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Abkurzungsverzeichnis

6-MWT 6-Minuten-Gehtest

A. pulmonalis Arteria pulmonalis (Lungenarterie)

Ang-1 Angiopoietin-1

Ang-2 Angiopoietin-2

BMPR2 bone morphogenetic protein type II

BNP natriuretisches Peptid Typ B

COPD chronisch obstruktive Lungenerkrankung

CTEPH chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie
CVD kollagen-vaskular assoziierte pulmonale Hypertonie
DLCO Diffusionskapazitat fiir Kohlenstoffmonoxid

EC Endothelzellen

ERST Erregungsriickbildungsstérungen

ESC European Society of Cardiology

ET-1 Endothelin-1

FEV1 Einsekundenkapazitat

GDF-15 Growth differentiation factor-15

HI Herz-Index

HR Hazard ratio

HR-CT hochauflésende CT

HzZV Herzzeitvolumen

ILD interstitielle Lungenerkrankung (interstitial lung disease)
IPAH Idiopatische pulmonal arterielle Hypertonie

LN Ang nattrlich logarhythmierte Angiopoietin-Konzentration
LuFu Lungenfunktions-Diagnostik

LVEDVI Linksventrikularer enddiastolischer Volumen Index
MPAP mean Pulmonary Arterial Pressure

NTproBNP N-terminale pro-natriuretisches Peptid Typ B

NYHA New York Heart Association

PA Pulmonalarterie



PAH pulmonal arterielle Hypertonie

PAP pulmonalarterieller Druck

PAWP pulmonal arterieller Verschlussdruck

PH pulmonale Hypertonie

PP Polypropylen

PVH pulmonal-vendse Hypertonie

PVOD pulmonal veno-okklulsive Erkrankung
PVR pulmonaler GefaBwiderstand

PVRI Index des pulmonalen GefaBwiderstandes
RAP rechtsatrialer Druck

RV rechtsventrikular

RVEDVI Rechtsventrikularer endiastolischer Volumen Index
RHK Rechtsherzkatheteruntersuchung

RPM Umdrehungen pro Minute

SLE systemischer Lupus erythematoides
SVI Schlagvolumen Index

Sv02 vendse Sauerstoffsattigung

SV/PP Schlagvolumen / pulmonalen Druckpuls
TGF-B transforming growth factor beta

TTE transthorakale Echokardiografie

v.a. vor allem

V. jug. int. Vena jugularis interna

VCS Vena cava superior

VEGF Vascular endothelial growth factors
Vmax hier: Regurgitationsgeschwindigkeit



1 Einleitung

1.1 Definition der pulmonalen Hypertonie

Laut der aktuellen European Society of Cardiology (ESC) Leitlinien aus 2015 spricht man
von pulmonaler Hypertonie (PH) bei Uberschreitung eines pulmonalen Mitteldrucks
(MPAP) von 25 mmHg [1]. Diese Werte sind zuriick zu verfolgen bis zur Definition der
WHO aus dem Jahre 1975 [2]. Auswertungen groRer Anzahlen von Rechtsherzkathetern
zeigen, dass der MPAP gesunder Menschen meist sogar unter 20 mmHg liegt und selbst

mit zunehmendem Alter und BMI nur selten die 30 mmHg Ubersteigt [3].

1.2 Atiologie

Die aktuell giltige Einteilung der PH nach ihrer Atiologie wurde in den ESC Leitlinien
2015 festgehalten [1] [Abbildung 1], basierend auf den Ergebnissen des 5. Welt-
Symposiums zur PH in Nizza 2013 [4]. Dabei handelt es sich um eine Anpassung einer
etwas élteren Einteilung, der Dana Point Kilassifikation, welche auf dem vierten

weltweiten Symposium der PH in Dana Point 2008, Kalifornien, verabschiedet wurde [5].



1. Pulmonary arterial hypertension

1.1 Idiopathic
1.2 Heritable
1.2.1 BMPR2 mutation
1.2.2 Other mutations
1.3 Drugs and toxins induced
1.4 Associated with:
1.4.1 Connective tissue disease
1.4.2 Human immunodeficiency virus [HIV] infection
1.4.3 Portal hypertension
1.4.4 Congenital heart disease (Table 6]
1.4.5 Schistosomiasis

1°.1 Idiopathic
1°.2 Heritable

1°.2.1 EIFZAKA mutation

1°.2.2 Other mutations
1.3 Drugs, toxins and radiation induced
1.4 Associated with:

1".4.1 Connective tissue disease

2. Pulmonary hypertension due to left heart disease

2.1 Left ventricular systolic dysfunction

2.2 Left ventricular diastolic dysfunction

2.3 Valvular disease

2.4 Congenital/acquired left heart inflowfoutflow tract obstruction
and congenital cardiomyopathies

2.5 Congenital/acquired pulmonary veins stenasis

3. Pulmonary hypertension due to lung diseases and/or hypoxia

3.1 Chronic obstructive pulmonary disease

3.2 Interstitial lung disease

3.3 Other pulmonary diseases with mixed restrictive and
obstructive pattern

3.4 Sleep-disordered breathing

3.5 Alveolar hypoventilation disorders

3.6 Chronic exposure to high altitude

3.7 Developmental lung diseases (Web Table I11)

4. Chronic thromboembolic pulmonary hypertension and other

pulmenary artery obstructions

4.1 Chronic thromboembolic pulmonary hypertension
4.2 Other pulmonary artery obstructions

4.2.1 Angiosarcoma

4.2.2 Other intravascular tumors

4.2.3 Arteritis

4.2.4 Congenital pulmonary arteries stenoses

4.2.5 Parasites [hydatidosis)

5. Pulmonary hypertension with unclear andfor multifactorial

mechanisms

5.1 Haematological disorders: chronic haemolytic anaemia,
myeloproliferative disorders, splenectomy

5.2 Systemic disorders: sarcoidosis, pulmonary histiocytosis,
lymphangioleiomyomatosis, neurofibromatosis

5.3 Metabolic disorders: glycogen storage disease, Gaucher disease,
thyroid disorders

5.4 Others: pulmenary tumoeral thrombotic microangiopathy,
fibrosing mediastinitis, chronic renal failure (with/without
dialysis), segmental pulmonary hypertension

Abbildung 1 Klassifikation der PH nach der aktuellen ESC Leitlinie [1]



1.3 Pathophysiologie und Pathologie

Bei der pulmonal arteriellen Hypertonie (PAH) ist es in den letzten Jahren gelungen
Mutationen im ,,Transforming growth factor beta* (TGF-B) zu identifizieren, die
wiederum auf den ,,bone morphogenetic protein type II“ (BMPR2) konvergieren [6]. SO
kommt es zu einer Mediahypertrophie, proliferativen und fibrotischen Verédnderungen der
Intima sowie zu einer inflammatorischen perivaskuldren Infiltration [7-10]. Die
vaskularen Veranderungen fihren zu einer chronischen Erhéhung des pulmonalen
Geféallwiderstandes (PVR), was letztlich eine Rechtsherzinsuffizienz,
Rechtsherzversagen, Fehlfunktion vorgeschalteter Organe und den Tod des Patienten zur
Folge haben kann [11].

Bei der PH infolge von Linksherzerkrankungen ist das Bild gekennzeichnet durch
vergroRerte Pulmonalvenen, Dilatation der Lungenkapillaren und interstitielle Odeme.
Dies geht hin bis zur Beteiligung distaler Pulmonalarterien (PA), die von einer
Mediahypertrophie und Fibrose der Intima betroffen sein kénnen. Dieser Form der PH
kommt eine Sonderstellung zu, da ihre Therapie primér gekennzeichnet ist durch das
Management der Linksherzerkrankung [12]. Eine Mediahypertrophie und eine obstruktive
Proliferation der Intima finden sich bei der PH infolge Lungenerkrankungen und/oder
Hypoxie [1].

Die chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH) hat sich zu einem der
Hauptaste der PH entwickelt und wird diagnostisch sehr h&ufig Ubersehen. Sie ist
charakterisiert durch Remodelling unterschiedlicher Gefallzweige, die, aufgrund
chronischer thrombembolischer Ereignisse in anderen Gefalbereichen, einem hdheren
Druck ausgesetzt sind. Der Grund fir die fehlende Fibrinolyse der rezidivierenden
Thrombembolien trotz des hohen fibrinolytischen Potentials des Gefal3bettes der Lunge
ist dabei bislang nicht geklart [13]. Es gibt jedoch im Hinblick auf die groRe Anzahl
verschiedener Entitdten der PH auch entsprechend viele vermutete Pathomechanismen,

die letztlich zur Ausprégung der Hypertonie fihren.



1.4 Diagnose der PH und Bestimmung der Atiologie

Aktuelle Leitlinien empfehlen bei dem klinischen Verdacht auf eine PH das Durchlaufen
eines gewissen Diagnose-Algorithmus [Abbildung 3]. Demnach schlieRen sich an eine
entsprechende Anamnese verschiedene apparative Schritte an [1,14]. Dabei zeigen sich
Patienten mit PH in ihrer Symptomatik unspezifisch und beklagen unter anderem
Belastungsdyspnoe, Thoraxschmerzen, Synkopen, Odeme und ggf. eine Zunahme des
Bauchumfanges. Auch verénderte Auskultationsbefunde, wie z.B. ein systolisches
Stromungsgerdusch links parasternal, konnen auftreten [15]. In fortgeschrittenen
Krankheitsstadien kann es darlber hinaus zu einer Lebervergréflerung, gestauten
Halsvenen, Aszites und peripheren Odemen sowie livide Verfarbungen der Extremitaten
kommen [15]. Die Belastungsdyspnoe bei der PH dient der Einschatzung des
Schweregrades der Erkrankung und wird analog zur WHO-Einteilung der

Herzinsuffizienz in vier Schweregraden angegeben [Abbildung 2].

Klasse 1

Patienten mit pulmonaler Hypertonie ohne Einschrankung der korper-
lichen Aktivitat. Normale korperliche Belastungen fiihren nicht zu ver-
mehrter Dyspnoe oder Miidigkeit, thorakalen Schmerzen oder Schwa-
cheanfallen.

Klasse 2

Patienten mit pulmonaler Hypertonie mit einer leichten Einschrankung
der kérperlichen Aktivitdt. Keine Beschwerden in Ruhe. Normale kérper-
liche Aktivitat fiihrt zu vermehrter Dyspnoe oder Miidigkeit, thorakalen
Schmerzen oder Schwdcheanfallen.

Klasse 3

Patienten mit pulmonaler Hypertonie mit deutlicher Einschrankung der
korperlichen Aktivitdt. Keine Beschwerden in Ruhe. Bereits leichtere als
normale Belastungen fiihren zu Dyspnoe oder Miidigkeit, thorakalen
Schmerzen oder Schwdcheanfallen.

Klasse 4

Patienten mit pulmonaler Hypertonie die keinerlei korperliche Belastung
ohne Beschwerden ausfiihren konnen. Zeichen der manifesten Rechts-
herzinsuffizienz. Dyspnoe und/oder Miidigkeit konnen bereits in Ruhe
vorhanden sein. Bei geringster Aktivitat werden die Beschwerden ver-
starkt.

Abbildung 2 Funktionelle Klassifikation der pulmonalen Hypertonie nach: Diagnostik und Therapie der

pulmonalen Hypertonie: Européische Leitlinien 2009 [14]



Teil des Algorithmus ist auch das Schreiben eines EKG, welches bei Vorliegen typischer
Zeichen auf eine PH hinweisen kann (P-pulmonale, Rechtsventrikulére(RV)-
Hypertrophie, u.a.) [14]. Sensitivitat und Spezifitdt des EKG betragen jedoch 55% bzw.
70%, so dass ein normales EKG eine PH nicht ausschlie3t. Weiterhin finden sich in 13%
aller PAH-Félle im EKG keine Rechtsbelastungszeichen [16]. Darlber hinaus wird eine
Thorax-Rontgenaufnahme gemacht, um auf Zeichen der PH zu achten (erweiterte
zentrale PA, verminderte periphere GefaRfiillung und Vergrofierung von rechtem VVorhof)
[14]. Ein normales Rontgenbild schlielt aber eine PH nicht aus und der Befund korreliert
nicht zwingend mit dem Schweregrad der Erkrankung [16]. Eine Lungenfunktions-
Diagnostik (LuFu) und die Blutgasanalyse dienen v.a. der Suche nach einer
zugrundeliegenden Lungenerkrankung [14], wobei unaufféllige Befunde eine PH nicht
ausschlieBen [14]. Die transthorakale Echokardiografie (TTE) gehort den europdischen
Leitlinien nach bei Hinweisen auf eine PH zum diagnostischen Algorithmus [14]. Sie
bietet Informationen beziiglich der Einschatzung des systolischen PAP und des PVR
[1,14,17,18], sowie Uber die Grofie und Leistung des rechten Ventrikels, die Funktionsweise
des linken Ventrikels in Systole und Diastole und weitere mdogliche kardiale
Veranderungen [18]. Dabei besitzt die TTE eine Sensitivitat und Spezifitat von 88%, bzw.
56% verglichen mit den entsprechenden Ergebnissen einer
Rechtsherzkatheteruntersuchung [RHK] [19].

Eine hochauflosende CT (HR-CT) liefert wichtige Erkenntnisse beziiglich
Veranderungen des Lungenparenchyms und ist integraler Bestandteil der Diagnostik
interstitieller Lungenerkrankungen [1,14,17]. Eine Ventilations/- Perfusionsszintigrafie
(V/Q-Scan) sollte bei jeder schweren PH Bestandteil der initialen diagnostischen
Abklarung sein [1,14,17]. Um die PH zu bestatigen ist letztlich jedoch eine RHK
notwendig. Diese lasst auch am ehesten Aussagen zur ihrer Atiologie und dem
Schweregrad zu [1,14,17].

Eine Rechtsherzhypertrophie zeigte sich bei Patienten mit einer idiopathischen
pulmonalen Hypertonie (IPAH) in 87 % der Félle in einer Multicenter-Studie mit 187
Patienten [16] und kann ggf. bereits im EKG hinweisend sein. Zum Zeitpunkt der
Diagnose einer IPAH zeigte die gleiche Studie Aufféalligkeiten im Rontgenbild bei 90%
der Patienten [16]. Diese umfassen Dilatationen der zentralen GefaRstamme bei
Rarefizierung der peripheren Geféalizeichnung und in fortgeschrittenen Stadien ggf.

bereits Hinweise auf eine Rechtsherzhypertrophie [1].
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Daruber hinaus kann die Thorax-Rontgenaufnahme unter Umstanden weitere
Lungenerkrankungen oder Linksherzveranderungen als Ursache der PH ausschliel3en [1].
Eine LuFu und die Messung der arteriellen Blutgase bieten deutliche Hinweise auf
zugrundeliegende Erkrankungen des luftleitenden Systems oder des Lungenparenchyms
[1,14,17]. Patienten mit einer PAH haben dabei in der Regel verminderte Werte der
Diffusionskapazitat fur Kohlenstoffmonoxid (DLCO) [1], kénnen jedoch auch eine
normale DLCO und auch sonst normale Lungenfunktionswerte aufweisen. Hingegen ist
das arterielle pCO2 bei Patienten mit einer PAH beinahe immer erniedrigt (Median,
32mmHg) [20]. Die LuFu dient zusétzlich sehr gut zur Diagnose einer chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) als Ursache fur eine PH durch Nachweis einer
irreversiblen Atemwegsobstruktion, gemessen uber die Einsekundenkapazitat (FEV1),
bei vergroRertem Residualvolumen und einer erniedrigten DLCO [1,21]. Eine
Verminderung der Vitalkapazitat gepaart mit einer verminderten DLCO kann Hinweise
auf interstitielle Lungenerkrankungen (ILD) bieten [22]. Integraler Bestandteil der
Diagnostik einer ILD oder Emphysemen als Ursache der PH ist jedoch das HR-CT
[1,14,17]. Zum Ausschluss einer CTEPH wird wiederum der V/Q-Scan herangezogen,
denn dieser schlieBt bei einem unauffalligen Perfusionsbefund eine CTEPH mit
hinreichender Sicherheit aus und besitzt dabei eine Sensitivitat von 90-100% und eine
Spezifitat von 94-100% [23].

Bei einer PH ungeklarter Atiologie konnen Laboruntersuchungen, wie Antikorpertests,
durchgefihrt werden auf der Suche nach Scl-70-, Zentromer- und U1-RNP-Antikorper
[1,14], B23-, anti-Ro und U3-RNP-Antikdrpern [1], um beispielsweise eine Sklerodermie
als Ursache zu diagnostizieren. Bei Patienten mit einem systemischen Lupus
erythematoides (SLE) koénnen unter Umstdnden anti-Cardiolipin-Antikdrper
nachgewiesen werden [1,17]. Erhdhte antinukledre Antikorper treten bei bis zu 40% der
Patienten mit einer IPAH auf [24]. Eine HIV- und Hepatitis-B/C-Serologie und auch eine
TSH-Bestimmung sind wichtig [14,17] (Prdvalenz von Thyreopathien bei IPAH bis zu
20%) [14]. Schilddrisenerkrankungen kommen dabei h&ufig bei der PAH vor und sollten
immer in Betracht gezogen werden, besonders wenn plétzliche Veranderungen der Klinik

des Patienten auftreten [25].
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Zur genaueren Abklarung einer CTEPH sollten ein Thrombophilie-Screening erfolgen
mit einer Suche nach anti-Phospholipid-Antikdrpern, Lupus-Antikoagulanz und anti-
Cardiolipin Antikorpern [1]. Im Rahmen der Erstdiagnostik und als Parameter zur
Verlaufskontrolle der Therapie kann die Bestimmung der natriuretisches Peptid Typ B-
(BNP) bzw. N-terminales pro-natriuretisches Peptid Typ B- (NTproBNP) Werte von
Nutzen sein [14].

Symptoms, signs, history suggestive of PH

Echocardiographic probability of PH (Table 8)

High or intermediate Low

Consider left heart disease and lung diseases
by symptoms, signs, risk factors, ECG,

Consider other causes and/or follow-up (Table 9)

PFT+DLCO, chest radiograph and HRCT,
arterial blood gases (Table 9)

Yes Diagnosis of left heart diseases
or lung diseases confirmed?

No signs of severe Signs of severe PH/RV
PH/RV dysfunction No dysfunction

A4
V/Q scan2
Mismatched perfusion defects?

Treat underlying disease Refer to PH expert centre

Yes Refer to PH No
expert centre

CTEPH possible:

Yes RHC (Table 10)
mPAP 225 mmHg, PAWP
<15mmHg, PVR >3 Wood units

CT pulmonary angiography,
RHC +/- pulmonary angiography

PAH likely
Specific diagnostic tests

Consider other
causes

CTD

CHD

Drugs - toxin g Portopulmonary

HIV 14 Schistosomiasis

Heritable Idiopathic Idiopathic Heritable
PVOD/PCH PVOD/PCH PAH PAH

Abbildung 3 Diagnostischer Algorhythmus bei Hinweisen auf eine PH nach ESC Leitlinien 2015 [1]
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1.5 Schweregrad und Prognose

1.5.1 Diagnostische Parameter vor dem Hintergrund des Schweregrades
der PH und der Prognose des Uberlebens

Die Einschatzung des Schweregrades ist ein Prozess, der zwischen der Diagnose der
Erkrankung und der Therapie-Planung steht [17]. Sie geschieht in Zusammenschau vieler
einzelner Parameter, die aus anamnestischen Angaben zu Symptomen, sowie aus
Klinischen und funktionellen Parametern inklusiver der Ergebnisse aus
Belastungsuntersuchungen, der Echokardiographie und des RHK bestehen [14].
Basierend auf der prognostischen Einschéatzung eines Markers wird er zur Einschatzung
des  aktuellen  Schweregrades  herangezogen.  Weiterhin  dienen  die
Untersuchungsergebnisse bei Start der Therapie zur Einschédtzung des Patienten in einen
stabilen oder instabilen Zustand mit einer entsprechenden besseren oder schlechteren
Prognose [Abbildung 4] [14,17].

Als einer dieser Marker wurden weitere Strecken im 6-MWT und ein hoherer Herz-Index
(HI) als unabhangige prognostische Parameter fiir bessere Uberlebensraten herausgestellt
[26]. In diesem franzdsischen Register, bestehend aus retrospektiven und neu erhobenen
Daten von insgesamt 674 Patienten, sind 1-, 2- und 3-Jahres-Uberlebensraten von je 87%,
76% und 67% erfasst. Weibliche Patienten, Patienten jungeren Alters (< 50 Jahre) und
Patienten der New York Heart Association (NYHA) -Klassen | und Il wiesen dabei
bessere Uberlebensraten auf [27]. Im REVEAL Register wurden insgesamt die Daten von
2716 Patienten ausgewertet [28]. Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen einem
erhéhten Todesrisiko bei PAH-Patienten und einer Niereninsuffizienz sowie mit
schlechten hamodynamischen Parametern [29] oder einem in der TTE dargestellten
Perikarderguss hergestellt [30].

Das REVEAL Register brachte Gehstrecken von > 440 m in Verbindung mit besseren
Uberlebensraten, hingegen waren Werte < 165 m prognostisch fiir eine erhdhte Mortalitat
[28]. Eine andere Gruppe stellte fest, dass Gehstrecken von < 250 m ein Mortalitétsrisiko
auf 2 Jahre von ca. 50 % besalien, wogegen bei Strecken oberhalb dieser Grenze die
Mortalitdt nur bei etwa 8 % lag [31]. Bei einer weiteren Studie mit einem
Patientenkollektiv von 34 Patienten, die vor Behandlungsbeginn einem 6-MWT
unterzogen wurden, stellte man eine Reduktion des Mortalitatsrisikos von 18 % fir

jeweils zusatzliche 50 m Gehstrecke fest [32].
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Das unterstreicht die Ansicht, dass eine frihe Diagnosestellung und Behandlung der
Patienten bei noch wenig fortgeschrittener Erkrankung und mdglichst normaler
rechtsventrikuldrer  Funktion, sowie eines hdoheren Leistungsmaximums in
Belastungsuntersuchungen, ein deutlich besseres Outcome zur Folge haben [26,27].

Von den hdmodynamischen Parametern hat eine frihe Studie den Druck im rechten
Vorhof, den MPAP und der HI als unabhé&ngige Marker fiir ein erhohtes Mortalitétsrisiko
herausgearbeitet [33] wogegen das REVEAL Register nicht den MPAP sondern lediglich
den rechtsatrialen Druck (RAP) und den HI als unabhdngige Risikofaktoren sieht. Auch
in mehreren weiteren Studien wurde der RAP als Marker aufgezeigt, dessen Erhéhung
mit einem erhéhten Mortalitatsrisiko einhergeht, HR 2,74 bei einem Druck > 12 mmHg
[34], HR 1,52 je Erhéhung um 5 mmHg (wobei hier kein Grenzwert angegeben wurde)
[30], HR 2,85, auch hier wurde kein Grenzwert angegeben [35].

Das REVEAL Register beschreibt weiter bei Patienten der NYHA — Klasse 1V ein tber
3-fach erhohtes Mortalitétsrisiko (Hazard ratio (HR), 3,1) [28]. Ein &hnliches Bild zeigt
eine weitere Studie mit 81 Patienten, die ein beinahe 4-fach erhéhtes Risiko sieht (HR
3,89) [30]. Dieses Bild wurde von einer weiteren Arbeitsgruppe bestétigt. Dort hatten
PAH Patienten der NYHA Kilasse ein deutlich erh6htes Mortalitatsrisiko gegeniiber den
NYHA Klassen Il und I11 mit einer 3-Jahres Uberlebensrate von 53% gegeniiber 72% bei
NYHA 11 respektive 80 % bei NYHA 1.

Beziiglich des HI als prognostischem Parater hat eine Studie von Patienten mit IPAH, die
in einem 4 Jahre Follow-up untersucht wurden, ein 3,2-fach erhohtes Mortalitétsrisiko
bei einer Verminderung des HI je I/min/m? ergeben [36]. Die gleiche Studie untersuchte
ebenfalls die Kapazitat der PulmonalgefaRe, errechnet durch den Quotienten des
Schlagvolumens / pulmonalen Druckpuls (SV/PP), als Pradiktor der Mortalitat. In der
Studie war ein erniedrigter Wert fur das Verhaltnis SV/PP mit einer HR von 17.0 der
starkste Marker des Mortalitatsrisikos [36].

Auch die Einschatzung der Mortalitat bei IPAH anhand einiger Parameter der Herzgrole
wurde untersucht. Es zeigte sich, dass Patienten mit einem Schlagvolumenindex (SVI)
des Herzens von > 25 ml/m2 (Mittelwert der Studie) eine deutlich besseres Uberlebensrate
aufwiesen, als Patienten mit einem Wert <25 ml/m2. Dabei stieg die Uberlebensrate von
Patienten mit einem rechtsventrikul&ren enddiastolischen Volumen Index (RVEDVI) <
84 ml/m? (Mittelwert der Studie) deutlich gegeniiber Patienten mit einem Wert von > 84

ml/mz2 bei der baseline Untersuchung.
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Bei dem linksventrikuldren enddiastolischen Volumen Index (LVEDVI) verhielt es sich
dann wieder umgekehrt, hier bedeutete ein Index von > 40 ml/m? (Mittelwert der Studie)
eine deutlich bessere Prognose als einer < 40 ml/mz2 [35]. Ebenfalls als prognostischer
Marker bei der baseline Untersuchung wurde der Index des pulmonalen
GeféaBwiderstandes (PVRI) erarbeitet. Patienten mit einem PVRI von > 30 mm
Hg/Liter/min/m? hatten ein um 2.44-fach erhohtes Mortalitatsrisiko gegeniiber Patienten
mit einem Referenzwert von < 16 mm Hg/Liter/min/m? [37]. Die gleiche Studie von 811
retrospektiv untersuchten Patienten stellte bei den baseline Parametern auch eine
Erhohung des Serum-Kreatinin von jeweils 0,5 mg/dl als prognostisch negativen Wert
heraus (HR 1,73) [37]. Ebenfalls berichtet wurde eine deutlich verschlechterte Prognose
flr Patienten mit einer vendsen Sauerstoffsattigung (SvO2) bei der baseline

Untersuchung von < 55 % [37]. Diese Ergebnisse wurden von einer weiteren Gruppe

unterstrichen, die ebenfalls ein erhéhtes Mortalitatsrisiko fur Patienten mit einer SvO2
von < 54,5 % beschreibt (HR 1,54) [34].

Determinants of prognosis?

(estimated 1-year mortality] Low risk <5% Intermediate risk 5-10% High risk >10%

Clinical signs of right heart failure Absent Absent Present

Progression of symptoms Mo Slow Rapid

Syncope No Occasional syncopeb Repeated syncope¢

WHO functional class I, 1l 1l v

SMWD =440 m 165-440 m <165 m

GEETRTPRS BTSN  Peak VO, 11-15 ml/min/kg eak ml/min/kg
Cardiopulmonary exercise testing (>65% pred.) [35-65% pred.) <
VENNCO, slope <36 VENNCO; slope 36-44.9

BNP <50 ng/| BNP 50-300 ng/l
VIR RE T NT-proBNP 300-1400 ng/l

RA area 18-26 cm?
No or minimal,
pericardial effusion

NT-proBMP plasma levels

RA area <18 cm?

Imaging (echocardiography, CMR imaging) Mo pericardial effusion

RAP <8 mmHg RAP 8-14 mmHg
Haemodynamics Cl 2.5 Ifmin/m? Cl 2.0-2.4 /min/m?
Sv0; »65% S0, 60-65%

Abbildung 4 Parameter zur Unterscheindung zwischen stabilen und instabilen Patienten nach den ESC

Leitlinien zur Diagnose und Therapie der PH aus 2015 [1]
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1.5.2 Follow-up

Einige der prognostischen Marker bei der PH haben sich vor allem bei der Einschétzung
des Krankheitsverlaufs unter medikamentdser Therapie als Verlaufsparameter
durchgesetzt. So werden aufgrund ihres prognostischen Wertes in der
Verlaufsbeobachtung von Patienten Veranderungen in der NYHA-Einteilung, bei den
Gehweiten im 6-MWT oder Veranderungen im HI herangezogen [34].

Der gleichen Werte bedient sich auch eine weitere Studie bei der Untersuchung von PAH
Patienten, die subkutan mit Trepostinil behandelt wurden. Auch hier zeigte sich, dass sich
im Follow-up Veranderungen dieser Parameter auf die Prognose zum Zeitpunkt X nach
Behandlungsstart auswirken [37]. Dabei steigt die Uberlebenswahrscheinlichkeit mit
steigender Gehstrecke beim 6-MWT [34,37] sowie der Einteilung in eine niedrigere
NYHA-KIasse [34]. Auch bei dem Follow-up von 104 Patienten und tber 4 Jahre oder bis
hin zum Tod waren verringerte Werte fur den SV/PP und z.B. den HI oder aber erhthte
Werte fir den RAP und den pulmonalen GefaBwiderstand (PVR) hinweisend auf ein
erhdhtes Mortalitatsrisiko [36]. Eine weitere Studie bestétigte die prognostische
Aussagekraft bei Anderungen der NYHA-Klasse, des HI, der SvO2 und des NT-proBNP
sowohl was Erhohung oder Erniedrigung der Werte und somit sowohl eine Verbesserung
wie auch eine Verschlechterung der Prognose betrifft [38].

Einen ahnlichen Ansatz boten auch Fritz et. al. in ihrer Studie zur Vorhersage des 2-
Jahres-Uberlebens anhand baseline und Follow-up Untersuchungen des 6-MWT und der
Plasmakonzentration des BNP [31]. Die eigene Arbeitsgruppe stellte heraus, dass eine
deutliche Abnahme des PVR bei Patienten mit einer PAH innerhalb der ersten drei
Monate eine bessere Prognose hinsichtlich des transplantationsfreien Uberlebens

vorhersagte [39].

1.6 Biomarker bei der pulmonalen Hypertonie

Bisher gibt es keinen Biomarker zur Diagnose einer PH. Ein Biomarker, der klinische
Relevanz haben sollte, muss in groRen prospektiven Studien untersucht werden, wie es
z.B. mit Markern fir das akute Koronarsyndrom oder Herzversagen geschehen ist, bei
deren Studien hunderte oder gar tausende Patientendaten eingeflossen sind. Solch eine
Anzahl an Daten steht bisher aber fiir keinen Marker der PH zur Verfiigung [40]. Viele
Studien unterschiedlicher GroRe und Ausrichtung haben jedoch Daten erhoben um

verschiedene Marker fiir die PH zu untersuchen.
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Dabei zeigte sich unter anderem, dass das N-terminale pro-natriuretisches Peptid Typ B
(NT-proBNP) im Blut von Patienten mit PH aufgrund von systemischer Sklerose [41] und
IPAH [42] erhoht war. Weitere Untersuchungen ergaben, dass ein Ausganswert des NT—
pro-BNP von 1,256 pg/ml bei Diagnosestellung mit einem schlechteren Outcome
verbunden war [43]. Es wurde ebenfalls herausgestellt, dass das NT—pro-BNP als
Verlaufsparameter zusétzliche Aussagen zur Prognose zulésst [43]. Allerdings wird
normalerweise das NT—pro-BNP in den VVorhofen synthetisiert wogegen bei Patienten mit
Rechts- oder Linksherzhypertrophie auch beide Ventrikel der Ort der Synthese sein
konnten. Die Werte des NT—pro-BNP Spiegels haben jedoch bei Patienten mit PAH und
zusétzlicher Linksherzhypertrophie keinen spezifischen prognostischen Wert [44] und
kdnnen auch bei einem akuten Atemnotsyndrom (ARDS) erhéht sein [45].

Troponin T und 1 sind seit langem etablierte Marker bei der Diagnosestellung akuter
Koronarsyndrome [46]. Torbicki et al. haben Troponin T in einer kleinen Gruppe von
Patienten mit einer schlechten Prognose bei Vorliegen einer PH in Verbindung gebracht.
Dabei hatten Patienten mit einer schweren Form der PH unterschiedlicher Atiologie mit
nachweislich erhohten Troponin-Spiegeln auch erhéhte Pulsfrequenzen, schlechtere
gemischt-ventse Sauerstoffsattigungen, erhdhte NT-proBNP-Spiegel sowie kiirzere
Strecken im 6-Minuten-Gehtest (6-MWT) [47]. Die Patienten wiesen eine deutlich
erhdhte Mortalitdt nach 6, 12 und 24 Monaten auf. Da das Troponin allerdings die
Schédigung des Myokards anzeigt, ist es zur Erkennung der PH im Frihstadium wohl
nicht geeignet [40]. Allerdings hat eine Studie den Nachweis von kardialem Troponin |
mit einem hochsensitiven Test in Verbindung gebracht mit einem hoheren Schweregrade
der Erkrankung bei Patienten mit PAH sowie mit einem kirzeren transplantationsfreien
Uberleben [48].

Es gab auch hinsichtlich der Harnséurekonzentration einige Studien, die zeigten, dass bei
Patienten mit einer PH der Serumspiegel erhéht sein kann [49-52]. Eine Studie untersuchte
dabei 90 Patienten mit einer RHK und Uberpriifung der Harnsaurespiegel und nahm im
Schnitt 31 Monate lang Vergleichswerte auf. Dabei wurde berichtet, dass Patienten mit
einem hohen Harnsdurespiegel eine hohere Mortalitat aufwiesen, als solche mit einem
normalen Serumspiegel [53]. Der Harnsaurewert selbst ist jedoch abhangig von Alter und
Geschlecht des Patienten und wird beeinflusst von der Nierenfunktion und diuretischer
Einstellung des Patienten und bietet damit bei einer gewissen Gruppe von Patienten wohl

nur eine Interpretationsmaoglichkeit [11,40].
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Endothelin-1 (ET-1) ist ein hochpotentes vasokonstriktives Zytokin mit proliferativer
Wirkung [40,44]. Eine erhohte Expression des ET-1-Gens in der Wand pulmonaler
Arterien konnte bei Patienten mit IPAH gefunden werden [54], ebenso wie bei Patienten
mit PH aufgrund einer COPD [55]. AulRerdem zeigten synthetische Antagonisten des ET-
Rezeptors positive Wirkung bei Patienten mit PAH [56,57]. Da das ET-1 im Blut nur eine
sehr kurze Halbwertszeit aufweist und ein groBer Teil in der Lunge eliminiert wird,
wodurch die Spiegel dort und im Blut sehr unterschiedlich sein kénnen, ist es nicht als
guter Marker einer PH geeignet [44]. Internationalen Richtlinien nach gehdren die
Messungen all dieser Biomarker bisher nicht zum diagnostischen Algorithmus bei dem
Verdacht einer PH [1,14,17].

Eine jungere Studie untersuchte das VVorhandensein von inflammatorischen Zytokinen bei
der PAH. Dabei wurden 60 Patienten mit einer diagnostizierten PAH untersucht und
prospektiv tber 5 Jahre kontrolliert. Die Studie ergab eine Erh6hung einiger Zytokine wie
IL-2,6,8,10 und 12p70 [58]. Ebenfalls zeigte sich, dass die Zytokine einen deutlichen
Aussagewert bezliglich des Mortalitatsrisikos hatten. So fand sich bei einem Vergleich
der Patienten mit einem IL-8 Spiegel von < 30,0 pg/ml eine 1-Jahres-, 3-Jahres und 5-
Jahres-Uberlebensrate von 94,6 %, 72,5 % und 57,6 % gegeniiber 70.0%, 40.0% und
32.0% bei Patienten mit Spiegeln von > 30,0 pg/ml von [58].

Ein weiterer Marker im Rahmen der Beurteilung der IPAH ist der Growth differentiation
factor-15 (GDF-15). Eine Untersuchung zeigte, dass Patienten mit einem GDF-15 Level
< 1,200ng/l ein Mortalitétsrisiko oder das Risiko einer Lungentransplantation innerhalb
eines Jahres von 3% hatten. Bei Patienten mit einem Level von > 1,200 ng/l lag dieses
Risiko bei 19%. Bezogen auf das 3-Jahres-Risiko lagen in einer Studie von Nickel et. al.
die Werte flr das Eintreten eines solchen Events bei 15% respektive 44 % [59].

Eine Untersuchung von Patienten mit PH bei systemischer Sklerose bestatigte die
Erkenntnisse eines erhohten GDF-15 auch gegeniiber Patienten mit systemischer
Sklerose ohne eine PH. Darlber hinaus waren die GDF-15 Spiegel in dieser Studie sogar
noch hoher als bei der Studie von Nickel et al., obwohl die hdmodynamischen Parameter

im Vergleich besser erschienen [60].
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1.7 Therapie bei pulmonaler Hypertonie

Die Therapie der PH ist am besten definiert fiir den Teil der Patienten mit einer PAH.
Diese Therapie ist multimodal und sollte den Einsatz allgemeiner Mafinahmen, die
Nutzung verschiedener Medikamente sowie die Abwégung interventioneller oder
operativer MalRnahmen (z.B. Transplantation) umfassen [17,61]. Je nach Schweregrad der
Therapie und Ursache der PAH kdnnen dabei supportive MalRnahmen wie korperliches
Training, Sauerstoff-Therapie, Antikoagulation und die Nutzung von Diuretika hilfreich
sein [17,61].

Als PAH-spezifische Therapie stehen mehrere Pharmaka zur Verfligung. Diese umfassen
vor allem Kalzium-Kanal-Blocker, Phosphodiesterase-5-Inhibitoren (Sildenafil,
Tadalafil), Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (v.a. Bosentan, Ambrisentan und
Macitentan), Stimulatoren der I6slichen Guanylatcyclase (Riociguat) und Prostanoide
(v.a. lloprost, Epoprostenol, Treprostinil) [17,61]. Da die PAH weiter als nicht heilbare
Erkrankung gilt und eine Monotherapie oftmals nicht dauerhaft ausreichend ist, hat eine
Kombination der verschiedenenWirkstoffen in den Therapieansatzen Einzug gehalten
[61]. Vor allem Patienten mit einer CTEPH sollten lebenslang antikoaguliert werden [17].
Bislang fehlen leider bei weiteren Atiologien der PH wie der pulmonal veno-okklusiven
Erkrankung (PVOD), der PH aufgrund einer Linksherzerkrankung oder auf Basis
chronischer Lungenerkrankungen spezifische Therapieansétze [15,17]. Fir die Therapie
der CTEPH ist die Operabilitat (pulmonalen Endarteriektomie) zu prufen und bei
Nichtoperabilitat sollte eine medikamenttse PH-spezifische Therapie erwogen werden,

auch wenn fir die CTEPH bislang keine Substanzen zugelassen sind [14].
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Evidenzbasierter Therapiealgorithmus fiir Patienten mit pulmonal arterieller Hypertonie (Gruppe 1). * Ziel ist eine O;-Sattigung 2 92 %; £ lla-C fiir die
funktionelle Klasse Il. IPAH: idiopathische pulmanal arterielle Hypertonie; APAH: assoziierte pulmonal arterielle Hypertonie.

Abbildung 5 Evidenzbasierter Therapiealgorhythmus fiir Patienten mit pulmonal arterieller Hypertonie
(Gruppel) [14]
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2 Ang-1/-2 und ihre potentielle Rolle in der
Pathophysiologie der PH

PH ist eine Erkrankung, der viele unterschiedliche Pathologien zugrunde liegen kénnen.
Die Symptome sind oft unspezifisch und umfassen dabei Belastungsdyspnoe,
Thoraxschmerzen, Synkopen, Odeme und ggf. eine Zunahme des Bauchumfanges oder
ein systolisches Stromungsgerausch links parasternal [15]. Eine mdgliche non-invasive
Untersuchungsmethode ist die TTE [1]. Allerdings weicht der per TTE erfasste PAP
teilweise > 10 mmHg von dem invasiv bestimmten systolischen PAP ab [62,63]. So ist
eine PH bislang weiter nur invasiv mittels RHK sicher zu diagnostizieren [1,14].

Vor diesem Hintergrund beschaftigt sich diese Studie mit der Suche nach einer
Moglichkeit, eine einfache und flachendeckend komplikationslos anwendbare
Alternative zur Diagnose der PH oder der Abschédtzung des Schweregrades der
Erkrankung zu finden. Als Ansatz entschieden wir uns zur Suche nach im Blut
nachweisbaren Biomarkern. Als primérer Faktor der Krankheitsentstehung wird eine
Fehlfunktion des Endothels angenommen [6], die ber verschiedene Mechanismen zu
einer Mediahypertrophie fuhrt [7,8]. Es entstehen Ungleichgewichte zwischen
Vasokonstriktion und Vasodilatation, Aktivierung und Inhibierung des Wachstums
glatter Muskelzellen, prothrombotischer und antithrombotischer Mediatoren sowie
proinflammatorischer und antiinflammatorischer Signale [10,17]. Histologisch kénnen
dabei Migration und Proliferation glatter Muskelzellen in sehr kleine pulmonale
Arteriolen nachgewiesen werden, die normalerweise nur wenig Muskulatur aufweisen
[7,8,64].

Angiopoietin-1 (Ang-1) gehort zu der Gruppe der Wachstumsfaktoren [10], ebenso wie
Angiopoietin-2 (Ang-2). Sie dhneln sich in ihrer Aminosdurestruktur zu etwa 60 % [65].
Es sind beides Proteine, die trotz unterschiedlicher Aufgaben eine wichtige Rolle in der
Angiogenese spielen. Die Wirkung an Endothelzellen (EC) wird Uber die 2
Tyrosinkinasen Tiel und Tie2, davon vor allem Tie2, und durch Bindungen der Liganden
zu verschiedenen Integrinen vermittelt [66]. Verschiedene Signaltransduktionswege der
Tiel und Tie2 — Rezeptoren wurden untersucht und als verantwortlich fur die Wirkungen
der zu untersuchenden Liganden auf vor allem EC bezeichnet, darunter Uber die
»Phosphatidylinositol-3-kinase* ((PI3K)/Akt)[67], sowie das ,,Ras homologe Gene Typ
A“ (RhoA)- und das ,,Ras-related C3 botulinum toxin Substrat 1« (Racl) — System [68].
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Auch die Aktivierung der mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK) wurden als
beteiligte Kinasen bei der Wirkung der Angiopoietine nachgewiesen [Abbildung 5] [67].
Ang-1 stabilisiert in seiner Funktion neu gebildete BlutgefaRe, indem es Wandzellen
rekrutiert. Weiterhin unterstiitzt es tber verschiedene Signalwege die Stabilitét voll
entwickelter Gefal3e [69]. Wie wichtig Ang-1 fur die Ausbildung von Gefélien ist, zeigten
schon frith VVersuche mit Knock-Out-Mausen, denen es an Ang-1 mangelt. Diese sterben
im jungen Embryonenalter. Zwar wiesen sie Gefabildung auf, diese war jedoch
strukturell nicht gefestigt, es gab vermindert kleine Gefalizweige und generell nur wenige
Aufteilungen [70]. In-vitro Versuche zeigten ebenfalls die fordernde Wirkung von Ang-1
und auch Ang-2 auf die Ausbildung gefalR&hnlicher Réhrenstrukturen [71].

Obgleich die Funktionswege von Ang-2 nicht vollkommen geklart sind, gibt es
entsprechende Ergebnisse fur die positive Beteiligung oder gar Notwendigkeit von Ang-
2 bei der Bildung und Erhaltung postnataler GeféaRe [65,71-73]. Auf zellularer Basis
wurden im Zusammenspiel mit Vascular endothelial growth factors (VEGF) die
Wirkungen von Ang-1 auf der einen Seite als Stabilisator gebildeter GefaRe und Ang-2
auf der anderen Seite als beteiligtes Protein bei der Destabilisierung und der Sprossung
von GeféaRzweigen bei der Neovaskularisation beschrieben [70,74] [Abbildung 5]. Eine
weitere Studie zeigte, dass Ang-1 und Ang-2 Uber Tie2 zur Freisetzung des
plattchenaktivierenden Faktors (PAF) durch das Endothel fiihren und somit
proinflammatorische VVorgange unterstitzen kénnen [Abbildung 6] [67]. Wichtig scheint
dabei eine genaue Kontrolle der Expression der beiden Proteine und ein entsprechendes
Gleichgewicht zu sein, um Gefélie generell aber auch die Entwicklung des Geféal3bettes
in der Lunge zu stabilisieren [75,76].

Aufgrund der vielfaltigen Veranderungen am Geféal3bett bei der PH und den diversen
untersuchten Einflissen der Liganden Ang-1 und Ang-2 auf die Angiogenese,
Stabilisierung von GeféalRen oder das Remodelling,ist ein Zusammenhang zwischen der
Erkrankung und einem vermehrten VVorkommen der Proteine bei erkrankten Patienten
eine naheliegende Fragestellung. Ang-2 wurde in seiner Funktion als Protein, welches die
Geféalineubildung unterstutzt, bereits in verschiedenen Krebserkrankungen als erhoht
nachgewiesen [77,79]. So konnte gezeigt werden, dass scheinbar Tumorzellen selbst in der
Lage sind Ang-2 zu produzieren, so wie es auch EC tun [77]. Angl wurde in
Zusammenhang mit einer erhdhten Angiogenese bei Brustkreb gesetzt [80], ebenso wie
erhohte Spiegel von Ang-1 aber auch Ang-2 bei Patienten mit Hypertonie nachgewiesen

wurden [81,82].
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In diesem Zusammenhang wurde Ang-2 beispielsweise auch als prognostischer
Parameter zur Risikoabschdtzung untersucht [83]. Es gibt einige Untersuchungen des
Zusammenhangs von Ang-1 und der PH mit dem Ergebnis erhohter Spiegel bei Patienten
mit IPAH [69] und anderen Formen einer PH [84]. Tierversuche zeigten aber sowohl, dass
ein erhohter Ang-1-Spiegel eher protektiv hinsichtlich experimentell induzierter PH sein
kann [85], als auch, dass Ang-1 scheinbar tber einen Ang-1/TIE2/Serotonin-Signalweg
eine Proliferation von glatten Muskelzellen hervorruft und somit als verantwortlich fir
die Entstehung einer PH angesehen werden kann [86]. In Verbindung mit IPAH wurden
Ergebnisse veroffentlicht, nach denen vor allem Ang-2 an der Pathogenese der
Erkrankung beteiligt sein kann und dass es als Marker fir die Schwere der Erkrankung

oder aber als Verlaufskontrolle unter Behandlung dienen kdnnte [69].

......

« Bei langer Einwirkung
von Ang-2 wirkt es am
Rezeptor als Agonist
und verursacht mit
VEGF zusammen die
Sprossung und
Entstehung
neuer Gefale

« Migration und « Zell-Zell- Bereitstellung von Matrix- und
Proliferation von Interaktionen und Interaktion Zellkontakte
Endothelzellen und Bildung mit Perizyten werden geldst
tubuldrer ¢ o Bei Fehlen von VEGF
strukturen « Stabilisierung « Induktoren der fiihrt die Expression
der GefdRe Angiogenese kénnen

von Ang-2 zur
Regression der Gefae
und zum Zelltod

Einfluss nehmen

Abbildung 6 Regulation der Angiogenese. VEGF induziert die Vaskularisation und die Proliferation von
EC auf unterschiedliche Stimuli hin. Die Interaktion von Ang-1 mit seinem Rezeptor TIE2 fiihrt zu einer
Stabilisierung der neugebildeten Gefale lber die Aktivierung von Perizyten/Endothelzellen. Ang-2
wiederum wirkt teilweise als Antagonist, lockert die GefaBstruktur auf uns ermdglicht das Einwirken
angiogenetischer Induktoren wie VEGF. Unter Einwirkung von Ang-2 und VEGF migrieren und
proliferieren die Endothelzellen und bilden so neue Kapillarsprossen und Gefalie. Fehlt VEGF fihrt die
alleinige Wirkung von Ang-2 zur Ruckbildung der GeféaRe und zur Apoptose.

Ubersetzung und Anpassung nach [87]
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Abbildung 7 Mechanismus, der als verantwortlich fiir die Angiopoietin-vermittelte Aktivierung der
Synthese des PAF durch EC gesehen wird. Stimulation der TIE2 durch Ang-1 oder Ang-2 (1) fuhren zu
einer Aktivierung der PI3K, p42/44 MAPK, and p38 MAPK Signalwege (2). Diese induzieren tber die
Phospholipase A; die endotheliale PAF-Synthese (3). Ein noch einbekannter Mechanismus steigert tber
die Aktivierung der TIE2 die Relokalisation des VEGF an die Zellmembran, wo er an den VEGF-
Rezeptor-2 bindet (5). Diese Bindung fiihrt seinerseits zu einer Aktivierung von p38 and p42/44 MAPK
(6) und der endothelialien PAF-Synthese, wodurch die Angiopoietin-vermittelte PAF Synthese potenziert
wird. Nach Maliba et. al. [67]

2.1 Ziel der Studie

Ziel dieser Studie ist es, einen Biomarker im Plasma der Patienten nachzuweisen, der
entweder diagnostische oder prognostische Informationen iber die pulmonale Hypertonie
aufzeigt, bzw. eine Einschatzung des Schweregrades der Erkrankung zulésst. Dies soll
der Vereinfachung der Diagnostik/ Therapieplanung/ Verlaufsbeobachtung dienen. In
Frage kommende Biomarker werden mit Hilfe eines Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) auf eventuelle Normwert-Verschiebungen, die mit der klinischen
Symptomatik der Patienten korrelieren, untersucht. Die vorliegende Studie beinhaltet
daher eine retrospektive Untersuchung der Proteine Ang-1 und Ang-2 im Hinblick darauf,
ob sie geeignet sind zur Diagnose der PH, als prognostischer Marker genutzt werden

konnen oder Aussagekraft zum Schweregrade der Erkrankung besitzen.
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3 Material und Methoden

Von allen Patienten, die in der Ambulanz fiir pulmonale Hypertonie an der Medizinischen
Klinik Il des Universitatsklinikums GieRens mittels Rechtsherzkatheter untersucht
wurden, hat man im Zuge der Feststellung der Erstdiagnose oder des Ausschlusses der
Diagnose einer PH gemischt-vendse Blutproben aus der Arteria pulmonalis (A.
pulmonalis) entnommen. Als Diagnose-Kriterium gilt ein MPAP von > 25 mmHg. Alle
Proben umfassen dabei Entnahmematerial aus der jeweiligen Erstuntersuchung mittels

RHK, also vor Beginn einer spezifischen Therapie.

3.1 Material

Name Hersteller

Human Angiopoietin-1 Quantikine ® ELISA | R&D Systems Inc., Minneapolis,
USA

Human Angiopoietin-2 Quantikine ® ELISA | R&D Systems Inc., Minneapolis,
USA

Photometer Infinite M200Pro Tecan, Ménnedorf, Schweiz

Zentrifuge Mikro 200R Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge Rotina 46RS Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Thriller Thermo-Inkubationsmischer Peglab | Erlangen, Deutschland

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

3.2 Methoden

3.2.1 Rechtsherzkatheter

Am Uniklinikum GielRen wird die RHK mittels Seldinger Technik durchgefihrt. Fur
gewohnlich wird dabei ein zentralvendser Zugang lber die Vena jugularis interna (V. jug.
int.) geschaffen, Uber den ein mehrlumiger 7 French Messkatheter vom Swan Ganz Typ
vorgeschoben werden kann. An der Spitze des Katheters befindet sich ein Ballon, der
aufgeblasen wird sobald der Katheter sicher bis in die Vena cava superior (VCS)
vorgeschoben wurde. Uber diesen Ballon kann der Katheter leichter mit dem Blutstrom
uber die VCS durch den rechten VVorhof und die Trikuspidalklappe, den rechten Ventrikel
sowie die Pulmonalklappe und letztlich Uber den Truncus pulmonalis in einer A.
pulmonalis platziert werden. Das Vorschieben des Katheters erfolgt dabei tber stdndige
Lagekontrolle der Katheterspitze anhand der abgeleiteten Druckkurve, die sowohl fiir den
rechten VVorhof, Ventrikel sowie die A. pulmonalis einen typischen Verlauf zeigt.
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Ist man in einer A. pulmonalis angelangt so wird der Katheter mit aufgeblasenem Ballon
vorsichtig weiter vorgeschoben bis er diese komplett verschlie3t. In diesem Moment
flacht die Druckkurve in ihrem Verlauf und in der Regel in der Héhe der gemessenen
Werte ab. In dieser Position wird nun der pulmonalarterielle Verschlussdruck (pulmonary
arterial wedge pressure (engl.; PAWP)) gemessen, anhand dessen sich der linksartriale
Druck abschatzen lasst. Nach Erfassung dieses Wertes wird der Ballon entblockt und der
Katheter ein kleines Stiick zuriickgezogen um einen ungewollten Verschluss des
GeféaRabschnittes zu vermeiden. Wéhrend der Untersuchung werden nun (ber
Blutentnahmen die Blutgase und Uber den Katheter selbst hdmodynamische Parameter

erfasst, die zur Diagnosestellung herangezogen werden kénnen.

3.2.2 Abnahme und Aufbewahrung der Patientenproben

Wahrend der RHK werden dem Patienten parallel zur Erfassung der hdmodynamischen
Werte mittels des Katheters Blutproben aus der Arteria pulmonalis per EDTA-R0Ohrchen
entnommen, welche unmittelbar im Anschluss daran auf Eis gelagert werden. Binnen 45
Minuten nach Entnahme werden die Proben dann bei 3000 Umdrehungen pro Minute
(RPM) zentrifugiert und auf je 4 1,5 ml MikroreaktionsgefaRe aus Polypropylen (PP)
aliquotiert. Im Anschluss an diesen Arbeitsschritt werden die gewonnenen Proben mit der
Untersuchungsnummer versehen, anhand derer sie innerhalb der Datenbank der
Abteilung den Patienten und somit der Diagnose zugeordnet werden kdnnen. Alle Proben
werden dann bei -80 °C eingefroren gelagert, bevor sie fiir die entsprechenden

Untersuchungen herangezogen werden.

3.2.3 Datenerhebung und Messmethoden

Zur Quantifizierung der Konzentration von Ang-1 und Ang-2 im Patientenplasma wurden
die entsprechenden Patientenproben ohne Kenntnis der Identitat oder andere Details der
Patienten aus den entsprechenden Tiefkihlschranken herausgenommen und aufgetaut.
Die Untersuchung der Proben erfolgte unter Zuhilfenahme von Sandwich-Elisa Test der
Firma R&D Systems ® (Minneapolis, MN, USA) entsprechend der Herstellerangaben

zur Verwendung der Tests.
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3.3 Statistik

Die allgemeine Erhebung sowie die erste grafische Darstellung der Daten wurde
durchgefiihrt unter der Nutzung von Microsoft Excel 2007 (Microsoft GmbH,
UnterschleiBheim, Deutschland). Die erhobenen Daten wurden anschlieBend zur
statistischen Auswertung mit SPSS (Version22, IBM, Ehnigen, Deutschland)
weiterverarbeitet. Ein p-Wert von < 0,05 wurde dabei als statistisch signifikant festgelegt.
Der Korrelationskoeffizient wurde nach Pearson berechnet. Normalverteilte Daten
werden als Mittelwert (xStandardabweichung (SD)), nicht-normalverteilte Daten als
Median [Interquartil Range (IQR)] angegeben. Zum Vergleich unterschiedlicher Gruppen
wurden der ANOVA-, Kruskall-Wallis- oder der Mann-Whitney U Test angewendet. Die
Kaplan-Meier-Methode wurde zur Uberlebensanalyse unserer Untersuchungs-Gruppen
herangezogen. Anschlielend wurde eine Cox-Regressions-Analyse durchgefihrt.
Weiterhin wurde eine multivariable Analyse unter Hinzunahme weiterer Parameter wie

dem Alter, Geschlecht oder der Hamodynamik durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Kollektiv

4.1.1 Patientenkollektiv bezuglich Angiopoietin-1

Das Patientenkollektiv zur Untersuchung von Ang-1 umfasst 216 Patienten. Die
Subgruppen umfassen 42 Patienten mit einer IPAH, 46 Patienten mit der Diagnose einer
CTEPH, 43 Patienten mit der Diagnose der kollagen-vaskulér assoziierten pulmonalen
Hypertonie (CVD) und 44 Patienten mit einer pulmonal-venésen Hypertonie (PVH).
Daruber hinaus gibt es eine Kontrollgruppe mit 41 Patienten, bei der mittels

Rechtsherzkatheter die Diagnosekriterien der PH nicht erfiillt wurden.

4.1.2 Patientenkollektiv beziliglich Angiopoietin-2

Beziliglich der Untersuchung auf Ang-2 umfasst das Patientenkollektiv insgesamt 196
Patienten. 39 Patienten mit einer IPAH sind erfasst, 40 Patienten mit der Diagnose CVD.
An CTEPH erkrankt sind 42 Patienten und weitere 40 Patienten mit der Diagnose PVH
sind enthalten. Die Kontrollgruppe hat hier eine Grélze von 35 Patienten.

4.2 Basisdaten

Zunéchst haben wir retrospektiv vor allem funktionelle (6-MWT) und hdmodynamische
(MPAP, PAWP, Herzzeitvolumen (HZV), HI und PVR) Parameter der Patienten, deren
Proben ausgewéhlt wurden, recherchiert. Daten, die nicht in zeitlich direktem
Zusammenhang mit der RHK standen, wurden nicht in die statistische Auswertung
ubernommen. Alle Daten werden mit dem Mittelwert (= SD) bei normalverteilten
Parametern oder mit dem Median [IQR] bei nicht normalverteilten Parametern

angegeben.
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4.2.1 Basisdaten der Population bei Angiopoietin-1

Insgesamt wurden fur die Analyse im Hinblick auf Ang-1 192 Patientenproben
untersucht, wobei 41 Proben auf die Kontrollgruppe fielen. Letztlich wurden 151 Proben
untersucht, die Patienten zuzuordnen waren, bei denen nach der ersten RHK eine PH
diagnostiziert wurde. Bei diesem Kollektiv herrschte ein Verhéltnis von Frauen: Mé&nnern
von ca. 1,67:1. 42 Patienten waren ihren Beschwerden nach der NYHA-Klasse 1l
zuzuordnen. 85 Patienten gehorten in die NYHA-KIasse 111 und 21 Patienten in NYHA
IV, bei 3 Patienten waren keine Angaben zur NYHA-KIasse gespeichert. Die erfassten
Daten der erkrankten Patienten (N=151) beztiglich des 6-MWT und der Hdmodynamik
sind in der Tabelle 1 angegeben.

gesamtes Patientenkollektiv

Parameter | Einheit N | Mittelwert/Median | (£SD) / [IQR]
6-MWT m 134 | 322 (119)

MPAP mmHg 151 | 43 (12)

PAWP mmHg 173 | 9 [7,00]

HZV I/min. 173 | 4,40 (1,14)

HI (I/min.)/m? 173 | 2,37 (0,58)

PVR dyn * sek / cm5 173 | 549 [465]

Tabelle 1 Basisdaten des erkrankten Patientenkollektivs bei Ang-1

Die Subgruppen dieses Kollektivs umfasste 39 Patienten mit einer IPAH, 41 Patienten
mit CTEPH, 39 Patienten mit der Diagnose der kollagen-vaskuldr assoziierten
Pulmonalen Hypertonie (CVD) und 32 Patienten mit einer pulmonal-vendsen Hypertonie
(PVH). Zum Zeitpunkt der Datenrecherche waren 26 Patienten verstorben, 124 wurden
als Uberlebend gefiihrt und bei 1 Patienten war der Status nicht gekl&rt. Eine genauere
Auflistung der Basisdaten der jeweiligen Subgruppen findet sich in Tabelle 2.
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IPAH
Parameter | Einheit N Mittelwert/Median (= SD) /[IQR]
6-MWT m 39 | 351 (131)
MPAP mmHg 39 |47 (15)
PAWP mmHg 39 8,00 [5,00]
HZV I/min. 39 | 411 (0,98)
HI (I/min.)/m? 39 [2.25 (0,56)
PVR dyn*sek/cm® | 39 | 725 [527]

CvD
6-MWT m 34 | 307 (134)
MPAP mmHg 39 |44 (11)
PAWP mmHg 39 5]
HzV I/min. 39 [422 (0,95)
HI (I/min.)/m? 39 |[237 (0,51)
PVR dyn*sek/cm® | 39 |670 [497]

CTEPH

6-MWT m 36 | 321 (101)
MPAP mmHg 4 |4 (10)
PAWP mmHg 41 |9 [5]
HzV I/min, 41 | 4,43 (1,28)
HI (min.)/m? 41 | 2,29 (0,60)
PVR dyn*sek/cm® | 41 |512 [425]

PVH
6-MWT m 25 | 299 (97)
MPAP mmHg 32 |32 (10)
PAWP mmHg 32 |18 [9]
HzV I/min. 32 [493 (1,22)
HI (I/min.)/m? 32 |261 (0,60)
PVR dyn*sek/cm® | 32 |312x [262]

Tabelle 2 Basisdaten der Subgruppen bei Angiopoietin 1
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4.2.2 Basisdaten der Population bei Angiopoietin-2

Bei unserem 2. Marker, Ang-2, haben wir insgesamt 172 Patientenproben untersucht,
wobei 35 Proben der Kontrollgruppe angehdérten. 137 Patienten diagnostizierte man eine
PH unterschiedlicher Atiologien. In diesem Kollektiv bestand ein Verhaltnis von
Frauen:Mannern von ca. 1,65:1. 38 Patienten waren ihren Beschweren nach der NYHA-
Klasse Il zuzuordnen, 73 Patienten der NYHA-KIasse I1l und 24 Patienten der NYHA
Klasse 1V, bei 2 Patienten wurden keine entsprechenden Angaben dokumentiert. Die
Basisdaten der erkrankten Patienten exklusive der Kontrollen sind in der Tabelle 3

angegeben. Die Parameter aufgetrennt nach den Subgruppen finden sich in Tabelle 4.

gesamtes Patientenkollektiv
Parameter | Einheit N Mittelwert/Median (xSD)/[IQR]
6-MWT m 121 | 324 (124)
MPAP mmHg 137 |43 (12)
PAWP mmHg 137 |9 [7]
HzV I/min. 137 | 4,38 (1,11)
HI (I/min.)/m? 137 | 2,36 (0,55
PVR dyn * sek / cm?® 137 | 533 [462]

Tabelle 3 Basisdaten des erkrankten Patientenkollektivs bei Ang-2

Das Patientenkollektiv hinsichtlich Ang-2 ist wie folgt zusammengesetzt: 36 Patienten
mit einer IPAH, 36 Patienten mit CTEPH, 38 Patienten mit der Diagnose der kollagen-
vaskulér assoziierten Pulmonalen Hypertonie (CVD) und 27 Patienten mit einer
pulmonal-vendsen Hypertonie (PVH). 22 Patienten waren zum Zeitpunkt der Recherche
verstorben, 114 wurden gefuhrt als tberlebend und bei 1 Patienten war der Status nicht

geklart.
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IPAH
Parameter | Einheit N Mittelwert/Median (= SD) /[IQR]
6-MWT m 35 | 356 (136)
MPAP mmHg 36 |48 (15)
PAWP mmHg 36 |8 5]
HzV I/min. 36 | 4,10 (1,02)
HI (I/min.)/m? 36 | 2,24 (0,57)
PVR dyn*sek/cm® | 36 |726 [551]

CvD
6-MWT m 31 | 312 (133)
MPAP mmHg 36 |43 (11)
PAWP mmHg %6 |6 [5]
HzV I/min. 36 | 4,25 (0,94)
HI (I/min.)/m? 36 | 2,37 (0,52)
PVR dyn*sek/cm° | 36 |636 [498]

CTEPH

6-MWT m 34 | 310 (116)
MPAP mmHg 38 |41 (11)
PAWP mmHg 38 |9 [5]
HzV I/min. 38 | 4,39 (1,13)
HI (/min.)/m? 38 | 2,29 (0,50)
PVR dyn*sek/cm® | 38 |482 [420]

PVH
6-MWT m 21 | 313 (94)
MPAP mmHg 27 | 38 (10)
PAWP mmHg 27 |18 [9]
HzV I/min. 27 | 4,92 (1,26)
HI (I/min.)/m? 27 | 2,58 (0,60)
PVR dyn*sek/cm® | 27 |306 [302]

Tabelle 4 Basisdaten der Subgruppen bei Angiopoietin 2
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4.3 Konzentrationsverteilung der Plasmaspiegel von
Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2

Unsere Ergebnisse zeigen beide Biomarker, also sowohl Angiopoietin 1 als auch

Angiopoietin 2, in ihrer Plasmakonzentration tber das gesamte Kollektiv, inklusive der

Kontrollgruppe, linksverteilt [Abbildungen 7 wund 8]. Angiopoietin 1 weist
Konzentrationen von 500 pg/ml bis hin zu 18125 pg/ml, Median 3491 pg/ml [IQR 4272].
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Abbildung 8 linksverteilte Plasmakonzentrationen von Angiopoietin 1

Histogram

60 Mean = 578,01
Stdl. Dev. = 5160,27
I N=172

50

=
=
1

Frequency
7

20

T 1 I T I T
o 5000 10000 15000 20000 25000 30000

Ang2_pgml

Abbildung 9 linksverteilte Plasmakonzentrationen von Angiopoietin 2
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Die Hohe der Ang-2 Werte in den verwendeten Plasma-Proben reicht von einem
Minimum von 1026 pg/ml bis zu einem Maximum von 29624 pg/ml, Median 3711 pg/ml
[4219]. Weiterflihrende statistische Tests wurden entsprechend mit dem natirlich
logarhythmierten Wert der Plasma Konzentrationen von Angiopoietin (LN Ang)

durchgefihrt.

4.4 Konzentrationen der einzelnen Gruppen

IPAH Mittelwert 4358
Median 2849
Minimum 500
Maximum 18125
SD 3782
IOR 3982
CVvD Mittelwert 4986
Median 3131
Minimum 500
Maximum 12999
SD 3841
IQR 6645
CTEPH Mittelwert 5160
Median 3525
Minimum 500
Ang-1 -
Maximum 16718
SD 4354
IOR 4226
PVH Mittelwert 4303
Median 3759
Minimum 500
Maximum 13611
SD 3157
IQR 4316
Kontrolle Mittelwert 4485
Median 3908
Minimum 500
Maximum 11800
SD 2595
IOR 3697

Tabelle 5 Konzentrationen von Ang-1 in den untersuchten Gruppen in pg/ml
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In den Tabellen 5 und 6 finden sich Details zu den Plasma-Konzentrationen von Ang-1
und Ang-2 der einzelnen in dieser Studie untersuchten Gruppen. Bei allen Gruppen fallt

eine sehr grofl3e Spanne zwischen der minimalen und der maximalen Konzentrationen auf.

IPAH Mittelwert 5193
Median 3797
Minimum 1430
Maximum 21283
SD 4050
IQR 3810
CVvD Mittelwert 8062
Median 5287
Minimum 1575
Maximum 244880
SD 6266
IQR 10264
CTEPH Mittelwert 5022
Median 3943
Minimum 1026
Ang-2 -
Maximum 17252
SD 3846
IOR 3584
PVH Mittelwert 7803
Median 5874
Minimum 1379
Maximum 29624
SD 7065
IQR 7561
Kontrolle Mittelwert 3290
Median 2645
Minimum 1240
Maximum 12619
SD 2491
IOR 1708

Tabelle 6 Konzentrationen von Ang-2 in den untersuchten Gruppen in pg/ml
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45 Keine Unterschiede in den Konzentrationen hinsichtlich des

Geschlechts, wohl aber zwischen den NYHA-Klassen

Unsere Studie kann weder bei Ang-1 noch bei Ang-2 einen signifikanten Unterschied in

den Konzentrationen von Ménnern und Frauen im Vergleich herausstellen (p=0,727).
Jedoch haben wir im non-parametrischen Kruskal-Wallis-Test signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen NYHA-KIassen festgestellt (p=0,022) [Abbildung 9].
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Abbildung 10 Arithmetisches Mittel des LN Ang-2 bezogen auf die NYHA-KIlassen des Kollektivs
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Abbildung 11 Arithmetisches Mittel des LN Ang-2 bezogen auf die NYHA-KIassen der IPAH-Patienten

Diesen Zusammenhang kénnen wir noch deutlicher innerhalb der Gruppe der Patienten
mit einer IPAH darstellen (p=0,009) [Abbildung 10].
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4.6 Angiopoietin-2 Konzentration signifikant erhdht bei CVD
und PVH, nicht jedoch Angiopoietin-1
Die statistische Auswertung der Konzentrationen von Ang-2 zeigt im Anova-Test einen
signifikanten Unterschied innerhalb der untersuchten Gruppen (p=0,000). Der Tukey-
HSD post hoc test ergibt dabei einen signifikanten Unterschied der Konzentration von
Ang-2 Patientengruppe der CVD, 5287 pg/ml [10.264] p<0,001, und der PVH, 5874
pg/ml [7561] p=0,001, gegentiber der Kontrollgruppe, 2645 pg/ml [1708] [Abbildung
11]. In unserer Studie scheint Ang-2 als diagnostischer Marker bei CVD und PVH

geeignet.

30000 01 o4
169
o
25000 T
220
"
20000+
— 148
E *
f=]
2 021 3
o 15000 5
> 5] —L 172 70
< e £
214 *
202
10000
L]
[— g
5000 5
o
| T T T T
IPAH cvD CTEPH PVH exclusion
diagnosis

Abbildung 12 Boxplots der Konzentrationen von Ang-2 bei Patienten mit IPAH (n=36), CVD (n=38),
CTEPH (n=36), PVH (n=27) und nach invasivem Ausschluss einer PH (n=35). Signifikant hthere Ang-2
Konzentrationen bei CVD (p < 0,001) und PVH (p=0,001) gegentiber der Ausschlussgruppe

Es finden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Plasmakonzentration der
Patienten mit IPAH, 3797 pg/ml [3810], oder einer CTEPH 3943 pg/ml [3584] im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch der Tukey HSD post hoc Test ergibt ansonsten keine

signifikanten Unterschiede der LN Ang-2 zwischen den einzelnen Gruppen [Tabelle 7].
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Abhangige 95 % Confidence Intervall
Variabl Signifikanz
ariable Untergrenze Obergrenze

CVD ,179 -,8206 ,0892
CTEPH ,999 -,4083 ,4895

IPAH
PVH 424 -, 7981 ,1847
Kontrolle ,120 -,0594 ,8569
IPAH ,179 -,0892 , 8206
CTEPH ,096 -,0426 ,8552

CVD
PVH ,997 -,4323 ,5504
Kontrolle ,000 ,3063 1,2226
IPAH ,999 -,4895 , 4083
CVD ,096 -,8552 , 0426

LN_Ang2 CTEPH

PVH ,284 -,8331 ,1385
Kontrolle ,191 -,0940 ,8103
IPAH 424 -,1847 , 7981
CVD ,997 -,5504 , 4323

PVH
CTEPH ,284 -,1385 , 8331
Kontrolle ,001 -,2111 1,1998
IPAH ,120 -,8569 ,0594
CVD ,000 -1,2226 -,3063

Kontrolle

CTEPH ,191 -,8103 ,0940
PVH ,001 -1,1998 2111

Tabelle 7 Tukey HSD post hoc Test des Unterschieds des LN Ang-2 der verschiedenen Gruppen

zueinander

Bei der Auswertung der Ang-1 Konzentrationen im Vergleich zwischen den einzelnen
Erkrankungsgruppen und auch der einzelnen Gruppen mit der Kontrolle kdnnen wir
ebenfalls keinerlei signifikanten Unterschiede feststellen [Abbildung 12].
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Abbildung 13 Boxplots der Konzentrationen von Ang-1 bei Patienten mit IPAH (n=39), CVD (n=39),
CTEPH (n=41), PVH (n=32) und bei invasivem Ausschluss einer PH (n=41).

4.7 Starke Korrelation des LN Angiopoietin-2 mit der
Hamodynamik des Gesamtkollektivs
Wir konnen statistisch hochsignifikante Korrelationen des LN Ang-2 in Bezug auf die

hamodynamischen Parameter, die bei den Patienten ermittelt wurden, feststellen. Den

Abbildungen 13 und 14 ist zu entnehmen, dass wir eine deutliche Korrelation zwischen

dem LN Ang-2 und dem PVR (p<0,001; r=0,323) sowie dem MPAP (p<0,001; r=0,359)
finden.
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Abbildung 14 hochsignifikante Korrelation des LN Ang-2 mit dem PVR; p<0,001, r = 0,323
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Abbildung 15 statistischer Zusammenhang des MPAP mit dem LN Ang-2; p < 0,001, r = 0,359

Aber auch zwischen dem LN Ang-2 und dem CI (p<0,001; r= -0,430) und dem HZV

(p<0,001; r= -0,343) kann ein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden
[Abbildungen 15 und 16]. Ebenfalls der PAWP (p=0,022; r=0,196) und auch der 6-MWT
(p=0,009; r=-0,237) korrelieren signifikant (Kurven nicht abgebildet).
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Abbildung 16 Hochsignifikante statistische Korrelation des LN Ang-2 mit dem CI; p<0,001, r = -0,430

Abbildung 17 LN Ang-2 in statistischer Relation zum HZV; p<0,001, r = - 0,343

Die Plasmakonzentration von Ang-2 ist in unserer Studie somit ein deutlicher Marker
hinsichtlich des Schweregrades der Erkrankung. Im Vergleich dazu fehlen bezogen auf
alle Parameter eine Korrelation bei der Analyse des LN Ang-1 sowohl bei unserem
Gesamtkollektiv, als auch bei dem Blick auf die Auswertung der einzelnen Atiologien.
Ruckschlisse auf die Schwere der Erkrankung anhand der Plasmakonzentration von Ang-

1 sind somit in unserer Studie nicht moglich.
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4.8 Starkste Korrelation mit der Hamodynamik innerhalb der
Patientengruppe mit CVD

Innerhalb des Patientenkollektivs, das an CVD erkrankt ist, findet sich eine gegentber
dem Gesamtkollektiv noch deutlichere Korrelation zwischen dem LN Ang-2 und den
hamodynamischen Parametern. In dieser Erkrankungsgruppe korreliert der LN Ang-2 mit
dem MPAP (p=0,002; r=0,494), dem HZV (p<0,001; r= -0,723), dem CI (p<0,001;
r= -0,807) und auch dem PVR (p<0,001; r=0,617) bei teils sehr guter Relevanz
[Abbildungen 17 bis 20]. Dariiber hinaus ergeben unsere Daten auch in dieser Subgruppe
eine statistisch grenzwertig signifikante Korrelation des LN Ang-2 mit dem 6-MWT bei
geringerer Relevanz (p=0,51; r= -0,353; Grafik nicht abgebildet). Unsere Studie stellt
damit den LN Ang-2 als einen weiteren Parameter zur Abschétzung des Schweregrades

der Erkrankung heraus.
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Abbildung 18 LN Ang-2 in Korrelation zum MPAP bei Patienten mit CVD; p=0,002; r=0,494
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Abbildung 19 Korrelation des LN Ang-2 mit dem HZV bei Patienten mit CVD; p<0,001; r=-0,723
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Abbildung 20 Hochsignifikante statistische Korrelation des LN Ang-2 mit dem CI bei CVD; p<0,001;
r=-0,807
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Abbildung 21 statistischer Zusammenhang des PVR mit dem LN Ang-2 bei CVD; p<0,001; r=0,617

4.9 Unterschiedliche Korrelation des LN Angiopoietin-2 mit der

Hamodynamik innerhalb der weiteren Atiologien
Auch bei Patienten mit einer IPAH finden wir eine signifikanten Korrelation - bei teils
guter Relevanz - der Konzentration von Ang-2 mit dem MPAP (p=0,002; r=0,387), dem
ClI (p=0,006; r=-0,449) und dem PVR (p=0,45; r=0,336) [Abbildungen 21-23].
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Abbildung 22 signifikanter Zusammenhang des MPAP mit dem LN Ang-2 bei IPAH; p=0,002; r=0,387
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Abbildung 23 LN Ang-2 in Korrelation zum CI bei Patienten mit IPAH; p=0,006; r= -0,449
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Abbildung 24 Signifikante statistische Korrelation des LN Ang-2 mit dem CI bei CVD ; p=0,45; r=0,336

Bei Patienten mit einer CTEPH sehen wir bei teilweise gute Relevanz einen statistisch
signifikanten Zusammenhang des LN Ang-2 mit dem MPAP (p=0,013; r=0,401), dem
HZV (p=0,046; r= -0,326), dem CI (p=0,003; r= -0,465) sowie dem PVR (p=0,024,
r=0,366) [Abbildungen 24-27].
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Abbildung 25 signifikante Korrelation des LN Ang-2 zum MPAP bei CTEPH; p=0,013; r=0,401
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Abbildung 26 grenzwertig signifikante Korrelation von HZV und LN Ang-2 bei CTEPH; p=0,046;
r=-0,326
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Abbildung 27 hochsignifikante Korrelation des Cl mit dem LN Ang-1 bei CTEPH; p=0,003; r= -0,465
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Abbildung 28 statistischer Zusammenhang des LN Ang-2 mit dem PVR bei CTEPH; p=0,024, r=0,366

In der Gruppe der PVH Patienten gibt es lediglich eine grenzwertig signifikante
Korrelation mit dem MPAP (p=0,049; r=0,383) [Abbildung 28].
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Abbildung 29 grenzwertig signifikante Korrelation von MPAP und LN Ang-2 bei PVH; p=0,049; r=0,383

Somit kdnnen wir in der vorliegenden Arbeit den LN Ang-2 am ehesten bei Patienten mit
IPAH und CTEPH als einen zusétzlichen Parameter zur Einschatzung der Schwere der

Erkrankung identifizieren.

4.10Eingeschrankte prognostische Aussagekraft des LN Ang-2
In der Kaplan-Meier Darstellung des Uberlebens hinsichtlich der Quartile des LN Ang-2
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,187). Die Cox-Regressions-Analyse
bezogen auf die Quartile des LN Ang-2 zeigt, dass das Risiko zu versterben bei Patienten
im 4. Quartil 7-fach erhéht ist gegentber Patienten im 1. Quartil. Bei einem p=0,64 sind
diese Ergebnisse jedoch statistisch nicht signifikant. Auch eine dichotomisierte Analyse
hinsichtlich des Uberlebens ergibt kein signifikant erh6htes Mortalitatsrisiko bei Werten
des LN Ang-2 oberhalb des Medians gegenuiber Werten unterhalb. Die Cox-Regressions
Analyse weist in unserer Studie jedoch ein um 74,1% erhohtes Risiko zu versterben je
Anstieg des LN Ang-2 um einen Punkt bei grenzwertig nicht signifikantem p (HR 1,741,
p=0,052; 95% Konfidenzintervall (CI) 0,996 - 3,042) auf.

Um zu Uberpriifen, ob Ang-2 als unabhéngiger Pradiktor fur das Uberleben genutzt
werden kann, haben wir eine multivariable Cox-Regressions-Analyse durchgefihrt.
Hierbei zeigt sich bei Hinzunahme des PVR und des Geschlechts der LN Ang-2 mit
abnehmender Signifikanz (HR 1,731; p=0,70). Bei Anpassung auch an den 6-MWT fehlt
dem LN Ang-2 bereits die statistische Signifikanz (HR 1,520; p=0,221).
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Dieser Trend setzt sich vor bei Einbezug der NYHA-KIlasse in die Analyse (HR 1,104;
p=0,798). Auch im direkten Vergleich mit dem 6-MWT sehen wir den LN Ang-2 nicht
als signifikanten Parameter (HR 1,60; p=0,186). Somit ergibt sich aus unserer Studie,
dass der LN Ang-2 keine unabhangige Aussagekraft hinsichtlich des Uberlebens hat. Als
weiterer Endpunkt bei der prognostischen Auswertung des LN Ang-2 fungiert in unserer
Arbeit der Zeitpunkt der Therapie-Eskalation. Hier gibt es in der Kaplan-Meier
Darstellung ebenfalls einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der Hohe
des LN Ang-2 aufgeteilt in Quartile und des Starts einer Kombinationstherapie (p=0,001).
Auch in der Subgruppe der Patienten mit IPAH (p=0,024) und mit einer CVVD (p=0,002)
kann dieser Zusammenhang festgestellt werden.

4.11Der LN Ang-1 besitzt kein prognostisches Potential

In der Auswertung der unterschiedlichen Konzentrationen des gemessenen LN Ang-1
verteilt auf 4 Quartile ergibt sich in der Kaplan-Meier Darstellung kein signifikanter
Unterschied zwischen diesen (p=0,670). Auch hinsichtlich einer Ausweitung der
Therapie finden sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,625). Ebenso wenig kann in
der Cox-Regressions-Analyse ein statistisch relevant erhdhtes Risiko zu versterben bei
einem Anstieg des LN Ang-1 um einen Punkt gefunden werden (HR 1,127; p=0,627),
anders als es bei Ang-2 in unserer Studie der Fall ist. Die multivariablen Cox-
Regressions-Analysen ergibt auch hinsichtlich des LN Ang-1, dass dieser keine
unabhingige Aussagekraft beziiglich des Uberlebens der Patienten hat. Damit weist in
unserer Studie der LN Ang-1 in keiner Analyse eine prognostische Qualitat auf.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Plasma-Konzentrationen von Ang-1 und Ang-2
bei Patienten mit nachgewiesener PH gemessen. Diese wurden verglichen mit den
Plasma-Werten der gleichen Proteine von Patienten, bei denen eine PH mittels RHK
ausgeschlossen wurde, um so den diagnostischen oder prognostischen Nutzen zu
untersuchen. Dartiber hinaus wurde ermittelt, ob von der Plasma-Konzentration auf den

Schweregrad der Erkrankung geschlossen werden kann.
5.1 Die Ergebnisse im Kontext anderer Studien

5.1.1 Plasma-Konzentrationen von Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2 in
der Kontrollgruppe
Bei der Untersuchung der Konzentrationen von Ang-1 und Ang-2 bei Patienten mit
Prostata- oder Brust-Karzinom hat die Arbeitsgruppe Caine et. al. ebenfalls Messungen
per ELISA vorgenommen. Dabei haben sie bei gesunden Freiwilligen in der
Kontrollgruppe Konzentrationen von Ang-1 4,00 ng/ml [4,00 — 5,50] bei weiblichen
Probanden und 8,00 ng/ml [6,00 — 14,00] bei mannlichen im Plasma gefunden. Bei Ang-
2 lagen die Konzentrationen bei 1,50 ng/ml [1,06 — 1,50] bei Frauen und 1,35 ng/ml [0,65
—2,14] bei Mannern [80]. Ganz &hnliche Konzentrationen fanden auch Kiimpers et. al. bei
der Untersuchung angiogenetischer Faktoren bei Patienten mit IPAH, welche ebenfalls
ein gesundes Kollektiv als Kontrolle nahmen: Ang-1 4.4 ng/ml [1.8-6.9] und Ang-2 1.6
ng/ml [0.8-2.3] [69]. Eine weitere Arbeitsgruppe, welche in ihrer Studie ebenfalls
gesunden Probanden peripher Blut entnommen und das Plasma per ELISA untersucht
hat, fand in der Kontrollgruppe folgende Konzentrationen: Ang-1 2484 pg/ml [1045-
7422] und Ang-2 1762 pg/ml [614-6940] [88]. Im Kontext mit diesen Werten sind die
Konzentrationen von Ang-1 unseres Kontrollkollektivs mit einem Median von 3708
pg/ml in vergleichbarer Hohe angesiedelt. Die Konzentration von Ang-2 liegt in unserer
Arbeit mit einem Median von 2645 pg/ml hoher als in den erwéhnten Studien.
Unterschiede, die hier bei Ang-2 eine Rolle spielen kénnen, sind zum einen die Abnahme-
Technik und zum anderen das Kollektiv. Bei unserer Studie wurden alle Blutproben im
Zuge einer RHK aus zentralvendsem Blut gewonnen, wogegen die genannten Studien

ihre Blutentnahme peripher gewonnen haben [80,88].
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Ein weiterer Punkt ist die Zusammensetzung unserer Kontrollgruppe. Auch wenn bei
unseren Kontrollpatienten per RHK die Diagnose einer PH ausgeschlossen wurde, hat
man alle Patienten zundchst aufgrund einer subjektiven Dyspnoe oder auch einer
apparativ objektivierten Einschrankung der Atmung untersucht. Damit ist unsere

Kontrollgruppe nicht als ganz lungengesund einzustufen.

5.1.2 Angiopoietin-1

Unsere Studie zeigt keine signifikant erhéhten Plasma-Konzentrationen von Ang-1 bei
Patienten einer IPAH, CVD, CTEPH oder PVH. Damit kénnen wir Ergebnisse, die eine
erhohte Expression von Ang-1 in Lungengewebe von Patienten mit einer PH festgestellt
haben, in unseren Blutentnahmen nicht verifizieren [84,89]. Eine der Arbeitsgruppen
untersuchte Lungengewebs-Proben von Patienten mit PH, die wéhrend verschiedener
Eingriffe entnommen wurden. Dort hat man eine Erhéhung der Ang-1 messanger
Ribonukleinsdure (m-RNA) im Gewebe gefunden, eine Untersuchung der Gefalwand der
PA sowie die Untersuchung von Serum dort entnommener Blutproben zeigte jedoch
keine Erhéhung der Konzentration [84]. Dies warf die Vermutung auf, dass das Protein
und dessen Wirkungen auf die Lunge selbst beschrankt seien. Diese Schlussfolgerung
waére ein Erklarungsansatz unserer Ergebnisse. Eine weitere Arbeitsgruppe fand bei
Patienten mit IPAH ebenfalls erhthte Konzentrationen von Ang-1 in Proben des
Lungengewebes, hier wurden jedoch keine Untersuchungen der Konzentrationen in
Blutproben erwahnt [90]. Jedoch differieren die gemessenen Plasma-Konzentrationen
unserer Patienten mit einer IPAH deutlich gegenlber denen der Arbeitsgruppe von
Kimpers et. al. [2849 pg/ml gegeniiber 14800 pg/ml] [69].

Ein Vergleich der angegebenen Werte mit den von uns erhobenen Daten wird dadurch
eingeschrankt, dass diese Arbeitsgruppe keine Angabe beziglich des Ortes der
Blutentnahme macht und die Messung der Konzentrationen tber ein anderes Verfahren
als in unserer Arbeit stattgefunden hat. Bemerkenswert ist aber, dass die Konzentrationen
der Kontrollgruppen unserer beiden Studien sehr nah beieinander liegen [3908 pg/ml
gegenuber 4400 pg/ml] [69]. In der Zusammenschau unserer Ergebnisse zeigt sich die
Konzentration von Ang-1 im Blut von Patienten mit einer PH nicht als diagnostischer
Marker. Auch eine Verbindung zwischen der Ang-1 Konzentration und dem
Schweregrade der PH kdnnen wir nicht feststellen.
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Dieses Ergebnis deckt sich wiederum mit der Arbeitsgruppe um Kumpers et. al., die bei
ihrer Untersuchung der Ang-1 Konzentrationen im Patientenblut ebenfalls keine
Korrelation mit verschiedenen Schweregrad-Parametern feststellen konnten [69]. Es steht
jedoch im Gegensatz zu den Ergebnissen zweier Arbeitsgruppen, die bei Patienten mit
unterschiedlichen Atiologien einer PH einen direkten Zusammenhang zwischen der
Konzentration von Ang-1 und der Aktivierung von TIEZ2 in untersuchtem Lungengewebe
mit der Hohe des PVR der Patienten feststellten [84,91]. Aufgrund seiner Bedeutung als
Wachstumsfaktor [10], sowohl flr die Entwicklung embryonaler GefaRe [70], als auch fur
die Stabilisierung neuer und voll entwickelter Gefalie [69], liegt eine mdgliche Beteiligung
dieses Proteins bei pathophysiologischen VVorgéngen bei der Entstehung der PH, wie der
Entwicklung einer Mediahypertrophie, proliferativen und fibrotischen Veranderungen
der Intima sowie inflammatorischen perivaskularen Infiltrationen [7-10] nahe.

Aufgrund unterschiedlicher Ergebnisse, die einen erhohten Ang-1-Spiegel eher protektiv
zeigten [85], und anderer, die Ang-1 als Ausloser einer Proliferation von glatten
Muskelzellen tber einen Ang-1/TIE2/Serotonin-Signalweg sahen [86], bleibt auch vor
dem Hintergrund unserer Untersuchungen die genaue Beteiligung ungeklart. So konnte
in weiteren Studien versucht werden zu kléren, ob eine Steigerung von Ang-1 als Ursache
oder Folge einer PH auftritt und ggf. von weiteren Co-Faktoren abhangig ist, ggf. auch
von einer bestimmten Ang-1/Ang-2-Ratio. Weiterhin konnten Vergleiche von Blutproben
gegenliber Lungenproben interessant sein um darzustellen, ob die Nachweisbarkeit auf

die Lunge begrenzt und Ang-1 somit als peripherer Marker ungeeignet ist.

5.1.3 Angiopoietin-2

Ang-2 ist ein Protein, das einer strengen Regulation unterliegt. Bei der Entwicklung des
GefaRsystems in der Lunge spielt es gemeinsam mit Ang-1 eine wichtige Rolle, ist
sowohl bei der Angiogenese, als auch beim Remodelling beteiligt [75,76].
Mediahypertrophie, proliferative und fibrotische Veradnderungen der Intima oder auch
inflammatorische perivaskulére Infiltration sind als pathophysiologische Grundlagen bei
der Entwicklung einer PH hinreichend beschrieben [7-10]. Unsere Arbeit zeigt signifikant
erhohte Konzentrationen von Ang-2 im Plasma der Patienten, die an einer CVD oder PVH
erkrankt sind, obwohl die primére Ursache fiir die Entstehung der PH unterschiedliche

sind.
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Diese Ergebnisse unterstutzen die Vermutung, dass hier die gemeinsame Endstrecke der
Atiologien wiedergegeben zu werden scheint, bei deren Pathogenese Ang-2 eine Rolle
spielt, oder aber reaktiv durch die Erkrankung in erhéhtem MaRe zur Verfiigung gestellt
wird. Bei Patienten mit IPAH oder einer CTEPH finden wir hingegen keine signifikanten
Erh6hungen der Konzentrationen von Ang-2. Die Einordnung dieser Ergebnisse fallt
schwer, da gerade Ang-2 in Bezug auf eine PH weniger beachtet wurde, als es bei Ang-1
der Fall gewesen ist. Ein Grund daftir kénnte sein, dass frihere Studien zunéchst keine
Konzentrationssteigerung von Ang-2 bei Patienten mit PH zeigten [84,89].

Auch die von Kiimpers et. al. 2010 festgestellte Erhéhung der Plasma-Konzentration von
Ang-2 bei Patienten mit einer IPAH konnen wir in unserer Studie nicht reproduzieren
[69]. Wir kénnen bei Patienten mit einer IPAH in unserer Arbeit jedoch ebenfalls einen
signifikanten Zusammenhang feststellen zwischen der Hohe des LN Ang-2 im Plasma
der Patienten und der Hohe des PVR (r=0,336; p=0,45) sowie des HI (r= -0,449;
p=0,006), obgleich diese Ergebnisse nicht so deutlich waren wie bei Kiimpers et. al.
(r=0,6; p < 0,001 bzw. r=-0,53; p < 0,001) [69]. Der direkte Vergleich der Korrelationen
ist an dieser Stelle nicht mdglich, da Kimpers et. al. die statistische Auswertung mit den
gemessenen Konzentrationswerten von Ang-2 durchgefihrt haben, wir aber den LN Ang-
2 verwendet haben, da sich in unserer Auswertung die Konzentration von Ang-2 nicht-
normalverteilt zeigt.

Auch wenn oder gerade weil es nur wenige Vergleichsdaten gibt zur Konzentration von
Ang-2 in Korrelation zum 6-MWT und hdmodynamischen Parametern (MPAP, PAWP,
HZzV, Cl, PVR) sind unsere Erkenntnisse besonders interessant. Da die Belastbarkeit im
6-MWT und verschiedene hamodynamische Parameter auch in aktuellen Leitlinien zur
Beurteilung des Schweregrades der PH herangezogen werden, darf ich vermuten, dass
auch der LN Ang-2 aufgrund der statisch signifikanten Korrelation mit diesen Werten zur
Beurteilung des Schweregrades geeignet sein kann. Bei den von uns festgestellten
Korrelationen vor allem bei Patienten mit einer IPAH, einer CVD und einer CTEPH, steht
somit eine Mdoglichkeit der Verlaufskontrolle spezifischer Therapien ber die Plasma-
Konzentration von Ang-2 in Aussicht, die in prospektiven Studien sicher noch weiter
untersucht werden muss.

Unsere Cox-Regressions-Analyse ergab bei einem grenzwertig signifikanten p=0,052,
dass bei einem Anstieg des LN Ang-2 um 1 Punkt, das Risiko zu versterben um 74,1%
steigt. Wir konnten diese Ergebnisse jedoch weder bei einer Dichotomisierung, noch bei

einer Aufteilung in Quartile statistisch relevant prazisieren.
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Wir haben neben der Uberlebens-Analyse die Eskalation auf eine Kombinationstherapie
als Endpunkt gewéhlt, wobei unsere Kaplan-Meier Darstellung einen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen der Héhe des LN Ang-2 aufgeteilt in Quartile
und des Starts einer Kombinationstherapie (p=0,001) sowohl im Gesamtkollektiv, als
auch in den Subgruppe der Patienten mit IPAH (p 0,024) und CVD (p 0,002) ergab.
Andere Studien haben dies noch um die Verschlechterung der Symptome des Patienten
und eine Abnahme der Gehstrecke im 6-MWT erweitert [92,93].

Die Wabhl eines neuen Endpunktes, auch als Kombination verschiedener Parameter, kann
vor allem deswegen hilfreich sein, da therapiebedingte Anderungen der Hamodynamik
alleine nicht sicher als ausreichende Marker fiir Anderungen des kurzfristigen
Uberlebens zu stehen scheinen [94]. Auch die bereits beendete jedoch noch nicht
vollstandig veroffentlichte AMBITION-Studie wahlte zur Einschatzung der
Prognoseverbesserung durch eine neue Kombinationstherapie unter anderem die
Verschlechterung der Erkrankung als einen der Endpunkte. Die Wahl geeigneter neuer
Endpunkte zur Beurteilung der Krankheitsprognose ist ein sehr wichtiger Punkt, dem
aktuell einige Beachtung geschenkt wird. Auch vor diesem Hintergrund kann das Finden
eines Markers, der mit unterschiedlichen Parametern stark korreliert, von groRer
Bedeutung sein.

5.2 Starken und Schwéachen der Studie

Eine Schwéche unserer Arbeit kann wie bereits erwahnt die Kontrollgruppe darstellen.
Hier wurden keine gesunden Probanden gewahlt, um die Plasma-Konzentrationen der
Subgruppen jeweils in gleichem Probenmaterial, welches per RHK gewonnen wurde,
messen zu konnen. Vergleichswerte anderer Gruppen wurden bei nachweislich gesunden
Patienten, dann aber in peripheren oder mutmallich peripheren Blutproben gemessen
[69,80,88]. Es stellt sich hier die Frage, ob es einen Gradienten der Konzentration der
untersuchten Marker gibt zwischen peripherem und zentralvendsem Blut. Einen solchen
Gradienten als mogliche Fehlerquelle wollten wir bei unserer Analyse umgehen.
Obgleich die retrospektive Betrachtung der Daten und das Single-Center-Design eher als
Schwaéche gesehen werden konnten ist eine Starke der vorliegenden Arbeit sicher die
GrolRe des Patientenkollektivs, welches zur Untersuchung unserer Fragestellung zur
Verfugung stand. Wir haben in der vorliegenden Arbeit 151 Proben bezliglich Ang-1 von
Patienten mit einer PH unterschiedlicher Atiologien und 137 Proben hinsichtlich Ang-2

untersuchen kdnnen.
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Damit haben wir mit Blick auf die Anzahl der untersuchten Patienten deutlich mehr
Datensétze als in vielen anderen vorliegenden Arbeiten [69,84,86,90,91], obgleich man
einschrianken kann, dass innerhalb der einzelnen Atiologien die Datensatze groRer sein
kdnnten. Somit sind die Ergebnisse unserer statistischen Auswertungen der Subgruppen
gof. durch groRere Kollektive zu bestatigen.

Weiterhin stehen zu den Patienten die jeweiligen h&modynamischen Parameter und auch
Ergebnisse des 6-MWT zur Verfiigung. So haben wir bei Ang-1 und auch Ang-2 bei allen
Patienten die Plasma-Konzentrationen in Relation gesetzt zum MPAP, dem PAWP, HZV,
Cl und dem PVR. Auch bei dem 6-MWT standen uns mit 78,1% (PVH) bis zu 100%
(IPAH) aller Patienten groRe Datenmengen fiir unsere Auswertung zur Verfligung. Da
dies aber nicht bei allen Patienten der Fall war, haben wir bei der Wahl eines sekundaren
Endpunktes, der Zeit bis zum Start einer Kombinationstherapie, auf die Verbindung
dieser Information mit den Ergebnissen des 6-MWT verzichtet. Wie Kumpers et. al.
bereits in ihrer Arbeit feststellten, sind Daten zu Patientenstudien beztiglich Ang-1 und
Ang-2 noch immer selten. Ein Grund daftr kann sein, dass experimentelle Studien
verschiedener Arbeitsgruppen nahezu gegensatzliche Ergebnisse hinsichtlich der Rolle
der Angiopoietine bei der PH erbrachten [74,85,86,89,95,96]. Damit bietet unsere Arbeit
neben der der Arbeitsgruppe von Kimpers et. al. und wenigen anderen Gruppen einen
seltenen Einblick in die Konzentrationsverhaltnisse der Angiopoietine bei Patienten mit
einer PH und zumindest bei Ang-2 dessen diagnostische und prognostische Bedeutung,

sowie dessen Wert bei der Einschatzung des Schweregrades der PH.

5.3 Schlussfolgerung und Aussicht

Die vorliegende Arbeit lasst den Schluss zu, dass Ang-2 bei der Diagnose einer CVD oder
PVH hilfreich sein kann, Ang-1 jedoch nach unseren Erkenntnissen kein diagnostisches
Potential bietet. Die widerspriichlichen Angaben in der Literatur bei Tierversuchen aber
auch bei der Untersuchung von menschlichen Blutentnahmen oder Lungengewebsproben
zeigen, dass die Funktionsweise von Ang-1 und dessen Rolle bei der Entstehung oder als
Folge einer PH weiter untersucht werden muss. Bezuglich Ang-2, welches in unserer
Studie mehr diagnostisches Potential zeigt, bleibt zu untersuchen, ob es Unterschiede in
der Plasma-Konzentration des Biomarkers zwischen einer peripheren und einer

zentralvendsen Blutentnahme gibt.
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Dazu konnten in einer prospektiven Studie parallel zentralventse und periphere
Blutentnahmen von Patienten wéhrend einer RHK entnommen und miteinander
verglichen werden. Bei Fehlen eines Gradienten kdnnte man dann eine erneute
Betrachtung der Werte vornehmen im Vergleich zu einem nachweislich gesunden
Kollektiv, von dem nur mittels peripherer Blutentnahme Messwerte erhoben werden.
Mit den von uns gewonnenen Erkenntnissen auch in Zusammenschau mit der aktuellen
Literatur l&sst sich jedoch folgern, dass ohne weitere Untersuchungen weder Ang-1 noch
Ang-2 als Ersatz der RHK bei der Diagnose einer PH dienen kénnen. Wohl aber hat
unseren Ergebnissen nach Ang-2 das Potential, als zukunftiger Marker fir den
Schweregrad der Erkrankung zu dienen und ggf. eine Evaluation Uber den Therapie-
Erfolg zu ermdglichen. Ein nachster Schritt konnte eine prospektive Studie sein, die die
Wirkung spezifischer Therapie auf die Plasma-Konzentration des Markers untersucht.
Hier ~ wurden  bereits  Reduktionen  der  Plasma-Konzentrationen  bei
Verlaufsbeobachtungen spezifisch therapierter Patienten berichtet [69,97].

Weiterhin konnte ein Schritt sein, die Fallzahl in den zu untersuchenden Atiologien wie
der CVD, IPAH oder auch CTEPH zu erhéhen, um die von uns gezogenen Schliisse zu
verifizieren oder zu korrigieren. Ebenfalls konnte ein weiterer Schritt sein, die Bedeutung
von Ang-2 als prognostischer Marker in einem groRen Patientenkollektiv mit einem
langeren Follow-Up herauszustellen und die Konzentration des Markers in Relation zu
neuen Endpunkten zu setzen. Hier kdnnte die Verschlechterung der Erkrankung mit einer
Kombination verschiedener Marker, wie einer Verringerung der 6-MWT Strecke, einer
Hospitalisation aufgrund der PH und eine Zunahme der klinischen Symptome mit einer
Erweiterung der Therapie, gleichgesetzt werden, wie es bei der Evaluation neuer

Therapie-Ansatze bereits getan wurde [92,93].
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Die PH ist eine schwerwiegende und fortschreitende Erkrankung, fir die es
bislang keine kurative medikamentdse Therapie gibt. Darlber hinaus ist die PH bislang
nur invasiv Uber eine RHK zu diagnostizieren. Aktuell gibt es in der Forschung das
Bestreben, Biomarker zu identifizieren, die die Diagnose einer PH vereinfachen, den
Schweregrad der Erkrankung abschétzen lassen oder eine bessere Aussage zum
Krankheitsverlauf zulassen. Der Entwicklung einer PH werden Verdnderungen im
GefaRsystem zugeschrieben, im Wesentlichen eine Mediahypertrophie, proliferative und
fibrotische Verdnderungen der Intima sowie inflammatorisch perivaskulare
Infiltrationen.

Hypothese: Ang-1 und Ang-2 sind Proteine, die sowohl bei der physiologischen
Entwicklung stabiler Gefdle beteiligt sind, aber auch im Zusammenhang mit
Remodelling, EC-Proliferation und inflammatorischen VVorgangen genannt werden. Wir
uberpriften, ob signifikant erh6hte Konzentrationen der Proteine bei Patienten mit PH zu
finden sind und ob sie diagnostisch, prognostisch oder zu Abschatzung des
Schweregrades geeignet sind.

Methoden: Plasma von 151 Patienten bei Ang-1 und 137 Patienten bei Ang-2 wurde im
Labor auf die Konzentration von Ang-1 und Ang-2 untersucht und statistisch in
Korrelation gesetzt zum 6-MWT und der Hdmodynamik der Patienten. Weiterhin wurden
die Uberlebensstatistiken des Kollektivs ausgewertet. Verglichen wurde es mit Plasma
von 35 Kontroll-Patienten, bei denen eine PH mittels RHK ausgeschlossen wurde.
Ergebnisse: Bei Ang-1 fanden wir bei keiner der Atiologien eine signifikante Erhéhung
der Konzentration und keine Korrelation mit den  Leistungs-  oder
Hamodynamikparametern. Es gab auch keine Korrelation mit dem Uberleben der
Patienten. Ang-2 hingegen war im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhéht bei
Patienten mit CVD und PVH. Weiterhin fanden wir Korrelationen mit der Hamodynamik
bei Patienten mit einer IPAH, CVD und CTEPH.

Fazit: Ang-1 zeigte sich in unserer Studie ohne diagnostisches oder prognostisches
Potential. Ang-2 konnte bei der Diagnose einer CVD oder PVH eine Rolle spielen.
Zusatzlich scheint es ein guter Parameter zur Abschatzung des Schweregrades einer PH
zu sein und ggf. als Verlaufsparameter zur Evaluation des Erfolges einer spezifischen

Therapie dienen.
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7 Summary

Background: PH is a severe and progressive disease for which so far no curative drug
therapy is available. In addition the only way to diagnose PH is the RHK. At the moment
different scientific groups try to identify biomarkers which might help to diagnose PH,
display the severity of the desease or that allow to make better predictions of the outcome.
There are various changes in the structur of the vascular system during developement of
PH. These are mediahypertrophy, proliferation and fibrotic changes of the intima and
inflammatory infiltrations.

Hypothesis: Our focus was on two proteins, Ang-1 und Ang-2, known to be important in
the developement and stabilisation of human vascular system as well as causing vascular
remodeling, EC proliferation and inflammation. We investigated if there are sginificant
higher levels of these proteins in blood of patients with PH. Moreover we wanted to know
if plasma levels of Ang-1 or Ang-2 have diagnostic or prognostic value or might help
evaluating disease severity.

Methods: We analized plasma levels of Ang-1 in blood-samples of 151 PH patients and
levels of Ang-2 in 137 samples. Then we statisctically searched for correlations with 6-
MWT and haemodynamics. In addition we analyzed survival rates of all patients as well
as of each subgroup. Blood samples of 35 patients without PH were taken as control.
Results: Neither did we find significant higher levels of Ang-1 in blood samples of
patients with PH compared to our control nor could we find any correlations between
plasma levels of Ang-1 and disease severity or survival rates. Ang-2 on the other hand
showed significant higher plasma levels in patients with CVD or PVH. We also found
correlations with haemodynamics and therefore with disease severity in patients with
IPAH, CVD and CTEPH. Similar to the analysis of Ang-1 we found no significant
correlation with survival rates.

Conclusion: In our study Ang-1 did not show any diagnostic or pronostic value. Ang-2
might serve as a new marker in diagnosis of CVD or PVH in the future. In addition Ang-
2 correlated strongly with other markers of disease severity and might be useful as a

marker to evaluate success of specific therapy.
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