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1 Einleitung

1.1 Pulmonale Hamodynamik

Bei dem Blutkreislauf der Lunge handelt es sich um ein Niederdrucksystem. Der
pulmonal arterielle Mitteldruck (mPAP) weist beim gesunden Menschen nur einen
Bruchteil des systemischen Mitteldruckes auf und betragt in Ruhe 14+3 mmHg".
Begiinstigt werden die niedrigen Druckverhdltnisse durch einen geringen Anteil an
glatter Muskulatur. Arterien und Arteriolen der pulmonalen Strombahn weisen diinnere
und weniger stark muskularisierte GefalBwande auf als ihre Gegenstiicke im
systemischen Kreislauf. Dies fuhrt zu einer vermehrten passiven und aktiven
Dehnbarkeit, was bei einer Zunahme des Herzzeitvolumens (HZV) zur Rekrutierung
zusétzlicher GeféaRareale fiihrt und damit den pulmonalen Druck auf einem niedrigen
Niveau stabilisiert. Sind diese Mechanismen limitiert, so kommt es in der Folge zu einer
Widerstands- und Druckerhéhung im pulmonalen Kreislauf. Diese Veranderungen
haben Einfluss auf die Funktion des rechten Ventrikels, der sich durch eine
physiologische Hypertrophie an die chronisch erhdhten Driicke anpasst. Im weiteren
Verlauf fiihren unginstige Druckverhéltnisse jedoch zu einer pathologischen
Hypertrophie und dabei zur Abnahme des HZV. Diese rechtsventrikuldre Dysfunktion
ist fur die klassischen Symptome der Rechtsherzinsuffizienz verantwortlich und der
limitierende Faktor, bezogen auf das Uberleben der Patienten mit pulmonaler
Hypertonie (PH).

1.2 Klinik der pulmonalen Hypertonie

Die pathologischen Verhéltnisse in der pulmonalen Strombahn haben charakteristische
Symptome zur Folge. Jedoch sind diese nicht spezifisch fur die PH. Haufig prasentieren
sich Patienten bei Diagnosestellung mit Dyspnoe (98%) und Abgeschlagenheit (73%).
Auch sind thorakale Schmerzen und Beinddeme verbreitete Symptome®' sowie
Synkopen und belastungsabhangige Schwéche®. Ferner kénnen Palpitationen, Husten,
Heiserkeit und Orthopnoe auftreten®. Im Rahmen einer korperlichen Untersuchung sind
Zeichen einer Rechtsherzbelastung aufféllig. Sichtbar gestaute Halsvenen,
Hepatomegalie, Aszites, periphere Odeme und kalte Extremitdten sind unmittelbare
Folgen der Herzinsuffizienz. Auskultatorisch konnen ein Diastolikum tber der
Pulmonalklappe und ein dritter Herzton auffallen®.



1.3 Pulmonale Hypertonie

1.3.1 Definition

Die PH beschreibt eine heterogene Gruppe von Erkrankungen der Lunge, die sich in
hamodynamischen und daraus resultierenden klinischen Verédnderungen manifestieren.
In ihrem Verlauf kommt es zu ungiinstigen Umbauprozessen der BlutgefaRe*. Eine PH
liegt vor, wenn bei Rechtsherzkatheteruntersuchungen in korperlicher Ruhe ein mPAP
von 25 mmHg oder dariiber gemessen wird®. Ein mPAP von 15-24 mmHg kann als
Borderline-PH bezeichnet werden®. Kein Diagnosekriterium stellt der mPAP unter
Belastung dar’, jedoch kann er bei einer Erhéhung auf bereits vorhandene pathologische
Gefalveranderungen hindeuten®. Eine Unterform ist die pulmonal arterielle Hypertonie
(PAH), welche auf lange Sicht eine vergleichsweise schlechte Prognose aufweist’.

1.3.2 Kilinische Klassifikation

Die PH wird seit der Weltkonferenz der Weltgesundheitsorganisation (WHQ) 1998 in
Evian-les-Bains in fiinf verschiedene Kategorien unterteilt, welche zuletzt 2013
wahrend der WHO-Weltkonferenz von Nizza iiberarbeitet wurden’. Die Klinische
Einteilung ermdglicht eine Differenzierung nach pathologischen Befunden,
hamodynamischen Charakteristiken und therapeutischen Gesichtspunkten®. Tabelle 1

zeigt eine Ubersicht der diagnostischen Gruppen.

1.3.3 Atiologie der pulmonalen Hypertonie

Das folgende Kapitel beschaftigt sich mit den wichtigsten Atiologien der PH und gibt
einen kurzen Einblick in pathophysiologische Zusammenhéange, die bei der

Entwicklung von Biomarkern von zentraler Bedeutung sind.



Tabelle 1 Klinische Klassifikation der PH. Modifiziert nach®. BMPR2 = bone morphogenetic protein receptor type 2,
HIV = human immunodeficiency virus.

1. Pulmonal arterielle Hypertonie
1.1. Idiopathische pulmonal arterielle Hypertonie (IPAH)
1.2. Hereditare pulmonal arterielle Hypertonie (HPAH)
1.2.1. BMPR2
1.2.2. Andere Mutationen
1.3. Arzneimittel- und toxininduziert
1.4. Assoziierte pulmonal arterielle Hypertonie (APAH)
1.4.1. Kollagenosen
1.4.2. HIV-Infektion
1.4.3. Portale Hypertonie
1.4.4. Angeborene Herzerkrankungen
1.4.5. Bilharziose (Schistosomiasis)
1" Pulmonale venookklusive Erkrankung
1" Persistierende pulmonal arterielle Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)
2. Pulmonale Hypertonie bei Erkrankungen des linken Herzens
2.1. Linksventrikulare systolische Dysfunktion
2.2. Linksventrikulare diastolische Dysfunktion
2.3.  Herzklappenerkrankungen
2.4, Kongenitale oder erworbene Linksherz Einstrom-/Ausstrom-Trakt Obstruktion und
kongenitale Kardiomyopathien
2.5.  Angeborene/erworbene Pulmonalvenenstenose
3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie
3.1.  Chronische obstruktive Lungenerkrankung (COPD)
3.2. Interstitielle Lungenerkrankung
3.3.  Andere restriktiv und obstruktiv gemischte pulmonale Erkrankungen
3.4.  Schlafapnoe-Syndrom
3.5.  Alveolare Hypoventilation
3.6. Chronische Hohenkrankheit
3.7.  Anlagebedingte Fehlbildungen
4. Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer Thrombembolien und anderen
pulmonal arteriellen Obstruktionen
4.1. Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)
4.2.  Andere Pulmonalarterienobstruktionen
4.2.1. Angiosarkom
4.2.2. Andere intravaskulare Tumore
4.2.3. Arteriitis
4.2.4. Angeborene Pulmonalarterienstenose
4.2.5. Parasiten (Hydatidose)
5. Pulmonale Hypertonie mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen
5.1.  H&matologische Erkrankungen: Chronische hdmolytische Andmie,
myeloproliferative Erkrankungen, Splenektomie
5.2.  Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonale Langerhans-Zell-Histiozytose,
Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose, Vaskulitis
5.3.  Metabolische Stérungen: Glykogenspeicherkrankheiten, M. Gaucher,
Schilddrisenerkrankungen
5.4.  Andere: Pulmonale tumorbedingte thrombotische Mikroangiopathie, fibrosierende
Mediastinitis, chronisches Nierenversagen (mit und ohne Dialyse), segmentale
pulmonale Hypertonie




1.3.3.1 Pulmonal arterielle Hypertonie

Bei der PAH kommt es allgemein zu strukturellen sowie funktionellen Verénderungen,
insbesondere der kleinen pulmonalen Arterien und Arteriolen®. Die Proliferation der
Intima, eine Hypertrophie von glatten Muskelzellen und die Expansion der Tunica
adventitia, sind verantwortlich fir strukturelle Veranderungen und flhren zu einer
Verengung der kleinen BlutgefaRe®. Dazu kommen funktionelle Einschrankungen des
Gefallendothels, welche durch vasokonstriktive Einflussfaktoren wie Endothelin
verursacht werden. Einhergehend mit dieser Okklusion veréndern sich verschiedene
hamodynamische Parameter wie der pulmonal vaskuldre Widerstand (PVR) und der
Druck im Lungenkreislauf. Ergédnzend zu der allgemeinen PH-Definition missen ein
PVR > 3 Wood Units bei einem pulmonal arteriellen Wedge Druck (PAWP) < 15
mmHg zur Diagnosestellung obligatorisch vorliegen. Dartber hinaus missen andere
prakapillare Ursachen (CTEPH, PH infolge von Lungenerkrankungen) ausgeschlossen
sein.’® Diese hamodynamischen Veranderungen bedingen eine Mehrbelastung des
rechten Herzens, was im Krankheitsverlauf zum Rechtsherzversagen und damit zum
Tod fiihren kann. Die Inzidenz der PAH liegt bei 2.3 von 10° Erwachsenen und kommt
haufiger bei Frauen als bei Mannern vor. Die Finf-Jahres-Uberlebensrate betragt ab
dem Diagnosezeitpunkt ca. 57 %™*2.

Die Ursachen fiir die beschriebene Umgestaltung der Blutgefalie sind manchmal erblich
bedingt. In diesem Fall spricht man von einer hereditdren PAH (HPAH)™. Eine groRe
Gruppe der beteiligten Gene kodiert fir die Transforming-Growth-Factor-p (TGF-p)
Superfamilie, zu dieser zahlt das Bone-Morphogenetic-Protein (BMP). Es wird
geschatzt, dass 75 % aller HPAH-Falle in Zusammenhang mit einer Mutation im Gen
des BMP receptor type Il (BMPR2) stehen**. Diese Mutationen beeinflussen das
Wachstum in pulmonal vaskuldren Muskelzellen und die Apoptoserate in pulmonalen
Endothelzellen, was zu einer endothelialen Dysfunktion und einer Proliferation der
glatten Muskulatur fihrt und damit urséchlich zur Umgestaltung der BlutgeféaRe
beitragt®. Andere Mutationen im TGF-B-Signalweg sind in Tabelle 2 aufgelistet und
haben &hnliche Auswirkungen®™. AuBerhalb der TGF-p-Superfamilie werden
Mutationen im Caveolin-1-Protein (CAV1) und Potassium channel subfamily K
member 3 (KCNK3) mit der HPAH assoziiert*®’,



Tabelle 2 Relevante Mutationen, die urséchlich zu einer HPAH beitragen.

Mutationen in der TGF-B-Superfamilie

Activin receptor-like kinase 1 (ALK1)

Endoglin (ENG)

SMAD family member 9 (SMAD?9)

Bone morphogenetic protein receptor type 11 (BMPR2)

Mutationen aufRerhalb der TGF-B-Superfamilie

Caveolin-1-Protein (CAV1)

Potassium channel subfamily K member 3 (KCNK3)

Die Entwicklung einer PAH wird auBerdem unter Arzneimittel- und Toxin-Einfluss
beobachtet. Die Appetitziigler Fenfluramin und Dexfenfluramin wurden bereits vom
Markt genommen, da sie Uber verschiedene Mechanismen eine PAH induzieren
konnen'®. Ferner wird die PAH mit Kollagenosen, HIV-Infektionen, portaler
Hypertonie, Schistosomiasis sowie angeborenen Herzfehlern assoziiert'’. Bleibt die
Ursache unbekannt, so ist die Diagnose idiopathische PAH (IPAH) zu stellen®.

1.3.3.2 Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen

Bei Linksherzerkrankungen lasst sich im Rahmen einer
Rechtsherzkatheteruntersuchung meist eine Erhéhung des PAWP > 15 mmHg
feststellen. Verschiedene Linksherzerkrankungen bedingen zuerst eine isoliert post-
kapillare PH (Ipc-PH). Dabei sind die pulmonal-ventse Strombahn und der linke
Vorhof betroffen.’® Im weiteren Verlauf erreicht die Druckerhdhung auch préakapillare
GefaRe, im Sinne einer kombiniert post- und prakapillaren PH (Cpc-PH)??L. Bei der
Ipc-PH liegt der diastolische Druck Gradient (DPG = diastolischer PAP - mittlerer
PAWP) bei < 7 mmHg und der PVR bei < 3 Wood Units®>. Der PVR nimmt mit
Progression der Erkrankung zu und deutet auf eine reaktive Entwicklung hin, unter der
es zu irreversiblen Umbauprozessen von GefélRen kommt. Die daraus resultierende Cpc-
PH weist einen DPG > 7 mmHg und einen PVR > 3 Wood Units auf’. Haufige
Linksherzerkrankungen sind hierbei die diastolische Herzinsuffizienz, Mitral- und
Aortenklappenvitien®.

1.3.3.3 Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen oder Hypoxie

Unter physiologischen Bedingungen induziert eine akute Hypoxie die pulmonale
Vasokonstriktion und eine damit einhergehende Umverteilung des Blutes in
Lungenareale mit hoherem Sauerstoffpartialdruck, was eine optimale Durchblutung der



sauerstoffreichen ~ Lungenareale  ermdglicht  (Euler-Liljestrand-Mechanismus).
Chronischer Sauerstoffmangel fiihrt auRerdem zu einer pathologischen Inflammation
und Proliferation der vaskularen Endothelzellen sowie der glatten Muskulatur, reguliert
durch den hypoxie-induzierten Faktor-la. (HIF-1a) und Mediatoren wie Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) sowie durch verschiedene Zytokine?’. Eine
chronische Hypoxie kann deshalb ungiinstige pulmonal-vaskuldre Umbauprozesse
hervorbringen®®2*. Gegebenheiten, die eine chronische Hypoxie fordern, sind neben
dem Aufenthalt in groBen Ho6hen, die chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(COPD), das Schlafapnoe-Syndrom und die interstitiellen Lungenerkrankungen?.
Insbesondere bei den interstitiellen Lungenerkrankungen ist die PH mit einer schlechten
Prognose verbunden. Dabei spielen neben der hypoxischen Vasokonstriktion, die
Destruktion des Lungengewebes und die Einengung der Lungengefale durch

Uberblahungen eine wichtige Rolle.

1.3.3.4 Chronisch-thromboembolische pulmonale Hypertonie

Vergleicht man die PAH mit der CTEPH, so ergeben sich bei letzterer nichthomogene,
diffuse Storungen in pulmonal-arteriellen Gefdlen, welche mit vorangegangenen
pulmonalen thromboembolischen Ereignissen zusammenhangen. Es konnen grofRe
arterielle oder auch kleinere periphere arterielle Gefale betroffen sein. Nach dem
thromboembolischen Verschluss erfolgt haufig ein vaskuldres Remodeling, induziert

durch den wandadhirenten Thrombus®2.

Das Remodeling findet auch in
hyperperfundierten, emboliefreien GefaRabschnitten statt®. Klinisch kommt es nach
einer akuten Lungenembolie oft zu einem symptomfreien Zeitraum, gefolgt von
Anzeichen, die einer PAH &hneln?®. Den Rechtsherzkatheter-Messungen muss eine
dreimonatige effektive Antikoagulation vorangegangen sein?’. Die CTEPH fiihrt

unbehandelt nicht selten zu einem Rechtsherzversagen mit Todesfolge®®.

1.3.3.5 Pulmonale Hypertonie bei unklarer oder multifaktorieller Ursache
Diese Kategorie beinhaltet Formen der PH, verursacht durch h&matologische,
systemische oder metabolische Storungen, die keiner der anderen Kategorien

zugeordnet werden konnten’.

1.3.4 Diagnostischer Prozess
Der diagnostische Algorithmus zur Identifizierung und Einordnung der PH beinhaltet

verschiedene nicht-invasive und invasive Verfahren. Im Hinblick auf potentielle



diagnostische Biomarker liegt es im Interesse des Patienten und der behandelnden Arzte
Diagnoseprozesse zu verkurzen und Risiken durch weniger invasive Verfahren zu

minimieren.?®

Bei entsprechender Klinik sind zuerst Basisuntersuchungen durchzufiihren. Dazu
gehoren ein Elektrokardiogramm (EKG), Rdntgen-Thorax, die
Lungenfunktionsdiagnostik/Bodyplethysmografie und eine Basislabordiagnostik’. EKG
und Rontgen-Thorax eignen sich jedoch nicht zum Ausschluss einer PH®.

Die transthorakale Echokardiografie (TTE) stellt die wichtigste Methode zum Screening
auf eine PH dar', wobei diese auch zur Verlaufskontrolle eingesetzt werden kann?.
Dabei ist durch die Messung des Trikuspidalrefluxjets eine Schatzung des systolischen
PAP (sPAP) méglich!, wobei ein Peak des Trikuspidalrefluxjets von > 3,4 m/s mit
hoher Wahrscheinlichkeit fiir eine PH spricht®. Der im Rahmen einer TTE geschatzte
SPAP  korreliert signifikant mit der Messung des SsPAP durch einen
Rechtsherzkatheter®:. Dariiber hinaus lassen sich mit dem TTE andere Zeichen
erkennen, die auf eine Rechtsherzbelastung hinweisen und es kdnnen linkskardiale

Ursachen erkannt werden®2.

Erhértet sich waéhrend einer TTE der PH Verdacht, so sollten in Folge
Lungenerkrankungen (PH Gruppe 3) ausgeschlossen werden. Dazu kann eine high-
resolution Computertomografie (HRCT) herangezogen werden. Das HRCT erlaubt die
Einschatzung des Lungenparenchyms und damit die Erkennung von interstitiellen
Lungenerkrankungen®.  Sind  Lungenerkrankungen  (PH  Gruppe 3) und
Linksherzerkrankungen (PH Gruppe 2) als PH Ursache unwahrscheinlich, so sollte als
nachstes der Ausschluss einer CTEPH erfolgen®. In diesem Zusammenhang wird eine
Ventilations-/Perfusionsszintigrafie zur Erkennung von segmentalen Perfusionsdefekten
durchgefiihrt®®. Die Operabilitat der CTEPH kann mithilfe einer Kontrastmittel CT
evaluiert werden®*. Bleibt die Atiologie bis dahin ungeklart, folgen weitere spezifische
Tests zur immunologischen, serologischen, genetischen und h&matologischen

Abklarung. AbschlieRend folgt die Zuordnung in Diagnosegruppe 1 bzw. 5%,

1.3.5 Kilinischer Schweregrad und Prognoseeinschatzung
Zur Einschétzung des klinischen Schweregrades und der Prognose eignet sich die World
Health Organization Functional Classification (WHO FC)*®. Dabei handelt es sich um

eine modifizierte Version der New York Heart Association Functional Classification



(NYHA FC)*. Wird ein Patient initial bei Diagnosestellung einer hohen WHO FC
zugeordnet, so spricht dies flr eine schlechte Prognose. Kommt es im Krankheitsverlauf
zur Zuordnung in eine hoéhere WHO FC, so spricht dies zusatzlich fur ein

Voranschreiten der Erkrankung™®. Eine Ubersicht iiber die Klassen liefert Tabelle 3.

Tabelle 3 World Health Organisation Klassifikation der funktionellen Kapazitét fir Patienten mit PH. Abgewandelt
nach *.

WHO FC | Patienten mit PH, ohne Limitation der physikalischen Aktivitat; Gewohnliche physikalische
Belastung verursacht keine Atemnot, Brustschmerzen oder Présynkopen.
WHO FC Il Patienten mit PH und leichter Limitation der physikalischen Aktivitat; keine Limitationen im

Ruhezustand; Gewdhnliche physikalische Belastung filhrt zu Atemnot, Erschépfung,
Brustschmerzen oder Prasynkopen.

WHO FC Il Patienten mit PH und ausgepragter Limitation der physikalischen Aktivitat; keine Limitationen
im Ruhezustand; Geringfligige Belastung fiihrt zu Atemnot, Erschopfung, Brustschmerzen oder
Présynkopen.

WHO FC IV Patienten mit PH, die nicht mehr in der Lage zu einer beliebigen physikalischen Aktivitat sind;
Dyspnoe und/oder Erschépfung im Ruhezustand; Verschlechterung der Symptome unter
physikalischer Belastung; Synkope kann unter Anstrengung auftreten.

Zur Prognoseeinschatzung eignet sich zudem die 6-Minuten-Gehstrecke (SMWD).
Dabei handelt es sich um einen einfach durchfuhrbaren Test, um die submaximale
Belastbarkeit von Patienten zu evaluieren®. Die SMWD ist ein wichtiger Pradiktor fiir
das Uberleben bei Patienten mit PH***". Weitere prognostisch relevante Parameter
kdnnen im Rahmen einer Spiroergometrie (z. B. die maximale Sauerstoffaufnahme),
Echokardiografie, kardialen Magnetresonanz-Tomografie sowie im Rechtsherzkatheter
ermittelt werden®. Im Kapitel 1.4 wird zudem ausfiihrlich auf biochemische Marker zur
Prognoseeinschdtzung eingegangen.

1.3.6 Pharmakologische Behandlung

1.3.6.1 Allgemeine pharmakologische Behandlungsmaglichkeiten

Im Rahmen einer Basistherapie zur Volumenentlastung des rechten Ventrikels kann
eine Medikation mit Diuretika indiziert sein. Eine Sauerstoffgabe wird im Rahmen der
Versorgung von hypoxischen Patienten empfohlen, da die Hypoxie wie bereits in
Kapitel 1.3.3.3 (S. 5) beschrieben, einen Reiz fur eine pulmonale Vasokonstriktion
darstellt®. Eine langfristige Sauerstofftherapie (LTOT) kann u.a. das Mortalitatsrisiko
von COPD-Patienten senken und wirkt sich giinstig auf den PAP aus®*3*. Patienten mit
HPAH, IPAH und Appetitzigler-assoziierter PAH scheinen von einer Antikoagulation

beztiglich ihrer Mortalitét zu profitieren®®*".




1.3.6.2 Spezifische pharmakologische Behandlungsmaglichkeiten der PAH

Spezifische Pharmaka sind im Wesentlichen zur Behandlung der PAH zugelassen. Zur
Behandlung einer PAH kommen Prostanoide, Stimulatoren am IP-Rezeptor,
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (ERA) und Phosphodiesterase-5 Inhibitoren (PDE5I)
sowie Kalzium-Antagonisten (CCB) und Stimulatoren der l6slichen Guanylatzyklase
(soluble GC, sGC) zum Einsatz*****. Im folgenden Abschnitt wird auf die

verschiedenen Medikamente eingegangen.

CCB sollen, basierend auf einer positiven vasodilatorischen Antwort (Abfall des mPAP
auf < 40 mmHg, und A mPAP > 10 mmHg) auf die Testung mit inhalativem

Stickstoffmonoxid (NO), lloprost oder intravendsem Adenosin, bei Patienten mit IPAH,

448 Kalzium-

HPAH und Appetitzligler-assoziierter PAH eingesetzt werden
Antagonisten, wie z. B. Diltiazem, blockieren spannungsabhingige Ca?'-Kanéle, was
eine Weitstellung der pulmonalen GefaBe begunstigt’’. AuRerhalb dieser klar

definierten Gruppe sind CCB kontraindiziert.

Zu den ERA zéhlen Bosentan, Macitentan und Ambrisentan. Endothelin spielt unter
pathophysiologischen Gesichtspunkten eine wichtige Rolle, da es mitogene und

vasokonstriktorische Effekte auf pulmonale glatte GefaBmuskelzellen (PASMC) hat*.

Der PDEDS5i Sildenafil, welcher einen Abbau von cyclischem Guanosinmonophosphat
verhindert, wies in verschiedenen Studien eine signifikante Verbesserung von
hamodynamischen Merkmalen (mPAP, PVR) und eine Steigerung der SMWD auf*®*>*
47 Ebenfalls wurden antiproliferative Effekte nachgewiesen®. Auch Tadalafil steht zur
Behandlung der PAH zur Verfiigung. Dabei zeigten sich ahnliche Effekte wie bei
Sildenafil*’.Prostanoide bzw. Prostacycline stellen Thromboxan A, Gegenspieler dar.
Sie konnen die vasokonstriktorische und aggregationsfordernde Wirkung des
Thromboxan A; antagonisieren und werden von Endothelzellen ausgeschiittet*®. lloprost
wird als inhalatives Prostacyclin Derivat zur Behandlung einer IPAH mit WHO-
Funktionsklasse 111 eingesetzt®. Eine Steigerung der SMWD konnte hierbei beobachtet
werden®®. Epoprostenol, welches zur intravendsen Therapie zugelassen ist, wird jedoch
aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit und der komplizierten Applikationsform nur

34,43

selten aulerhalb der Klinik verwendet Treprostinil konnte bei subkutaner

Anwendung u.a. eine Verbesserung beziglich der SMWD und der hdmodynamischen

Parameter erzielen®®*3,



10

Der oral verfugbare Prostacyclin IP-Rezeptor-Agonist Selexipag bindet hochselektiv
humane Prostacyclin-Rezeptoren.  Gastroenterale  Nebenwirkungen, wie beli
Prostacyclinen, blieben bei Selexipag im Versuch mit Rattenmodellen aus®. Selexipag
konnte bereits in einer Phase-I1-Studie eine signifikante Verbesserung bezuglich des
PVR und der 6-Minuten-Gehstrecke demonstrieren®?. Auch beziiglich eines composite
Endpunkts (z. B. Tod jeglicher Ursache oder eine Komplikation bei PAH) konnte

Selexipag im Rahmen einer Phase-111-Studie tiberzeugen™.

Riociguat fuhrt zu einer Erhéhung der Konzentration des intrazelluldren cyclischen
Guanosinmonophosphat (cGMP). Riociguat vermindert inflammatorische und
proliferatorische Prozesse in pulmonalen GeféRen und fihrt ber weitere Mechanismen
zu einer Vasodilatation und Unterdriickung der Thrombozytenaggregation. Es wirkt
nicht nur direkt stimulierend auf die sGC, sondern auch indirekt Uber eine
Sensibilisierung fiir NO®*. In der Pulmonary Arterial Hypertension Soluble Guanylate
Cyclase-Stimulator Trial 1 (PATENT-1) konnte Riociguat signifikant die SMWD und
verschiedene sekundare Endpunkte (PVR, NT-proBNP-Spiegel, WHO FC, Zeit bis zur
klinischen Verschlechterung, Borg-Dyspnoe-Skala) verbessern®. CTEPH-Patienten
scheinen ebenfalls von Riociguat zu profitieren®. Riociguat darf nicht mit einem PDE-

5i kombiniert werden®.

Um eine optimale pharmakologische Behandlung zu ermdglichen, werden verschiedene
Wirkmechanismen in einer Kombinationstherapie verbunden®. Zur Verfiigung stehen

dabei drei verschiedene Signalwege (Prostanoide, ERA, PDES5i bzw. sGC)®.

1.3.6.3 Nicht pharmakologische Therapiemdglichkeiten

Korperliches Training sowie mentale Unterstlitzung durch spezialisierte Zentren
kénnen die medikamentdse Therapie unterstiitzen®**. Bei einer CTEPH ist die
pulmonale Endarteriektomie das Mittel erster Wahl und einer medikamentdsen
Therapie vorzuziehen. Im Rahmen dieser Operation werden die okkludierten Blutgeféalie
rekanalisiert, wobei der Zugang (ber eine mediane Sternotomie erfolgt®>’. Bei hoher
Komorbiditét, distaler vaskuldrer Obstruktion oder unzureichendem Therapieerfolg
nach pulmonaler Endarteriektomie, kann eine pulmonale Ballonangioplastie (BPA)

diskutiert werden, wobei es sich noch um ein experimentelles Verfahren handelt>®,
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1.4 Biomarker

1.4.1 Definition
Eine verbreitete Definition fir Biomarker in der Medizin liefert die Biomarkers

Working Group®. Dabei handelt es sich um die Definition eines Konzepts®:

“A characteristic that is objectively measured and evaluated as an indicator of normal
biological processes, pathogenic processes, or pharmacologic responses to a

therapeutic intervention «« 60

Nach dem Konzept stellt ein Biomarker einen objektiv messbaren Parameter dar. Dieser
dient der Evaluation von biologischen Prozessen, welche pathogenetischer oder
physiologischer Natur sein konnen. Darlber hinaus umfasst die Definition die

Evaluation von pharmakologischen Reaktionen auf therapeutische Interventionen.

Eine andere Definition liegt seit 2013 durch Clinical Chemistry and Laboratory

Medicine vor. Diese lasst sich auf biochemische Marker im engeren Sinne Ubertragen:

“Human or animal biological property whose in vitro measurement or identification is
useful for the prevention, diagnosis, prognosis, treatment, and follow-up of human or

animal diseases, and for their understanding“.59

Dabei werden Biomarker als biologisches Eigentum von Menschen und Tieren
angesehen, wobei Messungen und die Identifikation der Marker fir Prévention,
Diagnostik, Prognostik, Therapie und zur Verifizierung von Wirksamkeit in Studien

niitzlich sind und zum Verstandnis von Krankheiten beitragen®®.

1.4.2 Allgemeines

Biomarker stellen im medizinischen Forschungs- und Kilinikalltag wichtige
Anhaltspunkte dar, um z. B. Krankheitsmechanismen und Erkrankungsursachen zu
untersuchen sowie den etwaigen therapeutischen Erfolg zu evaluieren oder um eine
Diagnose zu stellen. Beziglich der PH bedeutet dies, dass Biomarker wichtige
Werkzeuge zur Friuherkennung (Screening) und ferner zur diagnostischen Einordnung,
zur prognostischen Einschdtzung und zur Einschdtzung der Angemessenheit von
therapeutischen MaBnahmen darstellen.® Auch werden Biomarker zur Erkennung von
Risikofaktoren eingesetzt, die eine Krankheitsentstehung beglnstigen sowie zur
Zuordnung zu Krankheitsstadien herangezogen. In der Entwicklung von Medikamenten
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spielen insbesondere molekulare Biomarker eine herausragende Rolle. Biomarker
kénnen physikalisch, biologisch und molekular beschaffen sein.®* Beziiglich der PH ist
es bisher nicht gelungen, einen diagnostischen molekularen Biomarker im klinischen

Alltag zu etablieren®.

Im Hinblick auf eine individuelle Therapie bei Patienten mit PH konnte eine
Multibiomarker-Strategie von erheblicher Bedeutung sein. Dabei kdnnen Biomarker,
um z. B. optimale Behandlungsziele zu erreichen, mehrfach therapiebegleitend
abgenommen werden. Es ist zudem sinnvoll, Biomarker aus unterschiedlichen
pathophysiologischen Zusammenhangen (s. Abbildung 1) in einem Multibiomarker-

Ansatz zu kombinieren.%?3%,

Biochemische
Biomarker
bei Pulmonaler Hypertonie

Marker bei
Remodeling Andere sekundérem
QOrganversagen

Marker bei
myokardialem Stress

Marker bei Hypoxie Marker bei Marker bei vaskularer
und Hypokapnie Inflammation Dysfunktion

ENP/NT-proBNP MMP2 RDW Kreatinin Harnsdure CRP ADMA
ANP TIMP1 miRNA-150 Bilirubin GDF15 IL-6 Endothelin-1
KTnl Osteopontin Chemokine Angiopoetine
vWF

Abbildung 1 Ubersicht iiber biochemische Biomarker bei PH unter pathophysiologischen Gesichtspunkten.
Die einzelnen Biomarker sind ihrem pathophysiologischen Korrelat zugeordnet. ADMA = asymmetric
dimethylarginine, ANP = atrial natriuretic peptide, BNP/NT-proBNP = brain natriuretic peptide, CRP = C-reaktives
Protein, GDF15 = growth differentiation factor 15, IL-6 = Interleukin-6, kTnl = kardiales Troponin I, miRNA-150 =
micro-Ribonukleinsdure-150, MMP2 = matrix metalloproteinase-2, RDW = red cell distribution width, TIMP1 =
tissue inhibitor of metalloproteinases 1, VWF = Von-Willebrand-Faktor. Modifiziert nach % und .

1.4.3 Biomarker der pulmonalen Hypertonie
An dieser Stelle wird auf bereits etablierte und potentielle biochemische Biomarker

hinsichtlich der PH eingegangen.

1.4.3.1 Brain natriuretic peptide (BNP)

Die Vorstufe proBNP wird hauptsachlich in ventrikuldren Kardiomyozyten gebildet.
Aus der Vorstufe gebildetes BNP sowie NT-proBNP, die im Rahmen einer Druck- bzw.
Volumenbelastung und einer damit einhergehenden erhdhten Wandspannung ins Blut
sezerniert werden, weisen unterschiedliche Plasmahalbwertszeiten auf. Die

Halbwertszeit von BNP im Plasma betrégt ca. 22 Minuten, die von NT-ProBNP etwa
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zwei Stunden®. BNP tragt zur physiologischen Blutdruckregulation bei. Durch die
Erh6hung der Ausscheidung von Natrium und Wasser durch die Nieren, die
Unterdriickung des  Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und eine direkte
vasodilatierende Wirkung kann BNP den Pre- und Afterload des rechten Ventrikels
(RV) vermindern (Abbildung 2)°*®*. NT-proBNP dient als Indikator fir
linksventrikulare und rechtsventrikuldre Dysfunktionen, weshalb ein Anstieg im
Rahmen einer PH zu beobachten ist®. Hamodynamische Parameter sowie die
rechtsventrikuldre myokardiale Masse korrelieren positiv. mit der NT-proBNP
Plasmakonzentration®. Positive Korrelation zwischen BNP Plasmakonzentrationen und
der WHO FC finden ebenfalls Erwéhnung, insbesondere bei Patienten mit primarer
PH®. Dariiber hinaus kann NT-proBNP als prognostischer Biomarker herangezogen
werden. Hohe Baseline NT-proBNP Werte sprechen fir eine erhdhte Mortalitit. Zudem
korrelieren positive Antworten auf vasodilatorische Therapien mit Abnahmen des NT-
proBNPs, was mit giinstigen Prognosen assoziiert wird.®® NT-proBNP-
Plasmakonzentrationen werden weniger stark durch die Nierenfunktion beeinflusst als
BNP-Plasmakonzentrationen. Ebenfalls scheint NT-proBNP als Pradiktor fiir Uberleben
dem BNP (berlegen zu sein. In diesem Kontext konnten die unterschiedlichen

Halbwertszeiten eine Rolle spielen.®’

-
Pulmonale Mit NT-proBNP in Korrelation stehende
Hypertonie

) Parameter
Erhéhte PAP Pulmonal arterieller Druck
rechtsventrikulare i< Volumenbelastung tPR Totaler pulmonaler
Wandspannung
Widerstand
mRAP Mittlerer rechtsatrialer
Druck
edRVP End-diastolischer
rechtsventrikuldrer Druck

Legende

—> flhrtzu
—— vermindert

NT-proBNP

[

Ausscheldung von Natrium und Difekts VaSSdilatation Renin-Angiotensin-
Volumen Aldosteron-System

\\i
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Abbildung 2 BNP und NT-proBNP als Biomarker bei PH. Bei einer PH kommt es zu einer erhdhten
rechtsventrikularen Wandspannung. Diese filhrt zur Ausschiittung von NT-proBNP und BNP aus der
Herzmuskelzelle. BNP erhéht die Ausscheidung von Natrium und VVolumen durch die Nieren, es fiihrt direkt zu einer
Vasodilatation und es hemmt zusédtzlich das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Dies fihrt zu einer
Volumenreduktion im Herzkreislaufsystem und vermindert die rechtsventrikuldre Wandspannung. NT-proBNP-
Plasmaspiegel korrelieren mit hamodynamischen Parametern (PAP, tPR, mRAP, edRVP). Modifiziert nach5®,

1.4.3.2 Endothelin-1 (ET-1) und Carboxy-Terminal pro-endothelin-1 (CTproET-1)

Der potente Vasokonstriktor ET-1 wird von Endothelzellen und Kardiomyozyten
sezerniert. ET-1 ist an der Regulation der physiologischen kardiovaskuléren Funktion
beteiligt. Nach seiner Freisetzung bindet ET-1 an den ET-A-Rezeptor innerhalb des
kardiovaskularen Systems, wodurch vaskuldres Remodeling und eine Vasokonstriktion
begiinstigt werden.®® Hochrelevant ist zudem der ET-B;-Rezeptor, der bei seiner
Aktivierung die Synthese von Stickstoffmonoxid und Prostacyclin erhoht, welche eine
Vasodilatation und Antiproliferation begiinstigen®. CTproET-1 wird stéchiometrisch
mit ET-1 sezerniert und weist eine langere Plasmahalbwertszeit auf. Bei gesunden
Patienten korrelieren CTproET-1-Plasmakonzentrationen signifikant positiv mit den
Faktoren Alter, verminderte Nierenfunktion, zunehmende linksatriale Grofle und
epidermal Growth-Faktor (eGF). Eine negative Korrelation besteht im Zusammenhang
mit dem diastolischen Blutdruck.”” CTproET-1 kann die kardiovaskuldre Mortalitat der
Patienten mit chronischem Herzversagen Uber einen Zeitraum von 12 Monaten
vorhersagen’  und st ein  Pradiktor der  eventfreien  Ein-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Patienten mit PAH?"®. Hinsichtlich des klinischen
Schweregrades unterscheiden sich Plasmaspiegel signifikant zwischen der WHO FC I
und I11. Ebenfalls korreliert CTproET-1 signifikant negativ mit der SMWD bei PAH-

Patienten’.

1.4.3.3 Potentielle Biomarker bei PH

Kardiale Troponine stellen Biomarker fir myokardiale Verletzungen, z. B. im Rahmen
eines Herzinfarktes dar. In diesem Zusammenhang sind sie fest im Kklinischen
Diagnosealgorithmus etabliert.”* Erhohte Plasmakonzentrationen von kardialem
Troponin | (kTnl) konnen eine Rechtsherzbelastung im Rahmen einer akuten
Lungenembolie (PE) anzeigen. Durch die Verfugbarkeit von neuen hochsensitiven
Tests konnte kTnl nicht nur im Zusammenhang mit der PE, sondern auch in Beziehung
mit einer PAH von Bedeutung sein.”" Sind kTnl-Plasmakonzentrationen von PAH-
Patienten erhoht, so besteht eine deutlich hoéhere Wahrscheinlichkeit an einem

Rechtsherzversagen zu versterben. Darlber hinaus korrelieren kTnl-Konzentrationen
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positiv mit der WHO FC, BNP, CRP, der GroRe des rechten Vorhofs und negativ mit
der SMWD und Sauerstoffsattigung.”

Hohe Harnsaure-Serumkonzentrationen korrelieren bei IPAH-Patienten positiv mit
dem mPAP, der NYHA Klasse und negativ mit der Ejektionsfraktion (EF) des rechten
und linken Ventrikels. Die Ursache der erhdhten Harnséure-Serumkonzentration wird

im hypoxisch-ischamischen Untergang des Lungengewebes vermutet.”’

PAH-Patienten weisen Dysregulationen beziglich micro Ribonukleinsduren
(miRNAs) auf, welche in der Lage sind, Translationsprozesse zu beeinflussen. So
korreliert die miRNA-150 (micro-Ribonukleinsaure) Plasmakonzentration mit der
Zwei-Jahres-Uberlebensrate und kann als Pradiktor fir das Uberleben bei Patienten mit
PAH herangezogen werden. Eine verringerte miRNA-150 Plasmakonzentration wird
demnach mit einer schlechten Prognose assoziiert.”® Der miRNA Cluster 17/92 wird
als moglicher Regulator des BMPR2 postuliert, wobei eine miRNA-17/92
Uberexpression zu einer verminderten Translation des BMPR2 filhrt. Die
Uberexpression von miRNA-17/92 wird durch Interleukin-6 (IL-6) beeinflusst.
BMPR?2 spielt eine herausragende Rolle in der PH-Pathogenese’, weshalb miRNA-
17/92 in der Entwicklung von PH-Biomarkern relevant sein kénnte.

Der potentielle Biomarker Growth-differentiation factor-15 (GDF-15) ist in Lungen
von PAH-Patienten im Vergleich zu gesunden nicht-PAH-Patienten® sowie im Serum
erhoht®®. Bei dem Zytokin handelt sich um einen TGF-p Abkémmling, welcher u.a.
vermehrt bei Scherstress und Hypoxie von verschiedenen Zellen des kardiovaskuldren
Systems exprimiert wird®®. Erhéhte Serumkonzentrationen von GDF-15 korrelieren
positiv mit der NYHA Kilasse, dem NT-proBNP-Plasmaspiegel sowie dem mittleren
rechtsatrialen Druck und negativ mit der SMWD sowie der gemischtventsen
Sauerstoffsattigung. Bei GDF-15 handelt es sich zudem um einen Préadiktor fur den
Endpunkt Uberleben.®

Die red cell distribution width (RDW, Erythrozytenverteilungsbreite), welche in
klinischen Standarduntersuchungen erhoben wird, gilt als vielversprechender Biomarker
bei verschiedenen Unterformen der PH. RDW Kkorreliert positiv mit der WHO FC, mit
NT-proBNP und negativ mit der SMWD®. Bei der RDW handelt es sich um einen
unabhangigen Pradiktor fiir das Uberleben bei Patienten mit IPAH®.
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Weiterhin ist der VEGF-Signalweg im Hinblick auf vaskulare Umbauprozesse bei PH
beteiligt. Die Plasmakonzentrationen der freien Liganden soluble fms-like tyrosine
kinase 1 und placental growth factor zeigten sich signifikant unterschiedlich bei
verschiedenen PH Unterformen und kommen ebenfalls in Kombination als

vielversprechende diagnostische Biomarker bei PH in Frage.®
1.4.4 Biomarker dieser Arbeit

1.4.4.1 Die Rezeptortyrosinkinase Axl und das Spaltprodukt Soluble AxI (sAxI)

Bei Axl handelt es sich um eine Unterform der TAM-Rezeptor Familie, welche
insgesamt aus drei Mitgliedern (Tyro3, Axl, Mer) besteht. Sie beschreiben
Rezeptortyrosinkinasen ~ (RTKs),  welche  funktionelle  sowie  strukturelle
Gemeinsamkeiten verbinden®*. Axl wurde 1988 bei Patienten mit chronisch
myeloischer Leukdmie erstmals entdeckt und 1991 nédher charakterisiert. Den Namen
Axl von Anexelekto (griechisch: ,,unkontrolliert”), erhielt der Rezeptor durch sein

Potential Neoplasmen bei Fibroblasten hervorrufen zu kénnen®.

Ax| wird durch ein Gen auf Chromosom 19 mit dem Lokus q13.2 kodiert®. Es werden
die Exons 1-20 unterschieden. Exon 1 kodiert ein N-terminales Signalpeptid zur
Integration von Axl in die Plasmamembran. Exon 2-5 sind verantwortlich fir zwei
Immunglobulin-&hnliche Doménen, welche u.a. das Protein Growth arrest-specific 6
(Gas6) binden konnen. Exon 6-9 beinhalten Informationen tber Fibronektin Typ-III
Domanen, welche zusammen mit anderen Molekulen Zell-Zell und Zell-Matrix
Adhasion vermitteln. In Bezug auf Exon 10 kann es zu einem Exon-skipping im
Rahmen eines alternativen Splicings kommen, wodurch kurze und lange Isoformen
unterschieden werden. Dies ist nicht zu verwechseln mit Exon 11, welches eine
Sonderrolle einnimmt®®. Am Genprodukt kann hier die 16sliche Form (sAxI) durch eine
extrazelluldre Protease abgespalten werden. Diese wurde identifiziert als activity of
disintegrin-like metalloproteinase 10 (ADAM 10)*®. Exon 13-20 kodieren die
intrazellulare C-terminale Kinase Untereinheit®®. Das Protein Axl liegt je nach
Glykosylierung mit einer Masse von 120kDa bzw. 140kDa vor®*, seine l6sliche Form
mit 65kDa®’. Die Konzentration von sAx| im Plasma Ubersteigt im Normalfall die des
Proteins Gas6, wobei Gas6 stets an sAxI gebunden vorliegt. Vermutet wird, dass sAxI

und Axl um die Bindung an Gas6 konkurrieren®®.
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N-terminales Signalpeptid
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shul T

Fibronektin Typ-lll Domanen

Spaltungsbereich der Protease ADAMLO0 extrazelluiar

s tittatat At s A
EAABESEEAALS EAEEEEEAbASEELEAEEEBEEEES

Kinase Untereinheit

COOH

Abbildung 3 Struktur des AxI-Rezeptors. Die Abbildung zeigt den strukturellen Aufbau von Axl und sAxl.
Oberhalb der Zellmembran befindet sich der extrazellulére Anteil von AxI mit (von oben nach unten) N-terminalem
Signalpeptid, zwei Immunglobulin-dhnlichen Doménen zur Bindung von Gas6, zwei Fibronektin Typ-111 Doméanen
(rot) und dem Spaltungsbereich der Protease ADAM 10 (rote Querstriche). Intrazellulér befindet sich die Kinase
Untereinheit und der C-Terminus. Abbildung in Anlehnung an®.

Die Aktivierung von Axl kommt durch eine extrazellulare Bindung des Proteins Gas6
zustande®. Dabei bindet Gas6 mit einer sex hormone-binding-globulin-domain (SHBG)
an die beiden Immunglobulin-dhnlichen Doménen, was zu einer Homodimerisierung
und damit zu einer Aktivierung der Kinase AxI durch Autophosphorylierung fihrt (s.
Abbildung 4). In diesem Zustand kann AxI unterschiedliche intrazelluldre Signalwege

durch weitere Phosphorylierungen anstoRen®#°,

Eine Bildung von homophilen Bindungen zwischen AxI-Rezeptoren zweier
benachbarter Zellen wird ebenfalls im Tiermodell beschrieben, insbesondere bei einer
AxI| Uberexpression. Diese homophile Bindung fiihrt zu einer Rezeptoraktivierung und
einer Zellaggregation®. Die Bildung von Heterodimeren zwischen Axl und anderen
RTKs der TAM Familie wird ebenfalls mit der Bereinigung von Apoptose-Zellen durch
Makrophagen in Zusammenhang gebracht®’. Die Entstehung von Heterodimeren
zwischen AxI und nicht-TAM-Rezeptoren ist ebenfalls moglich. Das Heterodimer aus
Type 1 Interferon Rezeptor (IFNAR) und AxI inhibiert die Produktion von Zytokinen
im Rahmen der Toll like Rezeptor (TLR) Aktivierung und trdgt damit zur

Unterdriickung von Immunreaktionen bei®?.

AxI ist auflerdem unter Einfluss von Wasserstoffperoxid zur Autophosphorylierung

fahig. Diese findet unabhangig von Gas6 statt und wird z. B. bei VSMC vermutet®.
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Auch laminarer Scherstress scheint eine Gas6-unabhdngige Phosphorylierung von AxI
zu begiinstigen, was einen anti-apoptotischen Effekt auf vaskulare Endothelzellen hat®.
Auch unterstiitzt Ax| die VEGF-A abhangige Aktivierung des PI3K/Akt Signalwegs®.

Im néchsten Absatz wird die Wirkung von Axl auf verschiedene PH relevante Gewebe
erlautert. Proliferation, Migration, Uberleben sowie erhohte GefaRpermeabilitat und
Inflammation werden durch den Mediator AxI vermittelt. Im Wesentlichen beschranken
sich die Informationen auf die Wirkung von Axl auf VSMC, GeféaRendothelzellen und

kardiale Fibroblasten.®

A Gas6 Synthese durch
N\ | - Herz
Knochenmark

Trapping ) Gla-Domane Vit. K-abhangig : m:':en

s o - Endothel
L_/ - Thrombozyten

Vaskulare glatte Muskelzellen

Allgemein
Beteiligung an pulmonal thromboembolischen
Ereignissen bei Mausen in vivo
Autoimmunprozesse

N
/ ~
Kardiale Fibroblasten Vaskulare Endothelzellen -
; . Schutz vor Apoptose z.B. unter Scherstress Vaskulare glatte Muskelzellen

Proliferation = S

Uberleben Uberleben - Mlgratlcn
Proliferation und vaskulires Remodeling - Uberleben
Regulation der Inflammation - Proliferation u. vaskulares Remodeling

Abbildung 4 Gas6-(s)AxI-Interaktion und Einfluss auf PH relevante Gewebe. Nach der Vitamin K-abhangigen
Synthese kann Gas6 durch sAxl extrazellular abgefangen (Trapping) werden und steht fiir die Aktivierung von Axl
nicht mehr zur Verfiigung®. Die Schere symbolisiert das Enzym ADAM 10, welches sAxl extrazellular abspaltet.
Nach der Bindung von Gas6 an Axl kommt es zu einer Homodimerisierung und Aktivierung der Axl-Kinase. Die
Aktivierung ist stets Kalzium abhéngig. Die Einfliisse auf PH relevante Gewebe sind in der unteren Abbildungshélfte
dargestellt. In Anlehnung an®.
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Abbildung 5 Ubersicht Signalwege der Gas6-(s)AxI-Interaktion mit Einfluss auf ausgewahlte Zelltypen und
Gewebe. Die Rezeptortyrosinkinase AxI st63t nach ihrer Aktivierung unterschiedliche Signalwege an und hat somit
Einfluss auf verschiedene Zelltypen sowie Gewebe. Abgebildet sind potenziell PH relevante Signalwege, Zell- und
Gewebetypen. In Anlehnung an®. PI3K = Phosphoinositid-3-Kinasen, Akt = Protein kinase B, STAT = Signal
transducer and activator of transcription 5, FLT3 = fetal liver kinase 3, MCP-1 = monocyte chemotactic protein 1, IL-
8 = Interleukin 8, NK-Zellen = Natiirliche Killerzellen, IFN-B = Interferon-f, IL-13 = Interleukin 13, PKB =
Proteinkinase B, S6K = Ribosomal protein S6 kinase, SHP2 = Src homology region 2-containing protein tyrosine
phosphatase 2, PLC = Phospholipase C, ERK = extracellular signal-regulated kinases, NFkB = nuclear factor «-light-
chain-enhancer, IFN-y = Interferon- v, Bcl2 = B-cell lymphoma 2, Racl = Ras-related C3 botulinum toxin substrate
1, EGFR = Epidermal Growth Factor Receptor, NSCLC = Nichtkleinzelliges Lungenkarzinom.

Im GefaRendothel hat Axl eine Schutzfunktion. Die aktivierte RTK unterdrickt bei
laminarem Scherstress in vitro die Apoptose des Gefallendothels. Wird die Expression
von AxI kinstlich durch die Blockade von lonenaustauschern unterdriickt, so kommt es
im Endothel vermehrt zur Apoptose. Zusatzlich verhindert die I6sliche Form sAxl in
vitro unter Scherstress die Phosphorylierung von Axl, was pro-apoptotische
Auswirkungen hat.** Auch die Gasé abhingige Aktivierung von Ax| verhindert den

programmierten Zelltod von humanen pulmonal-arteriellen Endothelzellen invitro®’

In einem deoxycorticosterone Acetate-Salt Rats Modell, wo eine kinstliche Hypertonie
erzeugt wird, fuhrt die RTK verstdrkt zu vaskuldrem Remodeling und zu einer
Verschlechterung der vom Endothel abhéangigen Vasodilatation®. Einen ahnlichen
Einfluss hat Axl auf VSMC. Uber den bereits beschriebenen PI3K/Akt Signalweg hat
AxI anti-apoptotische Wirkung auf VSMC®®, beeinflusst die Migration des Zelltyps
und flhrt Uber Phosphoinositid-Phospholipase C (PLC) zur Verdickung der Neointima

nach vaskularen Schadigungen'®. Bei kardialen Fibroblasten begiinstigt der Gas6-AxI-
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Signalweg ebenfalls Proliferation und das Uberleben. Dabei scheint der extracellular-
signal Regulated Kinase (ERK) Signalweg einen wichtigen Beitrag zu leisten™™.

Das Spaltprodukt sAxIl wird bereits in zahlreichen Krankheitsbildern als potentieller
Biomarker beschrieben. Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom ist die
Serumkonzentration von sAxI signifikant erhéht und korreliert mit CRP, TNF-a und
Troponin |. Dabei kommen inflammatorische Prozesse als Ursache in Betracht.'®
Ebenfalls zeigen Patienten mit Herzversagen erhohte sAxl Serumkonzentrationen im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch ist eine erhéhte sAxl Serumkonzentration mit einer
schlechten Prognose bei Patienten mit Herzversagen assoziiert.'®® Dariiber hinaus
kommt sAxI als Pradiktor fiir die Ruptur eines intrakranialen Aneurysmas in Frage'®.
Beim abdominellen Aortenaneurysma Kkorreliert sAxl negativ und Gas6 positiv mit
dessen GroRe. Nach der Einfihrung eines Gas6/sAxl-Verhaltnisses wurde eine noch
bessere positive Korrelation erzielt'®®. Im Zusammenhang mit Krebserkrankungen spielt
sAXxI als Biomarker eine wichtige Rolle. Bei Patienten mit Nierenkrebs weisen erhthte
sAxl Serumkonzentrationen auf eine schlechte Prognose hin'®. Bei Patienten mit
Neurofibromatose Typ | ist die Serumkonzentration von sAxl ebenfalls im Vergleich

zur gesunden Kontrollgruppe erhht. ™’

1.4.4.2 Growth arrest-specific 6

Das Protein Gas6 wurde 1993 in NIH/3T3 Fibroblasten naher charakterisiert, nach der
Entdeckung durch C. Schneider, R. M. King, und L. Philipson im Jahr 1988.
Namensgebend war ein Zustand der erhohten Gas6 Expression bei Fibroblasten im

Zellzyklusarrest (Growth arrest-specific). %

Bei Gas6 handelt es sich um ein Vitamin K-abh&ngiges Protein, verwandt mit den
Gerinnungsfaktoren 1X, X, II, VIl sowie Protein S und C®. Es interagiert mit
Phosphatidylserin-haltigen Phospholipiden sowie TAM-Rezeptoren, wobei Axl und

Tyro3 bevorzugt werden.?%,

Humanes Gas6 besteht aus 678 Aminosdauren und ist zu 44% mit der Aminosauren-
Sequenz von Protein S identisch'®. Zu lokalisieren ist das Gas6-Gen auf Chromosom
13 (13g34)**. Strukturell folgen auf die N-Terminale y-Carboxyglutamat-Doméne (Gla-
Domane) vier EGF-ahnliche Doménen, gefolgt von zwei Laminin G-Domanen, die
zusammen das SHBG ausmachen (Abbildung 6)**?. Die Gla-Doméne ist zustandig fir

eine Kalzium-abhéngige Bindung von Phospholipiden auf Zelloberflachen. Die SHBG-
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Doméne interagiert, wie bereits beschrieben, mit TAM-Rezeptoren und die EGF-
ghnlichen Doménen vermitteln interzellulare Kommunikation.**. Erwahnung findet
auch eine Disulfidbriicken-Loop-Region zwischen den Gla- und EGF-Doménen, welche

mit der Serin-Protease Thrombin interagiert™.

NHz — ) NH:

N 4

~ Gash m
COOH

COOH— COOH

Gla-Doméne

Loop-Region

EGF-Domane

SHBG-Region

b

Abbildung 6 Gas6 Struktur. Gas6 besteht aus einer Vitamin K-abhangigen Gla-Doméne, einer Loop-Region, vier
EGF-Domaénen und der SHBG-Region zur Bindung an (s)AxI. Auf der rechten Seite liegt Gasé gebunden an sAxI vor
(Trapping). In Anlehnung an®.

Eine aktivierende Gas6-AxI-Interaktion ist Kalzium- und Phosphatidylserin-abhéngig,
wobei Gla-defizientes Gasé an Axl binden kann ohne jedoch dabei eine Aktivierung der
Kinase hervorzurufen. Die molekulare Masse von Gas6 betragt 75 kDa''*. Exprimiert
wird Gas6 hauptsachlich in Herz, Knochenmark, Nieren, Lunge, Endothel,
Thrombozyten sowie in VSMC*°, Ein direkter Zusammenhang besteht, wie bereits
beschrieben, zwischen dem Gas6-AxI-Signalweg und dem Uberleben von
Endothelzellen. Dabei ist die post-translationale Vitamin K-abhangige Modifikation der
Gla-Doméne durch die y-Glutamylcarboxylase fur die Aktivierung von Axl durch Gas6
essentiell**®. Der Vitamin K-Antagonist Warfarin unterbindet diese Modifikation, was
einen negativen Einfluss auf das Uberleben von human umbilical vein endothelial cells
(HUVECs) und Fibroblasten hat''’. Es wird zudem angenommen, dass die
Pankreastumorzellenmigration durch eine low-dose Warfarin-Exposition vermindert
wird. Dies trifft unter der Bedingung zu, dass Axl ausreichend von Tumorzellen
exprimiert wird'®. Ein positiver Einfluss auf das Uberleben von PH Patienten mit
linksventrikul&rer systolischer Dysfunktion (LVSD) unter Warfarin wird erwéhnt.
Dieser Effekt war nicht zu beobachten bei Patienten mit LVSD ohne PH.
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In diesem Absatz wird auf die Funktion von Gas6 eingegangen. Wie bereits erwahnt,
besteht eine Verwandtschaft zwischen den Vitamin K-abhangigen Gerinnungsfaktoren
und Gas6'®. Dabei kommt es in vivo bei Gas6-defizienten Mausen zu einem Riickgang
von Kollagen/Epinephrin induzierten pulmonalen thromboembolischen Ereignissen,
ohne dabei das Risiko einer Spontanblutung zu erhéhen. Somit hat Gas6 Einfluss auf
die Thrombozyten-Funktion'™®. Es wird davon ausgegangen, dass zumindest im
Mausmodell Gas6 durch die Degranulation von aktivierten Thrombozyten freigesetzt
wird, wo es danach an TAM-Rezeptoren der benachbarten Thrombozyten bindet und
dort einen PI3K-Signalweg initiiert. Dies flhrt zu einer Phosphorylierung von [B3-
Integrinen, welche u.a. an der Thrombozytenaggregation beteiligt sind. Ebenfalls
kommt es zu einer Hochregulation der Expression von P-Selektinen und des Tissue

13120 Der Nachweis von Gasé in humanen

Thrombozyten wurde jedoch bisher nicht erbracht'?.

factor in vaskuldren Endothelzellen

In Endothelzellen eines Mausmodells fiihrt die Gas6-abhangige Axl Aktivierung zu
einer proinflammatorischen Signalkaskade. Dabei werden im Endothel die vaskularen
Zelladh&sionsmolekiile Vascular cell adhesion Protein 1 (VCAM-1) und das
Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) stirker exprimiert. Dies bedingt eine
erhdhte Adhasion von Thrombozyten und Leukozyten an das Endothel, gefolgt von der
Einwanderung der Leukozyten in tiefere Gewebeschichten'?”. Eine Vermittlung der
Phagozytose von apoptotischen Zellen kommt mdoglicherweise durch Gas6-TAM-
Signalwege  zustande. Dabei  exprimieren apoptotische  Zellen  vermehrt
Phosphatidylserin auf ihrer Oberflache, welches die Gla-Doméane von Gas6 bindet.
Gas6 wiederum vermittelt Uber TAM-Rezeptoren ein pro-Phagozytose Signal und dient
somit als Brickenmolekil. Makrophagen und dendritische Zellen werden daraufhin
aktiviert und es kommt zur Clearance der apoptotischen Zellen. Wird dieser Prozess
gestort, so verbleiben vermehrt apoptotische Zellen, die im Mausmodell zur
Entwicklung von Autoimmunprozessen, z. B. des systemischen Lupus erythematosus,

beitragen®.

Auch tritt Gas6 als potentieller Biomarker in Erscheinung. Bei Patienten mit
chronischem Nierenversagen waren Gas6 Plasmakonzentrationen im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant erhoht'.

Patienten mit akuter Dyspnoe wiesen bei
Lungenentziindung und Herzversagen signifikant hohere Plasmakonzentrationen auf,

als Patienten mit gleicher Symptomatik bei einer nachgewiesenen Lungenembolie. Gas6
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kénnte hier in der Differentialdiagnostik bei Dyspnoe eine wichtige Rolle einnehmen*?,
Bei Patienten mit Koronararterien-Bypass waren Plasmakonzentrationen von Gas6 und
sAxI im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verringert. Dabei waren hohe Gas6
Plasmakonzentrationen  assoziiert mit einer niedrigeren  operationsbedingten
Sterberate.’®* Bei Patienten mit Sepsis korrelierte die Gasé Plasmakonzentration mit
dem Schweregrad der Erkrankung, insbesondere mit der hepatorenalen Dysfunktion'?.
Bei Rheuma-Patienten mit systemischem Lupus erythematosus korrelierten Gas6 und
sAxl Plasmakonzentrationen positiv. mit der Erkrankungsaktivitat, mit der
Blutsenkungsreaktion und CRP sowie negativ mit der Hamoglobinkonzentration?. Bei
Patienten mit Sjogren Syndrom (SS) ist die Plasmakonzentration von Gas6 ein
unabhéngiger Risikofaktor, wobei Patienten mit SS eine signifikante verringerte
Konzentration aufweisen'®’. Bei Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom kann
Gas6 als unabhangiger Pradiktor fir das Uberleben herangezogen werden.
Serumkonzentrationen von Gas6é waren hier signifikant hoher als in  der

128 Auch beim Ovarialkarzinom starben Patienten mit erhohter Gasé

Expression frither*?.

Kontrollgruppe.

Als mogliches therapeutisches Ziel bietet der Gas6-AxI-Signalweg ebenfalls Potential.
Das small-molecule R428 stellt einen Inhibitor der Axl-Kinase dar. Die inhibierende
Wirkung wurde in vitro bei verschiedenen Zelltypen (z. B. HUVECSs) nachgewiesen.
R428 blockiert die Gas6-Axl-Signalkaskade und damit die Tumorzellinvasion sowie die
Absiedlung von Tumormetastasen und nimmt Einfluss auf die Angiogenese.** Die
Blockade der Axl abhéangigen Migration der VSMCs und ein negativer Einfluss auf das
Uberleben von VSMCs konnte ebenfalls in vitro nachgewiesen werden'®. Bei
idiopathischer Lungenfibrose blockierte R428 die Migration, Invasion und Proliferation

von Fibroblasten in vitro sowie im Mausmodell (SCID/Bg)**?.

Der Einfluss von Warfarin auf die Aktivitdt von Gas6é wurde bereits erwéhnt. Eine
andere Mdoglichkeit stellt das rekombinante Aquivalent zu sAxl dar, welches Gas6
Interaktionen mit AxI blockieren kann. Ein Schutz vor pulmonalen Thrombosen konnte
bei Mausen bereits nachgewiesen werden®. Einen weiteren Therapieansatz stellen
monoklonale Anti-AxI-Antikorper dar, welche z. B. die Gas6-Axl-Interaktion
verhindern und damit nachgeschaltete Signalwege inhibieren, was Einfluss auf die

133

Tumorprogression haben koénnte™°. Weitere Substanzen, deren Indikationen und

Entwicklungsstand sind der Tabelle 25 im Anhang zu entnehmen.
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2  Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Vorhandene Erkenntnisse tber Gas6 und sAxl als Biomarker beziehen sich auf eine
Variation verschiedener Krankheitsbilder. Im Hinblick auf die PH sind beide Proteine
bisher weitgehend unbeachtet. Diese Arbeit soll demnach untersuchen, ob es sich bei
Gas6 und sAxl um Biomarker bei PH handeln konnte. Daraus ergeben sich mehrere
Fragestellungen.

Die diagnostische Relevanz betreffend soll untersucht werden, ob sich die
Plasmakonzentrationen der Proteine signifikant zwischen PH-Patienten und Nicht-PH-
Patienten unterscheiden. Daruber hinaus wird untersucht, ob die Plasmakonzentrationen

zwischen den Diagnosegruppen der PH abweichen.

Bei Rechtsherzkatheteruntersuchungen werden verschiedene Parameter gemessen.
Korrelationen zwischen Plasmakonzentrationen der potentiellen Biomarker und den
Parametern mPAP, PAWP, HZV, cardiac index (Cl) sowie PVR sollen ermittelt
werden. Dariiber hinaus soll eine mdgliche Korrelation mit der SMWD untersucht

werden.

Ein hoher klinischer Schweregrad der PH ist mit einer hohen Alltagsbelastung fiir den
Patienten®* und mit einer erhdhten Mortalitat assoziiert®. Es ergibt sich nun die Frage,
ob die potentiellen Biomarker zwischen Patienten mit hohem bzw. niedrigem klinischen
Schweregrad der PH differenzieren kdnnen. In diesem Kontext wird untersucht, ob ein

Unterschied der Plasmakonzentrationen (iber die WHO FC’s vorliegt.

Auch soll untersucht werden, ob ein signifikanter Zusammenhang zwischen den
Proteinkonzentrationen und der Uberlebenszeit bzw. der Zeit bis zur klinischen
Verschlechterung (TTCW) bestent. Eine mdgliche Eignung der Proteine als
Risikopradiktoren soll ebenfalls untersucht werden.

3 Material und Methoden

3.1 Studienkollektiv

Das Studienkollektiv setzte sich aus 179 (Gas6) Patienten, bzw. 167 (sAxl) Patienten
zusammen. Alle Patienten befanden sich im Rahmen der Erstuntersuchung in stationérer
oder ambulanter Behandlung am Uniklinikum GieRen und Marburg (UKGM), Standort

Giellen. Den Patienten wurden chronologisch fortlaufende Nummern zugeordnet. Die
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Zuteilung in die Diagnosegruppen erfolgte nach fortlaufenden Nummern und zielte
darauf ab, eine StichprobengroRe von jeweils N = 40 zu erreichen. Die
Studienteilnehmer wurden anhand aktueller Leitlinien durch ein interdisziplinares
Team von PH-Experten in die Diagnosegruppen CTEPH, pulmonal-vendse Hypertonie
(PVH), IPAH, PH assoziiert mit Bindegewebserkrankungen (CTD) und Ausschluss PH
eingruppiert®. Die Gruppe PVH entspricht dabei der Nizza Gruppe 2. Bei den erhobenen
Messwerten handelt es sich stets um Daten aus Erstuntersuchungen. Kein Patient erhielt
zu diesem Zeitpunkt eine PH-spezifische Medikation. Die Patienten wurden vor der
Untersuchung ausfuihrlich aufgeklart und es erfolgte eine schriftliche Zustimmung zur
geplanten Untersuchung, zur statistischen Auswertung der erhobenen Informationen
sowie der Weiterverwendung der abgenommenen Blutproben. Ein Ethikvotum mit dem
Aktenzeichen 100/13 ,,Biomarker fir die Pulmonale Hypertonie“ liegt vor und die

spezifische Erganzung vom 19. Januar 2016 kann im Anhang eingesehen werden.
3.2 Studienprotokoll

3.2.1 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte tber den Rechtsherzkatheter (Swan-Ganz-Katheter) und
damit aus einer Pulmonalarterie in eine Ethylendiamintetraessigsdure- (EDTA)
Monovette®. Im Anschluss wurde das zum Transport auf Eis liegende Blut bei 3000
U/min fir zehn Minuten zentrifugiert. Der Plasmalberstand wurde in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefal ubertragen und die zelluldren Blutbestandteile daraufhin verworfen.
Direkt im Anschluss wurde das gewonnene EDTA-Plasma bei -80°C verwahrt.

3.2.2 Quantitative Messung von sAxl und Gas6
Die Plasmakonzentration der Proteine wurde mithilfe eines Enzym-linked
immunosorbent assay (ELISA) bestimmt!*. In beiden Fallen basierte die Messung auf

dem sandwich-Enzym Prinzip (Abbildung 7) zur Quantifizierung von Antigenen™.
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Abbildung 7 Sandwich-ELISA. Die Abbildung beschreibt den allgemeinen Ablauf eines Sandwich-ELISA. Zuerst
wird der Capture Antibody (rot) am Boden eines GeféaRes fixiert (1). Es folgt die Zugabe eines Antigens, das an den
spezifischen Capture Antibody bindet (2). Danach wird ein zweiter spezifischer Antikorper (Detection Antibody)
zugegeben, der an ein weiteres Epitop des Antigens bindet (3). Im letzten Schritt wird ein Enzym zugesetzt
(dunkelrotes Siebeneck), das an den Detection Antibody bindet und ein Substrat umsetzen kann. Dies filhrt zu einem
Farbumschlag (hier gelb) (4). Die Geschwindigkeit der Farbbildung ist proportional zur Menge des vorhandenen

Antigens. Zwischen den Schritten 1-4 sind jeweils Waschvorgange notwendig. Verandert nach ***.

Fur die quantitative Bestimmung der Plasmakonzentration von sAxl wurde ein
DuoSet® ELISA von R&D Systems® herangezogen (DuoSet® ELISA
DEVELOPMENT SYSTEM Catalog Number: DY 154; DuoSet® Ancillary Reagent Kit
2 Catalog Number: DY008). Der Inhalt der Sets wird im Anhang aufgelistet.

Vor Beginn der Testreihe wurde ein Spike, Recovery, and Linearity Protokoll der
Herstellerfirma R&D Systems durchgefiihrt, um die mitgelieferten Reagenzien (DY 154,
DYO008) auf ihre Messgenauigkeit hin zu Gberprifen. Dabei wurde eine ausreichende

Linearitat und eine geringe Abweichung im Spike/Recovery assay erreicht.

Nach dem Hersteller-Protokoll wurde eine 96-Well-Platte (Tabelle 4) mit dem
verdunnten Human Axl Capture Antibody (CA) beschichtet (100ul/Well). Die 96-Well-
Platte wurde daraufhin bei Raumtemperatur Gber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation
erfolgten ein Waschvorgang und die Blockade von unspezifischen Bindungsstellen
mithilfe des Reagent Diluent (RD) nach Herstellervorgabe. Daraufhin wurden die
Plasmaproben erneut zentrifugiert und auf 1/20 der Ursprungskonzentration in RD
verdinnt sowie schliellich nach einem erneuten Waschvorgang auf die 96-Well-Platte
(100ul/Well) pipettiert. Dabei wurden stets horizontale Duplikate gebildet. Eine
Kontrollprobe erhielt einen extra Platz (Duplikat) auf der 96-Well-Platte und wurde
stets bei jeder erneuten Messung aufgetragen, um eventuelle Abweichungen zwischen
den Messungen aufzudecken (Tabelle 4). Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration
ist eine Referenzmenge essentiell. Daftr wurde vom Hersteller ein rekombinanter

Human Axl Standard (Std) mitgeliefert. Dieser wurde im Rahmen einer 7-Punkt
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Standardkurve verdinnt und jeweils als Duplikat auf die 96-Well-Platte aufgetragen.
Die hochste Std Konzentration lag bei 4000pg/ml (serielle zweifach Verdiinnungsreihe,
Tabelle 4). Ein Duplikat wurde mit RD beflllt, welches als Leerwert (Blank)
herangezogen wurde. Nach dem Auftragen von Std, Blank, Kontrollprobe und den
Plasmaproben wurde eine Inkubationszeit von zwei Stunden bei Raumtemperatur
eingehalten. Nach der Inkubation erfolgte ein erneuter Waschvorgang. Als ndchstes
wurde der Human Axl Detection Antibody (DA) nach Herstellerangaben auf die 96-
Well-Platte aufgetragen. Es erfolgte eine erneute Inkubation ber zwei Stunden bei
Raumtemperatur. Der n&chste Schritt bestand darin das Enzym, das spéter ein Substrat
umsetzen soll, nach einem erneuten Waschvorgang aufzutragen. Als Enzym wurde
Streptavidin-HRP verwendet. Die Inkubationszeit, die das Enzym zum Binden an den
Human Axl DA bendétigte, betrug 20 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtschutz.
Nach der Inkubation schloss sich ein erneuter Waschvorgang an, bevor das Substrat, ein
Gemisch aus Color Reagent A u. B, aufgetragen wurde. Eine erneute Inkubation wurde
unter Lichtschutz bei Raumtemperatur fir 20 Minuten durchgefihrt. In dieser Zeit war
ein Farbwechsel von transparent auf blau erkennbar. Nach der Zugabe einer Stop
Solution, zur Unterbrechung der Enzymaktivitat, war ein erneuter Farbwechsel von blau
auf gelb erkennbar. Die photometrische Messung erfolgte mithilfe eines Tecan

Sunrise™ Plate-Reader bei 570nm und dem Programm Magellan™ Version 7.1.

Auch beziglich des Proteins Gas6 wurde ein Spike, Recovery, and Linearity Protokoll
angewandt. Es konnte keine ausreichende Linearitédt in den Verdinnungsreihen erreicht
werden. Zudem zeigte sich eine zu groBe Abweichung im Spike/Recovery assay. Aus
diesem Grund wurde auf einen anderen CA (Human Gas6 Antibody; Polyclonal Goat
IgG; R&D Systems; Catalog Number AB885) ausgewichen, der bereits in
vergleichbaren Analysen verwendet wurde'®’. Das ELISA Protokoll wurde
dementsprechend angepasst. Eine Recovery zwischen 80-120% kann nach
Herstellerangaben als ausreichend erachtet werden. Nach der Anpassung wurden im
Spike/Recovery assay zufriedenstellende Werte erreicht. Das verwendete Material zur
Bestimmung der Proteinkonzentration von Gas6 ist dem Kapitel 9.2 im Anhang zu

entnehmen.
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Ermittlung der Recovery:

(Gemessene Plasmakonzentration mit Std)—(Gemessene Plasmakonzentration ohne Std)
x

% Recovery =
% y (Erwartete Konzentration Std)

100

Ergebnis:

2385,4 (B9) - 1063,1 &

)
x100
1600 )

82,64 % =

Tabelle 4 Anordnung der 96-Well-Platte. Es wird die beispielhafte Anordnung der 96-Well-Platte fiir Gas6 und
sAx| beschrieben. Jede Zelle steht fiir ein kleines GefaR auf der 96-Well-Platte. Es wurden jeweils Duplikate
angelegt. Links sind die Duplikate der 7-Punkte Standardkurve zu erkennen. Die Position der Kontrollprobe sowie
die Anordnung der einzelnen Proben beziiglich der Diagnosegruppen wurden variiert, um eventuelle systematische
Messfehler zu vermeiden.

4000pg/ml : 4000pg/ml Probe | Probe | Probe . Probe Probe  Probe : Probe: Probe @ Probe i Probe

2000pg/ml i 2000pg/ml Probe | Probe | Probe . Probe  Probe : Probe : Probe: Probe . Probe i Probe

1000pg/ml : 1000pg/ml Probe - Probe | Probe : Probe Probe Probe : Probe: Probe : Probe ! Probe

500pg/ml 500pg/ml Probe - Probe | Probe . Probe Probe Probe : Probe: Probe : Probe ! Probe

250pg/ml 250pg/ml Probe | Probe | Probe | Probe Probe Probe : Probe: Probe . Probe ! Probe

125pg/ml 125pg/ml Probe - Probe | Probe : Probe Probe Probe : Probe: Probe : Probe ! Probe

62,5pg/ml  : 62,5pg/ml Probe | Probe | Probe . Probe Probe Probe : Probe: Probe : Probe ! Probe

Blank Blank Kontrollprobe Probe Probe : Probe: Probe : Probe : Probe : Probe i Probe
7-Punkte Standardkurve
und Blank IPAH CTD CTEPH Ausschluss PVH

Im folgenden Abschnitt wird das modifizierte ELISA Protokoll beschrieben. Zuerst
wurde der CA in 1ml ELISA Plate-Coating Buffer geldst. In einem weiteren Schritt
wurden 440pl des 1mg/ml CA in 10560ul ELISA Plate-Coating Buffer (25x) verdinnt.
Es erfolgte die Beschichtung einer 96-Well-Platte mit dem verdiinnten CA (100pl/Well)
und die anschlielende Inkubation ber acht Stunden bei 37°C. Nach der Inkubation
wurde ein Waschvorgang angeschlossen, bei dem die 96-Well-Platte insgesamt drei Mal
mit 300ul/Well Wash Buffer mithilfe einer Multipipette gespilt wurde. Danach wurde
die 96-Well-Platte mit 3% RD (300ul/Well) fur 24 Stunden im Kihlschrank (7°C)
blockiert. Nach einem erneuten Waschvorgang wurden die Plasmaproben, die bereits
kurz zuvor in 1% RD im Verhéltnis von 1:40 verdunnt wurden, auf die 96-Well-Platte
(100pl/Well) pipettiert. Dabei wurden horizontale Duplikate angelegt. Analog zu sAXxI|
wurde eine Kontrollprobe aufgetragen. Eine 7-Punkte Standardkurve wurde angelegt,

wobei der hochste Standard eine Konzentration von 4000pg/ml aufwies. Eine serielle




29

zweifach Verdinnungsreihe wurde angelegt und ein Duplikat fir den Blank (1% RD)
verwendet. Nach einer zweisttindigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte erneut
ein Waschvorgang, gefolgt von der Auftragung des Human Gas6é DA (100ul/Well).
Dieser wurde hierflir um den Faktor 180x in 1% RD verdlnnt. Nach einer erneuten
zweistlindigen Inkubation und einem sich anschlielenden Waschvorgang wurden 55ul
Streptavidin-HRP in 10945ul 1% RD (200x) verdinnt und aufgetragen (100ul/Well).
Es schloss sich eine Inkubation von 20 Minuten unter Lichtabschluss an. Nach einem
erneuten Waschvorgang wurden 100ul/Well an Substrate Solution (Color Reagent A
und B) aufgetragen. Es folgte eine elfmindtige Inkubation unter Lichtabschluss. Ein
Farbumschlag von transparent nach blau war erkennbar. Zur Unterbrechung der
Reaktion wurden 50ul/Well Stop Solution aufgetragen, was zu einem Farbumschlag von
blau auf gelb fuhrte. Die photometrische Messung erfolgte mithilfe eines Tecan

Sunrise™ Plate-Reader bei 570nm und dem Programm Magellan™ Version 7.1.

Zur  Ermittlung der Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurde der
Variabilitatskoeffizient (CV) zwischen den Testungen (Inter-Assay Coefficient of
Variability) herangezogen. Der CV bezog sich hierbei auf die Kontrollprobe. Bei einem

CV <10% kann laut Hersteller von einem verlasslichen Test ausgegangen werden.

3.2.3 Erfassung klinischer Parameter

Im Rahmen der Rechtsherzkatheteruntersuchung wurden verschiedene Messwerte
erhoben. Daruber hinaus wurden Informationen tber den Schweregrad der Erkrankung
und im Verlauf Auskiinfte tiber eine etwaige klinische Verschlechterung oder den Tod

eingeholt.

3.2.3.1 Messparameter der Rechtsherzkatheteruntersuchung

Im Rahmen der Katheterisierung wurden wichtige MessgroRen unter der Anleitung
einer erfahrenen Intensivpflegekraft bestimmt. Darunter der mPAP, PAWP, das HZV,
der CI (CI = Herzminutenvolumen in I/min / Kérperoberflache in m?) und der PVR. Der
Druckaufnehmer des Swan-Ganz-Katheters wurde auf Hohe der mittleren Axillarlinie
eingestellt, um potentielle hydrostatisch bedingte Druckfehlmessungen auszuschlief3en.
Ebenfalls fand eine Eichung der Druckkurve gegen den atmosphérischen Luftdruck
statt®.
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3.2.3.2 Ermittlung des klinischen Schweregrades und der korperlichen Belastbarkeit
Zur Evaluation des Kklinischen Schweregrades der PH wurde die WHO FC
herangezogen. Anhand der WHO FC wurden die Patienten vier verschiedenen Klassen

zugeordnet, wobei Klasse IV ein schweres Beschwerdebild darstellt (Tabelle 3)**.

Zur Beurteilung der Belastbarkeit von Patienten mit PH hat sich die SMWD als
geeignet erwiesen. Die SMWD ermdglicht zudem eine Abschatzung der Prognose
hinsichtlich der Mortalitat von Patienten mit PH®. Der standardisierte Test wurde auf

einer abgesteckten Teststrecke durchgefuhrt.

3.2.3.3 Uberleben und die Zeit bis zur klinischen Verschlechterung

Im weiteren Behandlungsverlauf wurden Patienten hinsichtlich Uberleben und der Zeit
bis zur klinischen Verschlechterung beobachtet. Es wurde der Uberlebenszeitraum ab
der ersten Rechtsherzkatheteruntersuchung bis April 2015 ermittelt. Dabei wurde das
transplantationsfreie Uberleben als Endpunkt definiert. Einen weiteren Endpunkt stellte
die TTCW dar. Kam es im Rahmen der PH zu einer Erweiterung der Medikation, zum
Tod des Patienten oder zur Lungentransplantation, so wurde der Endpunkt TTCW

erreicht.

3.3 Statistische Auswertung

Die erfassten Daten wurden mithilfe der Magellan™ Software exportiert und mit
Microsoft Excel® verarbeitet. Danach folgte die deskriptive und explorative
Auswertung durch das Programm IBM SPSS Statistics 23, welches ebenfalls zur
Generierung von Grafiken verwendet wurde. In diesem Zusammenhang wird kurz auf

die verwendeten statistischen Verfahren eingegangen.

In einem ersten Schritt erfolgte die Prifung auf Normalverteilung hinsichtlich der
Konzentrationsverteilung der Biomarker. Dabei wurde die rechtsschiefe Verteilung der
Gas6-Konzentrationen durch Logarithmieren in eine Normalverteilung umgewandelt
und im Folgenden mit dem logarithmierten Wert weiter gearbeitet. Um zu ermitteln, ob
es sich bei den Proteinen um einen diagnostischen Biomarker handelt, wurde eine
Varianzanalyse (one-way Anova) durchgefiihrt. Es erfolgte eine erneute Varianzanalyse
(Kruskal-Wallis Test), um Unterschiede beziglich der Konzentrationsverteilung
zwischen den verschiedenen WHO FC’s nachzuweisen. Ein ebenfalls nicht-
parametrischer  Test (Mann-Whitney U  Test) fand Anwendung, um

geschlechtsabhangige Konzentrationsunterschiede zu ermitteln. Die
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Proteinkonzentrationen wurden mit klinischen Parametern (SMWD, mPAP, PAWP,
HzV, CIl, PVR) korreliert (Pearson-Korrelation) sowie die Interkorrelationen der
Klinischen Parameter untersucht. Als Mall der Effektstarke wurde der
Korrelationskoeffizient (r) herangezogen, welcher auch die Kklinische Relevanz
beschreibt. Ab einem Wert von r > 0,6 wurde von einem grol3en Effekt ausgegangen,
wobei Werte von r < 0,4 einen geringen Effekt beschreiben und dazwischen von einem
mittelstark ausgepragten Effekt ausgegangen werden muss.*® Das Signifikanzniveau

wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Der Kaplan-Meier-Schatzer wurde fir  Uberlebens- und TTCW-Analysen
herangezogen. Dabei wurde ein Log-rank Test durchgefihrt, um die
Uberlebensverteilung zwischen verschiedenen Gruppen von Patienten zu vergleichen.

Ein p-Wert von < 0,05 wurde dabei als signifikant erachtet.

Zuletzt wurde eine Cox-Regressions-Analyse durchgefuhrt, wobei ein Einfluss von
Variablen (z. B. die Gas6-Konzentration) auf die Uberlebenszeit oder die TTCW
geschatzt wurde. Ein wesentlicher Aspekt dieser Methode ist die sog. Hazard-Funktion
(h(t)). Die Hazard-Ratio (HR) vergleicht zwei verschiedene Gruppen (A und B)
hinsichtlich ihrer h(t).

hA(H)
hB(t)

Eine HR = 1 bedeutet, dass im Kontext Uberleben das Risiko in einem bestimmten
Zeitintervall zu versterben in beiden Gruppen gleich groR ist.**” Es wurden Analysen
mit einer Variablen und multivariate Analysen durchgefiihrt. Die Analysen wurden auf
eine dichotomisierte Stichprobe sowie auf Quartile angewendet. Ein p-Wert von < 0,154
wurde im Rahmen der multivariaten Analysen als signifikant angesehen'*®. Bei
univariaten Analysen galt ein p-Wert von unter 0,05 als signifikant. Zusatzlich wurde
das 95%-Konfidenzintervall (95% KI) bestimmt.
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4 Ergebnisse
4.1 Studienkollektiv

4.1.1 Geschlecht

Das Studienkollektiv (N) von Gas6 bestand aus 179 Patienten. Darunter 67 (37,4%)
méannliche und 112 (62,6%) weibliche Teilnehmer. Bei sAxI bestand das Kollektiv aus
insgesamt 167 Patienten, wobei 105 (62,9%) weibliche und 62 (37,1%) mannliche

Teilnehmer gezahlt wurden (Tabelle 5).

Tabelle 5 Beschreibung des Studienkollektives hinsichtlich Geschlecht. Die Tabelle gibt die absolute und relative
Anzahl der Patienten innerhalb des Gas6- und sAxI-Kollektives an. In Klammern befinden sich Angaben nach
Exklusion der Diagnosegruppe Ausschluss.

Geschlecht Gasb absolut Gasb in % sAxI absolut sAxlin %
weiblich 112(88) 62,6(62,0) 105(82) 62,9(63,1)
mannlich 67(54) 37,4(38,0) 62(48) 37,1(36,9)
total 179(142) 167(130)

4.1.2 Diagnosegruppen der PH

Die Patienten wurden den Diagnosegruppen der PH zugeordnet. Dabei wurden bei Gas6
38 (21,2%) Patienten den Diagnosegruppen IPAH, CTD und CTEPH zugeordnet sowie
28 (15,6%) Patienten der Diagnosegruppe PVH und 37 (20,7%) der Gruppe Ausschluss.
Bei dem Protein sAxl wurden 36 (21,6%) der Gruppe IPAH, 35 (21%) der Gruppe
CTD, 34 (20,4%) der Gruppe CTEPH, 25 (15%) der Gruppe PVH und 37 (22,2%)
Patienten der Gruppe Ausschluss zugeordnet. Eine Ubersicht liefert Abbildung 8.




40

35

30

25

20

15

Anzahl Patienten

10

IPAH

CTD

CTEPH

PVH

Ausschluss

m Gasb

38

38

38

28

37

sAXI

36

35

34

25

37

33

Abbildung 8 Anzahl der Patienten in Diagnosegruppen. Absolute Anzahl der Patienten innerhalb der PH
Diagnosegruppen, bezogen auf das jeweilige Protein. Im Balkendiagramm wurde Gas6 dunkelgrau und sAxI hellgrau
dargestellt.

413 WHOFC

Die Patienten wurden nach dem klinischen Schweregrad ihrer Erkrankung der
spezifischen WHO FC zugeteilt. Bezliglich Gas6 konnten 44 (26,3%) Patienten der
WHO FC II, 101 (60,5%) Patienten der WHO FC Ill und 22 (13,2%) Patienten der
WHO FC IV zugeordnet werden. Bei sAxl wurden analog 41 (26,8%) Patienten der
WHO FC I, 94 (61,4%) Patienten der WHO FC 111 und 18 (11,8%) Patienten der WHO
FC IV zugeordnet (Tabelle 6). Kein Patient konnte hingegen der WHO FC | zugeordnet
werden.

Tabelle 6 Beschreibung des Studienkollektives hinsichtlich der WHO FC. Die Tabelle gibt die absolute und

relative Anzahl der Patienten an. In Klammern befinden sich absolute und relative Angaben nach Exklusion der
Diagnosegruppe Ausschluss.

WHO FC Gasb absolut Gasb in % sAx| absolut sAxl in %
1 44(38) 26,4(26,8) 41(35) 26,80(26,9)
" 101(81) 60,48(57,0) 94(75) 61,44(57,7)
v 22(21) 13,17(14,8) 18(18) 11,76(13,8)
total 167(140) 153(128)

4.1.4 Uberleben bis April 2015

Beziiglich des Proteins Gas6 uberlebten bis April 2015 123 (68,7%) der insgesamt 179
Patienten. 56 (31,3%) Patienten waren zu diesem Zeitpunkt bereits verstorben. Bei sAxI
waren bis zu diesem Zeitpunkt noch 116 (69,5%) Patienten am Leben und 51 (30,5%)

der insgesamt 167 Patienten bereits verstorben (s. Tabelle 7).
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Tabelle 7 Uberleben bis April 2015. Die Tabelle beschreibt die relative und absolute Anzahl der Uberlebenden und
Verstorbenen bis April 2015. Die Zeile mit dem Attribut ,,nein“ bezieht sich dabei auf die Patienten, welche nach
April 2015 noch am Leben waren. Die Zeile mit dem Attribut ,ja“ beschreibt die im Zeitraum verstorbenen Patienten.
In Klammern befinden sich absolute und relative Angaben nach Exklusion der Diagnosegruppe Ausschluss.

verstorben | Gas6 absolut Gasb in % sAx| absolut sAxl in %
Nein 123(95) 68,7(66,9) 116(87) 69,5(66,9)
Ja 56(47) 31,3(33,1) 51(43) 30,5(33,1)
total 179(142) 167(130)

4.1.5 Studienkollektiv hinsichtlich der SMWD

Bei Gas6 war eine Erhebung der SMWD bei 148 Patienten mdglich. Die im
Durchschnitt zurlickgelegte Distanz betrug 317+116,68 m. Im Vergleich dazu konnte
die SMWD beziiglich sAxI bei 137 Patienten ermittelt werden. Die zurlickgelegte
Distanz betrug hier durchschnittlich 328+120,555 m. Eine Ubersicht liefern Tabelle 8
und Tabelle 9.

4.1.6 MessgroRen der Rechtsherzkatheteruntersuchung
Im Rahmen der Katheterisierung wurden weitere MessgroRen bestimmt. Die Tabellen 8

und 9 geben einen Uberblick tiber die erhobenen Messwerte.

Tabelle 8 Gasé Messwerte aus Rechtsherzkatheteruntersuchungen und SMWD. Die Tabelle beschreibt erhobene
Messwerte aus Rechtsherzkatheteruntersuchungen und die SMWD. Angegeben sind Mittelwert, Median,
Standardabweichung und die Anzahl der Patienten (N). In Klammern befinden sich Angaben nach Exklusion der
Diagnosegruppe Ausschluss.

MPAP in PAWPin HZVin Clin PVR in
SMWD inm mmHg mmHg I/min I/min/m? dyn-s/cm®
Mittelwert 317,6(318) 37,7 (42,6) 9,6(10) 4,5(4,4) 2,4(2,3) 569,9(678)
Standard-
abweichung 116,7(118,9) 14,4(11,6) 5,3(5,5) 1,3(1,2) 0,6(0,6) 424,5(412)
N 148(125) 179(142) 179(142) 179(142) 179(142) 179(142)

Tabelle 9 sAxI Messwerte aus Rechtsherzkatheteruntersuchungen und SMWD. Die Tabelle beschreibt erhobene
Messwerte aus Rechtsherzkatheteruntersuchungen und die SMWD. Angegeben sind Mittelwert, Median,
Standardabweichung und die Anzahl der Patienten (N). In Klammern befinden sich Angaben nach Exklusion der
Diagnosegruppe Ausschluss.

MPAP in PAWP in HZVin Clin PVR in
SMWD inm mmHg mmHg I/min I/min/m? dyn-s/cm®
Mittelwert 328,7(324,9) 37,1(42,6) 9,6(10) 4,6(4,4) 2,5(2,4) 546,3(659)
Standard-
abweichung 120,6(120,9) 15,1(12,4) 5,3(5,7) 1,3(1,2) 0,6(0,6) 414,4(403)
N 137(116) 167(130) 167(130) 167(130) 167(130) 167(130)

4.1.7 Verteilung der Gas6 Plasmakonzentration
Die Bestimmung der Gas6 Konzentration aus EDTA-Plasma der Pulmonalarterie ergab

einen Median von 13663 pg/ml, bei einem Interquartilabstand von 5150 pg/ml. Der
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maximal gemessene Wert lag bei 39608 pg/ml und der kleinste Wert bei 7237 pg/ml.
Der CV zwischen den Testungen lag bei 6,80%. Da es sich um eine rechtsschiefe
Verteilung handelt, wurde der logarithmus naturalis (In) herangezogen. Durch
Logarithmieren lag der Mittelwert von In(Gas6) bei 9,55 mit einer Standardabweichung
(SD) von 0,29 (Abbildung 9). Die explorative Datenanalyse erfolgte mit dem In der
Gas6 Plasmakonzentration.
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Abbildung 9 Verteilung der Gasé Plasmakonzentration. Die Grafik zeigt die Verteilung der Gas6
Plasmakonzentration vor und nach dem Logarithmieren. Der Mittelwert(+SD) von InGas6 lag bei 9,56(+0,29).

4.1.8 Verteilung der sAxl Plasmakonzentration

Bei der Verteilung der sAxl Plasmakonzentration handelte es sich hinsichtlich des im
Rahmen dieser Arbeit betrachteten Studienkollektivs um eine Normalverteilung (s.
Abbildung 10). Der Mittelwert lag bei 24698 pg/ml, mit einer Standardabweichung von
+7033 pg/ml. Der Maximalwert wurde gemessen mit 63701 pg/ml, wobei der kleinste

gemessene Wert bei 12171 pg/ml lag. Der CV zwischen den Testungen betrug 8,40%.
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Abbildung 10 Verteilung der Plasmakonzentration von sAxl. Der Mittelwert(+SD) von
sAXxI lag bei 24698,32(+7033,12) pg/ml. Die Diagnosegruppe Ausschluss wurde einbezogen.

4.1.9 MessgroRen innerhalb der PH Diagnosegruppen

Die Tabelle 20 und Tabelle 21 im Anhang fassen funktionelle und h&modynamische
Eigenschaften sowie die Konzentrationen der Biomarker innerhalb der
Diagnosegruppen zusammen. Da es sich bei sSAxI und Gas6 um verschiedene Kollektive
handelt, werden beide einzeln dargestellt. Ebenfalls ersichtlich ist die jeweilige
StichprobengroRe.

4.2 Explorative Datenanalyse

4.2.1 Diagnostischer Vorhersagewert der Gas6 und sAx| Plasmakonzentrationen

Um auf die Fragestellung einzugehen, ob es sich bei Gas6 oder sAxl um diagnostische
Biomarker handelt, wurde die Verteilung der Plasmakonzentrationen im Hinblick auf
Unterschiede zwischen den diagnostischen Gruppen der PH untersucht. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Diagnosegruppen festgestellt
werden. Weder eine einfaktorielle Varianzanalyse (ber alle PH Gruppen (Gas6 p =
0,222; sAxl p = 0,345), noch Mehrfachvergleiche (Tabelle 10 und Tabelle 11) zeigten

signifikante Ergebnisse.
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Tabelle 10 Mehrfachvergleiche zwischen Gas6 Tabelle 11 Mehrfachvergleiche zwischen sAxI
Diagnosegruppen. Angabe der jeweiligen Diagnosegruppen. Angabe der jeweiligen
Vergleichsvariablen und des dazugehdrigen P-Werts. Vergleichsvariablen und des dazugehdérigen P-
Mehrfachvergleiche Gasé (Tukey-HSD) Werts.

Vergleichsvariablen p-Wert Mehrfachvergleiche sAxI (Tukey-HSD)

IPAH und CTD 0,861 Vergleichsvariablen p-Wert
IPAH und CTEPH 0,977 IEE G 0,991
IPAH und PVH 062 IPAH und CTEPH 0,618
IPAH und Ausschluss 0,769 IEAndIEVE 0,946
CTD und CTEPH 0515 IPAH und Ausschluss 1
CTD und PVH 0,987 CTD und CTEPH 0,876
CTD und Ausschluss 1 CTD und PVH 0,775
CTEPH und PVH 0292 CTD und Ausschluss 0,996
CTEPH und Ausschluss 0,403 CTEPH und PVH 0,261
PVH und Ausschluss 0,998 CTEPH und Ausschluss 0,667

PVH und Ausschluss 0,922

Die Mittelwerte(xSD) der einzelnen diagnostischen Gruppen sind der Tabelle 20 (Gas6)
und Tabelle 21 (sAxl) im Anhang zu entnehmen.

4.2.2 Zusammenhang mit klinischer Schwere der Erkrankung (WHO FC)

Ob es sich bei Gas6 oder sAxl um einen potentiellen Biomarker handelt, der zwischen
verschiedenen klinischen Schweregraden (WHO FC’s) differenzieren kann, ist ebenfalls
Teil der Fragestellung. Die Tests wurden nur an Patienten mit manifester PH
durchgefuhrt, weshalb die Diagnosegruppe Ausschluss nicht einbezogen wurde. In
diesem Zusammenhang wurde ein nicht-parametrischer Hypothesentest (Kruskal-
Wallis-Test) durchgefiihrt. Es wurde eine signifikant unterschiedliche Verteilung der
Gas6 Plasmakonzentration tber die Gruppen der WHO FC festgestellt (p = 0,015).
Allerdings steigt die Gas6-Konzentration nicht mit der WHO FC an (Abbildung 11).
Mittelwerte(£SD) der einzelnen WHO FC’s sind der Tabelle 20 im Anhang zu

entnehmen.
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Abbildung 11 Verteilung von In(Gas6) tber WHO FC 11-1V. Dargestellt sind Boxplots der WHO FC II, 11 und V.

Die beige Box der Grafik umfasst den Median als schwarzen Strich und wird begrenzt durch das obere und untere
Quartil. Die Spannweite beschreibt den gesamten Umfang der ermittelten Plasmakonzentrationen. WHO FC II:
Median 9,4509; Interquartilbereich 0,43; Spannweite 1,21. WHO FC IIl: Median 9,5521; Interquartilbereich 0,36;
Spannweite 1,21. WHO FC IV: Median 9,4334, Interquartilbereich 0,24, Spannweite 1,18. Die Grafik beinhaltet
ausschlieRlich PH-Patienten.

Bei sAxl konnte kein signifikanter Unterschied beziglich der Verteilung der
Plasmakonzentration tber die WHO FC ermittelt werden (p = 0,763). Die einzelnen

Mittelwerte(£SD) fur sAxl sind der Tabelle 21 im Anhang zu entnehmen.

4.2.3 Unterschiede zwischen Geschlechtern
Ein signifikanter Unterschied der Gas6é bzw. sAxl Konzentration zwischen den
Geschlechtern konnte nicht festgestellt werden (T-Test, Gasé p = 0,723; sAxl p =

0,643). Es wurden ebenfalls nur PH-Patienten einbezogen.

Die Mittelwerte(xSD) der logarithmierten Plasmakonzentrationen betrugen fur Gas6
beim ménnlichen Geschlecht 9,53(x0,32) und 9,54(%0,25) fir das weibliche Geschlecht.
Mittelwerte(£SD) von sAxI lagen bei 24150,91(+£8536,89) pg/ml bei Méannern bzw.
24154,19(+5919,42) pg/ml bei Frauen.
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4.2.4 Korrelationen mit klinischen Parametern
sAxl bzw. Gas6-

Konzentration mit verschiedenen klinischen Parametern aufgefiihrt. Eine Ubersicht zu

Im néachsten Abschnitt werden Pearson-Korrelationen der

den linearen Korrelationen ist Tabelle 22 im Anhang zu entnehmen.

Es zeigte sich eine hoch signifikante, schwach ausgepragte Korrelation zwischen Gas6
und dem PAWP (p = 0,006, r = 0,230, Abbildung 12). Eine ebenfalls schwach
ausgepragte Korrelation zwischen Gas6 und dem CI (p = 0,049, r = -0,166, Abbildung
13) sowie eine grenzwertig signifikante Korrelation zwischen Gasé und dem mPAP
waren erkennbar (p = 0,062, r = 0,157). Zwischen Gas6 und den Parametern SMWD (p
= 0,244), PVR (p = 0,472) und HZV (p = 0,171) bestanden keine signifikanten
Korrelationen innerhalb des Kollektives.
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Abbildung 12 Korrelation zwischen Gas6 und
dem PAWP. Die Abbildung zeigt eine positive,
signifikante Korrelation zwischen Gas6 und dem
PAWP (p= 0,006 r=0,230).

Abbildung 13 Korrelation zwischen Gas6 und
dem CI. Die Abbildung zeigt eine negative,
signifikante Korrelation zwischen Gas6 und dem
Cl (p= 0,049 r=-0,166).

Die Proteinkonzentration von sAxl korrelierte ebenfalls signifikant, schwach mit dem
PAWP im beschriebenen Kollektiv (p = 0,021, r = 0,202, Abbildung 14). Hinsichtlich
sAxl waren keine weiteren signifikanten Korrelationen erkennbar (mPAP p = 0,290,
HZV p = 0,413, Cl p = 0,563, PVR p = 0,128, SMWD p = 0,719).
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Abbildung 14 Korrelation zwischen sAxl und dem
PAWP. Die Abbildung zeigt eine positive,
signifikante Korrelation zwischen Gasé und dem
PAWP (p= 0,021 r= 0,202)

4.2.5 Zusammenhange zwischen Plasmakonzentrationen und Uberleben

4.25.1 Uberleben und Gas6

Bei einer StichprobengroRe von 142 Patienten zeigten sich insgesamt 47 Ereignisse.
Nach einem Jahr waren noch 89,4% (14 Ereignisse kumulativ), nach drei Jahren noch
69,4% (38 Ereignisse kumulativ) und nach funf Jahren 63,8% (43 Ereignisse kumulativ)
der Patienten am Leben.

Tabelle 12 Gas6 Kaplan-Meier Uberlebenszeit. Die Tabelle fasst die relative Anzahl der Uberlebenden sowie die
Anzahl der Ereignisse innerhalb der definierten Zeitrdume zusammen.

Zeitraum in Jahren % Uberleben im Zeitraum Anzahl der Kumulativereignisse
1 89,4 14
3 69,4 38
5 63,8 43

Im Rahmen der weiteren Analyse wurde die Stichprobe in Quartile unterteilt.
AnschlieBend wurde ein Log Rank (Mantel-Cox) Test angewandt, um die Verteilung
beziiglich der Uberlebenszeit tiber die vier Quartile zu vergleichen. Dabei zeigten sich
signifikante Unterschiede (p = 0,037). Abbildung 15 und Tabelle 13 geben einen
Uberblick uiber die einzelnen Quartile.
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Abbildung 15 Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Quartile fiir Gas6. Auf der Abszisse befindet sich die Zeit in
Monaten, wobei die Ordinate das kumulative Uberleben beschreibt. Das Quartil 1 wird blau, Quartil 2 griin, Quartil 3
gelb und Quartil 4 lila dargestellt. Quartil 1 stellt das Quartil mit der niedrigsten Plasmakonzentration dar. Knicke im
Verlauf der Quartile stellen das Eintreffen eines Ereignisses dar, wobei Querstriche eine Zensur bedeuten. Es zeigten
sich signifikante Unterschiede tiber die Quartile beziiglich der Uberlebenszeit (p = 0,037).

Tabelle 13 Ubersicht (iber Gasé Quartile beziiglich Uberleben. Die Tabelle gibt fur das jeweilige Quartil die
Grenzwerte beziiglich der Proteinkonzentration im Plasma, das Uberleben nach drei und finf Jahren in %, die Anzahl
der Gesamtereignisse (Tod bzw. Transplantation) sowie die Anzahl der Félle an.

Proteinkonzentration % Uberleben nach % Uberleben nach 5 Anzahl Anzahl
Quartil Gas6 in pg/ml 3 Jahren Jahren Gesamtereignisse | der Fille
1 < 11449,5 90,6 86,3 5 34
2 11449,5 bis < 13663,0 71,7 61,8 14 43
3 13663,0 bis < 16599,5 58,9 55,2 13 33
4 >16599,5 54,4 50,5 15 32

4.2.5.2 Uberleben und sAxl

Die StichprobengroRe von sAxl umfasste insgesamt 129 Patienten und die Zahl der
Ereignisse lag bei 43. Insgesamt waren nach einem Jahr noch 90,7% (11 Ereignisse
kumulativ), nach drei Jahren noch 69,4% (34 Ereignisse kumulativ) und nach dem
flinften Jahr noch 64,0% (38 Ereignisse kumulativ) der Patienten am Leben.
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Tabelle 14 sAxl Kaplan-Meier Uberlebenszeit. Die Tabelle fasst die relative Anzahl der Uberlebenden sowie die
Anzahl der Ereignisse innerhalb der definierten Zeitrdume zusammen.

Zeitraum in Jahren % Uberleben im Zeitraum Anzahl der Kumulativereignisse
1 90,7 11
3 69,4 34
5 64,0 38

Analog zu Gas6 erfolgte die Einteilung der Stichprobe in Quartile. Der Log Rank
(Mantel-Cox) zeigte hier keine signifikanten Ergebnisse (p = 0,496). Ein relevanter
Unterschied zwischen den Uberlebenszeiten der Quartile war demnach nicht erkennbar.
Die Abbildung 16 und Tabelle 15 geben analog zu Gas6 die wichtigsten Eigenschaften

der unterschiedlichen sAxI-Quartile wieder.
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Abbildung 16 Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Quartile fir sAxl. Auf der Abszisse befindet sich die Zeit in
Monaten, wobei die Ordinate das kumulative Uberleben beschreibt. Das Quartil 1 wird blau, Quartil 2 griin, Quartil 3
gelb und Quartil 4 lila dargestellt. Quartil 1 stellt das Quartil mit der niedrigsten Plasmakonzentration dar. Knicke im
Verlauf der Quartile stellen das Eintreffen eines Ereignisses dar, wobei Querstriche eine Zensur bedeuten. Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede tiber die Quartile beziiglich der Uberlebenszeit (p = 0,496).

Tabelle 15 Ubersicht tiber sAxl Quartile beziiglich Ubgrleben. Die Tabelle gibt fir das jeweilige Quartil die
Grenzwerte bezliglich Proteinkonzentration im Plasma, das Uberleben nach drei und fiinf Jahren in %, die Anzahl der
Gesamtereignisse (Tod bzw. Transplantation) sowie die Anzahl der Félle an.

Proteinkonzentration % Uberleben nach % Uberleben nach Anzahl Anzahl der
Quartil sAxl in pg/ml 3 Jahren 5 Jahren Gesamtereignisse Falle
1 <19322,0 78,2 78,2 9 32
2 19322,0 bis < 23816,0 66,6 50,2 15 35
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3 23816,0 bis < 29635,0 68,0 64,0 12 36

4 >29635,0 64,9 64,9 7 26

4.2.6 Zusammenhéange zwischen Plasmakonzentrationen und TTCW

4.2.6.1 TTCW und Gas6

Ebenfalls wurde die Plasmakonzentration der Proteine in Bezug auf die TTCW
untersucht. Die StichprobengroBe von Gas6 betrug 135 Patienten bei insgesamt 84
Ereignissen, wobei eine klinische Verschlechterung als Ereignis definiert wurde. Dabeli
waren nach einem Jahr noch 65,3% der Patienten ohne Ereignis (47 Ereignisse
kumulativ), nach drei Jahren noch 40,8% (72 Ereignisse kumulativ) und nach funf

Jahren noch 29,3% der Patienten ohne Ereignis (80 Ereignisse kumulativ).

Tabelle 16 TTCW im Gas6-Kollektiv. Die Tabelle fasst die relative Anzahl der Patienten ohne klinische
Verschlechterung sowie die Anzahl der Ereignisse in den definierten Zeitrdumen zusammen.

TTCW im Gas6-Kollektiv

Zeitraum in Jahren % ohne klinische Verschlechterung Anzahl der Kumulativereignisse
1 65,3 47
3 40,8 72
5 29,3 80

Nach Einfliihrung der Gasé Quartile konnte ein signifikanter Unterschied (Log Rank
Mantel-Cox) nachgewiesen werden (p = 0,017, Abbildung 17 und Tabelle 17). Somit
waren Unterschiede im Hinblick auf die TTCW U(ber die verschiedenen Quartile

feststellbar.
Tabelle 17 Ubersicht tber Gas6é Quartile beziiglich TTCW. Die Tabelle gibt fiir das jeweilige Quartil die

Grenzwerte beziiglich Proteinkonzentration im Plasma sowie die kumulative relative Héufigkeit ohne klinische
Verschlechterung nach drei und funf Jahren in %, die Anzahl der Gesamtereignisse und die Anzahl der Félle an.

Protein- % ohne klinische
konzentration Gas6  Verschlechterung* nach 3 % *nach | Anzahl Anzahl
Quartil in pg/ml Jahren 5 Jahren | Gesamtereignisse | der Falle
1 <11449,5 54,6 44,7 17 33
11449,5 bis <
2 13663,0 53,1 36,8 20 41
13663,0 bis <
3 16599,5 32,4 11,1 22 31
4 >16599,5 20,8 20,8 25 30
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Abbildung 17 Kaplan-Meier-TTCW der Quartile fir Gas6. Auf der Abszisse befindet sich die Zeit in Monaten,
wobei die Ordinate die kumulative Haufigkeit der Patienten ohne klinische Verschlechterung beschreibt. Zum
Zeitpunkt 0 waren noch 1,0 (100%) der Patienten ohne klinische Verschlechterung. Das Quartil 1 wird blau, Quartil 2
griin, Quartil 3 gelb und Quartil 4 lila dargestellt. Quartil 1 stellt das Quartil mit der niedrigsten Plasmakonzentration
dar. Knicke im Verlauf der Quartile stellen das Eintreffen eines Ereignisses dar, wobei Querstriche eine Zensur
bedeuten. Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Quartilen beziiglich der TTCW (p = 0,017).

4.2.6.2 TTCW und sAxl

Bei sAx| betrug die StichprobengroRe 124 bei insgesamt 76 Ereignissen Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum. Nach einem Jahr waren insgesamt noch 68,0% der
Patienten ohne Ereignis (37 Ereignisse kumulativ), nach drei Jahren 40,9% (65

Ereignisse kumulativ) sowie nach 5 Jahren 31,7% (71 Ereignisse kumulativ).

Tabelle 18 TTCW im sAxl-Kollektiv. Die Tabelle fasst die relative Anzahl der Patienten ohne Klinische
Verschlechterung sowie die Anzahl der Ereignisse in den definierten Zeitrdumen zusammen.

Zeitraum in Jahren 9% ohne klinische Verschlechterung Anzahl der Kumulativereignisse
1 68 37
3 40,9 65
5 31,7 71

Ein signifikanter Unterschied zwischen den sAxI Quartilen konnte nicht nachgewiesen
werden (p = 0,920).
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4.2.7 Cox-Regressionsanalyse zum Uberleben und zur TTCW im
Zusammenhang mit der Plasmakonzentration von Gas6

Im Rahmen der Cox-Regressionsanalyse wurde die prognostische Funktion der beiden

potentiellen Biomarker evaluiert. Bei Gas6 wurde auch hier der In der

Plasmakonzentration verwendet.

Bezliglich der univariaten Analyse von Gas6 als kontinuierliche Variable in Bezug auf
das Uberleben wurde ein signifikanter Zusammenhang ermittelt (p = 0,002), mit einer
HR von 4,4. Das 95% KI fur die HR wurde mit 1,7-11,2 angegeben. Zur weiteren
Analyse wurden erneut Gas6 Quartile herangezogen. Im univariaten Vergleich der
Quartile konnte ein signifikantes Ergebnis zwischen Quartil 1 und Quartil 4 ermittelt
werden (p = 0,008; HR = 0,250; 95% KI fir HR 0,090-0,692). Des Weiteren waren
keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den Quartilen ermittelbar (Tabelle
19). Liegt die Gas6 Plasmakonzentration eines Patienten innerhalb des Quartils 4, so ist
die prognostizierte Sterbewahrscheinlichkeit im Vergleich zu Quartil 1 um den Faktor

—_ = 4 erhoht.
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Abbildung 18 Cox-Regression univariat fur Gasé Quartile. Auf der Abszisse befindet sich die Zeit in Monaten,
wobei die Ordinate das kumulative Uberleben beschreibt (1 = 100%, 0,4 = 40%). Zum Zeitpunkt 0 waren noch 1,0
(100%) der Patienten am Leben. Das Quartil 1 wird blau, Quartil 2 griin, Quartil 3 gelb und Quartil 4 lila dargestellt.
Quartil 1 stellt das Quartil mit der niedrigsten Plasmakonzentration dar. Knicke im Verlauf der Quartile stellen das
Eintreffen eines moglichen Ereignisses dar. Die Uberlebenszeitprognose im Vergleich von Quartil 1 und Quartil 4
war signifikant unterschiedlich (p = 0,008).
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Tabelle 19 Cox-Regression Gas6 univariat, Vergleich der Quartile.

95,0% KI filr HR

Signifikanz HR Untere Obere

geléim ) 0,008 0,250 0,090 0,692
Se‘;"’;m 2 0,247 0,648 0,310 1,352
ge‘az;“‘!r 3 0,649 0,841 0,400 1,771

Im Rahmen der dichotomisierten Cox-Regressionsanalyse wurden
Plasmakonzentrationen von Gas6 unterhalb und oberhalb des Medians miteinander
verglichen (Abbildung 19). Die univariate Analyse der dichotomisierten Stichprobe
ergab ein signifikantes Ergebnis (p = 0,021; HR = 2,0; 95% KI fir HR 1,1-3,6).
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Abbildung 19 Cox-Regression univariat dichotomisiert. Die Grafik beschreibt eine Prognose beziiglich Patienten
mit Plasmakonzentrationen oberhalb des Medians (griine Linie) und unterhalb des Medians (blaue Linie). Der
Unterschied zwischen den beiden Kollektiven war signifikant (p = 0,021).

In einem multivariaten Ansatz der Cox-Regressionsanalyse blieb Gas6 unabhéngiger
Pradiktor der Uberlebenszeit. Die kontinuierliche Analyse zeigte nach Einfiihrung der
konfundierenden Variablen (PVR, Geschlecht, SMWD, WHO FC) ein signifikantes
Ergebnis (p = 0,013; HR = 4,734; 95% KI fir HR 1,384-16,198), wobei 35 Ereignisse
gezéhlt wurden. Die dichotomisierte multivariate Cox-Regressionsanalyse (s.
Abbildung 20) fiel nach der Einfiihrung der konfundierenden Variablen (Geschlecht,
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SMWD, CI, PVR) ebenfalls signifikant aus (p = 0,116; HR= 1,747, 95% KI fir HR
0,871-3,508).

Cox-Regression multivariat dichotomisiert

Gasb
" Plasmak i
L asmakonzentration
"t‘-. " "unterhalb des Median
'h‘]\ — Plasmakonzentration
L ey | oberhalb des Median
0,677 ' 1—‘
1
: L ——
.
] 06
[
@
o
2
E 047
4
0,27
0,07
I I I I I
0 a0 100 150 200

Zeit in Monaten

Abbildung 20 Cox-Regression multivariat dichotomisiert. Die Grafik beschreibt eine Prognose beziglich
Patienten mit Plasmakonzentrationen oberhalb des Medians (grine Linie) und unterhalb des Medians (blaue Linie).
Der Unterschied zwischen den beiden Kollektiven war signifikant (p = 0,116).

Daruber hinaus erfolgte eine univariate Cox-Regressionsanalyse mit kontinuierlichen
Variablen beziglich der TTCW. Es wurden 84 Ereignisse gezéhlt und ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der TTCW und der Gas6 Plasmakonzentration festgestellt (p
= 0,005; HR = 2,845; 95% KI fur HR 1,377-5,875).

4.2.8 Cox-Regressionsanalyse zum Uberleben und zur TTCW im
Zusammenhang mit der Plasmakonzentration von sAxI
Das Verfahren erfolgte Analog zu Gas6. Die univariate kontinuierliche Cox-
Regressionsanalyse zeigte bei sAx| keine signifikanten Zusammenhdange in Bezug auf
das Uberleben (p = 0,472; HR = 1; 95% KI fir HR 1-1). Insgesamt wurden 43
Ereignisse gezdhlt. Eine univariate Analyse zum Vergleich der Quartile lieferte
ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse (Quartil 1 gegen Quartil 4; p = 0,362; HR =
0,625; 95% KI fir HR 0,227-1,71). Die univariate Analyse der dichotomisierten
Stichprobe fiel ebenfalls nicht signifikant aus (p = 0,982; HR = 0,993; 95% KI fur HR
0,543-1,817). Es handelt sich bei sAxI nicht um einen multivariat stabilen Pradiktor fr
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Uberleben, weder mit kontinuierlichen Variablen (p = 0,792; HR = 1,00; 95% KI fiir
HR 1-1), noch dichotomisiert (p = 0,913; HR = 1,04; 95% KI fur HR 0,515-2,099).

Die durchgefuhrte univariate, kontinuierliche Cox-Regressionsanalyse zu sAxI und der
TTCW lieR ebenfalls kein signifikantes Ergebnis zu (p = 0,170; HR = 1,00; 95% KI fur
HR 1-1). Dabei wurden insgesamt 76 Ereignisse gezéhit.

4.2.9 Gas6 und sAxl als Biomarker der einzelnen Atiologien
Eine Zusammenfassung Uber statistische Tests im Hinblick auf die einzelnen Atiologien

im Vergleich zum Gesamtkollektiv liefern die Tabelle 23 und Tabelle 24 im Anhang.

4.2.9.1 IPAH und Gas6

In der Diagnosegruppe IPAH war die Verteilung der Plasmakonzentration von Gas6
uber die WHO FC’s signifikant unterschiedlich (p = 0,039; Mittelwerte(£SD) s. Tabelle
20). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern (p = 0,067).

Eine hochsignifikante und klinisch relevante Pearson-Korrelation zwischen dem PAWP
und der Gas6 Plasmakonzentration (s. Abbildung 21) konnte beobachtet werden (p =
0,009; r = 0,419). In diesem Kontext konnten keine weiteren signifikanten

Korrelationen gezeigt werden.
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Abbildung 21 Korrelation zwischen Gas6é und dem PAWP im IPAH Kollektiv. Die Abbildung zeigt eine
positive, signifikante Korrelation zwischen Gas6 und dem PAWP (p = 0,009; r = 0,419).

Die Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse zeigte insgesamt elf Ereignisse. Signifikante
Unterschiede im Gesamtvergleich tiber die Quartile konnten nicht erzielt werden (p =

0,596). In der Gruppe IPAH waren nach einem Jahr noch 94,6%, nach drei und finf
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Jahren noch 79,9% am Leben. Auch die Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse beziiglich
TTCW fiel bei insgesamt 26 Ereignissen nicht signifikant aus (p = 0,212).

Die Cox-Regressionsanalysen zum Uberleben und zur TTCW zeigten keine
signifikanten Ergebnisse (s. Tabelle 23). Ein multivariat kontinuierlicher Ansatz zeigte
hinsichtlich Uberleben nur eine tendenzielle Signifikanz (p = 0,210; HR = 8,583; 95%
KI fir HR 0,299-246,618). Betrachtet man das IPAH Kollektiv, so handelt es sich bei
Gas6 nicht um einen Pradiktor fiir Uberleben oder die TTCW.

4.2.9.2 1PAH und sAxl

Die Verteilung der Proteinkonzentration von sAxl uber die WHO FC’s war nicht
signifikant unterschiedlich (p = 0,719; Mittelwert(xSD) s. Tabelle 21). Der WHO FC IV
konnte nur ein Patient zugeordnet werden, weshalb eine Angabe zum Mittelwert(xSD)
nicht moéglich war. Ebenfalls bestand kein signifikanter Unterschied bezlglich der
Plasmakonzentration zwischen den Geschlechtern (p = 0,728).

Eine signifikante Korrelation zwischen der sAxl Plasmakonzentration und klinischen
Parametern bestand nicht (s. Tabelle 22). Nur eine tendenziell signifikante Korrelation
mit dem PAWP konnte nachgewiesen werden (p = 0,085, r = 0,291).

Nach einem Jahr waren im sAxl IPAH Kollektiv noch 97,1%, nach drei und flinf Jahren
noch 78,9% am Leben. Die Log Rank (Mantel-Cox) Analyse konnte keinen
signifikanten Unterschied bezuiglich der Uberlebenszeitfunktion tber die Quartile von
sAxI nachweisen (p = 0,075). Die Kaplan-Meier Log Rank (Mantel-Cox) Analyse zur
TTCW fiel ebenfalls nicht signifikant aus (p = 0,913).

Es folgten Cox-Regressionsanalysen beziiglich Uberleben und TTCW, die ebenfalls
nicht signifikant ausfielen (Ubersicht s. Tabelle 24).

4.2.9.3 CTD und Gas6

In der Diagnosegruppe CTD zeigten sich bei Gas6 keine signifikanten Unterschiede
beziglich der Verteilung der Gas6 Plasmakonzentration iber die WHO FC’s (p = 0,435;
Mittelwerte(£SD) s. Tabelle 20). Die Plasmakonzentration unterschied sich ebenfalls

nicht signifikant im Geschlechtsvergleich (p = 0,967).

In der Stichprobe CTD Kkorrelierte die Plasmakonzentration von Gas6 signifikant
negativ mit HZV (p = 0,023; r = -0,369), CI (p = 0,010; r = -0,412) und positiv mit PVR
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(p = 0,028, r = 0,357). Weitere signifikante Korrelationen lagen nicht vor (s. Tabelle
23).

Nach einem Jahr waren im betrachteten CTD Kollektiv noch 81,1%, nach drei Jahren
noch 60,1% und nach flnf Jahren nur noch 46,3% der Patienten am Leben. Im Rahmen
der Uberlebenszeitanalyse konnte im Vergleich der Quartile kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden (p = 0,943). Auch hinsichtlich der TTCW war kein
signifikantes Ergebnis ableitbar (p = 0,701).

Die durchgefuhrten Cox-Regressionsanalysen erzielten tberwiegend kein signifikantes
Ergebnis (s. Tabelle 23). Ausschliellich der multivariate Ansatz mit kontinuierlichen
Variablen im Hinblick auf das Uberleben fiel signifikant aus (p = 0,057; HR = 0,041;
95% KI fir HR 0,002-1,097).

4.29.4 CTD und sAxl
Im CTD Kollektiv des sAxl Proteins war kein signifikanter Unterschied zwischen den
WHO FC’s erkennbar (p = 0,921; Mittelwerte(+SD) s. Tabelle 21). Auch die
Geschlechter unterschieden sich hinsichtlich der Plasmakonzentration von sAxI nicht
signifikant (p = 0,421).

Im CTD Kaollektiv waren keine signifikanten Korrelationen zu detektieren.

Im Rahmen der Kaplan-Meier Analyse ergaben sich ebenfalls keine signifikanten
Ergebnisse beziiglich Uberleben (p = 0,995) und TTCW (p = 0,852). Nach einem Jahr
waren in diesem Kollektiv noch 79,4%, nach drei Jahren 59,6% und nach funf Jahren
47,6% am Leben, wobei insgesamt 17 Ereignisse gezéhlt wurden.

Die Cox-Regressionsanalyse ergab durchweg keine signifikanten Ergebnisse (s. Tabelle
24).

4.29.5 CTEPH und Gas6

Im né&chsten Abschnitt wird das CTEPH Kollektiv von Gas6 beschrieben. Die
Verteilung der Plasmakonzentration von Gas6é war hier Uber die WHO FC’s nicht
signifikant unterschiedlich (p = 0,413; Mittelwert(+SD) s. Tabelle 20). Die Verteilung
der Plasmakonzentration unterschied sich ebenfalls nicht signifikant Gber die
Geschlechter (p =0,122).

Eine signifikante Korrelation wurde nicht beobachtet (s. Tabelle 22).
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Es folgten Kaplan-Meier Analysen beziiglich Uberleben und TTCW. Nach einem Jahr
waren im CTEPH Kollektiv noch 91,5%, nach drei und finf Jahren noch 75,4% der
Patienten am Leben. Die Quartile unterschieden sich hinsichtlich Uberleben signifikant
(p = 0,038). Die Fiinf-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit lag im Quartil 1 bei 92,3%
und insgesamt einem Event, im Quartil 2 bei 88,9% und insgesamt einem Event, im
Quartil 3 bei 26,7% und insgesamt drei Events sowie bei 57,1% im Quartil 4 bei
insgesamt drei Events (s. Abbildung 22). Die Kaplan-Meier Analyse zur TTCW fiel
nicht signifikant aus (p = 0,239)
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Abbildung 22 Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Quartile fiir Gasé im CTEPH Kollektiv. Auf der Abszisse
befindet sich die Zeit in Monaten, wobei die Ordinate das kumulative Uberleben beschreibt (1 = 100%, 0,4 = 40%).
Das Quartil 1 wird blau, Quartil 2 grin, Quartil 3 gelb und Quartil 4 lila dargestellt. Quartil 1 stellt das Quartil mit
der niedrigsten Plasmakonzentration dar. Knicke im Verlauf der Quartile stellen das Eintreffen eines Ereignisses dar,
waobei Querstriche eine Zensur bedeuten. Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Quartilen beziglich
der Uberlebenszeit (p = 0,038).

Es folgten Cox-Regressionsanalysen zum Uberleben, wobei ausschlieRlich die
univariate Analyse der dichotomisierten Stichprobe signifikant ausfiel (p = 0,019; HR =
6,829; 95% KI fiir HR 1,375-33,907). Multivariate Analysen waren in diesem Kollektiv
aufgrund fehlender Variablen nicht maoglich (Ubersicht s. Tabelle 23). Die
kontinuierliche univariate Cox-Regressionsanalyse bezogen auf die TTCW fiel
ebenfalls signifikant aus (p = 0,039; HR = 5,558; 95% KI fur HR 1,093-28,256).
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4.2.9.6 CTEPH und sAxI
Die Verteilung der Proteinkonzentration (iber die WHO FC’s (p = 0,889, Mittelwerte
(xSD) s. Tabelle 21) sowie Uber die Geschlechter (p = 0,931) war nicht signifikant

unterschiedlich.

Eine signifikante Korrelation konnte nicht aufgedeckt werden (s. Tabelle 22), wobei

eine Tendenz in Bezug auf den PVR (p = 0,059; r = -0,328) erkennbar war.

Nach einem Jahr waren im CTEPH Kollektiv noch 89,8%, nach drei und fiinf Jahren
noch 74,3% am Leben. Der Quartilvergleich zeigte keine signifikanten Unterschiede
beztglich der Uberlebenszeit (p = 0,881) und bezlglich TTCW (p = 0,822). Die
Analysen zur Cox-Regression zeigten ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse (s.
Tabelle 24).

4.2.9.7 PVH und Gas6

In diesem Kollektiv unterschieden sich die Plasmakonzentrationen weder signifikant
zwischen den WHO FC’s (p = 0,289; Mittelwerte (xSD) s. Tabelle 20), noch zwischen
den Geschlechtern (p= 1,000).

Eine signifikante mittelstarke Korrelation zwischen der Gas6 Plasmakonzentration und
der SMWD konnte nachgewiesen werden (p = 0,049; r = -435; s. Abbildung 23). Es

waren keine weiteren signifikanten Korrelationen erkennbar (s. Tabelle 22).
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Abbildung 23 Korrelation zwischen Gas6 und der SMWD im PVH Kollektiv. Die Abbildung zeigt eine negative,

signifikante Korrelation zwischen Gas6 und der SMWD (p = 0,049; r =-0,435).

Unter Betrachtung der Uberlebenszeitanalyse (Kaplan-Meier) waren nach einem Jahr
noch 91,7%, nach drei Jahren noch 59,1% und nach funf Jahren noch 51,7% am Leben.



53

Ein Unterschied zwischen den Gas6 Quartilen hinsichtlich der Uberlebenszeit im PVH-
Kollektiv konnte nicht ermittelt werden (p = 0,080), jedoch in Bezug auf die TTCW (p
=0,010).

Die Cox-Regression zeigte keine signifikanten Ergebnisse in multivariaten Ansatzen.
Die univariaten kontinuierlichen Analysen bezilglich Uberleben (p= 0,005, HR =
94,655; 95% KI fur HR 3,943-2272,280) und TTCW (p = 0,002; HR = 88,726; 95% KI
fir HR 5,532-1423,079) fielen signifikant aus. Dies war nicht der Fall in Bezug auf die
dichotomisierte Stichprobe (p = 0,483; HR = 1,633; 95% KI fiir HR 0,415-6,418). Auch
im univariaten Vergleich von Quartil 4 mit Quartil 3 konnte ein signifikantes Ergebnis
erzielt werden (p = 0,041; HR = 0,206; 95% KI fur HR 0,045-0,934).

4.2.9.8 PVH und sAxl

Zuletzt wird das PVH-Kaollektiv beziiglich sAx| beschrieben. Die Verteilung von sAxI
uber die WHO FC ergab keine signifikanten Unterschiede (p = 0,749; Mittelwerte(£SD)
s. Tabelle 21). Dies traf auch fur die Verteilung Uber die Geschlechter zu (p = 0,536). In

diesem Kollektiv gab es keine signifikanten Korrelationen (Ubersicht s. Tabelle 22).

Im Kollektiv waren nach einem Jahr noch 100%, nach drei Jahren noch 64,2% und nach
funf Jahren noch 56,1% am Leben. Eine Kaplan-Meier Analyse konnte keinen
signifikanten Unterschied uber die Quartile beziiglich Uberleben (p = 0,318) und
TTCW nachweisen (p = 0,526).

Die Cox-Regression zeigte weder beztiglich Uberleben, noch in Bezug auf die TTCW

signifikante Ergebnisse (s. Tabelle 24).

5 Diskussion

Die Bestimmung von Biomarkern aus dem menschlichen Blut stellt eine wenig invasive
Methode dar und wird hdufig im klinischen Alltag praktiziert. Die vorliegende Arbeit
untersucht die Eignung von Gas6 und sAxl als Biomarker bei Patienten mit PH. Der

zusammenhangende Gas6-(s)AxI-Signalweg reguliert immunologische Prozesse®%,

3497101 sowie vaskuldre Umbauprozesse®™® und hat

Zellproliferation und -tberleben
Einfluss auf die Entstehung von Thrombosen' (Abbildung 4). Ahnliche biologische
Prozesse sind an der Entstehung der PH beteiligt***’. Zudem treten Gasé und sAxI

bereits als potentielle Biomarker bei verschiedenen Krankheitsbildern in Erscheinung,
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welche in Verbindung mit einer PH stehen'®2103123126127 " hja Ejgnung der beiden

Biomarker wird in diesem Kapitel diskutiert und bewertet.

5.1 Proteinkonzentrationen im Studienvergleich

Zur Prufung der Verlasslichkeit der hier verwendeten ELISA Testmethode wurde der
CV bestimmt (Kapitel 3.2.2). Dieser lag bei beiden Proteinen unter 10%. Die
verwendete Methode lieferte somit studienintern verldssliche und vergleichbare

Ergebnisse.

Dartiber hinaus wurden die Testungen beider Proteine fir EDTA Plasma validiert.
Sowohl die Linearitdt im Rahmen der Verdunnungsreihe, als auch die Rickgewinnung
der hinzugegebenen rekombinanten Proteine waren dabei ausreichend. Mdogliche

Matrixeffekte sind demnach als gering einzuschatzen.

Der Mittelwert der Plasmakonzentration von sAXxl in der vorliegenden Studie lag bei
24698,32 pg/ml, bezogen auf das Gesamtkollektiv. In einer Studie zu Patienten mit
plexiformer Neurofibromatose wurde eine Plasmakonzentration von 18000£8000 pg/ml
fir die Kontrollgruppe angegeben (N = 46, gesunde Patienten). Im Neurofibromatose-
Kollektiv lag die sAxl Plasmakonzentration bei 26000+16000 pg/ml (N = 78). Auch
hier wurde das DuoSet® ELISA von R&D Systems® (DY154) herangezogen”’. Somit
ergaben sich keine erheblichen Differenzen zwischen den beiden Patientenkollektiven.
Andere Studien griffen zum Teil auf abweichende Quantifizierungsverfahren zurlck.
Hier waren zum Teil erhebliche Abweichungen erkennbar'®%. Damit ist ein Vergleich
der sAxl Plasmakonzentrationen zwischen den verschiedenen Studien nur bedingt

moglich.

Ahnliches gilt fir die Plasmakonzentration von Gas6. Hier lag der Median der
Plasmakonzentration bei 13663,00 pg/ml mit einem Interquartilabstand von 5150 pg/ml
im Gesamtkollektiv. In einer Vergleichsstudie zum Sjogren-Syndrom (SS) lag der
Mittelwert der Gas6é Plasmakonzentration der gesunden Kontrollgruppe bei 19900
pg/ml und bei 13500 pg/ml bei Patienten mit primdrem SS. Dabei wurde ein DuoSet®
ELISA von R&D Systems® verwendet'®’. Im Rahmen der bereits erwahnten Studie
(Analysis of Gas6 in Human Platelets and Plasma) wurden in humanem Citratplasma
Konzentrationen von 18000 pg/ml in einer Kontrollgruppe sowie 15400 pg/ml in einer
Gruppe mit Patienten unter Warfarin Behandlung gemessen. Dabei wurde ebenfalls der

Antikorper (Human Gas6 Antibody; Polyclonal Goat IgG; R&D Systems; Catalog
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Number AB885) verwendet?!. Somit wurden im Studienvergleich &hnliche

Plasmakonzentrationen ermittelt.

Anhand der Beispiele wird ersichtlich, dass ahnliche Verfahren zur Bestimmung der
Proteinkonzentrationen fur Vergleiche zwischen Studien essentiell sind. Die
Entwicklung eines standardisierten Verfahrens ist im Hinblick auf eine klinische

Verwendung von Gas6 und sAxl als Biomarker notwendig.

5.2 Einfluss von Vitamin K-Antagonisten auf die Gas6 Plasmakonzentration

Die Synthese der Gla-Doméne von Gas6 ist nur mithilfe von Vitamin K méglich''’. Bei
Patienten mit IPAH, HPAH, Appetitzigler-induzierter PAH und CTEPH kann eine
supportive Therapie mit Vitamin K-Antagonisten indiziert sein®. Vor der
Rechtsherzkatheterisierung  wurden  Vitamin  K-Antagonisten aufgrund  des
Blutungsrisikos pausiert und die International Normalized Ratio (INR) unmittelbar vor
der Untersuchung Uberprift. Bei einem INR-Wert > 2 wurde die Katheterisierung nicht
durchgefuhrt, um mdgliche Blutungskomplikationen zu vermeiden. Eine individuelle
Abwaégung fand im Grenzbereich (INR 1,5-2,0) statt.

Ein Einfluss von Vitamin K-Antagonisten und des INR-Wertes auf die Gas6
Plasmakonzentration konnte bereits nachgewiesen werden. Die mittlere Gas6
Plasmakonzentration war bei Patienten unter Warfarin Therapie signifikant verringert,
verglichen mit unbehandelten Kontrollen. AuBerdem war eine progressive Verringerung
der Gas6 Plasmakonzentration mit zunehmendem INR-Wert erkennbar'?!. Dabei wurde
zudem erwahnt, dass verschiedene ELISA’s unterschiedliche Epitope als
Bindungsstellen bevorzugen. Dies hétte zur Folge, dass manche ELISA’s Gla-

defizientes Gas6 nicht nachweisen konnten?.

Eine Information zum Bindungsverhalten lag im Hinblick auf die hier verwendeten
Antikorper nicht vor. Auch bleibt spekulativ, wie lange Einflisse der Vitamin K-

Antagonisten nach dem Absetzen auf Gas6 weiter bestehen.
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5.3 Studienkollektiv

53.1 Einflusse auf die Plasmakonzentrationen  (Geschlecht, Alter,
Nierenfunktion)

Das Studienkollektiv. wurde mehrheitlich von weiblichen Probandinnen dominiert,

wobei keine signifikanten Abweichungen hinsichtlich der Proteinkonzentration von

Gas6 und sAxI zwischen den Geschlechtern feststellbar waren.

Die zu sAxI vorliegenden Studien beschreiben keine Geschlechtsabhangigkeit der
Plasmakonzentration'***%, Dies entspricht dem Ergebnis dieser Untersuchung. Eine
frihere Studie zeigte signifikant hohere Gas6 Plasmakonzentrationen bei mannlichen,
adulten (Alter 18-80 Jahre) Probanden**. In diesem Zusammenhang wurde ein
mdoglicher Einfluss von Geschlechtshormonen auf die Gas6 Plasmakonzentration
diskutiert'®. Eine andere Studie mit jingeren Probanden (Alter 18-38 Jahre) zeigte
signifikant geringere Gas6 Plasmakonzentrationen bei Mé&nnern im Vergleich zu Frauen

141 Auch wurde der Einfluss

unter Ausschluss einer oralen hormonellen Kontrazeption
oraler Kontrazeptiva evaluiert. Dabei wiesen Probandinnen nach einer dreimonatigen
Behandlung mit Ethinylestradiol und Levonorgestrel signifikant ricklaufige

Plasmakonzentrationen auf**.

Vor diesem Hintergrund muss die Studienlage bezuglich geschlechtsabhéangiger
Unterschiede der Gas6 Plasmakonzentration als inkonsistent bewertet werden. Auch der
mdogliche Einfluss von Kontrazeptiva auf die Gas6é Plasmakonzentration sollte bei

kinftigen Studien beachtet werden.

Ebenfalls erwahnt wurde eine negative Korrelation zwischen dem Alter und der Gas6
Plasmakonzentration bei beiden Geschlechtern**°. Das Alter wurde in der vorliegenden
Arbeit jedoch nicht berucksichtigt. Ein mdglicher Einfluss des Alters auf die

Uberlebenszeitprognose wird im Kapitel 5.5 diskutiert.

Im Hinblick auf die Nierenfunktion waren Gas6 Plasmakonzentrationen bei Patienten
mit chronischem Nierenversagen signifikant erhoht. Zudem korrelierte die Gas6

114 Daten zur

Plasmakonzentration negativ mit der glomeruléren Filtrationsrate
Nierenfunktion lagen unter Betrachtung des aktuellen Studienkollektivs nicht vor. Ein
Einfluss der Nierenfunktion auf die dargelegten Ergebnisse kann somit nicht

ausgeschlossen werden.
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5.3.2 Klinischer Schweregrad und Risikoeinschatzung

Mit Hilfe der WHO FC wurde der klinische Schweregrad eingeschatzt®*. Neben anderen
Parametern ist die WHO FC Teil einer umfassenden Risikoeinschédtzung bei Patienten
mit PAH. Erstrebenswert ist ein geringes Risikoprofil, welches mit einer niedrigen

Sterblichkeit assoziiert ist®.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden die meisten Patienten bei Diagnosestellung
der WHO FC 111 zugeordnet (Kapitel 4.1.3, S. 33). Innerhalb des Kollektivs konnte kein
Patient der WHO FC | zugeordnet werden. Dies ist zurlickzufuhren auf die Schwere der
Erkrankung bei Diagnosestellung und typisch fur das beschriebene Krankheitsbild,
welches sich zu Beginn mit unspezifischen Symptomen préasentiert'*?. In einer Studie zu
NT-proBNP als Biomarker bei PH wurden 79,66% der 118 Patienten der WHO FC |11
und 1V zugeordnet. Das Kollektiv bestand hierbei aus 66 PAH-Patienten und 52 Nicht-
PAH Patienten®’. Auch bei einer Studie zu BNP und Patienten mit primarer PH lieBen
sich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 42 von insgesamt 60 Patienten der WHO FC
Il zuordnen. Auch hier wurde kein Patient der WHO FC | zugeordnet®. Folglich
wiesen beide Studien vergleichbare Auspragungen hinsichtlich der Krankheitsschwere

auf.

Die explorative Datenanalyse (Kruskal-Wallis-Test) wies auf eine signifikant
unterschiedliche Verteilung der Gas6é Plasmakonzentration (ber die verschiedenen
WHO FC’s hin (Kapitel 4.2.2, S. 37). Die WHO FC Il wies dabei den hdchsten
Mittelwert auf (Abbildung 11). Eine konsequente Zunahme der Mittelwerte in der
Reihenfolge der zunehmenden WHO FC’s konnte demnach nicht beobachtet werden.
Aus diesem Grund muss trotz statistischer Signifikanz von einer eingeschrankten

klinischen Bedeutung ausgegangen werden.

Bei anderen Krankheitsbildern waren erhohte Serumkonzentrationen von Gas6 mit einer
hohen Krankheitsaktivitdt assoziiert. Eine Studie zum systemischen Lupus
Erythematosus zeigte eine positive Korrelation zwischen der sAxl sowie Gas6
Plasmakonzentration und der Krankheitsaktivitat'?®. Auch bei Patienten mit Sepsis
wurde eine positive Korrelation zwischen der Gas6é Plasmakonzentration und dem

Sepsis-related Organ Failure Assessment score festgestellt'?°.

Als mdgliche Erklarung kénnte in diesem Kontext angefiihrt werden, dass der Gas6-AxI

Signalweg in der Immunmodulation eine wichtige Rolle spielt. Dabei treten
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proinflammatorische als auch anti-inflammatorische Funktionen auf, abhangig vom
jeweiligen Zelltyp. Eine Funktion ist die Gas6-Ax| abhdngige Bereinigung von Zellen
nach erfolgter Apoptose®**. Die Bereinigung von untergegangenen Zellen schiitzt vor
der Entwicklung von Autoantikorpern'*, diese tragen zur Entwicklung von
Kollagenosen wie dem SLE bei*. Patienten mit SLE wiesen ein erhohtes Risiko

hinsichtlich der Entwicklung einer PH auf*°.

Daruber hinaus unterstltzte Gas6é im Mausmodell die Aktivierung von Endothelzellen
durch TNF-a. Gas6 defiziente Mduse schutteten dabei weniger Zytokine (IL-1p und IL-
6) aus als der Wildtyp'?®. Bei Patienten mit primarer PH (assoziierte PAH, IPAH)
wurden erhohte Konzentrationen von Zytokinen (IL-1B, IL-6) im Serum
nachgewiesen**’. Die Gas6 abhangige Interaktion von Leukozyten und dem
GefaBendothel, im Rahmen der Inflammation und der Entstehung von Thrombosen,
konnte im Mausmodell nachgewiesen werden. Nach einer Injektion von
Lipopolysacchariden in den FulRballen von Mausen kam es zu einer lokalen Vaskulitis
und Thrombose, welche bei Gas6 defizienten Mdusen deutlich reduzierter ausgepragt
waren'??. Auch eine Extravasation von Leukozyten in das umliegende Lungengewebe
war bei Gas6 defizienten Mausen schwécher ausgepragt'®®. Folglich zeigte sich auch

hier der Einfluss auf inflammatorische Prozesse.

Eine signifikant unterschiedliche Verteilung der Gas6 Plasmakonzentration (ber die
verschiedenen WHO FC’s war zudem innerhalb des IPAH Kollektivs reproduzierbar.
Bei anderen Atiologien (CTD, CTEPH, PVH) wurden keine signifikanten Ergebnisse
beobachtet. Ob ein kausaler Zusammenhang mit der Entstehung von Atiologien wie der
IPAH besteht, bleibt zu diesem Zeitpunkt unklar, auch angesichts der fehlenden
diagnostischen Relevanz von Gas6 (Kapitel 5.4.2). Kein signifikanter Unterschied der
Plasmakonzentration tber die WHO FC’s war im CTD-Kollektiv nachweisbar. Dies
uberrascht im Hinblick auf die oben dargelegten Zusammenhange bezuglich der
Kollagenosen. Jedoch korrelierte die Plasmakonzentration von Gas6 innerhalb des
CTD-Kaollektivs signifikant negativ mit dem CI, HZV und positiv mit dem PVR. Auch
bei dem CI handelt es sich um einen prognostisch relevanten Faktor®.

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz (Herzinsuffizienz bei systolischer Dysfunktion,

Ejektionsfraktion <40%) wiesen Patienten mit fortgeschrittener NYHA-Klasse (I11-1V)

103
f

signifikant hohere Plasmakonzentrationen auf°. Eine signifikant unterschiedliche
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Verteilung der sAxl Plasmakonzentration uber die WHO FC’s des hier untersuchten
Kollektivs war jedoch nicht erkennbar.

Zur umfassenden Risikoeinschatzung werden nach den aktuellen Leitlinien auch andere
Parameter erganzend zur WHO FC herangezogen®. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden diesbeziiglich Korrelationen zwischen den Plasmakonzentrationen und dem CI

sowie der SMWD erhoben. Beide Parameter sind Teil dieser Risikoeinschatzung?.

Bezliglich Gas6 zeigte sich eine signifikant negative Korrelation zwischen der
Plasmakonzentration und dem CIl. Somit sank der CI mit zunehmender Gas6
Plasmakonzentration ab, wobei diese Korrelation von geringer Ausprédgung war. Es
bestand keine signifikante Korrelation mit der SMWD. Bei sAxl bestanden keine

signifikanten Korrelationen mit der SMWD und dem CI.

Daraus lasst sich schliefen, dass sAxl nicht mit etablierten Faktoren zur
Risikoeinschatzung korreliert. Auch Gasé kommt dabei keine aussagekraftige klinische
Relevanz zu. Gas6 kann dennoch unabhé&ngig davon als Prognoseinstrument
herangezogen werden (siehe Kapitel 5.5, S 62).

5.3.3 Weitere Korrelationen

Eine tendenziell signifikante Korrelation zwischen der Gas6 Plasmakonzentration und
dem mPAP war erkennbar (Kapitel 4.2.4). Somit steigt die Gas6é Plasmakonzentration
tendenziell mit dem mPAP an, jedoch muss auch hier von einer geringen klinischen

Relevanz ausgegangen werden.

Bezogen auf das Gesamtkollektiv waren bei beiden Proteinen signifikante, jedoch
klinisch nicht relevante Korrelationen mit dem PAWP ableitbar (Kapitel 4.2.4). Die PH-
Diagnosegruppe 2 (PVH) kann mit einem erhdhten PAWP einhergehen'®%2!, Die
positiven Korrelationen mit dem PAWP lassen die Annahme zu, dass Patienten mit
hohem PAWP auch tendenziell erhohte Plasmaproteinkonzentrationen aufweisen.
Jedoch handelt es sich weder bei Gas6 noch bei sAxlI um diagnostische Biomarker (s.

Kapitel 5.4.2).

5.4 Diagnostischer Vorhersagewert
Die Entwicklung eines diagnostischen Biomarkers spielt bei der PH eine herausragende
Rolle. Im Kapitel 1.3.4 wurde bereits das diagnostische Vorgehen dargelegt. Die

Zuordnung zu einer Diagnosegruppe hat erheblichen Einfluss auf die Therapie
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unterschiedlicher PH Formen, so kommen fiir Patienten mit CTEPH zum Teil kurative
Ansétze in Betracht’. Die durchgefiihrte Literaturrecherche ergab Hinweise auf eine

mdogliche Relevanz von Gas6 und sAxl als diagnostische Biomarker bei PH.

5.4.1 Literaturhinweise auf eine mogliche diagnostische Relevanz von Gas6 und
sAXI| bei PH
Eine Analyse zur Genexpression (oligonucleotide microarray technology) bei Patienten
mit primérer PH wies im Vergleich zu histologisch unauffélligen Probanden auf eine
niedrigere Genexpression von Gas6 im Lungengewebe hin. Im Rahmen der Studie
erhielten sechs  Teilnehmer eine  Lungenoperation, u.a. aufgrund von
Tumorerkrankungen (Kontrollpatienten). Daraufhin wurden die Gewebe der sechs PH-
Patienten jeweils mit den sechs Kontrollpatienten verglichen, was insgesamt 36
Vergleiche zulieR. Dabei war in 27 Vergleichen die Genexpression von Gas6 bei

Patienten mit primarer PH vermindert**.

Die beschriebene Studie lasst Spekulationen im Hinblick auf unterschiedliche
Plasmakonzentrationen zwischen PH-Patienten und Ausschlusspatienten zu. Eine
niedrige Gas6-Genexpression konnte maoglicherweise eine niedrige
Plasmakonzentration bedingen. Auch wurden nicht gesunde Kontrollpersonen

einbezogen, analog zur Gruppe Ausschluss dieses Studienkollektivs.

In einer Studie zur Evaluation von Gas6 als Biomarker zur Differentialdiagnose bei
Patienten mit Dyspnoe war die Gas6é Plasmakonzentration von Patienten mit
Herzversagen im Vergleich zu Patienten mit Lungenembolie und Patienten ohne
Evidenz fir Lungen- bzw. Herzerkrankungen signifikant erhéht'?®, Die innerhalb der
aktuellen Studie festgestellte signifikante Korrelation zwischen Gas6 und dem PAWP
(4.2.4) wies ebenfalls auf eine mdgliche diagnostische Relevanz hin. Somit wére eine
erhohte Gas6 Plasmakonzentration bei Patienten mit PVH denkbar gewesen. Eine
weitere Patientengruppe, zusammengesetzt aus Patienten mit pulmonaler Infektion,
Sepsis und systemischer Infektion, zeigte ebenfalls signifikant erhohte
Plasmakonzentrationen im Vergleich zu Lungenemboliepatienten sowie Patienten ohne
Evidenz fir Lungen- und Herzerkrankungen'?®. Ein maglicher Zusammenhang
hinsichtlich der Rolle des Gas6-Axl-Signalwegs und immunologischen Prozessen
wurde bereits im Kapitel 5.3.2 dargelegt.
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Auch im Hinblick auf sAxl wurde ein Zusammenhang in Bezug auf Herzinsuffizienz
erwéhnt. In der bereits beschriebenen Studie (s. Kapitel 5.3.2) wiesen Patienten mit
chronisch stabiler Herzinsuffizienz signifikant héhere sAxl Plasmakonzentrationen auf
als die Kontrollgruppe. Eine Receiver—Operator Characteristic Curve (ROC) Analyse
liess eine Sensitivitit von 70,3% und eine Spezifitit von 64,2% zu'®.
Linksherzerkrankungen, welche mit einer reduzierten Ejektionsfraktion (HFrEF)
einhergehen, sind Teil der Diagnosegruppe PVH?. Innerhalb des aktuellen Kollektivs
ergab sich eine Korrelation zwischen der sAxl Plasmakonzentration und dem PAWP,

analog zu Gasb.

Bei Patienten mit thromboembolischen Ereignissen kann eine CTEPH die Folge

sein®?¢,

Bei Gas6-defizienten Mausen wurde ein Rickgang dieser Ereignisse
nachgewiesen. Ein Einfluss von Gas6 auf die Thrombozyten-Funktion wurde
angenommen™ und kénnte wichtig in der Entstehung einer CTEPH sein. Ausgeblieben
ist bisher der Nachweis von Gas6 in humanen Thrombozyten'?'?2. Ein direkter
Nachweis von Gas6 in humanen Thrombozyten gehorte nicht zur Fragestellung dieser
Arbeit. Es zeigte sich in diesem Zusammenhang jedoch auch keine diagnostische
Relevanz der Gas6é Plasmakonzentration, insbesondere im Hinblick auf Patienten mit
CTEPH (s. Kapitel 5.4.2). Das Fehlen von Gas6 in humanen Thrombozyten stellt eine

mdogliche Erklarung fiir dieses Ergebnis dar.

5.4.2 Gas6 und sAxl als diagnostische Biomarker innerhalb des Studienkollektivs
Im Rahmen der Varianzanalyse dieser Studie konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den diagnostischen Gruppen (PAH, CTEPH, PVH, CTD und Ausschluss)
bezogen auf sAxl und Gas6 Plasmakonzentrationen festgestellt werden (Kapitel 4.2.1).
Auch im Rahmen der Mehrfachvergleiche kam es zu keinem signifikanten Ergebnis.
Weder Gas6 noch sAxI eigneten sich demnach als diagnostische Biomarker innerhalb

des beschriebenen Kollektivs. Mdgliche Griinde werden im nachsten Absatz diskutiert.

Zusammenfassend erfolgte bereits im Rahmen der Einleitung eine Zuordnung der
biochemischen Biomarker unter pathophysiologischen Gesichtspunkten der PH (s.
Abbildung 1). Betrachtet man den Gas6-sAxI Signalweg, so lassen sich beide Proteine
durchaus mehreren Gesichtspunkten zuordnen. Der Signalweg scheint insbesondere bei
inflammatorischen Prozessen relevant zu sein. Hinweise lieferten Untersuchungen zur

Sepsis, zum SLE, dem SS sowie zur Differentialdiagnose Dyspnoe im Hinblick auf
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123,125,126,127,91. Auch beim

Pneumonien oder systemische inflammatorische Prozesse
akuten Koronarsyndrom waren erhohte sAxl Plasmakonzentrationen feststellbar und
korrelierten mit inflammatorischen biochemischen Markern. Daneben wurde ein
Einfluss des Signalwegs im Hinblick auf die Entstehung von Arteriosklerose
vermutet'®, Neben dem Einfluss auf die Inflammation wurde der Signalweg direkt mit
der Forderung des vaskuldren Remodelings und der vaskuléren Zellfunktion in
Verbindung gebracht®®9%%®_ Beij Patienten mit Herzversagen lag ebenfalls eine erhohte
Serumkonzentration von sAxI vor und es wurde eine erhdhte Expression von Axl im
Myokard beobachtet'®, Daneben wurde ein Einfluss des Signalwegs auf die
Thrombozytenaggregation sowie Adhasion an aktivierte Endothelzellen im Mausmodell
beschrieben (s. Kapitel 1.4.4.2, 5.3.2)"'?  Somit bestehen unterschiedliche
Mechanismen, die jeweils nicht spezifisch fiir bestimmte Atiologien der PH und der
Ausschlussgruppe sind, was mdglicherweise die fehlende diagnostische Aussagekraft
der beiden potentiellen Biomarker erklart.

Es ist zudem anzumerken, dass es sich bei Patienten der Diagnosegruppe Ausschluss
nicht um gesunde Versuchsteilnehmer handelte. Diese erhielten eine
Rechtsherzkatheteruntersuchung aufgrund des begriindeten Verdachts auf eine PH. Es
ist als wahrscheinlich anzunehmen, dass Patienten mit anderen Erkrankungen Teil des
Ausschlusskollektivs waren. Verschiedene Erkrankungen (s. Kapitel 1.4.4, 5.5) haben
zudem einen Einfluss auf die Gas6é und sAxl Plasmakonzentration. Weitere
Untersuchungen unter der Beriicksichtigung von gesunden Versuchsteilnehmern sollten
dieser Studie angeschlossen werden. Jedoch entsprechen gesunde Versuchsteilnehmer
nicht dem alltaglichen Patientenkollektiv, was bei einem signifikanten Unterschied zum
PH Kollektiv den diagnostischen Mehrwert nicht erheblich erweitern wiirde.

5.5 Die Plasmakonzentrationen im Hinblick auf Uberleben und TTCW

Bei sAxI ergaben sich keine signifikanten Zusammenhéange bezogen auf Uberlebenszeit
und TTCW. Auch durchgefiihrte Cox-Regressionsanalysen zeigten keine signifikanten
Ergebnisse im Hinblick auf einen prognostischen Stellenwert. Die Plasmakonzentration
von sAxI eignet sich demnach nicht fiir eine Uberlebensprognose und es gab keinen
Zusammenhang beziiglich Uberleben und TTCW innerhalb des betrachteten Kollektivs.

Dies trifft ebenfalls fir alle diagnostischen Untergruppen zu.
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Zusammenhange zwischen der Plasmakonzentration von sAxl und dem Uberleben
wurden bereits im Hinblick auf verschiedene Krankheitsbilder beschrieben. Bei
Patienten mit Herzversagen wirkte sich eine hohe sAxI Plasmakonzentration signifikant
ungunstiger auf die eventfreie Ein-Jahres-Uberlebenszeit (Gesamtmortalitat,
Transplantation, mit Herzversagen assoziierte Hospitalisierung) aus. Bei dem Kollektiv
der Studie handelte es sich um Patienten mit chronisch stabilem Herzversagen mit
systolischer Dysfunktion (EF < 40%, siehe auch Kapitel 5.3.2). Eine durchgefiihrte
Cox-Regressionsanalyse ergab eine HR von 3,31. Es wurden stets Patienten mit sAxI
Plasmakonzentrationen unterhalb des dritten Quartils mit Patienten ab dem dritten
Quartil verglichen. Darlber hinaus wurde vermutet, dass sAxl Uber einen BNP-
unabhangigen Signalweg als Pradiktor bei Herzversagen fungiert.® Wie bereits
beschrieben stellt das Rechtsherzversagen eine haufige Komplikation bei PH dar®.
Dariiber hinaus kann eine PH als Folge einer HFrEF auftreten?’. Jedoch steht das
Ergebnis der beschriebenen Studie im Kontrast zu den hier dargelegten Ergebnissen, da
keine signifikanten Zusammenhange zwischen der sAxI Plasmakonzentration und dem

Uberleben feststellbar waren.

Insbesondere innerhalb des PVH-Kollektivs wére ein signifikantes Ergebnis denkbar
gewesen. Bei einer HFrEF liegt die Pravalenz fir gleichzeitiges Vorliegen einer PH bei
40-75%'*. In diesem Fall ist von einer schlechteren Prognose auszugehen®. Bei dem
zur Uberlebenszeitanalyse herangezogenen Patientenkollektiv handelte es sich jedoch
um Versuchsteilnehmer mit bereits bestatigter PH. Demnach wurden Patienten mit
HFrEF ohne PH in dieser Studie nicht berlcksichtigt. Die sAxl Plasmakonzentration
lieferte hier moglicherweise auf dem Boden einer wahrscheinlich schlechteren Prognose
und eines fortgeschrittenen Schweregrades keine signifikanten Ergebnisse. In der
Vergleichsstudie wiesen 46% der Patienten, ab dem dritten Quartil der sAXxI
Plasmakonzentration, eine funktionelle NYHA Klasse von Il und hoher auf*®.
Innerhalb des hier vorliegenden PH-Kollektivs waren die Patienten vergleichsweise
schwerer erkrankt. Die Anzahl der Patienten innerhalb der WHO FC 111 und 1V lag bei
73%. Dartiber hinaus wurde keine weitere Differenzierung innerhalb der PVH Gruppe

vorgenommen.

Auch denkbar fur die abweichenden Ergebnisse der Studien konnte die im Vergleich
geringere myokardiale Masse der rechten Herzhalfte sein®. Somit ware bei

Rechtsherzversagen  ein  vergleichsweise  geringerer ~ Anstieg  der  sAxI
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Plasmakonzentration messbar als bei Linksherzversagen. Eine erneute Evaluation von
sAxI als prognostischen Biomarker bei PH Patienten und HFrEF kodnnte hier weitere

Erkenntnisse liefern.

Im Hinblick auf Gas6 wiesen durchgefuhrte Log Rank (Mantel Cox) Tests auf
signifikante Unterschiede im Hinblick auf die Uberlebenszeit und TTCW hin. Dabei
lebten PH Patienten innerhalb des Kollektivs mit hohen Gas6é Plasmakonzentrationen
signifikant kiirzer und es trat friiher eine klinische Verschlechterung ein. Dariiber hinaus
wurden Cox-Regressionsanalysen durchgefuhrt. Sie erfolgten zuerst univariat sowie
spater multivariat, wobei jeweils kontinuierliche Variablen, die dichotomisierte
Stichprobe und Quartile der Stichprobe betrachtet wurden. Dabei zeigte sich eine
prognostische Relevanz der Plasmakonzentration von Gas6 bei allen Ansatzen. Im
direkten univariaten Quartilvergleich wurde ein signifikanter Unterschied zwischen
Quartil 1 und Quartil 4 festgestellt. Im Quartil 4 (hohe Gas6 Plasmakonzentration) lag
das prognostizierte Risiko zu versterben um den Faktor 4 héher, verglichen mit Quartil
1 (niedrige Gas6 Plasmakonzentration). Auch im multivariat dichotomisierten Ansatz
wurde ein tendenziell signifikantes Ergebnis erzielt. Die HR lag hier bei 1,747 (95% KI
fur HR 0,871-3,508). Somit wurde fiir Patienten oberhalb der medianen Gas6
Plasmakonzentration eine signifikant schlechtere Uberlebenszeit prognostiziert.
Folglich handelt es sich bei Gas6 um einen multivariat stabilen Pradiktor der
Uberlebenszeit.

Die durchgefuhrte univariat kontinuierliche Cox-Regressionsanalyse zur TTCW wies
ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang nach. Somit wirde sich auch hier eine

hohe Gas6 Plasmakonzentration unginstig auf die Prognose auswirken.

Bei Patienten mit septischem Schock zeigte sich eine signifikante Abnahme der Gas6
Plasmakonzentration bei Uberlebenden im Vergleich zu den versterbenden Probanden.
Die signifikante Abnahme der Plasmakonzentration trat ab dem siebten Tag nach der
ersten Bestimmung ein. Jedoch waren weder die Plasmakonzentrationen am siebten
Tag, noch die Differenz der Plasmakonzentrationen zwischen dem siebten und dem
ersten Tag aussagekraftig genug, um eine Uberlebensprognose zuzulassen.!”® Wie
bereits erwahnt sind in der Pathogenese der PH und der Sepsis inflammatorische
Prozesse von Bedeutung. Die Gas6-abhangige Axl Aktivierung ist Teil einer

122

proinflammatorischen Signalkaskade . Bei der multifaktoriellen PH sind jedoch
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weitere Gas6 und Axl abhangige Mechanismen relevant (s. Abbildung 4 sowie Kapitel
1.4.4.2). Nicht nur im Zustand der Sepsis bedingten Inflammation, sondern
beispielsweise auch bei Herzinsuffizienz ist mit hoheren Gas6 Plasmakonzentrationen
zu rechnen'®. AuBerdem wurden im Rahmen dieser Arbeit Patienten iiber einen
erheblich langeren Zeitraum beobachtet. Bei der PH handelt es sich um eine
liberwiegend unheilbare Erkrankung, die tiber mehrere Jahre voranschreitet®. Eventuell
eignet sich Gas6 eher als Uberlebenszeitpradiktor fir progrediente und langer
verlaufende Erkrankungen, wie zum Beispiel bei Tumoren und anderen Erkrankungen,

die mit einer erhohten Zellproliferation einhergehen.

Mehrfach  beschrieben wurde die prognostische Relevanz von Gas6 bei
Tumorerkrankungen. Eine prognostische Relevanz von Gas6 bei Patienten mit

Nierenzellkarzinom wurde nachgewiesen'®

. Auch beim oralen Plattenepithelkarzinom
(0PK) konnte Gas6 im Serum als unabhangiger Pradiktor fir das Uberleben
herangezogen werden. Die multivariate Cox-Regressionsanalyse, bezogen auf eine
dichotomisierte Stichprobe, fiel signifikant aus (HR = 2,07, 95% KI fur HR 1,79-
3,62)."% Beim Adenokarzinom der Lunge war die hohe Proteinexpression
(Immunhistochemie von Adenokarzinom Lungengewebe) von Gas6é mit einem
signifikant kiirzeren Fiinf-Jahres Gesamtiiberleben assoziiert™. Auch beim
Ovarialkarzinom war die Gas6-Expression ein unabhéngiger Pradiktor fir das
Uberleben. So wurde im Rahmen einer Cox-Regressionsanalyse eine hohe
Tumorexpression von Gas6é mit einem signifikant kiirzeren krankheitsfreien Uberleben

assoziiert.'?°

Auch korrelierte die Gas6é Plasmakonzentration in einer vorangegangenen Studie
signifikant negativ mit dem Alter (s. Kapitel 5.3.1).* Es ist somit anzunehmen, dass
altere Patienten mit einer altersbedingt niedrigeren Lebenserwartung eher niedrige Gas6
Plasmaspiegel aufweisen. In Zusammenhang mit PH Patienten waren niedrige Gas6
Plasmaspiegel jedoch mit einer gunstigeren Prognose assoziiert. Demnach kann die

beschriebene Korrelation die prognostische Relevanz von Gas6 nicht abwerten.

In einer vergleichbaren Studie wurde die prognostische Relevanz von baseline Plasma
BNP bei 63 Patienten mit primérer PH untersucht. In einem multivariaten Modell zeigte
sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen BNP und dem Uberleben, wobei die

nichtinvasiven Parameter NYHA FC, heart rate, left ventricular deformity index,
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pericardial effusion, Plasma ANP, Plasma BNP und Plasma norepinephrine in die
Untersuchung  einbezogen  wurden. Bei  Patienten mit  baseline  BNP
Plasmakonzentrationen oberhalb des Medians war dabei das Mortalitatsrisiko zwolffach
erh6ht®. Im direkten Vergleich des Mortalitétsrisikos erscheint somit BNP dem
potentiellen Biomarker Gas6 Uberlegen. Jedoch handelte es sich bei der
Vergleichsstudie ausschlieBlich um Patienten mit priméarer PH. AulRerdem wurden im
multivariaten Ansatz unterschiedliche Faktoren einbezogen. Ein direkter Vergleich ware
somit nur innerhalb des hier untersuchten Patientenkollektivs aussagekréftig. Im
Ausblick wird die Verwendung von BNP und Gas6 in einer Multibiomarker-Strategie
diskutiert.

5.6 Limitationen

In der vorliegenden Studie erfolgte die Gewinnung von Patientenblut Uber einen Swan-
Ganz-Katheter aus der Pulmonalarterie. Im Rahmen zukinftiger Forschungsarbeiten
sollte eine weitere Untersuchung erfolgen, um etwaige Konzentrationsunterschiede zu
peripher abgenommenem Blut auszuschlieBen. Die Notwendigkeit einer weiteren
Untersuchung ist darauf zuruckzufihren, dass die Bestimmung der molekularen
Biomarker im Kklinischen Alltag aus peripheren Venen erfolgt, was ein weniger

invasives Verfahren darstellt.

Auch im Hinblick auf die Wirkung von Vitamin K-Antagonisten auf die Gas6
Plasmakonzentration (Kapitel 5.2) sind weitere Untersuchungen notwendig. Ein
moglicher Einfluss auf die prognostische Relevanz des potentiellen Biomarkers kann
nicht ausgeschlossen werden. Des Weiteren sollten kinftige Studien einen mdéglichen
Einfluss der Nierenfunktion auf die Gas6é Plasmakonzentration berlcksichtigen.
Patienten mit deutlich erhohtem Plasmakreatinin konnten von kunftigen Studien

ausgeschlossen werden.

5.7 Ausblick

Insbesondere bei Tumorerkrankungen scheint Gas6 als Prognoseinstrument einen
Stellenwert zu besitzen. Im Rahmen der Tumorentstehung kommt es zu ungehemmter
Tumorzellteilung (Proliferation). Die Proliferation von verschiedenen Zelltypen der
pulmonalen Blutgefdle spielen eine Schliisselrolle bei der Entwicklung der PH (s.
Kapitel 1.3.3.1). Auch haben Lungentumoren direkten Einfluss auf umgebende Zellen

wie Gefélizellen und Zellen des Immunsystems. Proliferation und Inflammation bei
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Lungentumoren fordern demnach vaskulares Remodeling und kénnen in Verbindung
mit einer PH auftreten'. Bei der Therapie von Tumorerkrankungen kommen
Tyrosinkinaseinhibitoren wie Imatinib zum Einsatz'®**. Auch Patienten mit PH
profitieren zum Teil von einer Behandlung mit Imatinib™*. Bei Axl handelt es sich
ebenfalls um eine Tyrosinkinase (s. Kapitel 1.4.4.1). In diesem Zusammenhang wurde

130 pDas

das small molecule R428 als Inhibitor der Tyrosinkinase identifiziert
Unterdriicken der Tyrosinkinase Axl durch R428 scheint direkten Einfluss auf die
Funktion von VSMCs zu haben®™. Méglicherweise kommt R428 als therapeutische
Option bei Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose in Betracht'*2. Eine PH kann
unter anderem als Folge der Lungenfibrose auftreten. Invitro sowie invivo Studien zur
Evaluation von R428 als pharmakologische Option zur Behandlung der PH sollten in
Zukunft folgen. Ein mdglicher Einsatz von R428 als PH-Medikament beim Menschen

sollte anschlieBend erprobt werden.

Wie bereits beschrieben (Kapitel 1.4.4.1) Ubersteigt die Plasmakonzentration von sAxI
im Normalfall die des Proteins Gas6®. Dariiber hinaus soll Gasé meist als Gas6-sAxI-
Verbindung vorliegen. Eine Studie konnte nachweisen, dass Gas6-sAxI-Verbindungen

139 Aus diesem

Kalzium abhéngig sind und durch EDTA Zusétze aufgehoben werden
Grund ist anzunehmen, dass im Rahmen des ELISA nur freie Gas6é und sAxl Molekiile
nachgewiesen wurden. Eine mogliche Konkurrenz von sAxl und Axl um die Gas6
Bindung wurde angenommen®®. Eine inhibitorische Funktion von sAxl auf Gasé wurde
bei Mausen im Zusammenhang mit der Entstehung von pulmonalen Thrombosen
bestatigt®®. Bei Patienten mit abdominalem Aortenaneurysma korrelierte Gas6é positiv
und sAxl negativ mit der GroRe der Aneurysmata, weshalb ein Gas6/sAxI
Stoffmengenverhéltnis eingefiihrt wurde. Dieses Verhdltnis erzielte noch bessere
Korrelationen als die einzelnen Proteinkonzentrationen'®. Eine erneute Untersuchung
des aktuellen Kollektivs unter Betrachtung des Gas6/sAxl Verhéltnisses erscheint
sinnvoll. Es besteht die Mdglichkeit, dass ein Uberschuss an Gas6 vermehrt zu einer
Axl Aktivierung fihrt und PH relevante Verdnderungen hervorbringt. Hinweise
lieferten Untersuchungen zum Einfluss des Gas6-AxI-Signalwegs auf vaskuléres

8.9 sowie der Schutz vor

Remodeling und endotheliale Dysfunktion in Tiermodellen
Apoptose bei humanen pulmonalen Endothelzellen in-vitro®’. Auch eine Evaluation
nach direkter Quantifizierung des Gas6/sAxl Komplexes mittels ELISA koénnte in

Zukunft erfolgen und weitere Erkenntnisse liefern.
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In der vorliegenden Studie konnte die prognostische Relevanz von Gas6 bei Patienten
mit PH demonstriert werden (Kapitel 5.5). Betont wurde die Unabhéngigkeit der
prognostischen Relevanz von Parametern wie ClI, SMWD und WHO FC. Es wurde
zudem vermutet, dass es sich beim Gas6-AxI Signalweg um einen BNP unabhangigen
Signalweg handeln konnte. Hinweise lieferten Untersuchungen zu sAxI als Biomarker

103 Ahnliche Untersuchungen zu Gas6 stehen jedoch

bei Herzversagen (s. Kapitel 5.5)
noch aus. Denkbar ware eine Einflihrung von Gas6 als Prognoseparameter in einer
Multibiomarker-Strategie, zusammen mit bereits etablierten Prognoseparametern wie

BNP.

Zur Einschétzung der Wirksamkeit von therapeutischen MaRnahmen kdnnen Biomarker
herangezogen werden. Deshalb sollte eine prognostische Relevanz auch im Hinblick auf
die Gas6 Plasmakonzentration bei PH-Patienten unter pharmakologischer Therapie

evaluiert werden.

6 Zusammenfassung

Bei der PH handelt es sich um eine schwerwiegende Erkrankung, die sich oftmals mit
unspezifischen Symptomen présentiert. Die Erkennung der PH, die Einordnung in eine
PH-Atiologie und die Einschatzung der Prognose setzen einen umfangreichen
diagnostischen Vorgang voraus. Goldstandard innerhalb des Prozesses ist eine invasive
Rechtsherzkatheteruntersuchung. Ziel der vorliegenden Studie war es, die potentiellen
Biomarker Gas6 und sAxl im Hinblick auf ihre diagnostische und prognostische
Aussagekraft zu untersuchen sowie mdogliche Zusammenhange mit der
Krankheitsschwere ~ und  Parametern aus  Rechtsherzkatheteruntersuchungen
aufzudecken. Zu diesem Zweck wurden 167 (SAxl), bzw. 179 (Gas6) therapienaive
Patienten des UKGM retrospektiv ab der ersten Rechtsherzkatheteruntersuchung bis
April 2015 beobachtet. Darlber hinaus erfolgte eine Blutentnahme (ber die
Pulmonalarterie im Rahmen der ersten Rechtsherzkatheteruntersuchung. Daraufhin
wurden die aufeinanderfolgenden Patienten leitliniengerecht den &tiologischen Gruppen
(PVH, IPAH, CTD, CTEPH) zugeordnet. Im Anschluss erfolgte die Quantifizierung der
Proteine Gas6 und sAxl aus EDTA-Plasma mithilfe eines Sandwich-ELISA und die
statistische Auswertung mit der Software SPSS. Dabei zeigte sich weder ein
Unterschied zwischen PH-Patienten und der Ausschlussgruppe, noch gelang die

Differenzierung  zwischen PH-Atiologien anhand der Gasé bzw. sAxl
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Plasmakonzentration (In(Gas6) ANOVA p = 0,222, sAxlI ANOVA p = 0,345). Folglich
eignen sich beide Proteine nicht als diagnostische Biomarker. Im Hinblick auf die
Krankheitsschwere war die Verteilung der Gas6 Plasmakonzentration ber die WHO
FC signifikant unterschiedlich (Kruskal-Wallis-Test p = 0,015). Andererseits musste
aufgrund des nicht stetigen Anstiegs der WHO FC mit der ansteigenden Gas6
Plasmakonzentration eine eingeschrénkte klinische Bedeutung angenommen werden.
Bei sAxl zeigte sich bezuglich der Krankheitsschwere kein signifikanter
Zusammenhang. Gas6 korrelierte bei Patienten mit PH zudem positiv mit dem PAWP (r
=0,23; p = 0,006) und negativ mit dem CI (r = -0,166; p = 0,049). Der CI besitzt neben
der WHO FC ebenfalls prognostische Relevanz, jedoch waren beide Korrelationen nur
von geringer Auspragung. Im sAxI-PH-Kollektiv zeigte sich ebenfalls eine gering
ausgepragte, signifikante Korrelation mit dem PAWP (r = 0,202; p = 0,021). Somit
wurden Zusammenhange zwischen den untersuchten Proteinen und Parametern aus der
Rechtsherzkatheteruntersuchung als gering und klinisch wenig relevant eingestuft. Im
Hinblick auf das Uberleben und die TTCW waren signifikante Unterschiede tber die
Gas6 Quartile innerhalb des PH-Kollektivs feststellbar (Uberleben p = 0,037; Ein-,
Drei-, Fiinf-Jahres Uberleben Quartil 4 mit 83%, 54%, 51% vs. Quartil 1 mit 91%, 91%,
86%; TTCW p =0,017; Ein-, Drei-, Funf-Jahre ohne klinische Verschlechterung Quartil
4 mit 45%, 21%, 21% vs. Quartil 1 mit 61%, 55%, 45%). Als letztes wurde die
prognostische Relevanz der Proteine untersucht. Bei sAxl war nicht von einer
prognostischen Relevanz auszugehen. Vielversprechend fielen dahingegen die
Ergebnisse im Gas6-Kollektiv aus. In einem multivariaten Ansatz zeigte sich bei
Patienten mit Gas6 Plasmakonzentrationen oberhalb des Medians eine signifikant
héhere Wahrscheinlichkeit an einer PH zu versterben (Cox-Regression p = 0,116; HR =
1,7). Auch unter Betrachtung von Gas6 und der TTCW wurde ein signifikantes
Ergebnis erzielt (Cox-Regression univariat, kontinuierlich p = 0,005; HR = 2,8).
AbschlieBend konnte gezeigt werden, dass es sich bei Gasé um einen multivariat
stabilen Pradiktor im Hinblick auf das Uberleben bei Patienten mit PH handelt. Weitere
Untersuchungen zur Gas6 Plasmakonzentration aus peripheren Venen sollten

perspektivisch folgen.

PH is a severe disease and patients often suffer from unspecific symptoms. The
diagnosis of PH, the etiological classification and the evaluation of the prognosis

require an extensive procedure. Within this procedure invasive right heart
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catheterisation plays an important key role. The aim of this study was to determine if
Gas6 and sAxI are qualified as diagnostic and prognostic biomarkers and furthermore if
they are capable of predicting relationships between biomarker concentrations and
disease severity or parameters measured by right heart catheterisation. For this purpose
a group of 167 (sAxl), resp. 179 (Gas6) consecutive patients were observed
retrospectively at the UKGM from their first catheterisation until April 2015. Patients
with mPAP equal or higher than 25 mmHg were diagnosed with PH. The other patients
were diagnosed and defined as non-PH controls. During their first catheterisation blood
samples were taken from the pulmonary arteria. Afterwards PH patients were divided
into etiological subgroups following PH specific guidelines (PVH, IPAH, CTD and
CTEPH). The next step was to measure plasma levels of sAxl and Gas6 using the
sandwich-ELISA method followed by using SPSS for statistical evaluation. Test results
showed no difference between non-PH controls and patients diagnosed with PH,
regarding plasma concentrations of Gas6 and sAxl and there were also no differences
between etiological subgroups (In(Gas6) oneway ANOVA p = 0,222, sAxl oneway
ANOVA p = 0,345). As a result neither Gas6é nor sAxl can be used as diagnostic
biomarkers. Looking for an association between biomarker plasma levels and disease
severity, the distribution of Gas6 was significantly different between WHO FC’s
(Kruskal-Wallis-Test p = 0,015). The result was limited, because the WHO FC did not
steadily increase in conjunction with the rising Gas6 plasma concentration (median of
the Gas6 concentration was the highest in WHO FC Il and lower in WHO FC 11 and
IV). There were no relevant results looking at sAxI and disease severity. There was also
a significant positive correlation between Gasé and PAWP (r = 0,23; p = 0,006) and a
significant negative correlation between Gas6 and CI (r = -0,166; p = 0,049), which is
also a prognostic factor besides the WHO FC. The protein sAxl also significantly
correlated with PAWP (r = 0,202; p = 0,021). All these correlations were significant but
clinically minor relevant. For survival and TTCW a Kaplan-Meier-Analysis was
performed. Patients of quartile 4 with high Gas6 values had a poor survival rate
compared to patients of quartile 1 (Log Rank p = 0,037, one-, three-, five-year survival
83%, 54%, 51% vs. 91%, 91%, 86%). Patients of quartile 4 also had a poor prognosis
retrospectively regarding TTCW compared to patients of quartile 1 (Log Rank p =
0,017, one-, three-, five-year patients without clinical worsening 45%, 21%, 21% vs.
61%, 55%, 45%). There were no associations between sAxl levels with TTCW or

survival. For evaluating the prognostic benefit a multivariate approach was performed.
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Patients with Gas6 levels above the median had a poor survival prognosis (Cox-
Regression p = 0,116, HR = 1,747). The result was equivalent in TTCW (Cox-
Regression continuous univariate p = 0,005; HR = 2,845). In conclusion Gas6 has
potential as a prognostic biomarker in patients with PH. Further investigations should
look for differences in plasma concentrations between the pulmonary arteria and arm

veins.
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Growth Differentiation Factor 15
y-Carboxyglutamat
Hypoxie-induzierter Faktor-1a



HIV
HPAH
HR
HRCT
HUVEC
HZV
ICAM
IFNAR
IL-6
IPAH
Ipc-PH
KCNK3
kDa

Kl

KTnl
LAP

In
LTOT
LVSD
miRNA
MMP2
mPAP
MRAP
MZF1
N

NO

NT-
proBNP
NYHA FC
oPK
PAH
PAP
PAR
PASMC
PAWP
PDES
PDEDSI
PE

PH
PI3K
PI3K/Akt

PLC
PPHN
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Humanes Immundefizienz-Virus
hereditare pulmonal arterielle Hypertonie
Hazard Ratio

high-resolution Computertomografie
Human Umbilical Vein Endothelial Cell
Herzzeitvolumen

Intracellular Adhesion Molecule

Type | Interferon Rezeptor

Interleukin-6

idiopathische pulmonal arterielle Hypertonie
isoliert post-kapill&re pulmonale Hypertonie
Potassium Channel Subfamily K Member 3
Kilodalton

Konfidenzintervall

kardiales Troponin |

linksatrialer Druck

logarithmus naturalis

Langzeit Sauerstofftherapie
Linksventrikul&re systolische Dysfunktion
micro-Ribonukleinséure

Matrix Metalloproteinase-2

mittlerer pulmonal arterieller Druck
mittlerer rechtsatrialer Druck

Myeloid Zinc Finger 1

Stichprobengréie

Stickstoffmonoxid

Amino-terminales Fragment von proBNP
New York Heart Association Functional Classification
orales Plattenepithelkarzinom

pulmonal arterielle Hypertonie

pulmonal arterieller Druck

pulmonal arterieller Widerstand
pulmonale glatte Gefalmuskelzellen
pulmonal arterieller Wedge Druck
Phosphodiesterase-5
Phosphodiesterase-5 Inhibitoren
pulmonale Embolie

Pulmonale Hypertonie
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphoinositid-3-Kinase/Akt

Phosphoinositid-Phospholipase C
persistierende pulmonal arterielle Hypertonie des
Neugeborenen



proBNP Vorstufe des Brain Natriuretic Peptide

PVH pulmonal vendse Hypertonie
PVR pulmonal vaskularer Widerstand
RCT randomisierte kontrollierte Studie
RD Reagent Diluent

RDW Red Cell Distribution Width
ROS reaktive Sauerstoffspezies

RTK Rezeptortyrosinkinase

RV rechter Ventrikel

SAPH Sarkoidose assoziierte pulmonale Hypertonie
sAxI soluble AxI

SD Standardabweichung

sGC l6sliche Guanylatzyklase

SHBG Sex-Hormon-Binding-Globulin
SMAD9  SMAD family member 9
SMWD 6-Minuten-Gehstrecke

Sp specificity protein

sPAP systolischer pulmonal arterieller Druck
SS Sjogren Syndrom

Std Standard

TGF-B Transforming-Growth-Factor-3

TIMP1 tissue inhibitor of metalloproteinases 1
TLR Toll like Rezeptor

tPR totaler pulmonaler Widerstand

TTCW Zeit bis zur Kklinischen Verschlechterung
TTE transthorakale Echokardiografie

UKGM Uniklinikum GieRen und Marburg
VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule

VEGF vaskular endothelial growth factor
VHL Von Hippel-Lindau

VSMC vascular smooth muscle cell

VWF Von-Willebrand-Faktor

WHO Weltgesundheitsorganisation

WHO FC  World Health Organization Functional Classification
YAP Yes-associated protein
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9.1 Verwendete Materialien sAxI
o DuoSet® Ancillary Reagent Kit 2 (Catalog Number: DY008)

©)

©)

O

o

o

ELISA Plate-Coating Buffer (Part: 896036)
Reagent Diluent Concentrate 2 (10x) (Part: 841380)
Stop Solution (Part: 895926)

Color Reagent A (Part: 895000)

Color Reagent B (Part: 895001)

Wash Buffer Concentrate (Part: 895003)

Clear Microplates (Part: Keine Angabe)

ELISA Plate Sealers

o DuoSet® ELISA DEVELOPMENT SYSTEM (Catalog Number: DY154)

o

o

o

o

Human AxI Capture Antibody (Part: 841007)
Human AxI Detection Antibody (Part: 841008)
Human AxI Standard (Part: 841009)
Streptavidin-HRP (Part: 890803)

9.2 Verwendete Materialien Gas6
o DuoSet® Ancillary Reagent Kit 2 (Catalog Number: DY008), siehe Kapitel 9.1.

o Human Gas6 Antibody (Catalog Number AB885; R&D Systems)

o DuoSet® ELISA DEVELOPMENT SYSTEM (Catalog Number: DY885)

o

o

Human Gas6 Capture Antibody (Part: 841489), wurde nicht verwendet!
Human Gas6 Detection Antibody (Part: 841490)
Human Gas6 Standard (Part: 841491)

Streptavidin-HRP (Part: 890803)
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9.3 Amendment zum Ethikantrag

JUSTUS-LIEBIG FACHBEREICH 11
UNIVERSITAT MEDIZIN
GIESSEN

Ethik-Kommission, Klinikstr. 32 (Alte Frauenklinik), D-35385 Giefen ETHIK-KOMMISSION
. am Fachbereich Medizin
Prof. Dr. A. Ghofrani Vorsitz: Prof. H. Tillmanns
Med. Klinik II
Pneumologie Klinikstr. 32 (Alte Frauenklinik)
Klinikstr. 33 D-35385 GielRen
35385 GiefRen Tel.: (0641)99-42470 / 47660
ethik.kommission@pharma.med.uni-giessen.de
GieRen, 2. Februar 2016
Dr. Kr./erb
AZ.: 100/13
Titel: Biomarker fir die pulmonale Hypertonie.

Amendment vom 19. Januar 2016 bzgl. Messung weiterer potentieller Biomarker

s ) Vi 7//; /7 -
Sehr geehrter Herr Prof. Ghofrani, ZL@%Q, % /%{‘4,744@4/(/

die oben genannten Unterlagen wurden gemeinsam mit einem weiteren Mitglied der
Kommission, Herrn Apotheker Brumhard, am 28.01.2016 besprochen. Die Ethik-Kommission
hat keine Einwénde und stimmt dem Amendment zu.

Mit freundlichen GriRen

LY 2

Prof. Dr. H. Tillmanns
Vorsitzender der Ethik-Kommission
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Tabelle 20 Verteilung der unterschiedlichen MessgroRen im Gas6 Kollektiv. Die Tabelle gibt Mittelwerte(+SD)
fir SMWD, MPAP, PAWP, HZV, CI, PVR, die Gas6-Plasmakonzentration und Gas6-Plasmakonzentration innerhalb
der WHO-FC 2-4 an. AuRerdem die StichprobengréRen der Verstorbenen und Uberlebenden (Verstorben (nein)/ja)
bis April 2015, den Stichprobenumfang der weiblichen bzw. ménnlichen Patienten, den Stichprobenumfang der
Patienten innerhalb der Diagnosegruppen und den Stichprobenumfang der Probanden, bei denen eine Erhebung der
klinischen Parameter moéglich war. Jede Spalte bezieht sich dabei auf die spezifische Diagnosegruppe. Die Angabe
von Mittelwert und Standardabweichung war bezogen auf die WHO FC IV Ausschluss nicht mdglich, da nur ein
Patient in die Stichprobe einbezogen war. (N = StichprobengréRe), (M(£SD) = Mittelwert+Standardabweichung), (*
nach Exklusion der Gruppe Ausschluss).

Gasb
Gesamt-
Diagnosegruppen— | IPAH CTD CTEPH PVH Ausschluss | kollektiv
N Gesamtkollektiv 38 38 38 28 37 179
SMWD M(£SD) in 346,34( 303,18(+128, | 297,79(x114, | 321,48(+95,0 | 315,48(+105, | 317,57(x116,
m 124,143) 583) 943) 17) 964) 68)
N SMWD 38 33 33 21 23 148
MPAP M(£SD) in 47,13(x13,73 | 43,03(x11,15 | 40,92(+9,454 | 38,89(+10,00 | 18,19(+3,836
mmHg 1) 9) ) 1) ) 37,67(x14,44)
N MPAP 38 38 38 28 37 179
PAWP M(SD) in 7,8158(+2,73 | 7,3684(+3,36 | 9,3158(+4,02 | 17,2857(+6,3 | 8,2973(+3,96
mmHg 965) 453) 093) 1199) 418) 9,62(+5,282)
N PAWP 38 38 38 28 37 179
HZV M(zSD) in 4,1111(+1,39 | 4,1953(+1,01 | 4,3658(+1,18 | 4,9329(+1,24 | 5,2322(+1,28
I/min 243) 533) 874) 296) 030) 4,54(+1,293)
N HZV 38 38 38 28 37 179
ClI M(%SD) in 2,2184(+0,68 | 2,3713(%0,56 | 2,2503(+0,56 | 2,5986(+0,59 | 2,7686(+0,62
I/min/m? 074) 283) 815) 543) 302) 2,43(£0,638)
N CI 38 38 38 28 37 179
PVR M(xSD) in 892,88(+518, | 749,76(+379, | 605,53(+269, | 387,50(+231, | 155,11(+57,9 | 569,94(+424,
dyn-s/cm5 796) 047) 802) 639) 23) 5)
N PVR 38 38 38 28 37 179
9,5162(+0,30 | 9,5836(+0,26 | 9,4760(+0,29 | 9,6210(+0,24 | 9,5967(+0,35 | 9,5595(+0,29
In(Gas6) M(£SD) 781) 818) 025) 751) 311) 951)
N In(Gas6) 38 38 38 28 37 179
(N Female)/N Male (24)/14 (33)/5 (16)/22 (15)/13 (24)/113 (112)/67
(13) 4 (10) (11) (6) *(38)
WHO FC 11 (N) 9,3739(%0,34 | 9,4554(+0,24 | 9,3969(+0,31 | 9,5468(+0,15 | 9,4699(+0,29 | 9,4386(+0,28
M(£SD) des In(Gas6) 611) 277) 844) 496) 770) 326)
(23) (22) (22) (14) (20) *(81)
WHO FC 111 (N) 9,6130(%0,26 | 9,6045(+0,25 | 9,5186(+0,27 | 9,7069(x0,29 | 9,5500(+0,30 | 9,6013(+0,27
M(£SD) des In(Gas6) 026) 706) 684) 376) 564) 201)
(2) (11) (5) 3 *(21)
WHO FC 1V (N) 9,3283(+0,16 | 9,5619(+0,30 | 9,3356(+0,14 | 9,4919(+0,19 9,4758(+0,25
M(£SD) des In(Gas6) 926) 507) 778) 746) (1) 970)
N Verstorben
(nein)/ja (2711 (20)/18 (30)/8 (18)/10 (28)/9 (123)/56
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Tabelle 21 Verteilung der unterschiedlichen MessgréfRen im sAxl Kollektiv. Die Tabelle gibt Mittelwerte(+SD)
fur SMWD, MPAP, PAWP, HZV, CI, PVR, sAxI-Plasmakonzentration und sAxI-Plasmakonzentration innerhalb der
WHO-FC 2-4 an. AuRerdem die StichprobengréBen der Verstorbenen und Uberlebenden (Verstorben (nein)/ja) bis
April 2015, den Stichprobenumfang der weiblichen bzw. ménnlichen Patienten, den Stichprobenumfang der Patienten
innerhalb der Diagnosegruppen und den Stichprobenumfang der Probanden, bei denen eine Erhebung der klinischen
Parameter mdoglich war. Jede Spalte bezieht sich dabei auf die spezifische Diagnosegruppe. Die Angabe von
Mittelwert und Standardabweichung war bezogen auf die WHO FC IV Ausschluss und IPAH nicht méglich, da der
Stichprobenumfang zu klein war. (N = Stichprobengroe), (M(zSD) = MittelwerttStandardabweichung), (* nach
Exklusion der Gruppe Ausschluss).

SAXI
Gesamt-
Diagnosegruppen— IPAH CTD CTEPH PVH Ausschluss | kollektiv
N Gesamtkollektiv 36 35 34 25 37 167
356,94(+120, | 309,17(x132, | 307,37(+122, | 317,05(+95,2 | 349,67(+119, | 328,69(x120,
SMWD M(zSD) in m 566) 787) 090) 38) 556) 549)
N SMWD 36 30 30 20 21 137
MPAP M(£SD) in 47,47(+15,81 | 42,31(+11,16 | 40,56(+9,705 | 38,96(+9,685 | 17,84(+3,912 | 37,14(x15,12
mmHg 4) 9) ) ) ) 0)
N MPAP 36 35 34 25 37 167
PAWP M(£SD) in 7,9722(+2,86 | 7,1143(+3,31 | 9,4879(+4,27 | 17,7600(+6,1 | 8,2703(+3,54 | 9,6323(+5,30
mmHg 343) 460) 655) 4600) 063) 053)
N PAWP 36 35 34 25 37 167
4,1228(+1,34 | 4,3043(+0,88 | 4,3818(+1,19 | 4,9192(+1,22 | 5,2616(+1,34 | 4,5851(+1,27
HZV M(zSD) in I/min 547) 433) 223) 274) 920) 500)
N HZV 36 35 34 25 37 167
ClI M(zSD) in 2,2508(+0,66 | 2,4337(+0,50 | 2,2888(+0,52 | 2,5772(+0,57 | 2,7854(%0,65 | 2,4642(+0,61
I/min/m2 869) 580) 309) 397) 794) 957)
N CI 36 35 34 25 37 167
PVR M(zSD) in 883,40(+522, | 697,69(+314, | 584,94(+285, | 382,40(+237, | 150,19(+52,8 | 546,27(+414,
dyn-s/cmb 724) 836) 704) 398) 55) 359)
N PVR 36 35 34 25 37 167
24902,78(+93 | 24128,77(x5 | 22504,74(x6 | 26274,52(5 | 24758,54(+7 | 24698,32(+70
sAxl M(zSD) in pg/ml 74,123) 679,522) 297,355) 592,221) 239,063) 33,116)
N sAxI| 36 35 34 25 37 167
(N Female)/N Male (24)/12 (30)/5 (14)/20 (1411 (23)/14 (105)/62
WHO FC 11 (N) (13) (3) 9) (20) (6) *(35)
M(£SD) von sAxl in 22956,00(+73 | 23495,00(+5 | 21390,44(+5 | 26128,20(+6 | 21972,33(+4 | 23505,97(+66
pg/ml 79,811) 846,165) 589,836) 658,583) 378,837) 06,297)
WHO FC 111 (N) (22) (22) (19) (12) (19) *(75)
M(£SD) von sAxl in 26115,14(+10 | 23471,23(+4 | 22328,95(x6 | 25804,58(+5 | 23933,58(+5 | 24330,73(x73
pg/mi 552,797) 623,426) 121,317) 347,277) 935,090) 19,901)
WHO FC IV (N) 9) (5) ?3) *(18)
M(£SD) von sAxl in 25112,56(+7 | 21996,63(5 | 28642,00(x2 24670,44(+63
pg/ml 1) 934,169) 690,449) 942,270) (0) 47,170)
N Verstorben
(nein)/ja (25)/11 (18)/17 N7 (17)/8 (29)8 (116)/51
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Tabelle 22 Zusammenfassung aller Korrelationen im sAxl und Gasé Gesamtkollektiv. Korrelationen innerhalb
der einzelnen Diagnosegruppen sind nicht aufgelistet. Die rot unterlegten Zellen beziehen sich ausschlieflich auf das
Gas6 Kollektiv. Die grau unterlegten Zellen beziehen sich nur auf das sAxl Kollektiv. Signifikante Korrelationen
wurden fett formatiert.

Gas6 Kollektiv
mPAP |PAWP | HzV | cI | pvR | smwb | SAXI Kollektiv
PVR Korrelation Korrelation | sAxI
nach -0,066 -0,093| ,202| 0,072| 0,051|-0,134| -0,034 |Nhach
Pearson Pearson
Signifikanz Signifikanz
(2-seitig) 0,463 0,290 0,021| 0,413| 0,563| 0,128 | 0,719 (2-seitig)
N N
(5 130 130 130 130 130 116
Cl Korrelation Korrelation | MPAP
nach 0,145 | -663 -0,044| -420| -435| ,831| 0,027 |hach
Pearson Pearson
Signifikanz Signifikanz
(2-seitig) 0,107 | 0,000 0,622 | 0,000| 0,000| 0,000| 0,773 (2-seitig)
N N
125 142 130 130 130 130 116
HZV | Korrelation Korrelation | PAWP
nach 0113| -695| 919 256 | 0,161| -350| -0,137 |nach
Pearson Pearson
Signifikanz Signifikanz
(2-seiti) 0,210 | 0,000 0,000 0,003 | 0,068| 0,000 | 0.142| (o seitig)
N N
125 142 142 130 130 130 116
PAWP | Korrelation Korrelation | HZV
nach -0,134| -311| 0,135| 196 885 | -664| 0,005 nach
Pearson Pearson
Signifikanz Signifikanz
(2-seitig) 0,137 | 0,000 0,108 | 0,020 0,000| 0,000 | 0,956 | (> geitig)
N N
125 142 142 142 130 130 116
MPAP | Korrelation Korrelation | CI
nach -0,071| 814 -474| -423| 0,011 -628| 0,037 | hach
Pearson Pearson
Signifikanz Signifikanz
(2-seitig) 0,433 | 0,000 0,000| 0,000| 0,896 0,000 | 0,694 | (2 ceitig)
N N
125 142 142 142 142 130 116
In Korrelation Korrelation | PVR
(Gas6) | nach -0,105| 0,061 | -166| -0,116| ,230| 0,157 0,032 | hach
Pearson Pearson
Signifikanz Signifikanz
(2-seitig) 0,244 | 0,472| 0,049 | 0,171| 0,006 | 0,062 0,735 | (2 seitig)
N 125 142 142 142 142 142 116 N
SMWD | PVR Cl HzV | PAWP | MPAP
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Tabelle 23 Gas6 Ubersicht tiber diagnostische Gruppen. Angegeben sind p-Werte, der Korrelationskoeffizient (r =), die HR und das dazugehorige K. Signifikante Ergebnisse sind farblich
hinterlegt. (Cox = Cox-Regression, UL = Uberleben, Q = Quartil).

Di

Flagnotse;lgrupfea IPAH CTD CTEPH PVH Gesamtkollektiv Gas6
ragestellung

WHO FC

Vorhersagepotential p=0,039 p=0,435 p=0,413 p=0,289 p=0,015

Verteilung uber b = 0,067 p = 0,967 p=0,122 p = 1,000 p=0,723

Geschlechter

Korrelation Gas6 mit
mPAP

p =0,324; r=0,164

p =0,151; r=0,238

p =0,535; r=0,104

p=0,169; r= 0,267

p =0,062; r=0,157

Korrelation Gasé mit
PAWP

p = 0,009; r=0,419

p =0,700; r= 0,065

p =0,186; r=0,219

p =0,203; r=0,248

p = 0,006; r = 0,230

Korrelation Gasé mit
HZV

p = 0,895; r=-0,022

p = 0,023; r=-0,369

p = 0,253; r=-0,190

p =0,777; r=-0,056

p=0,171;r=-0,116

Korrelation Gas6 mit
Cl

p = 0,385; r=-0,145

p = 0,010; r=-0,412

p = 0,130; r=-0,250

p = 0,915; r=-0,021

p =0,049; r = -0,166

Korrelation Gasé mit
PVR

p =0,837; r=-0,035

p =0,028, r= 0,357

p=0,643;r=0,078

p =0,519; r=0,127

p=0,472;r=0,061

Korrelation Gasé mit
SMWD

p = 0,576; r=-0,094

p = 0,990; r=0,002)

p =0,433; r=-0,141

p = 0,049; r=-0,435

p = 0,244;r=-0,105

Gas6 UL Quartile

p = 0,596

p=0,943

p=0,038

p=0,080

p =0,037

Gasé TTCW Quartile

p=0212

p=0,701

p=0,239

p=0,010

p=0,017

UL Kkontinuierlich,
univariat

p = 0,140; HR = 4,564; 95% KI
fur HR = 0,607-34,317

p =0,900; HR =1,121; 95%
KI fir HR = 1,90-6,593

p =0,073; HR =7,813; 95%
KI fir HR = 0,826-73,942

p =0,005; HR = 94,655; 95% KI fiir
HR = 3,943-2272,280

p =0,002; HR = 4,379; 95%
Kl fir HR =1,717-11,173

UL Qlvs. Q4 p =0,208; HR =0,230; 95% K1 | p =0,876; HR = 0,878; 95% | p =0,111; HR = 0,159; 95% p =0,223; HR =0,253; 95% KI fur |p =0,008; HR = 0,250; 95%
univariat (Cox) fur HR = 0,023-2,263 KI fir HR = 0,170-4,539 KI fir HR = 0,017-1,529 HR =0,028-2,314 KI fir HR = 0,09-0,69

UL Q2 vs. Q4 p =0,630; HR =0,671; 95% KI | p=0,705; HR = 1,249; 95% | p =0,184; HR =0,216; 95% p =0,086; HR = 0,225; 95% KI fiir | p =0,247; HR = 0,648; 95%
univariat (Cox) fiur HR = 0,132-3,404 Kl fir HR = 0,395-3,945 Kl fir HR = 0,022-2,077 HR =0,041-1,237 Kl fur HR = 0,310-1,352
UL Q3 vs. Q4 p=0,821;, HR =0,831; 95% KI | p=0,667, HR =1,336; 95% | p =0,528; HR =1,678; 95% p =0,041; HR = 0,206; 95% KI fur |p =0,649; HR =0,841; 95%
univariat (Cox) fur HR = 0,167-4,128 KI fir HR = 0,357-4,997 KI fir HR = 0,336-8,395 HR = 0,045-0,934 KI fir HR = 0,400-1,771
UL univariat, p=0,293; HR =1,993; 95% Kl | p=0,977; HR = 0,987; 95% | p =0,019; HR = 6,829; 95% p =0,483; HR =1,633; 95% KI fur |p=0,021; HR = 2,013; 95%

dichotomisiert (Cox)

fur HR = 0,551-7,209

KI fiir HR = 0,391-2,489

KI fiir HR = 1,375-33,907

HR =0,415-6,418

KI fir HR = 1,112-3,643

UL multivariat,
kontinuierlich (Cox)

p =0,210; HR = 8,583; 95% KI
fiur HR = 0,299-246,618

p = 0,057; HR = 0,041; 95%
Kl fiur HR = 0,002-1,097

nicht méglich

p = 0,255; HR =195,206; 95% KI
fir HR = 0,022-1704613,193

p = 0,013; HR = 4,734; 95%
Kl fur HR = 1,384-16,198

UL multivariat,
dichotomisiert (Cox)

p =0,283; HR = 3,106; 95% KI
fur HR = 0,392-24,613

p =0,159; HR = 0,359; 95%
Kl fir HR = 0,087-1,492

nicht méglich

p =0,499; HR = 0,466; 95% KI fur
HR =0,051-4,260

p=0,116; HR = 1,747, 95%
K1 fiir HR = 0,871-3,508)

TTCW univariat,
kontinuierlich (Cox)

p =0,301; HR = 2,065; 95% KI
fur HR = 0,523-8,153

p=0,722; HR = 1,260; 95%
KI fir HR = 0,353-4,505

p = 0,039; HR = 5,558; 95%
KI fiir HR = 1,093-28,256

p =0,002; HR = 88,726; 95% KI fir
HR = 5,532-1423,079

p = 0,005; HR = 2,845; 95%
Kl fir HR = 1,377-5,875




93

Tabelle 24 sAx| Ubersicht iber diagnostische Gruppen. Angegeben sind p-Werte, der Korrelationskoeffizient (r =), die HR und das dazugehdrige Kl. Signifikante Ergebnisse sind farblich
hinterlegt. (Cox = Cox-Regression, UL = Uberleben, Q = Quartil).

Diagnosegruppe— .
Fragestellung| IPAH CTD CTEPH PVH Gesamtkollektiv sAxI
WHO FC

Vorhersagepotential | P~ 0,719 p=0921 p=0,889 p = 0,749 p =0,763

Verteilung uber p=0,728 p=0,421 p=0,931 p=0,536 D = 0,643

Geschlechter

Korrelation sAxI mit
mPAP

p =0,341; r-0,163

p =0,745; r=0,057

p = 0,206; r=-0,222

p =0,805; r=0,052

p =0,290; r = -0,093

Korrelation sAxI mit
PAWP

p = 0,085; r=0,291

p =0,309; r=0,177

p=0,283;r=0,190

p =0,562; r=0,122

p =0,021; r = 0,202

Korrelation sAxI mit
HZV

p =0,703; r= 0,066

p =0,453; r=-0,131

p =0,217; r=0,217

p=0,928; r=-0,019

p=0,413;r=0,072

Korrelation sAx| mit
Cl

p = 0,994; r= 0,001

p = 0,265; r=-0,194

p = 0,106; r= 0,282

p =0,864; r= 0,036

p = 0,563; r= 0,051

Korrelation sAxI mit
PVR

p =0,276; r=-0,187

p =0,639; r=0,082

p =0,059; r=-0,328

p=0,810; r=0,051

p=0,128;r=-0,134

Korrelation sAx| mit
SMWD

p = 0,584, r=-0,094

p =0,809; r= 0,046

p =0,506; r=-0,126

p = 0,944, r=0,017

p=0,719; r=-0,034

sAxI UL Quartile

p = 0,075

p=0,995

p=0,881

p=0,318

p = 0,496

sAxlI TTCW Quartile

p=0913

p=0,852

p=0,822

p=0526

p=0,920

UL Kkontinuierlich,
univariat

p =0,999; HR =1,000; 95% KI
fiur HR = 1,000-1,000

p =0,450; HR =1,000; 95% KI
fir HR = 1,000-1,000

p =0,331; HR =1,000; 95% KI
fir HR = 1,000-1,000

p =0,706; HR = 1,000; 95% KI
fur HR = 1,000-1,000

p = 0,472; HR = 1; 95% KI fir
HR = 1-1

UL Qlvs. Q4 p =0,157; HR = 0,249; 95% K1 | p = 0,810; HR = 0,803; 95% KI | p = 0,599; HR = 0,524; 95% Kl [p =0,134; HR =9,149; 95% KI |p =0,362; HR = 0,625; 95% KI
univariat (Cox) fur HR = 0,036-1,711 fur HR = 0,134-4,823 fur HR = 0,047-5,820 fur HR = 0,506-165,495 fur HR = 0,227-1,71

UL Q2 vs. Q4 p =0,843; HR =1,183; 95% Kl | p = 0,944; HR = 0,944, 95% Kl | p = 0,914; HR = 0,882; 95% Kl |p =0,618; HR =1,781; 95% KI nicht signifikant

univariat (Cox) fir HR = 0,223-6,269 fir HR = 0,189-4,715 fir HR = 0,091-8,590 fur HR = 0,185-17,184

UL Q3 vs. Q4 p =0,064; HR = 0,095; 95% KI | p=0,917; HR = 0,917; 95% KI | p = 0,576; HR = 0,452; 95% KI |p =0,299; HR = 3,375; 95% KI nicht signifikant

univariat (Cox) fiur HR = 0,008-1,146 fir HR = 0,182-4,626 fir HR = 0,028-7,294 fur HR = 0,340-33,517

UL univariat, p =0,557; HR = 0,683 95% KI | p =0,919; HR =1,051; 95% KI | p = 0,899; HR = 0,899; 95% Kl [p =0,938; HR =0,947; 95% KI |p =0,982; HR =0,993; 95% KI

dichotomisiert (Cox)

fur HR = 0,192-2,434

fur HR = 0,404-2,730

fur HR = 0,174-4,651

fur HR = 0,237-3,788

fur HR = 0,543-1,817

UL multivariat,
kontinuierlich (Cox)

p =0,956; HR =1,000; 95% KI
fur HR = 1,000-1,000

p = 0,440; HR =1, 95% KI fir
HR =1,000-1,000

p =0,326; HR = 1,000; 95% KI
fur HR = 1,000-1,000

p =0,786; HR =1,000; 95% KI
fur HR = 1,000-1,000

p=0,792; HR = 1,00; 95% KI
fur HR=1-1

UL multivariat,
dichotomisiert (Cox)

p =0,703; HR = 0,764; 95% KI
fur HR = 0,192-3,038

p =0,747; HR = 0,806; 95% KI
fir HR = 0,218-2,986

p =0,936; HR = 0,898; 95% KI
fiur HR = 0,067-12,103

p =0,516; HR =1,926; 95% KI
fur HR = 0,266-13,933

p =0,913; HR =1,04; 95% KI
fur HR = 0,515-2,099

TTCW univariat,
kontinuierlich (Cox)

p = 0,474; HR = 1,000; 95% KI
fiir HR = 1,000,-1,000

p =0,443; HR = 1,000; 95% KI
fur HR = 1,000-1,000

p =0,634; HR =1,000; 95% KI
fur HR = 1,000-1,000

p =0,935; HR =1,000; 95% KI
fur HR = 1,000-1,000

p =0,170; HR = 1,00; 95% KI
fur HR =1-1
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Tabelle 25 Ubersicht AxI Inhibitoren mit Indikation und Entwicklungsstand. AML = Akute myeloische Leukdmie, GIST = Gastrointestinale Stromatumoren, NSCLC = Nicht-kleinzelliges

Bronchialkarzinom, ZNS = Zentrales Nervensystem. In Anlehnung an

85,155.

Name der Substanz

Indikation

Phase der klinischen Studie

R428
DP3975
NA80x1
YW327.6S2
GL21.T
BMS-777607 (ASLANO002)
NPS-1034
Cabozantinib
TP-0903
Foretinib
Merestinib
LDC1267
Bosutinib
Gilteritinib
SGI1-7079
Crizotinib
Amuvatinib
UNC2025
S49076
Sunitinib
RXDX-106

Brustkrebs, AML, NSCLC

Brustkrebs, AML, NSCLC

Brustkrebs, AML, NSCLC

Brustkrebs, AML, NSCLC

Brustkrebs, AML, NSCLC

Fortgeschrittene und metastasierte Tumoren

NSCLC mit Resistenzen gegen EGFR-Tyrosinkinase Inhibitoren
NSCLC, Prostatakarzinom, Nierenkrebs, Schilddriisenkrebs und weitere Tumoren
Chronisch Lymphatische Leukamie

Lungenkrebs, Nierenkarzinom und weitere Tumoren
Glioblastom, Ovarialkarzinom, Lungenkrebs

Fortgeschrittene und metastasierte Tumoren

Verschiedene Tumoren

Akute Myeloische Leukémie

Lungenkrebs

NSCLC mit ZNS-Metastasen

Solide Tumoren

Melanom

Magenkarzinom, Lungenkrebs, Darmkrebs

Nierenkrebs, GIST, Neuroendokrine Tumoren

Verschiedene Tumoren

Phase I/11

Praklinisch

Préklinisch

Préklinisch

Préklinisch

Phase |

Préklinisch

Zugelassen flir medulldres Schilddriisenkarzinom
Préklinisch

Phase I1

Phase |

Préklinisch

Zugelassen bei Chronisch Myeloischer Leukdmie
Phase I/11

Préklinisch

Zugelassen bei NSCLC

Phase I1

Préklinisch

Phase |

Zugelassen u.a. bei Nierenkrebs
Préklinisch
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