bei
ICM-Patienten ebenfalls mit Parametern fiir maladaptives RV-Remodeling wie systolischer
RVD und RV-Dilatation assoziiert ist. Eine Assoziation mit Parametern von LV-Remodeling
konnte jedoch im Unterschied zu NT-proBNP nicht bestitigt werden, womit die Hypothese

einer differenziellen CILP1-Expression beim RV-Remodeling weiter gestiitzt wird.
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3.2  SPARC-like protein 1 (SPARCL 1) als Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling
in PH

Das Protein SPARCLI1 gehort zur Gruppe der SPARC-Proteine. Es handelt sich um eine Fami-
lie von matrizelluldren Proteinen, die dhnliche Struktur und eine homologe C-terminale Do-
méine aufweisen [63]. In fritheren Studien war eine erhohte SPARC-Expression in experimen-
tellen Tiermodellen von LV-Hypertrophie und Fibrose nachzuweisen [26]. In SPARC-null-
Mausen zeigte sich nach TAC ein reduzierter myokardialer Kollagengehalt und eine bessere
diastolische Funktion im Vergleich zu Wildtyp-Mausen [64]. Es findet sich jedoch wenig Evi-
denz iiber den Stellenwert von SPARCLI1 in kardiovaskuldren Erkrankungen. Eine Studie
konnte eine erhohte RV-Expression von SPARCLI in Ratten mit maladaptivem RV-Remode-
ling infolge einer Monocrotalin-induzierten PH zeigen [65]. Somit stellt SPARCLI1 einen neuen
und wenig erforschten Biomarkerkandidat fiir RV-Remodeling dar.

Ziel der nachfolgend genannten Publikation war es, die Rolle von SPARCLI1 als Biomarker fiir
maladaptives RV-Remodeling in Patienten mit PH zu untersuchen. Dariiber hinaus sollte im
direkten Vergleich zu Patienten mit DCM ohne RV-Belastung auch eine eventuelle RV-Spezi-
fitdt von SPARCLI untersucht werden.

Publikation #3:

Keranov S, Dorr O, Jafari L, Liebetrau C, Keller T, Troidl C, Kriechbaum S, Voss S, Richter
M, Tello K, Gall H, Ghofrani HA, Mayer E, Seeger W, Hamm CW, Nef H. SPARCLI1 as a
biomarker of maladaptive right ventricular remodelling in pulmonary hypertension. Biomarkers

2020; 25: 290-295.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden SPRACL1-Plasmakonzentrationen in 105 Patienten aus dem
BioRight-Register gemessen. Darunter waren 66 Patienten mit PH (IPAH oder CTEPH), 18
Patienten mit DCM und 21 Probanden als Kontrollen.
Die Patienten mit PH wurden in dieser Studie in zwei Gruppen mit adaptivem oder maladapti-
vem RV-Remodeling nach den folgenden Kriterien aufgeteilt:

- adaptives RV-Remodeling (adaptiver RV): TAPSE > 20 mm, RVEDd <43 mm;

- maladaptives RV-Remodeling (maladaptiver RV): TAPSE<16 mm und

RVEDd > 43 mm.
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Die Patienten mit DCM wurden nach den folgenden Kriterien eingeschlossen:

- Patienten mit DCM ohne RV-Dysfunktion (TAPSE > 20 mm, RVEDd <42 mm,
PAPmean <25 mmHg, LVEDd > 56 mm and LVEF <40 %).

Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen DCM und Kontrollen in Bezug auf
SPARCLI1-Konzentrationen. Bei Patienten mit PH dagegen waren die SPARCLI1-Plasmaspie-
gel signifikant hoher als bei den Kontrollen (Abbildung 6 A).
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Abbildung 8: Darstellung von SPARCLI1-Plasmakonzentrationen in A) Patienten mit pulmonaler Hypertonie
(PH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und in Kontrollen; B) Patienten mit adaptivem (adaptiver RV) und
maladaptivem (maladaptiver RV) RV-Remodeling bei PH, DCM und in Kontrollen; Boxen zeigen Median mit
Interquartilsabstand. ns: nicht signifikant. *: p < 0,05, **: p <0,01, ***: p < 0,001

Dieser signifikante Unterschied blieb auch in den PH-Subgruppen bestehen. Sowohl Patienten
mit adaptivem RV als auch diejenigen mit maladaptivem RV zeigten hohere SPARCLI1-Spiegel
als die Kontrollgruppe (Abbildung 6 B).

Des Weiteren waren SPARCL1-Konzentrationen bei PH-Patienten in der Gruppe mit maladap-
tivem RV deutlich hoher als bei adaptivem RV (Abbildung 6 B).

In der ROC-Analyse war SPARCLI ein guter Priadiktor fiir einen maladaptiven RV in PH (Ab-
bildung 7) und ein optimaler Cut-off-Wert von 9,66 ng/ml wurde mittels Youden-Analyse er-

mittelt.
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Abbildung 9: , Receiver Operating Characteristic (ROC)“-Analyse von SPARCLI als Pradiktor fiir maladaptives

rechtventrikuldres Remodeling in Patienten mit pulmonaler Hypertonie.

In einer Regressionsanalyse mit allen Pradiktoren flir einen hohen SPARCLI-Spiegel
(SPARCLI1 > 9,66 ng/ml) war TAPSE/PASP der einzige unabhingige Priadiktor (Tabelle 3).

Variable p-Wert OR
TAPSE/PASP 0,02 0,16
RVEDd 0,26 0,95
RAP 0,06 1,2

Tabelle 3: Logistische Regressionsanalyse von Priadikatoren fiir hohe SPARCLI1-Konzentrationen
(SPARCL1 > 9,66 ng/ml). RAP: rechtsatrialer Druck, RVEDd: rechtsventrikuldrer enddiastolischer Durchmesser,
PASP: pulmonal-arterieller systolischer Druck, OR: odds ratio.

Zusitzlich zeigten sich in der TAPSE/PASP-Tertilenanalyse in PH-Patienten im niedrigen
TAPSE/PASP-Tertil ebenfalls signifikant hohere SPARCL1-Konzentrationen als in den ande-
ren Tertilen (p < 0,05).

Zusammenfassend zeigt diese Pilotstudie, dass SPARCL-1-Spiegel bei PH mit adaptivem und
maladaptivem RV-Remodeling sowie bei DCM mit maladaptivem LV-Remodeling signifikant
erhoht sind. Dabei haben PH-Patienten mit maladaptivem RV-Remodeling signifikant hohere
SPARCL-1-Konzentrationen als DCM-Patienten mit maladaptivem LV-Remodeling. Dartiber
hinaus zeigen hohe SPARCLI1-Spiegel signifikante Assoziationen mit Parametern von mal-
adaptivem RV-Remodeling und RV-PA-Entkopplung. Dementsprechend konnte diese Arbeit
SPARCL-1 als potenziellen spezifischen Biomarker fiir RV-Maladaptation identifizieren.
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3.3 Osteopontin (OPN) und Galectin-3 (Gal-3) als Biomarker fiir maladaptives RV-Remode-
ling in PH

Osteopontin ist ein matrizelluldres Glykoprotein, das sowohl als membrangebundenes Protein
als auch als Zytokin zu finden ist. Es wird unter anderem in Kardiomyozyten und kardialen
Fibroblasten exprimiert und nimmt als regulatorisches Protein Einfluss auf die Struktur und
Funktion der EZM [66]. In tierexperimentellen Studien war OPN an der Signaltransduktion der
Angiotensin-II-induzierten Myokardfibrose beteiligt [67, 68].

Gal-3 ist ein B-Galactosidase-bindendes Lektin, das von aktivierten Makrophagen in die kardi-
ale EZM sezerniert wird und dort als Mediator fiir Inflammation und Fibrose dient [69, 70]. In
einer experimentellen Studie fiithrte die Behandlung von Wildtyp-Ratten mit rekombinantem
Gal-3 zur linksventrikuldren Dysfunktion mit ausgepriagter LV-Fibrose [70].

Die Ergebnisse von mehreren klinischen Studien deuten auf eine potenzielle Rolle von OPN
und Gal-3 als diagnostische und prognostische Biomarker fiir pathologisches LV- und RV-Re-
modeling [66, 71-80].

Ziel der folgenden Arbeit ist es, die bestehende Evidenz iiber OPN und Gal-3 als Biomarker fiir
pathologisches LV- und RV-Remodeling zu ergédnzen. Es sollen die Assoziationen von erhoh-
ten OPN- und Gal-3-Spiegeln mit echokardiographischen und MR-Parametern von RV-Ma-
ladaptation iiberpriift werden. Insbesondere sollen potenzielle Unterschiede in den OPN- und

Gal-3-Konzentrationen zwischen Patienten mit LV- und RV-Remodeling detektiert werden.

Publikation #4:

Keranov S, Dorr O, Jafari L, Liebetrau C, Keller T, Troidl C, Riehm J, Rutsatz W, Bauer P,
Kriechbaum S, Voss S, Richter MJ, Tello K, Gall H, Ghofrani HA, Guth S, Seeger W, Hamm
CW, Nef H. Osteopontin and galectin-3 as biomarkers of maladaptive right ventricular remo-

deling in pulmonary hypertension. Biomarkers in Medicine 2021, 15: 1021-1034.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden OPN- und Gal-3-Plasmakonzentrationen in 181 Patienten aus
dem BioRight-Register gemessen. Darunter waren 62 Patienten mit PH (33 Patienten mit IPAH
und 29 Patienten mit CTEPH), 34 Patienten mit DCM, 47 Patienten mit LVH und 38 Kontrol-

len.
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Die Patienten mit PH wurden in dieser Studie in zwei Gruppen mit adaptivem oder maladapti-
vem RV-Remodeling nach den folgenden Kriterien aufgeteilt:
- adaptives RV-Remodeling (adaptiver RV): TAPSE>17 mm, TAPSE/PASP
> 0,26 mm/mHg, RVEDd <43 mm, PCWP<15 mmHg, LVEF > 55 %,
IVSd <12 mm, LVPWd < 12 mm;
- maladaptives RV-Remodeling (maladaptiver RV): TAPSE <17 mm, TAPSE/PASP
<0,26 mm/mmHg, RVEDd>43 mm, PCWP <15 mmHg, LVEF >55 %,
IVSd <12 mm, LVPWd < 12 mm.

Die Patienten mit LV-Pathologien wurden nach den folgenden Kriterien eingeschlossen:

- Patienten mit LVH bei hochgradiger Aortenstenose und ohne RV-Dysfunktion (aor-
tic valve mean pressure gradient > 40 mmHg and/or aortic valve area < 10 cm?,
TAPSE >20 mm, RVEDd <42 mm, PAPmean <25 mmHg, IVSd>12 mm,
LVPWd > 12 mm, LVEF> 55 %);

- Patienten mit DCM ohne RV-Dysfunktion (TAPSE > 20 mm, RVEDd <42 mm,
PAPmean < 25 mmHg, LVEDd > 56 mm and LVEF <40 %).

Bei 28 IPAH-Patienten wurde auch ein kMR durchgefiihrt. In dieser Kohorte waren signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen mit maladaptivem und adaptivem RV in Bezug auf kMR-
Parameter zu sehen. Bei den Patienten mit maladaptivem RV waren RVEF, RVEDV und
RVESV signifikant hoher und die T1-Zeit im RV als Parameter fiir Fibrose signifikant ldnger
als bei der Gruppe mit adaptivem RV. Folglich zeigt die Analyse der MRT-Parameter in dieser
Subgruppe, dass die Aufteilung der PH-Gruppe nach adaptivem und maladaptivem RV anhand
echokardiografischer Parameter tatsédchlich gelungen ist.

OPN-Plasmakonzentrationen waren in der Kontrollgruppe signifikant niedriger als in Patienten
mit LV-Remodeling bei DCM und LVH (Abbildung 8). Korrelationsanalysen ergaben jedoch
keine signifikanten Korrelationen zwischen OPN-Spiegeln und echokardiographischen Para-

metern in Patienten mit DCM und LVH (p > 0,05 fiir alle Korrelationen).
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Abbildung 10: Darstellung von Osteopontin-Plasmakonzentrationen in A) Patienten mit pulmonaler Hypertonie
(PH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM), linksventrikuldrer Hypertrophie (LVH) und in Kontrollen; B) Patienten
mit adaptivem (adaptiver RV) und maladaptivem (maladaptiver RV) RV-Remodeling bei PH, DCM, LVH und in
Kontrollen; Boxen zeigen Median mit Interquartilsabstand. ns: nicht signifikant. *: p <0,05, **: p<0,01,

**%*: p <0,001

Patienten mit PH hatten ebenfalls hohere OPN-Spiegel als die Kontrollen, es gab diesbeziiglich
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen PH, LVH und DCM (Abbildung 8 A).
Demgegeniiber waren die OPN-Spiegel bei PH-Patienten mit maladaptivem RV signifikant ho-
her als bei PH mit adaptivem RV, DCM, LVH und den Kontrollen (Abbildung 8 B).

Dartiber hinaus zeigte sich OPN als guter Pridiktor fiir maladaptiven RV in PH in der ROC-
Analyse, es war diesbeziiglich jedoch signifikant schlechter als NT-proBNP (Abbildung 9,
p = 0,01 fiir AUCNT-proBNP VS. AUCopN). Des Weiteren gab es keine Korrelation zwischen OPN-
Spiegeln und T1-Zeit vom RV in der MRT-Subkohorte in PH-Patienten (p > 0,05), was fiir eine
fehlende Assoziation zwischen erhohtem OPN-Spiegel und RV-Fibrose spricht.
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Abbildung 11: ,,Receiver Operating Characteristic (ROC)“-Analyse von Osteopontin als Pradiktor fiir maladap-

tives rechtventrikuldres Remodeling in Patienten mit pulmonaler Hypertonie.

Gal-3-Plasmakonzentrationen in DCM und LVH sowie PH mit maladaptivem RV waren signi-
fikant hoher als in der Kontrollgruppe (Abbildung 10). Demgegeniiber hatten PH-Patienten mit
adaptivem PH keine hoheren Gal-3-Spiegel als die Kontrollen. Gal-3-Spiegel in Patienten mit
PH und maladaptivem RV zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Patienten
mit PH und adaptivem RV, DCM und LVH (Abbildung 10 B). Des Weiteren zeigten sich in
allen Gruppen keine Korrelationen zwischen Gal-3 und echokardiographischen, himodynami-

schen und kernspinntomographischen LV- und RV-Parametern (p > 0,05 fiir alle Vergleiche).
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Abbildung 12: Darstellung von Galectin-3-Plasmakonzentrationen in A) Patienten mit pulmonaler Hypertonie
(PH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM), linksventrikuldrer Hypertrophie (LVH) und in Kontrollen; B) Patienten
mit adaptivem (adaptiver RV) und maladaptivem (maladaptiver RV) RV-Remodeling bei PH, DCM, LVH und in
Kontrollen; Boxen zeigen Median mit Interquartilsabstand. ns: nicht signifikant. *: p <0,05, **: p<0,01,
**%: p < 0,001

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass OPN-Plasmakonzentrationen bei adaptivem und
maladaptivem LV-Remodeling zwar erhoht sind, jedoch nicht mit Remodeling-Parametern kor-
relieren. Demgegeniiber zeigte sich eine gute Assoziation von erhohten OPN-Spiegeln und Pa-
rametern von maladaptivem RV-Remodeling in PH. Dennoch zeigte OPN keine Korrelation
zur RV-Fibrose und sein pradiktiver Wert war schlechter als bei NT-proBNP. Schlielich wa-
ren die OPN-Spiegel bei maladaptivem RV-Remodeling hoher als beim adaptivem oder mal-
adaptivem LV-Remodeling. Gal-3 war bei Patienten mit kardialen Pathologien erhéht, es zeigte

jedoch keine Korrelationen zu Parametern von LV- oder RV-Remodeling.
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3.4 Fibroblast growth factor 23 (FGF-23) als Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling
in PH

FGF-23 ist ein Protein aus der Familie der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren. Es wird haupt-
sdchlich in Osteozyten hergestellt und spielt eine wichtige Rolle in der Phosphat- und Vitamin-
D-Homoostase [81]. Bei Niereninsuffizienz steigen FGF-23-Spiegel an, damit Phosphatkon-
zentrationen im Normbereich bleiben [82]. AuBer in Osteozyten, wird FGF-23 auch in Kardio-
myozyten und kardialen Fibroblasten unter pathologischen Bedingungen wie z. B. Myokardin-
farkt, LV- oder RV-Druckiiberlastung und Herzinsuffizienz gebildet [83]. Tierexperimentelle
Studien konnten zeigen, dass FGF-23 den Calcineurin-NFAT-Signalweg aktiviert, was zu einer
pathologischen Hypertrophie und Fibrose fiihrt [84, 85]. Dariiber hinaus stimuliert FGF-23 zu-
sétzlich die Entstehung kardialer Fibrose iiber die Aktivierung der 3-Catenin- und TGF-B-Sig-
nalwege [86]. In einer Studie mit PAB in Ratten zeigten die Herzen mit histologisch nachge-
wiesener RV-Fibrose einen deutlichen FGF-23-Anstieg, wihrend diejenigen, die lediglich eine
RV-Hypertophie ohne Fibrose aufwiesen, vergleichbare FGF-23-Spiegel wie die Sham-ope-
rierten Tiere hatten [87].

Die Assoziation von erhohten FGF-23-Konzentrtationen mit LV-Dysfunktion und schlechterer
Prognose wurde in Patienten mit Linksherzpathologien bereits umfassend untersucht. Erhohte
FGF-23 Konzentrationen waren ein starker und unabhéngiger Préidiktor fiir Mortalitét bei Pati-
enten mit HFrEF und HFpEF [88-90]. In Patienten mit LVH waren hohe FGF-23-Spiegel mit
echokardiographischen Parametern des LV-Remodelings assoziiert [91-94].
Dementsprechend stellt FGF-23 einen prognostischer Biomarker fiir LV-Remodeling dar.

Es gibt jedoch lediglich geringe Evidenz iiber die Rolle von FGF-23 als Biomarker von RV-
Remodeling.

Folglich war das Hauptziel der folgenden Arbeit, die Rolle von FGF-23 als Biomarker fiir RV-
Remodeling in Patienten mit PH zu untersuchen. Dartiber hinaus sollten FGF-23-Konzentrati-
onen in Patienten mit LV-Remodeling im Rahmen von einer DCM oder LVH analysiert werden

und mit denen in RV-Remodeling in PH verglichen werden.
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Publikation #5:

Widmann L, Keranov S, Jafari L, Liebetrau C, Keller T, Troidl C, Kriechbaum S, Voss S,
Arsalan M, Richter MJ, Tello K, Gall H, Ghofrani HA, Guth S, Seeger W, Hamm CW, Dérr O
and Nef H. Fibroblast growth factor 23 as a biomarker of right ventricular dysfunction in pul-
monary hypertension. Clinical Research in Cardiology 2023

Im Rahmen dieser Arbeit wurden FGF-Plasmakonzentrationen in 755 Patienten aus dem Bio-
Right-Register gemessen. Darunter waren 627 Patienten mit PH (85 Patienten mit [IPAH und
542 Patienten mit CTEPH), 59 Patienten mit DCM, 35 Patienten mit LVH und 34 Probanden
als Kontrollen.

Die Patienten mit PH wurden nach den folgenden Kriterien eingeschlossen:

- mPAP >25 mmHg, pulmonary artery wedge pressure (PAWP) <15 mmHg, left
ventricular ejection fraction (LVEF) > 50 %, and no LVH (end-diastolic interven-

tricular septum thickness (IVSd) < 13 mm).
Die Patienten mit LV-Pathologien wurden nach den folgenden Kriterien eingeschlossen:

- Patienten mit LVH bei hochgradiger Aortenstenose (aortic valve mean pressure gra-
dient>40 mmHg and/or aortic valve area <1,0 cm? IVSd>12 mm,
LVPWd > 12 mm, LVEF > 55 %);

- Patienten mit DCM (PAPmean < 25 mmHg, LVEDd > 56 mm and LVEF <40 %).

Hinsichtlich der Basischarakteristiken zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen PH,
LVH und DCM. Patienten mit LVH waren dlter und zeigten eine schlechtere Nierenfunktion
und hohere IVSd und LVPWd als die Patienten in den anderen beiden Gruppen. Auflerdem war
die Rate von Vorhofflimmern, koronare Herzkrankheit, Z. n. PCI oder Bypass-OP und Z. n.
Myokardinfarkt in dieser Kohorte signifikant hoher. PH-Patienten zeigten signifikant hohere
RVEDd und PASP sowie niedrigere TAPSE und TAPSE/PASP als DCM und LVH (p < 0,05
fiir alle Vergleiche).

Die FGF-23-Plasmakonzentrationen waren signifikant hoher in Patienten mit PH, DCM und
LVH als in der Kontrollgruppe (Abbildung 13), was konsistent zu bereits publizierten Daten ist
[94-96]. Es gab jedoch keine signifikanten Unterschiede in FGF-23-Spiegeln zwischen PH,
DCM und LVH (Abbildung 13).

Eine Korrelationsanalyse in der DCM-Kohorte zeigte signifikante Korrelationen (p < 0,05) von

RV- und LV-Parametern wie RVEDd, TAPSE und LVEF mit FGF-23-Spiegeln. Bei LVH-
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Patienten fanden sich dagegen keine signifikanten Korrelationen von FGF-23 zu RV-und LV-

Parametern.
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Abbildung 13: Darstellung von FGF-23-Plasmakonzentrationen in Patienten mit pulmonaler Hypertonie (PH),
dilatativer Kardiomyopathie (DCM), linksventrikuldrer Hypertrophie (LVH) und in Kontrollen (Controls); Boxen

zeigen Median mit Interquartilsabstand. Kreise zeigen Ausreil3er, ns: nicht signifikant. **: p <0,01, ***: p < 0,001

In der PH-Gruppe wurde mittels Tertilenanalyse die Assoziation von FGF-23 mit Basischarak-
teristiken sowie mit RHK- und echokardiographischen Parametern untersucht. Alle PH-Patien-
ten wurden dabei in drei Gruppen unterteilt: unteres FGF-Tertil (FGF < 78 RU/mL), mittleres
Tertil (FGF-23 =78-117 RU/mL) und oberes Tertil (FGF-23 > 117 RU/mL). Es fanden sich
keine Unterschiede zwischen den Tertilen in Bezug auf Alter, Geschlecht, NYHA-Stadium,
Komorbidititen wie Vorhofflimmern, KHK, Z. n. Myokardinfarkt und Koronarinterventionen,
PAVK und Z. n. Hirninfarkt. In Bezug auf arterielle Hypertonie, Dyslipiddmie, positive Fami-
lienanamnese und Rauchen gab es ebenfalls keine Unterschiede. Die Patienten im oberen Tertil
hatten jedoch haufiger Diabetes mellitus (p < 0,05 fiir alle Vergleiche) und schlechtere Nieren-
funktion gemessen nach eGFR (p < 0,05 fiir alle Vergleiche, Abbildung 14 I) als in den anderen
beiden Tertilen.

In Bezug auf RHK-Parameter hatten PH-Patienten im oberen Tertil hohere PVR, mPAP und
RAP als im mittleren (p < 0,05 fiir alle Vergleiche) und unteren (p < 0,001 fiir alle Vergleiche)
Tertil (Abbildung 14 A—C). Der CI war im oberen Tertil signifikant niedriger als im mittleren
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(p <0,05 fiir alle Vergleiche) und unteren Tertil (p <0,001 fiir alle Vergleiche, Abbildung
14 D).

Dariiber hinaus waren im oberen Tertil TAPSE und TAPSE/PASP niedriger und RVEDd war
hoher als im mittleren (p < 0,05 fiir alle Vergleiche) und unteren (p < 0,001 fiir alle Vergleiche)
Tertil (Abbildung 14 E-G).

SchlieBlich zeigte sich auch NT-proBNP (Abbildung 14 H) im oberen Tertil deutlich hdher als
in den anderen beiden Tertilen (p < 0,001 fiir alle Vergleiche).

In der ROC-Analyse war FGF-23 ein guter Pradiktor fiir maladaptiven RV definiert als TAPSE
<17 mm und CI < 2,5 L/min/m? in PH-Patienten (Fig. 13).

In einer binér-logistischen Regressionsanalyse war FGF-23 unabhingig von eGFR ein Pradik-
tor fir TAPSE <17 mm (p <0,001, OR 1,21), CI1<2,0 I/min/m* (p <0,01, OR 1,13),
RVEDd > 43 mm (p = 0,05, OR 1,44), RAP > 7 mmHg (p < 0,001, OR 1,5).

In der Zusammenschau zeigten sich in der hier vorgestellten Studie signifikante Assoziationen
von hohen FGF-23-Plasmaspiegeln (> 117 RU/mL) mit Parametern von maladaptivem RV-
Remodeling und RV-PA-Entkopplung in PH-Patienten mit isoliertem RV-Remodeling. Bei
fehlenden signifikanten Unterschieden zwischen PH, LVH und DCM in Bezug auf FGF-23-
Spiegel, kann FGF-23 nicht als RV-spezifischer Biomarker eingesetzt werden.
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Abbildung 14: Darstellung von A) pulmonalem Widerstand (PVR); B) mittlerem pulmonal-arteriellem Druck
(mPAP); C) right atrial pressure (RAP); D) cardiac index (CI); E) TAPSE; F) TAPSE/PASP; G) rechtsventriku-
larem enddiastolischem Durchmesser (RVEDd); H) NT-proBNP und I) GFR aufgeteilt nach FGF-23-Tertilen in
Patienten mit PH; I: unteres Tertil (FGF-23 <78 RU/mL); II: mittleres Tertil (FGF-23 = 78—117 RU/mL); oberes
Tertil (FGF-23 > 117 RU/mL); ns: nicht signifikant. *: p < 0,05, **: p <0,01, ***: p < 0,001
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Abbildung 15: ,,Receiver Operating Characteristic (ROC)“-Analyse von FGF-23 als Pradiktor fiir maladaptives

rechtventrikuldres Remodeling in Patienten mit pulmonaler Hypertonie.
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3.5 Soluble suppression of tumorigenicity 2 (sST2) und growth differentiation factor 15
(GDF-15) als Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling in PH

sST2 gehort zur Familie der Interleukin-1-Rezeptoren und wird in zwei Isoformen exprimiert:
eine membrangebundene Form (ST2L) und eine zirkulierende Form (sST2) [97]. Die membran-
gebundene Form wird unter pathologischem Stress in Kardiomyozyten exprimiert [98]. Durch
die Bindung von Interleukin-33 (IL-33) an ST2L werden kardioprotektive Signalkaskaden ak-
tiviert, die zur Reduktion von Apoptose, pathologischer Hypertrophie, Fibrose und somit zur
Verbesserung der Myokardfunktion fithren [99]. sST2 bindet IL-33 und verhindert die Interak-
tion zwischen IL-33 und ST2L. Folglich werden auch die kardioprotektiven Effekte von IL-33
auf das Myokard inhibiert [100, 101]. Eine Vielzahl von Studien belegen einen guten pradikti-
ven Wert von sST2 fiir schlechte Outcomes in Patienten mit akuter und chronischer Herzinsuf-
fizienz [102-107].

GDF-15 ist ein stressinduziertes Zytokin, das zur TGF-f-Familie gehort. Es ist unter diversen
pathologischen Bedingungen hochreguliert, insbesondere bei Entziindung, Ischamie oder oxi-
dativem Stress [108, 109]. In fritheren Arbeiten konnte GDF-15 als guter Pradiktor fiir Morta-
litdt und Morbiditét in diversen kardiovaskuldren Pathologien identifiziert werden [110-112].
GDF-15 und sST2 waren auch in mehreren kleineren Studien mit einem schweren Verlauf und

einer hoheren Mortalitit bei PH-Patienten assoziiert [113-116].

Das Ziel der folgenden Arbeit ist es, die Assoziation von erhéhten sST2- und GDF-15- Spiegeln
mit Parametern von RV-Dysfunktion und -Nachlast in einer groBeren, zeitgemédfen PH-Ko-
horte zu untersuchen. Des Weiteren sollen potenzielle Unterschiede in sST2- und GDF-15-

Spiegeln zwischen Patienten mit LV und RV-Remodeling detektiert werden.

Publikation #6:

Keranov S, Widmann L, Jafari L, Liebetrau C, Keller T, Troidl C, Kriechbaum S, Voss S,
Bauer P, Richter MJ, Tello K, Gall H, Ghofrani HA, Guth S, Seeger W, Hamm CW, Nef H and
Dorr O. GDF-15 and sST2 as biomarkers of right ventricular dysfunction in pulmonary hyper-

tension. Biomarkers in medicine 2023

Im Rahmen dieser Arbeit wurden GDF-15- und sST2-Plasmakonzentrationen in 767 Patienten
aus dem BioRight-Register gemessen. Darunter waren 628 Patienten mit PH (85 Patienten mit
IPAH und 543 Patienten mit CTEPH), 31 Patienten mit DCM, 47 Patienten mit LVH und 61
Probanden als Kontrollen.

Die Patienten mit PH wurden nach den folgenden Kriterien eingeschlossen:
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- mPAP >25 mmHg, pulmonary artery wedge pressure (PAWP) <15 mmHg, left
ventricular ejection fraction (LVEF) > 50 %, and no LVH (end-diastolic interven-

tricular septum thickness (IVSd) < 13 mm).
Die Patienten mit LV-Pathologien wurden nach den folgenden Kriterien eingeschlossen:

- Patienten mit LVH bei hochgradiger Aortenstenose (Pmean > 40 mmHg und/oder
KOF < 1;0 cm?, IVSd > 12 mm, LVPWd > 12 mm, LVEF > 55 %);
- Patienten mit DCM (PAPmean < 25 mmHg, LVEDd > 56 mm and LVEF <40 %).

Hinsichtlich der Basisdaten waren die LVH-Patienten im Vergleich zu den Patienten mit PH
und DCM oder Kontrollen (p < 0,01 fiir alle Vergleiche) signifikant dlter und litten haufiger
unter Vorhofflimmern, KHK, Z. n. PCI, Z. n. Myokardinfarkt, Diabetes, arterieller Hypertonie
und chronischer Niereninsuffizienz. PH-Patienten zeigten signifikant hohere RVEDd und
PASP sowie niedrigere TAPSE und TAPSE/PASP als Patienten mit DCM und LVH (p < 0,01
fiir alle Vergleiche).

sST2- und GDF-15-Serumkonzentrationen waren in der Kontrollgruppe signifikant niedriger
als in Patienten mit PH, DCM und LVH (Abbildung 16). Patienten mit LVH hatten signifikant
hohere sST2- und GDF-15-Spiegel als diejenigen mit DCM und PH und es gab diesbeziiglich
keine signifikanten Unterschiede zwischen PH und DCM (Abbildung 16).

A | s I |
| I | [ I I
200 6000 o
5000 e
= - B
= 150 = g
E Bp 4000 H
g‘) g & g a
o oo s ﬁl 3000 o
[ ) .
@ o
@ : > 8 2000 — o
50 A I
L 1000
N e — == ==
DCM

0
PH LVH DCM Controls 0 PH LVH Controls

Abbildung 16: Darstellung von A) sST2- und B) GDF-15-Serumkonzentrationen in Patienten mit pulmonaler
Hypertonie (PH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM), linksventrikuldrer Hypertrophie (LVH) und in Kontrollen
(Controls); Boxen zeigen Median mit Interquartilsabstand. Kreise zeigen Ausreifler, ns: nicht signifikant.

*:p <0,05, **: p<0,01, ***: p <0,001
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In Patienten mit LVH und DCM zeigten sich keine Korrelationen zwischen sST2-Spiegel und
Parametern von RV- und LV-Remodeling.

Die Tertilenanalysen in der PH-Kohorte zeigten niedrigere TAPSE, TAPSE/PASP und CI so-
wie hohere RVEDd, NT-proBNP, PVR, mPAP und RAP in dem oberen sST2-Tertil
(sST2 > 38 ng/mL) als in dem mittleren (sST2 26—-38 ng/mL, p < 0,05 fiir alle Vergleiche) und
dem unteren( sST2 < 26 ng/mL, p < 0,05 fiir alle Vergleiche) Tertil (Abbildung 16 A—H).

Des Weiteren war im oberen Tertil die eGFR schlechter als in den anderen beiden Tertilen.
Eine binér-logistische Regressionsanalyse zeigte jedoch, dass sST2 ein eGFR-unabhingiger

Pradiktor von TAPSE < 17 mm, CI < 2,2 I/min/m? und RAP > 7 mmHg ist.
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Abbildung 17: Darstellung von A) pulmonalem Widerstand (PVR); B) mittlerem pulmonal-arteriellem Druck
(mPAP); C) right atrial pressure (RAP); D) cardiac index; E) TAPSE; F) TAPSE/PASP; G) rechtsventrikuldrem
enddiastolischem Durchmesser (RVEDd); H) NT-proBNP und I) GFR aufgeteilt nach sST2-Tertilen in Patienten
mit PH; I: unteres Tertil (sST2 <26 ng/mL); II: mittleres Tertil (sST2 =26-38 ng/mL); III: oberes Tertil
(sST2 > 38 ng/mL); ns: nicht signifikant. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001

GDF-15 war in Patienten mit LVH zu eGFR korreliert (r =-0,355, p = 0,014) und in Patienten
mit DCM zu sPAP (r= 0,541, p=0,002), eGFR (-0,439, p =0,022), und Alter (r = 0,364,
p = 0,044).

In Bezug auf GDF-15 ergab die Tertilenanalyse (Abbildung 18) niedrigere TAPSE und
TAPSE/PASP sowie hohere NT-proBNP und RAP in dem oberen GDF-15-Tertil
(GDF-15> 1363 pg/mL) als in dem mittleren (GDF-15=887-1363 pg/mL) und unteren
(GDF-15 < 887 pg/mL) Tertil. Im oberen Tertil war PVR hoher und CI niedriger als im unteren
und es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den GDF-15-Tertilen in Bezug auf
mPAP und RVEDd.
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Abbildung 18: Darstellung von A) pulmonalem Widerstand (PVR); B) mittlerem pulmonal-arteriellem Druck
(mPAP); C) right atrial pressure (RAP); D) cardiac index; E) TAPSE; F) TAPSE/PASP; G) rechtsventrikuldrem
enddiastolischem Durchmesser (RVEDd); H) NT-proBNP und I) GFR aufgeteilt nach GDF-15-Tertilen in Patien-
ten mit PH; I: unteres Tertil (GDF-15 < 887 pg/mL); II: mittleres Tertil (GDF-15 = 887-1363 pg/mL); III: oberes
Tertil (GDF-15 > 1363 pg/mL); ns: nicht signifikant. *: p < 0,05, **: p <0,01, ***: p < 0,001

In der ROC-Analyse waren sST2 und GDF-15 gute Priadiktoren (AUCsst2 = 0,84,
AUCqgpr.15= 0,81, Fig. 5) fir schwere Rechtsherzinsuffizienz, definiert als PH mit
TAPSE <17 mm, CI < 2,2 L/min/m? und RAP > 7 mmHg (Abbildung 19).

Sensitivity

: —— GDF-15: AUC=0.844, 95%Cl 0.770.92, p<0.001
----- sST2: AUC=0.81, 95%Cl 0.74-0.89, p<0.001

0,0 0.2 04 06 08 10

1 - Specificity

Abbildung 19: , Receiver Operating Characteristic (ROC)*“-Analyse von sST2 und GDF-15 als Pradiktoren fiir

maladaptives rechtventrikuldres Remodeling in Patienten mit pulmonaler Hypertonie.
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In der Zusammenschau zeigt diese Arbeit, dass hohe sST2- (> 38 ng/mL) und GDF-15-
(> 1363 pg/mL) Plasmaspiegeln mit Parametern von maladaptivem RV-Remodeling, RV-PA-
Entkopplung und terminaler Rechtsherzinsuffizienz in PH-Patienten mit isoliertem RV-Remo-
deling assoziiert sind. Sowohl sST2 als auch GDF-15 kénnen jedoch als Biomarker nicht zwi-

schen RV- und LV-Remodeling unterscheiden.
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4. Diskussion

Die in genannten Studien untersuchten PH-Kohorten beinhalten Patienten, die unter einer chro-
nischen RV-Druckbelastung leiden und keine relevanten LV-Pathologien aufweisen. Dabei
wurden sowohl Patienten mit adaptivem RV-Remodeling und gutem funktionellem Status als
auch Patienten mit maladaptivem RV-Remodeling und RV-PA-Entkopplung eingeschlossen.
Als Kontrollgruppen dienten nicht nur Patienten ohne LV- oder RV-Pathologien, sondern auch
Patienten mit adaptivem (LVH) oder maladaptivem (DCM) LV-Remodeling. Dieses Studien-
design erlaubt eine Detektion von RV-spezifischen Biomarkern und deren Assoziation mit mal-
adaptivem RV-Remodeling, was das Hauptziel der hier vorgestellten Arbeit darstellt.

In den drei Studien, die die Rolle von CILP1, SPARCLI1, OPN und GAL-3 als Biomarker fiir
maladaptives RV-Remodeling untersuchten, erfolgte primér die Aufteilung der PH-Kohorten
in zwei Gruppen: adaptives RV-Remodeling und maladaptives RV-Remodeling. Dafiir wurden
evidenzbasierte und prognostische Cut-offs von CI als wichtigem himodynamischem Parame-
ter fiir die RV-Auswurfleistung und von echokardiographischen Parametern fiir RV-Dilatation
(RVEDJ), systolische RVD (TAPSE) und RV-PA-Entkopplung (TAPSE/PASP) implemen-
tiert. Die Analyse der echokardiographischen und himodynamischen Charakteristiken belegt
signifikante Unterschiede zwischen der adaptiven und maladaptiven Subgruppe in Bezug auf
diese strukturellen und funktionellen RV-Charakteristika sowie eindeutige maladaptive Merk-
male der maladaptiven RV-Kohorte in diesen Studien. Die Analyse der kKMR-Subgruppe in der
OPN/Gal-3-Studie liefert zusdtzlich eine verlédssliche Validierung dieser Aufteilung durch die
Benutzung von als ,,Goldstandard in der kardialen Bildgebung® etablierten kernspintomogra-
phischen Parametern. Des Weiteren liefert die kKMR-Analyse anhand der T1-Messung die Er-
kenntnis, dass nach dieser Aufteilung identifizierten Patienten mit maladaptivem RV-Remode-
ling signifikant mehr RV-Fibrose aufweisen.

Zusammenfassend ermdglicht die in den drei Studien durchgefiihrte Aufteilung der PH-Patien-
ten in Patienten mit adaptivem und maladaptivem RV-Remodeling eine verlédssliche Analyse
der Rolle von CILP1, SPARCLI1, OPN und GAL-3 als Biomarker fiir maladaptives RV-Remo-
deling.

In den beiden Studien, die die Rolle von FGF-23, sST2 und GDF-15 als Biomarker fiir mal-
adaptives RV-Remodeling untersuchten, wird dagegen eine Biomarker-zentrierte Aufteilung
anhand einer auf dem entsprechenden Biomarkerkandidat basierten Tertilenanalyse praferiert.
Der Vorteil dieser Methode ist die Moglichkeit der Aufteilung der PH-Patienten in drei statt
zwei Gruppen. In der aktuellen Literatur gibt es keine einheitliche Definition fiir maladaptives

Remodeling und die genaue Betrachtung des klinischen Verlaufs bei PH-Patienten zeigt, dass
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der Verlauf von adaptiv zu maladaptiv flieBend ist und Zwischenstadien beinhaltet [20]. Dem-
entsprechend erlaubt die Hinzunahme einer dritten, ,,mittleren* Gruppe eine genauere und sta-
tistisch gesehen aussagekriftigere Analyse. Bei dieser Aufteilung zeigt der Vergleich zwischen
den Tertilen bei allen drei Biomarkern ebenfalls signifikante Unterschiede in den echokardio-
graphischen und himodynamischen Merkmalen von RV-Struktur und -Funktion. Dabei zeigen
Patienten in dem hohen Tertil einen maladaptiven RV-Phénotyp.

Die in allen Studien stets parallel durchgefiihrte Analyse der NT-proBNP-Werte in den PH-
Kohorten erlaubt einen direkten Vergleich zwischen dem pradiktiven Wert des jeweiligen Bio-
markerkandidats und des etablierten, von Leitlinien empfohlenen Biomarkers, NT-proBNP.
Aufgrund der Unterschiede zwischen LV und RV in Bezug auf ventrikuldre Fibrose unter chro-
nischer Nachlasterh6hung [29-31] wurde der Fokus bei der Biomarkersuche auf matrizellulére
Proteine, die in der myokardialen EZM exprimiert werden, gelegt. Matrizelluldre Proteine wer-
den einerseits ins Interstitium sezerniert und sind somit mit einer hohen Wahrscheinlichkeit
auch im Blut nachweisbar. Andererseits sind sie als regulatorische EZM-Proteine hdufig an
fibrotischen Signalwegen beteiligt [25]. Sowohl in PH-Patienten als auch in Patienten mit DCM
und LVH wurde eine relevante kardiale Fibrose beschrieben [117-119].

In der ersten Studie iiber das matrizelluldre CILP1 wurde zunichst im experimentellen Teil die
bestehende Evidenz iiber die Rolle von CILP1 im RV-Remodeling iiberpriift.

Mehrere Studien haben CILP1 als TGF-B-Inhibitor, der am profibrotischer Signaltransduktion
beteiligt ist, identifiziert. Diese haben auch eine deutlich erhohte CILP1-Expression nach Ak-
tivierung der TGF-B-Signalkaskade [55, 57, 120] gezeigt. In den hier durchgefiihrten experi-
mentellen Analysen mit kardialen Fibroblasten wurden diese Ergebnisse bestétigt. Die CILP1-
Expression war nach Simulation mit TGF-§ im Vergleich zu Kontrollen signifikant erh6ht. Fer-
ner fanden sich Assoziationen zwischen CILP1 und weiteren, am pathologischen Myokardre-
modeling beteiligten Molekiilen wie Fibronektin 1, Periostin und Kollagen 1A2.

In der experimentellen Studie von Kreymborg et. al. war die CILP1-RNA-Expression nach
TAC in Wildtyp-Miusen um das 5-Fache erhoht, wéhrend diese nach PAB um das 26-Fache
erhoht war [14]. Das Ausmal} der Konstriktion war dabei in beiden Mausmodellen vergleichbar.
Demzufolge entstand die Hypothese, dass CILP1 ein spezifischer Biomarker fiir RV-Maladap-
tation sein kann, die danach im klinischen Teil der vorliegenden Studie iiberpriift wird. Vorher
sollte jedoch im PAB-Mausmodell die aus einer einzigen RNA-Expressionsstudie stammende
Evidenz tiber erhohte CILP1-Expression im RV unter Druckiiberlastung validiert werden. Die

vorliegende Analyse zeigte in der Tat eine signifikant héhere CILP1-Proteinexperssion im
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Western-Blot und in der Immunhistochemie, die zudem zur Kollagen- und ANP-Expression
gut korrelierte.

Im klinischen Teil waren dann hohe CILP1-Plasmaspiegel mit Parametern von maladaptivem
RV-Remodeling und RV-PA-Entkopplung in PH-Patienten assoziiert. CILP1 war zudem ein
guter Pradiktor fiir maladaptives RV-Remodeling in der ROC-Analyse. Diese Ergebnisse stel-
len einen wichtigen neuen Aspekt der hier vorgestellten Studie dar.

Die signifikant erhdhten CILP1-Spiegel in DCM- und LVH-Patienten im Vergleich zu Kon-
trollen decken sich mit den Ergebnissen fritherer Arbeiten, die erhdhte CILP1-Expression in
Myokardbiopsien aus Patienten mit hochgradiger Aortenstenose oder Z. n. Myokardinfarkt be-
legen konnten [55].

Die wichtigste Erkenntnis der vorliegenden Studie sind die im Vergleich zu Patienten mit DCM
und LVH signifikant héheren CILP1-Plasmakonzentrationen bei PH-Patienten mit maladapti-
vem Remodeling. Dieses Ergebnis deutet auf eine stiarkere CILP1-Expression bei RV-Remo-
deling im Vergleich zu LV-Remodeling hin und bestatigt somit die Ergebnisse der experimen-
tellen Mausstudie. Demgegeniiber gab es in der vorliegenden Studie keine Unterschiede in NT-
proBNP-Spiegeln zwischen Patienten mit RV- und LV-Remodeling, obwohl NT-proBNP gut
mit einem maladaptivem RV-Remodeling in PH, passend zur aktuellen Evidenzlage [54], as-
soziiert war. Dabei gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Pradikationskraft von
NT-proBNP und CILP1 in Bezug auf maladaptives RV-Remodeling.

Das Hauptziel der zweiten CILP1-Studie bestand darin, zu iiberpriifen, ob CILP1 als Plasmabi-
omarker spezifisch RV-Maladaptation in Patienten, die sowohl RV- als auch LV-Remodeling
aufweisen konnen, identifizieren kann. Hierfiir wurden die Assoziationen von CILP1-Plasma-
spiegeln und kMR-Parametern in ICM-Patienten untersucht. Sowohl Tertilen- und Korrelati-
onsanalysen als auch ROC-Analysen fanden in der vorliegenden Studie signifikante Assozia-
tion von erhohten CILP1-Siegeln mit RV-Dysfunktion und -Dilatation. Es zeigten sich jedoch
keine Assoziationen zwischen CILP1 und LV-Parametern. In dieser Studie erfolgte ebenfalls
ein paralleler Vergleich zu NT-proBNP-Spiegeln, der starke Assoziationen von erhéhtem NT-
proBNP mit Parametern des maladaptiven RV- und LV-Remodelings zeigte. Zudem war NT-
proBNP ein guter Priadiktor fiir LV- und RV-Dysfunktion, wihrend CILP1 nur prognostisch
eine bedeutsame RV-Dysfunktion (RVEF < 35 %) vorhersagen konnte.

Somit ergénzt diese Analyse die Ergebnisse in der PH-Kohorte aus der vorherigen Studie und
zeigt, dass CILP1 im Unterschied zu NT-proBNP bei ICM-Patienten ebenfalls zur spezifischen

Detektion von maladaptivem RV-Remodeling eingesetzt werden konnte.

48



Eine mogliche Erklarung fiir die differenzielle CILP1-Expression im RV konnten die Unter-
schiede zwischen RV- und LV-Fibrose unter pathologischem Remodeling sein. Eine stirkere
CILP1-1-Expression im RV wiirde zu einer stirkeren Inhibition von TGF-3 und somit weniger
Fibrose im RV fiihren.

In der vorliegenden Studie iiber das matrizelluldre Protein SPARCLI1 konnte gezeigt werden,
dass SPARCL-1 bei PH mit adaptivem und maladaptivem RV-Remodeling sowie bei DCM mit
maladaptivem LV-Remodeling im Plasma erhoht ist und somit als kardialer Biomarker fungie-
ren konnte. Dariiber hinaus waren hohe SPARCL-1-Spieigel mit RVD, RV-Dilatation und RV-
PA-Entkopplung assoziiert und SPARCL-1 war ein guter Pradiktor fiir maladaptives RV-Re-
modeling. Diese Ergebnisse bestitigen die aus der tierexperimentellen Forschung bekannte As-
soziation von maladaptivem RV-Remodeling mit signifikant erhohter SPARCLI1-Expression
[65]. Dariiber hinaus zeigten erhohte SPARCLI1-Spiegel dhnlich wie CILP1 im Vergleich zu
maladaptivem LV-Remodeling in DCM eine stirkere Assoziation mit maladaptivem RV-Re-
modeling in PH. Dementsprechend kénnte SPARCL1 durch den Einsatz von RV-spezifischen
Cut-offs als spezifischer Biomarker fiir RV-Remodeling ebenfalls eine Rolle bei der Diagnostik
von kardialen Erkrankungen spielen. Da es sich hierbei um eine Pilotstudie mit kleinen Patien-
tenzahlen handelt, sind weitere groflere Untersuchungen notwendig, um diese Ergebnisse zu
validieren.

FGF-23 wurde dhnlich wie CILP1 und SPARCLI in zahlreichen experimentellen Studien als
profibrotischer Signaltransduktor, der an pathologischen Calcineurin-NFAT- und TGF-B-Sig-
nalwegen beteiligt ist, untersucht [84-86]. In klinischen Studien konnten auch signifikante As-
soziationen von erhohten FGF-23-Spiegeln mit LV-Parametern und Mortalitit in Patienten mit
LV-Remodeling nachgewiesen werden [88-90]. Passend dazu waren in der vorliegenden Arbeit
FGF-23-Spiegel in DCM- und LVH-Patienten mit LV-Remodeling signifikant erh6ht. Patien-
ten mit DCM zeigten signifikante Korrelationen zwischen FGF-23-Spiegeln und Parametern
des LV-Remodelings. In der LVH-Gruppe gab es jedoch keine solchen Korrelationen. Im Ge-
gensatz dazu waren in fritheren Studien hohe FGF-23-Spiegel bei LVH-Patienten mit hoherer
LV-Masse, Vergroflerung des linken Atriums (LA) und niedrigerer LVEF assoziiert [91-94].
Aufgrund der geringen Evidenz war die Rolle von FGF-23 als Biomarker fiir RV-Remodeling
unklar. Die bestehende Evidenz stammt von kleinen Patientenkohorten und beruht lediglich auf
Korrelationsanalysen. Bei Patienten mit PAH (n = 48) zeigte FGF-23 gute Korrelationen zu
mPAP, CI, PVR, NT-proBNP und dem REVEAL-Risiko-Score [121]. In einer groeren Studie
von 143 HFpEF-Patienten war FGF-23 signifikant mit TAPSE, RV FAC (fractional area
change), LA Volumenindex (LAVI), RVEDVI, RVEF und extrazellulirem Volumen (ECV)
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als Parameter von Myokardfibrose korreliert. Die RV-Parameter bei HFpEF korrelieren jedoch
mit dem Grad der diastolischen Dysfunktion und die LV-Fibrose stellt einen wichtigen Faktor
dar, der zur diastolischen Dysfunktion beitrdgt. Dementsprechend konnten die Korrelationen
von FGF-23 zu RV-Parametern indirekt durch den Grad der diastolischen Dysfunktion und
Fibrose im LV bedingt sein.

In der vorliegenden, in einer groBen PH-Kohorte mit isoliertem RV-Remodeling durchgefiihr-
ten Analyse wurde FGF-23 als Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling identifiziert. Es
zeigten sich signifikante Assoziationen von hohen FGF-23-Plasmaspiegeln (> 117 RU/mL) mit
RVD, RV-Dilatation, niedrigem CI und RV-PA-Entkopplung sowie mit hohen mPAP und
PVR. FGF-23 zeigte auch einen guten pradiktiven Wert flir maladaptiven RV definiert als
TAPSE <17 und CI<2,5L/min/m*. Die fehlenden signifikanten Unterschiede zwischen
FGF-23-Konzentrationen in Patienten mit PH, LVH und DCM deuten jedoch darauf hin, dass
FGF-23 keinen RV-spezifischer Remodeling-Biomarker darstellt.

Ein wichtiger Aspekt der FGF-23-Analyse war die Adjustierung nach Nierenfunktion, da
FGF-23 auch im Rahmen einer Niereninsuffizienz erhoht sein kann. In der Regressionsanalyse
zeigte sich FGF-23 als eGFR-unabhéngiger Pradiktor fiir RVD, RV-Dilatation, niedrigen CI
und hohen RAP. Diese Ergebnisse decken sich mit denen fritherer Arbeiten, die belegen konn-
ten, dass erhohte FGF-23-Spiegel auch bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz eine
unabhingige Assoziation zu PH, LVH und chronischer Herzinsuffizienz zeigen [84, 122-124].
Im Unterschied zu CILP1, SPARCLI und FGF-23 wurde die Rolle von OPN, Gal-3, sST-2 und
GDF-15 als Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling in PH bereits in mehreren Arbeiten
untersucht. Bei den meisten Studien wurden jedoch relativ kleine PH-Kohorten analysiert, was
die Aussagekraft einschrinkt. Dementsprechend war das Ziel der vorliegenden Studien einer-
seits, die Ergebnisse fritherer Arbeiten in einer grofleren PH-Kohorte zu validieren. Dariiber
hinaus soll der direkte Vergleich von Biomarkerspiegeln in Patienten mit PH, DCM und LVH
Expressionsunterschiede zwischen LV- und RV-Remodeling detektieren.

In Patienten mit LV-Remodeling bei DCM und LVH waren OPN-Plasmakonzentrationen sig-
nifikant erhoht, es zeigten sich jedoch keine Korrelationen zu echokardiographischen Parame-
tern von LV-Remodeling. Diese Ergebnisse decken sich mit denen fritherer Arbeiten.
Rosenberg et al. fanden, dass OPN-Spiegel bei Patienten mit chronischer Linksherzinsuffizienz
im Rahmen einer DCM oder ICM signifikant erhoht waren und einen unabhingigen Pradiktor
fiir Mortalitdt und schweren Verlauf darstellten [66]. In einer weiteren Studie hatten Patienten
mit arterieller Hypertonie, die echokardiographisch eine LVH und diastolische Dysfunktion
aufwiesen, ebenfalls hohere OPN-Plasmaspiegel [71]. SchlieBlich waren erhohte OPN-
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Konzentrationen mit hochgradiger Aortenklappenstenose und hoéherer Mortalitdt nach trans-
femoralem Aortenklappenersatz (TAVI) assoziiert [ 72]. Diese Arbeiten zeigen jedoch ebenfalls
keine Korrelationen von OPN-Konzentrationen zu funktionellen und strukturellen echokardio-
graphischen Parametern in LV-Pathologien.

PH-Patienten hatten ebenfalls signifikant erhohte OPN-Konzentrationen. Dariiber hinaus zeig-
ten PH-Patienten mit maladaptivem RV im Vergleich zu PH-Patienten mit adaptivem RV sowie
Patienten mit DCM und LVH signifikant hohere OPN-Spiegel. Diese Ergebnisse bestétigen
einerseits die Ergebnisse fritherer Studien. In einer Arbeit von Lorenzen et al. war OPN in IPAH
héher als in gesunden Probanden. Uberdies war OPN ein unabhingiger Pridiktor fiir Mortalitit
und zeigte eine gute Korrelation zu NYHA-Klasse und NT-proBNP-Konzentrationen in der-
selben Kohorte [73]. In einer anderen Studie mit IPAH- und CTEPH-Patienten war hohes OPN
mit fortgeschrittener Rechtsherzinsuffizienz und hoherer Mortalitét assoziiert [75]. In einer ge-
mischten Kohorte von PH-Patienten fand sich eine Assoziation zwischen hohen OPN-Konzent-
rationen und echokardiographischen Parametern von RV-Dilatation und -Dysfunktion [74].
Andererseits liefert die hier vorgestellte Arbeit mit dem Vergleich zwischen OPN und NT-
proBNP sowie zwischen LV- und RV-Remodeling in Bezug auf OPN neue wichtige Erkennt-
nisse. NT-proBNP scheint ein besserer Pradiktor fiir RV-Maladaptation in PH als OPN zu sein.
Es kann jedoch nicht zwischen LV- und RV-Maladaptation unterscheiden. Des Weiteren fand
die hier vorgestellte Analyse keine Korrelation zwischen OPN und MRT-Parametern der RV-
Fibrose, obwohl OPN an profibrotischen Signalwegen beteiligt ist [67, 68]. Demgegeniiber wa-
ren OPN-Spiegel hoher in Patienten mit PH und RV-Maladaptation im Vergleich zu den Pati-
enten mit DCM und LVH. Eine moégliche Erklarung dafiir ist die erhdhte OPN-Produktion in
der Lunge bei Patienten mit PH, die laut einer Arbeit von Mura et al. mit der Krankheitsschwere
korreliert [125].

Die erhohten Gal-3-Spiegel in Patienten mit LV- oder RV-Remodeling in der vorliegenden
Analyse sind konsistent mit fritheren Arbeiten, in denen Gal-3 ebenfalls signifikant hoher in
Patienten mit DCM, hochgradiger Aortenklappenstenose und hypertensiver Herzkrankheit als
in Kontrollen war [76, 77]. Interessanterweise zeigte in der vorliegenden Arbeit der Vergleich
zwischen PH-Patienten mit adaptivem RV und Kontrollen keine signifikanten Unterschiede in
Bezug auf Gal-3-Spiegel.

Erhohte Gal-3-Spiegel waren mit hoherer Mortalitdt bei Patienten mit Linksherzinsuffizienz
assoziiert [78]. In Patienten mit PH war Gal-3 ebenfalls ein unabhéngiger Pridiktor fiir Morta-
litét [ 79]. Bereits publizierte Studien liefern jedoch widerspriichliche Evidenz iiber die Assozi-

ation von Gal-3 mit Parametern von kardialer Funktion und Struktur. Gal-3 zeigte keine
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Korrelation zu MRT-Parametern von pathologischem LV-Remodeling in Patienten mit Z. n.
akutem Myokardinfarkt [126]. Demgegeniiber waren erhdhte Gal-3-Spiegel mit MRT-Parame-
tern fiir RV-Remodeling in PAH assoziiert [80]. In der hier vorgestellten Arbeit fanden sich
keine Korrelationen von Gal-3 mit Parametern von LV- und RV-Remodeling. Des Weiteren
gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den PH-Kohorten mit adaptivem und mal-
adaptivem RV sowie zwischen PH-Patienten mit maladaptivem RV und Patienten mit DCM
oder LVH.

Dementsprechend scheint Gal-3 kein geeigneter Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling
zu sein. Eine mogliche Erklarung fiir die erhohten Gal-3-Spiegel bei maladaptivem kardialem
Remodeling und deren Assoziation mit hoherer Mortalitdt sind extrakardiale Ursachen, wie
z. B. eine systemische Inflammation, die mit der Verschlechterung der kardialen Leistung zu-
sammenhédngen. Gal-3 wird von aktivierten Makrophagen sezerniert und ist eng mit inflamm-
atorischen Reaktionen assoziiert [69, 70].

Zahlreiche Studien belegen eine signifikante Erhdhung und prognostische Bedeutung von
GDF-15 und sST-2 nicht nur beim LV- und RV-Remodeling, sondern auch im Rahmen von
kardiovaskuldren Erkrankungen [102-107, 110-112]. In der hier vorgestellten Arbeit waren
GDF-15- und sST-2-Spiegel in PH, DCM und LVH ebenfalls signifikant erhoht.

In LVH-Patienten zeigten sich héhere GDF-15- und sST2-Spiegel als in Patienten mit PH oder
DCM. Das lasst sich am ehesten auf das hohere Alter sowie auf die hhere Rate an kardiovas-
kuldren Risikofaktoren und Erkrankungen in der LVH-Gruppe zuriickfiihren. Frithere Arbeiten
zeigten ebenfalls eine Assoziation von sST2 und GDF-15 mit Alter, kardiovaskuldren Risiko-
faktoren und Inflammation [127-129]. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen DCM
und PH in Bezug auf sST2- und GDF-15-Spiegel, jedoch aber in Bezug auf Alter und kardi-
ovaskuldre Begleiterkrankungen. Demzufolge konnen sST2 und GDF-15 in der vorliegenden
Analyse als Biomarker nicht zwischen RV- und LV-Remodeling differenzieren.

In der Tertilenanalyse der PH-Kohorte waren hohe sST2- (> 38 ng/mL) und GDF-15- (> 1363
pg/mL) Spiegel mit RV-Dysfunktion, himodynamischer Verschlechterung und RV-PA-Ent-
kopplung sowie erhohten pulmonalen Widerstainden und NT-proBNP-Werten assoziiert. sST2
war zusitzlich auch mit RV-Dilatation und erhéhten pulmonalen Driicken assoziiert. Beide Pa-
rameter waren ebenfalls gute Pradiktoren fiir schwere rechtsventrikuldre Herzinsuffizienz in
der ROC-Analyse.

Diese Ergebnisse sind konsistent zu bereits publizierten Daten iiber die Rolle von sST2 und
GDF-15 als Biomarker in PH. In drei Studien mit PH-Patienten waren erhdhte sST2-Spiegel
mit RV-Dysfunktion und schlechten Outcomes verbunden [113, 115, 130]. In fritheren Arbeiten
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war GDF-15 ein unabhéngiger Pradiktor fiir Mortalitdt in [IPAH [131] und in einer gemischten
PH-Kohorte [116]. Im Gegensatz zu der hier vorgestellten Analyse zeigten sich jedoch in diesen
Kohorten keine Assoziationen zu echokardiographischen oder RHK-Parametern [116].

Bei diesen sST2- und GDF-15-Studien handelt es sich jedoch um relativ kleine Kohorten von
maximal 120 Patienten. In der hier untersuchten deutlich gréoeren Kohorte von 628 Patienten
konnte eine signifikante Assoziation beider Biomarker mit maladaptivem RV-Remodeling be-

statigt werden.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Rolle von CILP1, SPARCL1, OPN, Gal-3, FGF-23, sST-2 und
GDF-15 als Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling untersucht.

Die Plasmakonzentrationen der Biomarkerkandidaten wurden in Patienten mit PH, LVH und
DCM sowie in herzgesunden Probanden bestimmt. CILP1 wurde zusétzlich in einem experi-
mentellen Mausmodell mit PAB sowie in ICM-Patienten untersucht. Das Hauptziel der Arbeit
war, mittels echokardiographischer, hamodynamischer und kernspinntomographischer Para-
meter den pradiktiven Wert der Biomarkerkandidaten fiir typische Merkmale des maladaptiven
RV-Remodelings wie systolische RV-Dysfunktion, RV-Dilatation, RV-Fibrose und RV-PA-
Entkopplung zu analysieren. Dariiber hinaus wurden Unterschiede zwischen Biomarkerspie-
geln in Patienten mit RV- und LV-Remodeling untersucht, um eine mogliche Spezifitit fiir RV-
Maladaptation zu detektieren.

In der vorliegenden experimentellen Arbeit (Publikation 1) konnte nachgewiesen werden, dass
RV-Druckbelastung im Mausmodell zu einer signifikanten Hochregulation der CILP1-Expres-
sion im RV fiihrt. Des Weiteren konnte in der humanen CFB-Kultur die Assoziation von
CILP1-Expression mit dem profibrotischen TGF-B1-Signalweg sowie mit anderen am mal-
adaptiven RV-Remodeling beteiligten Signaltransduktoren wie Fibronektin 1, Periostin und
Kollagen 1A2 belegt werden. Somit wurde CILP1 als potenzieller Biomarker fiir RV-Remode-
ling identifiziert.

Im klinischen Teil wurden dann zum ersten Mal CILP1-Plasmakonzentrationen in Patienten
mit RV-und LV-Remodeling gemessen. Die Analyse ergab eine Assoziation von hohen CILP1-
Spiegeln mit RV-Dysfunktion und Dilatation sowie mit RV-PA-Entkopplung und erhdhtem
NT-proBNP. Dartiiber hinaus war CILP1 ein guter Pradiktor fiir maladaptives RV-Remodeling.
Ein weiteres wichtiges Ergebnis dieser Studie waren die im Vergleich zu Patienten mit DCM
und LVH signifikant hoheren CILP1-Spiegel in PH-Patienten. Diese Unterschiede waren bei
NT-proBNP nicht zu beobachten und deuten auf eine differenzielle CILP1-Expression, was den
Einsatz von CILP1 als Biomarker zur spezifischen Detektion von RV-Maladaptation ermdgli-
chen konnte.

Zur weiteren Erforschung dieser Hypothese wurden CILPI1-Plasmakonzentrationen in einer
kMR-Kohorte bestehend aus ICM-Patienten mit LV- und RV-Remodeling analysiert (Publika-
tion 2). Anhand der KMR-Parameter konnten hier die Assoziationen von hohem CILP1 mit RV-
Dysfunktion und -Dilatation, die in der ersten CILP1-Studie mittels Echokardiographie ermit-
telt wurden, validiert werden. Noch bedeutender war jedoch das Ergebnis, dass CILP1 in ICM

54



lediglich mit RV-Parametern und nicht mit LV-Parametern fiir Dilatation und systolische Funk-
tion assoziiert war. Zusitzlich war CILP1 ein guter Pradiktor fiir eine prognostisch bedeutsame
niedrige RVEF, jedoch nicht fiir eine niedrige LVEF. Demgegeniiber zeigte NT-proBNP &hn-
liche signifikante Assoziationen sowohl mit RV- als auch mit LV-Parametern. Dadurch wurde
die Hypothese der differenziellen CILP1-Expression bei RV-Remodeling im Vergleich zu LV-
Remodeling ebenfalls bestitigt. Weitere Studien sollen zeigen, ob der Einsatz von RV-spezifi-
schen CILP1-Cut-offs sich als niitzliches Tool bei der Diagnostik des maladaptiven RV-Remo-
delings erweisen wiirde.

In der vorliegenden klinischen Pilotstudie iber SPARCL-1 in Patienten mit myokardialen Er-
krankungen (Publikation 3) konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass SPARCL1-Plasma-
konzentrationen in Patienten mit RV-Remodeling bei PH und maladaptivem LV-Remodeling
bei DCM signifikant erhoht waren.

Dabei war SPARCL-1 ein guter Pradiktor fiir maladaptives RV-Remodeling in PH, der signi-
fikant mit RV-Dilatation und Dysfunktion sowie mit RV-PA-Entkopplung assoziiert war.
Interessanterweise waren SPARCL-1-Spiegel bei maladaptivem RV-Remodeling héher als bei
maladaptivem LV-Remodeling. Dementsprechend sollen weitere groflere Studien zeigen, ob
SPARCLI1 eine Rolle als selektiver Biomarker fiir maladaptives RV-Remodeling spielen
konnte.

In der vorliegenden Studie {iber OPN und Gal-3 (Publikation 4) war OPN in DCM und LVH
zwar erhoht, jedoch nicht mit Parametern von LV-Remodeling assoziiert. In PH waren hohe
OPN-Spiegel mit RV-Dilatation und -Dysfunktion sowie mit RV-PA-Entkopplung assoziiert
und zeigten eine gute pridiktive Kraft fiir RV-Maladaptation, diese erreicht jedoch nicht dieje-
nige von NT-proBNP. Dariiber hinaus war OPN nicht zu RV-Fibrose korreliert. Die Analyse
liefert auch Hinweise fiir hohere OPN-Spiegel bei maladaptivem RV-Remodeling im Vergleich
zu adaptivem oder maladaptivem LV-Remodeling. Gal-3 war kein guter Biomarkerkandidat
fiir myokardiales Remodeling bei fehlender Korrelation mit Parametern von RV- und LV-Re-
modeling.

In der Analyse iiber FGF-23 (Publikation 5) waren hohe FGF-23-Plasmaspiegel
(> 117 RU/mL) in Patienten mit PH und isoliertem RV-Remodeling mit RVD, RV-Dilatation,
niedrigem CI und RV-PA-Entkopplung sowie mit hohem Pulmonaldruck und -widerstand as-
soziiert. Diese Assoziationen waren unabhingig von der Nierenfunktion der PH-Patienten. Es
gab jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen FGF-23-Konzentrationen in Patienten

mit PH, LVH und DCM. Demzufolge konnte die vorliegende Arbeit FGF-23 zwar als
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Biomarker vom maladaptivem RV-Remodeling identifizieren, dieser besitzt jedoch keine RV-
Spezifitit.

SchlieBlich waren hohe sST2- (>38 ng/mL) und GDF-15- (> 1363 pg/mL) Plasmaspiegel
(Publikation 6) mit RV-Dysfunktion, himodynamischer Verschlechterung und RV-PA-Ent-
kopplung sowie erhohten pulmonalen Widerstdanden und NT-proBNP-Werten assoziiert. Hohes
sST2 zeigte zusdtzlich auch mit RV-Dilatation und erhdhten pulmonalen Driicken eine signifi-
kante Assoziation. Beide Parameter waren ebenfalls gute Pradiktoren fiir schwere Herzinsuffi-
zienz in der ROC-Analyse. sST2 und GDF-15 konnten jedoch als Biomarker nicht zwischen
LV-und RV-Remodeling unterscheiden. Dementsprechend konnten sie keinen Einsatz als RV-
spezifische Biomarker finden.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Habilitationsarbeit, dass CILP1, SPARCLI1, OPN,
FGF-23, sST-2 und GDF-15 eine signifikante Assoziation mit Parametern von maladaptivem
RV-Remodeling zeigen und somit als Biomarker fungieren konnten. Demgegeniiber zeigen je-
doch lediglich die drei Biomolekiile CILP1, SPARCL1 und OPN Hinweise fiir eine differenzi-
elle Expression bei maladaptivem RV-Remodeling. Weitere Studien sollen zeigen, ob RV-spe-
zifische Cut-offs den gezielten Einsatz dieser Biomarker zur selektiven Detektion von maladap-

tivem Remodeling ermdglichen konnten.
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8. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Western-Blot-Analyse von CILP1- und ANP-Proteinexpression im rechten
Ventrikel von Wildtyp-Mausen eine Woche nach Schein-OP (Sham), leichtem
Banding der Pulmonalarterie (PAB mild) und starkem Banding der Pulmonalar-

terie (PAB severe). Pan-actin-Expression dient als Ladekontrolle.

Abbildung 2: Immunofluoreszenzanalyse von CILP1-Expression (rote Farbung) im rechten
Ventrikel von Wildtyp-Méausen eine Woche nach Schein-OP (Sham) und star-

kem Banding der Pulmonalarterie (PAB severe).

Abbildung 3: Darstellung von CILP1-Plasmakonzentrationen in A) Patienten mit pulmonaler
Hypertonie (PH), linksventrikuldrer Hypertrophie (LVH), dilatativer Kardiomy-
opathie (DCM) und in Kontrollen; B) Patienten mit PH und adaptivem (adapti-
ver RV) und maladaptivem (maladaptiver RV) RV-Remodeling.

Abbildung 4: , Receiver Operating Characteristic (ROC)*“-Analyse von CILP1 und NT-
proBNP als Préadiktoren fiir maladaptives rechtventrikuldres Remodeling in Pa-

tienten mit pulmonaler Hypertonie.

Abbildung 5: Darstellung von NT-proBNP-Serumkonzentrationen in Patienten mit hochgra-
diger Aortenklappenstenose, linksventrikuldrer Hypertrophie (LVH), dilatativer
Kardiomyopathie (DCM) und pulmonaler Hypertonie (PH) mit adaptivem
(adaptiver RV) und maladaptivem (maladaptiver RV) RV-Remodeling sowie in

Kontrollen.

Abbildung 6: Darstellung von CILP1-Konzentrtationen in A) RVEF-Tertilen (high: > 54 %,
middle: 45-54 %, low: < 45 %), B) RVESVI-Tertilen (low: < 32 ml/m?; middle:
32-43 ml/m?; high: > 43 ml/m?), C) NT-proBNP-Tertilen (low: <465 pg/ml;
middle: 465-1800 pg/ml; high: > 1800 pg/ml), D) LVEF-Tertilen (low: < 35 %;
middle: 35-52 %; high: >52 %) and E) LVESVI-Tertilen (low: <39 ml/m?;
middle: 39—66 ml/m?; high: > 66 ml/m?).

Abbildung 7: , Receiver Operating Characteristic (ROC)“-Analyse von CILP1 als Pradiktor
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Abbildung 8:

Abbildung 9:

fiir A) RVEF <40 % und B) LEVF <40 % in Patienten mit ICM.

Darstellung von SPARCLI1-Plasmakonzentrationen in A) Patienten mit pulmo-
naler Hypertonie (PH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und in Kontrollen;
B) Patienten mit adaptivem (adaptiver RV) und maladaptivem (maladaptiver

RV) RV-Remodeling bei PH, DCM und in Kontrollen.

,»Receiver Operating Characteristic (ROC)“-Analyse von SPARCLI als Pradik-
tor fiir maladaptives rechtventrikuldres Remodeling in Patienten mit pulmonaler

Hypertonie.

Abbildung 10: Darstellung von Osteopontin-Plasmakonzentrationen in A) Patienten mit pul-

monaler Hypertonie (PH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM), linksventriku-
larer Hypertrophie (LVH) und in Kontrollen; B) Patienten mit adaptivem
(adaptiver RV) und maladaptivem (maladaptiver RV) RV-Remodeling bei PH,
DCM, LVH und in Kontrollen.

Abbildung 11: ,Receiver Operating Characteristic (ROC)“-Analyse von Osteopontin als Pré-

diktor fiir maladaptives rechtventrikuldres Remodeling in Patienten mit pulmo-

naler Hypertonie.

Abbildung 12: Darstellung von Galectin-3 Plasmakonzentrationen in A) Patienten mit pulmo

naler Hypertonie (PH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM), linksventrikulérer
Hypertrophie (LVH) und in Kontrollen; B) Patienten mit adaptivem (adaptiver
RV) und maladaptivem (maladaptiver RV) RV-Remodeling bei PH, DCM,
LVH und in Kontrollen.

Abbildung 13: Darstellung von FGF-23-Plasmakonzentrationen in pulmonaler Hypertonie

(PH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM), linksventrikuldrer Hypertrophie
(LVH) und in Kontrollen (Controls).

Abbildung 14: Darstellung von A) pulmonalem Widerstand (PVR); B) mittlerem pulmonal-

arteriellem Druck (mPAP); C) right atrial pressure (RAP); D) cardiac index
(CI), E) TAPSE; F) TAPSE/PASP; G) rechtsventrikuldrer enddiastolischer
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Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Durchmesser (RVEDd); H) NT-proBNP und I) GFR aufgeteilt nach FGF-23-
Tertilen in Patienten mit PH; I: unteres Tertil (FGF-23 <78 RU/mL); II: mitt-
leres Tertil (FGF-23 = 78-117 RU/mL); oberes Tertil (FGF-23 > 117 RU/mL).

,»Receiver Operating Characteristic (ROC)*“-Analyse von FGF-23 als Pradiktor
fiir maladaptives rechtventrikuldres Remodeling in Patienten mit pulmonaler

Hypertonie.

Darstellung von A) sST2- und B) GDF-15-Serumkonzentrationen in Patienten
mit pulmonaler Hypertonie (PH), dilatativer Kardiomyopathie (DCM), links-
ventrikuldrer Hypertrophie (LVH) und in Kontrollen (Controls).

Darstellung von A) pulmonalem Widerstand (PVR); B) mittlerem pulmonal-
arteriellem Druck (mPAP); C) right atrial pressure (RAP); D) cardiac index; E)
TAPSE; F) TAPSE/PASP; G) rechtsventrikuldrer enddiastolischer Durchmes-
ser (RVEDA); H) NT-proBNP und I) GFR aufgeteilt nach sST2-Tertilen in Pa-
tienten mit PH; I. unteres Tertil (sST2 <26 ng/mL); II: mittleres Tertil
(sST2 = 26-38 ng/mL); III: oberes Tertil (sST2 > 38 ng/mL).

Darstellung von A) pulmonalem Widerstand (PVR); B) mittlerem pulmonal-
arteriellem Druck (mPAP); C) right atrial pressure (RAP); D) cardiac index; E)
TAPSE; F) TAPSE/PASP; G) rechtsventrikuldrer enddiastolischer Durchmes-
ser (RVEDd); H) NT-proBNP und I) GFR aufgeteilt nach GDF-15-Tertilen in
Patienten mit PH; I: unteres Tertil (GDF-15 < 887 pg/mL); II: mittleres Tertil
(GDF-15 = 8871363 pg/mL); III: oberes Tertil (GDF-15 > 1363 pg/mL).

Abbildung 19: , Receiver Operating Characteristic (ROC)“-Analyse von sST2 und GDF-15 als

Préadiktoren fiir maladaptives rechtventrikuldres Remodeling in Patienten mit

pulmonaler Hypertonie.
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