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1 Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertonie

1.1.1 Definition und Klinik

Die Pulmonale Hypertonie (PH) ist eine seltene, progrediente und potentiell
lebensbedrohliche Erkrankung. Sie zeichnet sich durch einen, im Rechtsherzkatheter
erhobenen, erhdhten mittleren pulmonal-arteriellen Druck (mPAP) von 2 25 mmHg in
Ruhe aus. Beim Gesunden finden sich mittlere PAP Werte um 14 +/- 3 mmHg, wobei
die obere Grenze bei 20 mmHg liegt. Die friher verwendete Definition der PH mit
einem pulmonal-arteriellen Druck von > 30 mmHg unter Belastung ist aktuell nicht
mehr gebrduchlich. Auch Gesunde kdnnen unter Belastung kurzzeitig stark erhéhte
pulmonal-arterielle Drucke aufweisen [1]. Mittels Messungen des pulmonal-kapillaren
Verschlussdruckes (PCWP), des Herzzeitvolumens (HZV) und des pulmonal-
vaskularen Widerstandes (PVR) kdnnen die Unterformen der PH differenziert werden.
Die Gruppen der pulmonal-arteriellen Hypertonie (Gruppe 1), der PH bei
Lungenerkrankungen (Gruppe 3), die chronisch thrombembolische pulmonale
Hypertonie (CTEPH - Gruppe 4) und die pulmonale Hypertonie unklarer Genese
(Gruppe 5) sind gekennzeichnet durch einen mPAP von = 25 mmHg und einem PCWP
von < 15 mmHg, bei normalem oder reduziertem HZV. Sie werden als prakapillare
Formen der PH zusammengefasst. Allein die PH bei Linksherzerkrankungen (PVH —
Gruppe 2) zeigt neben einem mPAP von = 25 mmHg, auch einen PCWP von > 15
mmHg und wird dann als postkapillare PH bezeichnet [1]. Die erhéhten Druckwerte
fihren zu einer, vom Schweregrad abhangigen, Rechtsherzbelastung bis hin zu
Dekompensation und Tod des Erkrankten [2]. Typische Symptome bei Erstdiagnose
einer PH sind unter anderem reduzierte Belastbarkeit, Dyspnoe, Synkopen, Odeme,
Aszites und Kachexie. Zudem zeigen sich eine Zyanose, Uhrglasnagel,
Trommelschlegelfinger, ggf. ein Systolikum als Ausdruck einer Trikuspidalklappen-
Insuffizienz oder ein Diastolikum bei Pulmonalklappen-insuffizienz. Da diese
Symptome eher unspezifisch sind, verzégert sich die Zeit von Beginn der Symptome

bis zur Diagnose der PH um durchschnittlich zwei Jahre [3][4].

1.1.2 Klassifikation der pulmonalen Hypertonie

Die PH wurde von 1973 bis 1998 in primare (PPH) und sekundare PH eingeteilt, je
nachdem ob Ursachen identifiziert bzw. Risikofaktoren gefunden wurden oder nicht.
Die Diagnose PPH wurde gestellt, wenn keine bekannte Ursache festzustellen war. Im

Jahre 1998 wurde in Evian, Frankreich wahrend des zweiten Symposiums zur PH eine



neue klinische Einteilung, die Evian-Klassifikation festgelegt. Deren Zielsetzung war es
ahnliche  klinische  Prasentation, pathophysiologische = Mechanismen  und
Therapieoptionen sinnvoll in Untergruppen zu ordnen. Im weiteren Verlauf wurde 2003
die Evian-Klassifikation zu der modifizierten Venedig-Klassifikation. Unter anderem
wurde der Begriff der primaren PH durch den Begriff der idiopathischen PAH ersetzt,
zudem wurde weitere Risikofaktoren und assoziierte Erkrankungen hinzugefiigt [5].
Beim vierten weltweiten Symposium zur PH im Jahre 2008 wurde die Dana Point-
Klassifikation beschlossen. Die pulmonale veno-okklusive Erkrankung und die
pulmonal-kapillare Hamangiomatose (PCH) wurden zu einer eigenen Subgruppe
zusammengefasst [6]. 2013 wurde beim funften Weltsymposium zur PH, als grofe
Neuerung, die persistierende pulmonale Hypertonie beim Neugeborenen (PPHN) aus
der Gruppe der PAH herausgelost, da zu groRe Unterschiede zu den restlichen
Entitaiten der PAH bestehen. Zudem wurden die kongenitale bzw. erworbene
Linksherz-Einfluss/Ausfluss-Trakt-Obstruktion sowie kongenitale Kardiomyopathien zur
Gruppe 2 hinzugefugt. Des Weiteren wurde die PH in Assoziation mit chronisch

hamolytischer Anamie von Gruppe 1 in Gruppe 5 verschoben [7].
Tab
Tabelle 1: Giberarbeitete Klassifikation der PH nach dem fiinften Welt-Symposium 2013 [7]

BMPR = bone morphogenic protein receptor type II; ALK-1 = Aktivin Rezeptor-like Kinase Typ 1; ENG = Endoglin;
SMAD9 = mothers against decapentaplegic 9; CAV1 = Caveolin-1; KCNK3 = Potassium channel super family k

member-3; HIV = human immunodeficiency virus

1. Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH)
1.1 I|diopathische PAH
1.2 Vererbliche PAH
121 BMPR2
1.2.2 ALK-1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3
1.2.3 Unbekannt
1.3 Medikamten- und toxininduzierte PAH
1.4 Assoziiert mit:
141 Kollagenosen
1.4.2 HIV Infektion
1.4.3 Portaler Hypertension
1.4.4  Kongenitalen Herzerkrankungen
145  Schistosomiasis
1. Pulmonale veno-okklusive Erkrankungen (PVOD) und/oder pulmonal-kapillare Himangiomatose
(PCH)

1”. Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)

2. Pulmonale Hypertonie aufgrund von Linksherzerkrankung (Pulmonal-venése Hypertonie —
PVH)




2.1 Linksventrikulare systolische Dysfunktion

2.2 Linksventrikulare diastolische Dysfunktion

2.3 Klappenerkrankung

2.4 Kongenitale/ erworbene Linksherz-Einfluss/Ausfluss-Trakt-Obstruktion und kongenitale

Kardiomyopathien

3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie
3.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)
3.2 Interstitielle Lungenerkrankung
3.3 Andere pulmonale Erkrankungen mit gemischten restriktiven und obstruktivem Muster
3.4 Schlafapnoe-Syndrom
3.5 Storung durch alveolare Hypoventilation
3.6 Chronischer Aufenthalt in groRer Hohe

3.7 Entwicklungsstoérungen der Lunge

4. Chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie

5. Pulmonale Hypertonie mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen

5.1 Hamatologische Erkrankungen: Chronisch hamolytische Anamie, Myeloproliferative
Erkrankungen, Splenektomie

5.2 Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonale Histiozystose, Lymphangioleiomyomatose

5.3 Metabolische Erkrankungen: Glykogen-Speicher-Erkrankungen, Morbus Gaucher, Schilddriisen-
Erkrankungen

5.4 Andere: Tumorobstruktion, fibrosierende Mediastinitis, chronischen Nierenversagen, segmentale
PH

Gruppe | - Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH)

Idiopathische PH (IPAH): In dieser Subgruppe gibt es weder eine assoziierte
Erkrankung, einen Risikofaktor, noch eine bekannte familidre Belastung, die als
Ursache fir die PH identifiziert werden kénnen. Wesentliche Pathologie der IPAH ist
die Obstruktion der Pulmonalarteriolen [8]. Durch die unterschiedlich stark ausgepragte
Obstruktion kommt es in den Arteriolen zu Minderperfusion (bis hin zur Ischamie) und
in Folge dessen zu einer erhoéhten Totraum-Ventilation. Dabei kann der CO,-
Partialdruck (PaCO,) auf fast 0 mmHg absinken. Das end-tidale CO, ist bei Patienten
mit IPAH in Ruhe und unter Belastung ebenso stark vermindert [9].

Hereditare PH: Wenn die PAH in einem familidren Kontext auffallt, konnen in 70% der
Félle eine Mutation im bone morphogenetic protein receptor-Typ 2-Gen (BMPRZ2)
festgestellt werden. Dieser Rezeptortyp gehért zu Familie des transforming growth
factor. Seltener findet man Mutationen im activin receptor-like kinase -Typl-Gen

(ALK1) oder im Endoglin-Gen (ENG), welche zur selben Signalweg-Kaskade gehoren.




Eine de-novo Mutation, aber auch eine positive Familienanamnese in Bezug auf PAH
kénnen Ursache fur eine hereditare PH sein. Da in ca. 30% der Familien in denen PAH
auftritt, keine Mutationen in den bereits identifizierten Genen zu finden sind, wurde der
Begriff familiar in der Dana-Point-Klassifikation durch hereditér ersetzt [6]. Hereditare
PAH beinhaltet also die PAH aufgrund von Keimbahnmutationen (BMPR2, ALK 1,
ENG) als auch familiar gehaufte Falle ohne Keimbahnmutationen [10][11]. In die
Gruppe | fallen auch Patienten mit PH als Komplikation einer Kollagnenose (CVD) wie
zum Beispiel systemische Sklerose, rheumatoide Arthritis oder systemischem Lupus
erythematodes (SLE) [12]. Kollagenosen-assoziierte PH ist die zweithaufigste Form
nach der IPAH, wobei die systemische Sklerose in Europa und den USA die haufigste
Kollagenose darstellt [13].Der Gruppe | gehoéren auch Patienten mit PH aufgrund von
HIV- bzw. Schistosomen-Infektionen, durch Drogen-und/oder Appetitziigler
hervorgerufenen PH, sowie die PH durch kongenitale Herzfehler, portale Hypertension
und durch eine chronisch hdmolytische Anémie an [7].

Gruppe Il = Pulmonale Hypertonie aufgrund von Linkserkrankung (PVH)

Linksherzerkrankungen stellen eine haufige Ursache fir die PH dar. Hier entwickeln
circa 60-70% der Patienten mit systolischer Herzinsuffizienz eine PH [14][15]. Bis
heute konnte keine spezifische genetische Korrelation fir die Entwicklung einer PH bei
Patienten mit Linksherzerkrankungen festgestellt werden [16]. Systolische, diastolische
oder valvulare Funktionsstorungen des linken Herzens flihren zu erhdhtem
linksventrikularem enddiastolischen Druck. Der Druck im pulmonal-vaskuldren System
steigt ebenfalls, um die Fillung es linken Ventrikels gegen den erhdhten
linksventrikularen enddiastolischen Druck zu gewahrleisten. Bei einem rein passiven
Rickstau in die pulmonale GefalRbahn resultiert ein normaler transpulmonaler
Druckgradient (TPG) von < 12 mmHg (postkapillare passive Form). Wobei sich der
TPG als Differenz zwischen dem mittleren pulmonal arteriellen Druck (mPAP) und dem
Wedge-Druck definiert. Reaktive Veranderungen der Lungenstrombahn aufgrund des
passiven Ruckstromes konnen allerdings zu TPG-Werten von > 12 mmHg fihren.
Hierbei steigt der mPAP starker an als der Wedge-Druck (postkapillare reaktive Form)
[17]. Seit 2015 wird eine weitere GrofRe zur Differenzierung in der Gruppe Il
herangezogen. Hierfur wird der diastolische Druckgradient (DPG), als Differenz
zwischen diastolischem PAP und dem mPAWP, berechnet. Bei Patienten mit kardialen
Erkrankungen liegt der DPG mit 5 mmHg Uber dem Wert des Gesunden (1-3 mmHg).
Insgesamt erscheint die kombinierte Betrachtung von DGP und PVR die
differenzierteste Einteilung fur die Gruppe Il zu bieten: die isolierte post-kapillare PH
definiert sich Uber einen DPG <7 mmHg und/oder einen PVR < 3 wood units (WU). Die

kombinierte postkapillare und prakapillare PH zeigt einen DPG 27 mmHg und/oder
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einen PVR > 3 WU [18]. Durch die dauerhafte Belastung des rechten Ventrikels kommt
es zur rechtsventrikularen Dysfunktion. Pathohistologisch imponieren bei dieser Form
der PH verdickte Pulmonalvenen, dilatierte pulmonale Kapillaren und interstitielle
Odeme [19]. Das Risiko eine PH zu entwickeln nimmt bei Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz in Korrelation zum Kklinischen Stadium (NYHA-Klasse) zu [14]. Die
Prognose fir Patienten mit PH aufgrund einer Linksherzerkrankung ist schlecht.
Studien zeigen bei Patienten mit Linksherzerkrankungen und assoziierter PH nach 28
Monaten eine Mortalitatsrate von 57%. Patienten ohne PH hingegen weisen eine
Letalitatsrate von nur 17% auf [15]. Der Grad der Ausbildung und der Schwere einer
PH sind in dem Patientenkollektiv mit Linksherzerkrankungen allerdings sehr variabel.
Die atiologische Einteilung in systolisch, diastolisch oder linksseitig-valvulare
Funktionsstoérungen sind fir die jeweiligen therapeutischen Ansétze von Bedeutung
[19].

Gruppe Il = Pulmonale Hypertonie aufgrund von Lungenerkrankungen und/oder
Hypoxamie

Bei Patienten mit chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD) und
interstitiellen Lungenerkrankungen (ILD) tritt, vor allem im fortgeschrittenen Stadium,
haufig eine PH auf (teilweise bei Gber 50%). Diese Form der PH verlauft meist milder
als die PAH. Sie &ufert sich in nur leicht erhdhten Pulmonalisdricken (mPAP selten
Uber 35 mmHg), unverandertem HZV und nur leicht bis moderat erhéhten pulmonal-
vaskularen Widerstandserh6éhungen [20] [21]. Es kommt viel seltener zum systolischen
Pumpversagen des rechten Ventrikels als bei der PAH. Dennoch kann es auch bei
dieser Form der PH zu verminderter Oxygenierung, eingeschrankter korperlicher
Belastbarkeit sowie ausgepragten Beschwerdesymptomatik kommen [22]. Bei
Patienten mit COPD und einem mPAP Uber 25 mmHg konnte eine erhfhte Mortalitat
im Vergleich zu Patienten mit mPAP-Werten unter 25 mmHg nachgewiesen werden
[23]. Weitzenblum et al. stellte bei COPD-Patienten mit mPAP Werten unter 20 mmHg
eine 4-Jahres-Uberlebensrate von 72% fest. Bei Patienten mit mPAP Werten (iber 20
mmHg lag die Uberlebensrate bei nur 49% [24]. Diese Daten zeigen, dass auch
niedrigere mPAP-Werte, als per Definition fir die PAH festgelegt, fir die Prognose und
Diagnostik der PH bei Lungenerkrankungen malRgeblich sein kénnen. Es gilt, bei
Patienten mit Lungenerkrankungen und PH immer auch andere mdgliche Ursachen fir
die PH auszuschlieRen (Herzerkrankung, Lebererkrankung, CTEPH). Es sollte gepriift
werden, ob es sich nicht doch primar um eine PAH mit gleichzeitig vorliegender
Lungenerkrankung handelt. Diese Unterscheidung ist fur die Therapie und Prognose

der Patienten relevant [22].



Gruppe IV = Chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)

Im Allgemeinen werden rezidivierende oder auch einzelne Lungenembolien als
ausldsende Faktoren fir die CTEPH angenommen [25]. Wobei nur in circa 70% der
Betroffenen typische Symptome einer Lungenembolie vorgefunden werden [26].
Insgesamt scheint das Thromboseereignis allerdings nur der initiale Ausléser zu sein,
zu dem weitere Faktoren, wie zum Beispiel Klein-Gefa3-Erkrankungen, fir das
Voranschreiten der PH hinzukommen. Nach lokaler Reizung und Stimulation durch das
thrombembolische Material, kann es zur fehlerhaften Reorganisation dieses Materials
kommen. Ursachen fir diese unvollstandige Auflosung des Thrombusmaterials sind
allerdings noch unklar. Ein normales, pulmonales Gefallsystem hat starke
fibrinolytische Eigenschaften. Bei Patienten mit CTEPH konnten jedoch bis heute
keine, diesen Pathomechanismus erklarende, Stérungen im Gerinnungssystem
identifiziert werden [25]. Es wird trotzdem angenommen, dass eine pathologische
Blutgerinnung  bzw. gestorte  Fibrinolyse-Prozesse  und  hinzukommende
immunologische, entziindliche und infektiose Vorgange, Ausloser fur ein vaskulares
Remodeling und damit fur die CTEPH sind [27].

Gruppe V — Pulmonale Hypertonie mit unklarer, multifaktorieller Genese

Die WHO-Gruppe V umfasst eine relativ inhomogene Anzahl von Ursachen fur PH.
Neben hamatologischen Erkrankungen, wie der Polycythamia vera und chronisch
myeloischer Leuk&mie, kann auch der Zustand nach Splenektomie unter Umstanden
zu einer PH fuhren [28][29]. Auch bei systemischen Erkrankungen wie der Sarkoidose
kann die PH mit einer Pravalenz von 1% — 28% nebenbefundlich diagnostiziert werden
[30]. Sehr selten assoziiert mit der PH sind Lymphangioleiomyomatose,
Neurofibromatose vom Typ Recklinghausen und der Morbus Gaucher [6].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen der Biomarker fur die Gruppen
IPAH, CTEPH, PVH und PH aufgrund von CVD sowie einer Ausschluss-Gruppe
bertcksichtigt

1.1.3 Physiologie und Pathogenese

Insgesamt ist die Pathogenese der PH ein multifaktorielles Geschehen, welches sich
vor allem in einem erhohten pulmonal-vaskuldaren Widerstand niederschlagt. Zu den
wichtigsten Faktoren gehdren die veranderten Mechanismen fir Vasodilatation und
Vasokonstriktion, die Umbauprozesse der Pulmonalgefal3e, sowie Inflammation und
Thromboseneigung [31][32]. Abbildung 1 fasst die histologischen Veranderungen bei

PH zusammen.
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Abbildung 1: GefaBveranderungen bei PAH
Muskularisierung distaler und medialer prakapillarer Arterien, Verlust prakapillarer Arterien, Verdickung der groBen

Pulmonalarterien, Neointima-Entstehung, die zur Okklusion von GefaRen mit plexiformen Lasionen fiihrt. SMC: smoth muscle
cells, EC: endothelial cells, Endothelzellen, (verandert nach [33]).

1.1.3.1Vasodilatation und Vasokonstriktion

Zu den wichtigsten physiologischen Vasodilatatoren der menschlichen Lunge gehort
Stickstoffmonoxid (NO). NO bewirkt in glatten GefaBmuskelzellen die Stimulation der
I6slichen Guanylatzyklase. Dieses Molekil induziert die Bildung des Botenstoffes cyclic
guanosine monophosphate (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP). cGMP fungiert
dann als ein second messenger und bewirkt Gber eine Aktivierung von Kalium—Kanélen
und eine Inhibition von Kalzium-Kanéalen eine Verringerung der intrazellularen Kalzium-
Konzentration. Der Aufnahme von Kalzium in das Sarkoplasmatische Retikulum folgt
ein verminderter Tonus der glatten Muskelzelle und somit eine Vasodilatation. Die
Wirkung von NO wird durch Phosphodiesterasen begrenzt, welche den Abbau des
Botenstoffes cGMP katalysieren [34]. Patienten mit PH weisen uberdurchschnittlich

haufig eine verminderte NO-Synthese auf, was eine pathophysiologische Besonderheit
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darstellt [35]. Weitere wichtige Vasodilatatoren sind Prostazyklin und vasoaktives
intestinales Peptid (VIP) [36][37]. VIP agiert nicht nur pulmonal sondern auch
systemisch vasodilatatorisch. Analog zur verminderten NO-Synthese ist auch die
Prostazyklin-Synthase in Endothelzellen vermindert exprimiert und die VIP-
Serumkonzentration bei PH Erkrankten niedrig [38]. In PulmonalgefalRen von IPAH-
Patienten zeigen sich zudem erhOhte Rezeptordichten und vermehrte
Bindungsaktivitdten der VIP-Rezeptoren. Dies lasst einen VIP-Mangel, mit folgender
erhodhter Sensitivitat, noch wahrscheinlicher erscheinen [37]. Zu den Vasokonstriktoren
gehort Endothelin (ET-1), ein vom Endothel gebildetes Peptid, welches den starksten
vasokonstriktorischen Einfluss auf die glatte Muskulatur der pulmonalen Gefal3e zu
haben scheint. ET-1 ist zudem ein Mitogen und kann die Proliferation von glatten
Muskelzellen induzieren [39]. Bei Patienten mit IPAH konnten erhdéhte Serumspiegel
von ET-1 im Gegensatz zu gesunden Probanden festgestellt werden. Die erhdhten ET-
1 Konzentrationen kénnten eine weiterer Faktor in der Entstehung von PH darstellen
[40]. Indirekt zu den Vasokonstriktoren gehéren auch die spannungsabhdngigen
Kalium-Kanéle in den pulmonal-arteriellen glatten Muskelzellen. Diese Kalium-Kanéle
werden durch Hypoxie inhibiert, was zu einem Zusammenbruch des
Membranpotentials und damit zur Offnung von spannungsabhangigen Calcium-
Kandlen fiuhr. Das intrazellulare Calcium steigt, Muskelaktivierung und Vasokonstriktion
sind die Folge. Dass diese spannungsabhangigen Kalium-Kanéle bei Patienten mit
PAH herunterreguliert sind, konnte nicht nur im Rattenmodel sondern auch in
menschlichen glatten Muskelzellen der Lunge nachgewiesen werden [41][42].

1.1.3.2 Proliferation und Wachstumsfaktoren

Es zeigt sich, dass in fortgeschrittenen Stadien der PH, Zellen der GefalBwand (glatte
Muskelzellen,  Endothelzellen, Fibroblasten, etc.), Blutbestandteile  sowie
Entzindungsmediatoren sich geflechtartig in den PA ansammeln [43][44]. Dass
gestortes Endothelzellenwachstum eine wichtige Rolle in der Pathogenese der PH
spielt, konnte bei IPAH-Patienten nachgewiesen werden. Deren pulmonal-arterielle
Endothelzellen waren nicht nur quantitativ erhoht, sondern zeigten auch starkere
Proliferation und Migration [45]. Zudem sind Endothelzellen in der Lage das
Gerinnungssystem zu aktivieren und die Exprimierung von Wachstumsfaktoren bzw.
vasoproliferativen Substanzen zu veranlassen. Neben den Endothelzellen spielen auch
glatte Muskelzellen und Fibroblasten eine Rolle in der Entstehung der PH [46]. Allen
Formen des PH-Remodeling ist gemein, dass es zu einer Auswanderung von glatten
Muskelzellen in distal gelegene Pulmonalarterien kommt, die normalerweise nicht

muskularisiert sind. Bei schwerer PAH findet man eine dinne Schicht von



Myofibroblasten und extrazellularer Matrix zwischen Endothel und der Lamina elastica
interna, die sogenannte Neointima [47]. Aufgrund dieser Zusammenhange halt man
sowohl die veranderte endotheliale Proliferation, als auch Proliferation der glatten
Muskelzellen fur ein aufl3erst wichtiges Merkmal in der PAH [47]. Mikrovaskulare
Endothelzellverbande der Lunge beinhalten unter anderem endotheliale
Progenitorzellen (EPC). Diese besitzen ein starkes Wachstums, -und angiogenetisches
Potential [48]. In den GefalRwanden verbleibenden EPC sind wahrscheinlich an der

Pathogenese verschiedener vaskularer Erkrankungen beteiligt [49] [47].

1.1.3.3 Inflammation

Auch Entzundungszellen und ihre Mediatoren spielen eine wichtige Rolle im
Pathogeneseprozess einiger Unterformen der PH. Einen Zusammenhang mit
Autoimmunprozessen konnte man vor allem in den Untergruppen der HIV- bzw. SLE-
assoziierten PH feststellen. Bei PH-Patienten mit SLE verbesserte sich der Zustand
des Lungenhochdrucks nach immunsupressiver Therapie erheblich [50]. Bei Patienten
mit IPAH konnten erhéhte Level von Zytokinen und ihren Rezeptoren, wie zum Beispiel
Fraktalkalin, stromal derived factor-1 (SDF-1), Monozyten-chemotaktisches Protein-1
(MCP-1) und granulocyte-monocyte  colony-stimulating factor (GM-CSF),
nachgewiesen werden [33]. In histologischen Praparaten von Patienten mit PAH
konnten zudem erhohte Antinukledre-Antikérper und eine vermehrte Anzahl von

Makrophagen und Lymphozyten dargestellt werden [51].

1.1.3.4 Gerinnung

Ebenfalls von enormer Bedeutung bei der Entstehung von PH scheinen ein gestorter
bzw. veranderter Gerinnungsprozess und die daraus resultierende erhdhte
Thromboseneigung zu sein. Prinzipiell kann die Ursache fir eine Thrombose im
pulmonalen System auf jedem Level der Gerinnungskaskade, in den Endothelzellen
aber auch in den Thrombozyten zu finden sein [52]. Verstarkte intravaskulare
Koagulation ist ein kontinuierlicher Prozess bei Patienten mit PAH, was sich untere
anderem in erhohten Fibrinopeptid A- und D-Dimer Plasmawerten widerspiegelt. Eine
Dysfunktion in der Gerinnungskaskade kann auch Uber eine gesteigerte Produktion
des von-Willebrand-Faktors und Plasminogen-Activator-Inhibitor-Typ-1 bei PAH-
Patienten aufgezeigt werden. Wahrscheinlich flhrt eine vermehrte Interaktion zwischen
Thrombozyten und den pulmonalarteriellen GefaBwanden zu strukturellen und
funktionellen Veradnderungen [47]. Neben der Gerinnung beeinflussen Thrombozyten
auch die Freisetzung von Mediatoren, die zu Vasokonstriktion und Remodeling fuhren.
Dazu gehdren u.a. Thromboxan-A2, platelet activating factor (PAF), Serotonin, platelet-

derived growth factor (PDGF), sowie transforming growth factor (TGF) und vascular
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endothelial growth factor (VEGF). Unklar ist allerdings noch, ob die Thrombosen bzw.
die Gerinnungsstérung Ursache oder Konsequenz der PH sind [52]. Die potentiellen
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer PH werden in Abbildung 2 dargestellt.

Gen. Pradisposition Risikofaktoren
Anorexie
BMPR-2 Mutation HIV Infektion .
ALK-1 Mutation Portale Hypertonie

5HTT Polymophismus Kollagenose
etc. ete.

Mafrixveranderung, Thrombozylen- Endotheliale Dysfunktion Dysh.mlr)on der glaten
und Entziindungszellen-Akiivierung Mu kelzellen

\.. v

Vasokonstriktion I Proliferation
Thrombose Q Entziindung
4

Initiierung und Progress von pulmonal-vaskularer
Hypertonie

Abbildung 2: Pathogenese bei PAH

potentielle pathogenetische und pathobiologische Mechanismen. BMPR-2: bone morphogenetic receptor protein-2 Gen; ALK-1:
activin-receptor-like kinase-1 Gen; 5-HTT: Serotonin Transporter Gen. Verandert nach [53].

1.1.4 Diagnostik der pulmonalen Hypertonie

Die diagnostische Kaskade zur Detektion einer PH sollte vor allem bei ungeklarter
Belastungsdyspnoe oder bei zufdllig diagnostizierter Rechtsherzbelastung in Gang
kommen [54]. Zu den Zeichen der Rechtsherzbelastung im EKG gehoéren ein
(Uberdrehter) Rechtsherzlagetyp, ein inkompletter oder kompletter
Rechtsschenkelblock, sowie ST-Streckenverdnderungen in I, Ill und aVF [54]. Als
wichtigste, nicht-invasive Untersuchung zum Screening der PH dient die transthorakale
Echokardiographie. Korrelationen zwischen erhdhtem systolischem PAP in der
Echokardiographie und einer im Rechtsherzkatheter diagnostizierten PH konnten
bereits 1997 nachgewiesen werden [55]. Allerdings ist die Rate an falsch-positiven
Befunden in der Echokardiographie deutlich erh6ht, da der systolische PAP hier nur
geschatzt und nicht wie im Rechtsherzkatheter direkt gemessen werden kann [56]. Die
Echokardiographie kann ebenfalls als Prognose- und Verlaufsparameter herangezogen
werden. Als weitere wichtige diagnostische Mittel zur Beurteilung der kardiopulmonalen
Belastungsfahigkeit werden der Sechs-Minuten-Gehtest (6-MWT) und die

Spiroergometrie genutzt. Im 6-MWT lauft der Patient innerhalb von sechs Minuten
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soweit er kann. Zurlckgelegte Strecken von iber 500 Metern sind normal,
pathologisch und mit schlechteren Prognosen verbunden sind Distanzen unter 300
Metern. Schlechte Ergebnisse im 6-MWT gehen mit schlechteren Funktionsklassen
und Uberlebensraten der Patienten einher [57]. In der Spiroergometrie zeigt sich
typischerweise eine Ventilations-Perfusionsverteilungsstorung. Wahrend die Ventilation
weitestgehend normal ist, werden groRe Teile der Lunge bei erhdhtem Widerstand in
den GefaRen nicht ausreichend perfundiert [9]. Die bei Dyspnoe durchgefiihrte
Lungenfunktionsuntersuchung zeigt bei PH-Patienten oft eine normalen Befund oder
nur leichte obstruktive Ventilationsstérungen [54]. Zur definitiven Diagnosestellung
einer PH ist die invasive Rechtsherzkatheter-Untersuchung unabdingbar. Bei dieser
Untersuchung wird ein Swan-Ganz-Katheter bei aufgeblasenem Ballon an der
Katheterspitze mit dem Blutstrom Uber die Vena Cava, den rechten Vorhof und die
rechte Kammer bis in eine der Lungenarterien eingeschwemmt. Mittels des
Rechtsherzkatheters kénnen der linkskardiale Riickstau (indirekte Messung Uber den
PCWP), mPAP und das Herzzeitvolumen bestimmt und daraus der pulmonale
GefaRwiderstand errechnet werden. Das Herzzeitvolumen wird nach der Fick’schen
Methode sowie tber die Thermodilutions-Methode errechnet. Als Serummarker werden
die Plasmaspiegel des brain natriuretic peptid (BNP) und seines Vorlauferpetids NT-
proBNP herangezogen. Beide Marker zeigen Korrelation mit dem Schweregrad der
Rechtsherz-Dilatation und der PH. Das BNP dient der Einschatzung der
rechtsventrikularen Funktion sowie der Prognose des Patienten [58].

Ein Laborscreening auf zirkulierende Antikorper ist zur weiteren Diagnostik essentiell.
Bei den familidren und den idiopathischen Formen der PH finden sich Gberproportional
haufig niedrig-titrige antinukleare Antikbrper (ANA). Erhdhte Plasmaspiegel von SSA-,
SCL-70-Zentromer-und von DNA-Antikérpern deuten auf eine Kollagenose hin,
Cardiolipin-Antikbrper ~ zeigen eine  mdgliche chronisch  thrombembolische

pulmonalarterielle Hypertonie (CTEPH) an [54].

1.1.5 Therapie der pulmonalen Hypertonie

Grundsatzlich sollte je nach Genese der PH eine optimale Therapie der
Grunderkrankung erfolgen (z.B. bei HIV-Infektionen oder Kollagenosen). Allein diese
Malnahme kann sich positiv auf das Ausmafl der PH auswirken. Auch regelméRige
Impfungen gegen Pneumokokken und Influenza sowie eine friihzeitige antibiotische
Therapie sollten durchgefiihrt werden. Bei Patienten mit Rechtsherzbelastung wird fast
immer eine Diuretika-Therapie angewendet, da sie die Volumenbelastung auf das
rechte Herz und deren Symptome (gestaute Halsvenen, Aszites, Pleuraergiisse)

mindert [59]. Ebenso empfiehlt sich eine Antikoagulations-Therapie fur die IPAH- und
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CTEPH-Entitat (INR zwischen 1,5-2,0). Fir diese Unterform lasst sich durch
Antikoagulation ein signifikant besseres Uberleben darstellen. Fur alle weitere Formen
ist der Vorteil der oralen Antikoagulation nicht belegt [60]. Bei Hypoxie sollte eine
Langzeit- O,-Therapie erfolgen, die die arterielle Sauerstoffséattigung uber 90% halt
[61]. Als heilbar gilt bis heute nur die CTEPH. Mittels einer pulmonalen
Thrombendarteriektomie (PEA) wird der Patient kuriert [62]. Fur die CTEPH und die
PAH stehen Medikamente zur Verfugung, die die Progredienz der Erkrankung
verlangsamen und das Uberleben der Patienten verlangern kénnen. Die meisten der
aktuellen Therapieansatze zielen darauf ab, die Balance zwischen Vasokonstriktion
und Vasodilatation wiederherzustellen. Zusatzlich gibt es Substanzgruppen, die
antiproliferative Wirkung auf die glatten Muskelzellen der Lungengefaf3e und ihr
Endothels austben [63]. Zu den Substanzgruppen zahlen Prostanoide,
Endothelinrezeptorantagonisten (ERA), Phosphodiesterase-Typ-5(PDE-5)-Inhibitoren
und die Stimulatoren der I6slichen Guanylatcyclase [“soluble guanylate cyclase® (sGC)]
[64]. Diese wirken Uber drei verschiedene Signalwege, welche zur Vasodilatation

fuhren. Eine Zusammenfassung der Signalwege ist in Abbildung 3 dargestellit.
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Abbildung 3: Signalwege bei der pulmonalarteriellen Hypertonie und Therapieoptionen

AMP Adenosinmonophosphat; cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat; ATP Adenosintriphosphat; cGMP zyklisches Guanosin-
monophosphat; ECE-1 Endothelin-konvertierendes Enzym (,,endothelin-converting enzyme 1“); eNOS endotheliale Stick-
stoffmonoxidsynthase; ET Endothelin; ET-1 Endothelin-1; ET-A Endothelinrezeptor A; ET-B Endothelinrezeptor B; GMP Guano-
sinmonophosphat; IP-Rezeptor Prostazyklinrezeptor; NO Stickstoffmonoxid; PDE-5 Phosphodiesterase Typ 5; PGI2 Prostaglandin 12
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(Prostazyklin); PGI-S Prostaglandinsynthase; sGC l6sliche Guanylatcyclase (,soluble guanylate cyclase”). modifiziert nach Richter
[64].

Prostanoide (Prostaglandine/ Prostazykline): Bei Patienten mit PH ist die Wirkung
der Prostazyklinsynthase und ihrer Metaboliten im GefaRendothel herabgesetzt [38].
Prostazykline wirken stark vasodilatatorisch und zeigen zudem antiproliferative,
immunmodulierende und antithrombotische Eigenschaften. Die s.c. und i.v.
zugelassene Therapie mit Prostanoiden ist allerdings nur sehr kurz wirksam
[64][65][66].

Endothelin-Rezeptor-Antagonisten: Endothelin vermittelt Uber seine beiden
Rezeptoren (Endothelin-Rezeptor A und B) Vasokonstriktion in den glatten
Muskelzellen der kleinen PulmonalgefaBe [67]. Durch Endothelin-Rezeptor-
Antagonisten konnte eine signifikante Verbesserung der Symptome, der Hamodynamik
und korperlicher Fitness von Patienten mit IPAH und HIV-assoziierter PH erreicht
werden [68]. Eingesetzt wird es bei Patienten ab einer WHO-Klasse von Il und Ill.
PDE-5-Hemmer: Seine relaxierende Wirkung bewirkt NO Uber die Aktivierung der sGC
und der daraus folgenden Umwandlung des ATP-Analogs GTP in cGMP. cGMP fihrt
im weiteren Verlauf zum Calcium-Ausstrom aus der glatten Muskelzelle, somit zu einer
verminderten Aktin-Myosin-Interaktion und insgesamt zu einer Vasodilatation.
Phosphodiesterase-5 baut cGMP ab und vermindert so die Vasodilatation [69]. Bei
Patienten mit PH ist dieser Signalweg gestort. Phosphodiesterase-5-Hemmer erhhen
die Konzentration von cGMP in der glatten Muskelzelle und fihren damit in der
weiteren Kaskade zu einer Vasodilatation der Gefal3e. Auf3erdem verlangsamen sie
den Abbau des cGMPs und zeigen antiproliferative Effekte [67][70].

Stimulatoren der 16slichen Guanylatcyclase (sGC): Relativ neu in der Therapie der
PAH ist als Stimulator der sGC Riociguat [64]. Es hat einen direkt vasodilatatorischen
Effekt an den Pulmonalgefafen und zeigte in Kklinischen Studien einen positiven Effekt
auf die korperliche Belastungsfahigkeit bei PH-Patienten [71].

Bei Patienten mit PH aufgrund von Linksherzerkrankungen und chronischen
Lungenerkrankungen (Gruppe Il und lll) ist die vasodilatative Therapie nicht
zugelassen [72].

Die finale Option fur Patienten mit therapieresistenter PH besteht in einer Herz-

Lungentransplantation [73].
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1.2 Medizinische Biomarker

1.2.1 Definition und Entwicklung

Die biomarkers definition working group beschreibt Biomarker als eine messbare
Charakteristik, die als Indikator fir physiologische, pathologische oder fir
pharmakologisch verdnderte Prozesse herangezogen werden und diese objektiv
wiederspiegeln kann. Biomarker missen quantitativ reproduzierbare Ergebnisse liefern
und zuverlassig Grenzen zwischen ,krank® und ,gesund® definieren [74]. Die
Entwicklung eines Biomarkers beginnt mit praklinischen Studien, in denen gesunde
und erkrankte Gewebe z.B. immunhistochemisch oder via Western-Blots analysiert
werden (Phase 1). In diesem Schritt sollen mégliche Zielstrukturen ausfindig gemacht.
Dabei ist zu beachten, dass das zu untersuchende Gewebe im Diagnosestadium, also
vor Therapiebeginn, analysiert wird. Durch eine Therapie kdnnen womdglich wichtige
Zielstrukturen in Intensitat und Ausmafd verandert werden [75]. Wenn unterschiedliche
hohe Expressionen von bestimmten Genen oder Proteinen festgestellt werden, gilt es
diese in klinischen Studien bzw. im Objekt zu verifizieren. In diese Phase Il der
Biomarker-Entwicklung sollte Messung in einer Fall-Kontroll-Studie durchgefiihrt
werden [76]. Grundvoraussetzung dafir ist, dass das in Verdacht stehende Gen bzw.
Protein messbar ist. Es muss dafur also eine Messmethode oder ein Protokoll geben,
dem bei jeder Messung in gleicher Weise gefolgt werden kann. Der ideale Biomarker
sollte mit hoher Spezifitdt und Sensitivitat (am besten jeweils 100%) zwischen ,krank®
und ,gesund” unterscheiden kdnnen. Ebenso wichtig sind die fasch-positiven bzw.
falsch-negativen Ergebnisse. Um einen neuen Marker zu verifizieren muss es auch
einen schon bestehenden Test bzw. Goldstandard geben, mit dem die Richtigkeit der
Diagnose durch den neuen Biomarker tberprift werden kann [77]. In der dritten Phase
sollte eine retrospektive, longitudinale Analyse stattfinden. Es werden Proben von
erkrankten Patienten auf Hohe des Markers untersucht, die abgenommen wurden
bevor die Diagnose gestellt wurde. Diese kénnen dann mit einem Kontrollkollektiv
verglichen werden und lassen so Aussagen lber den friilhen diagnostischen Wert eines
Markers zu [76]. In der Phase IV werden prospektive Screening-Studien durchgefihrt.
In dieser Phase wird der Marker bereits in einem relevanten Kollektiv als Screening
eingesetzt und sollte z.B. das Stadium der Erkrankung bzw. im Falle der PH zwischen
den Untergruppen der PH differenzieren kdnnen. Auch Alter, Geschlecht und ethische
Herkunft werden in dieser Phase starker beriicksichtigt. In der flunften und letzten
Phase wird geschaut, ob sich durch das Screening die Belastung durch die Erkrankung
signifikant reduziert lasst. Im besten Fall, wird dann nach friiher Detektion und frihem

Therapiebeginn eine verbesserte Prognose bzw. Mortalitatsrate der Erkrankung durch
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das Screening erzielt (primares Ziel). [76]. Denn auch wenn ein Biomarker maligne
Erkrankungen oder Krebs friihzeitig detektieren kann, gibt es unterschiedliche Griinde
dafir, dass sich ein Marker fur den klinischen Alltag nicht nutzen lasst. Dazu gehdren
fehlende Therapiemoglichkeiten fur die Erkrankung, schlechte Compliance fir das
Screening sowie hohe Screening- und Follow-up-Kosten bei hoher falsch-positiv Rate
[78].

1.2.2 Bereits genutzte Biomarker bei pulmonaler Hypertonie

Die sichere Diagnose einer PH erbringt weiterhin nur die invasive
Rechtsherzkatheteruntersuchung, die als Screening-Verfahren nicht zur Wahl steht
[79]. Erste relevante Biomarker fir PH waren die natriuretischen Peptide, bei denen
signifikante Unterschiede im Plasmaspiegel zwischen PH-Patienten und einem
gesunden Kontrollkollektiv gefunden wurde [80] Die aktuellen Guidelines empfehlen
BNP bzw. das N-terminale Fragment des pro-BNP’s (NT-pro BNP) als Marker fir
Mortalitdt sowie zur Risikoprognostizierung [31]. BNP ist ein Polypeptid, welches bei
Dehnung der Kardiomyozyten aus den Ventrikeln freigesetzt wird und vasodilatatorisch
wirkt. Nagaya et al. wiesen 2000 zum ersten Mal signifikant erhdhte Plasmalevel des
BNP’s bei Patienten mit PH nach. Dabei zeigte sich, dass erhdhte Plasma-BNP-Werte
mit einer schlechteren Prognose einhergehen [58]. Zusatzlich kann BNP als Marker flr
einen Therapieerfolg nach PEA genutzt werden [81]. Auch das Nebenprodukt der BNP-
Synthese NT-proBNP konnte durch Mauritz et al. als wichtiger prognostischer Marker
identifiziert werden. Erhohte NT-proBNP Werte gehen mit schlechterer funktioneller
Klasse und erhdhter Mortalitdt einher [82]. Das NT-proBNP erweist sich zudem als
Marker fur einen Therapieerfolg mit inhalativem Treprostinil [83]. Auch Troponin-T, ein
Proteinkomplex, der primar zur Diagnostik des Herzinfarkts eingesetzt wird, konnte bei
Patienten mit PAH als Mortalitatsmarker identifiziert werden [84]. Als
Routinelaborparameter erweist sich ein erhohtes C-reaktives Protein (CRP) als
negativer Pradiktor fur den Progress in verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen,
so auch bei PAH und CTEPH. Eine Erh6hung dieses Laborparameters ist im
Wesentlichen Ausdruck von Entzindungen u.a. im pulmonalen Gefal3system.
Ursachlich kénnen ein verminderter rechtsventrikuldarer Auswurf und Ischamie-
getriggerte Reaktionen sein [85]. Vor allem in der CTEPH spielen mikrovaskulare
Thrombosen und vaskulares Remodeling eine herausragende Rolle [52].
Gerinnungsparameter wie der vVWF konnten allerdings auch in den anderen Formen
der PH als uberdurchschnittlich erhéht festgestellt werden und dienen so als
Verlaufsmarker [86]. Growth differentiation factor-15 (GDF-15), welcher in

Endothelzellen  Proliferation  und  Apoptose  beeinflusst, scheint  einen

15



vielversprechenden prognostischen Wert zu haben. Die H6he des Plasmalevels von
GDF-15 korrelierte bei IPAH-Patienten positiv mit Wedge-Druck, dem rechtsatrialen
Druck und NT-pro-BNP-Werten [87]. Zudem konnte gezeigt werden, dass GDF-15 nur
bei Patienten mit systemischer Sklerose und PH erhoéht ist. Patienten mit systemischer
Sklerose ohne PH wiesen keine erhéhten GDF-15-Plasmaspiegel auf. GDF-15 zeigte
sich zudem als Marker fiir verkurztes Uberleben. Dementsprechend wird fir GDF-15
von einer starken prognostischen Aussagekraft ausgegangen [88]. Auch die
Serumlevel von Zytokinen wie IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12p70, sowie Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNF-a) waren im Vergleich zu einem gesunden Kontrollkollektiv in
einer PAH-Patientengruppe erhoht. In verschiedenen Studien zeigten sich allerdings
unterschiedliche Aussagen Uber die Prognose bei erhéhten IL-Werten. Wéhrend Soon
et al. ein langeres Uberleben bei Patienten mit erhohten Plasmaspiegeln von IL-6, IL-8,
IL-10 und IL-12p70 beobachteten, wiesen Selimovic et al. auf einen signifikanten
Zusammenhang zwischen hohen IL-6 Spiegeln und einer erhdhten Mortalitat bei
Patienten mit PAH hin [89][90]. Trotz der groRen Bandbreite an bereits getesteten
Biomarkern, gibt es bis heute wenige im klinischen Alltag gebrauchliche Marker, mit
denen zuverlassige Aussagen Uber die Diagnose bzw. die Prognose der PH gemacht
werden konnen. Da viele Studien retrospektiv, mit kleinen Patientenzahlen oder
heterogenen Patientenkollektiven veranlasst wurden, ist die Datenlage zu Biomarkern
bei PH kritisch zu betrachten [79].

1.2.3 Monozyten-chemotaktisches Protein-1

Monozyten-chemotaktisches Protein-1 (MCP-1) gehort zu der C-C-Chemokinfamilie.
Es ist ein sehr potenter chemischer Lockstoff fur Monozyten und Lymphozyten. Die
Ausschittung von MCP-1 sorgt fur die Aktivierung und Abwanderung von Monozyten
als auch Lymphozyten in entziindetes Gewebe. MCP-1 wird von verschiedenen Zellen,
unter anderem Monozyten selbst, Endothelzellen und glatten Muskelzellen
ausgeschuttet [91][92]. AuRerdem spielt MCP-1 eine entscheidende Rolle bei der
Proliferation und Differenzierung von glatten Muskelzellen, sowie der Migration von
Endothelzellen [93][94][95]. Den Stimulus zur Monozyten-Infiltration scheint MCP-1 vor
allem in verletzten Gefal3en auszusenden. Genau dort kann MCP-1 auch zur
Wachstumsanregung der glatten Muskelzellen fuhren. Gezeigt wurde dies in Modellen
fur kardiale Vaskulopathien, pulmonale Hypertonie und systemische Hypertonie [96].
Nach akuter Gefallverletzung kommt es innerhalb von circa vier Stunden zur mRNA-
Hochregulation, was einen erhéhten MCP-1-Spiegel in den Gefallwanden, als auch in
der Blutzirkulation, nach sich zieht. Die MCP-1-Expression in glatten Muskelzellen

kann auch durch platelet derived growth factor (PDGF) und Thrombin gesteigert
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werden [97][98]. Wobei PDGF selbst die Neubildung der GefalRintima beeinflusst und
beide Substanzen kurz nach arterieller Gefallverletzung ausgeschuttet werden [99].
Die Hochregulation von MCP-1 ist allerdings nur kurzzeitig — nach drei bis vier Tagen
werden wieder normwertige Plasmaspiegel des Chemokins gemessen [100]. In einer
Studie konnte gezeigt werden, dass sich mit hochdosiertem MCP-1-neutralisierendem-
Antikorper die Intima-Neubildung im Rattenmodell signifikant reduzieren lie3. Der
Effekt der MCP-1-Inhibition stellt sich durch eine reduzierte Anzahl an glatten
Muskelzellen in der Neointima dar. Die Infiltration durch Leukozyten verandert sich
durch die Inhibition von MCP-1 allerdings nicht. Dementsprechend scheint MCP-1 vor
allem eine Anreicherung der glatten Muskelzellen in der Neointima zu initiieren.
Entzindungsreaktionen werden durch MCP-1 zwar vorangetrieben, bei dessen Ausfall
allerdings von anderen Chemokinen tibernommen [101][102]. Im Rattenmodell wurde
belegt, dass eine durch Monocrotalin-induzierte PH erhéhte MCP-1-Spiegel zur Folge
hat [103]. Die Hemmung des MCP-1-Ubertragungssignals wiederrum verbessert den
Krankheitsverlauf bei Ratten mit PH [103][104]. Mehrere Studien zeigen, dass MCP-1
bei der Pathogenese von GefalRkrankheiten, wie zum Beispiel bei der Atherosklerose,
mitverantwortlich sein kénnte [105][106][107][108]. Cipollone et al. konnten darstellen,
dass Patienten mit Re-Stenose nach perkutaner transluminaler Koronarangioplastie
(PTCA) signifikant htéhere MCP-1-Plasmaspiegel aufweisen, als jene Patienten die
keine Re-Stenose erleiden [109]. Insgesamt spielt MCP-1 eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von vaskuldarem Remodeling und kdnnte dementsprechend auch
prognostische bzw. diagnostische Qualitéten bei der PH haben.

1.2.4 Thrombomodulin (TM)

TM ist ein transmembranes Glykoprotein, welches von Endothelzellen produziert und
exprimiert wird [110][111]. Zirkulierendes Thrombin (Faktor Ila) bindet auf
Endothelzellen mit hoher Affinitst an dieses Oberflachenprotein [110][112].
Physiologischerweise spaltet Thrombin Fibrinogen zu Fibrin und Fibrinopeptiden und
aktiviert auRerdem die Gerinnungsfaktoren V, VII, VIII, XIlll. Gebunden an TM kann
Thrombin weder Fibrinogen spalten, noch Plattchen aktivieren. Im weiteren Verlauf der
Kaskade ist dieser Thrombin-TM-Komplex zusétzlich ein sehr potenter Aktivator des
Protein C [113][114]. Abbildung 4 stellt diese Zusammenhange schematisch dar. Das
aktivierte Protein C (APC) fungiert als kérpereigenes Antikoagulanz, indem es die
Schlisselfaktoren Va und Vllla inaktiviert [115]. So werden durch die Aktivierung von
Protein C mittels TM sowohl die extrinsische als auch die intrinsische
Gerinnungskaskade abgeschwacht [110]. Abbildung 5 stellt eine Ubersicht (ber die

nachgeschaltete Gerinnungskaskade und den antithrombotischen Weg dar.
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Abbildung 4: Thromobomodulin im Protein-C-System

APC: aktiviertes Protein C; TM: Thrombomodulin; PS: Protein S; PC: Protein C. Verdndert nach [115]
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Abbildung 5: Gerinnungskaskade und der antithrombotische Weg (gestrichelte Pfeile)

11, V, VII, VIII, IX, X, XI, XIl: Gerinnungsfaktoren; a: aktiviert; AT: Antithrombin; FpA: Fibrinopeptide A; PC: Protein C; PS:Protein S; TF:

tissue factor, Gewebsfaktor. Verandert nach [115]

TM hat zuséatzlich einen direkten antiinflammatorischen Effekt, indem es die Zytokin-
Ansammlung und Leukozyten-Adhé&sion an der Endothelwand minimiert [113]. 2013
vertffentlichten Yamada et al. eine Studie in der getestet wurde, ob TM die
Entwicklung von Monocrotalin-induzierter PH im Rattenmodell verhindern kann. Durch
die Therapie mit TM konnten hamodynamische Parameter wie mPAP, sowie die
Muskularisierung der PulmonalgefaRe signifikant reduziert werden. In der
Mortalitdtsanalyse konnte jedoch kein Unterschied zwischen der mit TM behandelten
und einer mit Placebo behandelten Kontrollgruppe dargestellte werden [116].

Physiologischer Weise betragt der TM-Spiegel beim gesunden Erwachsenen 4,0 £0,6
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ng/ml [117]. ErhOhtes Plasma-TM kann auf verstarkte intravaskulare Gerinnung bzw.
eine Erkrankung des Gerinnungssystems hinweisen. Man findet beispielsweise bei
Patienten mit akutem und chronischem Nierenversagen, disseminierter intravaskulérer
Gerinnung (DIC), akutem progressivem Lungenversagen (ARDS) und pulmonalen
Embolien erhéhte TM-Spiegel [118]. Die Gruppe Cacoub et al. konnte zeigen, dass
Patienten mit pulmonaler Hypertonie ebenfalls gehauft an einer verminderten TM-
Expression leiden und somit einem erhdhten Risiko vaskularer Thrombosen ausgesetzt
sind [119]. Auch Sakamaki et al. stellten dar, dass in ihrem Studienkollektiven
Patienten mit PAH signifikant erniedrigte TM-Plasmaspiegel, im Vergleich zum
gesunden Kontrollkollektiv, aber auch zu einer PVH-Gruppe aufweisen [117]. Die
Arbeitsgruppe Cella et al. kontrollierte verschiedene Plasmamarker vor und nach einer
Bosentan-Therapie bei PH-Patienten. In dieser Versuchsreihe zeigte sich weder
unterschiedliche  TM-Plasmawerte zwischen den PH-Patienten und dem
Kontrollkollektiv, noch Veranderung des TM’s durch die Therapie mit Bosentan [120].
Insgesamt scheint TM jedoch ein wichtiger Faktor in der Pathogenese von
Gerinnungsstorungen, mit relevantem Krankheitswert fir die pulmonale Hypertonie zu
sein [121].
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2 Fragestellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht die Fragestellung, ob TM und MCP-1 einen
diagnostischen bzw. prognostischen Aussagewert oder einen Zusammenhang zum
Schweregrad fir die PH besitzen. Beide Proteine sind in vorherigen Arbeiten als
potentiell wegweisende Marker fur die PH beschrieben worden. Insgesamt werden flr
MCP-1 167 und fur TM 180 Plasmaproben aus dem Rechtsherzkatheterlabor der
pneumologischen Ambulanz der Uniklinik Giel3en gewonnen. Wobei zu den vier
wichtigen Entitaten (IPAH, PH bei Linksherzerkrankungen, PH bei CVD, CTEPH) als
auch fur ein Ausschlusskollektiv ungefahr gleich viele Proben bericksichtigt werden.
Die Hohe der potentiellen Biomarker im Blutplasma wird dabei mittels Enzyme-linked-
Immunosorbend-Assay (ELISA) gemessen.
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3 Material und Methoden

3.1 Probengewinnung und Blutproben

Fur die Probengewinnung bzw. deren Weiterverwendung liegt ein positives Ethikvotum
der Justus-Liebig-Universitat GieRen vor (s. Anhang 7.8). Die Gewinnung der
Plasmaproben findet ausschlie3lich im Rechtsherzkatheterlabor der pneumologischen
Ambulanz des Universitatsklinikum Giel3ens statt. Hier erfolgt bei jedem Patienten mit
Verdacht auf PH eine invasive Rechtsherzkatheter-Untersuchung mit gleichzeitiger
Abnahme einer venodsen Blutprobe tber den liegenden Swan-Ganz-Katheter (mit
schriftlicher Einwilligung der Patienten). Es werden jeweils zwei EDTA-ROhrchen
abgenommen. Nach Zentrifugation fir 10 Minuten bei 3000 rpm wird das Plasma der
Blutprobe entnommen, in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalle aliquotiert und dann
unverziglich bei -80 °C gelagert. Fir die Messungen der Plasmakonzentrationen von
MCP-1 bzw. TM werden jeweils die Proben der initialen Katheteruntersuchung der
Patienten verwendet. Die Messung der Konzentration von MCP-1 bzw. TM in den
Proben erfolgt mittels ELISA. Die Messungen wurden im Zeitraum vom 31.10.2012 bis
zum 22.06.2013 im Biomedizinischen Forschungszentrum am Seltersberg in GielRen
durchgefihrt. Dafir wurden die Proben aufgetaut, aliquotiert und nach den jeweiligen

Anweisungen der ELISA-Kits verwendet.

3.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA steht fir Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay. Dies ist ein Verfahren zum
Detektieren bzw. zum quantitativen Nachweis von Proteinen, Viren, Hormonen oder
Toxinen mittels Antikérpern. Die ELISA-Untersuchung wird standardmaRig mit einer
96-well-Platte durchgefiihrt. Bei dem angewendeten Sandwich-ELISA wird der erste
Antikorper auf der Mikrotiterplatte fixiert. Der nachzuweisende Stoff (Antigen) bindet an
den ersten Antikoper, wahrend ein zweiter Enzym-gebundener Antikorper tber ein
Farbstoffsubstrat zu einer Reaktion fuhrt. Die Signalstarke des Farbstoffes kann mit
einem Photometer bestimmt werden und so die Konzentration des zu bestimmenden
Stoffs (Antigen) nachweisen. Abbildung 6 skizziert die Ablaufe einer ELISA-Analyse.
Da diese Nachweismethode als sehr genau und sensitiv angesehen ist, wird sie bis
heute in der klinischen Laboratoriumsmedizin als Goldstandard zum Detektieren von
Zytokinen verwendet. Ein weiterer Vorteil des Verfahrens ist sein hoher quantitativer

Charakter und eine generelle Reproduzierbarkeit [122].
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Abbildung 6: schematische Darstellung des ELISA Prinzips nach [122]

3.3 Datenanalyse und Statistik

Die statistische Auswertung erfolgt mittels der Statistik-und Analyse-Software SPSS
(IMB, Version 21). Eine deskriptive Auswertung der Plasmakonzentrationen wird mit
Darstellung des arithmetischen Mittelwerts +Standardabweichung (SD) bei
normalverteilten Daten und des Medians und Interquartilabstands bei nicht-
normalverteilten Werten vorgenommen. Die Plasmakonzentrationswerte werden mittels
Pearson-Korrelation mit hamodynamischen Parametern in Zusammenhang gesetzt.
Fur die diskreten Variablen wird der Kruskal-Wallis-Test, fur die stetigen Variablen der
Mann-Whitney-U-Test verwendet. So wird untersucht, ob sich die unterschiedlichen
PH-Entitaten, die NYHA-Stadien oder die Geschlechter hinsichtlich der Biomarker-
Konzentrationen unterscheiden. P-Werte von < 0,05 werden als statistisch signifikant
anerkannt. Verwendet werden hierzu nur die logarithmierten Werte der Plasmaspiegel.
So ist, mit normalverteilten Daten, die weitere statistische Auswertung moglich. Eine
Uberlebensanalyse erfolgt mittels Kaplan-Meier-Analyse und die Ausweitung der
Ergebnisse mittels Cox-Regressions-Analyse. Die Cox-Regression macht eine
Vorhersage Uber die Zeit bis zum Eintreten eines bestimmten Ereignisses (Tod eines
Patienten). Es koénnen verschiedene Einflussvariablen in die Analyse miteinbezogen
werden, um den hypothetischen Einfluss bestimmter Faktoren auf den Todeszeitpunkt
zu analysieren [123]. Wahrend in der univariaten Analyse nur ein Faktor (LN-MCP-1
bzw. LN-TM) mit dem Uberleben in Zusammenhang gesetzt wird, kénnen in der
multivariaten Analyse verschiedene Faktoren (PVR, 6-MWT, Geschlecht und NYHA-

Stadien) zusatzlich miteinbezogen werden. Dabei wird die Aussagekraft des
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Plasmaspiegels als Uberlebensmarker mit bereits etablierten  klinischen
Verlaufsmarkern der PH in Zusammenhang gebracht und verglichen. So ist es mdglich
verdeckte Zusammenhange in der Mortalitatsanalyse aufzuzeigen.
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4 Ergebnissteil

4.1 Ergebnisse fiur MCP-1

4.1.1 Charakterisierung des MCP-1-Patietenkollektivs

Insgesamt werden 167 Proben auf die Hohe ihres Plasmawertes von MCP-1
untersucht. Es werden dabei 35 Proben (21%) von IPAH-Patienten, 35 Proben (21%)
von CVD-Patienten, 37 Proben (22,2%) von CTEPH-Patienten, 24 Proben (14,4%) von
Patienten mit PVH und 36 Proben (21,6%) von Patienten mit dem Ausschluss einer PH
benutzt. 104 Patienten (62,3%) sind weiblich, 63 (37,7%) sind ménnlich. Das Verhéltnis
weiblicher zu ménnlicher Patienten betragt 1,6:1. Das Alter der Patienten betragt 63,8
+ 13,9 Jahre. Im gemessenen Kollektiv gehéren 40 Patienten (24%) dem NYHA-
Stadium 1l an, 93 Patienten (55,7%) dem Stadium Ill und 22 Patienten (13,1%) sind
dem Stadium IV zugeordnet. Von insgesamt 12 Patienten (7,2%) ist kein NYHA-
Stadium erfasst.

Belastungsfahigkeit und pulmonale Hamodynamik des Patientenkollektivs werden in
Tabelle 2 und 3 dargestellt.

Tabelle 2: durchschnittliche Himodynamik des gesamten MCP-1-Patientenkollektivs

m: Meter, mmHg: Millimeter Quecksilbersaule, I/min: Liter pro Minute, ml/min/m2: Milliliter pro Minute pro Quadratmeter,
dyn*sec*cm-5, N: Anzahl der Proben, SD: Standardabweichung, IQR: Interquartil range, Interquartilabstand.

Hamodynamik 6-MWT mPAP PAWP HzZV Cl PVR
Mittelwert Mittelwert Mittelwert ~ Mittelwert  Mittelwert Median
(+SM) (+SM) (+SM) (+SM) (+SM) (IQR)
Einheit m mmHg mmHg I/min ml/min/m2 dyn*sec*cm-5
N 138 167 167 167 167 167
319,62 37,40 9,52 4,53 2,43 443
(121,205) (x15,010) (x 5,40) (x1,21) (x0,58) (531)

Tabelle 3: Himodynamik der einzelnen Entitaten des MCP-1-Patientenkollektivs

m: Meter, mmHg: Millimeter Quecksilbersaule, I/min: Liter pro Minute, ml/min/m2 Milliliter pro Minute pro Quadratmeter,
dyn*sec*cm-5, N: Anzahl der Proben, SD: Standardabweichung, IQR: Interquartil range, Interquartilabstand

6-MWT MPAP PAWP HZV Cl PVR
Mittelwert Mittelwert Mittelwert  Mittelwert Mittelwert Median
(xSD) (x-SD) (xSD) (xSD) (SD) (IQR)
Einheit m mmHg mmHg ml/min I/min/m?2 dyn*sec*cm-5
IPAH 343,29 47,69 7,51 4,10 2,24 727,00
(132,26) (15,43) (3,42) (1,02) (0,57) (604)
CVD 320,37 43,17 7,57 4,23 2,37 632,00
(126,94) (12,50) (3,69) (0,97) (0,50) (501)
CTEPH 310,12 39,78 9,72 4,41 2,31 462,00
(118,24) (9,79) (4,28) (1,14) (0,50) (410)
PVH 304,42 39,25 17,17 4,87 2,56 331,50
(92,05) (9,83) (6,73) (1,25) (0,59) (269)
Ausschl. 309,36 18,08 8,08 5,14 2,72 155,50
(127,11) (3,95) (3,86) (1,36) (0,63) (117)
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4.1.2 Charakterisierung des Ausschlusskollektivs

Das Ausschlusskollektiv umfasst 36 Patienten. Das Verhaltnis mannlicher zu
weiblichen Patienten betrégt 1:2,2. Die Patienten mit Ausschluss einer PH im
gemessenen Kollektiv haben zum Zeitpunkt des Katheters ein durchschnittliches Alter
von 66 10 Jahren. Der gemittelte BMI betragt 27,88 6,24 kg/m2. Die
echokardiographisch gemessene linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) betragt im
Durchschnitt 57 £17 %. Bei 13 Patienten ist die LVEF nicht bestimmt worden. 13
Patienten (36,1%) der Ausschluss-Gruppe weisen eine diastolische Compliance-
Stérung des linken Ventrikels auf (echokardiographisch gemessen). Von den 36
Patienten des Ausschlusskolletivs zeigen 13 Patienten (36,1%) eine kardiologische
Begleiterkrankung, 17 Patienten (47,2%) sind pulmonal erkrankt, 3 Patienten (8,3%)
zeigen ein stattgefundenes thrombembolisches Ereignis und weitere 3 Patienten

(8,3%) weisen eine Kollagenose als Nebenbefund auf.

4.1.3 MCP-1-Plasmaspiegel

Die Messungen der MCP-1-Plasmaspiegel aller Patientenproben (inklusive
Ausschluss-Diagnose) sind in Abbildung 7 dargestellt und zeigen eine Spannweite von
37,60 bis 2000,00 pg/ml (wobei 2000,00 die Obergrenze der Detektion durch den
benutzen ELISA darstellt). Der Median der linksverteilten Daten betragt 221,58 pg/ml
(IQR 176,29 pg/ml). Der Mittelwert £SD betragt 289,50 +285,81 pg/ml. Bei links-
gipfliger Verteilung der MCP-1-Plasmawerte erfolgt eine Logarithmierung zur weiteren
statistischen Auswertung. Der Mittelwert £SD der normalverteilten Auswertung ist 5,42
10,66 (s. Abb. 8).
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Abbildung 7: Boxplot MCP-1-Plasmaspiegel aller Messungen
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Abbildung 8: Boxplot logarithmierte MCP-1-Plasmaspiegel aller Messungen

4.1.3.1 MPC-1-Plasmaspiegel der einzelnen Entitaten

Der Median (IQR) des Plasmaspiegels fiur MCP-1 in der IPAH-Gruppe betréagt 172,60
pg/ml (IQR 170,30 pg/ml), in der CVD-Gruppe 285,00 pg/ml (IQR 296,40 pg/ml), in der
CTEPH-Gruppe 225,62 pg/ml (IQR 192,10 pg/ml), in der PVH-Gruppe 230,54 pg/ml
(IQR 146,70 pg/ml) und in der Ausschluss-Gruppe 193,33 pg/ml (IQR 146,70 pg/ml) (s.
Abb. 9). Die Varianzanalyse mittels ANOVA-Test wird mit den logarithmierten
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Plasmawerten durchgefuihrt. Sie weist einen signifikanten Unterschied zwischen den
einzelnen Entitaten auf (p=0,012). Der Post-hoc-Test bestatigt die signifikante
Differenz zwischen der IPAH-Gruppe und CVD-Gruppe (p=0,005). Zwischen den
Gruppen der Erkrankten und der Ausschlussgruppe lasst sich kein signifikanter
Unterschied im MCP-1-Plasmaspiegel feststellen.
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Abbildung 9: Boxplot: MCP-1-Plasmaspiegel geordnet nach Diagnose

4.1.3.2 MCP-1-Plasmaspiegel der NYHA-Stadien und der Geschlechter

Die Analysen der MCP-1-Plasmaspiegel fur die Geschlechterverteilung und die NYHA-
Stadien wurden jeweils nur fur Patienten mit der definitiven Diagnose PH durchgefuhrt.
In der Varianzanalyse konnen zwischen den einzelnen NYHA-Stadien keine
signifikanten Unterschiede in den logarithmierten MCP-1-Plasmaspiegel festgestellt
werden (p=0,631). Auch zwischen den Geschlechtern ist kein bedeutender
Unterschied in den logarithmierten MCP-1-Plasmaspiegeln zu vermerken (p = 0,317)
(s. Tab. 4).
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Tabelle 4: MCP-1-Plasmaspiegel aufgelistet fiir NYHA-Stadien und Geschlecht

Pg/ml: Pikogramm pro Milliliter, IQR: Interquartil range, Interquartilabstand

NYHA Stadium MCP-1 Plasmaspiegel
Median (pg/ml) IQR (pg/ml)

I 227,14 129,20

1] 223,60 214,40

v 239,68 268,10
Geschlecht

Mannlich 237,38 184,50
Weiblich 206,43 176,30

4.1.3.3 Korrelation der MCP-1-Plasmaspiegel mit der Hamodynamik

Die Darstellung der Zusammenhange zwischen MCP-1-Plasmaspiegel und den
hamodynamischen Parametern erfolgt mittels Pearson-Korrelation. Tabelle 5 stellt die
Korrelationen dar. Die Korrelation ist signifikant ab einem p-Wert von < 0,05. Zwischen
keinem der hamodynamischen Parameter und den logarithmierten MCP-1-

Konzentrationen lasst sich ein signifikanter linearer Zusammenhang darstellen.

Tabelle 5: Pearson-Korrelation LN-MCP-1 und Himodynamik

LN-MCP-1: Logarithmierter MCP-1-Wert, Sig.: Signifikanz, N: Anzahl der hamodynamischen Werte

LN-MCP-1

Pearson Sig. N

Korrelation r
6-MWT -0,07 0,44 116
MPAP -0,08 0,39 131
PAWP -0,10 0,26 131
HzV -0,01 0,87 131
Cl -0,04 0,62 131
PVR -0,08 0,39 131

4.1.4 Mortalitatsanalyse aller PH-Patienten

In die Mortalitatsstatistiken sind 130 Patienten mit PH einbezogen. Von diesen
verstarben 22 Patienten (16,9%) innerhalb des Beobachtungszeitraums. Bei 37
Patienten (22,1%) ist kein Sterbedatum bzw. kein Datum des letzten Kontaktes
bekannt. Insgesamt zeigt die Kaplan-Meier-Darstellung fur alle Patienten mit PH eine
durchschnittliche Uberlebensrate von 83,1%. Das 1-Jahres-Uberleben liegt bei 90,3%,
das 3-Jahres-Uberleben bei 77,1% und fur das 5-Jahres-Uberleben zeigt sich ein Wert
von 71,5% (s. Abb. 10). Die mittlere Uberlebenszeit betragt im Patientenkollektiv 143
Monate (95% CIl 118-169).
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve aller Patienten mit PH

4.1.4.1 Mortalitadtsanalyse in Bezug auf die HOhe von MCP-1

Das Aufteilen der MCP-1-Plasmakonzentrationen in vier Quartile erlaubt eine
detailliertere Darstellung fur das Uberleben. (s. Abb. 11).

Die schlechteste Prognose ergibt sich fir Patienten mit sehr hohen MCP-1-
Plasmaspiegeln. Allerdings zeigen sich im Log-Rank-Test keine signifikanten
Unterschiede fur Mortalitdt zwischen den einzelnen Quartilen der LN-MCP-1-Spiegel (p
=0,179).
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Abbildung 11: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve fiir die log. MCP-1-Quartile

4.1.5 Time to clinical worsening aller PH-Patienten

Die Time to clinical worsening, also die Zeit bis zu einer klinischen Verschlechterung,
definiert sich Uber die Notwendigkeit einer Therapie-Eskalaltion. In die Analyse werden
121 Patienten einbezogen. Von ihnen erhalten 47 Patienten (38,84%) aufgrund der
Verschlechterung ihres  Krankheitszustandes eine  Therapieerweitung. Die
Wahrscheinlichkeit innerhalb des ersten Jahres eine Therapieerweiterung zu bendétigen
liegt im beobachteten Patientenkollektiv bei 25,2%. Nach 3 bzw. 5 Jahren betragen die
Wabhrscheinlichkeiten 45,8% und 66,7% (s. Abb. 12). Der mittlere Zeitraum bis zum
Erhalt einer Kombinationstherapie betragt 67 Monate (95% CI 4590 Monate).
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Darstellung fiir die Zeit bis zur klin. Verschlechterung fiir alle Patienten mit PH

4.1.5.1 Time to clinical worsening in Bezug auf die Hohe von MCP-1

Wie auch bei der Anaylse fir das Uberleben ist das vierte Quartil mit der kurztesten
Zeit bis zu einer klinischen Verschlechterung und folgender Therapieerweiterung
behaftet. Es kann aber kein signifikanter Unterschied in der Zeit bis zur klinischen
Verschlechterung zwischen den einzelnen logarithmierten MCP-1-Quartilen festgestellt
werden (s. Abb. 13). Der Log-Rang-Test ist nicht signifikant fur die Zeit bis zur
klinischen Verschlechterung, bezogen auf die Hohe der logarithmierten MCP-1-Werte
(p=0,238).
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Darstellung fiir die Zeit bis zur klin. Verschlechterung fiir die log. MCP-1-Quartile

4.1.6 Cox-Regressionsanalyse aller PH-Patienten

Diese Analyse wird sowohl univariat, als auch multivariat durchgefihrt. Als
Einflussfaktoren fur die multivariate Cox-Regression werden die hdmodynamischen
Parameter, sowie klinisch bereits genutzte Marker fir die Uberlebensprognose bei PH
Patienten (6-MWT,NYHA-Stadien) gewahlt. In der Cox-Regression fir das gesamte
MCP-1-Kollektiv stellt sich ein Hazard Ratio (HR) von 1,58 (95% CI 0,94-2,766;
p=0,085) dar. Dementsprechend erhdht sich pro Anstieg LN-MCP-1 um eine Einheit
das Risiko zu versterben um 58%. Fir die LN-MCP-1-Quartile stellen sich mit einem
HR von 0,344 (1. gegen 4. Quartil), 0,636 (2. gegen 4. Quartil) und 0,312 (3. gegen 4.
Quartil) und jeweils nicht signifikanten p-Werten keine wesentlichen Unterschiede im
Uberleben zwischen den einzelnen Quartilen dar (s. Abb. 14). Auch hier sind die
hochsten MCP-1-Plasmaspiegel mit der kiirzesten Uberlebenszeit assoziiert.
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Abbildung 14: Cox-Regression - Uberleben fiir die log. MCP-1-Quartile

4.1.6.1 Cox-Regressionsanalyse — Time to clincal worsening

Die Cox-Regression flr die Zeit bis zur klinischen Verschlechterung ergibt bei einem
HR von 1,23 (95% CI 0,87-1,76; p=0,244), dass pro Anstieg LN-MCP-1 das Risiko eine
klinische Verschlechterung zu erleiden um 25% zunimmt. Hierbei betragt der p-Wert
allerdings nur 0,244. Zwischen den Quartilen ergeben sich ein HR von 0,344 (95% CI
0,093-1,263) fur das erste gegen das vierte Quartil, 0,636 (95% CI 0,225-1,797) fir
das zweite gegen das vierte Quartil und ein HR von 0,321 (95% CI 0,088-1,168) fr

das dritte gegen das vierte Quatrtil.

4.1.7 Uni-und multivariate Cox-Regressionsanalyse

Tabellen 6-8 stellt die uni-und-multivariate Cox-Regressionsanalyse dar.

Wahrend der LN-MCP-1 in der univariaten Analyse nicht signifikant ist, zeigt er sich in
der multivariaten Cox Regressionsanalyse als signifikanter Pradiktor fiir das Uberleben
(p = 0,042; 0,037; 0,027). Er ist nach dem 6-MWT der zweitstarkste Pradiktor fir das
Uberleben. Der LN-MCP-1 korreliert in dieser Analyse starker mit dem Uberleben, als
der PVR und die NYHA-Stadien.
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Tabelle 6: Uni- und multivariate Cox-Regressionsanalyse (PVR, Geschlecht)

LN-MCP-1: Logarithmierter MCP-1 Wert, HR: Hazard Ratio, 95% CI: 95-%iges Konfidenzintervall, Sig.: Signifikanz

Variable Einzelanalyse Multianalyse

HR (95% ClI) Sig. HR (95% ClI) Sig.
LN-MCP-1 1,58 (0,94 - 2,66) 0,085 1,74 (1,02-2,97) 0,042
PVR 1,00 (1,00-1,002) 0,140
Geschlecht 2,03 (0,83 — 4,97) 0,120

Tabelle 7: Multivariate Cox-Regressionsanalyse plus 6-MWT

LN-MCP-1: Logarithmierter MCP-1 Wert, HR: Hazrad Ratio, 95% CI: 95-%iges Konfidenzintervall, Sig.: Signifikanz

Variable Einzelanalyse Multianalyse

HR (95% CI) Sig. HR (95% CI) Sig.
LN-MCP-1 1,58 (0,94 - 2,66) 0,085 1,997 (1,044 — 3,821) 0,037
PVR 1,001 (1,000 - 1,002) 0,143
Geschlecht 1,565 (0,525 - 4,669) 0,422
6-MWT 0,990 (0,985 — 0,996) < 0,001

Tabelle 8: Multivariate Cox-Regressionsanalyse plus NYHA-Stadien

LN-MCP-1: Logarithmierter MCP-1 Wert, HR: Hazrad Ratio, 95% ClI: 95-%iges Konfidenzintervall, Sig.: Signifikanz

Variable Einzelanalyse Multianalyse
HR (95% ClI) Sig. HR (95% ClI) Sig.

LN-MCP-1 1,58 (0,94 — 2,66) 0,085 2,179 (1,093 - 4,343) 0,027
PVR 1,001 (0,999 - 1,002) 0,395
Geschlecht 0,983 (0,287 - 3,363) 0,978
6-MWT 0,990 (0,985 - 0,996) 0,001
NYHA I Referenz 0,060
NYHA 11l 0,672 (0,122 - 3,711) 0,649
NYHA IV 0,219 (0,057 - 0,847) 0,028

In den univariaten Cox-Regressionsanalysen fir die Untergruppen der PH lassen sich
nur in der IPAH-Gruppe signifikante p-Werte fiir den logarithmierten MCP-1-
Plasmaspiegel als Uberlebenspradiktor feststellen. Fir alle anderen Untergruppen

ergeben sich keine signifikanten Vorhersagen (s. Tab. 9).

Tabelle 9: Univariate Cox-Regression; Uberleben LN-MCP1 fiir die einzelnen Atiologien

LN-MCP-1: Logarithmierter MCP-1 Wert, HR: Hazrad Ratio, 95% CI: 95-%iges Konfidenzintervall, Sig.: Signifikanz

Atiologien HR (95% CI) Sig.
IPAH 3,421 (1,062 -11,026) 0,039
CVD 0,840 (0,368 - 1,918) 0.679
CTEPH 1,487 (0,434 - 5,094) 0,528
PVH
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4.1.8 Einzelgruppenanalyse

4.1.8.1 IPAH-Patientenkollektiv

Die IPAH-Gruppe umfasst insgesamt 35 Patienten, wobei 20 Patienten weiblich (57%)
und 15 mannlich (43%) sind. 11 Patienten (31%) sind im NYHA-Stadium II, 19
Patienten (54%) im Stadium Il und 5 Patienten (15%) befinden sich im Stadium IV. Die
hamodynamischen Daten des IPAH Kollektivs sind in Tabelle 3 abgebildet.

Die Konzentrationen der MCP-1-Plasmaspiegel reichen von 37,6 pg/ml bis 904,6
pg/ml. Der Median (IQR) betragt 172,60 pg/ml (IQR 170,29 pg/ml). In der
logarithmierten Darstellung betragt der Mittelwert £SD 5,20 +0,67. In der IPAH-Gruppe
zeigen sich weder zwischen den funktionellen Klassen (p=0,681) noch zwischen den
Geschlechtern (p=0,254) signifikante Unterschiede im MCP-1-Plasmaspiegel der
Patienten. Die Pearson-Korrelation zeigt keine signifikanten Zusammenhange
zwischen den hamodynamischen Parametern und den logarithmierten MCP-1-
Konzentrationen. In die Mortalitatsanalyse werden alle 35 Patienten miteinbezogen.
Von ihnen versterben 7 Patienten (20%) im Beobachtungszeitraum. Das 1-
Jahresuberleben liegt bei 94,2%. Das 3- bzw. 5-Jahresuberleben betragt 79,4%. Auch
in der Subgruppenanalyse werden die MCP-1-Werte wieder in Quatrtile aufgeteilt. Das
erste Quartil umfasst 12 Patienten, von denen 2 versterben (16,6%), das zweite Quartil
beinhaltet 9 Patienten mit einem Todesfall (11,1%). Das dritte und vierte Quartil
beinhalten jeweils 7 Patienten, im dritten Quartil verstirbt kein Patient, im Vierten
versterben 4 Patienten (57,1%). Der Log-Rank-Test zeigt eine signifikante Differenz in
der Uberlebenszeit zwischen den einzelnen Quartilen an (p=0,023) (s. Abb. 15). In der
Cox-Regression zeigt sich eine Hazard Ratio von 3,421 (95% CI 1,06-11,03; p=0,039).
Dementsprechend steigt pro Anstieg des logarithmierten MCP-1-Wertes die
Wahrscheinlichkeit zu versterben um das 3,4-fache. Im Interquartil-Vergleich zeigt sich
ein grenzwertig signifikanter Unterschied in der Cox-Regression (p=0,046) (s. Abb. 16).
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve fiir die log. MCP-1-Quartile (nur IPAH)
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Abbildung 16: Cox-Regression - Uberleben fiir die log. MCP-1-Quartile (IPAH)

4.1.8.2 CVD-Patientenkollektiv

Das CVD-Kollektiv umfasst eine Gruppe von 35 Patienten. Von ihnen sind 28 (82,3%)
weiblich, 7 Patienten (20%) sind mannlich. In NYHA-Stadium Il befinden sich 6
Patienten (17,1%), im Stadium 1l sind 21 Patienten (60,7%) und im Stadium IV sind es
8 Patienten (22,8%). Die Verteilung der hamodynamischen Parameter des Kollektivs
findet sich in Tabelle 3. Das gemessene Spektrum von MCP-1-Plasmaspiegeln reicht

von 81,4 pg/ml bis 2000,0 pg/ml. Wobei 2000 pg/ml die maximale Grenze des zu
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detektierenden Bereichs des ELISA’s wiederspiegelt. Der Median (IQR) betragt 285,0
pg/ml (IQR 296,35 pg/ml). Nach Logarithmierung ergibt sich ein Mittelwert +SD von
5,73 £0,75. Mittels Kruskal-Wallis-Test lassen sich keine signifikanten Unterschiede in
den logarithmierten MCP-1-Plasmaspiegeln zwischen den funktionellen Klassen
feststellen (p=0,859). Gleiches gilt fir den Unterschied zwischen den Geschlechtern
(p=0,949). Die Korrelationsanalysen zeigen fiur keinen der genutzten
hamodynamischen Parameter einen signifikanten Zusammenhang.

In die Mortalitatsanalyse flieRen alle 35 Patienten mit ein. 11 der Patienten versterben
im Beobachtungszeitraum (31,4%). Das 1-Jahresiiberleben betragt 83,9%, fiir das 3 —
bzw. 5-Jahresiberleben ergeben sich Werte von 66,8% bzw. 54,6%. Der Log-Rank-
Test zeigt keine signifikanten Differenzen fir das Uberleben zwischen den
logarithmierten MCP-1-Plasmaspiegeln (p=0,424). Die Cox-Regressionsanalyse in
Bezug auf das Uberleben ist bei einem Hazard Ratio von 0,840 statistisch nicht
signifikant (95% CI 0,368-1,918; p=0,679).

4.1.8.3 CTEPH-Patientenkollektiv

Dieses Kollektiv umfasst 37 Patienten. Davon sind 17 Patienten weiblich (45,9 %), 20
sind mannlich (54%). Im NYHA-Stadium Il befinden sich 11 Patienten (29,7%), im
Stadium 11l sind 21 Patienten (56,7%) und im Stadium IV sind es 5 Patienten (13,5 %).
Von einem Patienten ist kein NYHA-Stadium bekannt. Die hdmodynamischen Werte
des CTEPH-Kaollektivs finden sich in Tabelle 3. Die Spanne der Ergebnisse der MCP-1-
Plasmaspiegel reicht von 43,6 pg/ml bis 2000,0 pg/ml. Der Median (IQR) betragt
225,62 pg/ml (IQR 192,14 pg/ml). Nach Logarithmierung der Ergebnisse zeigt sich ein
arithmetisches Mittel £SD von 5,43 +0,69. Statistisch kann zwischen den funktionellen
Klassen kein Unterschied in den logarithmierten MCP-1-Konzentrationen festgestellt
werden (p=0,312). Auch zwischen den Geschlechtern ist kein Unterschied darstellbar
(p=0,294). Die Korrelationen der hamodynamischen Parameter mit den logarithmierten
MCP-1-Plasmawerten sind statistisch nicht signifikant. In die Mortalitdtsanalyse flie3en
die Daten von 36 Patienten ein. Es versterben 4 von ihnen (11%) im
Beobachtungszeitraum. Das 1-,3-, und 5-Jahresuberleben betragt jeweils 86,6%. Im
Log-Rank-Test bestatigt sich kein Unterschied in der Uberlebenszeit zwischen den
einzelnen logarithmierten MCP-1-Quatrtilen (p=0,997). In der sich anschlieRenden Cox-
Regressionsanalyse stellt sich das Hazard Ratio von 1,487 nicht statistisch signifikant
dar (95% CI 0,434-5,094; p=0,528).

4.1.8.4 PVH-Patientenkollektiv
Das PVH-Kollektiv umfasst 24 Patienten, wovon 15 weiblich (62,5%) und 9 mannlich
(37,5 %) sind. Insgesamt gehdren 9 Patienten dem NYHA-Stadium Il an (37,5 %), 13
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Patienten sind im Stadium IIl (54,2 %) und 2 Patienten im Stadium IV (8,3 %). Die
Hamodynamik der Patientengruppe wird in Tabelle 3 aufgefihrt. Die Spannweite der
MCP-1-Messungen reicht im PVH-Kollektiv von 76,3 bis 529,7 pg/ml. Der Median
(IQR) betragt 230,54 pg/ml (IQR 146,71 pg/ml). Nach Logarithmierung stellt sich der
Mittelwert +SD mit 5,40+ 0,46 dar. Im Kruskal-Wallis-Test zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede in den logarithmierten MCP-1-Konzentrationen zwischen
den funktionellen Klassen (p=0,827). Auch zwischen den Geschlechtern kann mittels
Varianzanalyse kein signifikanter Unterschied in den logarithmierten MCP-1-Werten
festgestellt werden (p=0,073).

Die Pearson-Korrelationen mit den hadmodynamischen Parametern ergeben wie bei
den vorherigen Gruppen keine signifikanten Zusammenhénge mit den logarithmierten
MCP-1-Plasmakonzentrationen. In der Mortalitatsanalyse werden alle 24 Patienten
bertcksichtigt. Es verstirbt kein Patient im Beobachtungszeitraum. Dementsprechend
lassen sich keine Ruckschlisse mittels Kaplan-Meier-bzw. Cox-Regressionsanalyse

ziehen.
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4.2 Ergebnisse fur TM

4.2.1 Charakterisierung des TM-Patientenkollektivs

Fur die TM-Messungen werden insgesamt 180 Proben verwendet. Davon sind 113
Patienten weiblich (62,8%), 67 Patienten sind méannlich (37,2%). Das Verhaltnis
weiblicher zu maéannlichen Patienten betrégt 1,6:1. Das durchschnittliche Alter der
Patienten betragt 63,5 + 13,4 Jahre. Insgesamt stammen 39 Proben von IPAH-
Patienten (21,7%), 39 von CVD-Patienten (21,7%), 36 von CTEPH-Patienten (20%),
28 von PVH-Patienten (15,6%) und 38 Proben von Patienten mit einem Ausschluss
einer PH (21,1%). 47 Patienten des TM-Kollektivs sind dem NYHA-Stadium Il
zugeordnet (26,1%), 96 Patienten dem Stadium Il (53,3%) und 25 Patienten gehoéren
dem NYHA-Stadium IV an (13,9%). Von 12 Patienten fehlen die Informationen Uber die
funktionelle Klasse. Belastungsfahigkeit und pulmonale Hamodynamik des
Patientenkollektivs werden in Tabelle 10 und 11 dargestellt. Die statistischen Werte
werden als Mittelwert +Standardabweichung (bei Normalverteilung) oder als Median

mit Interquartilabstand (bei nicht—-normalverteilten Daten) aufgezeigt.

Tabelle 10: durchschnittliche Himodynamik des gesamten TM-Patientenkollektivs

m: Meter, mmHg: Millimeter Quecksilberséule, I/min: Liter pro Minute, ml/min/m2: Milliliter pro Minute pro Quadratmeter,
dyn*sec*cm-5, N: Anzahl der Proben, SD: Standardabweichung, IQR: Interquartil range, Interquartilabstand.

Hamodynamik 6-MWT MPAP PAWP HZV Cl PVR
Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Median;
(= SD) (= SD) (= SD) (= SD) (= SD) IQR
Einheit m mmHg mmHg I/min. ml/min/m2 dyn*sec*cm-
5
N 148 180 180 180 180 180
314,94 37,71 9,95 4,50 2,41 452: 547
(x122,19) (x14,77) (+ 5,45) (x1,26) (x- 0,62)
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Tabelle 11: Himodynamik der einzelnen Entitdten des TM-Kollektivs

m: Meter, mmHg: Millimeter Quecksilbersaule, I/min: Liter pro Minute, ml/min/m Milliliter pro Minute pro Quadratmeter,
dyn*sec*cm-5, N: Anzahl der Proben, SD: Standardabweichung, IQR: Interquartil range, Interquartilabstand.

6-MWT MPAP PAWP HZV Cl PVR
Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert  Median
(= SD) (x SD) (= SD) (x SD) (= SD) (IQR)

Einheit m mmHg mmHg ml/min I/min/m?2 dyn*sec*cm-5

IPAH 353,47 47,74 7,95 4,02 2,20 750,00 (636)
(127,45) (15,23) (3,04) (1,04) (0,56)

CVD 292,71 43,64 7,61 4,12 2,31 670,00 (519)
(126,72) (10,57) (3,55) (0,99) (0,53)

CTEPH 295,94 39,89 9,65 4,46 2,30 482,00 (405)
(115,73) (9,528) (4,07) (1,33) (0,60)

PVH 312,95 38,89 18,25 4,84 2,60 331,50 (290)
(93,43) (9,77) (6,14) (1,25) (0,63)

Ausschl. 312,44 18,39 8,55 5,15 2,71 153,50 (107)
(130,15) (3,82) (3,72) (1,34) (0,64)

4.2.2 Charakterisierung des Ausschlusskollektivs

Das Ausschlusskollektiv beinhaltet 38 Patienten. Das Verhdltnis mannlicher zu
weiblichen Patienten ist 1:2,1. Das durchschnittliche Alter der Patienten betragt 66 +10
Jahre. Der durchschnittiche BMI ist 27,82 +7,31 kg/m2. Die echokardiographisch
gemessene linksventrikulare Ejektionsfraktion zeigt sich im Durchschnitt mit 59 +14 %.
Insgesamt weisen 14 Patienten (36,8%) der Ausschluss-Gruppe eine diastolische
Compliance-Stdrung des linken Ventrikels auf (echokardiographisch gemessen). Als
Diagnose zeigen 16 Patienten (42,1%) eine kardiologische Erkrankung, 15 Patienten
(39,5 %) sind pulmonal erkrankt, 3 Patienten (7,9 %) weisen ein begleitendes
thrombembolisches Ereignis auf. Weiter 4 Patienten haben eine Kollagenose als
Nebenbefund (10,5 %).

4.2.3 TM-Plasmaspiegel

Die Messungen aller TM-Plasmawerte ergibt im Histogramm ebenfalls eine links-
gipflige Verteilung, die eine Logarithmierung zum Erhalt eines normalverteilten
Graphen notwendig macht. Es zeigt sich eine Messbreite von 0,2 bis 6,91 ng/ml. Der
Median der linksverteilten Daten betragt 2,34 ng/ml (IQR 2,07 ng/ml). Der
arithmetische Mittelwert +SD aller TM-Messungen betragt 2,66 +1,58 ng/ml (s. Abb.
17). In der logarithmierten normalverteilten Darstellung betragt er 0,75 +0,79 (s. Abb.
18).
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Abbildung 17: durchschnittliche TM-Plasmaspiegel aller Messungen
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Abbildung 18: logarithmierte TM-Plasmaspiegel aller Messungen

4.2.3.1 TM-Plasmaspiegel der einzelnen Entitaten

Fur die einzelnen Entitdten ergeben sich ein TM-Median von 2,29 ng/ml (IQR 1,81
ng/ml) fir die IPAH-Gruppe, 2,11 ng/ml (IQR 2,00 ng/ml) in der CVD-Gruppe, 2,55
ng/ml (IQR 2,15 ng/ml) in der CTEPH-Entitat, 2,91 ng/ml (IQR 2,15 ng/ml) fur die PVH-
Gruppe und 1,926 ng/ml (IQR 2,81 ng/ml) in der Ausschluss-Gruppe (s. Abb. 19). Die
Varianzanalyse mittels ANOVA-Test zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen

den einzelnen logarithmierten Plasmakonzentrationen der PH-Entitaten auf (p=0,748).
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Die gemessenen TM-Konzentrationen lassen weder eine Differenzierung zwischen den
an PH-Erkrankten und dem Kontrollkollektiv, noch zwischen den unterschiedlichen

Entitaten, zu.
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Abbildung 19: Boxplot-Darstellung fiir die TM-Plasmaspiegel der einzelnen Atiologien

4.2.3.2 TM-Plasmaspiegel der NYHA-Stadien und der Geschlechter

Auch im TM-Kollektiv werden die Analysen der TM-Spiegel fir die NYHA-Stadien und
die Geschlechterverteilung unter Ausnahme der PH-Ausschlussgruppe durchgefihrt.
Tab. 12 fasst die TM-Plasmaspiegel der einzelnen NYHA-Stadien und der
Geschlechter mittels Median und IQR zusammen. Die Varianzanalyse zwischen den
funktionellen Klassen kann kein signifikanter Unterschied in den logarithmierten TM-
Plasmaspiegeln nachweisen (p=0,639). Der TM-Spiegel korreliert nicht mit
ansteigendem NYHA-Stadium. Auch zwischen den Geschlechtern ist keine signifikante
Differenz in den logarithmierten TM-Spiegeln darzustellen (p=0,222).

Tabelle 12: TM-Plasmaspiegel als Median aufgelistet fiir NYHA-Stadien und Geschlecht

ng/ml: Nanogramm pro Milliliter, IQR: Interquartil range, Interquartilabstand

NYHA Stadium TM-Plasmaspiegel
Median (ng/ml) IQR (ng/ml)

I 2,03 2,46

1] 2,51 1,91

v 2,47 1,78
Geschlecht

Mannlich 2,10 1,88
Weiblich 2,38 1,97
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4.2.3.3 Korrelation der TM-Plasmaspiegel mit der Himodynamik

Tabelle 13 stellt die Zusammenhdnge als Pearson-Korrelation zwischen
logarithmiertem TM-Plasmaspiegel und H&modynamik der Patienten dar. Die
Korrelation ist signifikant ab einem p-Wert von 0,05. Zwischen dem PVR und dem
logarithmierten TM-Plasmaspiegel kann eine signifikante Korrelation mit einem
Korrelationskoeffizienten von -0,18 aufgewiesen werden (p=0,032) (s. Abb. 20). Je
hoher der PVR ist, desto niedriger sind die logarithmierten TM-Konzentrationen der

Patienten.

Tabelle 13: Pearson-Korrelation LN-TM-Spiegel und Himodynamik

LN-MCP-1: Logarithmierter MCP-1 Wert, Sig.: Signifikanz, N: Anzahl der Proben

LN-TM
Pearson Sig. N
Korrelation r
6-MWT -0,099 0,277 132
MPAP -0,124 0,142 142
PAWP 0,138 0,102 142
HzV -0,011 0,900 142
Cl -0,028 0,738 142
PVR -0,180 0,032 142
2,000
1,000
I :OOO_ (o] @ Q .
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PVR [dyn*sec*cm-3]
Abbildung 20: Korrelation zwischen den log. TM-Konzentrationen und dem PVR
4.2.4 Mortalitatsanalyse aller PH-Patienten
In die Mortalitidtsanalyse werden 141 PH-Patienten miteinbezogen. Es verstarben 27

Patienten in Beobachtungszeitraum (19,1%). Von einem Patienten gibt es keine
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Information (iber den Status des Uberlebens. In der Kaplan-Meier-Darstellung zeigt
sich fur die Patienten in der TM-Gruppe ein 1-Jahres-Uberleben von 90,1%, ein 3-
Jahres-Uberleben von 73,8% und ein 5-Jahresiiberleben von 68,9% (s. Abb. 21). Die
mittlere Uberlebenszeit des TM-Patientenkollektivs sind 135 Monate (95% CI 109-160

Monate).
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Darstellung fiir das Uberleben aller Patienten mit PH

4.2.4.1 Mortalitadtsanalyse in Bezug auf die Hohe von TM

Das erste Quartii des TM-Kollektivs umfasst 35 Patienten, von denen 7 im
Beobachtungszeitraum versterben (20%). Im zweiten Quartil versterben 8 von 35
Patienten (22,8%). Das dritte Quartil beinhaltet 36 Patienten. Es versterben 6 von
ihnen (16,6%). Im vierten Quartil sind 35 Patienten vertreten, es versterben 7 im
Beobachtungszeitraum (20%). Patienten im zweiten Quartil weisen demnach die
kirzeste Uberlebenszeit auf (s. Abb. 22). Der Log-Rank-Test weist zwischen den
einzelnen TM-Quartilen jedoch keine signifikanten Unterschiede fur das Uberleben
nach (p=0,961).
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Darstellung fiir das Uberleben der TM-Quartile

4.2.5 Time to clinical worsening aller PH-Patienten

Im TM-Patientenkollektiv werden 135 Patienten in die TTCW-Analyse einbezogen. Von
7 Patienten liegt keine Information Uber die Therapieerweiterung vor. Bei insgesamt 58
von 135 Patienten (43%) ist eine Erweiterung der TherapiemalRnahmen notwendig. Die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Therapieeskalation liegt im TM-Kollektiv nach einem Jahr
bei 30,4%, nach 3 Jahren bei 55,9% und nach 5 Jahren bei 65,2% (s. Abb. 23). Die
durchschnittliche Dauer bis zum Erhalt einer Kombinationstherapie liegt bei 65
Monaten (95% CI 43 — 87 Monate).
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Darstellung fiir die Zeit bis zur klin. Verschlechterung fiir alle Patienten mit PH

4.2.5.1 Time to clinical worsening in Bezug auf die HOhe von TM

Auch im TM-Kollektiv werden die Patienten nach Hohe der Plasmaspiegel in vier
Quartile aufgeteilt. Das erste Quartil beinhaltet 33 Patienten von denen 15 (45,5%) im
Beobachtungszeitraum eine Kombinationstherapie benétigen. Die durchschnittliche
Dauer bis zum Erhalt der Therapie betréagt 57 Monate (95% CI 30-83 Monate). Im
zweiten Quartil erhalten 21 (63,6%) von 33 Patienten eine Therapieausweitung. Der
Log-Rank-Test zeigt signifikante Unterschiede in der Zeit bis zur klinischen
Verschlechterung zwischen den TM-Quartilen (p=0,016). Das erste und zweite Quartil
der TM-Plasmaspiegel gehen mit einer verkirzten Zeit bis zur Kklinischen
Verschlechterung einher (s. Abb. 24). Die langste ereignisfreie Zeit ergibt sich fur die

Patientengruppe mit den héchsten TM-Plasmaspiegeln.
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Darstellung fiir die Zeit bis zur klin. Verschlechterung der TM-Quartile

4.2.6 Cox-Regressionsanalyse aller PH-Patienten

Die Cox Regression fir die TM Messungen zeigt ein HR von 1,10 (95% CI 0,7-1,719;
p=0,686). Pro Anstieg des logarithmierten TM-Wertes um eine Einheit steigt das
Risiko zu versterben um 9,7% (s. Abb. 25). Im Interquartil-Vergleich zeigen sich HR
von 0,791 (1. gegen 4. Quartil), 0,920 (2. gegen 4. Quartil) und 0,772 (3. gegen 4.
Quartil) mit jeweils nicht signifikantem p. Es kénnen keine wesentlichen Unterschiede
im Uberleben zwischen den einzelnen TM-Quartilen festgestellt werden (p= 0,962) (s.
Abb. 26).
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Abbildung 25: Cox-Regression - Uberleben aller Patienten mit PH
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Abbildung 26: Cox-Regression - Uberleben fiir die TM-Quartile
4.2.6.1 Cox-Regressionsanalyse — Time to clinical worsening
Fur die Zeit bis zur klinischen Verschlechterung zeigt sich mit einem HR von 0,806
(95% CI 0,608 - 1,070; p=0,136) keine Signifikanz. Pro Abfall des logarithmierten TM-
Plasmaspiegels um eine Einheit, steigt das Risiko fur eine klinische Verschlechterung
um 19,4% (s. Abb.27). Im Vergleich gegeneinander zeigen die einzelnen Quatrtile ein
HR von 1,81 fur das erste gegen das vierte Quartil (95% CI 0,83-3,97, p=0,14), 2,69 fur
das zweite gegen das vierte Quartil (95% CI 1,26-5,74, p=0,010) und 2,032 (95% CI
0,9-4,59, p=0,09) fur das dritte gegen das vierte Quartil. Es zeigt sich, dass zwischen
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dem zweiten und dem vierten Quartil pro Anstieg des LN-TM die Wahrscheinlichkeit ftir

eine Kklinische Verschlechterung mehr als doppelt so hoch ist (s. Abb. 28).
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Abbildung 27: Cox-Regression fiir die Zeit bis zur klin. Verschlechterung aller Patienten mit PH
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Abbildung 28: Cox-Regression fiir die Zeit bis zur klin. Verschlechterung fiir die TM-Quartile
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4.2.7 Uni-und multivariate Cox-Regressionsanalyse

Auch in der TM-Versuchsreihe wird durch die multivariaten Analysen die Aussagekraft
des TM-Plasmaspiegels als Uberlebensmarker mit bereits etablierten Parametern
(PVR, 6-MWT, Geschlecht und NYHA-Stadien) verglichen. In der univariaten Cox-
Regression zeigt sich der LN-TM als nicht signifikanter Marker fiir das Uberleben. Auch
in der multivariaten Analyse kann sich der LN-TM nicht als signifikanter Pradiktor

festigen. Tabelle 14 — 16 stellt die uni-und-multivariate Cox-Regressionsanalyse dar.

Tabelle 14: Uni- und multivariate Cox-Regressionsanalyse (PVR, Geschlecht)

LN-TM: Logarithmierter TM-Wert, HR: Hazard Ratio, 95% Cl: 95-%iges Konfidenzintervall, Sig.: Signifikanz

Variable Einzelanalyse Multianalyse

HR (95% ClI) Sig. HR (95% ClI) Sig.
LN-TM 1,09 (0,7-1,719) 0,686 1,232 (0,758-2,002) 0,399
PVR 1,001 (1,000-1,001) 0,161
Geschlecht 1,720 (0,768-3,852) 0,187

Tabelle 15: Multivariate Cox-Regressionsanalyse plus 6-MWT

LN-TM: Logarithmierter TM-Wert, HR: Hazard Ratio, 95% Cl: 95-%iges Konfidenzintervall, Sig.: Signifikanz

Variable Einzelanalyse Multianalyse

HR (95% ClI) Sig. HR (95% ClI) Sig.
LN-TM 1,09 (0,7-1,719) 0,686 1,348 (0,789-2,304) 0,275
PVR 1,001 (1,000-1,002) 0,100
Geschlecht 1,337 (0,491-3,640) 0,569
6-MWT 0,991 (0,986- 0,996) 0,000

Tabelle 16: Multivariate Cox-Regressionsanalyse plus NYHA-Stadien

LN-TM: Logarithmierter TM-Wert, HR: Hazard Ratio, 95% Cl: 95-%iges Konfidenzintervall, Sig.: Signifikanz

Variable Einzelanalyse Multianalyse
HR (95% CI) Sig. HR (95% CI) Sig.

LN-TM 1,09 (0,7-1,719) 0,686 1,248 (0,732-2,128) 0,415
PVR 1,001 (1,000-1,002) 0,294
Geschlecht 1,016 (0,339-3,051) 0,977
6-MWT 0,992 (0,987-0,997) 0,002
NYHA Il Referenz 0,038
NYHA lil 0,559 (0,120-2,594) 0,457
NYHA IV 0,235 (0,074-0,746) 0,014

Fur die einzelnen Atiologien der PH lassen sich ebenfalls keine signifikanten p-Werte
fur den logarithmierten TM-Plasmaspiegel als Uberlebenspradiktor feststellen (s.
Tabelle 17).
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Tabelle 17: Univariate Cox-Regression — Uberleben LN-TM fiir die einzelnen Atiologien

LN-TM: Logarithmierter TM-Wert, HR: Hazard Ratio, 95% Cl: 95-%iges Konfidenzintervall, Sig.: Signifikanz

Atiologien HR (95% CI) Sig.

IPAH 4,083 (0,653-25,529) 0,132
CVD 1,091 (0,624-1,908) 0,760
CTEPH 1,202 (0,292-4,951) 0,799
PVH 0,512 (0,116-2,260) 0,377

4.2.8 Einzelgruppenanalyse

4.2.8.1 IPAH-Patientenkollektiv

Das IPAH-Kollektiv umfasst 39 Patienten, wovon 26 weiblich (66,6%) und 13 ménnlich
(33,3%) sind. 14 Patienten (35,9%) befinden sich im NYHA-Stadium I, 22 (56,4%) sind
im Stadium 1l und dem Stadium IV sind 3 Patienten (7,7%) zugeordnet. Die
hamodynamischen Parameter des Kollektivs sind in Tabelle 11 aufgefthrt. In der
IPAH-Gruppe reichen die TM-Plasmakonzentrationen von 0,2 bis 5,725 ng/ml. Der
Median betragt 2,29 ng/ml (IQR 1,81 ng/ml). Nach Logarithmierung betragt der
Mittelwert £SD 0,689 0,806 ng/ml. Die Varianzanalysen zeigen weder zwischen den
einzelnen funktionellen Klassen (p=0,677), noch zwischen den Geschlechtern
(p=0,670) signifikante Differenzen in den logarithmierten TM-Konzentrationen. In den
Korrelationen mit den hdmodynamischen Parametern zeigen sich fur den mPAP mit
einem Koeffizienten von -0,363 (p=0,023), fur den PVR mit einem
Korrelationskoeffizienten von -0,559 (p=0,0002) als auch fir das HZV mit einem
Koeffizienten von 0,334 (p=0,038) signifikante Zusammenhange (s. Abb. 29-31). Die
Mortalitdtsanalyse wird mit allen 39 Patienten durchgefiihrt. 6 Patienten (15,4%)
versterben im Beobachtungszeitraum. Das 1-,3- und 5-Jahresuberleben liegt bei
94,8%, 81,9% und 81,9%. Das durchschnittliche Uberleben im IPAH-Kollektiv liegt bei
150 Monaten (95% CI 129-171 Monate). Im Log-Rank-Test zeigt sich kein Unterschied
bezuglich der Mortalitat zwischen den TM-Quartilen (p=0,547). In der Cox-Regression
zeigt sich ein nicht signifikantes Hazard Ratio von 4,084 (95% Cl 0,653-25,529;
p=0,132).
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Abbildung 29: Korrelation zwischen log. TM-Konzentrationen und mPAP (nur IPAH)
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Abbildung 30: Korrelation zwischen log. TM-Konzentrationen und HZV (nur IPAH)
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Abbildung 31: Korrelationen zwischen log. TM-Konzentrationen und PVR (nur IPAH)
4.2.8.2 CVD-Patientenkollektiv
Das CVD-Kollektiv enthalt 39 Patienten. Davon sind 31 weiblichen (79,5%) und 8
mannlichen Geschlechts (20,5%). 7 Patienten (17,9%) sind der NYHA-Klasse |l
zugeordnet, 19 Patienten (48,7%) der Klasse Ill und weitere 13 Patienten (33,3%)
werden der Klasse IV nach NYHA zugeteilt. Alle hamodynamischen Parameter des
Kollektivs sind in Tabelle 11 dargestellt. Die Spannweite der TM Konzentrationen reicht
im CVD-Kollektiv von 0,2 bis 6,911 ng/ml. Der Median betragt 2,11 ng/ml (IQR 2,00
ng/ml). Nach Logarithmierung zum Erhalt einer Normalverteilung ergibt sich fir den
Mittelwert £SD ein Wert von 0,666 +0,831. In Varianzanalyse mit den logarithmierten
TM-Plasmaspiegel lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
funktionellen Klassen darstellen (p=0,416). Auch zwischen den Geschlechtern ist kein
Unterschied feststellbar (p=0,328). Die Korrelationen zwischen logarithmiertem TM-
Plasmaspiegel und den hamodynamischen Parametern stellt sich fir keinen der Werte
signifikant dar. In die Mortalitatsanalyse werden 39 Patienten miteinbezogen. Es
versterben 16 (41%) von ihnen im festgelegten Beobachtungszeitraum. Das 1-
Jahresiberleben in  der CVD-Gruppe betrdgt 82,9%, die 3- bzw. 5-
Jahresuberlebensrate ist 59,2% und 47,4%. Die durchschnittliche Uberlebensdauer in
der CVD-Gruppe sind 78 Monate (95% CI 47-110 Monate). Im Log-Rank-Test zeigen
sich in der CVD-Gruppe keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Uberlebens
bezogen auf die TM-Quartile (p=0,378). Die sich anschlieBende Cox-Regression ist
ebenfalls mit einem Hazard Ratio von 1,091 nicht signifikant (95% CI 0,624-1,908;
p=0,760).
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4.2.8.3 CTEPH-Patientenkollektiv

Die CTEPH-Gruppe besteht aus 36 Patienten, von denen 15 weiblich (41,7%) und 21
mannlich (58,3%) sind. 11 Patienten (30,5%) befinden sich im NYHA-Stadium I, 21
Patienten (58,3%) im Stadium Il und 4 Patienten (111%) sind im NYHA-Stadium IV.
Die Hamodynamik des CTEPH-Kollektivs findet sich in Tabelle 11. Die
Plasmakonzentrationen von TM reichen von 0,2 bis 6,007 ng/ml. Der Median betréagt in
diesem Kollektiv 2,55 ng/ml (IQR 2,15 ng/ml). In der logarithmierten Verteilung betragt
der Mittelwert 0,74 +0,72. In der durchgeflhrten Varianzanalyse zeigen sich keine
Unterschiede in den logarithmierten TM-Konzentrationen zwischen den funktionellen
Klassen (p=0,797). Allerdings zeigt sich zwischen den Geschlechtern eine signifikant
unterschiedliche Plasmakonzentration von TM (p=0,03) (s. Abb. 32). In den Pearson-
Korrelationen lassen sich zwischen den logarithmierten TM-Konzentrationen und den
hamodynamischen Parametern keine signifikanten Zusammenhange darstellen. In die
Mortalitdtsanalyse gehen in dieser Subgruppe 35 Patienten ein. Von diesen versterben
4 Patienten (11,4%). Das 1-, 3- und 5-Jahrestiberleben stellt sich mit 89,8%, 67,3%
und 67,3% dar. Das mittlere Uberleben betragt 146 Monate (95% CI 79-213 Monate).
Der Interquartil-Vergleich mittels Log-Rank-Test fir die Mortalitit bezogen auf die
logarithmierten TM-Plasmaspiegel ist nicht signifikant (p=0,108). Die Cox-Regression
ist mit einem Hazard Ratio von 1,202 ist ebenfalls nicht signifikant (95% CI 0,292-
4,951; p=0,799). Die Vergleiche der Quartile untereinander zeigen keine signifikanten
Unterschiede bezuglich des Uberlebens in der Cox-Regressionsanalyse.
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Abbildung 32: Boxplot-Darstellung der log. TM-Plasmaspiegel fiir die Geschlechter (CTEPH)
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4.2.8.4 PVH-Patientenkollektiv

Die PVH-Gruppe besteht aus 28 Patienten. Von ihnen sind 17 weiblich (60,7%), 11
sind mannlich (39,3%). 12 der Patienten (42,8%) gehoren in die NYHA-Klasse I, 13
Patienten (46,4%) sind in Klasse Ill und 3 Patienten (10,8%) gehtren dem Stadium IV
an. Alle relevanten hdmodynamischen Parameter finden sich in Tabelle 11. Die
Spannweite der TM-Werte reicht von 0,2 bis 6,78 ng/ml. Der Median betragt 2,91 ng/ml
(IQR 2,63 ng/ml). Nach Logarithmierung betragt er 0,92 +0,87. Die Varianzanalyse
ergibt im PVH-Kollektiv keine signifikanten Unterschiede in den logarithmierten TM-
Konzentrationen zwischen den funktionellen Klassen (p=0,344). Gleiche Aussage gilt
fur einen Unterschied zwischen den Geschlechtern (p=1,0). Allerdings kann in der
Korrelationsanalyse zwischen dem 6-MWT und dem logarithmierten TM-Plasmaspiegel
mit einem Koeffizienten von -0,50 (p=0,027) ein signifikanter Zusammenhang
dargestellt werden (s. Abb. 33). In der Mortalititsanalyse werden 28 Patienten
betrachtet. Ein Patient (3,5%) verstirbt im Beobachtungszeitraum. Das 1-, 3- und 5-
Jahresuberleben betragt 94,7%. Die mittlere Uberlebenszeit in diesem Kollektiv betragt
47 Monate (95% CIl 42-52 Monate). Im Vergleich zeigen sich keine signifikanten
Differenzen im Uberleben zwischen den einzelnen TM-Quartilen (p=0,149). In der sich
anschlieRenden Cox-Regression stellt sich ein nicht signifikantes HR von 0,512 dar
(95% CI 0,116-2,260; p=0,377).
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Abbildung 33: Korrelation zwischen den log. TM-Konzentrationen und 6-MWT (nur PVH)
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wird die Fragestellung untersucht, ob MCP-1 und TM als
diagnostischer bzw. prognostischer Marker in der Diagnostik bzw. im klinischen Verlauf
der PH eine Rolle spielen kdnnten. Beide Marker sind in der Literatur bereits bei
Patienten mit PH als beschrieben worden [117][120][124]. MCP-1 und TM werden
hinsichtlich ihrer Konzentration im Blutplasma und Korrelation zur Hamodynamik sowie
ihres Potentials als Mortalitatspradiktor und diagnostischer Marker untersucht. Mittels
MCP-1 konnten wir weder diagnostische Aussagen, noch Diskriminierung zwischen
den Schweregraden der PH-Erkrankung machen. Auch als progostischer Marker fur
Mortalitat bzw. die Zeit bis zur klinischen Verschlechterung zeigt sich in der univariaten
Analyse keine richtungsweisende Aussagekraft. Allerdings korreliert in der
multivariaten Cox-Regression der LN-MCP-1 als zweitstarkster Faktor (nach dem 6-
MWT) mit dem Uberleben und zeigt prognostischen Wert. Auch in der
Einzelgruppenanalyse stellt sich in der IPAH-Gruppe der LN-MCP-1 als signifikanter

Uberlebensmarker heraus.

Fir TM lassen sich in unseren Analysen keine diagnostischen Eigenschaften
darstellen. Eine Korrelation mit dem Schweregrad der PH ist ebenfalls nicht
nachweisbar. Allerdings kann TM als prognostischer Marker fir die Zeit bis zur
klinischen Verschlechterung herangezogen werden, wobei Patienten mit hohen TM-
Spiegeln, die langste ereignisfreie Zeit aufweisen. Es zeigen sich auch im IPAH-
Kollektiv relevante Zusammenhdnge zwischen der Hohe des TM-Spiegels und den

etablierten hamodynamischen Faktoren wie PVR, HZV und mPAP.

5.1 Diskussion der MCP-1-Datenauswertung

Fur MCP-1 konnte zwischen den Gruppen ,an PH erkrankt‘ und ,nicht an PH erkrankt*
keine signifikante Differenz im Plasmaspiegel festgestellt werden. Zwischen der CVD-
und IPAH-Gruppe zeigten sich allerdings signifikant unterschiedliche MCP-1-
Plasmaspiegel (p=0,005). Im Vergleich zu den bis jetzt veréffentlichten Daten zu MCP-
1 als Marker in PH, wurden in unseren Analysen als Kontrollgruppe absichtlich kein
vollkommen gesundes Patientenkollektiv genutzt. In den Arbeiten von Itoh et al.,
Hashimoto et al., Bakouboula et al. sowie Cella et al. wurden jeweils die MCP-1-
Plasmaspiegel von PH-Patienten mit einem gesunden Kontrollkollektiv verglichen
[124][125][126][120]. Hier zeigten Itoh et al. in der Gegenuberstellung zwischen einem
vollkommen gesunden Kontrollkollektiv (13 Kontrollen) mit IPAH-Patienten (28
Patienten) und CVD-Patienten (7 Patienten), dass eine Differenzierung mittels MCP-1-

Plasmaspiegeln, vor allem im frihen Stadium der Erkrankung méglich ist. Die hochsten
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MCP-1-Spiegel zeigten sich in ihren Analysen bei Patienten mit PH aufgrund von CVD
[124]. Diese Ergebnisse decken sich mit unserer Datenauswertung. Bei uns wiesen die
Patienten in der CVD-Gruppe ebenfalls die hochsten MCP-1-Spiegel auf, wobei nur
zum |PAH-Kollektiv eine statistisch signifikante Differenz nachgewiesen werden
konnte. Auch Hashimoto et al. konnten zwischen Patienten mit IPAH (16 Patienten)
und einem gesunden Kontrollkollektiv (16 Patienten) signifikante Unterschiede in dem
MCP-1-Level feststellen, wobei die Hohe des MCP-1-Spiegels auch mit steigendem
NYHA-Stadium korrelierte. Eine Therapie mit Epoprostenol konnte die Spiegel von
MCP-1 in der PH-Gruppe signifikant reduzieren [125]. Mit den Daten von Cella et al.
konnten ebenfalls signifikant unterschiedliche MCP-1-Plasmakonzentrationen zwischen
einer gesunden Kontrollgruppe (18 Kontrollen) und Patienten mit PH aufgrund von
Kollagenosen (18 Patienten) festgestellt werden [120]. Dass in unsere Arbeit keine
signifikant erhthten MCP-1-Level der PH-Gruppen (111 Patienten) zu dem
Ausschlusskollektiv (36 Patienten) festgestellt wurden, mag vor allem daran liegen,
dass die Patienten mit Ausschluss einer PH in unserem Kollektiv andere Erkrankungen
aufweisen. Von den 36 Patienten der MCP-1-Ausschlussgruppe sind 47,2%
anderweitig pulmonal, 36,1% kardiologisch sowie 8,3% an einem thrombembolischen
Ereignis bzw. 8,3% an einer Kollagenose vorerkrankt. Da erhéhte MCP-1-
Konzentrationen ein generelles Indiz fir chronische GefalRentzindung und
Umbauprozesse sind, kénnte dies ein Grund fiir die fehlenden Unterschiede in den
Plasmaspiegel der PH- und Nicht-PH-Gruppe sein [106]. In unsere Arbeit wurden
neben der IPAH- und CVD-Gruppe auch Patienten mit CTEPH bzw. PVH
miteinbezogen. Jedoch konnte nur fir die CVD-Gruppe verglichen mit der IPAH-
Gruppe ein signifikanter Unterschied dargestellt werden. Auch bei Patienten mit
systemischer Sklerose ohne PH, sowie Patienten mit SLE konnten signifikant erhdhte
MCP-1-Spiegel nachgewiesen werden [127][128]. Dementsprechend scheint MCP-1
besonders in der Pathogenese von Kollagenosen ein wichtiger Marker zu sein. Daraus
resultierend kénnte MCP-1 vor allem in der Diagnostik von PH aufgrund von CVD eine
Rolle spielen. Allerdings wurde in der CVD-Gruppe kein Hinweis auf einen Nutzen von
MCP-1 als Prognose- bzw. klinischer Verlaufsmarker gefunden. Weder zwischen den
NYHA-Stadien noch in der Analyse fir die TTCW und das Uberleben konnten
Unterschiede zwischen den MCP-1-Quartilen nachgewiesen werden. Weitere
Untersuchungen, in Hinblick darauf, ob sich die MCP-1-Spiegel im Krankheitsverlauf
oder im Rahmen einer Therapie in einer CVD-Gruppe verdndern, kbnnten weiteren
Aufschluss tber die Wertigkeit von MCP-1 auch als prognostischen Marker in dieser
Unterform der PH bieten. Cella et al. konnten in ihrer CVD-Patientengruppe durch eine

Bosentan-Therapie jedoch keine signifikanten Veranderungen in den MCP-1-
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Plasmakonzentrationen nachweisen [120]. Eine generelle Differenzierung zwischen
dem CVD-Kollektiv und den restlichen PH-Entitaten ist mit unseren Ergebnissen nicht
reproduzierbar. Auch zwischen weiblichen und ménnlichen Patienten oder zwischen
den einzelnen NYHA-Klassen konnten keine Unterschiede im MPC-1-Plasmaspiegel
aufgewiesen werden. Zur Subspezifizierung zwischen anderweitig vorkrankten
Patienten und PH-Patienten ist MCP-1 in unseren Analysen also nicht anwendbar.
Unter anderem mag dies auch daran liegen, dass die Patienten in unserem Kollektiv
durchschnittlich 63,8 £13,9Jahre alt waren, wohingegen die Patienten bei Hashimoto et
al. ein Durchschnittsalter von 32 +£3 Jahre aufwiesen. Im Patientenkollektiv von Itoh et
al. betrug das Durchschnittsalter 35 bzw. 42 Jahre. Das erhdhte Durchschnittsalter
(und folgende Komorbiditaten) in unserem Patientenkollektiv kdnnte ein weiterer Grund
fur die auch im Ausschlusskollektiv erhbhten MCP-1-Werte sein. Insgesamt scheint die
Spannweite der MCP-1-Plasmaspiegel auch in gesunden Probanden relativ breit zu
sein. Wahrend Hashimoto et al. im gesunden Kontrollkollektiv einen durchschnittlichen
MCP-1-Spiegel von 119.6 £6.9 pg/ml und Itoh et al. von 91 £5 pg/ml nachwiesen, zeigt
sich bei Bakouboula et al. ein Mittelwert von 209,6 +228 pg/ml (vergl. Tab. 18)
[124][125][126]. Der hochste Mittelwert von 239,04 +142,00 pg/ml (Median 193,33
pg/ml) stellt sich allerdings in unserem Ausschlusskollektiv dar. Wahrend MCP-1 als
diagnostischer Marker zwischen gesunden Kontrollen und IPAH-Patienten genutzt
werden konnte, scheint die Sensitivitat von MCP-1 zur Differenzierung zwischen PH-
Patienten und nicht vollkommen gesunden Patienten gering zu sein. Auffallig ist hierbei
auch, dass die durchschnittlichen MCP-1-Plasmaspiegel unseres
Ausschlusskollektives héher sind, als die der IPAH-Gruppe (vergl. Tab. 18). Dies ist
wohl vor allem darauf zuriickzufiihren, dass die Patienten der Ausschlussgruppe in
ihrem hamodynamischen Profil gegenitiber den IPAH-Patienten kaum weniger
eingeschrankt sind. Im 6-MWT zeigt das Ausschlusskollektiv kiirzere Gehstrecken als
das IPAH-Kollektiv, auch der PAWP war im Ausschlusskollektiv hoher als in der IPAH-
Gruppe (vergl. Tab. 18). Festzuhalten ist, dass MCP-1 in unserem Kollektiv auch in der
Ausschlussgruppe stark erhoht ist und dementsprechend kein sensitiver Marker zur
Unterscheidung der PH-Patienten gegeniber anderweitig pulmonal, kardial oder

thrombembolisch vorerkrankter Patienten ist.
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Tabelle 18: Vergleich der Absolut-Werte der MCP-1-Messungen

Werte als Mittelwert tStandardabweichung in pg/ml, (Median; Interquartilabstand in pg/ml)

Autoren Probenmaterial Gesundes Krankes PAH/IPAH CVD-
Ausschlusskollektiv  Ausschluss- Gruppe Gruppe
kollektiv
Hashimoto Serum 119,6 +6,9 265.6 +29.5
et al.
Itoh et al. Plasma 91 +5 253 +24 536 + 90
Cella et al. Plasma 141.5 + 31.2 243.16 +
140.2
Bakouboula Plasma 209,6 +142 413,6 +237
et al.
Unsere Plasma 239,04 £142 223,9 £166 425,12
+44
Daten (193,33) (172,6; >
867) (285;
296)

Im Pearson-Test zeigte sich in der Analyse des Gesamtkollektivs fir MCP-1 zu keinem
der hamodynamischen Parameter (6-MWT, mPAP, PVR, PAWP, HzV, CI) eine
Korrelation. Auch in der Subgruppenanalyse finden sich zwischen MCP-1 und den
hamodynamischen Parametern keine Zusammenhange. Itoh et al. hingegen konnten
zwischen den NYHA-Stadien und MCP-1Spiegeln eine schwache Korrelation
festmachen (r=0.39, p=0.05), wobei bei der geringen Anzahl der Patienten (5 in
Stadium II, 7 in Stadium Ill, 4 in Stadium IV) die Beurteilbarkeit sicherlich eingeschrankt
ist [124].

In der Kaplan-Meier-Analyse in Hinsicht auf die Biomarker-Konzentration von MCP-1
kann im Gesamtkollektiv kein Unterschied im Uberleben zwischen den einzelnen
Quartilen festgestellt werden (p=0,179). Allein im IPAH-Kollektiv zeigt sich ein
signifikanter Uberlebensunterschied zwischen den logarithmierten MCP-1-Quartilen
(p=0,023). Hier geht mit hohen MCP-1-Spiegeln die kiirzeste Uberlebenszeit der
Patienten einher. Auch bei Sepsispatienten prasentiert sich MCP-1 als signifikanter
Uberlebensmarker. Der MCP-1-Plasmaspiegel konnte sogar zwischen mittellangem-
und Langzeit-Uberleben bei Patienten mit Sepsis differenzieren [129]. Am Beispiel des
Herzversagens zeigte sich MCP-1 allerdings nicht als ein klinisch verwertbarer
Biomarker. Mittels MCP-1 lieR sich keine suffiziente Prognoseabschéatzung erlangen
[130]. Unser Ergebnis ist aufgrund der kleinen Fallzahlen pro Quartil (7 bis maximal 12
Patienten) und auch aufgrund der starken Diskrimination hinsichtlich

Krankheitsentitdten zur Sepsis kritisch zu betrachten. Insgesamt ware zu Uberlegen,
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MCP-1-Plasmalevel zumindest bei IPAH-Patienten als Mortalititsmarker weiter zu

verfolgen.

Der Vergleich der logarithmierten MCP-1-Konzentrationen in Hinsicht auf die Zeit bis
zur Therapieausweitung zeigte keine Zeitdifferenzen (p=0,238). Die Literaturrecherche
ergibt hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen MCP-1 und der Zeit bis zur
klinischen Verschlechterung wenig vergleichbare Daten. Fontes et al. verglichen 2013
Marker fir CVD, darunter MCP-1, mit dem klinischen Verlauf ihrer Patienten.
Insgesamt zeigte sich MCP-1 in dieser Studie als relativ schwacher Marker fur den
klinischen Zustand. MCP-1 korrelierte neben vielen getesteten Werten, nur mit einem
erhohten BMI-Wert [131]. Auch in unsere Ergebnisse kann MCP-1 nicht als geeigneter
Marker fur die Schwere der PH-Erkrankung bzw. deren Therapieeskalationsrisiko

genutzt werden.

Die univariaten Cox-Regressionsanalyse fir MCP-1 ergibt, dass pro Anstieg des
logarithmierten MCP-1-Wertes um eine Einheit das Risiko zu versterben um 58%
steigt. Mit einem nicht signifikanten p-Wert eignet sich der logarithmierte Wert der
MCP-1-Konzentration allerdings nur begrenzt als relevanter Pradiktor fir das
Uberleben. Auch im Interquartil-Vergleich lassen sich keine Unterschiede in der
Uberlebenszeit feststellen. Das Uberleben im vierten Quartil ist zwar kiirzer als das der
ersten drei Quartile, allerdings nicht so markant, dass es sich als Uberlebenspradiktor
eignen wirde. In der multivariaten Analyse hingegen zeigt sich der LN-MCP-1 als
signifikanter Marker fiir das Uberleben (p=0,042; 0,037; 0,027). Nur der 6-MWT ist als
Vorhersagewert fur das Uberleben noch aussagekréftiger. Auch in der IPAH-Gruppe
zeigt die Cox Regressions-Analyse fur die Quartile signifikante Unterschiede im
Uberleben (p= 0,023). Daten zur Mortalitatsprogose mittels MCP-1 fiir die PH liegen
nach aktuellen Recherchen nicht vor. In Studien beziglich der Risiko- und
Mortalitdtsvorhersage fiur Patienten mit kardiovaskuléaren Erkrankungen mittels MCP-1
gibt es unterschiedliche Daten. Hoogeveen et al. fanden bei Patienten mit pAVK (209
Patienten) erhthte MCP-1-Spiegel verglichen mit einem Kontrollkollektiv (733
Kontrollen). Allerdings konnte mittels MCP-1 fir die pAVK keine relevante
Mortalitatsprognose vorgenommen werden [132]. Fur Patienten mit akutem
Koronarsyndrom (2270 Patienten) konnten de Lemos et al. signifikant veranderte MCP-
1-Spiegel im Vergleich mit einem Kontrollkollektiv (279 Kontrollen) nachweisen.
AulRerdem konnten mittels MCP-1 eine signifikante Risikoabschatzung bezlglich des
Mortalitatsrisikos getroffen werden. Patienten mit den hochsten MCP-1-Werten zeigten
das hochste Risiko zu versterben (HR, 1.43; 95% CI, 0.89 - 2.31; P=0.13) [133]. In

unseren Analysen halt der Vorhersagewert durch MCP-1 der multivariaten Analyse
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Stand und scheint somit auch fir die PH als Mortalitdtspradiktor in Frage zu kommen.
Unterstitzt wird diese Annahme durch die Ergebnisse der Einzelgruppenanalyse. Im
IPAH-Kaollektiv zeigt die Cox-Regression mit einem HR von 3,421 (95% CI 1,06-11,03;
p=0,039), dass pro Anstieg des logarithmiertem MCP-1-Wertes die Wahrscheinlichkeit
zu versterben um das 3,4-fache steigt. Hier kann auch im Interquartil-Vergleich ein
signifikanter Unterschied in der Cox-Regression (p=0,046) nachgewiesen werden. Im
IPAH-Kollektiv zeigt sich also der Trend, dass erhéhte MCP-1-Plasmaspiegel mit einer
verkiirzten Uberlebenszeit einhergehen. Ob Patienten mit erhéhtem MCP-1-Spiegel
unter Umstanden ein hoheres Mortalitatsrisiko aufweisen, musste vor allem fiir IPAH-
Patienten in einer groReren Studienpopulation Uberprift werden. Auch die Inhibierung
des MCP-1-Signalweges konnte ein nachster analytischer Schritt zur Verifizierung
unserer Ergebnisse sein. Veranderungen im MCP-1-Spiegel kdnnten im
Krankheitsverlauf ein Hinweis auf die Verschlechterung, vor allem der IPAH-Patienten
sein. Mittels dieses Prognosemarkers ware es dann ggf. moglich, die Therapie

friihzeitig und effektiv umzustellen.

Die Cox-Regression flr die Zeit bis zur klinischen Verschlechterung ergibt im MCP-1-
Kollektiv ein HR von 1,23 (95% CI 0,866-1,762; p=0,244). Dementsprechend steigt pro
Anstieg des logarithmierten MCP-1-Wertes das Risiko eine klinische Verschlechterung
zu erleiden um 23%. Auch in einer Studie von Cheng et al. korrelieren bei KHK-
Patienten erhdhte MCP-1-Plasmaspiegel mit starkerer Koronarskleroselast und gehen
dementsprechend auch mit einer kirzeren ereignisfreien Zeit einher [134]. Unter der
Annahme, dass hohe MCP-1-Plasmawerte mit gesteigertem Einbau von glatten
Muskelzellen in die Neointima von PulmonalgeféaRen und somit einem fortgeschrittenen
Stadium der PH einhergehen, konnte MCP-1 auch als zuséatzlicher Marker flr den
klinischen Verlauf in Erwagung gezogen werden [95].

5.2 Diskussion der TM-Datenauswertung

Fiur die TM-Messungen stellt sich ein ahnliches Bild wie bei den MCP-1-Messungen
dar. Es konnte weder zwischen den PH-erkrankten und den nicht an PH-erkrankten
Patienten eine Differenz in den Plasmakonzentrationen noch zwischen den einzelnen
PH-Atiologien festgestellt werden. Unsere Ergebnisse decken sich mit der
Veroffentlichung von Cella et al.,, die ebenfalls keinen Unterschied in den TM-
Plasmaspiegeln zwischen einer CVD-Gruppe (18 Patienten) und einem gesunden
Kontrollkollektiv (18 Kontrollen) feststellen konnten [120]. Insgesamt gibt es aber einige
Studien, in denen erniedrigte TM-Spiegel bei Patienten mit PH verschiedener

Atiologien nachgewiesen werden konnten. Tournier et al. stellten bei Patienten mit
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IPAH (16 Patienten) signifikant niedrigere TM-Plasmaspiegel fest als in einem
gesunden Kontrollkollektiv (26 Kontrollen). Ebenso konnten Sakamaki et al. niedrigere
TM-Plasmaspiegel bei einer IPAH-Gruppe (32 Patienten), PVH-Gruppe (31 Patienten)
und bei Patienten mit sekundarer PH (25 Patienten) verglichen mit gesunden
Kontrollen (17 Kontrollen) nachweisen. Sakamaki et al. zeigten auch, dass sich der
Plasma-TM-Spiegel unter der Therapie mit Prostazyklin signifikant erhdhen lie3 [135]
[117]. Welsh et al. dokumentierten fur eine IPAH-Gruppe (12 Patienten) signifikant
niedrigere TM-Spiegel als in einer Kontrollgruppe (14 Kontrollen) und einer Gruppe von
Patienten mit sekundarer PH (25 Patienten) [136]. Tabelle 19 fasst die Werte der TM-
Messungen dieser Veroffentlichungen zusammen. Auch hier ist die Spannweite der
TM-Plasmaspiegel relativ breit. Insgesamt scheint auch in diesem Kollektiv ein Grund
fur die fehlende Diskrimination zwischen den PH-Gruppen und der Ausschlussgruppe
mittels TM, die Vorerkrankungen des Ausschlusskollektivs zu sein. Als Diagnose
zeigen von den 38 Patienten des Ausschluss-Kollektivs 16 Patienten (42,1%) eine
kardiologische Erkrankung, 15 Patienten (39,5 %) sind pulmonal erkrankt, 3 Patienten
(7,9 %) weisen ein begleitendes thrombembolisches Ereignis auf. Weiter 4 Patienten
haben eine Kollagenose als Nebenbefund (10,5%).

Tabelle 19: Vergleich der Absolut-Werte der TM-Messungen

Werte als Mittelwert tStandardabweichung in ng/ml bzw. nmol/ml, (Median; Interquartilabstand in ng/ml)

Autoren Material Gesundes Unser CVvD/sek. IPAH
Ausschlusskollektiv  Ausschlusskollektiv PH

Cella et al. Plasma 13.57+2.8| 24.05 +

(nmol/ml) 6.04

nmol/ml

Tourniere et Plasma 40,6 28,4
al. (ng/ml)
Cacoub et Plasma 44 +2 29 £3
al. (ng/ml)
Sakamaki et Plasma 4,0 +0,6 2,0 £0,7
al. (ng/ml)
Welsh et al. Plasma 56 +6 49 15 29 +7

(ng/ml)
Unsere Plasma (1,92; 2,81) (2,11;2,00) (2,29;
Daten (ng/ml) 1,81)

In unseren Analysen sind auch zwischen den Geschlechtern und den NYHA-Klassen
die Plasmaspiegel von TM nicht signifikant unterschiedlich. Allein in der CTEPH-
Untergruppe konnte zwischen weiblichen und méannlichen Patienten ein signifikanter
Unterschied in den TM-Plasmaspiegeln festgestellt werden (p=0,03). Die klinische
Relevanz ist bei diesem Ergebnis allerdings untergeordnet. Es kann keine generelle

Unterscheidung zwischen weiblichem und ménnlichem Geschlecht mittels der TM-
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Messungen gemacht werden, da nur eine Subgruppe signifikante Differenzen im TM-

Plasmaspiegel aufweist.

Fur das Gesamtkollektiv TM zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen den
Plasmaspiegelwerten und dem PVR (Korrelationskoeffizient -0,180, p=0,032). Hohe
pulmonal-vaskulare Widerstande korrelieren mit niedrigen TM-Spiegeln. Auch
Sakamaki et al. fanden in der Gruppe von PAH-Patienten negative Korrelationen
zwischen dem TM-Spiegel und dem PVR (r= 0,43, p < 0,05), sowie dem TPR (r= 0,41,
p <0,05) [117]. Erhdhte pulmonal-vaskulare Widerstande mit konsekutivem
Scherstress und Verletzungen der GefalRwéande sind unter anderem eine Auswirkung
der PH und zeigen ein fortgeschrittenes Stadium der Erkrankung an [137].
Dementsprechend kodnnte ein erniedrigter TM-Plasmaspiegel ein Hinweis auf starke
Umbauprozesse in den GefalRwéanden mit sekundéarer Veranderung der Gerinnung von
PH-Patienten und damit ein zuséatzlicher Marker in Hinblick auf den Fortschritt der
Erkrankung sein. Unterstrichen wird die Bedeutung des TM-Spiegels im Hinblick auf
die Hamodynamik durch die Einzelgruppenanalyse. In der IPAH-Gruppe wurde ein
signifikanter Zusammenhang mit einem Koeffizienten von r= -0,363 (p=0,023)
zwischen TM-Konzentrationen und dem mPAP gefunden. Ahnliche Ergebnisse zeigten
sich auch in den Analysen von Welsh et al. Auch in ihren Daten korrelierten héhere
mPAP-Werte ebenfalls mit niedrigen TM-Spiegeln (r= -0,2669, p= 0,06) [136].

In der IPAH-Gruppe korrelieren ebenfalls der PVR und TM-Plasmaspiegel mit einem
Koeffizienten von -0,559 (p=0,0002). Zusatzliche Korrelation zeigen sich zum HZV mit
einem Koeffizienten von 0,334 (p=0,038). Es lasst sich also sagen, dass je hdher der
MPAP bzw. der PVR umso niedriger sind die TM-Konzentrationen. Auch hier zeigt
sich, dass ein fortgeschrittener Krankheitsverlauf bzw. eine starke Auspragung der PH
mit erniedrigten TM-Spiegeln einhergehen. In Hinblick auf das HZV geht ein hohes
HZV auch mit héheren TM-Konzentrationen im IPAH-Kollektiv einher. Dieses Ergebnis
passt ebenfalls in das Konzept, dass hohe TM-Werte ein Marker fir weniger weit
vorangeschrittene PH-Stadien sind, da die weniger weit fortgeschrittene PH mit einem
normalem oder nur leicht reduziertem HZV einhergeht [57]. Im PVH-Kollektiv konnte
eine signifikante Korrelation mit einem Pearson- Koeffizienten von -0,50 zwischen TM-
Konzentrationen und der 6-MWT festgestellt werden (p=0,027). PVH-Patienten mit
kurzen Gehstrecken im 6-MWT weisen hohe TM-Plasmaspiegel auf. Auch dieses
Ergebnis passt nicht in das Konzept, in dem erniedrigte TM-Werte mit einem
fortgeschrittenen Stadium der PH korrelieren. Eine Erklarung fur die umgekehrte
Datenlage im PVH-Kollektiv zu finden ist schwierig. Patienten mit PVH entwickeln ihren

Lungenhochdruck aufgrund einer Linksherzpathologie [31]. Vorbeschrieben ist fir
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Patienten mit Mitralklappenstenose, dass diese nach einer Ballon-Valvuloplastik
erhohte-TM-Plasmaspiegel aufwiesen [138]. Ebenso zeigen Patienten, die einen
aortokoronaren Bypass erhielten, signifikant erhdhte TM-Plasmaspiegel verglichen mit
einem Kollektiv, das einen weniger invasiven Aortenklappenersatz bekam. Die Rolle
von TM als Marker fir endothelialen Schaden, vor allem im kardiovaskuldren System,
scheint gesichert [139]. Eine generelle Aussage dariber, dass Patienten mit PVH
erhohte TM-Plasmaspiegel aufweisen, kann jedoch nicht getroffen werden (s. Abschnitt
5.1) [114]. Letztendlich bleibt die Frage, warum im PVH-Kollektiv erhdhte TM-
Plasmaspiegel mit kurzen Gehstrecken im 6-MWT einhergehen, ungeklart. Insgesamt
ist festzuhalten, dass es zwar signifikante Zusammenhange zwischen den
hamodynamischen Parametern und dem TM-Plasmaspiegel gibt, diese aber
gegensatzliche Schlisse zulassen. Die meisten statistischen Zusammenhange
zwischen schlechten hamodynamischen Parametern und einem erniedrigten TM-
Plasmaspiegel kénnen fir das IPAH-Kollektiv festgestellt werden. Dies mag damit
zusammenhdangen, dass TM ein gerinnungsbeeinflussender Faktor und vor allem fur
das IPAH-Kollektiv von Bedeutung ist. Tournier et al. stellten bei IPAH-Patienten eine
Hyperkoagulation mit vermindertem TM- und erh6hten VWF-Plasmaspiegeln fest [135].
Dem folgend, konnte gezeigt werden, dass allein IPAH-Patienten aus der PAH-Gruppe
von oraler Antikoagulation profitieren und ein langeres Uberleben in der
Mortalitatsanalyse  aufweisen als nicht-antikoagulierte IPAH-Patienten  [60].
Interessanterweise zeigten Chong et al, dass weder die Therapie mit
Thrombozytenaggregationshemmern noch die mit Vitamin-K-Antagonisten eine
Veranderung im TM-Spiegel hervorrufen [140]. Aufgrund dieser Tatsache, ware die
Wertigkeit des TM-Plasmaspiegels als Marker fir die Therapie mit oralen
Antikoagulanzien wenigstens bei IPAH-Patienten stark eingeschrankt. Die alleinige
Aussage, dass schlechte Werte in der Hamodynamik aller PH-Patienten mit einem
erniedrigten TM-Spiegel einhergehen, kann allerdings nicht getroffen werden.

Fur die TM-Patientengruppe konnte ein 1-,3- und 5 Jahrestberleben von 90,1%, 73,8%
und 68,9% festgestellt werden. Die durchschnittliche Uberlebenszeit ist mit 135
Monaten (109-160 Monate) etwas niedriger als die des MCP-1-Kollektivs. Der
Quartilen-Vergleich erbringt mittels Log-Rank-Test keine signifikanten Unterschiede im
Uberleben zwischen den unterschiedlichen TM-Konzentrationen (p=0,961). Die Raten
des durchschnittlichen Uberlebens von PH-Patienten in diesem gemischt-atiologischen
Kollektiv sind im Vergleich mit der ASPIRE-Studie (2001-2010) ahnlich [141]. Die
durchschnittlich beste Uberlebenszeit kann fir Patienten mit CTEPH festgelegt

werden. Dies mag vor allem an der zielfihrenden Therapie mittels PEA liegen [142].
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Im TM-Kaollektiv ergibt sich eine durchschnittliche Dauer bis zur Therapieeskalation von
65 Monaten (95% CIl 43-87 Monate). Nach einem Jahr ist eine Ausweitung der
Therapie bei 30,4% notwendig, nach drei Jahren bzw. finf sind es 55,9% und 65,2%.
Fur das erste Quartil ergibt sich eine durchschnittliche Zeit bis zur Therapieausweitung
von 57 Monaten (95% CI 30-83 Monate), fir das zweite Quartil sind es 23 Monate (14-
32 Monate). Im dritten Quartil dauert es durchschnittlich 68 Monate (30-105 Monate)
bis die Therapie erweitert werden muss und im vierten Quartil betragt die Dauer 110
Monate (54-164 Monate). Der Log-Rank-Test beweist einen signifikanten Unterschied
in der Dauer bis zur Therapieeskalation zwischen den einzelnen Quartilen (p=0,016).
Die kirzeste ereignisfreie Zeit ergibt sich fur Patienten mit niedrigen TM-Spiegeln. Dies
mag vor allem daran liegen, dass PH-Patienten insgesamt, vor allem aber die IPAH
und CTEPH-Atiologien, eine Hyperkoagulation und dementsprechend ein hoheres
Risiko fir Thrombosen bzw. behandlungsbedirftige Komplikationen aufweisen [135].
Auch Cacoub et al. fanden die niedrigsten TM-Spiegel bei der schweren, prékapillaren
Form der PH [119]. Unsere Ergebnisse unterstreichen, dass niedrige TM-
Plasmaspiegel bei PH-Patienten mit einem schnellen Progress der Erkrankung
einhergehen. Niedrige TM-Plasmaspiegel konnten bei Patienten mit PH einen Hinweis
darauf geben, ob die baldige Notwenigkeit zur Therapieeskalation besteht. Hohe TM-
Konzentrationen kdnnten hingegen einen protektiven Faktor darstellen.

In der Cox-Regressionsanalyse zeigt sich, dass pro Anstieg des logarithmierten TM-
Wertes um eine Einheit sich das Risiko zu versterben um 9,7% erhdht. Im Interquartil-
Vergleich ergeben sich keine signifikanten Unterschiede in der Cox-Regression fur die
Mortalitat (p=0,961). TM konnte von Van Dreden et al. als prognostischer Marker bei
septischen Patienten verifiziert werden. In einer retrospektiven Analyse zeigte sich,
dass niedrigere TM-Plasmaspiegel mit einer signifikant besseren Uberlebens-Chance
einhergehen [143]. Genau gegenteilige Ergebnisse lieferte die Arbeit von Mihajlovic et
al. In ihre Analysen zeigten sich signifikant hohere TM-Plasmaspiegel bei Patienten,
die ein Multiorganversagen entwickelten, im Gegensatz zu den Patienten die keines
entwickelten. Hohe TM-Werte waren hier ein Marker fir die Schwere der Sepsis [144].
Allerdings lassen sich flr die Mortalitatsprognose bei PH-Patienten mittels TM diese
Ergebnisse, weder in die eine noch in die andere Richtung, reproduzieren. Auch durch
Hinzunahme der hdmodynamischen Faktoren in der multivariaten Analyse zeichnet
sich keine Zunahme im Signifikanzniveau ab (p=0,399; 0,275; 0,415). Die TM-
Plasmakonzentration scheint keine signifikante Rolle als Marker fiir das Uberleben bei

PH-Patienten zu spielen.
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Fur die Cox-Regressionsanalyse beziglich der TTCW ergibt sich im TM-Kollektiv ein
Hazard Ratio von 0,806 (95% CI 0,608-1,070; p=0,136). Damit sinkt das Risiko fiir eine
klinische Verschlechterung mit dem Anstieg des logarithmierten TM-Wertes um Eins
um 19,4%. Im Interquartil-Vergleich zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Cox-Regression zwischen dem zweiten und dem vierten LN-TM Quiartil (p=0,01). Diese
Ergebnisse passen zu der Annahme, dass niedrige TM-Plasmaspiegel bei Patienten
mit fortgeschrittener PH und bald notwendiger Therapieeskalation vorzufinden sind.
Dass TM in der Pathogenese von pulmonalen GefalRumbauprozessen, Sklerose und
auch Sepsis beteiligt sind, gilt als gesichert [121][120][143]. Durch Mihajlovic et al.
wurden TM als hochsignifikanter Marker fir den klinischen Verlauf bei Sepsispatienten
identifiziert. Hohe TM-Plasmaspiegel waren hier ein Pradiktor fiir das Eintreten eines
Multiorganversagen bei Sepsispatienten [144]. Van Dreden et al. wiesen hohe TM-
Plasmaspiegel bei Myokardinfarkt-Patienten mit unglinstigerem klinischen Verlauf nach
[145]. Im Gegensatz dazu zeigen unsere Ergebnisse jedoch signifikante Hinweise auf
den Vorteil von hohen TM-Konzentrationen in Bezug auf die ereignisfreie Zeit bei
Patienten mit PH. Die Diskriminaz dieser Ergebnisse, sollten vor allem in Hinblick auf
die sich uberschneidende Pathogenese zwischen PH und Myokardinfarkt in weiteren

Untersuchungen verifiziert werden.
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5.3 Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, den prognostischen sowie den diagnostischen Wert von
MCP-1 und TM als Marker bei PH und deren Unterformen zu bewerten. Dass die
Messungen der Marker retrospektiv und nicht als Fall-Kontroll-Studie durchgefiihrt
wurden, stellt eine Schwache der vorliegenden Analyse dar. Zudem sollte die Anzahl
Patienten pro PH-Atiologie bzw. die Ausschlussgruppe in etwaigen folgenden Analysen
groRer gewahlt werden. Obwohl die Messungen mittels ELISA den Goldstandard
darstellen und unter kontrollierten Bedingungen in einem S2-Labor durchgefihrt
wurden, muss dennoch immer mit Messungenauigkeiten gerechnet werden, die
unserer Ergebnisse beeinflusst haben konnten. Es kdnnen in unseren Untersuchungen
mittels ELISA keine Unterschiede in den MCP-1 und TM Plasmaspiegeln der an PH-
Erkrankten und nicht an PH-Erkrankten gezeigt werden. Dies mag vor allem daran
liegen, dass unser gewahltes Ausschlusskollektiv nicht vollkommen gesund war und
aus diesem Grund ebenfalls Veranderungen in den Konzentrationen von MCP-1 bzw.
TM aufweisen konnten. Hinsichtlich der Prognose der einzelnen PH-Entitaten zeigen
sich jedoch statistische Unterschiede. Hier zeigte sich MCP-1 in der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse als hochsignifikanter positiver Serummarker fiir die Mortalitat. Ein
nachster Schritt konnte die Reevaluierung dieser Ergebnisse in einer prospektiven,
multizentrischen Studie sein [146]. In der Kaplan-Meier-Analyse fur die Zeit bis zur
klinischen Verschlechterung zeigen Patienten mit hohem TM-Spiegeln eine signifikant
langere Zeitspanne ohne Notwendigkeit einer Therapieeskalation als Patienten mit
niedrigen TM-Plasmaspiegeln. In Hinblick darauf, dass hohe TM-Plasmaspiegel fir
Patienten mit Sepsis als auch nach Myokardinfarkt mit einer schlechteren Prognose
behaftet waren, sollte die von uns nachgewiesene protektive Eigenschaft von TM bei
PH-Patienten in zuklnftigen Studien in einem gréReren Patientenkollektiv Gberpriift
werden. Da die Ursachen der PH vielfaltig sind, sollte nicht auf3er Acht gelassen
werden, dass es fur die unterschiedlichen Entitdten auch unterschiedliche
Plasmamarker geben konnte. In unserem Kollektiv zeigen sich vor allem in der IPAH-
Gruppe relevante Korrelationen zwischen der Serumhdhe von TM und den gemessen
hamodynamischen Parametern. Bei beiden Marker gilt zu beachten, dass diese wie
auch die bis jetzt genutzten Marker nicht PH-spezifisch sind. Weitere Untersuchungen
mit TM und MCP-1 in einer groReren Patientenzahl konnte zukilnftig die Chance
bieten, Patienten mit PH klinisch besser zu Uberwachen und auf klinische

Verschlechterung rechtzeitig zu reagieren.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Die pulmonale Hypertonie ist eine seltene, doch potentiell
lebensbedrohliche Erkrankung der Lungengefae. Bis heute gibt es keinen PH-
spezifischen prognostischen bzw. diagnostischen Biomarker. Die Plasmaspiegel von
TM und MCP-1 wurden bei PH-Patienten verglichen mit einem gesunden
Kontrollkollektiv als veréandert vorbeschrieben. In dieser Arbeit wurde ein Vergleich der
Marker-Konzentrationen zwischen den verschiedenen PH-Entitaten bzw. deren
Korrelation, mit relevanten h&modynamischen Parametern durchgefiihrt. Ebenso
wurden erstmals Mortalitat und klinischer Verlauf in Hinblick auf die Héhe von MCP-1
und TM bericksichtigt.

Methoden: Mittels ELISA werden 167 Plasmaproben auf ihrer MCP-1-Plasmaspiegel,
180 Proben auf die Plasmaspiegel von TM untersucht. Bericksichtigt werden dabei
vier wichtige PH-Entitaten (IPAH, CVD, PVH und CTEPH) und eine Ausschlussgruppe.
Es werden auch die NYHA-Stadien und das Geschlecht berticksichtigt. Zudem erfolgte
eine Mortalitdts- und Cox-Regressions-Analyse in Hinblick auf die Biomarker-

Konzentrationen.

Ergebnisse: Weder fur MCP-1, noch fir TM konnte in unseren Analysen eine
diagnostische Aussagekraft bezlglich der Schwere der PH oder den unterschiedlichen
Entitdten gefunden werden. Allein zwischen dem CVD- und dem IPAH-Kollektiv
konnten signifikant unterschiedliche MCP-1-Konzentrationen nachgewiesen werden. In
der multivariaten Cox-Regressionsanalyse stellt sich MCP-1 als signifikanter
Uberlebenspradiktor dar und zeigt somit prognostischen Wert. Nur die Sechs-Minuten-
Gehstrecke ist ein noch aussagekratftigerer Vorhersagewert. In der IPAH-Einzelanalyse
gehen hohe MCP-1-Konzentrationen mit einem signifikant schlechteren Uberleben
einher. Auch in der Cox-Regressions-Analyse stellte sich ein signifikantes HR von 3,42
(95% CI 1,06-11,03) in der IPAH-Gruppe dar. Im TM-Kollektiv korrelieren niedrige TM-
Plasmaspiegel signifikant mit hohen PVR-Werten. In der IPAH-Einzelgruppenanalyse
zeigen sich weitere signifikante Korrelationen mit dem mPAP, HZV und 6-MWT. In der
Kaplan-Meier-Analyse zeigt sich bei niedrigen TM-Werten eine deutlich kiirzer Zeit bis

zur klinischen Verschlechterung.

Zusammenfassung: In dieser Arbeit werden MCP-1- und TM-Konzentrationen
erstmals fur die vier wichtigsten Atiologien der PH mit einer Ausschlussgruppe
verglichen. Zusatzlich wurde eine Mortalitdts- und Cox-Regressionsanalyse unter
Einbeziehung der Biomarker-Konzentrationen durchgefiihrt. Einen diagnostischen Wert

konnten wir fur keinen der beiden Marker darstellen. MCP-1 zeigt in der multivariaten
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Analyse relevanten prognostischen Wert in der Uberlebensanalyse. Niedrige TM-

Spiegel korrelieren mit verkirzter Zeit bis zur klinischen Verschlechterung.

7 Abstract

Background: Pulmonary hypertension is a rare, but potentially lethal disease of the
pulmonary vessels. Until today there are no specific plasma markers for the diagnosis
or prognostic prediction of pulmonary hypertension. Plasma levels of TM and MCP-1
have been descripted as altered in PH patients compared to healthy control collectives.
In this study we compared plasma levels of TM and MCP-1 in different PH entities and
their correlation with relevant hemodynamic parameters. We also considered mortality
and time to clinical worsening in the light of the MCP-1 and TM levels for the first time.

Methods: Via ELISA test a total of 167 MCP-1 and 180 TM samples were measured.
We considered the four most frequent entities of PH (IPAH, CVD, PVH, CTEPH) and a
control group. Additionally we matched the NYHA classes and sex with the specific
levels of the markers. Mortality- and a Cox regression analysis were performed with a
view to the concentrations of both markers.

Results: Neither for MCP-1 nor for TM we could find a diagnostic value regarding the
severity of PH or its different entities. Only between the CVD and the IPAH group we
registered a significant difference in MCP-1 plasma concentrations. In the multivariate
cox regression analysis MCP-1 was a significant predictor of survival, despite the six
minute walking distance, which is even a stronger predictor of survival. In the subgroup
analysis of IPAH high MCP-1 concentrations correlated with a significant shorter
survival. There is also a significant HR of 3,42 (95% CI 1,06-11,03) in the Cox
regression analysis in the IPAH group. In the TM group we observed that low TM
plasma levels correlate significant with high PVR levels. In the IPAH subgroup a
significant correlation between the TM level with mPAP, HZV and 6-MWT was
observed. In the Kaplan Meier analysis low TM level correlated with reduced time to

clinical worsening.

Conclusion: In this report we compared the levels of MCP-1 and TM between the
different entities of PH and a control group for the first time. Additionally we performed
a mortality- and a Cox regression analysis considering the biomarkers concentrations.
We could conclude that TM and MCP-1 plasma levels do not show general diagnostic
relevance in our cohort. MCP-1 was a significant predictor of survival in the multivariate
analysis. Low TM levels show significant correlation with reduced time to clinical

worsening.
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8.3 Verwendete Gerate/ Hersteller

Photometer Infinite M200pro Tecan; Mannendorf, Schweiz
Zentrifuge Mikro 200R Hettich; Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge Rotina 46 RS Hettich; Tuttlingen, Deutschland
Wipptisch Mini Rocker Shaker MR-1 Biosan; Riga, Lettland

8.4 Verwendete Substanzen und Chemikalien

Name des ELISA’s | Bestellnummer Firma

™ Thrombomodulin ab46508 abcam®; Cambridge,
Human ELISA Kit UK

MCP-1 Human MCP-1 EH2MCP1 Thermo Scientific,
ELISA Kit Rockford, USA

8.5 MCP-1 ELISA-Protokoll

Fur die Messungen der MCP-1-Plasmakonzentrationen werden Human MCP-1-ELISA
der Firma Thermo Scientific benutzt. Vor Verwendung werden sie bei -20 ° C im
Gefrierschrank aufbewahrt. Alle ELISA-Kits entsprechen derselben Lot-Nummer, um
Fehlerquellen durch minimal veranderte Zusammensetzungen im Kit zu vermeiden. In
einer Vorab-Messung wird die beste Verdinnungsstufe fir die Plasmaproben
ausgetestet, da die unverdiinnten Proben den héchsten Punkt der Standardkurve (1,0
pg/ml) und damit die maximal bestimmbare Konzentration Ubersteigen. Dabei erweist

sich, eine zweifache Verdiinnung (50 ul Probe und 50 pl Verdinnungsmittel) als ideal.

Protokoll
1. Mischen aller bendétigten Reagenzien:
Waschpuffer: 50 ml Waschpuffer werden mit 1,5 | ultrapurem Wasser gemischt

Standard-Lésung: 1 Flasche Trockensubstanz wird mit der, auf der Flasche
angegeben Menge, ultrapurem Wasser aufgelost.

Der Standard-Puffer ist eine Fertiglésung.

2. Fur jede Messreihe wird eine Standard-Verdiunnungsreihe durchgefihrt. Dafir
werden sechs Reaktionsgefale von 1-6 nummeriert. In das erste Gefald werden
330 ul des Standardpuffers und 82,5 pl der Standardldsung gegeben. In jedes
weitere Gefal? nun werden 240 pl des Standardpuffers gefillt. Es werden 160 pl
aus dem ersten Eppendorfergefaf? in das zweite gegeben, dann 160 pl aus dem
zweiten in das dritte usw. bis zum 5. Reaktionsgefal3. Im letzten Gefal? befindet
sich nur Puffer. So erzeugt man eine Verdinnungsreihe von 1,0 pg/ml — 0
pg/ml MCP-1-Konzentration.

3. In jedes Well werden 50 pl Standardpuffer gegeben.

4. Es werden jeweils 50 pl aus der Verdiinnungsreihe bzw. verdiinnte Probe in ein
Well hinzu gegeben und vermischt.
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5. Dann wird die Platte mit einer Folie abgedeckt und eine Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Wipptisch inkubiert.

6. Die Platte wird ausgewaschen: der Inhalt der Wells wird ausgeschdittet und die
Wells werden insgesamt 3 Mal mit 300 ul Waschpuffer gesplilt.

7. 100 pl des Antikorpers werden in jedes Well gegeben und vermischt.

8. Die gesamte Platte wird wieder mit einer Folie verschlossen und fir eine
Stunde auf dem Wipptisch inkubiert.

9. Der Waschvorgang aus Punkt 6 wird wiederholt.

10. Kurz vor Benutzung wird die Streptavidin-HRP-L6sung angesetzt: fur eine 96-
Well-Platte werden 30ul HRP-Konzentrat mit 12 ml HRP-Verdinnung
vermischt. Davon werden je 100 pl in jedes Well gegeben.

11. Es wird ein weiteres Mal fur 30 min. inkubiert.

12. Es werden 100 pl der TMB-LOsung in jedes Well gegeben.

13. Die Farbreaktion entwickelt sich innerhalb von 20 min. im Dunkeln.
14. Dann wird die Reaktion mittels Stopp-Ldsung beendet.

15. Direkt danach wird die Farbintensitat mittels Spektrophotometers bei 450 nm
und 550 nm (Referenzwellenlange) gemessen.

Die Sensitivitat fur diesen ELISA wird von Thermo Scientific mit < 10 pg/ml angegeben.

8.6 TM ELISA-Protokoll

Fur die Messungen der Plasmakonzentrationen von TM wird das ,Thrombomodulin
Human ELISA Kit* von Abcam verwendet. Vor Verwendung lagern die Kits
durchgehend in einem Kihlraum bei 4 °© C. Auch hier werden alle Kits mit derselben

Lot-Nummer verwendet.

Protokoll
1. Mischen aller bendétigten Reagenzien:
Standardpuffer: wird 10-fach mit destilliertem Wasser verdinnt.

Standard-Losung: wird mit einer auf der Flasche angegebenen Menge des
Standardpuffers gemischt.

Kontroll-Lésung: wird ebenfalls mit einer festgelegten Menge des
Standardpuffers vermischt.

2. Fur jede Messreihe werden eine Standard-Verdinnungs-Reihe, eine Leer-
sowie eine Kontrollmessung durchgefihrt. Dafir werden jeweils 100 pl des
Standardpuffers in Well B1, B2, C1, C2, D1, D2, E1, E2, F1 und F2 gefillt. 200
pl des Standardlésung werden in Well A1 und A2 gegeben. Es werden jeweils
100 pl des Standards aus Al und A2 in Bl und B2 transferiert. Durch
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wiederholte Aspiration mit der Pipette werden die Reagenzien gemischt. Dieses
Procedere wird dann wiederholt: 100 ul aus B1 und B2 werden in C1 und C2
Ubertragen usw. So werden zwei parallele Reihen eines Standard-
Verdinnungsvorgangs fir TM erstellt. Aus dem letzten Verdinnungs-Well F1
und F2 mussen jeweils 100 pl entfernt werden. Die Verdinnung reicht von 20 —
0,625 ng/ml.

3. Indie ,Leer- Wells“ G1 und G2 werden 100 ul des Standardpuffers gegeben.

4. Es werden jeweils 100 pl einer unverdinnten Plasmaprobe in zwei
benachbarten Wells pipettiert (jede Probe wird zweimal gemessen -> es wird
ein Mittelwert gebildet).

5. Dann wird der anti-TM-Antikdrper vorbereitet: Fir eine 96-Well-Platte werden
240 pl der Antikérpers mit 6360 ul des Antikdrper-Verdlinnungsmittels
vermischt.

6. Injedes Well werden 50 pl des verdiinnten Anti-TM-Antikorpers gegeben.

7. Die Platte wird mit einer Folie abgedeckt und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur
auf dem Wipptisch inkubiert.

8. Der Waschpuffer wird 200-fach mit destilliertem Wasser verdinnt.

9. Alle Wells werden geleert und mit 300 pl Waschpuffer pro Well ausgewaschen.
Der Waschvorgang wird insgesamt dreimal durchgeftihrt.

10. Direkt vor der Nutzung wird die Streptavidin-HRP-LOsung angesetzt: fur 96
Wells werden 150 pl Streptavidin-HRP mit 10 ml Strep-HRP-Verdinnungsmittel
vermischt.

11. Es werden 100 ul der verdinnten Streptavidin-HRP-Lésung in jedes Well
gegeben.

12. Die Platte wird wieder abgedeckt und fir 30 min. bei Raumtemperatur auf dem
Wipptisch inkubiert.

13. Der Waschvorgang aus Punkt 9 wird wiederholt.

14. Es werden 100 ul einer TMB-Fertiglosung in jedes Well eingefillt. Die ganze
Platte wird fir 12-15 min. im Dunkeln (die Platte wird in Aluminiumfolie
verpackt) inkubiert.

15. Die Enzym-Substrat-Reaktion wird gestoppt indem ziigig 100ul H2S04-,Stopp*“-
Ldsung in jedes Well pipettiert werden.

16. Die Platte wird unverziglich mittels eines Spektrophotometers bei 450 nm
gemessen.

Abcam gewabhrleistet in diesem ELISA eine minimal zu detektierende Konzentration

von TM von unter 0,380 ng/ml.
Die TM-Standardkurve reicht von 0,62 bis 20 ng/ml.

Die Kontrollmessungen dirfen eine TM-Konzentration von 13 = 3 ng/ml aufweisen.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

20 20 P1 P1 P9 P9 P17 | P17 | P25 | P25 | P33 | P33

10 10 P2 P2 P10 | P10 | P18 | P18 | P26 | P26 | P34 | P34

5 5 P3 P3 P11 | P11 | P19 | P19 | P27 | P27 | P35 | P35

25 |25 |P4 P4 P12 | P12 | P20 | P20 | P28 | P28 | P36 | P36

1,25 11,25 | PS5 P5 P13 | P13 | P21 | P21 | P29 | P29 | P37 | P37

062062 |P6 |P6 | P14 | P14 | P22 | P22 | P30 | P30 | P38 | P38

Blan | Blan | P7 P7 P15 | P15 | P23 | P23 | P31 | P31 | P39 | P39

I OMMmO0|w@ >

Kon | Kon | P8 P8 P16 | P16 | P24 | P24 | P32 | P32 | P40 | P40

Abbildung 34: Platten-Schema einer 96-Well-Platte im TM-ELISA

Well Al/2 - H 1/2: Konzentration der Standardkurve in ng/ml; Blan: Blanc = Leermessung; Kon:
Kontrollmessung, P: Probe

8.7 Kontrollwerte der TM-ELISA
Tabelle 20: Kontrollmessung der TM-ELISA

ng/ml: Nanogramm pro Milliliter

Datum der Messung Konzentration Kontrolle
31.10.2013 9,9 ng/ml
08.11.2013 10,7 ng/ml
27.11.2013 11,6 ng/ml
29.11.2013 9,9 ng/ml
17.12.2013 11,3 ng/ml
05.01.2014 10,5 ng/ml
17.01.2014 10,1 ng/ml
25.05.2014 11,9 ng/ml
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