Carboanhydrasen IX und Xll als Biomarker bei Patienten

mit Pulmonaler Hypertonie

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Humanmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von
Jan Ewert

aus Wiesbaden

Giellen 2023



Aus dem Fachbereich Medizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen

Klinik fur Pneumologie und Internistische Intensivmedizin, Infektiologie,
Gastroenterologie, Nephrologie

Gutachter: Prof. Dr. med. Dr. Henning Gall

Gutachter: Prof. Dr. med. Till Keller

Tag der Disputation: 30.01.2025



Inhalt

T EINLEITUNG. . ... rce s e s e et e s e s e s s s e e s n e sme s me s as e s e e e e e e e s sne s nennneeneeesnensnesanesnes 1
1.1 Physiologie der pulmonalen Zirkulation ... 1
1.2 PUIMONAlE HYPEIMONIE......ooiiiiiie e e 2

1.2.1 Definition und Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie...............ccccccccvouveeecveneescrenaan, 2
1.2.2 Pathophysiologische und pathobiologische Verdnderungen................cccccevvvvevevevevennnnnnnns 3
1.2.3 Klinik der Pulmonalen HYPEItONIE ................uuuuueuuueuerireieieieieueisissassssssssssssssssnsssssnssnssnsnnnnnns 6
1.2.4 Diagnostik der Pulmonalen Hypertonie ................c.coovoueeeincieieesie e 7
1.2.5 Therapie der Pulmonalen Hypertonie ................occuueeoioiiieeeoiiee e 7
1.3 Biomarker der Pulmonalen Hypertonie ............cooiiiiiiiiiie e 9
1.3.1 DEfinition UN UBEIDICK.............c.cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 9
1.3.2 Biomarker fiir Endotheliale DYSTUNKLION .............cccueeeeiiieeeeciie e 10
1.3.3 Biomarker fir INflamimMation...............occuuiiimieiieeeee et 11
1.3.4 Biomarker flir niedriges Herzzeitvolumen und HYPOXi€ ............ccccveeereeeeesiiiieeeeaaeeeeesnn, 11
1.3.5 Biomarker flir myokardialen StreSS ............cueeuieeeeeseiiieeiseeeeeseeieeea e e esitteaaa e ee e 12

2. CARBOANHYDRASEN IX UND Xil UND IHRE POTENZIELLE BEDEUTUNG IN DER

PATHOPHYSIOLOGIE DER PH .......ooiiiieiescesceresss e se e esseessssssss s s ss s esssessmssnssssssssssssnnsssens 13
2. DEFINILION . e et e e e a e e e e e 13
2.2 Einteilung der CarboanhydraSen ...........coooiiiiiiiiiiii e 13
PR B o U1 0] 1T o O PO PP PP PPPPPPPP 13
2.4 Katalytisches Prinzip der Carboanhydrasen ............ccccvieiiiiieeiiiiie e 15
2.5 Membrangebundene Carboanhydrasen IX und XIl ............cccoiiiiiiiiiiiiiiiee e, 17

2.5.1 Carbo@nRYArasSe IX..........oueee oottt 17
2.5.2 Carboannydrase Xll...........ooe oo 17
2.6 Carboanhydrasen IX und XlI bei verschiedenen Erkrankungen............cccococeiiiiiiiiiiiee e, 18
2.6.1 Studien zur Expression von CA IX und CA Xll in verschiedenen Tumoren.................... 18
2.6.2 Studien zu CA IX-Plasma-/Serumspi€gelN................occvuueeeeeieeeeesieeeeesiiieeesiiaeessiaeaensans 18
2.6.3 Studien zu CA XlI-Plasma-/Serumspi€@geIn...............cccvueeeeeueeeeesiieaeesiieeeesiieaessiieaennans 21
2.6.4 HIF-1-a und CA IX-EXpression bei IPAH...........coo it 23
2.7 Fragestellung uUnd Zi€le..........coooveeeeiiiie 24

3. MATERIAL UND METHODEN .......ooooiiiiieiiereessnrssree e ssseesseessmesssssess s s ssseesssassssssssssssesssesssessnssnnes 26

3.1 Material fur die immunhistochemische Untersuchung von Mauselungen ...............ccccceen 27

3.2 Methoden zur Quantifizierung des CA IX- und CA Xll-Gehalts im Lungengefal3system von



3.2.2 Entnahme und Verarbeitung des LUNGeNgeWEDES ..............cccccevueeeeseeeeasiiiiiiaaaeeeeesnn, 28

3.2.3 Immunhistochemische Farbung der Schnitte auf CA IX bzw. CA XII........cccocvvevvcenenne. 29
3.2.4 Auswertung der Schnitte mit Hilfe eines Mikroskops und einer Farberkennungs-Software
.................................................................................................................................................. 30
BRI - 111 1 S 31
3.3 Material fur die Bestimmung der CA IX-Plasmaspiegel in Patientenproben .......................... 31
3.4 Methoden zur Bestimmung der CA IX-Plasmaspiegel in Patientenproben ..............ccc.......... 32
3.4.1 RECHISNEIZKAINETEL ... 32
3.4.2 Entnahme und Aufbewahrung der Plasmaproben...............cccccuevvveeeeisieeieisiee e 32
3.4.3 Datenerhebung und MeSSMEtNOUEN ..............cooovieeeiiiiii e 33
B Y - 111 1 SR 34
CERGEBNISSE ... e e e e s s e e e s e e s meseme s emn e e e e e e e s e e e nesneeeneeeneeennesanenanennes 35

4.1 Expressionsprofil von CA IX und CA Xl in den Lungen von Mausen mit experimentell

induzierter Pumonaler Hypertonie .......... ... 35
BT CA DX ettt ettt ettt 35
GoT2 CA XLttt 37

4.2 CA IX-Plasmaspiegel bei Patienten mit PH ... 38
4.2.1 Basisdaten des PatientenkOolEKLIVS .............c..couiiiueiiiioiii e 38
4.2.2 Konzentrationsverteilung der Plasmaspiegel von CA IX .........ccoooeeeiioieiiiiieieiieeeee 41
4.2.3 CA IX-Plasmaspiegel und Vergleich der untersuchten Gruppen ...............ccccceevvceeeennns 41
4.2.4 Diagnostische Giite der CA IX-Konzentrationen in der Diagnostik der PH..................... 43

4.3 IPAH: Zusammenhang der CA IX-Plasmaspiegel mit klinischen Parametern....................... 45
B.3.T NYHA-KIQSSEN ...ttt e et e 45
4.3.2 BNP-SPIEQE ......oeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e ettt a e e e s aaa e e e e 46
4.3.3 6-Minuten-Gehstrecke (BMWD)..............ooe e 46
R A O T | = ol 1o = OSSR 47
4.3.5 Mittlerer pulmonal-arterieller Druck (IMPAP) .........c..ooo e 48
4.3.6 Pulmonal vaskulérer Widerstand (PVR) .........coo oo 48

4.4 CTEPH: Zusammenhang der CA IX-Plasmaspiegel mit klinischen Parametern.................... 49
F4.T NYHA-KIQSSEN ...ttt e et e et eee e 49
4.4.2 BNP-SPIEGEI ...ttt 50
O )V L S 50
A O T | = ol 1[0 = O ETSR 51
O o ) Y 51
O eV S 52

4.5 Uni- und multivariate Uberlebensanalyse ..................ccoveveveueeeieueueeeieieeeeeeeeeee e, 52

4.5.1 GESAMIE IPAH-GIUPPE. ....ccoee ettt e e e e e e e ennnnes 52



4.5.2 IPAH-Gruppe unterteilt in Quartile nach CA IX-Plasmakonzentration...............c..c.......... 53

4.5.3 GeSAMIE CTEPH-GIUDPE.......coe ot 54
4.5.4 CTEPH-Gruppe unterteilt nach CA IX-Plasmaspiegeln ............c.ccccoovoveeinciieeincieeee, 55
4.5.5 Cox-Regressions-Analyse fiir die IPAH-GIUPPE .........c..oeemioieeiiiiiieeeiee e 55
4.5.6 Cox-Regressions-Analyse: CTEPH-GIUPPE...........coooioueeiiiciiei e 57
S 071y oo =10 0} o [ = Y=Y | SRR 58
4.6.1 Kommerziell verfigbare ELISA-KILS ..........occuuee et eeta e etea e aaea e 58
4.6.2 Versuch der Etablierung eines eigenen ELISA-KItS: .........cccuuueeeeeeviieeeiaseeisiiiiieeeaaaeean, 59

5. DISKIUSSION .......ooiiiiiiieirieie s ser s sssssssmsssssn e s e s sms s m e s s s n e s nsms s e n e s me e nsan e s snesaanesssnnsnsnnnssanessn 61
5.1 CA IX- und CA XlI-Expression im Tiermodell .............cccoiiiiiiiiiiiiie e 61
5.2 Mdgliche Ursache fir die nicht-signifikante Erhéhung der CAIX-Spiegel...........cccccovvieeernne 61
5.3 Die Non-PH-Gruppe im Vergleich mit Kontrollgruppen anderer Studien..............cccccccceeeenee 62
5.4 Mdgliche Rolle der CA 1X in der Pathophysiologie der PH .........ccccooiiiiiiiiii e 63
5.4.1 Uberschneidungen mit malignen Erkrankungen..................ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesenanns 63
5.4.2 Warburg-Hypothese und Bedeutung der Carboanhydrase IX..........c..cccocvvvvvereeeeesesnnnee. 63
5.4.3 Carboanhydrase IX als mdglicher Biomarker fiir Hypoxie und Azidose des
LUNGENGEWEDES.........coeeeeeeeee ettt ettt et e et e et e e e eeennaneeeeas 64
5.4.4 Rolle von CA IX beim Hypoxie-Signaling .............cccccououeeiiioiiieiiie e 65
5.4.5 Apoptose der Endothelzellen als Ursache fiir erhbhte CA IX-Plasmaspiegel................. 65
5.5 Ergebnisse im Kontext der klinischen Anwendung ... 66

5.5.1 Diagnostische Glite des CA IX-Plasmaspiegels in der Diagnostik der IPAH und der

O = o SR 66
5.5.2 CA IX als méglicher prognostischer BiOmMarker ................cc.ccoeecevvueeeeseeeeesciiieeeaaeeeeeesinnn, 66
5.5.3 Analyse der Assoziation von CA IX-Plasmaspiegeln mit hdmodynamischen und klinischen
Lz 1= 1] (=] o RS 67
5.5.4 Kein signifikanter Unterschied zwischen den NYHA-KIaSSEN .........ccc.ccccovecvvveeareeesesnnn, 67
5.5.5 Zusammenhang der CA IX-Plasmaspiegel mit BNP ...............ccoovoeiiiiiiiiiiiiiieiieece 67
5.6 Nachste FragestellUNgen .........oo i 68
5.6.1 CA IX-Plasmaspiegel als ,Friihwarnsystem*” klinischer Verschlechterung...................... 68
5.6.2 Vergleich der Spiegel in peripheren und zentralen Blutproben................cccccceveevecnnn... 68
5.6.3 Verlaufskontrollen der CA IX-Plasmaspiegel zur Therapie-Evaluation ........................... 68
5.7 Outlook / Therapeutische MOglichKeiten.............ccoooiiiiii e 68
5.7.1 Carboanhydrasehemmer Acetazolamid .................ccooooveeiiioiieiiiiie e 69

5.7.2 Monoklonale Antikérper und die Méglichkeit der gezielten Carboanhydrase-Inhibition.. 70
5.8 Evaluation von Material und Methoden.............oociiiiiiiiiii e 70

5.9 Schlussfolgerung und AUSSICHL.........oouiiiiiiii e 72



6. ZUSAMMENFASSUNG ..ot e s e s 74

A= 101 - 75
8. EXKURS: NINTEDANIB IN SEVERE PULMONARY HYPERTENSION, RICHTER ET. AL ...... 76
9. VERZEICHNISSE.........ccotiiiitiiieis i s s s s e e e amn s 79
9.1 ADKUIZUNGSVEIZEICINIS ...ttt e e et e e 79
9.2 ADDIlAUNGSVEIZEICNNIS ... e e e e eea e e e e 81
9.3 TabEIlENVEIZEICNIS ....coiiiiii ettt e e e e e e e e e e e s enbn e e e e e e e e e aans 82
9.4 LIteraturverZeiChNiS .........cooiiiiii e 83
10. EHRENWORTLICHE ERKLARUNG .......cccoeeeietiaecsteeesesesessse e e sasss e e sssassesssasasssssssasassssssasaes 98
11. DANKSAGUNG ...t s s s s e s s e e e s e e e e s s nmn e s nnnanns 99

12. TABELLARISCHER LEBENSLAUF ...........ccconiirernen ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.



1. Einleitung

1.1 Physiologie der pulmonalen Zirkulation

Die pulmonale Zirkulation weist hamodynamisch einige Unterschiede zum
Korperkreislauf auf (Erdmann 2011, S. 310). Der systolische Blutdruck in den
Lungenarterien (sPAP) liegt bei 20-25 mmHg, der diastolische Blutdruck (dPAP) bei 9-
12 mmHg, der physiologische Mitteldruck (mPAP) liegt bei ca. 14+3 mmHg, der obere
Normwert liegt demnach bei 20 mmHg (Erdmann 2011, S. 311). Physiologisch ist mit
steigendem Alter ein geringflugiger Anstieg des pulmonal arteriellen Drucks,
insbesondere unter Belastung, zu beobachten (Erdmann 2011, S. 311). In den
Lungenvenen betragt der Blutdruck ca. 7 mmHg, im linken Vorhof ca. 6 mmHg. Ein
weiterer hdmodynamischer Parameter ist der transpulmonale Gradient (TPG), also die
Differenz der mittleren Druckwerte an beiden Enden des pulmonalen Gefalibettes,
physiologisch betragt dieser <12 mmHg, er wird berechnet aus mPAP minus dem
linksatrialen Druck (Erdmann 2011, S. 311). Da der linksatriale Druck nur durch eine
Linksherzkatheteruntersuchung ermittelt werden kann, wird im klinischen Alltag
hauptsachlich der pulmonal-arterielle Verschlussdruck (PAWP; Pulmonary Arterial
Wedge Pressure) ermittelt, der im Normalfall < 15 mmHg betragt (Erdmann 2011, S.
311). Der pulmonal vaskulare Widerstand (PVR) wird hauptsachlich durch die kleinen
pulmonalen Widerstandsgefalle, kleine Arterien und Arteriolen vom muskularen Typ,
bestimmt. Normalerweise betragt er <3 (mmHg*min)/L (Wood-Einheiten, Wood-Units,
WU) bzw. <240 dyn*s/cm® (Erdmann 2011, S. 311).

Da Lungengefalie sehr dehnbar sind und aktiv dilatieren, kann der PAP unter Belastung,
trotz gesteigertem HZV und erhéhtem pulmonalen Blutfluss, konstant gehalten werden
(Erdmann 2011, S. 311). Eine weitere Besonderheit der pulmonalen Gefalle liegt in der
hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion. Nimmt der alveolare O2-Partialdruck ab,
kommt es zu einer lokalen Vasokonstriktion und Abnahme der Durchblutung in
betroffenen pra- und postkapillaren Lungengefalen (Erdmann 2011, S. 311). Die
Ursache flir dieses Phanomen liegt in der pulmonal-arteriellen glatten Muskelzelle. Bei
Hypoxie wird der K+-Auswartsstrom gehemmt und die Zelle depolarisiert, es kommt zur
einer erhohten Offenwahrscheinlichkeit von L-Typ Ca-Kanalen. Der Anstieg der
intrazellularen  Ca-Konzentration und eine darauffolgende Ca-Sensitivierung
verursachen eine Konstriktion der betroffenen Pulmonalarterien (Dunham-Snary et al.
2017).



1.2 Pulmonale Hypertonie

1.2.1 Definition und Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist eine schwere Erkrankung des Lungengefallsystems
(Hoeper et al. 2013). Die Pulmonale Hypertonie wird allgemein durch einen mittleren
pulmonal-arteriellen Druck (mPAP) von = 25 mmHg, gemessen in einer

Rechtsherzkatheter-Untersuchung, definiert (Hoeper et al. 2013).

Auf dem 6. PH-Welt-Symposium 2018 wurden Anderungen in der Definition der
Pulmonalen Hypertonie vorgeschlagen. Der Grenzwert fur den mPAP wurde auf 20
mmHg gesetzt (Simonneau et al. 2019). AuRerdem wird nun der PVR zur Diagnose der
PH herangezogen. Daraus ergibt sich, dass bei einem mPAP =21 mmHg und einem
PVR von = 3 WU die Diagnose einer PH gestellt werden kann. Somit orientiert sich die
neue Klassifikation am statistischen oberen Grenzwert flir einen normalen mPAP.
(Simonneau et al. 2019) Inwiefern die neue Klassifikation klinisch relevant ist, wird in der
Wissenschaft lebhaft diskutiert (Kovacs and Olschewski 2019).

Eingeteilt wird die PH hamodynamisch in 3 Kategorien, die prakapillare PH, die isoliert
postkapillare PH und die kombinierte pra- und postkapillare PH, wie in Tabelle 1
dargestellt (Simonneau et al. 2019). AulRerdem wird die PH Klinisch in 5 Gruppen
kategorisiert, diese Kategorien sind in Tabelle 2 dargestellt. Die prakapillare PH wird
durch einen mPAP >20 mmHg, einen PAWP <15 mmHg und einen PVR 23 WU definiert.
Die isolierte postkapillare Form wiederum durch einen mPAP >20 mmHg, einen PAWP
215 mmHg und einen PVR <3 WU. Die kombiniert pra- und postkapillare PH wird im
Unterschied zur isolierten postkapillaren Form durch einen PVR 23 WU definiert

(Simonneau et al. 2019).

Die Einteilung in die 5 klinischen Gruppen ist komplex, da die Gruppen noch weiter in
Untergruppen eingeteilt werden (Simonneau et al. 2019). In der Gruppe 1 wird die
Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) zusammengefasst. In Gruppe 2 findet man die PH-
Formen, die auf eine Erkrankung des linken Herzens zuriickgehen. In Gruppe 3
wiederum sind die PH-Formen eingeteilt, die durch Lungenerkrankungen und/oder
Hypoxie verursacht werden. Pulmonale Hypertonie der Gruppe 4 wird durch pulmonal-
arterielle Verengungen ausgeldst. In dieser Gruppe ist auch die chronisch-
thromboembolische PH (CTEPH) vertreten. Die 5. Gruppe enthalt letztlich PH-Formen,
die durch unklare oder multifaktorielle Mechanismen verursacht werden (Simonneau et
al. 2019).



Tabelle 1: Einteilung der Pulmonalen Hypertonie (PH) nach der zugrundeliegenden Hé&modynamik
(modifiziert nach Simonneau et al. 2019)

Definition Charakteristika Klinische Gruppen*
Prakapillare PH mPAP >20 mmHg 1,3,4und 5

PAWP <15 mmHg

PVR 23 WU
Isolierte postkapilldare PH mPAP >20 mmHg 2und 5

PAWP >15 mmHg

PVR <3 WU
Kombinierte pra- und | mPAP >20 mmHg 2und 5
postkapillare PH PAWP >15 mmHg

PVR 23 WU
mPAP: pulmonal-arterieller Mitteldruck, PAWP: pulmonal-arterieller Verschlussdruck, PVR: Pulmonal-
vaskularer Widerstand; # siehe Tabelle 2

1.2.2 Pathophysiologische und pathobiologische Veranderungen

1.2.2.1 Atiologie der PAH

Die allgemeine Definition der PH verdeckt die Tatsache, dass das Krankheitsbild sehr
heterogen ist und es folglich eine Vielzahl an unterschiedlichen pathobiologischen
Prozessen geben muss (Kumar et al. 2016). Am besten erforscht sind diese
Veranderungen bei der pulmonal-arteriellen Hypertonie (PAH) oder genauer, bei der

idiopathischen pulmonal-arteriellen Hypertonie (IPAH) (Kumar et al. 2016).

Die Krankheit kann sich neben einer genetischen Disposition durch verschiedenste
Mechanismen manifestieren (Erdmann 2011). Als erste Ursache sei hier die endotheliale
Dysfunktion genannt. Durch diese kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen
vasodilatierenden und vasokonstriktiven Mediatoren (z.B. einer verminderten
Freisetzung von Prostacyclin und NO). Daraus resultiert eine Vasokonstriktion der
Lungenstrombahn und ein gesteigerter mPAP und PVR (Erdmann 2011). An kleinen und
mittelgroBen Arterien tritt neben der endothelialen Dysfunktion ein vaskulares
Remodeling auf. Hierbei handelt es sich um einen Umbau der GefalRwand, der durch
Inflammation, Hypoxie und metabolische Dysfunktionen ausgeldst wird. Beim
Remodeling sind die Prozesse in den einzelnen Lagen der Gefallwand gesondert zu
betrachten (Stacher et al. 2012).



Tabelle 2: Aktuelle Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie (modifiziert nach Simonneau et al. 2019;
Kovacs et al. 2016)

1 PAH

1.1 idiopathisch
1.2 hereditar
1.3 durch Medikamente/Toxine
1.4 assoziiert mit
1.4.1 Bindegewebserkrankungen
1.4.2 HIV-Infektion
1.4.3 portaler Hypertension
1.4.4 angeborenen Herzfehlern
1.4.5 Schistosomiasis
1.5 PAH langzeitreagibel auf Calciumkanalblocker
1.6 Pulmonale veno-okklusive Erkrankung bzw. pulmonale kapillare Hdmangiomatose

1.7 Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen

2 Pulmonale Hypertonie infolge von Linksherzerkrankungen

2.1 linksventrikulare systolische Dysfunktion

2.2 linksventrikulare diastolische Dysfunktion

2.3 Klappenerkrankungen

2.4 angeborene/erworbene kardiovaskulare Bedingungen, die zu postkapillarer PH

flihren

3 Pulmonale Hypertonie infolge von Lungenerkrankungen bzw. Hypoxie

3.1 obstruktive Lungenerkrankung

3.2 restriktiver Lungenerkrankung

3.3 andere Lungenerkrankung mit gemischt restriktivem und obstruktivem Muster
3.4 Hypoxie ohne Lungenerkrankung

3.5 Entwicklungsstérungen der Lunge

4 Pulmonale Hypertonie infolge von Obstruktion der Pulmonalarterien

4.1 chronisch thromboembolische PH

4.2. andere pulmonal-arterielle Obstruktion

5 PH mit unklarem bzw. multifaktoriellem Mechanismus

5.1 hamatologische Erkrankungen
5.2 systemische Erkrankungen und metabolische Erkrankungen
5.3 andere (pulmonale thrombotische Mikroangiopathie, fibrosierende Mediastinitis,

chronisches Nierenversagen mit/ohne Dialyse, segmentale pulmonale Hypertonie)

5.4 komplexe angeborene Herzfehler




1.2.2.2 Atiologie der CTEPH

Die chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH) ist in der 4. PH-
Gruppe aufgefiihrt. Die pathologischen Veranderungen, die zur CTEPH flhren, sind
bedingt durch vernarbendes thromboembolisches Material und ein verandertes
vaskulares Remodeling (Ghofrani et al. 2013). Dieses Remodeling kann durch eine
gestorte Angiogenese, eingeschrankte Fibrinolyse und endotheliale Dysfunktion
ausgelost oder verstarkt werden. Die CTEPH ist durch einen erhdhten pulmonalen
GefalBwiderstand, einen fortschreitenden pulmonalen Hypertonus und ein erhéhtes

Risiko fur Rechtsherzversagen charakterisiert (Kim et al. 2019).

1.2.2.3 Intima-Remodeling

In dieser Schicht kommt es zu einer gesteigerten Endothelzellproliferation, dies fiihrt zu
plexiformen Lasionen, also Endothelzellwucherungen. AuRerdem haufen sich in der
Intima Myofibroblasten an. Es kommt zur Vermehrung der extrazelluldren Matrix, folglich
zu einer Obliteration des Lumens der Pulmonalarterie (Tuder 2014; Erdmann 2011). Eine
weitere wichtige Rolle spielt die frihe Apoptose der Endothelzellen. Diese flihrt dazu,
dass die Entstehung von Endothelzellen, die resistent gegen Apoptose sind, geférdert
wird. Dadurch koénnten diese Zellen unkontrolliert proliferieren (Thompson and
Rabinovitch 1996; Alastalo et al. 2011).

1.2.2.4 Media-Remodeling

Es kommt zur Hypertrophie der Media durch eine gesteigerte Proliferation von glatten
Muskelzellen (Stacher et al. 2012). Physiologisch macht die Media 10-15% des AufRen-
durchmessers einer normalen Pulmonalarterie aus, bei der IPAH erreicht sie Werte von
30-60% (Chazova et al. 1995). Die Hypertrophie der Media hat zwar durchaus eine
wichtige Bedeutung fur die Pathogenese der PH, allerdings kann man aus dem Ausmalf}
der Hypertrophie nur schwer ableiten, wie stark die Hypertonie ausgepragt ist oder wie

grol} das Potenzial fir das Ansprechen auf Vasodilatatoren ist (Tuder 2014).

1.2.2.5 Adventitia-Remodeling

Die Adventitia der Blutgefalle dient dem Empfang, der Verarbeitung, Speicherung und
Freisetzung von Regulatoren der Gefallwandfunktion, aulRerdem wird sie als
LVerletzungssensor® bezeichnet (Stenmark et al. 2006). Den Hauptanteil der Adventitia
machen Fibroblasten aus, allerdings zirkulieren auch Progenitorzellen, die sich zu
glatten Muskelzellen oder Endothelzellen entwickeln kénnen, somit tragt sie zu den
pathophysiologischen Veranderungen der Gefalle bei (Hu et al. 2004; Torsney et al.
2005).



Physiologisch liegt der Anteil der Adventitia am Auflendurchmesser bei 15%, bei
Patienten mit IPAH kann der Anteil auf bis zu 28% steigen (Chazova et al. 1995).

1.2.2.6 Rolle der Inflammation bei der PAH

Die Beweise haufen sich, dass die Entziindung eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
der PH und insbesondere der PAH spielt (Tuder 2014). Zwischen perivaskularen
Entzindungen und pulmonalvaskularem Remodeling besteht eine hohe Korrelation und
eine statistisch signifikante Beziehung (Tuder 2014). Obwohl die Entzindung bei der
PAH gut beschrieben wurde, blieb unklar, ob die Entziindung als Ursache oder Folge
der PAH anzusehen ist. (Dorfmuller et al. 2003) In neueren Studien konnte bewiesen
werden, dass die Entzindung eine Ursache fir die PH ist, da sie einem geanderten
Immunprozess und darauffolgend, einem vaskularen Remodeling vorausgeht

(Tamosiuniene et al. 2011; Rabinovitch et al. 2014).

1.2.3 Klinik der Pulmonalen Hypertonie

Oft wird frihen Symptomen einer PH nicht geniigend Bedeutung beigemessen, da sie
nur leicht ausgepragt und uncharakteristisch sind (Leschke et al. 2009). Das
Leitsymptom der PH ist die Belastungsdyspnoe, hinzu kommen Erschopfung bzw.
Miidigkeit, Angina Pectoris, Synkopen und periphere Odeme. Die wichtigsten Symptome
und die relative Haufigkeit ihres Auftretens als erstes Symptom und des Vorhandenseins
bei Diagnosestellung sind in Tabelle 3 aufgelistet. Das Ausmalf der Belastungsdyspnoe
wurde von der WHO in 4 Klassen eingeteilt und entspricht gréftenteils der NYHA-

Klassifikation fuir Herzinsuffizienz (Leschke et al. 2009).

Tabelle 3: Beschwerden bei pulmonaler Hypertonie. In der Tabelle werden Hé&ufigkeiten fiir typische
Symptome der PH angegeben. Dabei wird unterschieden, wie héufig ein Symptom als erstes Symptom
auftritt und wie héufig ein Symptom bei der Diagnose einer PH bereits vorhanden ist. (modifiziert nach
Leschke et al. 2009)

Klinisches Symptom | Als erstes | Bei
Symptom Diagnose

Luftnot bei Belastung | 60% 98%
Mudigkeit 19% 73%
Thorakale Schmerzen | 7% 47%
Schwacheanfalle 5% 41%
Synkope 8% 33%
Beinddeme 3% 37%
Herzpalpitationen 3% 33%




1.2.4 Diagnostik der Pulmonalen Hypertonie

Wenn bei einem Patienten im Rahmen koérperlicher Untersuchung oder unspezifischer
klinischer Tests, wie EKG oder Rdntgen-Thorax, der Verdacht einer pulmonalen
Hypertonie aufkommt, sollte mittels eines speziellen Algorithmus eine weitere Abklarung
erfolgen. Der Algorithmus enthalt neben nicht-invasiven MalRnahmen, wie
Echokardiographie, Spiroergometrie und Biomarkern, auch invasive Verfahren, wie eine
Rechtsherzkatheter-Untersuchung und ggf. einen Vasoreagibilitdtstest (Galié et al.
2009, Hoeper et al. 2010).

Die erste Stufe im Diagnose-Algorithmus bildet die Echokardiografie (Frost et al. 2019).
Mit Hilfe dieser Untersuchung kann die Wahrscheinlichkeit ermittelt werden, dass eine
PH vorliegt. Ausgewahlte Hochrisiko-Patienten sollen dann sofort an ein PH-
Expertenzentrum Uberwiesen werden. Liegt ein hohes oder mittleres Risiko flr eine PH
vor, sollte eine Ventilations-Perfusions-Szintigrafie erwogen werden. Zeigt diese einen
auffalligen Befund, soll der Patient zur CTEPH-Diagnostik an ein PH-Zentrum
weitergeleitet werden. Aulerdem muss erforscht werden, ob bei dem Patienten die
haufigsten Ursachen einer PH, namlich Linksherz- und Lungenerkrankungen, vorliegen.
Ist dies nicht der Fall, sollte die weitere Diagnostik und Therapie in einem PH-
Expertenzentrum erfolgen. In diesem kann die PH durch eine Rechtsherzkatheter-

Untersuchung diagnostiziert bzw. ausgeschlossen werden (Frost et al. 2019).

1.2.5 Therapie der Pulmonalen Hypertonie

1.2.5.1 Aligemeine MaBnahmen und supportive Therapie

Allgemein wird PH-Patienten empfohlen sich, im Rahmen ihrer Mdglichkeiten und ohne
Beschwerden auszuldésen, zu bewegen. Bei trainierten Patienten konnte so ein
verbesserter 6-Minuten-Lauftest (6MWD) und eine héhere Lebensqualitat festgestellt

werden (Grunig et al. 2016).

Eine Antikoagulation bei PAH-Patienten wird nicht generell empfohlen, verschiedene
Registerdaten und Studien zeigten unterschiedliche Effekte durch die Antikoagulation.
Diese Empfehlung betrifft jedoch nicht die Antikoagulation bei Vorhofflimmern oder
Thromboembolien (Olsson et al. 2014). Die Anwendung von Diuretika ist bei einer
dekompensierten Rechtsherzinsuffizienz indiziert, obwohl es an randomisierten Studien
zum Nutzen mangelt, der Nutzen von Diuretika hat sich im klinischen Alltag jedoch
bewahrt (Cohn 2001; Galié et al. 2016). Die Sauerstoffsattigung bei PAH-Patienten sollte
bei >90% liegen. Eine Sauerstoffgabe Uber Nacht verbessert die Leistungsfahigkeit am
Tag und die kardiale Repolarisation (Hildenbrand et al. 2012; Ulrich et al. 2015).



1.2.5.2 Medikamentose Therapie der pulmonal arteriellen Hypertonie

Die gezielte Therapie der PAH wird durch eine Risikostratifizierung gesteuert, dabei
werden die Patienten in eine niedrige, intermediare oder hohe Risikoklasse eingeordnet.
Die Auswahl der Kombinationstherapie richtet sich unter anderem nach diesen
Risikoklassen (Galié et al. 2016).

Zur Behandlung der PAH sind in Deutschland Medikamente aus den folgenden
Substanzklassen zugelassen. Phosphodiesterase-5-Hemmer (Sildenafil, Tadalafil u.a.),
I6sliche-Guanylatcyclase-Stimulatoren (Riociguat), Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
(Ambrisentan, Bosentan) und Prostacyclin-Analoga (lloprost, Epoprostenol, Treprostinil)
(Hoeper et al. 2016). Eine Sonderstellung nehmen Kalzium-Antagonisten (Nifedipin u.a.)

ein, da sie nur einem kleinen Anteil der Patienten nutzen (Hoeper et al. 2016).

1.2.5.3 Monoklonale Antikorper in der Therapie der PH

Bisher wurde flr die Therapie der PH kein monoklonaler Antikdrper zugelassen. Studien
mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib erbrachten zwar vielversprechende Ergebnisse,
allerdings wurde die Zulassung aufgrund des Auftretens von schweren Nebenwirkungen
gestoppt (Ghofrani et al. 2010; Olschewski 2015).

Nintedanib, ein weiterer Tyrosinkinaseinhibitor, wurde daraufhin von uns in einer Studie
untersucht. Allerdings konnte in dieser Studie keine Verbesserung der
hamodynamischen Parameter und der Rechtsherzfunktion der Patienten festgestellt
werden (Richter et al. 2018). Im Rahmen von Vorarbeiten zur vorliegenden Dissertation
war ich an dieser Studie beteiligt, ausfiihrlichere Informationen sind in einem Exkurs auf
Seite 76 dargestellt.

1.2.5.4 Therapie der CTEPH

Fur Patienten, die unter CTEPH leiden, ist die einzige kurative Therapie die
Endarteriektomie, jedoch ist die CTEPH nur bei 63% operabel, bei 5-35% bleibt der
Pulmonale Hypertonus trotz OP erhalten oder kehrt wieder (Ghofrani et al. 2013). Die
Endarteriektomie ist ein komplizierter Eingriff, der das Prinzip verfolgt, vernarbtes
thrombotisches Material zu entfernen und somit den Blutfluss in den betroffenen

Pulmonalarterien zu normalisieren (Jenkins 2015).



Bei Patienten, die inoperabel waren oder bei denen die Endarteriektomie nicht
erfolgreich war, konnte in der Phase-3-Studie CHEST-2 mit Riociguat eine Steigerung
der Belastbarkeit (6MWD) und der Herzauswurfleistung festgestellt werden, NT-pro-BNP
und mPAP sanken (Ghofrani et al. 2013).

1.3 Biomarker der Pulmonalen Hypertonie
1.3.1 Definition und Uberblick

Der Begriff Biomarker wurde 1998 vom National Institute of Health als ,ein
Charakteristikum, das als Indikator normaler biologischer Prozesse, pathogener
Prozesse oder pharmakologischer Antworten auf eine therapeutische Intervention
objektiv gemessen und erhoben werden kann“ definiert (Biomarkers and surrogate

endpoints: preferred definitions and conceptual framework 2001).

Damit ein Biomarker nutzlich fir den klinischen Alltag ist, muss er verlasslich,
reproduzierbar, ginstig und einfach zu interpretieren sein (Maron et al. 2016, p. 231).
Momentan existiert kein fur die PAH spezifischer diagnostischer Biomarker, die Liste an

potenziellen Kandidaten wird aber stetig Ianger (Leuchte et al. 2016).

Als Prognose- und Verlaufsparameter hat sich das das Brain Natriuretic Peptide (BNP)
und das N-terminale Fragment des pro-BNP (NT-pro-BNP), das ein Nebenprodukt der
BNP-Synthese darstellt, etabliert (McLaughlin et al. 2013; Hammerer-Lercher et al.
2001; Galie et al. 2016).

Als vielversprechende diagnostische Biomarker seien an dieser Stelle die soluble fms-
like tyrosine kinase 1 (sFlt-1) und der Placental growth factor (PIGF) genannt (Tiede et
al. 2015). Diese Marker werden aktuell noch erforscht, sie kdnnten allerdings die ersten
diagnostischen Biomarker fur die PH darstellen. In einer Studie konnte nachgewiesen
werden, dass die Plasmaspiegel von sFlt-1 und PIGF bei Patienten mit unterschiedlichen
PH-Formen signifikant erhdht waren. Fur die Diagnose einer PH wies die Kombination
von sFlt-1 und PIGF auRerdem eine Sensitivitat von 83,7% und eine Spezifitat von 100%
auf (Tiede et al. 2015).

Es sind Biomarker erforscht worden, die mit verschiedenen Aspekten der
Pathophysiologie der PAH oder anderen Formen der PH korrelieren. Die mdglichen
Biomarker sind Indikatoren fir endotheliale Dysfunktion, Inflammation, oxidativen

Stress, Rechtsherzversagen oder pulmonal-arterielles Remodeling (Leuchte et al. 2016).

Das hauptsachliche Problem bei der Etablierung neuer Biomarker ist die mangelhafte
Studienlage (Maron et al. 2016, p. 231).



1.3.2 Biomarker fiir Endotheliale Dysfunktion

Als moglicher Biomarker fir eine endotheliale Dysfunktion wurden die Endotheline (ET)
erforscht. Von besonderer Bedeutung fiir die pulmonale Hypertonie ist das ET-1, da es
gehauft in der Lunge vom Endothel produziert wird und einer der starksten
Vasokonstriktoren ist (Shao et al. 2011). In einer Studie wurde bei PAH-Patienten festge-
stellt, dass ET-1 erhéht war und ET-3 (Endothelin-3) erniedrigt (Montani et al. 2007). Aus
diesen Werten wurde eine ET-1/ET-3-Ratio berechnet. Eine Erhéhung der ET-1/ET-3-
Ratio ging mit einer schlechteren Prognose einher (McMahon and Bryan 2017). ET-
Rezeptorblockade und NO-Konzentration verhalten sich reziprok zueinander, dies
konnte auch in einer Studie gezeigt werden, in der die NO-Konzentration in der
Ausatemluft, unter Therapie mit Endothelin-Rezeptorantagonisten, anstieg (Girgis et al.
2005). Die kombinierte Messung von NO und ET-1 bzw. ET-3 konnte also zum
Monitoring einer Therapie mit Endothelin-Rezeptorantagonisten verwendet werden
(McMahon and Bryan 2017).

Als weiterer Biomarker fir endotheliale Dysfunktion wurde der von-Willebrand-Faktor
(VWF) erforscht. Der vVWF ist ein grofdes, von Endothelzellen und Megakaryozyten produ-
ziertes, Glykoprotein, das wichtig bei der Gerinnselbildung ist. Seine Funktion besteht
unter anderem darin, dass es den Faktor VIl stabilisiert, aktiviert, an lIb/llla-Rezeptoren
bindet und so Thrombozyten aktiviert und rekrutiert (Chin et al. 2003; Folsom et al. 1997;
Ware et al. 2004). In einer Studie konnte eine Korrelation zwischen dem vWF-Spiegel
und einem schlechteren Uberleben von Patienten mit idiopathischer, familiarer und
Appetitzigler-induzierter PH festgestellt werden (Kawut et al. 2005). In einer anderen
Arbeit wurde eine Korrelation zwischen dem vWF-Spiegel und PAH, ausgeldst durch

kongenitale Herzfehler, nachgewiesen (Lopes et al. 2011).

Mégliches Potential fir die Nutzung als Biomarker wurde aufierdem bei Angiopoietin-1
und Angiopoietin-2 vermutet, die antagonistisch die Vaskularisation und das Remodeling
beeinflussen (Kimpers et al. 2010). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
Angiopoietin-2, nicht allerdings Angiopoietin-1, mit der Krankheitsschwere korreliert
(Kumpers et al. 2010).

Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) ist ein endogener Inhibitor der NO-Produktion
(Anwar et al. 2016). Es konnte gezeigt werden, dass durch Endothelschdden die
Plasmakonzentration von ADMA erh6ht wird. Diese erhdhte Plasmakonzentration
bewirkt, dass die NO-Produktion gehemmt wird und somit der Gefalitonus steigt. In der
Studie wurde suggeriert, dass ADMA einen mdglichen Biomarker fir die Progression der
PAH darstellen konnte (Zhang et al. 2015).
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1.3.3 Biomarker fiir Inflammation

Interleukine, wie IL-1 und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) sind inflammatorische
Zytokine und kénnen das Uberleben von Patienten mit PAH vorhersagen (Humbert et
al. 1995; Soon et al. 2010; Maron et al. 2016). Auflerdem wurden erhéhte Spiegel des
Vascular endothelial growth factor (VEGF), plateled derived growth factor (PDGF),
tranforming growth factor-g (TGF-B) und IL-6 nachgewiesen (Selimovic et al. 2009).

Einen weiteren Entziindungsmarker stellt das C-reaktive Protein (CRP) dar, dieses ist
bei Patienten mit PAH und CTEPH erhéht und korreliert mit dem Uberleben (Quarck et
al. 2009). Nach Therapiebeginn und bei der CTEPH nach Endarteriektomie, konnte eine
Normalisierung des Spiegels festgestellt werden. Diese Tatsache flhrt zu der Annahme,
dass CRP als Biomarker flir die Schwere der Erkrankung und die Wirksamkeit der

Therapie bei PAH genutzt werden konnte (Quarck et al. 2009).

Bei PAH-Patienten wurden in Lungenbiopsien Infiltrate aus Makrophagen und
Lymphozyten gefunden (Balabanian et al. 2002). Das Chemokin CX3C Fraktalkin wird
von Endothelzellen produziert und dient der Rekrutierung von Leukozyten (Balabanian
et al. 2002). Die Besonderheit liegt darin, dass dieses Chemokin auch bei einer hohen
Blutflussgeschwindigkeit Leukozyten fangen kann. Bei PAH-Patienten konnte eine

erhohte Expression dieser Chemokine festgestellt werden (Balabanian et al. 2002).

1.3.4 Biomarker fiir niedriges Herzzeitvolumen und Hypoxie

Der arterielle Kohlendioxid-Partialdruck (pCO2) ist bei vielen IPAH-Patienten erniedrigt
(M. M. Hoeper et al. 2007). In einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass ein
niedriger pCO2 mit einer schlechteren Prognose einhergeht. Da der pCO2 einfach und
wiederholt zu erheben ist, wirde er sich als Biomarker eignen, um Aussagen Uber die

Schwere der Erkrankung zu treffen (M. M. Hoeper et al. 2007).

Der Growth-differentiation factor (GDF-15) ist ein Zytokin, das bei Patienten mit akuten
Lungenembolien und chronischem Linksherzversagen prognostische Informationen
liefert (Nickel et al. 2008). Bei IPAH-Patienten konnten ebenfalls erhéhte GDF-15-
Spiegel nachgewiesen werden. Der GDF-15-Spiegel korrelierte mit hamodynamischen
Parametern und konnte, zusatzlich zu den hamodynamischen Parametern und NT-pro-
BNP, prognostische Informationen liefern. Aus diesen Ergebnissen schlieRen die
Autoren, dass GDF-15 als Biomarker flr die IPAH Verwendung finden kénnte (Nickel et
al. 2008).

Osteopontin (OPN) ist ein Zytokin, das an der Pathogenese der IPAH beteiligt sein soll
(Lorenzen et al. 2011). In einer Studie konnten bei IPAH-Patienten erhéhte OPN-Spiegel
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nachgewiesen werden. Diese Spiegel korrelierten mit dem Uberleben und der NYHA-
Klassifikation. Die Resultate flihrten zu der Annahme, dass OPN ein mdglicher

Biomarker fir die IPAH sein konnte (Lorenzen et al. 2011).

Harnsaure ist das Endprodukt des Purin-Abbaus und féllt unter hypoxischen
Bedingungen, wie COPD oder chronischem Herzversagen, vermehrt im Gewebe an
(Bendayan et al. 2003). Erhdhte Harnsdurespiegel, die bei Patienten mit PAH gemessen
wurden, waren verbunden mit einer schlechteren Hdmodynamik und einer erhdhten
Mortalitat (Nagaya et al. 1999).

1.3.5 Biomarker fiir myokardialen Stress

Bei Druck- oder Volumenbelastung werden von Kardiomyozyten die Peptidhormone
Atriales-natriuretisches Peptid (ANP) und das Brain-natriuretische Peptid (BNP)
freigesetzt, ANP wird hauptsachlich bei einer Dehnung des Vorhofs ausgeschittet,
wahrend BNP eher bei einer ventrikularen Belastung ausgeschuttet wird (Maron et al.
2016, p. 233). Wie bereits erwahnt, ist der derzeit in der Klinik hauptsachlich verwendete
serologische Parameter das BNP bzw. das NT-pro-BNP. Im Vergleich der COPD, in
Verbindung mit einem Cor pulmonale, zur COPD ohne Cor pulmonale, wurden erhdhte
BNP-Spiegel gemessen, weshalb sich BNP zur Unterscheidung zwischen kardial oder
pulmonal bedingter Dyspnoe eigne (Bando et al. 1999; Morrison et al. 2002). NT-pro-
BNP ist ein Nebenprodukt der BNP-Synthese und hat gegenliber BNP den Vorteil, dass

es stabiler ist und eine akkuratere Analyse ermdglicht (Hammerer-Lercher et al. 2001).

Sowohl BNP als auch NT-pro-BNP korrelieren mit der NYHA-Klasse und dem 6 MWD.
Aullerdem konnte eine Korrelation mit hamodynamischen Parametern festgestellt
werden (Mauritz et al. 2011). Des Weiteren ist eine Senkung von NT-pro-BNP von
>15%/Jahr mit einem verbesserten Uberleben assoziiert (Mauritz et al. 2011). In
weiteren Studien konnte festgestellt werden, dass NT-pro-BNP mit dem
Behandlungserfolg korreliert (McLaughlin et al. 2010; Galié et al. 2008).

Ein weiterer Biomarker ist kardiales Troponin T (Maron et al. 2016, p. 234). Bei
myokardialem Schaden gelangt es vermehrt ins Blut, kann dort nachgewiesen werden
und als Indikator fiir eine rechtsventrikulare Dysfunktion bei PAH-Patienten genutzt
werden (Maron et al. 2016, p. 234). Bei Patienten mit PAH und CTEPH korreliert der
Troponin-T-Spiegel mit dem Uberleben (Torbicki et al. 2003).
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2. Carboanhydrasen IX und Xll und ihre potenzielle
Bedeutung in der Pathophysiologie der PH

2.1 Definition

Die Carboanhydrasen (CA) wurden 1932 entdeckt, 10 Jahre spater fand man heraus,
dass in dem Enzym ein Zinkion enthalten ist (Berg et al. 2013, S. 270-271). Damit war
die CA das erste bekannte Enzym, das ein Zinkion enthdlt. Die Reaktivitat von
Metallionen ist auf ihre positive Ladung zurlckzufuhren, sie kénnen starke, aber
instabile, Verbindungen aufbauen und zum Teil in unterschiedlichen Oxidationsstufen
vorliegen. Zink liegt in biologischen Systemen allerdings nur in der Oxidationsstufe +2
vor, ein Zinkion ist immer an 4 Liganden gebunden. Bei der Carboanhydrase sind 3 der
Koordinationsstellen durch Imidazolringe von 3 Histidinresten besetzt, die letzte Stelle
von Wasser (Berg et al. 2013, S. 270-271).

2.2 Einteilung der Carboanhydrasen

Die Carboanhydrasen werden 5 Klassen zugeordnet, namlich a, 8, y, & und ¢ (Frost and
McKenna 2014, S. 10). Bei Saugetieren kommen nur CA der Klasse a vor. In der Klasse
der a-CA wurden, Stand heute, 16 Isoenzyme entdeckt. Die Carboanhydrasen sind an
unterschiedlichen Stellen der Zelle lokalisiert. Es gibt acht CA, die im Zytosol lokalisiert
sind (CA |, CAll, CA lll, CA VII, CA VIII, CA X, CA XI, CA XIIl), zwei im Mitochondrium
(CA VA, CA VB), eine CA, die von der Zelle sezerniert wird (CA VI), zwei CA, die Uber
Glykosylphosphatidylinositol an der Zelle verankert sind (CA IV und CA XV) und drei
Transmembranproteine (CA IX, CA XIlI, CA XIV). Die verschiedenen CA unterscheiden
sich aullerdem hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivitat (Frost and McKenna 2014, S. 10).

Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht Giber die verschiedenen Isoenzyme.

2.3 Funktion

Alle Carboanhydrasen katalysieren die gleiche Reaktion, die Hydrierung von
Kohlenstoffdioxid (CO.) (Frost and McKenna 2014, S. 10). Die Reaktionsgleichung lautet

wie folgt:
CO, + H,0 & HCO;~ + H

Diese Reaktion erlaubt es den CA die intra- und extrazellularen Konzentrationen von
COg2, H* und HCO3 zu regulieren. Bereits unkatalysiert ist diese Reaktion sehr schnell.
Durch die CA kann die Reaktion allerdings bis zu 1 Millionen Mal pro Sekunde ablaufen
(Frost and McKenna 2014, S. 10).
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Die Carboanhydrasen haben im menschlichen Kérper viele Funktionen (Frost and
McKenna 2014, S. 10). Dazu gehoéren unter anderem Gasaustausch, Transport von CO-
und HCOs Uuber Zellmembranen, Saure-Base-Ausgleich, Sekretion, Kalzifikation,
Signallibertragung und Proliferation. Diese sehr unterschiedlichen Funktionen werden

von spezifischen Isoformen der CA ausgefuhrt (Frost and McKenna 2014, S. 10).

Die wohl meistbekannte Funktion der CA liegt in der Ausscheidung von CO; (Frost and
McKenna 2014, S. 10). Diese Funktion wird bei Saugetieren von den CA | und CA I
ausgefiihrt, die sich im Zytosol der Erythrozyten befinden. CO, das im Gewebe entsteht,
diffundiert in die Erythrozyten und wird dort zur Transportform HCOs  hydriert. Das
entstehende H*-lon wird vom Hamoglobin gepuffert. In der Lunge geschieht die
gegenteilige Reaktion, CO2 wird frei, diffundiert Gber die Wasser-Gas-Grenze und kann

abgeatmet werden (Frost and McKenna 2014, S. 10).

Aullerdem sind die CA indirekt an der O>-Aufnahme und -Abgabe beteiligt (Behrends
2010, S. 252-253). In der Peripherie verlasst ein Teil des entstehenden HCOs den
Erythrozyten im Antiport mit einem Chloridion (Hamburger Shift). In der Folge wird der
Erythrozyt angesauert. Dadurch und durch eine gesteigerte CO,-Konzentration kommt
es zur Abnahme der Sauerstoffaffinitdt des Hadmoglobins (Bohr-Effekt). Die Folge ist eine
erleichterte O,-Abgabe an das Gewebe (Behrends 2010, S. 252—-253).

In dieser Arbeit wurden die membrangebunden CA 1X und CA XIl untersucht, daher gehe
ich im Folgenden auf die Funktionen der membrangebundenen CA ein. Diese CA
katalysieren die Hydrierung von CO; im Extrazellularraum (Frost and McKenna 2014,
S. 17-18). Die erste gefundene membrangebundene CA ist die CA IV, die lber einen
GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden ist. Die CA IV wurde in Lunge, Niere, Herz,
Gehirn, im Kapillarbett des Auges und in Erythrozyten nachgewiesen. In der Niere ist sie
an der Bikarbonatresorption beteiligt. In der Retina sorgt die CA IV flr einen Ausgleich
des Saure-Base-Haushalts. Obwohl CA |V in der Retina nicht nachgewiesen werden
konnte, wird diese Annahme aus der Tatsache hergeleitet, dass eine Mutation im CA IV-

Gen zu einer Form der Retinitis pigmentosa fuhrt (Frost and McKenna 2014, pp. 17—-18).

Die am wenigsten erforschte CA ist die CA XIV (Frost and McKenna 2014, p. 19). Diese
membrangebundene CA weist strukturelle Ahnlichkeiten zur CA Xl auf. Es wird davon
ausgegangen, dass es funktionelle Uberlappungen von CA XIV und CA IV gibt, da sie
im Tubulussystem der Niere benachbart nachgewiesen werden kénnen. Aufllerdem
konnte fir die CA XIV nachgewiesen werden, dass sie bei chronischer Hypoxie in
Muskeln und Erythrozyten aktiver ist, um das Saure-Base-Gleichgewicht aufrecht zu

erhalten (Frost and McKenna 2014, p. 19). Auf die Funktionen der membrangebundenen
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Carboanhydrasen IX und XlI wird jeweils in einem gesonderten Kapitel eingegangen (s.
Kapitel 2.5.).

2.4 Katalytisches Prinzip der Carboanhydrasen

Die  Carboanhydrasen erreichen bei pH 8 ihre Dbeinahe maximale
Reaktionsgeschwindigkeit, nimmt der pH ab, sinkt auch die Geschwindigkeit (Berg et al.
2013, pp. 270-271). Der Mittelpunkt dieses Ubergangs befindet sich bei pH 7, daher
kam die Annahme, dass fur die optimale Aktivitat der Carboanhydrase eine Gruppe
wichtig sei, die bei pH 7 ein Proton verliert (pKs=7) und die in deprotoniertem Zustand
effizienter an der Katalyse teilnimmt (Berg et al. 2013, pp. 270-271). Obwohl es einige
Aminosauren mit einem pKs von 7 gibt, ist es wahrscheinlicher, dass das an Zink
gebundene Wasser die gesuchte Gruppe ist (Berg et al. 2013, pp. 270-271). Der
Umstand, dass das Wassermolekll an das positiv geladene, zinkhaltige Zentrum
gebunden ist, verringert den pKs (Wasser) von 15,7 auf 7 (Berg et al. 2013, pp. 270-
271). Das fuhrt dazu, dass viele Wassermolekile bei einem neutralen pH ein Proton
verlieren. Ubrig bleiben zinkgebundene Hydroxidionen, die nun nukleophil genug sind,
um Kohlendioxid anzugreifen. Um Kohlendioxid in die raumliche Nahe des
zinkgebundenen Hydroxidions zu bringen, besitzt die Carboanhydrase einen
hydrophoben Bereich zur Bindung von Kohlendioxid (Berg et al. 2013, pp. 270-271).

Diese zweistufige Reaktion und die Regeneration sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1 (Adeva-Andany et al. 2015) Zweistufiger Reaktionsmechanismus der Carboanhydrasen.
Dargestellt ist das in Carboanhydrasen enthaltene Zink-lon und das daran gebundene Wassermolekdil. Nicht
dargestellt sind die 3 Imidazolringe von 3 Histidinresten, die die restlichen Koordinationsstellen des Zinkions
besetzen. Im ersten Schrit verliert das gebundene Wasser ein Wasserstoffproton, wird zum Hydroxidion und
greift CO2an. Dabei entsteht ein Hydrogencarbonation und Wasser bindet erneut an das Zinkion.
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Tabelle 4: (modifiziert nach Adeva-Andany et al. 2015) Isoenzyme der a-Carboanhydrasen. Dargestellt sind
die bisher bekannten Carboanhydrasen, ihre katalytische Aktivitadt, die zelluldre Lokalisation, das
Vorkommen in menschlichen Geweben, der Genlokus und Krankheiten, die mit den jeweiligen
Carboanhydrasen assoziiert sind.

Aktivitat Lokalisation Vorkommen im Gen Angeborene

menschlichen Gewebe Krankheiten

CAIl Mittel Zytosol Erythrozyten, Darm, 8q913-922 Unwahrscheinlich
Pankreas, Nebenniere

CAIll  Hoch Zytosol Sehr weit verbreitet 8qg22 Osteopetrose,

Zerebrale Verkalkung,
Azidose

CAIlll Niedrig Zytosol Muskel, Erythrozyten 8913-922

CA Hoch Plasmamembran Gallengang, 17923

v Pankreasausfiihrungsgang,
Niere, Lunge

CA Mittel Mitochondrien Leber 16924.3 Hyperammonamie und

VA Hyperlaktatamie

CA >A Mitochondrien Pankreas, Speicheldriisen, Xp22.1

VB Niere, Muskel

CA Niedrig Exokrine Driisen, Speichel 1p36.22-

Vi 33

CA Zytosol Speicheldrusen, Gehirn 16921-23

Vil

CA Plasmamembran Magen, Darm, Pankreas, Undefiniert

1X Gallengang

CA Niedrig  Plasmamembran Speicheldriise, Pankreas, 15q22 Hyperchlorhidrose und

Xl Niere, Kolon Salzverlust

CA Mittel Zytosol Speicheldrise, Testis, Ovar, 8g21.2

Xl Niere, Darm

CA Mittel- Plasmamembran 1921

XIv niedrig

CA Kommt beim Menschen nicht 22911.21

XV vor

CA Keine Zytosol 8q Zerebellare Ataxie und

VIl geistige Retardierung

CAX Keine

CA Keine

XI
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2.5 Membrangebundene Carboanhydrasen IX und XIlI
2.5.1 Carboanhydrase IX

Die CA IX ist ein Transmembranprotein, dessen aktives Zentrum sich im
Extrazellularraum (EZR) befindet, des Weiteren befindet sich im EZR eine Proteoglykan-
ahnliche Domane (Frost and McKenna 2014, p. 18). Ein transmembranarer Anteil
verbindet den extrazellularen Anteilen mit dem Zytoplasma. Die CA IX liegt primar als
Dimer vor, das Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden ist (Frost and McKenna
2014, p. 18).

Eine erhéhte Expression von CA IX konnte in vielen humanen Tumoren nachgewiesen
werden, in den korrespondierenden normalen Geweben hingegen nicht (Ilvanov et al.
2001). In Nierenkrebszellen konnte durch die Hemmung der Carboanhydrasen mit
Acetazolamid nachgewiesen werden, wie wichtig Carboanhydrasen fir die Invasivitat
dieser Tumoren sind (Parkkila et al. 2000). Die genaue Rolle der CA in der
Kanzerogenese ist nicht bekannt, es wurde aber nahegelegt, dass die
membrangebunden CA IX und XII eine Ansduerung des, den Tumor umgebenden,
Gewebes verursachen und so Tumorwachstum und -ausbreitung férdern (Ilvanov et al.
2001). In Studien wurde bewiesen, dass die CA IX in hypoxischen Regionen solider
Tumoren exprimiert wird, aulerdem haben Beobachtungen gezeigt, dass die CA IX
unter hypoxischen Bedingungen in Zellkulturen exprimiert wird (Wykoff et al. 2000). Die
CA IX kénnte also eine wichtige Rolle bei der Anpassung von Tumoren an hypoxische
Bedingungen spielen (Wykoff et al. 2000). Ein saurer extrazellularer pH-Wert (pHe) spielt
eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Tumorerkrankungen, die CA IX kdnnte einen
neutraleren pHi aufrechterhalten und den pHe weiter absenken (lvanov et al. 2001).
Klinisch ist die CA IX nutzlich, da die Expressionsauswertung in klinischen Proben sehr
schnell, reproduzierbar und einfach ist (Juliette A. Loncaster et al. 2001). Das fir CA IX
codierende Gen heif3t CA9, der Promotor dieses Gens wurde als HRE, also als Hypoxic
Response Element, identifiziert (Wykoff et al. 2000). Die Expression der CA X erstreckt
sich neben den hypoxischen Gebieten im Tumor, auch auf andere Regionen (Olive et
al. 2001). Aktiviert wird das HRE zusatzlich zur Hypoxie durch HIF-1 (Hypoxia inducible
factor 1) (Wang and Semenza 1993).

2.5.2 Carboanhydrase XII

Die CA XIl ist ebenfalls ein Transmembranprotein und ahnelt, von der Struktur her, der
CA IX, allerdings kommt sie als Monomer vor und hat eine geringere katalytische
Aktivitat (Frost and McKenna 2014, p. 19). Das Gen, das flr die CA Xll kodiert heif3t
CA12 und befindet sich am Genlokus 15922, es wird durch Hypoxie und zusatzlich durch
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Ostrogen induziert. In Analogie zum CA9-Gen ist auch das CA12-Gen ein Ziel des HIF-
1. Analysen konnten zeigen, dass CA Xll in Niere, Dickdarm, Lunge, Prostata, Ovarien,
Endometrium, Brust und der basolateralen Membran von Darmepithelzellen vorkommt.
AuRerdem ist die CA Xl in vielen Krebsformen (z.B. Nierenzellkarzinomen mit defektem
VHL-Gen (von-Hippel-Lindau-Syndrom) und Ostrogenrezeptor-positiven Mamma-
Karzinomen) stark exprimiert und leistet ebenfalls einen Beitrag zu einem sauren
Mikromillieu. Es konnte in vitro nachgewiesen werden, dass eine CA Xll-Hemmung die
Tumorzellmigration und -invasion hemmt (Battke et al. 2011). Neben der Expression in
Tumorzellen, konnten erhéhte CA Xll-Spiegel auch beim Glaukom und in
atherosklerotischen Plaques festgestellt werden. Des Weiteren wird vermutet, dass die

CA Xl an der Bikarbonatresorption der Niere beteiligt ist (Frost and McKenna 2014,
p. 19;).

2.6 Carboanhydrasen IX und Xll bei verschiedenen
Erkrankungen

2.6.1 Studien zur Expression von CA IX und CA XIl in verschiedenen
Tumoren

Da die CA IX und CA XIl in vielen Krebsarten vermehrt exprimiert sind, werden sie als
mdgliche Biomarker in der Krebsdiagnostik diskutiert (Span et al. 2003). Eine
Herangehensweise in den veroéffentlichten Studien war der Nachweis einer erhéhten
Expression im Tumorgewebe. Eine erhéhte CA IX-Expression im Tumorgewebe geht
beispielsweise beim Mammakarzinom mit einem schlechteren Outcome einher, da
erhdhte Werte eine Hypoxie anzeigen, die mit einem schlechteren Ansprechen auf die

Therapie assoziiert ist (Span et al. 2003).

In einer weiteren Studie, in der die CA IX-Expression in neuroendokrinen Tumoren des
Pankreas untersucht wurde, konnte gezeigt werden, dass die CA IX-Expression positiv
mit der GrofRe des Tumors und negativ mit dem rezidivfreien Uberleben korrelierte (Kim
et al. 2018).

Die Expression von CA Xl im Tumorgewebe wurde auflerdem in einer Studie zu
invasiven Mammakarzinomen nachgewiesen (Watson et al. 2003). Die Autoren konnten
aullerdem feststellen, dass eine erhéhte CA Xll-Expression im Tumorgewebe mit einer

besseren Prognose assoziiert ist (Watson et al. 2003).

2.6.2 Studien zu CA IX-Plasma-/Serumspiegeln

Eine weitere Herangehensweise ist die Bestimmung der CA-Spiegel im Blut. Hierbei
werden in den Studien verschiedene Materialien verwendet. Die meisten Studien nutzen

das Blutserum, wahrend in anderen Studien Blutplasma untersucht wurde. Auch die
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Endpunkte der Studien unterscheiden sich. Einige Studien vergleichen die CA-Spiegel
von Kranken mit dem von Gesunden. Andere Studien untersuchten ein Kollektiv
erkrankter Patienten, um eine Korrelation mit dem Therapieansprechen oder dem
Uberleben der Patienten festzustellen. Die Erkrankungen, die in diesen Studien
untersucht wurden, sind zum gréBten Teil onkologische Erkrankungen. Eine Ubersicht

Uber die Ergebnisse der Studien ist in Tabellen 5 und 6 dargestellit.

In einer Studie zum Mammakarzinom konnte keine Korrelation der Serum-CA IX-Werte

mit dem Outcome der Patienten festgestellt werden (Schitze et al. 2013).

In einer weiteren Studie zu Mammakarzinomen wurden unter anderem Baseline-Werte
bestimmt (Brown-Glaberman et al. 2016). Diese Werte zeigten eine signifikante
Erhéhung der CA IX-Spiegel bei metastasiertem Mammakarzinom (MBC; metastatic
breast cancer) im Gegensatz zur gesunden Vergleichsgruppe und Patientinnen mit
einem lokal fortgeschrittenen Mammakarzinom (LABC; Locally advanced breast cancer)
(Brown-Glaberman et al. 2016).

Eine Arbeit zum Zervixkarzinom konnte weder eine Korrelation der praoperativ
erhobenen CA |X-Serumspiegel mit der intratumoralen CA IX-Expression noch mit

anderen klinisch-pathologischen Variablen feststellen (Woelber et al. 2011).

Beim Ovarialkarzinom ist bekannt, dass CA IX im Tumor vermehrt exprimiert wird
(Woelber et al. 2010). Eine Studie zu den CA IX-Serumspiegeln bei Ovarialkarzinom-
Patienten konnte allerdings keine Korrelation der CA [IX-Spiegel mit dem

Therapieansprechen oder dem Uberleben der Patienten zeigen (Woelber et al. 2010).

In einer Studie zum Vulvakarzinom wird beschrieben, dass erhéhte CA IX-Serumspiegel
mit einer erhdhten intratumoralen Expression und einer schlechteren Prognose

korrelieren (Kock et al. 2011).

In einer Studie zum HELLP-Syndrom konnte eine signifikante Erhdhung der CA IX-

Serumspiegel bei den Erkrankten festgestellt werden (Mentese et al. 2018).

Eine Studie zum Prostatakarzinom, in der sowohl lokale Prostatakarzinome (HRLPC;
High-risk localized prostate cancer), als auch kastrations-resistente Prostatakarzinome
(CRPC; castration-resistant prostate cancer) untersucht wurden, konnte bei den HRLPC
keine Korrelation der CA IX-Serumspiegel mit dem Auftreten eines Rezidivs feststellen
(Smith et al. 2016). Bei Patienten mit einem CRPC korrelierten die CA 1X-Serumspiegel,
mit dem Gesamtiberleben. Allerdings konnte keine signifikante Veranderung der

Spiegel durch die Chemotherapie festgestellt werden (Smith et al. 2016).
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Bei Patienten mit testikularen Keimzelltumoren (TGCT; testicular germ cell tumor)
konnte festgestellt werden, dass die CA IX-Serumspiegel im Vergleich zu gesunden

Kontrollen signifikant erhéht waren (Kalavska et al. 2016).

In einer Studie zu CA IX-Serumspiegeln bei Patienten mit Lungenkrebs wurden
Patienten mit Karzinomen verschiedener Subtypen eingeschlossen
(Plattenepithelkarzinom (n=7), Adenokarzinom (n=26), NSCLC (n=10) und unbekannten
pathologischen Typs (n=4)) (Cheng et al. 2015). Als Kontrolle diente eine Kohorte von
31 gesunden Patienten. Die Studie kommt zu dem Ergebnis, dass sich die CA IX-
Serumspiegel der Erkrankten signifikant von den Spiegeln der Gesunden unterscheiden.
Aulerdem wurden signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen pathologischen
Subtypen festgestellt (Cheng et al. 2015).

Die Ergebnisse einer Studie, in der die CA I[X-Spiegel bei Patienten mit nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC) erhoben wurden, besagten, dass erhohte CA
IX-Werte mit einem schlechteren Uberleben der Patienten einhergehen (M ilie et al.
2010). Eine weitere Studie zum NSCLC untersuchte die CA IX-Serumspiegel in
Kombination mit Osteopontin und dem vascular endothelial growth factor (VEGF)
(Ostheimer et al. 2014). In der Studie sollte herausgefunden werden, ob mit Hilfe dieser
Marker flr Hypoxie, eine Aussage Uber die Strahlensensibilitdt der Tumoren getroffen
werden kann, allerdings konnte keine Korrelation zwischen dem Behandlungserfolg und
den CA IX-Spiegeln festgestellt werden. Ein Ergebnis der Studie war allerdings, dass
CA IX und VEGEF korrelierten (Ostheimer et al. 2014).

In zwei voneinander unabhangigen Studien konnte gezeigt werden, dass die CA IX-
Serumspiegel bei Patienten mit klarzelligen Nierenkarzinomen (CCRCC), gegenuber
den Spiegeln bei nichtklarzelligen Nierenkarzinomen (Non-CCRCC), signifikant erhoht
sind (Takacova et al. 2013; Zhou et al. 2010).

Bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom (LARC; locally advanced
rectal cancer) konnte ein signifikanter Anstieg der CA IX-Serumspiegel nach der
neoadjuvanten Chemotherapie (NACT), im Vergleich zur Baseline-Messung, festgestellt
werden (Hektoen et al. 2015). Nach der Radiochemotherapie (RCT) stiegen die Werte
weiter an. Vier Wochen nach Abschluss der RCT wurden Werte gemessen, die den
Baseline-Werten wieder stark ahnelten (Evaluation). Das wichtigste Ergebnis dieser
Studie war, dass eine Steigerung der CA [X-Spiegel nach NACT von 2224 pg/ml
(ANACT) mit einem signifikant verbesserten progressionsfreien Uberleben einher geht
(Hektoen et al. 2015).
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In einer Studie zu CA IX-Serumspiegeln bei Hepatozelluldarem Karzinom (HCC) und
Leberzirrhose konnten bei HCC-Patienten signifikant erhdhte CA IX-Spiegel gemessen
werden (Finkelmeier et al. 2018). Bei Patienten im fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium wurden ebenfalls signifikant erhdhte Werte festgestellt. Hohe
Serumkonzentrationen gingen mit einem erhdhten Sterblichkeitsrisiko einher. Die CA 1X-
Serumspiegel bei Patienten mit Leberzirrhose unterschieden sich nicht signifikant von
HCC-Patienten. Bei Leberzirrhose-Patienten korrelierten hohe Werte mit dem Auftreten

von portalem Hypertonus und Osophagusvarizen (Finkelmeier et al. 2018).

Bei Patienten mit einem Magenkarzinom konnten im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe signifikant erhdhte CA IX-Plasmaspiegel festgestellt werden (Fidan et al.
2013). Des Weiteren wurden bei Patienten mit metastasiertem Magenkarzinom im
Vergleich zum nicht-metastasierten Karzinom erhdhte CA [X-Spiegel gemessen
(metastasiert: 227,1 + 273,5 vs. Nicht-metastasiert: 147,4 + 144,1, p < 0,05) (Fidan et al.
2013).

In einer Studie zu Kopf-Hals-Tumoren korrelierten hohe CA IX-Werte mit einem kirzeren
Gesamtuberleben, allerdings konnte mit Hilfe der Werte keine Vorhersage Uber das

Therapieansprechen auf eine Radiotherapie getatigt werden (Rosenberg et al. 2016).

In einer Studie zum CA IX-Plasmaspiegel bei Patienten mit einem Mundhdéhlenkarzinom
zeigte sich, dass Patienten, die unter einem Mundhohlenkarzinom leiden, signifikant

erhohte CA IX-Serumspiegel aufwiesen (Yang et al. 2014).

2.6.3 Studien zu CA XIlI-Plasma-/Serumspiegeln

Im Gegensatz zur CA IX sind fur die CA XII nur wenige Studien verdffentlich worden, in
denen die Serumspiegel erhoben wurden. Indizien flr den diagnostischen Nutzen der
CA Xl zeigte eine Studie, in der die CA Xll-Serumspiegel von Patienten mit
Bronchialkarzinom im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erhoht waren
(Kobayashi et al. 2012).
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Tabelle 5: Arbeiten zu verschiedenen malignen Erkrankungen, in denen Carboanhydrase-Serum- bzw.-
Plasmaspiegel erhoben wurden. Dargestellt sind jeweils die untersuchte Erkrankung, die Publikation und
verwendete Probenart (Plasma oder Serum), auBerdem die erhobenen Spiegel bei Erkrankten und, falls
vorhanden, bei der gesunden Vergleichsgruppe. Angegeben wird der Mittelwert, falls vorhanden die
Standardabweichung, alternativ und mit Stern gekennzeichnet der Median mit IQR und wenn angegeben,
die Spannbreite der Messwerte. Aullerdem ist, falls vorhanden, das Signifikanzniveau angegeben.

Fortsetzung in Tabelle 6.

Mittlere CA IX-Konzentration (pg/ml)
t+Standardabweichung (n=Anzahl

Plasma)

Maligne . .
Erkrankung (Vervl\:/’:r?c:::t:t:grgben) Probanden) Sl?nni\llftla';inz
(Spannbreite der Messwerte)
Gesund Erkrankt
(Schitze et al. 2013) 199 (n=48) 296 (n=140) NS
(Serum) (26-1133) (56-1500)
Mammakarzinom
(Brown-Glaberman 20 _ . _
X ,5 (n=10) LABC: 34 (n=57)
et al. 2016) (Heparin ) ) _ P<0,001
oder ACD-Plasma) (8,8-41,2) MBC: 90,7 (n=23)
Zervixkarzinom (Woelber et al. 2011) 104 (n=46)
(Serum) (23-499)
Ovarialkarzinom (Woelber et al. 2010) 269 (n=37)
(Serum) (104-1202)
: (Kock et al. 2011) 237(n=31)
Vulvakarzinom (Serum) (56-879)
_ (Mentese et al. 2018) 1,10" (n=30) 1,59* (n=23) _
FIEHH e e (Serum) (IQR=0,78-139)  (IQR=0,048-4530) I 0:008
HRLPC (Mit Rezidiv): 147* (n=48) (60-
. 1061)
Prostatakarzinom (Sm't(';,gtsﬂ'aiom) (Ohne Rezidiv): 114* (n=20) (38-1293)
CRPC vor Chemotherapie: 148* (38-
1086); nachher: 116* (21-893) (n=20)
K:g‘f_leg'é‘é’;‘]‘gr (Kalavska et al. 249,6+100 405,290, 1 520,007
(TGCT) 2016) (Serum) (n=35) (n=83) ’
56,54*(n=31) 290,1* (n=47)
Lungenkrebs (Che”(%::uar;)zm 5 (1QR=4183- (IQR=215,53- P<0,001
94,18) 550,24)
(M llie et al. 2010) 2,48 (n=58) 45,4 (n=209) P<0.001
(Heparinplasma) (0-16,65) (0-372,89) ’
NSCLC (Ostheimer et al.
105 (n=55)
2014) (EDTA- (22-420)

begrenztes Prostatakarzinom; CRPC: kastrationsresistentes Prostatakarzinom; *: Median

LABC: Lokal-fortgeschrittenes Mammakarzinom; MBC: Metastasiertes Mammakarzinom; HRLPC:

lokal
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Tabelle 6: Arbeiten zu verschiedenen malignen Erkrankungen, in denen Carboanhydrase-Serum- bzw.-
Plasmaspiegel erhoben wurden. Fortsetzung von Tabelle 5.

Mittlere CA IX-Konzentration (pg/ml)

Maligne Publikation t+Standardabweichung, (n=Anzahl Sianifikanz
Erkrankung (Verwendete Probanden) an
Proben) (Spannbreite der Messwerte) -hiveau
Gesund Erkrankt
(Zhou et al. 2010) CCRCC: 126,1 (n=18) P=0.013
(Serum) Non-CCRCC: 2,1 (n=14) ’
Klarzelliges
Nierenkarzinom
(Takacova et al. CCRCC: 209,22 (n=57) P=0.002
2013) (Serum) Non-CCRCC: 28,78 (n=13) ’
Lokal Erstmessung: 63 (n=66) (17-591)
fortgeschrittenes (Hektoen et al. Post-NACT: 213 (n=66)
Relgumkarzinom 2015) (Serum) Post-CRT: 309 (n=54)
Evaluation: 80 (n=50)
HCC: 370*
Hepatozellulares (n=215)
Karzinom (HCC) (Finkelmeier et al. 41 (n=43) (10-5080) P<0 01
und 2018) (Serum) (5-169) Zirrhose: 482* ’
Leberzirrhose (n=65)
(11-1921)

: (Fidan et al. 2013) 47,3 +32,2 182,5 £212,4
Magenkarzinom (EDTA-Plasma) (n=34) (n=50) P<0,0001
Kopf-Hals- (Rosenberg et al. Rempiaie Remgsgéo;:z;m,m (=18 o= NS

[Bneien 2016) (Serum) b sistierend: 153,01 (n=32) (0-1933,4)
Mundhohlenkarzi (Yang et al. 2014) 41,98+28,57 85,37+67,65 P<0.001
nom (EDTA-Plasma) (n=100) (n=191) ’

NACT: Neoadjuvante Chemotherapie; CRT: Radiochemotherapie; HCC: Hepatozelluldres Karzinom; CCRCC:
Klarzelliges Nierenkarzinom; *: Median

2.6.4 HIF-1-a und CA IX-Expression bei IPAH

In einer Verdffentlichung, in der die Rolle des Transkriptionsfaktors HIF-1-a (Hypoxia

Inducible-Factor-1-a) in der Pathophysiologie der Pulmonalen Hypertonie untersucht

wurde, konnte festgestellt werden, dass sowohl der HIF-1-a als auch die CA IX, in den

Endothelzellen der Lungenarterien und den plexiformen L&sionen von Patienten mit

IPAH, im Vergleich mit gesunden Probanden, vermehrt exprimiert wurden (Fijalkowska

et al. 2010).
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2.7 Fragestellung und Ziele
In der vorliegenden Arbeit soll Gberprift werden, ob die CA IX und die CA Xl mdgliche

neue Biomarker zur Diagnose und Prognose der Pulmonalen Hypertonie darstellen.

Beim ersten Teil der vorliegenden Arbeit handelt es sich um einen Vergleich zweier
Mausepopulationen. Eine Population wurde einer Hypoxie ausgesetzt. Dieser Aufbau
induziert bei den Mausen eine artifizielle pulmonale Hypertonie. Die andere Population
wurde bei Normoxie gehalten. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von CA
IX und CA XlI mittels eines immunhistochemischen Verfahrens ermittelt. Die Auswertung
dieser Ergebnisse soll die Fragestellung beantworten, ob Mause, die an einer klinstlich
herbeigefihrten PH leiden, eine erhdhte Expression von CA IX und CA Xll in den Lungen

aufweisen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Spiegel der frei zirkulierenden
Carboanhydrase IX bei Patienten mit IPAH und CTEPH bestimmt. Die PH geht, wie auch
Krebserkrankungen, mit dysregulierten Umbauvorgangen einher, daher die Annahme,
dass die CA IX bei der PH vermehrt im Serum zu finden sein kdnnte. Die Etablierung
eines Biomarkers fur die PH ist winschenswert, um nicht-invasiv Aussagen Uber die
Schwere der Erkrankung, den Erkrankungsverlauf und das Ansprechen auf die Therapie
treffen zu koénnen. Daflr wurde ein Baseline-Wert der CA IX-Plasmaspiegel bei
Patienten bestimmt, die an IPAH oder CTEPH leiden. Bei der Auswertung ist interessant,
ob die Werte im Vergleich zur gesunden Non-PH-Gruppe erhéht sind, ob sich die Werte
zwischen den PH-Klassen unterscheiden und ob sie mit anderen klinisch-pathologischen
Parametern (NYHA-Klasse, 6-MWD, BNP, Cardiac Index, PVR) und dem Uberleben
korrelieren. In der vorliegenden Studie wurde also retrospektiv untersucht, ob die CA IX

als Biomarker zur Diagnostik und Bestimmung des Schweregrads der PH geeignet ist.
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Central lllustration: CA IX und CAXII als mogliche Biomarker fiir Pulmonale Hypertonie

CA IX und CAXII wird bei verschiedenen malignen Erkrankungen exprimiert. Bedeutung fiir die
Pulmonale Hypertonie?

@ Ccaxp ?
@34 ok

Tiermodell: Immunhistochemie CA IX-Spiegel bei PH-Patienten

Non-PH

Hypoxie Normoxie

Gz-4

Abbildung 2 Central lllustration: Fragestellung und Inhalt der Studie



3. Material und Methoden
Ein Teil der vorliegenden Arbeit ist die Auswertung des CA IX- und CA XlI-Gehalts in

Mauselungen. Hierfir wurde bei Mausen experimentell eine pulmonale Hypertonie
erzeugt. Die Lungen der Mause wurden dann immunhistochemisch mit CA IX- bzw. CA
XlI-Antikorpern eingefarbt. Daraufhin wurden die Proben lichtmikroskopisch untersucht
und die Intensitat der Farbung mittels eines Computerprogramms ausgewertet. Als
Vergleich diente eine Kohorte von Mausen, die unter normalen Voraussetzungen

gehalten wurden.

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte die Messung von CA IX-Spiegeln in Blutproben von
Patienten. Aufgrund der Tatsache, dass es uns nicht méglich war, einen stabilen ELISA
zu etablieren und die kommerziellen ELISA-Kits in unseren Probemessungen keine
reproduzierbaren Ergebnisse erbrachten, konnten wir die CA Xll-Spiegel in den

Blutproben der Patienten nicht messen.

Die Patienten, die in dieser Studie eingeschlossen wurden, wurden alle in der Ambulanz
fur pulmonale Hypertonie der Medizinischen Klinik Il des Universitatsklinikums GielRen
mittels Rechtsherzkatheter-Untersuchung auf das Vorliegen einer PH untersucht. Im
Rahmen dieser Untersuchung wurden Blutproben aus der A. pulmonalis enthommen.
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Blutproben wurden im Rahmen von
Ersttestungen entnommen. Das Diagnosekriterium flr eine Pulmonale Hypertonie war
hierbei ein mMPAP 225 mmHg. Des Weiteren wurden die Patienten nach der jeweiligen
Form der Erkrankung ausgewahlt. Fir diese Arbeit wurden Patienten mit IPAH und
CTEPH herangezogen. Auflerdem wurden Blutproben von Patienten analysiert, bei
denen in der Ersttestung keine PH festgestellt wurde (mPAP <25 mmHg). Diese
Patienten dienen als Kontrollgruppe und sind im Folgenden als ,Non-PH-Gruppe*

bezeichnet.
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3.1 Material fur die immunhistochemische Untersuchung von

Mauselungen

Tabelle 7: Material fiir die immunhistochemische Untersuchung von Mauselungen

Material Hersteller

Antikorper CA IX-Anti-mouse, rat, human / Rabbit
polyclonal, Proteintech, Rosemont, IL;
USA
CA Xll-Anti-mouse, rat, human / Rabbit
polyclonal, Proteintech, Rosemont, IL;
USA

Xylol

Ethanol

Wasserstoffperoxid

Proteinase K

TBS-Tris-Puffer (pH 7,2) Zytomed Systems GmbH, Berlin,
Deutschland
Rodent Block M Zytomed Systems GmbH, Berlin,

Deutschland

Renaissance Background Reducing
Diluent/PD905L

Biocare medical, Pacheco, CA, USA

ZytoChem-Plus AP Polymer-Kit

Zytomed Systems, Berlin, Deutschland

Vulcan Fast Red Chromogen Kit 2,

Biocare medical, Pacheco, CA, USA

Hamatoxylin

Mikroskop Leica DM 6000B

Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland

Leica Biosystems
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3.2 Methoden zur Quantifizierung des CA IX- und CA XII-
Gehalts im LungengefaBsystem von Mausen
3.2.1 Auslosung hypoxischen pulmonalen Remodelings durch chronische
Hypoxie

Bei C57-BL/6-Mausen wurde pulmonales Remodeling durch eine chronische Hypoxie
ausgeldst (Schermuly et al. 2005; Weissmann et al. 2003). Dabei wurden die Mause in
Boxen fiir 35 Tage bei konstanten 10% Oz und bei 22-24°C gehalten. Die Hypoxie wurde
durch eine autoregulatorische Kontrolleinheit (model 4010, O.controller, Labotect;
Gottingen, Germany) konstant aufrechterhalten. Das entstehende CO, wurde durch
Atemkalk entfernt. Entstehende Feuchtigkeit wurde durch Kondensation in einem
Kihlsystem entfernt. Die Vergleichsgruppe der Mause wurde in dhnlichen Kammern
gehalten, allerdings unter Normoxie bei 21% Oz (Schermuly et al. 2005; Weissmann et
al. 2003).

3.2.2 Entnahme und Verarbeitung des Lungengewebes

Nach der Messung der hdAmodynamischen Parameter und der Entnahme von Blutproben
werden Abdomen und Thorax der Mause geotffnet (Schermuly et al. 2005; Weissmann
et al. 2003). Daraufhin werden die Herzventrikel eréffnet und das Blut entfernt, auRerdem
werden die Lungen mit Kochsalzlésung gespult, um Blutreste zu entfernen. Der linke
Lungenfligel wird anschlielend in 3,5-3,7% Formalin fir die histologische Untersuchung
fixiert. Auf die Fixation folgen die Dehydratation und die Einbettung in Paraffin, diese
Arbeitsschritte werden mithilfe eines Gewebeeinbettungsautomaten durchgefuhrt (siehe
Abbildung 3). Im nachsten Schritt werden aus den Paraffinblécken mit einem Mikrotom
3 um dicke Schnitte angefertigt (siehe Abbildung 4). Darauf folgt die
immunhistochemische Farbung der Schnitte (Schermuly et al. 2005; Weissmann et al.
2003).

Abbildung 3 Leica ASP300S: Gewebeeinbettungsautomat
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Abbildung 4 Leica Mikrotom

3.2.3 Immunhistochemische Farbung der Schnitte auf CA IX bzw. CA XIlI

Die in Paraffin eingebetteten Schnitte werden mittels Xylol deparaffinisiert (Schermuly et

al. 2005; Weissmann et al. 2003). Daraufhin werden die Schnitte in einer Serie von
Badern, die in absteigender Konzentration Ethanol und in aufsteigender Konzentration
destilliertes Wasser enthalten, rehydriert. Zur Antigendemaskierung werden die Schnitte
in einer speziellen Lésung (Rodent Decloaker, Biocare medical, Pacheco, CA, USA)
gekocht. Um die gewebseigene Peroxidase-Aktivitat zu unterdricken, werden die
Schnitte mit 15%igem Wasserstoffperoxid behandelt. Darauf folgt die Behandlung der
Schnitte mit Proteinase K, zur Zerstorung der Verbindungen zwischen Proteinen, dieser
Schritt dient einer verbesserten Antigendemaskierung. Daraufhin erfolgt die Blockierung
der endogenen IgG-Antikérper (Rodent Block M, Zytomed Systems GmbH, Berlin,
Deutschland). Der nachste Schritt besteht in einer Inkubation mit dem primaren Anti-
kérper (CA IX (bzw. CA Xll)-Anti-mouse, rat, human / Rabbit polyclonal, Proteintech,
Rosemont, IL; USA) tiber Nacht. Die Antikoérper-Losung wird in einem Medium verdunnt,
die Hintergrundfarbung blockiert (Renaissance Background Reducing Diluent/PD905L,
Biocare medical, Pacheco, CA, USA). Auf die Inkubation folgt die Farbentwicklung mit
einem Gemisch aus Sekundarantikérpern, Alkalischer Phosphatase (ZytoChem-Plus AP
Polymer-Kit, Zytomed Systems, Berlin, Deutschland) und dem Substrat (Vulcan Fast
Red Chromogen Kit 2, Biocare medical, Pacheco, CA, USA). Zum Schluss werden die
Schnitte noch mit Hamatoxylin gegengefarbt (Schermuly et al. 2005; Weissmann et al.
2003). Exemplarisch sind die Bader fir die immunhistochemische Farbung in Abbildung

5 dargestellt.
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Abbildung 5 Bader fiir die immunhistochemische Farbung

3.2.4 Auswertung der Schnitte mit Hilfe eines Mikroskops und einer
Farberkennungs-Software

Die Lungenschnitte wurden mit Hilfe eines Mikroskops (Mikroskop Leica DM 6000B,
Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) komplett durchmustert und
fotografiert. Uber ein Computerprogramm kann die Farbintensitat und die gefarbte
Flache der Bilder analysiert werden. Fur die Analyse wurde das halbautomatische
Programm Leica Qwin V3 (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland)
verwendet. Die erforderlichen Arbeitsschritte bei der Durchmusterung des Praparates
sind: Weillabgleich, um unspezifische Hintergrundfarbungen herauszurechnen, die
Bestimmung eines Referenzpunktes, also die Stelle im Praparat mit der intensivsten
Farbung und daraufhin die schrittweise Messung der Farbintensitat des gesamten
Praparates (M. Reinhardt 2018). Am Ende der Messung erzeugt das Programm ein
Excel-Tabellendokument mit vier Messwerten. Scoring, Scoring %, Area % und Score
Value %. Scoring beschreibt hierbei die gemessene Intensitat der Farbung, bei Scoring
% wird die gemessene Farbeintensitat, also das Scoring, mit dem Referenzpunkt ins
Verhaltnis gesetzt (M. Reinhardt 2018). Die Formel lautet hierbei: Scoring % = (Scoring
x 100) / Referenzwert, dadurch erhdlt man die relative Farbeintensitat (M. Reinhardt
2018). Area % beschreibt die gesamte gefarbte Flache in Relation zur Flache des
Praparates, die Formel hierflr lautet Area % = (gefarbte Gesamtflache x 100) /
Gesamtflache des Praparates (M. Reinhardt 2018). Der wichtigste Wert ist ,Score Value
%", dieser ergibt sich aus der Formel: Scoring % x (Area % /100) (M. Reinhardt 2018).
Daher gibt dieser Wert die relative Farbeintensitat normiert auf die gefarbte Flache und
die Gesamtflache des Praparates an (M. Reinhardt 2018). Ist also der ,Scoring Value
%" statistisch signifikant erhéht, so kann davon ausgegangen werden, dass auch die
Expression des gemessenen Targets signifikant erhoht ist (M. Reinhardt 2018). Das

Equipment, also Mikroskop, Kamera und Computer sind in Abbildung 6 gezeigt.
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Abbildung 6 Mikroskop, Kamera und Computer zur Auswertung der Schnitte

3.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung und Aufarbeitung der Ergebnisse wurde mit Hilfe der
Programme Excel (Microsoft GmbH, Minchen) und Graphpad Prism 7 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Berechnet wurde jeweils der Mittelwert +
Standardfehler (SEM) des zuvor beschriebenen ,Score value %“. Die beiden
Versuchsgruppen wurden mittels Welch-Test verglichen und die Ergebnisse in einem

Balkendiagramm dargestellt.

3.3 Material fur die Bestimmung der CA IX-Plasmaspiegel in
Patientenproben

Tabelle 8: Material fiir die Bestimmung der CA IX Plasmaspiegel in Patientenproben

Material Hersteller

Human Carbonic Anhydrase IX | R&D Systems Inc., Minneapolis, USA
Quantikine ELISA Kit

Multipette E3 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Research Plus Pipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Photometer Infinite M200Pro Tecan, Mannedorf, Schweiz
Zentrifuge Mikro 200R Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge Rotina 46RS Hettich, Tuttlingen, Deutschland
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3.4 Methoden zur Bestimmung der CA IX-Plasmaspiegel in
Patientenproben

3.4.1 Rechtsherzkatheter

In der Ambulanz fir Pulmonale Hypertonie des Universitatsklinikums GieRen wird der
Rechtsherzkatheter mittels Seldinger-Technik eingebracht. Unter Ultraschallkontrolle
wird im Regelfall die rechte Vena jugularis interna punktiert. Dazu wird die Umgebung
steril abgedeckt und das Punktionsgebiet ausgiebig desinfiziert. Daraufhin wird eine
Lokalanasthesie durchgefihrt und die Vena jugularis interna punktiert. Durch die
Punktionskantle wird ein Draht eingebracht, der als Schiene fir die daraufhin
eingebracht Schleuse dient. Nach Einbringung der Schleuse wird der Katheter
vorbereitet. FUr die Untersuchung wird ein mehrlumiger Swan-Ganz-Katheter mit 7
French-AuRendurchmesser verwendet. An der Spitze befindet sich ein Ballon, der die
Einschwemmung in das Stromgebiet der Lunge erleichtert. Sobald sich der Katheter in
der Vena cava superior befindet, wird der Ballon rasch geflllt und der Katheter zugig
vorgeschoben. Dabei werden die abgeleiteten Druckkurven standig kontrolliert. Anhand
dieser Kurven kann die Lokalisation des Katheters bestimmt werden. Wenn der Katheter
das rechte Atrium und den rechten Ventrikel passiert hat, wird der Katheter mit
aufgeblasenem Ballon vorsichtig in die Verschlussposition gebracht. Dabei wird der
Pulmonalarterienast komplett verschlossen. In dieser Position wird der
pulmonalarterielle Verschlussdruck (engl. pulmonary arterial wedge pressure, PAWP)
bestimmt, der eine Einschatzung des linksatrialen Drucks ermoglicht. AnschlieRend wird
der Ballon entblockt und der Katheter ein Stuick zurickgezogen, um einen akzidentiellen
Verschluss des Gefalles zu verhindern. Daraufhin erfolgen Blutgasanalysen und
Messungen verschiedener hamodynamischer Parameter, die der Diagnosestellung

dienen.

3.4.2 Entnahme und Aufbewahrung der Plasmaproben

Die Entnahme der Blutproben erfolgt im Anschluss an die erste Messung der hamo-
dynamischen Parameter und der ersten Entnahme von Blut zur Blutgasanalyse. Zur Blut-
entnahme wird der lange Schenkel des Katheters verwendet, somit wird das Blut aus
dem Pulmonalarterienast gewonnen, in dem auch der pulmonalarterielle Druck
gemessen wird. Die verwendeten Blutentnahmesysteme sind S-Monovetten der Firma
Sarstedt. Es werden EDTA, Citrat- und T-Roéhrchen (enthalten Aprotinin) abgenommen.
Anschliel3end werden die Blutproben auf Eis zwischengelagert, bevor sie zentrifugiert
werden. Nach der Zentrifugation wird das Plasma abpipettiert und in 1,5 mil

Reaktionsgefalle aus Polypropylen verteilt. Die Reaktionsgefalte werden mit der
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Untersuchungsnummer gekennzeichnet und bei -80°C eingefroren, bis sie zur

Untersuchung herangezogen werden.

3.4.3 Datenerhebung und Messmethoden

Mithilfe einer Ubersichtstabelle, in der die Untersuchungsnummern einer Diagnose
zugeordnet sind, wurden Proben herausgesucht, denen entweder eine IPAH, eine
CTEPH oder ein ,Ausschluss einer PH* zugeordnet wurde. Die Proben wurden ohne
Kenntnis weiterer Patientendetails zufallig ausgewahlt. Im Nachhinein mussten einige
Proben aus der Studie ausgeschlossen werden. Die Ausschlusskriterien waren
diagnostizierte Krebsleiden jeglicher Art und vorherige Katheter-Untersuchungen am
Universitatsklinikum GieRen. Die Proben wurden aus den Tiefklihlschranken
entnommen, schonend auf Eis aufgetaut und in Aliquoten wieder eingefroren, um die
Proben flir weitere Untersuchungen in gleichbleibender Qualitat aufzubewahren. Zur
quantitativen Untersuchung der Plasmaproben wurden Sandwich-ELISA-Kits (Human
Carbonic Anhydrase IX Quantikine ELISA Kit) der Firma R&D Systems (Minneapolis,
MN, USA) verwendet. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Kurz
zusammengefasst wurden die Proben auf eine Mikrotiterplatte aufgebracht, als
Vergleich diente eine Standard-Verdinnungsreihe mit einem festgelegten CA IX-Gehalt.
Die Mikrotiterplatte wurde herstellerseitig mit einem monoklonalen Antikdrper gegen CA
IX behandelt. Anschlielfend wurde zu Proben und Standard ein CA IX-Konjugat
gegeben, das einen polyklonalen Antikdrper enthalt. An diesen Antikdrper ist
Meerrettichperoxidase gebunden. Im folgenden Schritt wurde Substratiésung dazu
gegeben. Nach einer festgelegten Inkubationszeit von 30 Minuten wurden 2 N
Schwefelsdure hinzugefugt, um die Reaktion zu stoppen. Mittels Photometer wurde
daraufhin die Farbung der einzelnen Proben quantifiziert und die Konzentration
berechnet. In Abbildung 7 ist das verwendete ELISA-Kit der Firma R&D Systems
dargestellt. In Abbildung 8 ist der Tecan Infinite M200 Plattenreader gezeigt, der als

Photometer dient.
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Abbildung 8 Tecan Infinite M200 Plattenreader

3.4.4 Statistik

Die Standardkurve der Proteinkonzentration im ELISA wurde mittels 4-Parameter-
Logistik-Regressionsanalyse des Kurvenanpassungsprogramms der Webseite
»,mycurvefit.com® berechnet. Daraufhin wurden die Konzentrationen der Proben in
Microsoft Excel (Microsoft GmbH, Miinchen) berechnet. Die statistische Auswertung und
graphische Darstellung der Ergebnisse wurde mit dem Programm Graphpad Prism 7
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgeflhrt. Eine Ausnahme bildet die Cox-
Uberlebensanalyse, diese wurde mit Hilfe des Programms IBM SPSS Statistics (IBM,
Armonk, NY, USA) durchgefihrt. Die Auswertung der nicht-normalverteilten
Plasmakonzentrationen wird durch den Median und den jeweiligen Interquartilsabstand
dargestellt. Im Folgenden wurden die CA IX-Spiegel logarithmiert, um eine
Normalverteilung zu erreichen und die logarithmierten Plasmaspiegel der CTEPH-,

IPAH- und Kontrollgruppe wurden mittels oneway-ANOVA miteinander verglichen.
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Mittels ROC-Kurve und Youden-Index wurde ein Cut-Off fiir die diagnostischen Gite-
kriterien Sensitivitdt und Spezifitdt bestimmt. AulRerdem erfolgte die Analyse der
Assoziation der logarithmierten CA [IX-Spiegel mit klinischen und hamodynamischen

Parametern. Hierflr wurde der Korrelationskoeffizient Pearsons r verwendet.

Des Weiteren wurden Uberlebensanalysen durchgefiihrt. Hierfiir erstellten wir Kaplan-
Meier-Kurven. Einerseits wurden die IPAH- und CTEPH-Gruppe im Ganzen in einer
Kaplan-Meier-Kurve dargestellt, andererseits wurden beide Gruppen, nach der Héhe der
CA IX-Plasmaspiegeln, in Quartile eingeteilt und diese Quartile miteinander verglichen.
Zum Vergleich der Quartile wurden der Log-rank-Test nach Mantel-Cox und der

Logrank-Test flr den Trend herangezogen.

Eine weitere Uberlebensanalyse, die durchgefiihrt wurde, ist die multivariate Cox-
Regressionsanalyse. In diese Analyse gehen mehrere Variablen ein, in unserem Fall
sind diese der CA IX-Plasmaspiegel, mPAP, PVR, CI, 6MWD, BNP-Spiegel, Alter und
Geschlecht. Die Ergebnisse der Cox-Regressionsanalyse sind sogenannte ,Hazard-
ratios”, die den Einfluss der Variablen auf das Eintreten eines Ereignisses beschreiben,
im vorliegenden Fall ist dies der Tod. Uberprift wurde, ob die CA IX-Spiegel auch in

dieser multivariaten Analyse als Pradiktor fir das Uberleben bestatigt werden kénnen.

4. Ergebnisse

4.1 Expressionsprofil von CA IX und CA Xll in den Lungen von
Mausen mit experimentell induzierter Pumonaler Hypertonie

Fir die Untersuchung der Expression von CA IX und CA XIl im Lungengewebe von
Mausen wurden 10 Versuchstiere unter hypoxischen Bedingungen gehalten, um eine
artifizielle pulmonale Hypertonie zu erzeugen. Als Vergleich dienten bei CA IX 9 Mause

(bei CA XII 10 Mause), die unter normoxischen Bedingungen gehalten wurden.

411CAIX

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbung der Schnitte mit Antikdrpern
gegen CA IX konnte mittels Welch-Test keine signifikante Erhéhung der Intensitat in der
Hypoxie-Gruppe festgestellt werden (p=0,43). Allerdings zeigt sich bei Betrachtung des
Balkendiagramms mit Fehlerbalken in Abbildung 9a ein Trend in Richtung einer
Erhéhung des CA IX-Gehalts im Lungengewebe in der Hypoxie-Gruppe. Der Mittelwert
des Score Value in % betragt bei der Normoxie-Gruppe 0,87, der SEM betragt 0,24. In
der Hypoxie-Gruppe betragt der Mittelwert 1,1 und der SEM 0,13.
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In Abbildung 9b ist ein Ausschnitt aus einem Lungenschnitt der Normoxie-Gruppe
dargestellt, in diesem Ausschnitt ist eine Pulmonalarterie markiert. Im Vergleich dazu ist
in Abbildung 9c ein Ausschnitt aus der Hypoxie-Gruppe dargestellt, ebenfalls mit
markierter Pulmonalarterie. Der Vergleich der Schnitte soll exemplarisch zeigen, dass

die Gefallwande in der Hypoxie-Gruppe verdickt erscheinen.
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Abbildung 9 Immunhistochemische Féarbung von Mauselungen mit Antikbrpern gegen CA IX; A:
Balkendiagramm, Vergleich der Scoring-Ergebnisse in der Normoxie- und Hypoxie-Gruppe, Darstellung des
Mittelwerts und des Standardfehlers (SEM) des Score Values in % durch Fehlerbalken, in der Normoxie-
Gruppe betrégt der Mittelwert 0,87, der SEM 0,24, in der Hypoxie-Gruppe betrégt der Mittelwert 1,1, der
SEM 0,13; B: exemplarische Darstellung eines Lungenausschnitts unter Normoxie-Bedingungen; C:
exemplarische Darstellung eines Lungenausschnitts unter Hypoxie-Bedingungen; 1: Pulmonalarterie unter
Normoxie-Bedingungen; 2: Verdickt erscheinende Pulmonalarterie unter Hypoxie-Bedingungen
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41.2CAXI

Bei der Auswertung der Schnitte, die mit Antikdrpern gegen CA Xll immunhistochemisch
gefarbt wurden, konnte ebenfalls zwar keine statistisch signifikante Erhéhung des CA
XlI-Gehalts festgestellt werden, allerdings erscheint in der Auswertung mittels Welch-
Test ein etwas deutlicherer Trend in Richtung eines erhdéhten Gehalts an CA Xll in der
Hypoxie-Gruppe (p=0,15). Der Mittelwert des Score Value in % betragt in der Normoxie-
Gruppe 0,31, der SEM betragt 0,07, in der Hypoxie-Gruppe betragt der Mittelwert 0,49
und der SEM 0,1. Das Balkendiagramm mit Fehlerbalken ist in Abbildung 10a dargestellt.
In Abbildung 10b ist exemplarisch ein Anschnitt einer Pulmonalarterie eines
Lungenpréaparates der Normoxie-Gruppe gezeigt. Abbildung 10c zeigt eine

Pulmonalarterie aus der Hypoxie-Gruppe.
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Abbildung 10 Immunhistochemische Férbungen von Mé&uselungen mit Antikbrpern gegen CA XilI; A:
Balkendiagramm, Vergleich der Scoring-Ergebnisse in der Normoxie- und Hypoxie-Gruppe, Darstellung des
Mittelwerts und des Standardfehlers (SEM) des Score Values in % durch Fehlerbalken, in der Normoxie-
Gruppe betrégt der Mittelwert 0,31, der SEM 0,07, in der Hypoxie-Gruppe betrdgt der Mittelwert 0,49 und
der SEM 0,1; B: exemplarische Darstellung eines Lungenausschnitts unter Normoxie-Bedingungen, C:
exemplarische Darstellung eines Lungenausschnitts unter Hypoxie-Bedingungen; 1: Pulmonalarterie unter
Normoxie-Bedingungen; 2: Pulmonalarterie unter Hypoxie-Bedingungen
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4.2 CA IX-Plasmaspiegel bei Patienten mit PH

4.2.1 Basisdaten des Patientenkollektivs

Fur die Bestimmung der CA IX-Plasmaspiegel wurden insgesamt 177 Plasmaproben
untersucht. Davon sind 30 Proben der Non-PH-Gruppe zuzuordnen, also Proben von
Patienten, bei denen in der Rechtsherzkatheter-Untersuchung eine PH ausgeschlossen
werden konnte. 147 Proben wurden bei Patienten entnommen, bei denen entweder eine
IPAH oder eine CTEPH diagnostiziert wurde. In der IPAH-Gruppe wurden 73
Patientenproben untersucht, in der CTEPH-Gruppe 74. Die Patienten der IPAH-Gruppe
waren im Durchschnitt (Mittelwert £+ SD) 52,8+17,5 Jahre alt. Kein Patient der IPAH-
Gruppe konnte der NYHA-Klasse 1 zugeordnet werden, 12 Patienten der NYHA-Klasse
[, 48 Patienten der NYHA-Klasse Il und 9 Patienten der NYHA-Klasse V. Das
Durchschnittsalter der CTEPH-Patienten betrug 66,9+11,4 Jahre. In der CTEPH-Gruppe
konnte ebenfalls kein Patient der NYHA-Klasse 1 zugeordnet werden, 13 Patienten der
NYHA-Klasse |l, 38 Patienten der NYHA-Klasse Ill und 7 Patienten der NYHA-Klasse
IV. Die Patienten der Non-PH-Gruppe waren im Durchschnitt 65,2£10,7 Jahre alt. Die
Altersverteilung ist in Abbildung 11a dargestellt. In der IPAH-Gruppe befinden sich
60,3% Frauen und 39,7% Manner. In der CTEPH-Gruppe 51,35% Frauen und 48,65%
Manner. In die Non-PH-Gruppe wurden 50% Manner und 50% Frauen eingeschlossen,
wie in Abbildung 11b zu erkennen ist.

Des Weiteren wurden retrospektiv funktionelle (6MWD) und hamodynamische
Parameter (mPAP, HI, PVR), sowie BNP recherchiert. Dabei wurden nur die Daten
beachtet, die in direktem zeitlichem Zusammenhang mit der Rechtsherz-Katheter-
Untersuchung stehen. Die BNP-Spiegel wurden aus Blutproben ermittelt, die im Rahmen
der gleichen Rechtsherzkatheter-Untersuchung abgenommen wurden, in der auch das
Blut fir die Erhebung der CA IX-Plasmaspiegel abgenommen wurde. Die recherchierten
Werte fiir alle Patienten, exklusive der Non-PH-Gruppe, sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

Eine Unterteilung in die jeweiligen Entitaten erfolgt in Tabelle 10.
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Abbildung 11 A: Darstellung der Altersverteilung in der untersuchten Kohorte, unterteilt in IPAH, CTEPH und
Non-PH (Kontrollgruppe), als Streudiagramm, Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung (SD) als
Fehlerbalken, in der Non-PH-Gruppe (n=30) betréagt das Durchschnittsalter (+SD) 65,2+10,7, in der IPAH-
Gruppe 52,8+17,5, in der CTEPH-Gruppe 66,9+11,4 Jahre; B: Darstellung der Geschlechterverteilung der
einzelnen Gruppen, die IPAH-Gruppe besteht zu 60,3% aus Frauen und zu 39,7% aus Ménnern. In der
CTEPH-Gruppe sind es 51,35% Frauen und 48,65% Ménner. In der Non-PH-Gruppe 50% Ménner und 50%

Frauen.

Tabelle 9: Hdmodynamische (mPAP, Hl, PVR), funktionelle Parameter (6MWD) und BNP der IPAH- und
CTEPH-Gruppe zusammengenommen inklusive Einheit, N= Anzahl der erhobenen Werte, Darstellung von
Median mit IQR bei nicht-normalverteilten Parametern oder Mittelwert mit Standardabweichung (SD) bei

normalverteilten Parametern

Gesamtes Patientenkollektiv (n=147)
Parameter | Einheit N Median oder Mittelwert | IQR oder SD
6-MWT m 121 MW: 327 SD: 122,1
mPAP mmHg 147 MW: 45 SD: 12,3
BNP pg/ml 103 MED: 219 IQR: 348
HI (I/min)/m? 143 MW: 2,3 SD: 0,6
PVR dyn *sek /cm5 | 147 MED: 709 IQR: 534
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Tabelle 10: Hdmodynamische (mPAP, HI, PVR), funktionelle Parameter (6MWD) und BNP unterteilt in IPAH-
, CTEPH und Non-PH-Gruppe inklusive Einheit, N= Anzahl der erhobenen Werte, Darstellung von Median
mit IQR bei nicht-normalverteilten Parametern oder Mittelwert mit Standardabweichung (SD) bei
normalverteilten Parametern

IPAH (n=73)

Parameter | Einheit N Median oder IQR oder SD
Mittelwert

6-MWT m 63 MW: 317 SD: 129,6

mPAP mmHg 73 MW: 49,2 SD: 13,5

BNP pg/ml 63 MED: 181 IQR: 399

HI (/min)/m? 71 MW: 2,2 SD: 0,6

PVR dyn *sek /cm5 | 73 MED: 847 IQR: 552,15

CTEPH (n=74)

Parameter | Einheit N Median oder IQR oder SD
Mittelwert

6-MWT m 58 MW: 337,9 SD: 114,7

mPAP mmHg 74 MW: 40,9 SD: 9,5

BNP pg/ml 40 MED: 225 IQR: 313

HI (/min)/m? 72 MW: 2,3 SD: 0,6

PVR dyn *sek /cm&5 | 74 MED: 571,5 IQR: 397,5

Non-PH (n=30)

Parameter | Einheit N Median oder IQR oder SD
Mittelwert

6-MWT m 16 MW: 297,8 SD: 151,1

mPAP mmHg 30 MW: 18,9 SD: 3,7

BNP pg/mi 14 MED: 52,5 IQR: 166,5

HI (/min)/m? 23 MW: 2,8 SD: 0,7

PVR dyn * sek /cm5 | 30 MED: 149,45 IQR: 118,1
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4.2.2 Konzentrationsverteilung der Plasmaspiegel von CA IX

Die Ergebnisse zeigen, dass die Plasmaspiegel von CA IX, Uber alle Gruppen, also
inklusive der Non-PH-Gruppe, linksverteilt sind. Die Konzentrationen reichen von einem
Mindestwert von 6,8 pg/ml bis zu einem Maximalwert von 773,3 pg/ml, der Median liegt
bei 88,9 pg/ml, der IQR betragt 110,9. Die Verteilung ist als Histogramm in Abbildung 12
dargestellt.
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Abbildung 12 Linksverteilung der CA IX-Plasmakonzentrationen dargestellt in einem Histogramm, auf der x-
Achse wird die CA IX-Konzentration in Schritten von 50 pg/ml aufgetragen, die y-Achse zeigt die relative

Hé&ufigkeit, mit der die CA IX-Konzentration in einem der Abschnitte liegt.

4.2.3 CA IX-Plasmaspiegel und Vergleich der untersuchten Gruppen
Die CA I[X-Plasmakonzentrationen, die in den IPAH-, CTEPH- und Non-PH-

Untergruppen erhoben wurden, wurden erst logarithmiert und anschlieRend mittels one-
way-ANOVA verglichen. Abbildung 13 zeigt die Verteilung der logarithmierten CA IX-
Konzentrationen. In Tabelle 11 sind die statistischen Kennzahlen der CA IX-
Plasmakonzentrationen, unterteilt in die IPAH, CTEPH- und Non-PH-Gruppe, aufgefihrt.
Dabei sind die Werte immer in pg/ml angegeben. Abbildung 14 zeigt ein Streudiagramm,
in dem die CA IX-Plasmaspiegel in der IPAH-, CTEPH- und Non-PH-Gruppe mit Median
und IQR dargestellt sind.

Mittels one-way-ANOVA konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
logarithmierten CA IX-Konzentrationen der verschiedenen Gruppen (IPAH, CTEPH und
Non-PH) festgestellt werden, das Signifikanzniveau (p) betragt 0,1540.

Auch im multiplen Vergleichstest (Dunnett’'s-Test) konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen IPAH- bzw. CTEPH-Gruppe und der, als Kontrollgruppe dienenden, Non-PH-
Gruppe festgestellt werden. Beim Vergleich der IPAH-Gruppe mit der Non-PH-Gruppe
ist p=0,1303. Vergleicht man die CTEPH-Gruppe mit der Non-PH-Gruppe ist p=0,1329.
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Im Anschluss wurden die Sensitivitat und Spezifitat mittels ROC-Kurve und Youden-

Index ermittelt.
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Abbildung 13 Darstellung der Normalverteilung der logarithmierten CA IX-Konzentrationen. Auf der x-Achse
ist der nattirliche Logarithmus der CA IX-Konzentration in Zweierschritten aufgetragen, auf der y-Achse die
relative Haufigkeit in Schritten von 0,05.
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Abbildung 14 Darstellung der CA IX-Plasmakonzentrationen unterteilt in IPAH, CTEPH und Non-PH in pg/ml
als Streudiagramm und Darstellung des jeweiligen Medians und des IQR durch Fehlerbalken. In der Non-
PH-Gruppe betrégt der Median 63,1, der IQR betrdgt 93, in der IPAH-Gruppe betrdgt der Median 96, der
IQR 108,4, in der CTEPH-Gruppe betrédgt der Median 96,8, der IQR 115,4.
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Tabelle 11: Statistische Kennzahlen (Median, Minimum, Maximum und IQR) der erhobenen CA IX-
Plasmaspiegel (in pg/ml) der einzelnen Untergruppen (IPAH, CTEPH, Non-PH), n=Anzahl der untersuchten
Proben in der jeweiligen Gruppe

IPAH(n=73) | pg/ml CTEPH (n=74) pg/ml Non-PH (n=30) pg/ml
Median 96 Median 96,8 Median 63,1
Minimum 13,4 Minimum 6,8 Minimum 27,2
Maximum 773,3 Maximum 745,6 | Maximum 174,6
IQR 108,4 IQR 115,4 | IQR 93

4.2.4 Diagnostische Giite der CA IX-Konzentrationen in der Diagnostik der
PH

Eine der Fragen, die in der vorliegenden Arbeit beantwortet werden sollen, ist die Frage,
ob mit Hilfe des CA IX-Plasmaspiegels eine IPAH bzw. CTEPH diagnostiziert werden
kann. Um diese Frage zu beantworten, werden die Plasmaspiegel, die in der IPAH- bzw.
CTEPH-Gruppe erhoben wurden, mit den Plasmaspiegeln der Kontrollgruppe (Non-PH-
Gruppe) verglichen. Die pulmonale Hypertonie im Allgemeinen wird durch das Vorliegen
eines mPAP von mindestens 25 mmHg definiert. Fir die genaue Messung des mPAP
ist jedoch eine invasive Rechtsherzkatheter-Untersuchung notwendig. Von Interesse ist
also, ob sich durch die Hohe des CA IX-Plasmaspiegels, der mit einer einfachen
Blutentnahme bestimmt werden kann, eine Aussage dariber treffen lasst, ob ein
Proband moglicherweise unter Pulmonaler Hypertonie leiden kénnte. Um eine Aussage
daruber treffen zu kénnen, ist es notwendig, die kontinuierliche Variable ,CA [X-
Plasmaspiegel® in eine bindre Variable umzuwandeln, namlich ,erkrankt* und ,gesund®.
Hierflir muss ein Schwellenwert des CA IX-Plasmaspiegels bestimmt werden, ab dem
ein Proband als ,erkrankt‘ bezeichnet werden kann. Anschlieend konnen Sensitivitat
und Spezifitat fir diesen Schwellenwert bestimmt werden. Um den Schwellenwert zu
finden, kann die ,Receiver Operating Characteristic“-Kurve, kurz ROC-Kurve, und
Youne’s J herangezogen werden. Um eine ROC-Kurve zu generieren, werden die
Sensitivitdten und Spezifitaten fir mehrere Werte eines kontinuierlichen Tests
tabellarisch  dargestellt. Daraus entstent eine Liste aus vielen CA IX-
Plasmakonzentrationen mit ihrer Spezifitdt und Sensitivitat, die dann in einem Punkt-
diagramm dargestellt werden, die y-Achse zeigt dabei die Sensitivitat (Richtig-positiv-
Rate und die x-Achse zeigt 1-Spezifitat (Falsch-positiv-Rate). Die diagnostische Gute

eines Tests wird durch die Area under the curve (AUC) bestimmt, ein Test mit einer AUC
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von 0,5 kann nicht unterscheiden, ob eine Erkrankung vorliegt oder nicht. Ein Test mit
einer AUC von 1 kdnnte im Gegensatz dazu perfekt zwischen ,erkrankt® und ,gesund*
unterscheiden. Ein Test mit einer AUC von 1 wirde mit einer Sensitivitat und Spezifitat
von 100% einhergehen (Hoo et al. 2017).

Die ROC-Kurve fur CA IX-Plasmaspiegel bei Patienten mit IPAH ist in Abbildung 15
dargestellt. Die Area under the curve betragt 0,6068, bei einem 95%-CIl von 0,4938 bis
0,7199 und einem p-Wert von 0,0894. Die ROC-Kurve fir CA IX-Plasmaspiegel bei
Patienten mit CTEPH ist in Abbildung 16 dargestellt. Hier betragt die Area under the
curve 0,6284, bei einem 95%-Cl von 0,5174 bis 0,7393 und einem p-Wert von 0,0409.

Der nachste Schritt besteht in der Bestimmung des Schwellen-CA IX-Plasmaspiegels,
ab dem ein Proband als ,erkrankt” definiert werden wirde. Fir diesen Schwellenwert
wird der Wert herangezogen, der mit der bestmdglichen Kombination aus Sensitivitat
und Spezifitdt verbunden ist, in der ROC-Kurve stellt der Punkt, der der linken oberen
Ecke am nachsten kommt, den bestmdglichen Schwellenwert dar. Dieser Punkt wird

auch Youden Index oder Youden’s J genannt (Hoo et al. 2017).

Als Schwellenwert fir die IPAH-Gruppe wurde 82,86 pg/ml errechnet, dieser ist mit einer

Sensitivitat von 54,79% und einer Spezifitat von 70% verbunden.

Fur die CTEPH-Gruppe wurde der Schwellenwert 82,43 pg/ml errechnet, dieser ist mit

einer Sensitivitat von 56,76 und ebenfalls mit einer Spezifitdt von 70% verbunden.
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Abbildung 15 zeigt die Receiver Operating Characteristics (ROC) Kurve fiir CA IX-Plasmaspiegel in der
IPAH-Gruppe. Die Punkte stellen unterschiedliche CA IX-Plasmaspiegel dar. Auf der y-Achse wird die
Sensitivitét in % und auf der x-Achse 100-Sensitivitdt in % angegeben. Die Area under the curve betrégt
0,6068. Der Schwellen-CA IX-Spiegel, ab dem eine Person als ,erkrankt” gilt wurde mit Hilfe von Youden’s
J bestimmt und liegt bei 82,86 pg/ml. Damit verbunden ist eine Sensitivitdt von 54,79% und eine Spezifitit
von 70%.
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Abbildung 16 zeigt die Receiver Operating Characteristics (ROC) Kurve fiir CA IX-Plasmaspiegel in der
CTEPH-Gruppe. Die Punkte stellen unterschiedliche CA IX-Plasmaspiegel dar. Auf der y-Achse wird die
Sensitivitét in % und auf der x-Achse 100-Sensitivitét in % angegeben. Die Area under the curve betrégt
0,6284. Der Schwellen-CA IX-Spiegel, ab dem eine Person als ,erkrankt” gilt wurde mit Hilfe von Youden’s
J bestimmt und liegt bei 82,43 pg/ml. Damit verbunden ist eine Sensitivitadt von 56,76% und eine Spezifitét
von 70%.

4.3 IPAH: Zusammenhang der CA IX-Plasmaspiegel mit
klinischen Parametern

4.3.1 NYHA-Klassen

Mittels Kruskal-Wallis-Test wurde ermittelt, ob sich die CA IX-Plasmaspiegel zwischen
den NYHA-Klassen unterscheiden. Abbildung 17 zeigt das Streudiagramm der CA IX-
Konzentration bei Patienten mit IPAH, im Diagramm sind die CA IX-Plasmaspiegel
unterteilt nach NYHA-Klassen dargestellt, des Weiteren sind Median und IQR mit Hilfe
von Fehlerbalken dargestellt. In Tabelle 12 sind die statistischen Kennzahlen fir die
IPAH-Gruppe, aufgeteilt nach NYHA-Klassen, aufgefiihrt. Der im Kruskal-Wallis-Test
errechnete p-Wert betragt 0,2467 und somit unterscheiden sich die CA IX-
Plasmaspiegel zwischen den NYHA-Klassen nicht signifikant (p>0,05).
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Abbildung 17 IPAH: Streudiagramm zur Darstellung der CA IX-Plasmaspiegel (in pg/ml) unterteilt nach
NYHA-Klassen 2,3 und 4. Kein Patient wurde in die NYHA-Klasse 1 eingeordnet. Die Punkte stellen dabei
die einzelnen erhobenen CA IX-Plasmaspiegel dar, die Fehlerbalken stellen den Median und den jeweiligen
IQR dar. Es zeigt sich im Kruskal-Wallis-Test kein signifikanter Unterschied der Spiegel zwischen den
NYHA-Klassen (p=0,247).
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Tabelle 12: Einteilung der Patienten in der IPAH-Gruppe nach NYHA-Klassen (n= Personenanzahl in der
Jjeweiligen Klasse) und tabellarische Darstellung der statistischen Parameter Median, Minimum, Maximum
und IQR fiir die erhobenen CA IX-Plasmaspiegel in pg/ml.

NYHA Il (n=12) pg/ml NYHA Il (n=48) | pg/ml | NYHA IV (n=9) pg/ml
Median 58,21 Median 97,13 | Median 110
Minimum 28,2 Minimum 13,43 Minimum 45,13
Maximum 391,9 Maximum 638,4 | Maximum 773,3
IQR 34,66 |IQR 112,1 | IQR 131,84

4.3.2 BNP-Spiegel

Um die Korrelation zwischen den CA [X-Plasmaspiegeln und BNP-Spiegeln
auszuwerten, wurden die CA IX-Plasmaspiegel logarithmiert und der
Korrelationskoeffizient (Pearsons r) herangezogen. Pearsons r betragt in der IPAH-
Gruppe 0,3964 (95%-Konfidenzintervall 0,1164 - 0,618) und ist damit grenzwertig nicht
relevant, da kleiner als 0,4. die Korrelation ist jedoch auf einem Niveau von 0,007
signifikant (p<0,05). Die Regressionsgerade fur die IPAH-Gruppe ist in Abbildung 18

dargestellt.
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Abbildung 18 IPAH: Streudiagramm mit Regressionsgerade flir die Assoziation von In(CA IX) mit dem BNP-
Spiegel. Pearsons r betrdgt in der IPAH-Gruppe 0,3964 (95%-Konfidenzintervall 0,1164 - 0,618) und ist
damit nicht relevant, da kleiner als 0,4. Die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,007 signifikant (p<0,05).

4.3.3 6-Minuten-Gehstrecke (6MWD)

Um zu Uberprifen, ob In(CA IX) mit der 6MWD korreliert, wurde ebenfalls Pearsons r
bestimmt und ein Streudiagramm mit Regressionsgerade erstellt. Das Streudiagramm
fur die IPAH-Gruppe ist in Abbildung 19 dargestellt. Pearsons r betragt fir die IPAH-
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Gruppe -0,3385 (95%-Konfidenzintervall -0,5505 bis -0,08551). Das Signifikanzniveau
liegt bei 0,0100. Der Zusammenhang ist zwar statistisch signifikant (p<0,05), allerdings

nicht relevant, da r > -0,04)
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Abbildung 19 IPAH: Streudiagramm mit Regressionsgerade fiir die Assoziation von In(CA IX) mit der 6MWD.
Pearsons r betrégt in der IPAH-Gruppe -0,3385 (95%-Konfidenzintervall -0,5505 bis -0,08551) und ist damit
nicht relevant, da kleiner als 0,4. die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,01 signifikant (p<0,05).

4.3.4 Cardiac Index

In der IPAH-Gruppe konnten wir keine signifikante Korrelation zwischen den CA IX-
Plasmaspiegeln und dem Cardiac Index feststellen. Der Korrelationskoeffizient
Pearsons r betragt fir diese Gruppe -0,2253 (95%-Konfidenzintervall -0,4357 bis
0,008471). Das Signifikanzniveau betragt 0,0589 und somit grofler als 0,05. Das

Streudiagramm mit Regressionsgerade ist in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20 IPAH: Streudiagramm mit Regressionsgerade fiir die Assoziation von In(CA IX) mit dem
Cardiac Index. Pearsons r betragt in der IPAH-Gruppe -0,2253 (95%-Konfidenzintervall -0,4357 bis
0,008471) und ist damit nicht relevant, da kleiner als 0,4. die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,0589
nicht signifikant (p>0,05).

47



4.3.5 Mittlerer pulmonal-arterieller Druck (mPAP)

In der IPAH-Gruppe betragt Pearsons r -0,02728 fir den Zusammenhang zwischen
In(CA IX) und den mPAP (95%-Konfidenzintervall -0,2557 bis 0,2041). P betragt 0,8188.

Somit liegt keine

signifikante

Korrelation vor. Das

Regressionsgerade ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21 IPAH: Streudiagramm mit Regressionsgerade fiir die Assoziation von In(CA IX) mit dem
mPAP. Pearsons r betrdgt in der IPAH-Gruppe -0,02728 (95%-Konfidenzintervall -0,2557 bis 0,2041) und
ist damit nicht relevant, da kleiner als 0,4. Die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,8188 nicht signifikant

(0>0,05).

4.3.6 Pulmonal vaskularer Widerstand (PVR)
In der IPAH-Gruppe liegt Pearsons r bei -0,005334 (95%-Konfidenzintervall -0,2351 bis
0,225), p betragt 0,9643. Es liegt also keine Korrelation zwischen den CA [X-
Plasmaspiegeln und dem PVR vor. Das Streudiagramm mit Regressionsgerade ist in
Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22 IPAH: Streudiagramm mit Regressionsgerade flir die Assoziation von In(CA IX) mit dem PVR.
Pearsons r betragt in der IPAH-Gruppe -0,005334 (95%-Konfidenzintervall -0,2351 bis 0,225) und ist damit
nicht relevant, da kleiner als 0,4. Die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,9643 nicht signifikant (p>0,05).
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4.4 CTEPH: Zusammenhang der CA IX-Plasmaspiegel mit
klinischen Parametern

4.4.1 NYHA-Klassen

Mittels Kruskal-Wallis-Test wurde ermittelt, ob sich die CA IX-Plasmaspiegel zwischen
den NYHA-Klassen unterscheiden. Abbildung 23 zeigt das Streudiagramm der CA [X-
Konzentration bei Patienten mit CTEPH, unterteilt nach NYHA-Klassen, dargestellt sind
die Einzelwerte, auRerdem Median und IQR. In Tabelle 13 sind die statistischen
Kennzahlen fur die CTEPH-Gruppe, aufgeteilt nach NYHA-Klassen, aufgeflhrt. Der im
Kruskal-Wallis-Test errechnete p-Wert betragt 0,0722 und somit unterscheiden sich die

CA IX-Plasmaspiegel zwischen den NYHA-Klassen nicht signifikant (p>0,05).
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Abbildung 23 CTEPH: Streudiagramm zur Darstellung der CA IX-Plasmaspiegel (in pg/ml) unterteilt nach
NYHA-Klassen 2,3 und 4. Kein Patient wurde in die NYHA-Klasse 1 eingeordnet. Die Punkte stellen dabei
die einzelnen erhobenen CA IX-Plasmaspiegel dar, die Fehlerbalken stellen den Median und den jeweiligen
IQR dar. Es zeigt sich im Kruskal-Wallis-Test kein signifikanter Unterschied der Spiegel zwischen den
NYHA-Klassen (p=0,0722).

Tabelle 13: Einteilung der Patienten in der CTEPH-Gruppe nach NYHA-Klassen (n= Personenanzahl in der
Jjeweiligen Klasse) und tabellarische Darstellung der statistischen Parameter Median, Minimum, Maximum
und IQR fiir die erhobenen CA IX-Plasmaspiegel in pg/ml.

NYHA Il (n=13) | pg/ml NYHA Il (n=38) | pg/ml | NYHA IV (n=7) pg/mi
Median 69,5 Median 93,25 | Median 166,6
Minimum 17,06 Minimum 6,827 | Minimum 73,81
Maximum 556,9 Maximum 499,9 | Maximum 704,8
IQR 64 IQR 122 IQR 141,54
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4.4.2 BNP-Spiegel

Um die Korrelation zwischen den CA IX-Plasmaspiegeln und BNP-Spiegeln zu
bestimmen, wurde ebenfalls der CA IX-Plasmaspiegel logarithmiert und Pearsons r
berechnet. In der CTEPH-Gruppe betragt Pearsons r 0,4335 (95%-Konfidenzintervall
0,1117 bis 0,673). P betragt 0,0104. Es besteht daher eine relevante (r>0,4) und
statistisch signifikante Korrelation (p<0,05) zwischen In(CA IX) und dem BNP-Spiegel.
In Abbildung 24 ist das Streudiagramm mit Regressionsgerade fir die CTEPH-Gruppe
dargestellt.
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Abbildung 24 CTEPH: Streudiagramm mit Regressionsgerade fiir die Assoziation von In(CA IX) mit dem
BNP-Spiegel. Pearsons r betrégt in der CTEPH-Gruppe 0,4335 (95%-Konfidenzintervall 0,1117 bis 0,673)
und ist damit relevant, da gréf3er als 0,4. Die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,0104 signifikant (p<0,05).

4.4.3 6MWD

In der CTEPH-Gruppe konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen In(CA
IX) und der 6MWD festgestellt werden. Pearsons r betragt -0,05314 (95%-
Konfidenzintervall -0,3189 bis 0,2203) und p betragt 0,7055. In Abbildung 25 ist das

Streudiagramm und die Regressionsgerade dargestellt.
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Abbildung 25 CTEPH: Streudiagramm mit Regressionsgerade fiir die Assoziation von In(CA IX) mit der
6MWD. Pearsons r betragt in der CTEPH-Gruppe -0,05314 (95%-Konfidenzintervall -0,3189 bis 0,2203)
und ist damit nicht relevant, da kleiner als 0,4. Die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,7055 nicht
signifikant (p>0,05).

4.4.4 Cardiac Index

In der CTEPH-Gruppe konnte keine signifikante Korrelation festgestellt werden.
Spearmans r betragt -0,006465 (95%-Konfidenzintervall -0,2378 bis 0,2255), p betragt
0,957. Das Streudiagramm und die Regressionsgerade sind in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26 CTEPH: Streudiagramm mit Regressionsgerade fiir die Assoziation von In(CA IX) mit dem
Cardiac Index. Pearsons r betrdgt in der CTEPH-Gruppe -0,006465 (95%-Konfidenzintervall -0,2378 bis
0,2255) und ist damit nicht relevant, da kleiner als 0,4. Die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,9570 nicht
signifikant (p>0,05).

4.4.5 mPAP

In der CTEPH-Gruppe konnte keine Korrelation zwischen In(CA IX) und dem mPAP
festgestellt werden. Spearmans r betragt 0,09922 (95%-Konfidenzintervall -0,1323 bis
0,3205), p betragt 0,4003. In Abbildung 27 ist das Streudiagramm und die

Regressionsgerade dargestellt.
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Abbildung 27 CTEPH: Streudiagramm mit Regressionsgerade flir die Assoziation von In(CA IX) mit dem
mPAP. Pearsons r betrdgt in der CTEPH-Gruppe 0,09922 (95%-Konfidenzintervall -0,1323 bis 0,3205) und
ist damit nicht relevant, da kleiner als 0,4. Die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,4003 nicht signifikant
(p>0,05).

4.4.6 PVR

Es konnte keine Korrelation zwischen In(CA IX) und dem PVR festgestellt werden.
Spearmans r betragt -0,11 (95%-Konfidenzintervall -0,3317 bis 0,1232), p betragt
0,3543. In Abbildung 28 ist das Streudiagramm und die Regressionsgerade dargestellt.
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Abbildung 28 CTEPH: Streudiagramm mit Regressionsgerade flir die Assoziation von In(CA IX) mit dem
PVR. Pearsons r betrdgt in der CTEPH-Gruppe -0,11 (95%-Konfidenzintervall -0,3317 bis 0,1232) und ist
damit nicht relevant, da kleiner als 0,4. Die Korrelation ist auf einem Niveau von 0,3543 nicht signifikant
(p>0,05).

4.5 Uni- und multivariate Uberlebensanalyse

4.5.1 Gesamte IPAH-Gruppe
In die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der IPAH-Gruppe gingen 35 Todesfélle und 37

zensierte Daten von Patienten ein, die zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch lebten.

Zensierte Daten sind in der Abbildung als senkrechter Strich dargestellt. Das mediane
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Uberleben in der IPAH-Gruppe betragt 2141 Tage. Die Kaplan-Meier-Kurve ist in
Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29 Kaplan-Meier-Kurve: IPAH-Gruppe; Uberlebenszeit in Tagen, Uberlebenswahrscheinlichkeit
in %. In die Analyse gingen 35 Todesfélle und 37 zensierte Daten ein, die durch einen senkrechten Strich
dargestellt sind. Das mediane Uberleben in der IPAH-Gruppe betrdgt 2141 Tage.

4.5.2 IPAH-Gruppe unterteilt in Quartile nach CA IX-Plasmakonzentration

Fir eine genauere Analyse der Uberlebenszeit, je nach CA IX-Plasmaspiegel, wurden
die CA IX-Konzentrationen in 4 Quartile unterteilt. Daraufhin wurden die
Uberlebenszeiten in den einzelnen Quartilen miteinander verglichen. Hierfiir wurde der
Log-rank-Test nach Mantel-Cox und der Logrank-Test flir den Trend herangezogen. In
das erste Quartil wurden 5 Todesfalle und 14 zensierte Daten eingeordnet, das mediane
Uberleben des ersten Quartils konnte nicht definiert werden, in das zweite Quartil wurden
8 Todesfalle und 9 zensierte Daten eingeordnet, das mediane Uberleben betrug 1712
Tage, in das dritte Quartil wurden 9 Todesfalle und 9 zensierte Daten eingeordnet, das
mediane Uberleben betrug 1912 Tage und in das vierte Quartil fielen 13 Todesfalle und
5 zensierte Daten, das mediane Uberleben in diesem Quartil betrug 881 Tage. Die

Kaplan-Meier-Kurve ist in Abbildung 30 dargestellt.

Im Mantel-Cox-Test ergibt sich fiir die IPAH-Gruppe ein Unterschied zwischen den
Quartilen mit einem Chi? von 9,58, dieser ist auf einem Niveau von p=0,0225 signifikant.
Im Logrank-Test fir den Trend ergibt sich ein Chi? von 8,456, p betragt 0,0036, somit ist

der Unterschied zwischen den Gruppen auch in diesem Test signifikant.
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Abbildung 30 Kaplan-Meier-Kurve: IPAH-Gruppe, eingeteilt in Quartile nach CA IX-Plasmakonzentration. 1.
Quartil (5 Todesfélle und 14 zensierte Daten), medianes Uberleben: nicht definiert; 2. Quartil (8 Todesfélle
und 9 zensierte Daten), medianes Uberleben 1712 Tage; 3. Quartil (9 Todesfélle und 9 zensierte
Daten),medianes Uberleben 1912 Tage; 4. Quartil (13 Todesfélle und 5 zensierte Daten), medianes
Uberleben 881 Tage. Mantel-Cox-Test: Chi>=9,58, p=0,0225; Logrank-Test fiir den Trend: Chi*=8,456,
p=0,0036.

4.5.3 Gesamte CTEPH-Gruppe
In die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der CTEPH-Gruppe gingen 20 Todesfélle und

54 zensierte Daten von Patienten ein, die zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch lebten.
Zensierte Daten sind als senkrechter Strich dargestellt. Die mediane Uberlebenszeit in
dieser Gruppe betragt 3278 Tage. Die Kaplan-Meier-Kurve fir die CTEPH-Gruppe ist in
Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31 Kaplan-Meier-Kurve: CTEPH-Gruppe; Uberlebenszeit in Tagen,
Uberlebenswahrscheinlichkeit in %. In die Analyse gingen 20 Todesfélle und 54 zensierte Daten ein, die
zensierten Daten sind durch einen senkrechten Strich dargestellt. Das mediane Uberleben in der CTEPH-
Gruppe betrdgt 3278 Tage.

54



4.5.4 CTEPH-Gruppe unterteilt nach CA IX-Plasmaspiegein
Die CETPH-Gruppe wurde ebenfalls nach CA IX-Plasmaspiegel in 4 Quartile unterteilt

und die Uberlebenszeiten der Quartile miteinander verglichen. Hierfiir wurde ebenfalls
der Log-rank-Test nach Mantel-Cox und der Logrank-Test flr den Trend herangezogen.
In das erste Quartil wurden 2 Todesfalle und 16 zensierte Daten eingeordnet, das
mediane Uberleben des ersten Quartils konnte nicht definiert werden, in das zweite
Quartil wurden 5 Todesfalle und 14 zensierte Daten eingeordnet, das mediane
Uberleben konnte auch in diesem Quartil nicht definiert werden, in das dritte Quartil
wurden 6 Todesfille und 13 zensierte Daten eingeordnet, das mediane Uberleben
betrug 3278 Tage und in das vierte Quartil wurden 7 Todesfalle und 11 zensierte Daten
einsortiert, das mediane Uberleben in diesem Quartil konnte ebenfalls nicht definiert

werden. Die Kaplan-Meier-Kurve ist in Abbildung 32 dargestellt.

Im Mantel-Cox-Test ergibt sich fir die CTEPH-Gruppe ein Unterschied zwischen den
Gruppen mit einem Chi? von 4,285, dieser ist bei einem p-Wert von 0,2323 nicht
signifikant. Im Logrank-Test flr den Trend ergibt sich ein Chi? von 3,843, p betragt 0,05,
somit ist der Unterschied zwischen den Gruppen in diesem Test ebenfalls nicht

signifikant.
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Abbildung 32 Kaplan-Meier-Kurve: CTEPH-Gruppe, eingeteilt in Quartile nach CA IX-
Plasmakonzentration. 1. Quartil (2 Todesfélle und 16 zensierte Daten), medianes Uberleben: nicht
definiert; 2. Quartil (5 Todesfélle und 14 zensierte Daten), medianes Uberleben: nicht definiert; 3. Quartil
(6 Todesfélle und 13 zensierte Daten),medianes Uberleben 3278 Tage; 4. Quartil (7 Todesfélle und 11
zensierte Daten), medianes Uberleben: nicht definiert. Mantel-Cox-Test: Chi?= 4,285, p=0,2323, nicht
signifikant; Logrank-Test fiir den Trend: Chi?=3,843, p= 0,05, nicht signikant

4.5.5 Cox-Regressions-Analyse flir die IPAH-Gruppe

Die Cox-Regressions-Analyse wurde verwendet, um zu Uberprifen, ob der CA IX-
Plasmaspiegel auch in einer multivariaten Analyse des Uberlebens als relevanter

Parameter standhalt. Fur die Analyse der IPAH-Gruppe waren 24 (32,9%) Todesfalle
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und 29 (39,7%) zensierte Daten verfugbar, 20 Falle (27,4%) wurden aufgrund von
fehlenden Daten nicht verwendet. Die Kovariaten stellen der CA |IX-Plasmaspiegel,
mPAP, PVR, Cl, 6MWD, BNP, Alter und Geschlecht dar. In der Analyse wird deutlich,
dass der CA IX-Plasmaspiegel in der IPAH-Gruppe einen starken Pradiktor darstellt. Er
bleibt auch nach dem AusschlieRen der schwacheren Kovariaten (PVR, CI, BNP, Alter
und Geschlecht) mit einer Hazard Ratio von 1,007 (95%-Konfidenzintervall 1,003 bis
1,001) und einer Signifikanz von <0,001 erhalten. Ahnlich stark ist der mPAP mit einer
Hazard Ratio von 1,070 (95%-Konfidenzintervall 1,034 bis 1,107) und einer Signifikanz
von ebenfalls <0,001. Die 6MWD stellt sich ebenfalls als starker Pradiktor mit einer
Hazard ratio von 0,996 (95%-Konfidenzintervall 0,993 bis 1,000) auf einem
Signifikanzniveau von 0,037 dar. In Tabelle 14 wird der schrittweise Ausschluss der
schwacheren Kovariaten mit der jeweiligen Hazard Ratio, dem dazugehdrigen 95%-

Konfidenzintervall und der Signifkanz dargestellit.
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Tabelle 14: Cox-Regressionsanalyse der IPAH-Gruppe: Die Tabelle soll verdeutlichen, wie schrittweise die
schwécheren Kovariaten ausgeschlossen werden, bis am Ende die 3 stérksten Kovariaten (brigbleiben. In
diesem Fall sind es mPAP, die 6-Minute-Walk-Distance und der CA IX-Plasmaspiegel. Dargestellt wird die
Hazard Ratio fir die jeweilige Kovariate, das dazugehérige 95%-Konfidenzintervall und das
Signifikanzniveau.

Hazard 95,0% Konfidenzinterv. fir HR
Ratio Untere Obere
Signifikanz (HR) Grenze Grenze

Schritt 1 Age 0,334 1,022 0,978 1,067
sex 0,309 0,563 0,186 1,702

mPAP 0,086 1,069 0,991 1,153

PVR 0,772 1,000 1,000 1,000

Cl 0,663 0,969 0,843 1,115

BNP 0,522 1,000 0,999 1,002

6min-Walk 0,196 0,997 0,993 1,001

CA IX 0,003 1,006 1,002 1,009

Schritt 2 Age 0,326 1,022 0,978 1,068
sex 0,281 0,550 0,185 1,633

mPAP 0,000 1,079 1,034 1,125

Cl 0,296 0,954 0,873 1,042

BNP 0,533 1,000 0,999 1,002

6min-Walk 0,204 0,997 0,993 1,001

CA IX 0,003 1,005 1,002 1,009

Schritt 3 Age 0,177 1,028 0,988 1,070
sex 0,363 0,649 0,255 1,648

mPAP <0,001 1,081 1,036 1,128

Cl 0,277 0,953 0,873 1,040

6min-Walk 0,212 0,997 0,994 1,001

CA IX 0,002 1,006 1,002 1,009

Schritt 4 Age 0,252 1,023 0,984 1,063
mPAP <0,001 1,079 1,034 1,125

Cl 0,410 0,966 0,888 1,049

6min-Walk 0,114 0,997 0,993 1,001

CA IX 0,002 1,006 1,002 1,009

Schritt 5 Age 0,298 1,020 0,982 1,060
mPAP <0,001 1,083 1,039 1,128

6min-Walk 0,090 0,997 0,993 1,001

CA IX 0,002 1,006 1,002 1,009

Schritt 6 mPAP <0,001 1,070 1,034 1,107
6min-Walk 0,037 0,996 0,993 1,000

CA IX <0,0001 1,007 1,003 1,010

4.5.6 Cox-Regressions-Analyse: CTEPH-Gruppe

Bei der Anwendung der Cox-Regressions-Analyse der CTEPH-Gruppe féllt auf, dass die
CA IX-Spiegel in dieser Gruppe eine schwachere Kovariate darstellen, sie stellen keinen
signifikanten Pradiktor dar, im letzten Schritt, in dem der CA IX-Plasmaspiegel noch in
der Analyse enthalten ist, betragt die Hazard Ratio 0,972, bei einem 95%-
Konfidenzintervall von 0,926 bis 1,02, das Signifikanzniveau liegt bei 0,243. Da das
95%-Konfidenzintervall um 1 herum liegt und keine signifikante Risikoanderung durch
eine Erhohung der CA IX-Plasmaspiegel zu erwarten ist, stellt dieser in der vorliegenden
Arbeit keinen Préadiktor fir das Uberleben in der CTEPH-Gruppe dar.

Tabelle 15: Cox-Regressionsanalyse der CTEPH-Gruppe: Wiederum schrittweiser Ausschluss der
schwécheren Kovariaten, bis am Ende die 3 starksten Kovariaten librigbleiben. In diesem Fall sind es mPAP,
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der Cardiac Index und der BNP-Spiegel. Dargestellt wird die Hazard Ratio fiir die jeweilige Kovariate, das
dazugehoérige 95%-Konfidenzintervall und das Signifikanzniveau.

95,0% Konfidenzinterv. flr
Hazard HR
Signifikanz  Ratio (HR) Untere Obere
Schritt 1 Age 0,789 0,975 0,808 1,176
sex 0,150 17,409 0,357 849,398
mPAP 0,028 0,747 0,576 0,970
PVR 0,280 1,008 0,993 1,023
Cl 0,018 1,973 1,126 3,456
BNP 0,044 1,008 1,000 1,016
6min-Walk 0,470 0,995 0,980 1,009
CA IX 0,132 0,959 0,908 1,013
Schritt 2 sex 0,142 18,355 0,377 893,617
mPAP 0,028 0,746 0,575 0,968
PVR 0,246 1,009 0,994 1,023
Cl 0,018 1,969 1,122 3,453
BNP 0,045 1,008 1,000 1,016
6min-Walk 0,491 0,995 0,983 1,008
CA IX 0,138 0,960 0,909 1,013
Schritt 3 sex 0,076 34,314 0,688 1710,481
mPAP 0,042 0,757 0,579 0,990
PVR 0,356 1,007 0,992 1,022
Cl 0,024 1,956 1,090 3,509
BNP 0,044 1,008 1,000 1,016
CA IX 0,163 0,962 0,911 1,016
Schritt 4 sex 0,111 17,381 0,521 579,616
mPAP 0,033 0,830 0,699 0,985
Cl 0,023 1,656 1,074 2,553
BNP 0,033 1,009 1,001 1,016
CA IX 0,243 0,972 0,926 1,020
Schritt 5 sex 0,120 4,259 0,684 26,516
mPAP 0,041 0,848 0,724 0,993
Cl 0,001 1,361 1,126 1,645
BNP 0,061 1,006 1,000 1,013
Schritt 6 mPAP 0,061 0,873 0,757 1,007
Cl 0,001 1,290 1,105 1,507
BNP 0,095 1,006 0,999 1,012

4.6 Carboanhydrase XIi
4.6.1 Kommerziell verfugbare ELISA-Kits

Urspringlich war neben der Bestimmung der CA 1X-Plasmaspiegel die Bestimmung der
CA XlI-Plasmaspiegel geplant. Fir die Bestimmung der Spiegel wurden alle zu der Zeit
verfugbaren, kommerziellen ELISA-Kits getestet (1. SED079Hu Carbonic Anhydrase XIlI
ELISA-Kit, Cloud Clone Corp., Houston, Texas, USA; 2. CA 12 ELISA-Kit (Human),
AVIVA Systems Biology, San Diego, Kalifornien, USA, Catalog-Number: OKEH02509).
Allerdings erbrachten diese ELISA-Kits, bei Durchflihrung nach Herstellerangaben, bei
uns keine reliablen und reproduzierbaren Ergebnisse. Nach frustraner Testung aller
verfugbaren Kits, versuchten wir die Etablierung eines eigenen ELISA-Tests. Allerdings
konnten wir keinen ELISA-Test entwerfen, der verlasslich die CA Xll-Konzentration
bestimmen konnte. Mdgliche Fehlerquellen wie Inkompatibilitat der verwendeten Primar-

und Sekundarantikérper konnten durch die Verwendung adaquater Antikorper
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ausgeschlossen werden. Wir vermuten, dass eine Kreuzreaktivitat mit anderen
Antigenen vorliegt und noch kein wirklich zuverlassiger Nachweis der CA XII-
Plasmaspiegel moglich ist. Dafir spricht, dass eine Pubmed-Recherche keine
Ergebnisse zeigt, die die Suchbegriffe ,Carbonic anhydrase 12 in Kombination mit
,Elisa“, ,Serum® oder ,Plasma“ enthalten (Stand 07/23).

4.6.2 Versuch der Etablierung eines eigenen ELISA-Kits:
Verwendete Protokoll-Vorlage: Abnova Sandwich ELISA Protocol for matched Antibody

pair (Abnova, Taipeh, Taiwan)

Verwendete Antikorper: 1. CA12 (Human) Matched Antibody Pair (Abnova, Taipeh,
Taiwan) - Capture antibody: mouse monoclonal anti-CA12. Detection antibody: rabbit
purified polyclonal anti-CA12 2. Sekundar-Antikérper: Goat anti-Rabbit IgG
(Thermofisher, Waltham, Massachusetts, USA)

Verwendeter Standard: Recombinant Human Carbonic Anhydrase Xl Protein

(RnDSystems, Minneapolis, Minnesota, USA)

Der erste Versuch wurde exakt nach der Protokoll-Vorlage fir ELISA-Kits durchgeflhrt,
die von Abnova zur Verfugung gestellt wird. Bei diesem Versuch konnten jedoch nur
sehr schwache Signale erzeugt werden, die wir fur eine Auswertung nicht verwenden
konnten. Nach Anpassung des Protokolls, wie einer verlangerten Inkubationszeit und
einer verlangerten Einwirkungszeit des Substrats, erhielt man Signale im Plattenreader.
Leider waren die Ergebnisse nicht reproduzierbar, in mehreren Versuchsreihen und mit
verschiedenen Standards, konnte in der Verdiinnungsreihe kein Signal erzeugt werden,

das starker war als die Negativkontrolle.
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Central lllustration: CA IX und CAXII als mégliche Biomarker fir Pulmonale Hypertonie

Pulmonale Hypertonie?

CA IX und CAXII wird bei verschiedenen malignen Erkrankungen exprimiert. Bedeutung fiir die

Tiermodell: Immunhistochemie
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Abbildung 33 Central lllustration: Fragestellung, durchgefiihrte Arbeiten, wichtigste Ergebnisse
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5. Diskussion

Unter der Fragestellung, ob Carboanhydrasen bei Patienten mit Pulmonaler Hypertonie
in erhéhter Konzentration im Blut nachgewiesen werden kdénnen, untersuchten wir die
CAIlX-Plasmaspiegel im Blut von Patienten mit IPAH und CTEPH, flhrten
Korrelationsanalysen mit verschiedenen hamodynamischen Parametern und
Uberlebensanalysen durch. In der IPAH-Gruppe zeigte sich hierbei ein signifikanter
Zusammenhang zwischen einem erhéhten CA IX-Spiegel und einer kiirzeren

Uberlebenszeit.

Um herauszufinden, ob eine Pulmonale Hypertonie aulerdem mit einer erhéhten
Expression von CA IX (bzw. CA XIl) im Lungengewebe einhergeht, wurde mittels
Immunhistochemie untersucht, ob sich bei Mausen, bei denen artifiziell eine PH
ausgelost wurde, eine erhdhte Expression von CAIX bzw. CAXIl zeigt. In dieser
Untersuchung zeigte sich tatsachlich ein Trend hin zu einer erhéhten pulmonal-

vaskularen CA IX-Expression, die Ergebnisse sind jedoch nicht statistisch signifikant.

5.1 CA IX- und CA Xll-Expression im Tiermodell

In der vorliegenden Arbeit wurden Lungen von Mausen immunhistochemisch untersucht,
bei denen ein Hypoxie-bedingtes GefalR-Remodeling und damit eine artifizielle
pulmonale Hypertonie erzeugt wurde. Eine signifikante Erhdhung der CA IX- bzw. CA
Xll-Expression konnten wir nicht nachweisen, jedoch einen Trend hin zu einer
vermehrten Expression in den Lungen von Mausen, die einer Hypoxie ausgesetzt waren.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die CA IX und CA XII unter Hypoxie-Bedingungen
(nicht signifikant) vermehrt exprimiert wird. Nicht ersichtlich ist jedoch, ob CA IX bzw. CA
XIl eine Rolle in der Induktion von Hypoxie-bedingten GefalRveranderungen einnimmt

und somit an der Entstehung der artifiziellen pulmonalen Hypertonie beteiligt ist.

5.2 Mogliche Ursache fur die nicht-signifikante Erhohung der
CAIX-Spiegel

Wir konnten in der vorliegenden Studie keine statistisch signifikante Erhéhung der
Carboanhydrase-IX-Spiegel bei Patienten mit IPAH und CTEPH im Vergleich mit der
Kontrollgruppe feststellen, jedoch ist ein Trend hin zu einer Erhéhung sichtbar geworden.
In der IPAH-Gruppe betragt der Median 96 pg/ml, der IQR betragt 108,4 pg/ml. In der
CTEPH-Gruppe betragt der Median 96,8 pg/ml, der IQR 115,4 pg/ml. In der Non-PH-
Gruppe betragt der Median 63,1 pg/ml, der IQR betragt 93 pg/ml. Eine Ursache fur die
nicht-signifikante Erhéhung der CA IX-Plasmaspiegel konnte die Tatsache darstellen,

dass in dieser Arbeit die I6sliche Form der CA IX untersucht wurde. Die CA IX liegt in

61



zwei Formen vor, in der Zell-gebundenen Form als Transmembranprotein und in einer
I6slichen Form (Zavada et al. 2003). In einer Arbeit zu Nierenzellkarzinomen wurde zwar
in-vitro in Tumor-Zelllinien eine relativ hohe CA [X-Konzentration festgestellt, in
Blutplasma-Proben war jedoch die Konzentration ungefahr 1000-mal niedriger (Zavada
et al. 2003). AulRerdem variierte die Konzentration stark und korrelierte nicht mit der
Tumorgrofie. Als wahrscheinlichster Grund, dass die CA IX tberhaupt in einer I8slichen
Form vorliegt, wird eine proteolytische Abspaltung des extrazellularen Teils der CA IX
gesehen (Zavada et al. 2003).

5.3 Die Non-PH-Gruppe im Vergleich mit Kontrollgruppen
anderer Studien

Die CA IX-Plasmaspiegel der Non-PH-Gruppe weisen einen Mittelwert von 78,6
(Standardabweichung 48,7) und einen Median von 63,1 (IQR 93) auf.

Einige Studien zu CA IX-Plasmaspiegeln bei Krebserkrankungen haben als Vergleichs-
gruppe gesunde Probanden herangezogen. Die Plasma- bzw. Serumspiegel
unterscheiden sich zwischen den Studien deutlich. Die Autoren einer Studie zu
Lungenkrebs-Erkrankungen erhoben in der Kontroll-Gruppe Serum-CA [IX-Spiegel mit
einem Median von 56,54 pg/ml (IQR=41,83-94,18) (Cheng et al. 2015). In einer Studie
zum NSCLC von llie et al. wurde in der Kontroll-Gruppe ein Mittelwert von 2,48 pg/mli
(Spannweite 0-16,65) gemessen, diese Arbeitsgruppe verwendete Heparin-Plasma flr
die Untersuchung (M llie et al. 2010). Schitze et al. geben den Mittelwert der Kontroll-
Gruppe in einer Studie zum Mammakarzinom mit 199 pg/ml (Spannweite 26-1133) an
(Schitze et al. 2013). In dieser Studie wurde Serum zur Analyse verwendet. In einer
weiteren Arbeit zum Mammakarzinom von Brown-Glaberman et al. betragt der Mittelwert
20,5 pg/ml (Spannweite 8,8-41,2) (Brown-Glaberman et al. 2016). In einer Arbeit zum
Keimzelltumor des Hodens von Kalavska et al. betrug der Mittelwert des Plasmaspiegels
in der Kontroll-Gruppe 249,6 (Standardabweichung: 100) (Kalavska et al. 2016). In einer
Studie zum HELLP-Syndrom wurden in der Kontroll-Gruppe sehr niedrige Werte mit
einem Median von 1,10 pg/ml (IQR=0,78-1,39) festgestellt (Mentese et al. 2018).

Im Vergleich zu den erwahnten Studien liegen die CA IX-Plasmaspiegel der Non-PH-
Gruppe im Mittelfeld. Ein gutes Zeichen, da in den erwahnten Studien periphervenoses
Blut herangezogen wurde, wir verwendeten fur die vorliegende Arbeit
pulmonalarterielles Blut. In zuklinftigen Arbeiten wird zu Uberprifen sein, inwiefern sich
die CA IX-Plasmaspiegel in peripher-venésem und pulmonal-arteriellem Blut

unterscheiden.
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5.4 Mogliche Rolle der CA IX in der Pathophysiologie der PH

5.4.1 Uberschneidungen mit malignen Erkrankungen

Die IPAH wird durch endotheliale Dysfunktion, ein Ungleichgewicht zwischen
vasodilatativen und vasokonstriktiven Mediatoren mit einer folgenden Vasokonstriktion
und ein vaskulares Remodeling ausgeldst (Erdmann 2011). Unklar ist bislang, ob die CA
IX an den pathophysiologischen Prozessen bei der Entstehung der IPAH beteiligt ist.
Das vaskulare Remodeling bei der IPAH ist vergleichbar mit dysregulierten Prozessen,
die ursachlich fur verschiedene Krebserkrankungen sind. Beim vaskuldren Remodeling
bei der IPAH muss zwischen den einzelnen Gefallschichten unterschieden werden,
Haupttreiber der Gefalveranderungen sind Inflammation, Hypoxie und metabolische
Dysfunktion (Stacher et al. 2012). Funktionen der Carboanhydrasen sind unter anderem
ein Saure-Base-Ausgleich, SignalUbertragung und Proliferationsprozesse (Frost and
McKenna 2014, p. 10). Nicht verwunderlich ist also, dass sich viele Studien mit der Rolle
der Carboanhydrasen bei malignen Erkrankungen beschéaftigen. Die genaue Rolle von
Carboanhydrasen bei der Kanzerogenese ist bislang ungeklart, es wird vermutet, dass
die membrangebundenen CA IX und XIl eine Ansauerung des, den Tumor umgebenden,
Gewebes verursachen und so Tumorwachstum und -ausbreitung férdern, da ein saurer
extrazellularer pH-Wert eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Tumorerkrankungen
spielt, auBerdem kénnten Carboanhydrasen eine wichtige Rolle bei der Anpassung von

Tumoren an hypoxische Bedingungen spielen. (Pastorekova et al. 2019)

5.4.2 Warburg-Hypothese und Bedeutung der Carboanhydrase IX

Die Warburg-Hypothese wurde urspringlich 1923 vom Nobelpreistrager Otto H.
Warburg postuliert und besagt, dass Tumorzellen durch eine irreversible Schadigung
von Mitochondrien entstinden (Vaupel and Multhoff 2021). Begrindet wurde diese
Annahme dadurch, dass in Tumorgeweben vermehrt Glucose zu Lactat umgesetzt
wurde, somit eine anaerobe Glycolyse ablaufen misse, obwohl gentigend Sauerstoff fur
eine aerobe Glykolyse vorhanden ware, Warburg postulierte, dass dieser Mechanismus
der universelle Grund fir die Onkogenese sei. Im Laufe der zweiten Halfte des 20.
Jahrhunderts mehrten sich die Hinweise darauf, dass die anaerobe Glykolyse eine
zentrale Rolle bei der metabolischen Umstellung in malignen Zellen darstellt, allerdings
sei die Ursache fur die Entstehung von malignen Zellen weitaus vielfaltiger und wird
durch Aktivierung von Onkogenen, Deaktivierung von Tumorsupressorgenen und

Hochregulation von Signalwegen ausgelést (Vaupel and Multhoff 2021).

Die Rolle der Carboanhydrase IX (und Il) im Voranschreiten der malignen Entartung ist

am ehesten eine unterstlitzende Funktion. Das in der Zelle entstandene Lactat wird aus
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der Krebszelle transportiert, diese Transportprozesse werden unter anderem durch
Umwandlung von, in den Stoffwechselprozessen entstehendem, CO2 zu H+ und 02
durch die Carboanhydrasen begtinstigt. Die entstehende extrazellulare Ansauerung wird

als wichtiger Bestandteil des Tumorwachstums betrachtet (Vaupel and Multhoff 2021).

5.4.3 Carboanhydrase IX als moglicher Biomarker fiir Hypoxie und
Azidose des Lungengewebes

Lee et al. haben in einer Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass die CA IX bei einem
akutem Lungenschaden, der mit einer Azidose einhergeht, an Gefalireparaturprozessen
beteiligt seien kénnte, da sie nachweisen konnten, dass die CA IX in pulmonalen
mikrovaskularen Endothelzellen notwendig ist, um in einer azidotischen
Stoffwechsellage fiir einen stabilen pH zu sorgen, der fir eine Angiogenese notwendig
ist (Lee et al. 2018).

Eine Azidose entsteht bei der PH aus einer Aneinanderreihung von Umstanden (Oishi
and Fineman 2016). Die pulmonale Hypertonie fuhre zu einer Zunahme des
rechtsventrikularen enddiastolischen Drucks und Volumens, dadurch komme es zu
einem Shift des Kammerseptums zur linken Kammer. Dies flhre zu einer Abnahme des
linksventrikularen enddiastolischen Drucks und des Schlagvolumens. Ein erniedrigter
Auswurf ist die Folge. Es kommt zu einer Abnahme der peripheren Sauerstoffversorgung
mit metabolischer Azidose. Der reduzierte pulmonale Blutfluss flhrt zu einer vermehrten
Totraumventilation, was eine respiratorische Azidose beglnstigt. Eine gesteigerte
Vasokonstriktion ist die Folge. Durch eine vermehrte Dehnung der Lungengefaf’e und
durch perivaskuldare Odeme kommt es zu einer Obstruktion der kleinen und grofRen
Atemwege mit weiterer Zunahme des Ventilations-Perfusions-Mismatchs und einer
Abnahme der Compliance. Es entsteht ein Kreislauf aus Hypoxamie, Hyperkapnie und
Azidose, der unbehandelt zu Rechtsherzversagen und Tod fiihrt. Daher ist eine
Vermeidung von Hypoxie und Azidose auch von fundamentaler Bedeutung in der

Therapie von Patienten mit PH (Oishi and Fineman 2016).

In der vorliegenden Arbeit konnte zwar kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwi-
schen der Hohe des CA [X-Plasmaspiegels und hamodynamischen Parametern
festgestellt werden, jedoch konnten wir feststellen, dass ein erhdhter Plasmaspiegel (in
der IPAH-Gruppe) mit einem schlechteren Uberleben einhergeht. Mdglicherweise zeigt
der CA IX-Plasmaspiegel eine Veranderung im MikrogefalRsystem der Lunge an, bevor
sich die Anderungen in klinischen oder hAmodynamischen Parametern zeigen. Um diese
Hypothese zu Uberprifen, misste in zukilnftigen Arbeiten untersucht werden, ob sich

bei Patienten mit einem erhohten CA IX-Plasmaspiegel im Verlauf eine
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Verschlechterung der Hamodynamik einstellt, da in dieser Arbeit nur Blutproben und
hamodynamische Parameter herangezogen wurden, die von der ersten
Rechtsherzkatheter-Untersuchung stammen und keine Proben aus Verlaufskontrollen

untersucht wurden.

5.4.4 Rolle von CA IX beim Hypoxie-Signaling

Der Hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) nimmt eine Schlisselrolle in der Sauerstoff-
Homoostase ein, die Aktivitat von HIF-1 wird durch Hypoxie ausgeldst und aktiviert
wiederum die Gentranskription, indem es an das Hypoxia Response Element (HRE)
bindet (Semenza 2014). Dadurch werden Proteine, wie beispielsweise VEGF, PGF,
EPO, Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2 vermehrt exprimiert. Als Folge dessen wird die

Gewebevaskularisation und Sauerstoffverteilung positiv beeinflusst (Semenza 2014).

Auch im Promoter des CA IX-Gens ist ein HRE nachgewiesen worden, CA IX wird durch

diesen Umstand bei Hypoxie vermehrt exprimiert (Kaluz et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit geht ein hdherer CA IX-Plasmaspiegel mit einer verkurzten
Uberlebenszeit einher. CA IX wird durch Hypoxie vermehrt exprimiert, daher lasst sich
die Hypothese aufstellen, dass die CA IX eine Gewebehypoxie anzeigt, die wiederum
die Uberlebenszeit negativ beeinflusst. Die Hohe der CA IX-Spiegel korreliert in dieser
Arbeit nicht mit der Krankheitsschwere, allerdings kénnte CA IX einen zusatzlichen
prognostischen  Parameter liefern. Um den Zusammenhang zwischen
Carboanhydrasen, Gewebehypoxie und Prognose der Erkrankung genauer zu
erforschen, sollte in zuklnftigen Arbeiten der Zusammenhang zwischen CA |IX-Spiegeln

und etablierten Biomarkern fir Gewebehypoxie untersucht werden.

5.4.5 Apoptose der Endothelzellen als Ursache fiir erhohte CA IX-
Plasmaspiegel

Einer der wichtigsten pathologischen Prozesse in der Pathophysiologie der IPAH ist die
Endothelneubildung mit Entstehung plexiformer Lasionen (Erdmann 2011). Ursache ist
eine vermehrte Apoptose der Endothelzellen und folglich die Entwicklung einer
Apoptose-Resistenz und unkontrollierter Endothelneubildung. Bei der Carboanhydrase
IX handelt es sich um ein Transmembranprotein. Daher kdnnte die gesteigerte Apoptose
des Endothels der Pulmonalarterien zu einer erhéhten Nachweisbarkeit im pulmonal-
vendsen Blut fihren. Zu begriinden ware diese Annahme damit, dass ein wichtiger Teil
der Apoptose in der proteolytischen Spaltung von Proteinen besteht (Solary et al. 1998).
Durch diese proteolytische Spaltung kommt es am wahrscheinlichsten zu einer

Nachweisbarkeit der 16slichen Form von CA IX im Blut (Zavada et al. 2003).
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5.5 Ergebnisse im Kontext der klinischen Anwendung

Die Diagnostik der Pulmonalen Hypertonie beinhaltet verschiedene apparative
Untersuchungen, wie Lungenfunktionstestungen, Echokardiographie, Spiroergometrie
und verschiedene bildgebende Verfahren, wie Ventilations-Perfusion-Szintigrafie, MRT-
oder Kontrastmittel-CT-Untersuchungen (Gali¢ et al. 2016). Zur definitiven
Diagnosestellung ist allerdings zwingend eine Rechtsherzkatheter-Untersuchung
erforderlich. Es gibt bisher keinen etablierten Biomarker zur Diagnostik der Pulmonalen
Hypertonie. Um die Herzbelastung zu objektivieren, wird BNP bzw. NT-pro-BNP
bestimmt (Maron et al. 2016, p. 233). Priméares Ziel dieser Arbeit war die Etablierung
eines neuen Biomarkers zur Diagnostik der PH. Die diagnostische Gute ist allerdings
eher schwach. Es ergeben sich jedoch Hinweise darauf, dass die CA IX-Spiegel in der
Prognostik der PH eine Rolle spielen kdnnten, da ein erhéhter CA IX-Spiegel in der
untersuchten Population in der IPAH-Gruppe signifikant mit einem schlechteren
Uberleben einhergeht. Vielversprechend ist ebenso die Korrelation mit BNP. In der
untersuchten Patientenpopulation ergibt sich in der CTEPH-Gruppe eine relevante,
statistisch signifikante Korrelation, in der IPAH-Gruppe ist die Korrelation zwar

signifikant, jedoch nicht relevant.

5.5.1 Diagnostische Giite des CA IX-Plasmaspiegels in der Diagnostik der
IPAH und der CTEPH

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Diagnose einer IPAH die Sensitivitat mit 54,79%
und die Spezifitat mit 70% berechnet, die Sensitivitat fir die Diagnose einer CTEPH bei
56,76%, die Spezifitat mit ebenfalls 70%. Damit ist die diagnostische Gite in der
untersuchten Patientenpopulation eher schwach und aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse ist eine Bestimmung des CA IX-Spiegels allein nicht ausreichend, um eine
PH zu diagnostizieren oder sogar invasive Untersuchungen zu ersetzen. In zukunftigen
Arbeiten wird zu untersuchen sein, ob eine Kombination mit anderen Parametern zu

einer Erhohung der Sensitivitat und Spezifitat fihren kann.

5.5.2 CA IX als moglicher prognostischer Biomarker

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit nachweisen, dass in der IPAH-Gruppe ein
héherer CA 1X-Spiegel mit einer schlechteren Prognose einhergeht. Fir diese Analyse
zogen wir die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse heran. Dafiir wurden die Patienten,
unterteilt nach der jeweiligen Diagnose und nach der Héhe des CA IX-Spiegels in
Quartile eingeteilt und anschliefend die einzelnen Quartile miteinander verglichen. Die
Berechnung ergab statistisch signifikante Unterschiede der Uberlebenszeiten, dabei

ging die Einordnung in ein héheres Quartil mit einem schlechteren Uberleben einher.
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Der CA |IX-Spiegel hielt in der IPAH-Gruppe auch einer multivariaten Cox-Regressions-

Analyse stand.

5.5.3 Analyse der Assoziation von CA IX-Plasmaspiegeln mit
hamodynamischen und klinischen Parametern

Untersucht wurde auch der Zusammenhang der CA [X-Plasmaspiegel mit den
hamodynamischen Parametern mPAP, PVR und dem CI. In der vorliegenden Arbeit
konnte weder in der IPAH- noch in der CTEPH-Gruppe ein statistisch signifikanter

Zusammenhang mit diesen Parametern festgestellt werden.

5.5.4 Kein signifikanter Unterschied zwischen den NYHA-Klassen

Es konnte weder in der IPAH- noch in der CTEPH-Gruppe ein signifikanter Unterschied
der CA IX-Plasmaspiegel zwischen den NYHA-Klassen festgestellt werden. Jedoch Iasst
sich in beiden Gruppen der Trend feststellen, dass die Einstufung in eine hdhere NYHA-
Klasse mit einer Erhéhung des Spiegels einhergeht. In der untersuchten
Patientenpopulation sind keine Patienten vertreten, die in NYHA-Klasse 1 einzuordnen
waren und vergleichsweise wenige Patienten der NYHA-Klasse 4 vertreten, diese
Tatsache konnte die statistisch berechneten Unterschiede zwischen den Klassen

schwéchen.

5.5.5 Zusammenhang der CA IX-Plasmaspiegel mit BNP

Bei der Analyse der Assoziation von CA IX-Plasmaspiegeln mit den BNP-
Plasmaspiegeln ist auffallig, dass in der IPAH-Gruppe eine statistisch signifikante,
jedoch nicht relevante Korrelation festgestellt werden konnte. In der CTEPH-Gruppe
I&sst sich sogar eine statistisch signifikante und auch relevante Korrelation zwischen den
CA IX- und BNP-Plasmaspiegeln feststellen. BNP stellt einen etablierten Biomarker fur
die Belastung des Herzens dar (Maron et al. 2016, p. 233). In zukinftigen Arbeiten ist
zu Uberprifen, ob ein Zusammenhang von CA IX-Plasmaspiegeln mit der Auspragung

einer Herzinsuffizienz bzw. einer Belastung des Herzens besteht.
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5.6 Nachste Fragestellungen

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergeben sich neue Fragestellungen, die
in weiteren Arbeiten zu untersuchen waren. Eine Auswahl ist in den folgenden

Abschnitten aufgefiihrt.

5.6.1 CA IX-Plasmaspiegel als ,,Frihwarnsystem* klinischer
Verschlechterung

Interessant ware eine prospektive Studie, bei der in Verlaufskontrollen die CA IX-Spiegel
bestimmt werden, um zu erkennen, ob dieser die Mdglichkeit einer Friiherkennung
klinischer Verschlechterung bietet. Auch wenn die erhobenen Spiegel nicht mit den, zum
Zeitpunkt der Blutentnahme erhobenen, klinischen und hamodynamischen Parametern
korreliert, ware denkbar, dass bei den Patienten in Folgeuntersuchungen eine
Verschlechterung eintritt, da sich in dieser Arbeit in der IPAH-Gruppe ein

Zusammenhang eines hohen CA IX-Spiegels mit einem schlechteren Uberleben zeigte.

5.6.2 Vergleich der Spiegel in peripheren und zentralen Blutproben

Interessant ware aullerdem ein Vergleich von CA IX-Spiegeln im zentralen und
peripheren Blut. Dieser Vergleich wirde Erkenntnisse liefern, ob die 16sliche Form der
CA IX ubiquitar in gleicher Konzentration messbar ist oder in pulmonalarteriellen
Blutproben in erhdhter bzw. verminderter Konzentration vorliegt. Durch diese
Untersuchung lieRRe sich genauer differenzieren, ob es im Lungengefalisystem vermehrt
zur Freisetzung von CA IX kommt. Sollten sich die CA IX-Spiegel in zentralen und
peripheren Blutproben nicht unterscheiden, wirden einfache Blutentnahmen

ausreichen, um den CA IX-Spiegel in weiteren Studien zu untersuchen.

5.6.3 Verlaufskontrollen der CA IX-Plasmaspiegel zur Therapie-Evaluation

Interessant ware des Weiteren, ob sich die CA IX-Plasmaspiegel zur Therapie-
Evaluation eignen kénnten. Dafur kdnnten die Spiegel bei Patienten mit verschiedenen
Therapieregimen erhoben werden und in Kontrolluntersuchungen wiederum der CA [X-
Plasmaspiegel bestimmt werden. Interessant ware, ob eine Verschlechterung des
Patienten und damit die Notwendigkeit einer Anderung des Therapieregimes mit einer
Erhdéhung der Spiegel einhergehen wirde. Ziel dieser Studie wirde in der Erleichterung
von Kontrolluntersuchungen liegen, da wiederholte Rechtsherzkatheter-

Untersuchungen zur Therapie-Evaluation vermieden werden kénnten.

5.7 Outlook / Therapeutische Moglichkeiten
Es gibt bisher keine kausale Therapie fir die IPAH, die bisher etablierten

Therapieansatze zielen darauf ab, die Progression der Erkrankung zu verlangsamen und
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die Symptome zu lindern (Galié et al. 2016). Die Lebensqualitat von Patienten mit IPAH
konnte zwar durch diese Therapien verbessert werden, jedoch ist die IPAH weiterhin
eine schwere, unheilbare Krankheit, weshalb es von Interesse ist, neue Therapieansatze

zu finden.

Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass wir in der IPAH-Gruppe
nachweisen konnten, dass erhdhte CA IX-Plasmaspiegel mit einer verklrzten
Uberlebenszeit einhergehen. Die Frage nach den Ursachen fiir diese Ergebnisse bleibt
jedoch offen. Wir konnten keine Korrelation der CA IX-Spiegel mit hamodynamischen
Parametern feststellen. In der IPAH-Gruppe bestand aufl’erdem keine relevante
Korrelation mit BNP, weshalb auch eine vermehrte Herzbelastung als Ursache
unwahrscheinlich ist. Sollte sich in weiteren Untersuchungen reproduzieren lassen,
dass erhdhte CA IX-Plasmaspiegel mit einem schlechteren Uberleben einhergehen,
konnte in zuklnftigen Studien die Moéglichkeit einer Carboanhydrasen-Hemmung bei

nachgewiesener Erhéhung der CA IX-Plasmaspiegel untersucht werden.

5.7.1 Carboanhydrasehemmer Acetazolamid

Acetazolamid ist ein Carboanhydrasehemmer, der als erstes effektives Diuretikum bei
der Behandlung der Herzinsuffizienz eingesetzt wurde, bevor Mitte der 1950er-Jahre die
Behandlung von Hydrocephalus und Glaukomerkrankungen zu wichtigeren

Anwendungsgebieten wurde (Swenson 2014).

Ein weiteres Einsatzgebiet flir Acetazolamid stellt die Hohenkrankheit dar. Es konnte
gezeigt werden, dass die hamodynamischen Anderungen, die durch eine hypobare

Hypoxie ausgelost werden, durch Acetazolamid vermindert werden (Parati et al. 2013).

Acetazolamid zeigt bei der pulmonalen Hypertonie eine protektive, antiinflammatorische
Wirkung. Dieser Effekt wird durch eine Inhibition von Makrophagen und durch eine meta-
bolische Azidose ausgeldst. In Untersuchungen zur, durch Hypoxie ausgeldsten, PH

zeigt Acetazolamid auRerdem einen vorteilhaften Effekt (Hudalla et al. 2019).

Der akute Effekt von Acetazolamid auf die Himodynamik bei Patienten mit Pulmonaler
Hypertonie wurde in einer weiteren Studie untersucht (Lichtblau et al. 2021). In dieser
randomisierten, Placebo-kontrollierten, doppelverblindeten Crossover-Studie atmeten
Patienten mit IPAH und CTEPH entweder Umgebungsluft oder wurden fur 15 Minuten
einer Hypoxie ausgesetzt. Auerdem wurde den Patienten 500 mg Acetazolamid bzw.
ein Placebo (NaCl) verabreicht. AnschlieBend wurden PVR, weitere hamodynamische
Parameter und der Sauerstoffgehalt im Blut und im Gehirn gemessen. Bei den Patienten,

die weiterhin Umgebungsluft atmeten, konnte, im Vergleich mit der Placebogruppe,
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keine Veranderung der hAmodynamischen Parameter festgestellt werden. Bei Patienten,
die einer Hypoxie ausgesetzt wurden, konnte jedoch, im Vergleich zur Placebogruppe,
eine Erniedrigung des PVR festgestellt werden. Die Studienautoren kénnen aufgrund
dieser Ergebnisse keinen direkten vasodilatatorischen Effekt von Acetazolamid
nachweisen. Die langfristigen Wirkungen von Acetazolamid missen weiter untersucht
werden. (Lichtblau et al. 2021)

5.7.2 Monoklonale Antikorper und die Moglichkeit der gezielten
Carboanhydrase-Inhibition

Die Carboanhydrasen IX und XlI sind Hoffnungstrager fur die Entwicklung neuer Ansatze
in der Krebstherapie, da sie membranstandig sind und eine Therapie mit monoklonalen
Antikorpern, die an ihre extrazellularen katalytischen Domanen binden, sehr
vielversprechend sei. Fir die CA IX wurde der monoklonale Antikérper mAbG250
entwickelt, der fur therapeutische und diagnostische Zwecke verwendet werden kénnte
(Oosterwijk-Wakka et al. 2013).

Der Antikérper 6A10, ein spezifischer Agonist fur die CA Xll kann die katalytische
Aktivitat dieser blockieren und kdnnte als mdgliche Therapie bei CA Xll-exprimierenden
Tumoren oder anderen mit CA Xll assoziierten Krankheiten eingesetzt werden (Battke
et al. 2011).

Ein weiterer Antikérper gegen die CA Xll, namlich 4AG4, blockiert ebenfalls die
katalytische Aktivitat. AuBerdem konnte in Versuchen gezeigt werden, dass durch den
Antikorper das Wachstum von Zellen eines Adenokarzinoms der Lunge in vitro gehemmt
wurde (Uda et al. 2019).

5.8 Evaluation von Material und Methoden

Es wurden in der vorliegenden Arbeit die Proben von 147 Patienten, exklusive
Vergleichsgruppe, eingeschlossen, damit handelt es sich um eine gro3e Kohorte. Ein
wichtiges Merkmal der Studie ist die Analyse von Blut aus einer Pulmonalarterie.
Vorteilhaft ist diese Entnahmestelle, da die Erhebung der hamodynamischen Parameter
im gleichen Gebiet stattfindet. Unserer Kenntnis nach sind wir die ersten, die die CA IX-
Plasmaspiegel von IPAH- und CTEPH-Patienten in Blutproben aus der Pulmonalarterie
untersucht haben. Ein Nachteil besteht darin, dass die Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen einer peripheren Blutentnahme unklar ist. Damit ein Biomarker die
Diagnostik bzw. Prognostik erleichtern kann, sollte er einfach zu erheben sein. Es ware
also in zuklnftigen Studien zu Uberprifen, ob die CA IX-Spiegel im zentralen Blut mit

den Spiegeln im peripheren Blut Gbereinstimmen bzw. korrelieren.
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Es handelt sich bei der vorliegenden Arbeit um eine monozentrische Studie. Dies ist
einerseits ein Nachteil, allerdings durch die Homogenitat von Prozeduren und Proben

auch ein grofRer Vorteil fir die Fragestellung dieser Studie.

Ein groRer Vorteil dieser Arbeit ist, dass die prozentual hohe Verflugbarkeit von
zusatzlichen Parametern der Patienten, wie beispielsweise 6MWD und BNP, eine

zusatzliche Bewertung der erhobenen Plasmaspiegel erlaubt.

Zusatzlich zur Erhebung von CA [X-Plasmaspiegeln untersuchten wir in einem
Tiermodell die Lungen von Mausen auf die Expression von CA IX und CA Xll, mit Hilfe
dieses Versuchs konnten wir wichtige Zusatzinformationen erlangen, da sich ein Trend
in Richtung einer erhdéhten Expression in den veranderten Pulmonalgefal’en bei
experimentell induzierter PH und somit ein Hinweis auf eine Beteiligung von

Carboanhydrasen an den Umbauprozessen der Lunge zeigte.

Bei der Non-PH-Gruppe, die fir die vorliegende Arbeit ausgesucht wurde, sind Vor- und
Nachteile hervorzuheben. Der wichtigste Vorteil ist, dass in dieser Gruppe ebenfalls
Blutproben aus einer Pulmonalarterie vorgenommen wurden, somit konnte verhindert
werden, dass das Blut aus der Pulmonalarterie das bei der PH-Gruppe abgenommen
wurde, mit peripherem Blut einer Non-PH-Gruppe verglichen werden muss. Der Nachteil
der Non-PH-Gruppe ist, dass es sich nicht um gesunde Patienten handelt, sondern um
Patienten, bei denen eine PH mittels Rechtsherzkatheter-Untersuchung ausgeschlossen
werden konnte. Allerdings zeigten diese Patienten zuvor Symptome, die die
Durchfiihrung einer Rechtsherzkatheter-Untersuchung rechtfertigten. Die
zugrundeliegenden Erkrankungen in der Non-PH-Gruppe sind COPD, Lungenfibrose,
Lungenemphysem, KHK, Sarkoidose, systemische Sklerose und OSAS. Dass die
Patienten der Non-PH-Gruppe nicht vollkommen gesund sind, ist jedoch nicht zu
vermeiden, da eine Rechtsherzkatheter-Untersuchung mit Blutentnahme bei gesunden

Probanden nicht zu rechtfertigen ist.

Wir untersuchten in der vorliegenden Studie nur IPAH- und CTEPH-Patienten. In
zuklnftigen Untersuchungen sollten die Carboanhydrase-Plasmaspiegel auch in

anderen PH-Subgruppen erhoben werden.

Die Proben weisen eine unterschiedlich lange Lagerdauer auf, da zwischen den
Untersuchungen teilweise mehrere Jahre liegen. Allerdings wurden die Proben bei -80°C
gelagert, wodurch eine moglichst hohe Vergleichbarkeit der Proben erreicht wird.
Aulerdem wurden Proben der Patienten samtlicher Gruppen im Mittel dhnlich lang

tiefgefroren.
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Eigentlich sollte in dieser Studie auch die Carboanhydrase Xl untersucht werden, leider
war es nicht mdoglich mit kommerziellen ELISA-Kits oder mit selbst gestalteten Kits eine
reliable Messung vorzunehmen. Hierdurch kam der Verdacht auf, dass bei ELISA-Kits,
die die Iosliche Form von CA Xll verlasslich nachweisen, noch Entwicklungsbedarf
besteht.

5.9 Schlussfolgerung und Aussicht

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Bedeutung der Carboanhydrasen, insbesondere CA
IX und CAXII, fiir die pulmonale Hypertonie. Untersucht wurden Patienten mit IPAH und
CTEPH. Bisher konnte eine vermehrte Expression von Carboanhydrasen bereits bei
diversen malignen Erkrankungen nachgewiesen werden. Die Annahme, dass CA bei der
PH eine Rolle spielen kdnnten, ergibt sich aus dem Umstand, dass zwischen der
Pathophysiologie der PH und diversen Krebserkrankungen Parallelen bestehen. Unter
anderem bestehen diese in einer dysregulierten Angioneogenese und einer

herunterregulierten Apoptose.

Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass die HOhe des CA IX-
Plasmaspiegels in der IPAH-Gruppe signifikant negativ mit der Uberlebenszeit korreliert.
Eine Erhéhung des CA IX-Spiegels geht mit einer niedrigeren Uberlebenszeit einher.
Umso spannender wird es, wenn man bedenkt, dass weder eine statistisch signifikante
Korrelation mit den hadmodynamischen Parametern noch ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen NYHA-Klassen nachgewiesen werden
konnte. Die Carboanhydrase IX kdnnte also unabhangig von der aktuell vorliegenden
hamodynamischen Situation und der Belastbarkeit des Patienten eine Aussage zur
Prognose erméglichen. Sicher ist diese Arbeit allein nicht ausreichend, um dem CA IX-
Spiegel eine Bedeutung in der Prognose der IPAH bzw. CTEPH zuzuweisen. Weitere

Arbeiten missen folgen, um diese Hypothese zu bekraftigen oder zu widerlegen.

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit keine statistisch signifikante Erhéhung der CA IX-
Plasmaspiegel feststellen, jedoch zeichnet sich ein deutlicher Trend in Richtung erhéhter
CA IX-Spiegel ab. Unklar ist, ob die Carboanhydrase IX an der Entstehung der
Pulmonalen Hypertonie beteiligt ist oder ob eine vermehrte Nachweisbarkeit eher als

Folge der Veranderungen des Lungengefalisystems zu beurteilen ist.

Die diagnostische Giite fiir die Diagnose einer IPAH und CTEPH ist eher gering. In
zukiinftigen Arbeiten wird zu Uberprifen sein, ob eine Kombination mit anderen

Parametern zu einer Erhdhung der Sensitivitat und Spezifitat fihren kann.
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Die beschriebene signifikante Korrelation mit den BNP-Spiegeln in der CTEPH-Gruppe
fuhrt zu der Annahme, dass ein Zusammenhang zwischen erhdéhten CA IX-
Serumspiegel und einer Belastung des Herzens besteht. Auch dieser Zusammenhang
sollte weitere Untersuchungen nach sich ziehen. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
sollte in kinftigen Arbeiten Uberprift werden, ob eine Erhéhung der CA IX-
Plasmaspiegel bei Patienten mit Herzinsuffizienz bzw. Herzversagen eine Rolle in der
Prognostik spielen kénnte. Die CA IX sollte in zuklnftigen Studien weiter untersucht
werden, da sie einen vielversprechenden Biomarker fir die Prognostik und einen
Angriffspunkt fir eine gezielte Therapie der pulmonalen Hypertonie und anderer

pulmonaler und kardiovaskularer Erkrankungen darstellen konnte.
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6. Zusammenfassung
Hintergrund: Die pulmonale Hypertonie ist eine schwere Erkrankung des Lungen-

gefallsystems, fir die keine kausale Therapie existiert. Die Diagnostik ist sehr aufwendig
und die Diagnose muss durch eine Rechtsherzkatheter-Untersuchung gesichert werden.
Zur Vereinfachung der Diagnostik ist es erstrebenswert Biomarker zu etablieren. Bei der
pulmonalen Hypertonie bestehen Ahnlichkeiten zu Krebserkrankungen, da, unter
anderem, fehlerhafte Proliferation und Hypoxie eine Rolle bei der Entstehung der
Erkrankung spielen.

Hypothese: Carboanhydrasen sind bei einigen Krebserkrankungen vermehrt
nachweisbar und an der Aufrechterhaltung eines sauren pHe beteiligt. Bei Hypoxie sind
sie hochreguliert. Sie stellen daher interessante Kandidaten fir die Etablierung eines
Biomarkers fir die PH dar. Wir Gberpriften in der vorliegenden Arbeit, ob CA IX-Spiegel
bei IPAH- und CTEPH-Patienten im Vergleich zu einer Non-PH-Gruppe erhéht sind und
ob sich die Spiegel zur Diagnostik und Prognostik eignen. Des Weiteren wurde
untersucht, ob in Lungengefalien von Ma&ausen, bei denen durch Hypoxie ein
Gefallremodeling ausgeldst wurde, vermehrt CA IX- bzw. CA Xll nachgewiesen werden
kann.

Methoden: Das Plasma von 74 CTEPH- und 73 IPAH-Patienten wurde mittels ELISA
auf die CA IX-Konzentration hin untersucht, auRerdem wurden Korrelationsanalysen mit
hdmodynamischen und klinischen Parametern und eine Uberlebensanalyse
durchgefiihrt. Im Tiermodell wurden Lungen von Mausen, bei denen eine PH durch
Hypoxie ausgelost wurde, mit Hilfe immunhistochemischer Methoden auf die Expression
von CA IX und CA XIl untersucht.

Ergebnisse: In der vorliegenden Arbeit konnte in der IPAH-Gruppe ein Zusammenhang
zwischen einem hohen CA IX-Plasmaspiegel und einer verkirzten Uberlebenszeit
festgestellt werden. Es zeigte sich aullerdem ein Trend in Richtung erhohter CA IX-
Spiegel bei Patienten mit IPAH und CTEPH. Des Weiteren konnten wir in der CTEPH-
Gruppe eine statistisch signifikante Korrelation der CA 1X-Spiegel mit den BNP-Spiegeln
feststellen. Ein Zusammenhang zwischen CA IX-Spiegel und ha&modynamischen
Parametern lie} sich nicht nachweisen. Im Tiermodell konnte ein Trend in Richtung
erhdhter CA IX-Expression bei Mausen festgestellt werden, bei denen eine
experimentelle PH ausgeldst wurde.

Fazit: Bemerkenswert ist der Zusammenhang zwischen einem erhéhten CA IX-Spiegel
und einem verschlechterten Uberleben in der IPAH-Gruppe. Die Bedeutung der CA IX-
Spiegel fur die Prognostik sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Die

festgestellte Korrelation mit dem BNP-Spiegel sollte ebenfalls weiter untersucht werden.
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7. Summary

Background: Pulmonary hypertension is a severe disease of the pulmonary circulation
with no specific causal therapy available. Diagnosis is complex, and confirmation
requires right heart catheterization. Establishing biomarkers would simplify diagnosis.
Pulmonary hypertension shares similarities with cancer, as faulty proliferation and
hypoxia play a role in its development.

Hypothesis: Carbonic anhydrases are involved in maintaining an acidic pHe in cancer
and are upregulated in hypoxia, making them interesting candidates for establishing a
biomarker for pulmonary hypertension (PH). Plasma levels of carbonic anhydrases are
elevated in several cancer entities. This study aimed to investigate whether CA IX levels
are elevated in IPAH and CTEPH patients compared to a Non-PH group and whether
these levels are suitable for diagnosis and prognosis. Additionally, the study examined
whether increased CA IX and CA Xll expression could be detected in the lung vessels
of mice with hypoxia-induced vascular remodeling.

Methods: Plasma samples from 74 CTEPH and 73 IPAH patients were analyzed using
ELISA to determine CA IX concentrations. Correlation analyses with hemodynamic and
clinical parameters and survival analysis were performed. In the animal model, lungs
from mice with hypoxia-induced PH were examined using immunohistochemical
methods to assess CA IX and CA XIlI expression.

Results: This study found a correlation between high plasma CA IX levels and shortened
survival in the IPAH group. There was also a trend towards elevated CA IX levels in
patients with IPAH and CTEPH. Additionally, a statistically significant correlation was
observed between CA IX levels and BNP levels in the CTEPH group. No association
between CA IX levels and hemodynamic parameters was found. In the animal model, a
trend towards increased CA IX expression was observed in mice with experimental PH.
Conclusion: The association between elevated CA IX levels and worsened survival in
the IPAH group is noteworthy. The significance of CA IX levels for prognosis should be
further investigated. The observed correlation with BNP levels should also be explored

in future studies.
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8. Exkurs: Nintedanib in severe pulmonary

hypertension, Richter et. al

1. Hintergrund

Der Grund fir die Untersuchung des Tyrosinkinase-Inhibitors Nintedanib bei Patienten
mit PH war, dass eine Therapie mit Imatinib in der Phase-3-Studie eine gute Wirksamkeit
gezeigt hat. Von entscheidender Bedeutung sei hierbei die Hemmung des platelet-
derived-growth-factor-Rezeptors (PDGFR). Allerdings wurde der Antrag auf Zulassung

wegen schwerer Komplikationen zurlickgezogen.

Nintedanib hemmt eine Vielzahl von Tyrosinkinasen, hauptsachlich PDGFR, VEGF
(vascular endothial growth factor), fibroblast growth factor-Rezeptoren und Src-Kinasen.
Fur die Behandlung der idiopathischen pulmonalen Fibrose (IPF) ist Nintedanib

zugelassen und zeigt ein akzeptables Nebenwirkungsprofil.
2. Material und Methoden

In der Studie wurden die Effekte von Nintedanib in einem Tiermodell und bei vier
Patienten mit schwerer PAH beobachtet und mit Patienten, die unter IPF leiden,
verglichen. Das Tiermodell bestand aus Ratten, bei denen eine artifizielle PH, durch die
Gabe von Sugen-5146 und darauffolgender Hypoxie, ausgeldst wurde. Einem Teil der
Tiere wurde 50 mg/kg/d Nintedanib verabreicht, zum Vergleich diente eine Gruppe von
Tieren, die stattdessen ein Placebo erhielt. Bei den Ratten wurden daraufhin der
rechtsventrikulare systolische Druck (RVSP), der Cardiac Index (Cl) und der ,total
pulmonary vascular resistance index“ (TPVRI), also ein Index, der den pulmonalen
GefaRwiderstand widerspiegelt, bestimmt. Die Formel fur die Berechnung des TPVRI
wurde von Savai et al. (2014) beschrieben und lautet: TPVRI=RVSP/CI. Der RVSP wird
in mmHG angegeben und Cl bedeutet ,Cardiac Index", dieser gibt eine Auskunft Gber
die Herzauswurfleistung (Cardiac Output, CO; ml/min) pro 100 Gramm Kdrpergewicht.
Aullerdem wurde die Lunge der Tiere histomorphometrisch analysiert und verschiedene
Marker fur endotheliale Schaden (platelet/endothelial cell adhesion molecule-1, P-
Selectin und E-Selectin) mittels ELISA bestimmt. Bei den Patienten handelt es sich um
3 Patienten mit schwerer IPAH und einen Patienten mit PAH, assoziiert mit einer
kongenitalen Herzerkrankung. Einer der Patienten wurde von Imatinib auf Nintedanib
umgestellt. Bei den Patienten wurden vor der Therapie mit Nintedanib und 6-9 Monate
nach Beginn der Therapie Rechtsherzkatheter-Untersuchungen durchgefiinrt. Aulder-

dem wurde bei 2 Patienten 3 Monate nach Ende der Nintedanib-Therapie eine weitere
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RHK-Untersuchung durchgefiihrt. In den Untersuchungen wurden hamodynamische

Parameter erhoben und ebenfalls die Marker fiir endotheliale Schaden analysiert.
3. Ergebnisse

Bei den Ratten ergab sich durch Auslésung einer artifiziellen PAH eine Erhéhung des
rechtsventrikularen systolischen Drucks (RVSP) und des ,total pulmonary vascular
resistance index® (TPVRI), der Cardiac Index nahm ab. In der histomorphometrischen
Untersuchung zeigte sich eine erhdhte Anzahl von vollstandig muskularisierten
peripheren Lungengefallen und ein erhohter Anteil von vollstandig oder teilweise
okkludierten Pulmonalarterien. Weder die hamodynamischen Parameter noch die
histologischen Veranderungen wurden durch die Therapie mit Nintedanib signifikant
verandert. Die erhobenen Marker fir Endothelschaden zeigten inkonsistente

Ergebnisse.

Bei allen 4 Patienten mit PAH zeigte sich unter der Nintedanib-Therapie eine Abnahme
des Cardiac Index (Cl), bei 3 Patienten zeigte sich auRerdem eine Erhéhung des
pulmonal-vaskularen Widerstandes (PVR). 3 Monate nach Absetzen der Nintedanib-
Therapie zeigte sich bei beiden Teilnehmern der Follow-Up-Untersuchung eine Umkehr
der PVR-Erhdéhung, bei einem auflerdem ein Anstieg des CI. Bei Patienten, die
Nintedanib bei IPF (ber 6-12 Monate erhalten, zeigten sich diese hamodynamischen
Veranderungen nicht. Die Marker fir Endothelschaden zeigten, bis auf P-Selectin bei

einem Patienten, keine signifikante Erhéhung.
4. Diskussion

In dieser Studie konnte durch Nintedanib keine Verbesserung der hamodynamischen
Parameter im Tiermodell erreicht werden. Bei Patienten mit PAH konnte sogar eine
Verschlechterung der hamodynamischen Parameter beobachtet werden. Diese
Ergebnisse stehen im Kontrast zu den Ergebnissen, die mit Imatinib erreicht wurden. Ein
moglicher Erklarungsansatz fliir diese Beobachtung ist, dass Nintedanib VEGF-
Rezeptoren blockiert, dies ist bei Imatinib nicht der Fall. Diese VEGF-Rezeptorblockade
fuhrt eventuell zu einer endothelialen Dysfunktion und einem Verlust der vaskularen
Integritat. AuRerdem erhoht Nintedanib im Tiermodell moglicherweise die Toxizitat von
Sugen-5416, einem VEGF-Hemmstoff. Eine weitere Uberlegung war, dass Nintedanib
moglicherweise einen Endothelschaden durch eine gesteigerte Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies hervorruft, diese Beobachtung wurde bei Dasatinib gemacht.
Allerdings konnte keine Erhéhung der Biomarker fur endotheliale Schaden festgestellt
werden. Zu beachten ist, dass die Aussagekraft der Studie begrenzt ist, da es sich um

eine kleine Anzahl von Probanden handelte, die auRerdem an sehr schwerer PAH
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leiden. Bei Patienten mit IPF konnte keine Verschlechterung einer begleitenden PH
beobachtet werden. Dies kdnnte entweder daran liegen, dass diese Patienten nicht unter
einer schweren PH leiden oder daran, dass verschiedene Mechanismen zugrunde

liegen.
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9. Verzeichnisse
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ROC e Receiver Operating Characteristics

S DD e Standardabweichung
S e Standardfehler, Standardfehler
SFI=T - soluble fms-like tyrosine kinase 1
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VIV e Von-Willebrand-Faktor
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WU Wood Units
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