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Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) ist eine schwere Erkrankung mit hoher
Mortalitat, bei der es durch ein Zusammenspiel von Proliferation, Inflammation und
endothelialer Dysfunktion zur Muskularisierung der Lungenarterien und einer
Veranderung des Gefalstonus kommt. Als Folge der chronischen Druckerhéhung im
Lungenkreislauf entsteht eine Rechtsherzinsuffizienz (Cor pulmonale). Die
verminderte Bioverfligbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO’) wird dabei als ein
wichtiges Krankheitsmerkmal angesehen. Der Ausloser sowie die genauen
Mechanismen der Erkrankung sind jedoch weitgehend unbekannt.

Myeloperoxidase (MPO) ist ein Hamprotein, das von Leukozyten freigesetzt wird und
die Fahigkeit besitzt, im subendothelialen Raum zu akkumulieren. Dort katalysiert
MPO die Nitrierung von Tyrosylresten und oxidiert endothelial generiertes NO'.
Wahrend Studien die Bedeutung von Leukozytenaktivierung und MPO-Aktivitat far
Erkrankungen wie Vorhoffimmern und Linksherzinsuffizienz gezeigt haben, fehlen
solche Daten fur die PAH und die chronische Rechtsherzinsuffizienz.

In dieser klinischen Studie werden im ersten Teil die MPO-Plasmaspiegel einer PAH-
Patientengruppe mit denen eines Kontrollkollektivs verglichen. Im zweiten Teil wird
die Aussagekraft des MPO-Spiegels auf die Krankheitsschwere und die Prognose

der PAH-Patienten in einer Verlaufsbeobachtung untersucht.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH)

Die Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) ist eine schwere Erkrankung, die
unbehandelt mit einer hohen Sterblichkeit einhergeht. Trotz groRer Fortschritte in der
Forschung auf dem Gebiet in den letzten zwei Dekaden, gilt die PAH immer noch als
eine unheilbare Erkrankung !

Die PAH ist definiert als eine Erhohung des Mitteldrucks im kleinen Kreislauf auf Uber
25 mmHg in Ruhe, kombiniert mit einem pulmonal-vaskularen Widerstand (PVR) von
mehr als 3 Wood-Einheiten und einem pulmonal-kapillaren Wedge-Druck (PCWP)
von weniger als 15 mmHg. Mittlerweile sieht man die PAH als eine chronische
Gefalerkrankung der Lunge an, die alle Schichten der Gefallwand betrifft. Die
Krankheit fuhrt zu einer chronischen Rechtsherzbelastung (Cor pulmonale) und
unbehandelt tritt der Tod durch Rechtsherzversagen durchschnittlich 2-3 Jahre nach
Erstdiagnose ein 2.

Mit einer geschatzten Inzidenz von 2,4 — 7,6 Fallen pro 1 Million Einwohner pro Jahr

3

in Europa ° ist die PAH eine seltene Diagnose, sie bedeutet jedoch fur die

betroffenen Patienten eine erhebliche Einschrankung der Lebensqualitat und eine

deutliche Begrenzung der Lebenserwartung !

. Die PAH ist eine Unterkategorie
innerhalb einer Gruppe von Krankheiten mit dem Oberbegriff ,pulmonale Hypertonie
(PH)“. Unter der Bezeichnung PH fasst man eine heterogene Gruppe verschiedener
Krankheitsbilder zusammen, die seit dem Jahr 2003 in der Venedig-Klassifikation
gemall ihrer zugrunde liegenden Ursachen und Kklinischen Gemeinsamkeiten
eingeordnet werden.

Bei der Erforschung der Pathophysiologie der PAH kristallisierte sich ein
Zusammenspiel von Entziandung, Zellproliferation, Thrombose und Veranderungen
der Endothelfunktion als wichtiges Krankheitsmerkmal heraus. Aullerdem gibt es
Hinweise auf eine genetische Komponente. Trotz intensiviertem Forschungsaufwand
in den letzten Jahren bleiben jedoch weiterhin wichtige Fragen zur Pathogenese der

Erkrankung offen.
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1.1.1 Geschichte der PAH-Forschung

Die Erforschung der PAH blickt auf eine Uber 100-jahrige Geschichte zurtick und ist
ein Beispiel dafur, wie medizinischer Forschungsgeist letzten Endes zu Therapien
fuhrt, die die Lebensqualitdat von Patienten dramatisch verbessern und die

Sterblichkeit senken.

Seit der Entdeckung des ersten Falles einer ,Sklerose der Lungengefal’e” durch den
deutschen Arzt Ernst von Romberg wahrend einer Autopsie im Jahr 1891 hat sich
das Verstandnis der PAH parallel zu den wissenschaftlichen Errungenschaften im
Laufe der Zeit entwickelt.

Der Argentinier Ayerza beschrieb 1901 das klinische Syndrom aus chronischer
Zyanose, Dyspnoe und Polyzythamie welches zur Sklerose der Lungengefalle fuhrt
(wAyerza’'s disease®). Erste Berichte Uber die Erkrankung, die nun auch primare
pulmonale Hypertonie (PPH) genannt wurde, handelten von klinisch-pathologischen
Zusammenhangen . Arrillaga, ein Schiiler Ayerzas, sah die Syphilis als atiologische

Ursache der Erkrankung an °

; eine Theorie die erst 20 Jahre spater wiederlegt
wurde.

Lasionen in den pulmonalen GefaRen, die man spater als plexiform bezeichnete ,
rickten bald in den Fokus der Wissenschaftler: Zuerst hielt man diese fur die Folge
einer kongenitalen Verdiinnung der GefaRwande ’. Ein bedeutender Schritt gelang
im Jahr 1946, als Gilmour und Evans phanotypisch veranderte Endothelzellen (EZ) in
den Lasionen entdeckten, und die Proliferation von EZ als bedeutend fur die
Entstehung der PPH einschatzten ’.

Eine erste strukturelle Klassifizierung der PH erfolgte im Jahr 1958, dabei wurde das
Remodeling der LungengefaRe in sechs Kategorien eingeteilt 8. Obwohl zunéchst nur
zur Klassifizierung der PH als Folge kongenitaler Herzerkrankungen entwickelt,
wurde sie bald zum Standard fur alle Formen der PH.

Nachdem es in den 1960ern in den deutschsprachigen Landern zu einem
vermehrten Auftreten von PH nach Einnahme des Appetitziglers ,Aminorex*
gekommen war, ruckte die Untersuchung einer mdglichen genetischen
Pradisponierung und die Beschaftigung mit dem pathogenetischen Mechanismus in

den Vordergrund °.
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Auf dem 1. Symposium der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 1973 wurde die
Pathologie der Lungengefalle als entscheidendes Merkmal zur Beschreibung des

10

Krankheitsprozesses benutzt Der Begriff PPH umfasste die chronisch

thromboembolische Erkrankung, die venookklusive Erkrankung und die primare

plexogene Arteriopathie

. Die Limitation dieses Ansatzes wurde jedoch bald
deutlich als erkannt wurde, dass die Art der vaskularen Lasion keineswegs
Aufschluss Uber die zugrunde liegende Form der PH gibt.

Die 2. WHO-Konferenz in Evian 1998 beschrankte sich deswegen nicht mehr nur auf
die PPH, sondern schloss alle Formen der PH mit ein. Nicht mehr die Pathologie
sondern die Ursache der Erkrankung bildete nun die Basis der Klassifikation.
Desweiteren wurde eine Schweregradeinteilung beschlossen und klinische
Ahnlichkeiten der verschiedenen Entitaten herausgearbeitet.

Dieses System wurde 2003 auf der 3. WHO-Konferenz von Venedig geringflgig
Uberarbeitet und seither gilt die Einteilung der PH in funf Gruppen. Der Begriff
|diopathische Pulmonal-arterielle Hypertonie (IPAH) ersetzte dabei die PPH.
Aufgrund der Fortschritte in der Wissenschaft und der darauf basierenden
Entwicklung wirksamer Medikamente konnten in Venedig erstmals auch konkrete
Therapieempfehlungen gegeben werden, diese waren aber zunachst auf die PAH
beschranki.

Im Jahr 2008 fand im kalifornischen Dana Point der 4. WHO-Kongress zur PH statt.
Erstmals wurden hier die Empfehlungen auf andere Formen der PH ausgedehnt.
Wichtige Neuerungen betrafen zudem die Definition der Erkrankung, das
diagnostische Vorgehen, die Therapie in friheren Stadien, sowie den Stellenwert
einiger Praparate und Kombinationstherapien. Die Wissenschaftler und Kiliniker
waren hoffnungsvoll, dass die grundlegenden Veranderungen im Verstandnis der
molekularen Mechanismen den Weg zur Entwicklung neuer Therapiekonzepte

bereiten wiirden .
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Tabelle 1: Die Dana-Point-Klassifikation der WHO von 2008. Die PH wurde in 5
Gruppen eingeteilt, wobei das bessere Verstandnis der Pathophysiologie in die
modifizierte Klassifikation mit einfloss.

1. Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH)
Idiopathische PAH (IPAH)
Familiare PAH (FPAH)
Assoziierte PAH (APAH)
Kollagenosen
Angeborene Shunts (u.a. Herzfehler)
Portale Hypertension
HIV-Infektion
Medikamente und Giftstoffe
Andere Erkrankungen
PAH mit relevanter vendser oder kapillarer Beteiligung
Pulmonale veno-okklusive Erkrankung (PVOD)
Pulmonale kapillare Himangiomatosis (PCH)
Persistierende PAH des Neugeborenen (PPHN)

2. PH bei Linksherzerkrankungen
Erkrankung des linken Vorhofs oder Ventrikel

Mitral- oder Aortenklappenfehler

3. PH bei Lungenerkrankung und/oder Hypoxie
COPD
Interstitielle Lungenerkrankung
Schlafapnoe-Syndrom
Alveolare Hypoventilation
Chronische Héhenkrankheit

Anlagebedingte Fehlbildungen

4. PH aufgrund chronischer Thromboembolien (CTEPH)
Thromboembolischer Verschluss proximaler Lungenarterien
Thromboembolischer Verschluss distaler Lungenarterien

Nicht-thrombotische Lungenembolien

5. Verschiedene Ursachen (z.B. Histiozytosis X, Sarkoidose)
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1.1.2 Aktueller Kenntnisstand

Charakteristisch  fur den Pathomechanismus aller PAH-Formen ist ein
Zusammenspiel von inflammatorischen, proliferativen und thrombotischen
Prozessen. Daruberhinaus verandert sich das Endothel, das dadurch in seiner
Funktion beeintrachtigt wird (,Endotheliale Dysfunktion®). Kontroversen gibt es in der
Frage inwiefern diese verschiedenen Mechanismen zusammenhangen oder sich
gegenseitig begunstigen.

Eine Beobachtung ist, dass kleine Pulmonalarterien, die normalerweise nicht
muskularisiert sind, im Laufe der Erkrankung eine vollstandige Muskularisierung
erhalten. Dies fuhrt zur kontinuierlichen Obliteration des GefalRlumens und zu einer
Konstriktion der GefaRe '

Zusatzlich wird die endothel-abhangige Herstellung wichtiger Mediatoren der
Lungenstrombahn gestort, und das physiologische Gleichgewicht zwischen
Vasodilatatoren und  Vasokonstriktoren  verschiebt sich zu  Gunsten
gefalRverengender Substanzen. Das pathologisch veranderte Endothel produziert

zusétzlich Wachstumsfaktoren, welche die Zellproliferation férdern 2.

1.1.3 Entzindungsprozesse bei PAH und CTEPH

Entzindungsprozesse spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung verschiedener
Formen der PAH, wie der IPAH, der PAH als Folge von Bindegewebserkrankungen
und der Chronisch-thromboembolischen Pulmonalen Hypertonie (CTEPH).

Bei einer Untergruppe der PAH-Patienten zirkulieren Autoantikorper ' und erhdhte
Spiegel der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-6 '°im Blut.

Tuder et al. '® beschrieben als Erste die Beteiligung von Makrophagen und
Lymphozyten in den komplexen Gefalllasionen bei der IPAH, eine Entdeckung die
spater von Dorfmduller et al. bestatigt wurde ' Die Akkumulation von verschiedenen
Entzindungszellen, darunter Makrophagen, neutrophile Granulozyten, T- und B-
Lymphozyten sowie dendritische Zellen in der Umgebung der plexiformen Lasionen
bei der IPAH machen die Beteiligung inflammatorischer Mechanismen sehr

wahrscheinlich 181
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Eine der PAH ahnliche Pathophysiologie wird beim Krankheitsbild der CTEPH
beobachtet ?°. Die CTEPH wird allgemein als eine Folge von unzureichender
Thrombusresolution nach einer akuten Lungenarterienembolie angesehen 21 In einer
prospektiven Studie lag die Inzidenz der CTEPH bei 3,8% innerhalb von zwei Jahren
nach einer akuten Lungenarterienembolie 2 Spezielle pradisponierende Faktoren
sind bisher nicht bekannt. Man nimmt an, dass Infektion, Inflammation,
Autoimmunitat oder tumorahnliche Prozesse eine ausreichende Auflosung des
Thrombus behindern und somit das Risiko fiir eine CTEPH erhéhen 2.

Histopathologisch kann man zunachst eine Obstruktion der zentralen Lungenarterien
beobachten, die mit einem vaskularen Remodeling ahnlich dem bei der PAH
verbunden ist, mit Intima-Fibrose, Media-Hypertrophie und plexiformen Lasionen 24
Mehrere Studien zeigen, dass eine PAH-spezifische medikamentdése Therapie mit

Sildenafil ?° und Bosentan 2°

einen positiven Effekt auf die Hamodynamik bei
Patienten mit CTEPH haben kann. Die Rechtsherzinsuffizienz ist die gemeinsame
Endstrecke sowohl von PAH als auch von CTEPH. Da beide Entitaten die Gruppe
der prakapillaren PH-Formen bilden und somit entscheidende pathophysiologische
Merkmale teilen, wurden in der vorliegenden Studie sowohl PAH- als auch CTEPH-

Patienten in die Patientengruppe eingeschlossen.

1.1.4 Proliferation und vaskulares Remodeling

Histologisch zeigen sich bei der PAH Wandveranderungen in allen Gefaldschichten
primar der kleinen Lungenarterien. Eine okkludierende Neointima und die
Proliferation von Media und Adventitia sind Teil des Krankheitsbildes ’.

Die pathologische Proliferation und Migration von Zellen der Lungengefal’e bei PAH
werden durch mehrere Wachstumsfaktoren gesteuert, darunter platelet-derived
growth factor (PDGF) 28, epidermal growth factor (EGF) ?° und vascular endothelial
growth factor (VEGF) *°. Sie agieren als Mitogene, aktivieren GefaBmuskelzellen,
Fibroblasten und EZ und bewirken eine Apoptoseresistenz 3,

Speziell dem ubiquitaren PDGF wird eine Schllsselrolle fir das vaskulare

Remodeling zugeschrieben *'

. Die Behandlung von PAH-Patienten mit Imatinib,
einem fUr die Therapie der Chronischen Myeloischen Leukamie zugelassenen

PDGF-Antagonisten, befindet sich zurzeit in der klinischen Erprobung. Im Tiermodell
11
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konnten mit dieser Substanz die strukturellen Gefallveranderungen bei der PAH nicht
nur abgeschwacht sondern auch ruckgangig gemacht werden (,Reverse

Remodeling*) *%.

1.1.5 Endotheliale Dysfunktion

Die Beteiligung des Endothels am Krankheitsgeschehen der PAH ist unbestritten, die
genauen Ablaufe werden jedoch immer noch nicht verstanden.

Bei der PAH formen EZ, Gefalfmuskelzellen, Fibroblasten und zirkulierende
Entziindungszellen sogenannte plexiforme Lasionen '°. Eine wichtige Eigenschaft
der EZ dieser Lasionen ist ihr hyperproliferativer und apoptose-resistenter Phanotyp,
der zu dem Verlust der endothelialen Einzelschicht fihrt .

Die Beobachtung einer dreifachen Erhohung der Glykolyserate bei gleichzeitiger
Verminderung  mitochondrialer  Aktivitat (ahnlich dem Warburg-Effekt bei
Tumorzellen **) veranlasste Stevens und Gillespie, den EZ in den Lasionen bei IPAH

krebsahnliches Verhalten zuzuschreiben .

Die Forscher beschaftigten sich
daraufhin mit der Frage, wie die EZ die Eigenschaft zu diesem ungehemmten
Wachstum erhalten und wo ihre Herkunft liegt.

Bestimmte Lektin-bindende Oberflachenstrukturen deuten auf einen kapillaren
Ursprung hin 2T Der Anteil an Vorlauferzellen in kapillaren EZ-Populationen betragt
50%, was weit hoher ist als der Anteil bei der EZ-Population gesunder
Lungenarterien. Die Hauptaufgabe der Vorlauferzellen im gesunden Kapillarbett ist
es, Gefalverletzungen auszubessern. Durch Migration zu den Lungenarterien
konnten diese Zellen aber auch in die Entstehung der PAH verwickelt sein.

Der Stimulus fur diese Migration, und die Frage inwiefern die PAH fur die Selektion
einer hyperproliferativen EZ-Population verantwortlich ist, bleibt jedoch ebenso unklar
wie der Einfluss von mdglichen epigenetischen Veranderungen und somatischen

Mutationen 2’.
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Abb. 1:

Vaskulare Lasionen bei der PAH. A: Verschiedene Typen vaskularer Lasionen in der Lunge einer
Ratte mit Hypoxie-induzierter PAH im Endstadium (niedrige VergroRerung). B bis E: VergroRerte
Aufnahmen mit Wandverdickung der Media (B), konzentrischer zelluldrer neointimaler L&sion (C),
plexiformer Lasion (Pfeil) neben einer kleinen Lungenarterie mit Wandverdickung der Media und
exzentrischer Proliferation der Neointima (D), und annahernd kompletter Okklusion von 2 kleinen
Lungenarterien durch konzentrische neointimale Proliferation (E). Gefarbt mit Verhoeff-van Gieson.
Aus: Abe, K. u. a. Formation of Plexiform Lesions in Experimental Severe Pulmonary Arterial
Hypertension. Circulation 121, 2747-2754 (2010).

Durch die Freisetzung von Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren tragt das gesunde
Endothel malfdgeblich zur Aufrechterhaltung eines physiologischen
Lungengefalitonus bei.

Bei allen Formen der PAH und bei der CTEPH wird ein Ungleichgewicht zwischen
gefalRerweiternden und gefalRverengenden Mediatoren deutlich. Erhdhte Spiegel von

% und Serotonin ¥ bei einer gleichzeitigen

)38

Konstriktoren wie Endothelin-1
Erniedrigung von dilatatorisch wirksamen Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO

und Prostazyklin %

werden flr den pathologischen Gefaldtonus verantwortlich
gemacht. Die bisher etablierten Therapieansatze fur die PAH zielen
dementsprechend auf eine Wiederherstellung des Gleichgewichts zwischen diesen

Mediatoren ab. Phosphodiesterase-5-Hemmer (Sildenafil) erhdéhen die Wirksamkeit

13
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von NO’, Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (Bosentan, Sitaxsentan, Ambrisentan)
blockieren den Rezeptor dieses potenten Vasokonstriktors, wahrend Prostazyklin-
Analoga (Epoprostenol, lloprost, Treprostinil, Beraprost) Uber eine Erhdéhung der
intrazellularen cAMP-Konzentration vasodilatatorisch wirksam sind.

Da diese Medikamente jedoch nur in einem geringen Umfang das vaskulare
Remodeling beeinflussen, sind sie nicht in der Lage, den Krankheitsprogress
aufzuhalten. Obwohl sie fur den einzelnen Patienten eine Verbesserung der
Lebensqualitat ermdglichen, ist oft bei Fortschreiten der Erkrankung eine
Therapieeskalation noétig, was mit einer vermehrten Rate an Nebenwirkungen und
hohen Kosten fur das Gesundheitssystem verbunden ist. In Zukunft werden neue,
kausale Therapien benoétigt, einige Substanzen sind zurzeit in der Phase der

klinischen Erprobung *
Endothelial cells

L-arginine Pre-proendothelin Arachidonic acid
Prostacyclin
BH4 l b l synthase

Proendothelin "
: Prostacylin

¥

NO + L-citrulline

<+<—— Endothelin-1 —
Endotheli ~ Prostanoids
ndothelin
Receptor ‘
Antagonists o
/Guanylate E E ' G, Adenylate
cyclase cyclase
n Vasoconstriction n G AM
VIP
GTP and proliferation
Natriuretic - cGMP cAMP ATP
i | - - [
peptides it +
R PDES PDE3/4
PDES . Protein kinases l
Inhibitors l
K GMP AMP //
Smooth muscle cells
Abb. 2:

Die medikamentésen Therapieansatze bei der PAH. Phosphodiesterase-5-Hemmer veringern den
Abbau von NO-aktiviertem cGMP und erhéhen somit die Aktivitadt von dilatatorisch wirksamen Protein
Kinasen. Endothelin-1-Rezeptor-Antagonisten hemmen Endothelin-1 am Rezeptor kompetitiv.
Prostazyklin-Analoga (Prostanoide) erhéhen die cAMP-Konzentration und sind dadurch ebenfalls
vasodilatatorisch wirksam.

BH,4: Tetrahydrobiopterin, GTP: Guanosin-triphosphat, cGMP: zyklisches Guanosin-monophosphat,
PDE: Phosphodiesterase, ET-A: Endothelin-Rezeptor Typ A, ATP: Adenosin-triphosphat, cAMP:
zyklisches Adenosin-monophosphat, AM: Adrenomedullin, VIP: Vasointestinal aktives protein

Aus: Archer, S.L., Weir, E.K. & Wilkins, M.R. Basic science of pulmonary arterial hypertension for
clinicians: new concepts and experimental therapies. Circulation 121, 2045-2066 (2010).
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Besonders die NO’-abhangigen vasodilatatorischen Effekte werden als
ausschlaggebend fur die Regulierung des pulmonal-vaskularen Wiederstands (PVR)
angesehen. NO' ist ein freies Radikal das vom Ort der Herstellung in der EZ zu der
I6slichen Guanylat-Zyklase (sGC) in der Gefalmuskelzelle diffundiert “°. Die
Aktivierung der sGC erhoht die Synthese von zyklischem Guanosin-monophosphat
(cGMP) und dieser sekundare Botenstoff bewirkt Uber die Aktivierung von
Proteinkinasen vom G-Typ eine Relaxation der Muskelzellen. Neben seiner Rolle als
Vasodilatator besitzt NO* aber auch die Fahigkeit, die Proliferation, Migration und
DNA-Synthese von EZ *' und glatten GefaRmuskelzellen *? zu inhibieren.

NO-Synthasen (NOS) stellen NO' in Gegenwart des Kofaktors Tetrahydrobiopterin
(BH4) und unter Verbrauch von NADPH aus der Aminosaure L-Arginin her. Die
endotheliale NOS (eNOS) ist eine von vier bisher identifizierten NOS. In
verschiedenen Studien ***+*° konnte die Bedeutung der eNOS fiir den GefaRtonus in
der Lunge belegt werden. Die antiproliferativen Eigenschaften einer hochregulierten

t 46

eNOS sind ebenso beleg wie die Beobachtung von Remodeling und erhohten

Driicken in den LungengefaRen bei Mausen mit eNOS-Mangel */.

Die NO’-abhangige Vasodilatation scheint somit ein zentraler Mechanismus der
Regulierung des PVR zu sein und eine verminderte NO’-Bioverfligbarkeit kdnnte
entscheidenden Anteil am Entstehen der PAH haben. Obwonhl es altere Berichte gibt,
die von einer Aktivierung der eNOS und einer erhéhten NO'-vermittelten Relaxation

der LungengefaRe im Verlauf der PH zeugen “%4°

Studien 38,50,51,52,53,54

, zeigen die meisten neueren PH-
vielmehr eine verminderte endothel-abhangige Relaxation im
GefalRbett der erkrankten Lunge. Besonders fur PAH-Patienten wurde die
verminderte Bioverfiigbarkeit von NO' belegt >°°.

Die Ursache hierflr bleibt jedoch umstritten. Moglich sind eine verringerte Expression
der eNOS 4 eine Inhibition der enzymatischen Aktivitit der eNOS durch endogene
Inhibitoren wie asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) °" oder die Reaktion von
NO’ mit der reaktiven Sauerstoffspezies Superoxid zu Peroxynitrit %8

Eine weitere Ursache fiir die verminderte NO’-Bioverfligbarkeit bei PAH-Patienten
konnte die Oxidation von NO° durch das Enzym Myeloperoxidase sein, eine

Hypothese die in der vorliegenden Studie erstmals untersucht wird.
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1.1.6 Rechtsventrikulare Dysfunktion als Folge der PAH

Die PAH ist charakterisiert durch Vasokonstriktion und Remodeling des Gefal3bettes
der Lunge mit darauf folgender Erh6hung des PVR. Diese wiederum fuhrt zu einer
vergroRerten Nachlast fur den rechten Ventrikel (RV). Ganz entscheidend fur den
Krankheitsprozess ist die Reaktion des RV auf diese Belastung 2 dennoch sind
dessen strukturelle und funktionelle Veranderungen im Laufe der Erkrankung
uberraschenderweise wenig erforscht.

Lange Zeit nahm man an, dass die Mechanismen mit denen der RV auf erhohte
Beanspruchung reagiert, denen des strapazierten linken Ventrikels gleichen. Durch
neuere Studien wird dieser Ansatz jedoch in Frage gestellt. Als Adaption auf die
erhohte Nachlast nimmt die Wand des RV an Muskelmasse zu. Die Proteinsynthese
wird direkt durch die Dehnung der Herzmuskelzellen induziert und steht unter
autokrinem, parakrinem und neurohumoralen Einfluss % Die rechte Herzkammer ist
jedoch nicht in der Lage, dauerhaft dem erhdhten Druck standzuhalten. Die
Kontraktilitat sinkt und der Ventrikel dilatiert. Die daraus resultierende gesteigerte
Wandspannung bewirkt einen erhohten Sauerstoffverbrauch bei gleichzeitig
verminderter Perfusion. Dadurch sinkt die Kontraktilitat weiter und dieser Circulus
vitiosus fuhrt letzten Endes zur Rechtsherzinsuffizienz.

Brain Natriuretic Peptide (BNP) ist ein Hormon das vor allem von Muskelzellen des
linken Ventrikels exprimiert wird, wenn diese im Rahmen einer linksventrikularen
Dysfunktion unter Spannung stehen. Das Hormon hat jedoch auch seine Bedeutung
bei Rechtsherzerkrankungen. So zeigten Nagaya et al., dass der BNP-Plasmaspiegel

t 8 wahrend

in Proportion mit dem Grad der rechtsventrikularen Dysfunktion ansteig
Leuchte et al. den Zusammenhang von BNP-Spiegel und funktionellem Status bei
PAH-Patienten belegten °'. Mehrere Studien unterstrichen die Bedeutung von BNP
als unabhangiger Pradiktor fiir die Mortalitat bei verschiedenen Formen der PH 523
und seine Korrelation mit funktionellen Parametern wie dem 6-Minuten-Gehtest
(6MWT) *.

Hohe BNP-Spiegel sind also indirekt Ausdruck der chronischen Erhohung des
Widerstands im kleinen Kreislauf, welche lange Zeit als allein ursachlich fur das
Entstehen einer Rechtsherzinsuffizienz angesehen wurde. Neuere Erkenntnisse
zeigen jedoch, dass die vergrofierte Nachlast alleine wahrscheinlich nicht fur das
Entstehen einer Kammerdysfunktion verantwortlich ist °°. So kommt es bei Patienten
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mit Pulmonalklappenstenose zu einer vergleichbaren Druckbelastung fur den rechten
Ventrikel, jedoch ist die Prognose viel besser im Vergleich zur PAH % Im Tiermodell
fuhrt die Induzierung einer pulmonalen Stenose durch pulmonal-arterielles Banding
nicht zu einer Rechtsherzinsuffizienz, obwohl die Druckbelastung ahnlich der bei
PAH-Modellen ist .

Leider ist nur wenig Uber die molekularen Prozesse bekannt, die bei der PAH den
Ubergang von der Rechtsherzbelastung (iber die RV-Hypertrophie zur RV-Dilatation
ermdglichen. Postuliert wird bislang ein Einfluss von neurohumeralen Faktoren und
oxidativem bzw. nitrosativem Stress. Durch die Induktion der Synthese von ROS wie
Superoxid und Wasserstoffperoxid konnten Angiotensin I, Endothelin-1 und andere
Neurohormone die Hypertrophie von Herzmuskelzellen begunstigen " Die
Formation von ROS erfolgt zum Teil durch NAD(P)H-Oxidasen, einem Enzym das
unter anderem durch neutrophile Granulozyten exprimiert wird. In der Erforschung
der Pathogenese der Linksherzinsuffizienz spielten neutrophile Granulozyten lange
Zeit keine Rolle, besonders da diese Zellen im Herzmuskelgewebe betroffener
Patienten nicht zu lokalisieren waren. Neuere Erkenntnisse auf dem Gebiet der
entzindlichen GefalRerkrankungen geben allerdings Hinweise darauf, dass diese
Zellen durch Enzymsekretion auch in entfernt liegenden Organen Signalwege
modulieren kdnnen.

Myeloperoxidase (MPO), ein von neutrophilen Granulozyten ausgeschuttetes
Hamprotein scheint dabei im Krankheitsprozess der Linksherzinsuffizienz eine
wichtige Rolle zu spielen .

Im Folgenden wird dieses vielseitige Enzym zunachst vorgestellt und dann seine
madgliche Verbindung zur PAH-Erkrankung und der chronischen

Rechtsherzinsuffizienz thematisiert.
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1.2 Myeloperoxidase (MPO)

1.2.1 Allgemeines zu MPO

MPO ist ein Hamprotein, das hauptsachlich von neutrophilen Granulozyten, zu einem
geringeren Teil aber auch von Makrophagen und Monozyten gebildet wird. In den
Granulozyten stellt MPO mit 4-5% des Gesamtproteingehalts eines der
Hauptproteine dar und wird zusammen mit dem proteolytischen Enzym Elastase in
den azurophilen Granula gespeichert °.

Nach Zellaktivierung wird sowohl MPO als auch Elastase durch Degranulation zuerst
in phagozytische Vakuolen und dann in den extrazellularen Raum sezerniert %"
Neben dem Vorkommen in Leukozyten konnte MPO bisher auch aus Kupfferzellen
der Leber "2 und aus Mikroglia und Neuronen des Hippokampus 73 isoliert werden.
Die Bedeutung von MPO in der Abwehr von Mikroorganismen und korperfremden
Zellen ist seit langem bekannt. Uberraschenderweise haben jedoch Patienten mit
particllem oder totalem MPO-Mangel keine hohere Infektanfalligkeit . Forscher
gehen deshalb der Frage nach, warum der Korper dieses Protein in solcher Fllle
produziert, obwohl es offensichtlich nicht entscheidend fur die Immunabwehr ist.
MPO scheint bei verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen eine Rolle zu
spielen, gezeigt werden konnte unter anderem die mdgliche Funktion von MPO als

75

Prognosefaktor beim akuten Koronarsyndrom ° und eine mogliche Teilnahme als

profibrotischer Mediator beim Entstehen von Vorhofflimmern .

Die Primarstruktur des Enzyms besteht aus einem 140 kDa Homodimer mit einer
zentralen Hamgruppe. Die einzelnen Dimere sind aus einer schweren (55 bis 64
kDa) und einer leichten (10 bis 15 kDa) Untereinheit ’""® zusammengesetzt.

Die Sekundarstruktur von MPO ist Uberwiegend a-helikal. Jedes Monomer besitzt
einen zentralen Bereich mit funf Aminosaureschleifen und einer Hamgruppe (Fe3"),
wobei vier der Schleifen aus einem groflen und die flnfte aus einem kleinen

Polypeptid bestehen *°.
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Abb. 3:

Die dreidimensionale Struktur eines MPO-Homodimers. Hervorgehoben sind die zentralen
Hamgruppen (rot) und die a-Helices (grin).

Nach Lau, D. & Baldus, S. Myeloperoxidase and its contributory role in inflammatory vascular disease.
Pharmacology & Therapeutics 111, 16—26 (2006).

1.2.2 Katalytische Mechanismen

MPO, Wasserstoffperoxid (H20;) und ein oxidierbarer Kofaktor bilden das so
genannte MPO-System. In der Ausgangsform besitzt MPO Eisen(lll)-lonen, die in der
Gegenwart von Hy0O, oxidiert werden. Dabei wird MPO in die kurzlebige
Oxidationsstufe MPO-I Uberfiihrt ®, welche verschiedene Substrate wie z.B. Halide
oxidiert. Die Oxidation von Chlor zu dem bakteriziden Oxidans Hypochlorit (HOCI)
spielt dabei die wohl grofite physiologische Rolle *

CI'+ H* + H;0, — HOCI + H,0

Neben Haliden oxidiert MPO-I auch mehrere organische und anorganische Substrate
wie z.B. aromatische Aminosauren. Aus MPO-l wird durch einen einfachen

Elektronentransfer MPO-Il gebildet. Die Reduktion von MPO-II zur MPO-Grundform
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stellt den geschwindigkeitslimitierenden Schritt dieses Zyklus dar und wird durch die
Oxidation von Reduktionsmitteln wie Tyrosin oder Ascorbat erreicht .

Ein weiteres Substrat fir MPO-I ist NO°, welches in Gegenwart von H,O, zu Nitrit
(NOy) oxidiert wird ®. MPO-knock-out-Mause, die einem akuten Entziindungsreiz
ausgesetzt wurden, zeigten eine bessere Gefalifunktion und vaskuldare NO'-
Bioverfugbarkeit als Wildtyp-Mause; ein Hinweis darauf, dass MPO einen negativen
Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit von NO" in vivo besitzt %.

Zu einem geringen Teil geschieht die Oxidation von NO™ auf direktem Wege durch
MPO. Der weitaus groRRere Anteil von NO" wird allerdings von kleinen, durch MPO
gebildeten Zwischenprodukten, vor allem Tyrosyl- und Ascorbylradikalen mit
diffusionslimitierter Geschwindigkeit zu NO, oxidiert %2,

H,0, H,0
MPO MPO-| H,0 H,O,
R R
ol MPO-I
e NO
MPO-| MPO
"NO,
-
. MPO-II
NO, RH

Abb. 4:

Die katalytischen Mechanismen von MPO. MPO wird in Gegenwart von H,O, in die Oxidationsstufe
MPO-I Gberfuhrt, welches direkt und Uber kleine Radikalintermediarprodukte (R') NO" zu Nitrit (NO,)
oxidiert. NO," wird daraufhin durch MPO zu Stickstoffdioxid (NO,) oxidiert. Die dadurch entstehende
MPO-II wird durch Oxidation von Reduktionsmitteln zu MPO rickreduziert.
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1.2.3 Tyrosinnitrierung

NO;" selbst fungiert wiederum als Substrat fur MPO. In Gegenwart von H,O, wird es
zu Stickstoffdioxid (NO,), einem sehr instabilen Radikal oxidiert ®, welches
seinerseits die Nitrierung von Proteinen und die Lipidperoxidation fordert. Eine der
am besten untersuchten Reaktionen hierflr ist die NO»y-abhangige Oxidation von
Tyrosin zu Nitrotyrosin (NO2Tyr).

NO,Tyr ist ein Marker fir NO'-assoziierten oxidativen Stress und wird als ein
Ausléser von akuten und chronischen Entziindungsreaktionen angesehen ®'. NO,Tyr
oxidiert z.B. die Mangan-Superoxiddismutase (Mn-SOD) und hemmt somit deren
antioxidative Eigenschaften ®°. Seit langerem ist bekannt, dass MPO-Aktivitat und

86,8788  FEur eine direkte

NO,Tyr-Formation in entzindetem Gewebe korrelieren
Bildung von NO,Tyr durch aktive MPO spricht die Kolokalisation von MPO und
NO,Tyr z.B. in koronararteriellen Plaques, im Lebergewebe sowie in Biopsien

lungentransplantierter Patienten .

1.2.4 Akkumulation von MPO im subendothelialen Raum

Unabdingbare Voraussetzung fur die oben dargestellten Effekte ist die Anreicherung
von MPO im Subendothelialraum. Baldus et al. * konnten in ex-vivo-Untersuchungen
zeigen, dass die stark positiv geladene MPO nach Sekretion durch neutrophile
Granulozyten an die negativ geladenen Heparansulfat-Glykosaminoglykane der
Endotheloberflache bindet. Daruber hinaus wurde in derselben Studie deutlich, dass
katalytisch aktive MPO nach Transzytose in der subendothelialen Matrix in
unmittelbarer Nahe zu dem extrazellularen Matrixprotein Fibronektin akkumuliert,
ohne dass hierzu eine Transmigration der Granulozyten selbst notig ware.

MPO scheint somit an der Schnittstelle zwischen Endothel und Media reichlich

vorhanden zu sein.
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1.3 Mogliche Rolle von MPO bei der Entstehung von

PAH und Rechtsherzinsuffizienz

Inflammatorische Prozesse spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der

" und MPO scheint dabei ein bedeutender Marker zu sein .

Linksherzinsuffizienz °
Es gibt Hinweise aus Tiermodellen, dass MPO das myokardiale Remodeling % und
die Kammerruptur ** bei akuter und chronischer Ischdmie begiinstigt. Zuséatzlich wird
postuliert, dass MPO durch seine NO'-oxidierenden Eigenschaften die Perfusion des
Myokards stért und somit die Kammerfunktion beeintrachtigt %267

Fur den RV gibt es bislang nur wenige Studien, die die Bedeutung der Inflammation
fur die Entstehung einer RV-Dysfunktion untersuchten. So wurde fur die akute
Rechtsherzinsuffizienz gezeigt, dass im Tiermodell die Behandlung mit
Granulozyten-Antikdrpern die MPO-Aktivitat im RV senkt und somit konsekutiv die
Ausbildung einer RV-Dysfunktion verhindert werden kann .

In einer kurzlich veroffentlichen Arbeit ergeben sich nun jedoch erstmals konkrete
Hinweise auf eine Verbindung von Leukozytenaktivierung und
Funktionsverschlechterung des RV bei einer chronischen Druckerhéhung im kleinen
Kreislauf ®. In diesem Tiermodell erwies sich die Leukozytenaktivierung im Gewebe
des RV als ein frihes Ereignis nach der Induktion einer PH. Daruberhinaus

korrelierte die MPO-Aktivitat im RV mit dem Schweregrad der RV-Dysfunktion.
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Abb. 5:

Der zeitliche Verlauf der MPO-Expression wahrend der Progression der RV-Dysfunktion. Unter (A)
sind reprasentative Beispiele von immunhistochemisch aufbereiteten Proben des RV-Muskelgewebes
im Stadium der Hypertrophie, Dilatation und des Rechtsherzversagens dargestellt. Die Pfeile zeigen
MPO-Antikdrper-Aktivitat an. (20fache VergrofRerung). Unter (B) wird der MPO-Infiltrations-Index fir
die drei verschiedenen Krankheitsstadien gezeigt.

Aus Campian, M.E. u. a. Early inflammatory response during the development of right ventricular heart
failure in a rat model. European Journal of Heart Failure 12, 653 -658 (2010).

MPO scheint somit sowohl fur die Entstehung als auch im Krankheitsverlauf der RV-
Dysfunktion bedeutend zu sein. Ob es aber auch primar einen Anteil am Entstehen
der Pathologie der Lungengefalde hat, bleibt weiterhin unklar. Anzeichen fir die
Beteiligung von MPO am Krankheitsbild der PAH gibt es jedoch: so wird die PAH als
Erkrankung mit bedeutender inflammatorischer Komponente gesehen und die
niedrige Bioverfligbarkeit von NO" gilt als ein wichtiges Merkmal. Die Oxidation von
NO® durch MPO im subendothelialen Raum der Lungengefale konnte zumindest
teilweise fur die verminderte Gefalirelaxation verantwortlich sein.

AuRerdem konnte die Anreicherung von NO3Tyr im Lungengewebe von PAH-
Patienten ein Indiz fur vermehrte MPO-Aktivitat sein. Zum einen war in einer Studie
der Blutspiegel von NO,Tyr bei Ratten, die nach chronischer Hypoxie eine PH

' Zum anderen zeigten immunhistochemische

entwickelten,  erhoht
Untersuchungen, dass NO,Tyr neben anderen Markern fur oxidativen Stress im
Lungengewebe von PAH-Patienten starker exprimiert war als bei gesunden
Probanden, wahrend die Aktivitat antioxidativer Effektoren wie Mn-SOD vermindert

war %8, Nach den Autoren dieser Studie konnte die NO,Tyr-Formation eine Folge der
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Peroxynitrit-Produktion nach Bildung von NO® und Superoxid-Anion durch EZ und
Gefallmuskelzellen sein, aber auch die MPO-abhangige NO,Tyr-Produktion wird als
maoglicher Mechanismus angesehen.

Bisher existiert jedoch noch keine Studie, die die MPO-Aktivitat bei Patienten mit
PAH untersucht.

1.4 Ziele der Studie

Die vorliegende Studie versucht nun, erste Erkenntnisse Uber die Hohe der MPO-
Aktivitat bei Patienten mit PAH zu gewinnen. Zudem wird der Frage nachgegangen,
ob der Plasma-MPO-Spiegel als moglicher Pradiktor fur die Schwere der Erkrankung
fungieren kann.

Dazu wurde die Studie in zwei Teile eingeteilt. Um Erkenntnisse Uber das Ausmal}
der MPO-Aktivitat in der Patientengruppe zu gewinnen, wurde im ersten Teil eine
PAH-Patientengruppe bezuglich der MPO-Plasmaspiegel und Endothelfunktion mit
einer gesunden Kontrollgruppe verglichen.

Im zweiten Teil der Studie lag das Augenmerk auf der Wertigkeit von MPO als
Prognosemarker. Die PAH-Patienten wurden dabei entsprechend der Hohe ihres
MPO-Baseline-Werts in zwei Gruppen eingeteilt. Es folgte eine Verlaufsbeobachtung
Uber ein Jahr, in der die Patienten regelmafig zur Evaluierung ihrer korperlichen
Leistungsfahigkeit einem 6-Minuten-Gehtest unterzogen wurden. Auf3erdem wurden
die Todesfalle innerhalb der beiden Gruppen im Beobachtungszeitraum registriert

und eine Kaplan-Meier-Uberlebenskurve erstellt.
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2. Patienten und Methoden

2.1 Studienprotokoll

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg gepriift und
genehmigt (OB-012/08). Alle Patienten und Probanden gaben eine schriftliche
Einverstandniserklarung vor der Aufnahme in die Studie.

Die Studie wurde in zwei Teile eingeteilt:
1. Eine Fall-Kontroll-Studie mit einem Patientenkollektiv und einer gesunden
Kontrollgruppe.
2. Eine prospektive Verlaufskontrolle innerhalb des Patientenkollektivs.

2.1.1 Fall- Kontroll-Studie

2.1.1.1 Patientenkollektiv

In die Patientengruppe eingeschlossen wurden 61 PH-Patienten der Gruppe | (PAH)
und Gruppe IV (CTEPH) der Dana-Point-Klassifikation, die sich regelmalig zur
Verlaufsbeobachtung in der pulmologischen Ambulanz der Il. Medizinischen Klinik

des Universitatskrankenhauses Hamburg-Eppendorf vorstellen.

Tabelle 2: Die Zugehorigkeit der Patienten in der Dana-Point-Klassifikation.

Dana-Point-Klassifikation m

PAH (Klasse I) 44
IPAH 25
FPAH

PAH bei Kollagenosen

PAH bei angeborenem Herzfehler

PAH aufgrund sonstiger Erkrankung 2
CTEPH (Klasse IV) 17
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Dabei gehorten 14 Patienten der Klasse Il der Klassifikation der New York Heart
Association (NYHA) an, 37 Patienten waren als NYHA 1ll eingestuft und 10 Patienten
als NYHA IV.

Die Einschlusskriterien

=  Weibliche und mannliche PAH-Patienten

= |Im letzten Rechtsherzkatheter ein pulmonal-arterieller Mitteldruck von = 25
mmHg in Ruhe

= Zugehorigkeit zu Klasse | (PAH) bzw. IV (CTEPH) der Dana-Point-
Klassifikation

= Vorliegen einer schriftlichen Einverstandniserklarung

Die Ausschlusskriterien

= Patienten mit einer PH aufgrund von Linksherzerkrankungen (Dana-Point-
Klasse Il), charakterisiert durch einen pulmonal-kapillaren Verschlussdruck
(PCWP) von > 15 mmHg

= Chronische Niereninsuffizienz (Serum-Kreatinin >1.5 mg/dl)

= |nstabile Angina pectoris

= Maligne Tumoren

= Aktueller Alkohol- oder Drogenmissbrauch

= Schwangerschaft

2.1.1.2 Kontrollgruppe

Die Rekrutierung der Kontrollgruppe erfolgte zunachst durch eine Zeitungsanzeige in
der Hamburger Morgenpost und dann zusatzlich mittels einer Datenbank-Recherche
durch das Clinical Trial Center North der mediGate GmbH. Insgesamt wurden 74
Personen in die Kontrollgruppe eingeschlossen. Die Strukturgleichheit der beiden

Gruppen wurde durch die matched-pairs-Technik erzielt und die jeweiligen
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Messungen und Untersuchungen der beiden Gruppen wurden von identischen

Personen durchgefuhrt.

Die Einschlusskriterien

=  Weibliche und mannliche Probanden
= Gesunde Probanden oder Probanden mit leichter bis mittelschwerer
Allgemeinerkrankung

= Vorliegen einer schriftlichen Einverstandniserklarung

Die Ausschlusskriterien

= Hohergradige Trikuspidalinsuffizienz oder andere Zeichen einer pulmonalen
Hypertonie in der Echokardiographie

= Schwere Allgemeinerkrankung

= Aktueller Drogen- oder Alkoholabusus

= Schwangerschaft

2.1.1.3 Durchgefuhrte Untersuchungen

In der monozentrischen Fall-Kontroll-Studie wurden sowohl die Patienten als auch
die gesunden Probanden einer vendsen Blutentnahme und einer
Endothelfunktionsmessung mit der Ultraschallmethode unterzogen. Bei der
Kontrollgruppe wurde vor diesen beiden Untersuchungen eine Echokardiographie
zum PAH-Ausschluss durchgefuhrt. Hierbei wurde im Vierkammerblick eine
Dopplersequenz Uber der Trikuspidalklappe aufgezeichnet. Bei Fehlen einer

Trikuspidalinsuffizienz wurde davon ausgegangen, dass keine PAH vorliegt.

Als erste Untersuchung wurde bei allen Probanden die Probengewinnung durch eine
vendse Blutentnahme durchgeflihrt. Dabei wurde eine Vene in der linken Ellenbeuge
punktiert und Blut in eine 9ml Ammonium-Heparin-Monovette (16 |.E./ml, Firma
Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland) enthommen. Anschliel3end wurde die Blutprobe
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bei 5 °C und 4000 Umdrehungen pro Minute fir 10 Minuten zentrifugiert und das
Plasma wurde bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

Anschlielend fand eine Blutdruckmessung am linken Arm des Probanden statt,
wobei die Methode nach Riva-Rocci angewandt wurde.

Zuletzt wurde bei allen Patienten und Probanden eine Endothelfunktionsmessung mit

der Ultraschallmethode durchgefuhrt.

2.1.2 Prospektive Verlaufsbeobachtung

Im zweiten, prospektiven Teil der Studie wurden 44 PAH-Patienten aus dem oben
aufgefuhrten Patientenkollektiv in zwei Gruppen eingeteilt: Die erste Gruppe (n = 14)
umschloss Patienten im unteren Quartil des MPO-Spiegels, die zweite Gruppe (n =
30) beinhaltete die Patienten in den oberen drei Quartilen der MPO-Spiegel. Der
Cut-off-Wert lag bei 357 pmol/l.

Das gleiche Patientenkollektiv wurde gleichzeitig gemafl ihres BNP- bzw. hsCRP-
Werts in jeweils eine Gruppe mit BNP-Werten (bzw. hsCRP-Werten) im untersten
Terzil und eine zweite Gruppe mit BNP-Werten (bzw. hsCRP-Werten) in den oberen
beiden Terzilen eingeteilt. Der Cut-off-Wert fur BNP lag bei 570 ng/ml und fir hsCRP
bei 0,160 mg/dI.

Am ersten Tag der Studie (Baseline) wurden die Plasmaspiegel von MPO, BNP und
hsCRP mittels einer venosen Blutentnahme erfasst, und jeder Patient wurde einem
6-Minuten-Gehtest unterzogen.

Die Patienten wurden daraufhin nach drei (WV1), nach sechs (WV2), nach neun
(WV3) und nach zwolf Monaten (WV4) wieder einbestellt, um die korperliche
Belastbarkeit anhand des 6-Minuten-Gehtests zu erfassen.

Daruber hinaus wurden Todesfalle innerhalb der beiden Gruppen registriert und die
Ergebnisse mittels Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Die Beobachtungszeit in dieser

Uberlebensstudie betrug 65 Wochen nach Baseline.
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2.2 Bestimmung der MPO-Plasmaspiegel

Zur Bestimmung der MPO-Plasmaspiegel mit Hilfe der Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay (ELISA)-Methode der Firma Calbiochem (Kalifornien, USA)
wurden die bei -80 °C gelagerten Plasmaproben zunachst auf Eis aufgetaut.

Bei dieser Methode sind spezifische MPO-Antikorper an die Mikrotiterplatte
gebunden. Nach der Antigen-Antikdrperreaktion werden die Immunkomplexe durch
einen Zweitantikdrper gebunden. Dieser ist mit einem Enzym verknlpft, welches
nach einer Reaktion mit einem chromogenen Substrat photometrisch bestimmt
werden kann.

Zunachst wurden die Plasmaproben der Studienteilinehmer mit dem
Probenverdinnungspuffer im Verhaltnis 1:3 verdunnt. Es folgte das Auftragen von
100 ul der verdunnten Plasmaproben zusammen mit der Standardreihe auf die auf
Eis liegende Mikrotiterplatte und die Inkubation flr zwei Stunden bei 37 °C. Die
Mikrotiterplatte war mit einem monoklonalen MPO-Antikorper  als
Festphasenantikorper beschichtet, sodass die Plasma-MPO an den Antikérper und
damit an die Mikrotiterplatte binden konnte. Die Platte wurde funfmalig mit einem
verdinnten Waschpuffer gewaschen und nach Zugabe des polyklonalen MPO-
Antikorper als Zweitantikorper bei 4 °C Uber Nacht inkubiert.

Nach ca. 15 Stunden wurden 100 pl der verdunnten avidine-alkalischen Phosphatase
hinzugeflgt mit folgender Inkubation fir eine Stunde bei 37 °C. Nach erneutem
Waschen wurden 100 ul p-Nitrophenylphosphat (pNPP), ein Substrat der alkalischen
Phosphatase, auf die Platte gegeben und fur 20 Minuten inkubiert. Daraus entstand
der photometrisch zu erfassende Komplex. Nach Zugabe der Stopp-Ldsung, die in
EDTA gelostes Natriumhydroxid enthielt, erfolgte abschlief3end die Bestimmung der
MPO-Konzentration per Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 405 nm.
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2.3 Bestimmung der Elastase-Plasmaspiegel

Elastase ist ein proteolytisches Enzym das in den gleichen azurophilen Granula wie
MPO gespeichert wird. Um zu Uberprifen, ob das zirkulierende MPO tatsachlich
durch Degranulation von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in den
Blutstrom gelangt war, wurde zusatzlich der Elastase-Plasmaspiegel bestimmt und
die Korrelation der beiden Spiegel Uberprift.

Hierzu wurden die Proben auf Eis aufgetaut und das Plasma zunachst mit einem
Probenverdunnungspuffer im Verhaltnis 1:20 verdunnt. Im Anschluss wurde das
ELISA-Verfahren nach Angaben des Herstellers Immuno Biological Laboratories
(Hamburg, Deutschland) ausgefuhrt.

Dabei wurden zunachst 100 pl der verdunnten Plasmaproben sowie die
Standardreihe auf die auf Eis liegende Mikrotiterplatte pipettiert und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Mikrotiterplatte war mit einem polyklonalen anti-PMN
Elastase-Antikdrper beschichtet, an den sich die Plasma-Elastase binden konnte.
Nach viermaligem Waschen mit dem Waschpuffer wurden 150 uyl des an
Meerrettichperoxidase (HRP) gebundenen Zweitantikdrpers hinzugeflgt. Erneut
folgte eine Inkubation fur eine Stunde bei Raumtemperatur, wobei eine Wiege mit 50
Umdrehungen pro Minute zum Einsatz kam.

Nach Zugabe von 200 pl des HRP-Substrats TMB und darauf folgendem Waschen
konnte die PMN-Elastase-Konzentration schlie3lich nach Addition der Stopplésung
bei 450 nm mit einer Referenzwellenlange von 620 nm per Absorption gemessen

werden.

2.4 Bestimmung der BNP-Plasmaspiegel

Das B-Type Natriuretic-Protein (BNP) ist ein etablierter Marker fur ventrikulare
Funktionsstorungen mit der manifesten Herzinsuffizienz als Maximalauspragung.
BNP wird von Herzmuskelzellen des linken und rechten Ventrikels bei mechanischer
Uberdehnung gebildet, es wirkt antagonisierend zum Renin-Angiotensin-System. Da

das N-terminale proBNP (NT-proBNP) eine langere Halbwertszeit bei identischer
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Exprimierung besitzt, wird diese inaktive Form des Hormons zur Messung der
Plasmaspiegel herangezogen.

In der vorliegenden Studie kam das Elecsys®-Protokoll der Firma Roche Diagnostics
AG (Zug, Schweiz) zur Bestimmung der NT-proBNP-Plasmaspiegel zum Einsatz.
Dabei bilden das Antigen aus der Plasmaprobe, ein biotinylierter monoklonaler NT-
proBNP-spezifischer Antikorper und ein mit Ruthenium-Komplex markierter
monoklonaler NT-proBNP-spezifischer Antikdrper einen Sandwich-Komplex. Nach
Zugabe von Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln wurde der Komplex Uber
Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung an die Festphase gebunden. Nach der
Uberfihrung des Reaktionsgemisches in die Messzelle erfolgte die Fixierung der
Mikropartikel auf die Oberflache der Elektrode mittels magnetischer Wirkung. Danach
wurden die ungebundenen Substanzen mit ProCell entfernt. Durch Anlegen einer
Spannung wurde die Chemiluminiszenzemission induziert und mit dem
Photomultiplier gemessen. Die Ermittlung der Ergebnisse erfolgte anhand einer

geratespezifischen Kalibrationskurve.

2.5 Bestimmung der hs-CRP-Plasmaspiegel

Die hoch-sensitive Messung des C-reaktiven Proteins (hsCRP) gilt als Methode zur
Erkennung und Risikoabschatzung kardiovaskularer Erkrankungen. Die Bestimmung
der hsCRP-Plasmaspiegel erfolgte mit Hilfe des immunologischen Trubungstests
Tina-quant® der Firma Roche Diagnostics AG. Dabei wird zur Plasmaprobe
zunachst ein TRIS-Puffer zugefligt und dann an Latex-Mikropartikel gebundene Anti-
CRP-Antikorper (Maus) zugegeben. Diese Antikorper reagieren mit den Antigenen
aus der Probe und Formen einen Antigen/Antikorper-Komplex. Dieser wird nach der

Agglutination turbidimetrisch gemessen.
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2.6 Bestimmung der Endothelfunktion

Die Messung der Endothelfunktion erfolgte mittels Duplex-Sonografie der Arteria
brachialis und stiitzte sich auf die Richtlinien des American College of Cardiology "°".
Diese Methode gliedert sich in zwei Teile, in die Messung der endothel-abhangigen
Vasodilalatation (,flow-mediated vasodilation, FMD) und die Bestimmung der
endothel-unabhangigen  Vasodilatation durch  Nitroglyzerin  (,nitro-mediated
vasodilation“, NMD).

2.6.1 Patientenvorbereitung

Um StorgroRen zu minimieren, wurden die Probanden angewiesen, vor der
Untersuchung eine mindestens achtstundige Nuchternperiode einzuhalten und in
dieser Zeit besonders auf Koffein, Vitamin C und Tabakprodukte zu verzichten. Da
die Patienten auf die regelmaRige Einnahme der PAH-Medikation angewiesen
waren, wurde aus ethischen Grunden auf ein Sistieren der Medikamente vor der
Messung  verzichtet. Die  Untersuchung fand in  einem ruhigen,

temperaturkontrollierten Raum am liegenden Probanden statt.

2.6.2 FMD-Messung

Bei der Messung der FMD wird die Endothelfunktion von der quantitativen Dilatation
des Gefalles als Antwort auf einen erhohten Blutfluss in der Arteria brachialis
abgeleitet. Eine am Oberarm auf suprasystolische Werte aufgeblasene
Blutdruckmanschette erzeugt zunachst eine Blutstauung mit Ischamie. Nach dem
Offnen der Manschette folgt eine reaktive Hyperdmie, woraufhin das Endothel
aufgrund der erhdhten Reibungskraft Stickstoffmonoxid (NO’) und andere
vasodilatierende Substanzen ausschuttet. Der Unterschied im Durchmesser der
Arterie vor und nach der Stauung wird durch Ultraschall visualisiert und die

prozentuale Erweiterung als Mal} fir die Endothelfunktion berechnet.
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Vor Beginn der Untersuchung wurde eine Messung des Blutdrucks am linken Arm
durchgefuhrt. Eine weitere Blutdruckmanschette wurde am rechten Oberarm
angelegt. In der rechten Fossa cubitalis wurde die A. brachialis mittels Duplex-
Sonographie aufgesucht; verwendet wurde ein Siemens Sonoline G50-
Ultraschallgerat mit einem 12 MHz linear-array-transducer zur zweidimensionalen
Darstellung der Arterie im Langsschnitt. Das Augenmerk hierbei wurde auf die gute
Abgrenzbarkeit von Lumen und Intima gelegt, sowohl an der vorderen als auch an

der hinteren Gefalwand.

|= Brachial Analyzer, DICOM - [New Study]
Sile  Edit View Action Help

| w8 El=le =] v |m] 1e]em(n]

Training Step 2 of 3 - Review, [ntervene the near-and/or far border detection if necessarny

Back to step1J Puaint near border | Paint far border I Most Accurate Ll Proceed

LIKE HERZZERNTRUM KARD AMBLULANZ 13:03:46 Mo 16/

Abb. 6:
Ultraschalldarstellung der Arteria brachialis im Langsschnitt und Darstellung des Gefalldurchmessers
von Intima zu Intima.

Nach Erfassung einer viersekundigen Baseline-Sequenz im DICOM-Format
zeichnete der Untersucher mittels gepulsten Dopplers das Geschwindigkeits-Zeit-

Integral (VTI) des Blutflusses in der Gefallmitte auf. Daraufhin wurde die am
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Oberarm platzierte Blutdruckmanschette auf einen mindestens 50 mmHg Uber dem
systolischen Blutdruck liegenden Wert aufgeblasen. Wahrend dieser Ischamiephase
wurde das longitudinale Bild der Arterie kontinuierlich aufgezeichnet. Nach funf
Minuten erfolgte die Offnung der Manschette und innerhalb der folgenden 15
Sekunden wurde das VTI des Blutflusses erneut durch gepulsten Doppler gemessen
um daraus den Volumen-Fluss-Quotienten (flow ratio) aus dem maximalen, durch
reaktive Hyperamie hervorgerufenem Fluss und dem Baseline-Fluss zu berechnen.
Eine Minute nach Offnung der Manschette wurde eine Sequenz der erweiterten
Arterie aufgezeichnet, wobei entscheidend war, dieselbe Stelle wie bei Aufzeichnung
der Baseline-Sequenz zu visualisieren. Merkmale wie GefalRabzweigungen dienten

hierfur zur Orientierung.

2.6.3 NMD-Messung

Nach Abschluss der FMD-Messung schloss sich eine zehnminlitige Ruhephase an,
um Baseline-Verhaltnisse fur die folgende NMD-Bestimmung wiederherzustellen.

Die NMD gibt Ruckschlusse auf die GefalR-Compliance, die Funktion der glatten
GefalBmuskulatur und andere endothel-unabhangige Faktoren, die die Messung der
FMD zusatzlich beeinflussen kdnnten.

Nach Aufzeichnung einer Baseline-Sequenz des Gefalareals, das auch schon bei
der FMD-Messung herangezogen wurde, spruhte der Untersucher ein Hub
(entspricht 0,4 mg Glyceroltrinitrat) Nitrolingual akut® Spray unter die Zunge des
Probanden. Der Gefalausschnitt blieb kontinuierlich im Bild eingestellt und die
Speicherung der zweiten Sequenz erfolgte 3,5 Minuten nach der Nitro-
Administration. Auch hier wurde der prozentuale Unterschied im Durchmesser der
Arterie als Wert fur die NMD berechnet.

Bei Probanden mit einem systolischen Blutdruckwert unter 100 mmHg wurde auf die

NMD-Untersuchung verzichtet.
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2.6.4 Auswertung der Filmsequenzen

Samtliche Bilder wurden im DICOM-Format gespeichert und auf CD-Rom gebrannt.
Die  Auswertung erfolgte mit Hilfe des Brachial Analyzer, einer
Graustufenerkennungs-Software der Firma Medical Imaging Applications LLC
(Coralville, lowa, USA).

Sowohl die FMD als auch die NMD wurde als prozentuale Erweiterung des

Gefalldurchmessers angegeben.

2.7 Durchfuhrung des 6-Minuten-Gehtests

Als wichtiger prognostischer Parameter fir die Verlaufsbeobachtung von PAH-
Patienten hat sich der standardisierte 6-Minuten-Gehtest (6MWT) herausgestellt. Die
in 6 Minuten zuruckgelegte Strecke gilt als objektiver Anhaltspunkt fur die funktionale
Belastungskapazitat, das Ansprechen auf Therapie und die Prognose des Patienten
192 patienten unter Therapie, die 378m oder mehr erreichen, haben unabhangig von

193 Als minimaler Klinisch

102

ihrem Baseline-6eMWT eine verbesserte Prognose
relevanter Unterschied in der Gehstrecke wird ein Wert von 54m angesehen
Viele Studien benutzen den 6MWT als primaren Ergebnisparameter oder als

integralen Teil des primaren Endpunkts '%.

Der 6MWT wurde gemaR den Vorgaben der American Thoracic Society '°°
durchgefuhrt, wobei die Patienten mehrmals eine 30 m lange ebene Strecke mit einer
geschulten Krankenschwester zuricklegten und die innerhalb von sechs Minuten
erreichte Wegstrecke addiert wurde. Falls Patienten auf Hilfsmittel wie Rollator
angewiesen waren, konnten sie diesen wahrend des Tests benutzen. Auch eine

eventuelle Langzeit-Sauerstofftherapie wurde wahrend des Tests fortgefuhrt.
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2.8 Die statistische Auswertung

Kategorische Daten wurden mit der Haufigkeit und dem prozentualen Anteil
angegeben und mit dem x°-Test verglichen.

Normalverteilte Daten wurden mit Mittelwert und Standardfehler angegeben,
wahrend nicht-normalverteilte Daten mit Median und Interquartilabstanden (IR)
dargestellt wurden. Normalverteilte Daten wurden mit dem t-Test flr verbundene
bzw. unverbundene Stichproben auf Signifikanz gepruft.

Zur Uberpriifung der Korrelation zwischen MPO- und Elastase-Spiegel wurde die
Pearson-Korrelation angewandt.

Das Uberpriifen der nicht-normalverteilten Daten auf Signifikanz wurde mit dem
Mann-Whitney U-Test und dem Wilcoxon-Vorzeichenrangtest durchgefuhrt.

Die Daten zum Uberleben der jeweiligen Patientengruppe wurden anhand einer
Kaplan-Meier-Kurve dargestellt und die Signifikanz mittels des Log-Rank (Mantel-
Cox)-Tests kontrolliert.

Alle oben genannten statistischen Tests wurden mit Hilfe der Software SPSS 17.0
(SPSS Inc., lllinois, USA) durchgeflnhrt.

Ein Wert fur p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

Die vorliegende Studie besteht aus zwei Teilen: Zum einen wurde die
Patientengruppe in einer Fall-Kontroll-Studie bezlglich der Plasmaspiegel von MPO,
BNP und hsCRP sowie der Endothelfunktion mit einem gesunden Kontrollkollektiv
verglichen.

Im zweiten, prospektiven Teil wurden die Patienten in verschiedene Gruppen
eingeteilt und einer Verlaufsbeobachtung unterzogen. Hier wurde die Aussagekraft
der MPO-, BNP- und hsCRP- Baseline-Spiegel auf den klinischen Schweregrad und
die Mortalitat der PAH-Patienten Uberpruft.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Untersuchungen vorgestelit.

3.1 Vergleich von Patienten- und Kontrollgruppe (Fall-
Kontroll-Studie)

61 Patienten, die an einer PH der Dana-Point-Klassen | oder IV leiden, wurden in die
Studie eingeschlossen, 74 Personen ohne PH bildeten die Kontrollgruppe. Die PAH-
Gruppe unterschied sich von der Kontrollgruppe signifikant hinsichtlich der Einnahme
von Marcumar, Diuretika, ET1-Rezeptor-Blockern, PDES5-Inhibitoren  und

Prostazyklin-Analoga.
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Tabelle 3: Klinische Charakteristika von Patienten- und Kontrollgruppe

PAH-Gruppe (n=61) Kontrollgruppe (n=74) p-Wert

Weiblich 39 (63,9%) 48 (64,9%) 0,90
Alter 62,1+ 13,2 62,9 £ 8,1 0,89
art. Hypertonus 23 (37,7%) 34 (46,0%) 0,33
Diabetes mellitus 9 (14,8%) 9 (12,2%) 0,66
KHK 5(8,2%) 3 (4,1%) 0,31
Vorhofflimmern 4 (6,6%) 3 (4,1%) 0,51
Hypercholesterinamie 7 (11,5%) 9 (12,2%) 0,90
COPD 8 (13,1%) 4 (5,4%) 0,12
Nikotinabusus 10 (16,4%) 11 (14,9%) 0,81
Hypothyreose 7 (11,5%) 4 (5,4%) 0,20
Beta-Blocker 8 (13,1%) 15 (20,3%) 0,27
ACE-Hemmer 12 (19,7%) 10 (13,5%) 0,33
AT1-Inhibitor 6 (9,8%) 6 (8,1%) 0,73
Statin 7 (11,5%) 7 (9,5%) 0,71
ASS 100 5(8,2%) 8 (10,8%) 0.61
Amiodaron 3 (4,9%) 1(1,4%) 0,24
L-Thyroxin 7 (11,5%) 4 (5,4%) 0,20
Calzium-Antagonist 12 (19,7%) 6 (8,1%) 0,05
Marcumar 43 (70,5%) 0 (0,0%) <0,01
Diuretika 39 (63,9%) 11 (14,9%) <0,01
ET1-Rezeptor Blocker 41 (67,2%) 0 (0,0%) <0,01
PDE5-Inhibitor 29 (47,5%) 0 (0,0%) <0,01
Prostazyklin-Analogon 28 (45,9) 0 (0,0%) <0,01
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3.1.1 MPO-Plasmaspiegel

Die MPO-Plasmaspiegel der PAH-Patienten waren im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhoht. Der Median bei der Patientengruppe betrug 495 pmol/l mit einem
Interquartilsabstand (IR) von 360 — 792 pmol/l gegenuber 431 pmol/l (IR 301 — 605
pmol/l) bei der Kontrollgruppe (p < 0,05).
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Abb. 7:

MPO-Plasmaspiegel der PAH-Patienten und der Kontrollgruppe. Die Spiegel in der Patientengruppe
waren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht. Dargestellt sind jeweils der Median, das
obere und untere Quartil sowie die Whisker als maximal 1,5 x IR.

Dabei korrelierten die MPO-Spiegel innerhalb der Patientengruppe mit den
Plasmaspiegeln von Elastase, einem Enzym das wie MPO in den azurophilen
Granula von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen exprimiert wird (Pearson-
Korrelation 0,906, p < 0,01).
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3.1.2 BNP-Plasmaspiegel

In der Patientengruppe waren die BNP-Plasmaspiegel signifikant héher als in der
Kontrollgruppe. Der Median betrug in der PAH-Gruppe 1360 ng/ml (IR 508 — 3145
ng/ml) im Vergleich zu 120 ng/ml (IR 75 — 210 ng/ml) in der Kontrollgruppe
(p<0,001).
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Abb. 8:

BNP-Plasmaspiegel der PAH-Patienten im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Die PAH-Patienten
wiesen signifikant hdhere Werte als die Probanden der Kontrollgruppe auf. Dargestellt sind jeweils der
Median, das obere und untere Quartil sowie die Whisker als maximal 1,5 x IR.
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3.1.3 hsCRP-Spiegel

Mit einem Median von 0,380 mg/dl (IR 0,125 — 3,495 mg/dl) in der Patientengruppe
im Vergleich zu 0,265 mg/dl (IR 0,100 — 0,620 mg/dl) im Kontrollkollektiv war der
hsCRP-Plasmaspiegel in der Patientengruppe nur im Trend erhoht (p = 0,052).
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Abb. 9:

HsCRP-Plasmaspiegel von Patientengruppe und Kontrollkollektiv. Hier waren die Werte in der
Patientengruppe nur im Trend erhdht. Dargestellt sind jeweils der Median, das obere und untere
Quartil sowie die Whisker als maximal 1,5 x IR.
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3.1.4 Endothelfunktion

Sowohl die PAH-Patienten als auch die Kontrollgruppe wurden einer Endothel-
funktionsmessung mit der Ultraschallmethode unterzogen. Hierbei ergaben sich
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen.

Bei der endothel-abhangigen Vasodilatation (flussabhangige Vasodilatation, FMD)
erreichte  die PAH-Gruppe im Durchschnitt eine niedrigere prozentuale
Gefalerweiterung als die Kontrollgruppe:

6,74 % (Standardfehler (SE) £ 0,66%) vs. 7,45 % (SE + 0,61%), p = 0,43.
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Abb. 10:

Endothel-abhangige Gefalerweiterung (FMD) der A. brachialis bei den PAH-Patienten und der
Kontrollgruppe. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert mit £ 1 Standardfehler.
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Auch bei der endothel-unabhangigen Messung (nitroabhangige Vasodilatation, NMD)

nach Gabe von Nitrolingual akut®-Spray ergab sich keine statistische Signifikanz, die

durchschnittliche Vasodilatation war in der Patientengruppe niedriger als im

Kontrollkollektiv:

9,44 % (SE * 1,05 %) vs. 10,57% (SE + 0,90%), p = 0,41.
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Endothel-unabhangige Gefallerweiterung (NMD) der A. brachialis bei den PAH-Patienten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe. Auch hier war der Unterschied zwischen beiden Gruppen
statistisch nicht signifikant. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit + 1 Standardfehler.

43



Ergebnisse

3.2 Verlaufsbeobachtung innerhalb der Patientengruppe

(Prospektive Studie)

Im zweiten Teil der Studie wurden 48 Patienten aus der PAH-Gruppe hinsichtlich
ihres MPO-Spiegels bei Baseline in zwei Gruppen eingeteilt. Ebenso wurde dieses
Kollektiv gemaf} des BNP- bzw. hsCRP-Wertes in jeweils zwei Gruppen aufgeteilt.

3.2.1 Prognose der Schwere der Erkrankung

Bei Baseline und bei vier Wiedervorstellungsterminen (WV) nach drei, sechs, neun
und zwolf Monaten wurden die Patienten jeweils einem 6-Minuten-Gehtest (6MWT)

zur Evaluation ihrer funktionalen Belastungskapazitat unterzogen.

3.2.1.1 MPO

Die Patienten wurden bei Baseline in eine Gruppe mit MPO-Werten im unteren
Quartil (n = 14) und eine Gruppe mit Werten in den oberen drei Quartilen (n = 34)
aufgeteilt, wobei der Grenzwert bei 357 pmol/l lag.

Sowohl bei Baseline als auch bei den ersten drei Wiedervorstellungsterminen zeigte
sich zwischen den beiden Gruppen ein signifikanter Unterschied bezuglich der
erreichten Wegstrecke im 6MWT. Die Patienten mit den niedrigeren MPO-Baseline-
Werten konnten jeweils eine signifikant groRere Wegstrecke zurticklegen als die
Patienten mit den hdheren MPO-Baseline-Werten. Am vierten
Wiedervorstellungstermin nach zwolf Monaten war dieser Unterschied nur im Trend

ersichtlich.

44



Ergebnisse
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Abb. 12:

6-Minuten-Gehtest (6MWT) der PAH-Patienten mit den niedrigeren MPO-Baselinespiegeln im
Vergleich zu den PAH-Patienten mit den hdéheren MPO-Baselinewerten. Die Gruppe mit den
niedrigeren MPO-Spiegeln erreichte bei Baseline und bei den vier Wiedervorstellungsterminen

bessere Werte im 6MWT als die Patienten mit den héheren MPO-Baselinespiegeln.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte in Metern mit £ 1 Standardfehler. Mit (*) ist ein statistisch
signifikanter Unterschied gekennzeichnet.

Tabelle 4: Die erreichten Werte im 6MWT in Metern (Standardfehler in Klammern)

Follow-up MPO < 357 pmol/I MPO 2 357 pmol/I Signifikanz
Monate (n=14) (n=34) p
0 409 (+27) 324 (+26) <0,05
3 427 (£25) 331 (+29) < 0,05
6 464 (+27) 334 (+25) <0,01
9 437 (£31) 339 (+27) <0,05
12 435 (£29) 375 (+27) =0,17
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3.2.1.2 BNP

Die Gruppierung der Patienten gemaf ihres Baseline-BNP-Wertes (Grenzwert bei
570 ng/ml) resultierte in ahnlichen Ergebnissen wie in der MPO-Einteilung. Auch hier
zeigte sich in der Gruppe mit den niedrigeren BNP-Spiegeln eine signifikant bessere
Leistung im 6MWT bei Baseline und den ersten drei Wiedervorstellungsterminen.

Nach zwolf Monaten war dieser Unterschied nur im Trend zu erkennen.

BNP
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Abb. 13:

6MWT der Gruppe der PAH-Patienten mit den niedrigeren BNP-Baselinespiegeln im Vergleich zu den
PAH-Patienten mit den hoheren BNP-Baselinewerten. Die Gruppe mit den niedrigeren BNP-Spiegeln
erreichte bei Baseline und bei den vier Wiedervorstellungsterminen bessere Werte im 6MWT als die
Patienten mit den héheren BNP-Baselinespiegeln.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte in Metern mit + 1 Standardfehler. Mit (*) ist ein statistisch
signifikanter Unterschied gekennzeichnet.

Tabelle 5: Die erreichten Werte im 6MWT in Metern (Standardfehler in Klammern)

Follow-up BNP < 570 ng/ml BNP 2570 ng/ml Signifikanz
Monate (n=14) (n=34) p
0 412 (£31) 323 (+25) <0,05
3 429 (+33) 334 (£27) <0,05
6 451 (£31) 336 (+25) <0,01
9 445 (£32) 335 (+26) <0,05
12 426 (+34) 380 (+25) =0,29
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3.2.1.3 hsCRP

Auch in der Klassifizierung der Patienten nach ihren Baseline-hsCRP-Werten
(Grenzwert bei 0,160 mg/dl) zeigte sich ein ahnliches Bild: die Patienten mit den
niedrigeren hsCRP-Spiegeln erreichten durchgehend eine bessere Leistung im
6MWT als die Gruppe mit den hoheren Werten. Hier waren die Unterschiede
zwischen beiden Gruppen bei Baseline und allen vier Wiedervorstellungsterminen

statistisch signifikant.
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Abb. 14:

6MWT der Gruppe der PAH-Patienten mit den niedrigeren hsCRP-Baselinespiegeln im Vergleich zu
den PAH-Patienten mit den héheren hsCRP-Baselinewerten. Die Gruppe mit den niedrigeren hsCRP-
Spiegel erreichte bei Baseline und bei den vier Wiedervorstellungsterminen bessere Werte im 6MWT
als die Patienten mit den héheren hsCRP-Baselinespiegeln.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte in Metern mit + 1 Standardfehler. Mit (*) ist ein statistisch
signifikanter Unterschied gekennzeichnet.

Tabelle 6: Die erreichten Werte im 6MWT in Metern (Standardfehler in Klammern)

Follow-up hsCRP < 0,160 mg/dI hsCRP = 0,160 mg/dlI Signifikanz
Monate (n=15) (n=33) p
0 416 (+24) 318 (+27) <0,05
3 445 (+24) 321 (+28) <0,01
6 451 (+29) 336 (+26) <0,01
9 435 (+30) 337 (+28) <0,05
12 450 (+28) 367 (+26) < 0,05
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3.2.2 Prognose der Mortalitat

FUr die Untersuchung zur Mortalitdt wurde die Gruppeneinteilung unter 3.2.1
beibehalten. Die Todesfalle wurden in einem Zeitraum von 65 Wochen nach Baseline
registriert und die Ergebnisse anhand Kaplan-Meier-Uberlebenskurven dargestellt.

3.2.2.1 MPO

In der Gruppe mit Baseline-MPO-Werten von mindestens 357 pmol/l (n = 34)
verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraums neun Patienten, wahrend in der
Gruppe mit den niedrigeren MPO-Werten (n = 14) kein Todesfall zu verzeichnen war
(x*=4,2; p <0,05).
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Abb. 15:

Die Kaplan-Meier-Kurve zum Uberleben von PAH-Patienten mit niedrigen bzw. hohen MPO-
Baselinespiegeln.
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3.2.2.2 BNP

Ein ahnliches Ergebnis lie sich bei der BNP-Einteilung beobachten: Es gab neun
Todesfalle in der Gruppe mit BNP-Werten von mindestens 570 ng/ml (n = 34) und
keinen Todesfall in der Gruppe mit den niedrigeren BNP-Werten (n = 14)

(x*=4,2; p <0,05).
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Abb. 16:

Die Kaplan-Meier-Kurve zum Uberleben von PAH-Patienten mit niedrigen bzw. hohen BNP-
Baselinespiegeln.
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3.2.2.3 hsCRP

Fast identisch war die Uberlebens-Kurve in der Gruppierung nach dem hsCRP-
Plasmaspiegel: Auch hier gab es neun Todesfalle in der Gruppe mit den hohen
hsCRP-Werten (n = 33) und keinen Todesfall und der Gruppe mit den niedrigeren
Werten (n = 15) (x> = 4,7; p < 0,05).
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Abb. 17:

Die Kaplan-Meier-Kurve zum Uberleben von PAH-Patienten mit niedrigen bzw. hohen hsCRP-
Baselinespiegeln.
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4. Diskussion

Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit:

1. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren die MPO-Plasmaspiegel in der

Patientengruppe signifikant erhoht.

2. Die Patienten im untersten Quartil der MPO-Spiegel hatten eine signifikant
bessere Funktionalkapazitat, ausgedruckt durch den 6-Minuten-Gehtest,

sowohl bei Baseline als auch im zwdlfmonatigen Follow-up.

3. Im Follow-up hatten die PAH-Patienten mit den niedrigeren MPO-Baseline-
Werten eine signifikant niedrigere Mortalitat als die Patienten mit den hoheren

Plasmaspiegeln.

Lange Zeit wurde MPO ausschliel3lich als bakterizides Enzym gesehen. Es gibt aber
vermehrt Hinweise darauf, dass dieses Enzym bei verschiedenen entzindlichen
Krankheitsprozessen eine wichtige Rolle spielt.

So stellte sich heraus, dass MPO endothelial generiertes NO™ oxidiert, dadurch die

NO"-Bioverfiigbarkeit senkt und somit Einfluss auf die GefaRfunktion nimmt 8%

1, wodurch anti-inflammatorische

MPO begiinstigt auch die Nitrierung von Tyrosin ®
Enzyme wie die Mangan-Superoxiddismutase gehemmt werden &, Gezeigt werden
konnte daruber hinaus die Rolle von MPO als pro-fibrotisches Agens bei
Vorhofflimmern "® und als Mediator des Ventrikel-Remodelings bei der akuten und
chronischen Linksherzinsuffizienz %929,

Jedoch ist bisher wenig Uber die Bedeutung von inflammatorischen Prozessen und
MPO bei der PAH und der chronischen Rechtsherzinsuffizienz bekannt.

Die vorliegende Studie zeigt erstmals, dass eine Gruppe von PAH- und CTEPH-
Patienten hohere MPO-Plasmaspiegel als eine Vergleichsgruppe aufweist. Sie
beschreibt darlber hinaus einen Zusammenhang zwischen der Hohe des MPO-
Baseline-Spiegels und der Funktionalkapazitat der PAH-Patienten in der
Verlaufsbeobachtung und untersucht die Rolle von MPO als mdglicher Pradiktor fur

die Sterblichkeit.
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Vermehrte Leukozytenaktivierung bei Patienten mit PAH und CTEPH

Als erste wichtige Erkenntnis der Studie war der Spiegel von zirkulierendem MPO im
Plasma der Patienten mit PAH und CTEPH im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhdht. Dabei korrelierten die MPO-Spiegel innerhalb der Patientengruppe
mit dem Plasmaspiegel von Elastase, einem Enzym das zusammen mit MPO in den
azurophilen Granula von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen exprimiert
und nach Leukozytenaktivierung ausgeschuttet wird.

Die Spiegel des pro-inflammatorischen Markers hsCRP waren in der
Patientengruppe ebenfalls erhdht, wobei der Unterschied nicht statistisch signifikant
war. Zusammen genommen geben diese Erkenntnisse einen Hinweis darauf, dass
Leukozyten bei PAH-Patienten vermehrt aktiviert werden und verstarkt MPO und
Elastase sezernieren.

Verschiedene Autoren bestatigen, dass Makrophagen, T- und B-Lymphozyten,
neutrophile Granulozyten und andere Entzindungszellen Teil der plexiformen

Lasionen bei der PAH sind '¢17181°  zirkulierende Autoantikorper '

und die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und TNFa 1% scheinen bei Untergruppen von
PAH-Patienten pathophysiologische Relevanz zu besitzen.

In einer kirzlich verdffentlichten Studie '® wiesen IPAH- und FPAH-Patienten
zusatzlich erhdhte Plasmaspiegel von IL-2, IL-4, IL-8, IL-10 und IL-12p70 auf. Ein
bedeutendes Ergebnis dieser Arbeit war auch die starke Korrelation von IL-6, IL-8
und IL-10 mit dem 5-Jahres-Uberleben der Patienten. Diese Zytokine waren dabei
sogar starker mit der Mortalitat assoziiert als die bisher benutzten Pradiktoren wie
6MWT und Rechtsherzfunktion. Das Ergebnis, dass die Zytokine keine Assoziation
zu den hamodynamischen Parametern aufwiesen bedeutet wohl, dass die vermehrte
Exprimierung der Zytokine nicht einfach nur eine Reflektion der Verschlechterung der
Rechtsherzfunktion ist, sondern dass die Zytokine als Teil einer inflammatorischen

Reaktion tatsachlich an der Pathogenese der PAH beteiligt sind.

MPO-abhangige Senkung der NO'-Bioverfligbarkeit und ihre moglichen Folgen

Diese Erkenntnisse zeigen die bedeutende inflammatorische Komponente bei der

Pathophysiologie der PAH, und durch die vorliegende Studie erscheint die Theorie
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plausibel, dass neutrophile Granulozyten und Makrophagen in der Umgebung der
plexiformen Lasionen aktiviert werden und vermehrt MPO sezernieren. MPO konnte
daraufhin im subendothelialen Raum akkumulieren und dort seine NO™-oxidierende
Wirkung ausliben. Diese Theorie konnte zumindest teilweise die verminderte
endotheliale NO'-Bioverfiigbarkeit bei PAH-Patienten erklaren, die in mehreren
Studien gezeigt wurde 33°°°¢,

NO’ als bedeutender Mediator der Vasorelaxation der LungengefaBe hat darliber
hinaus auch die Fahigkeit, die Proliferation, Migration und DNA-Synthese von EZ '%
und glatten GefaBmuskelzellen *? zu unterdriicken. Dadurch wird deutlich, dass der
potenzielle Abbau von NO® durch MPO nicht nur eine weitreichende Vasokonstriktion
der Lungengefalle sondern auch eine Proliferation von EZ und Gefallmuskelzellen
bei Patienten mit PAH auslésen kdnnte.

Diese antiproliferativen Eigenschaften von NO® sind bis jetzt nur wenig erforscht.
Neuere Studien ergaben jedoch Hinweise darauf, dass die Aktivierung des NO'-
Signalwegs das Rho/Rho-Kinase vermittelte Gefal3-Remodeling antagonisiert
52108109 | diesem, fiir die Entstehung der PAH wohl bedeutenden Mechanismus,
bewirkt Rho-Kinase nach Aktivierung durch Angiotensin-ll die Konstriktion,
Proliferation und Migration von glatten GefaRmuskelzellen "%, NO* besitzt somit
neben seiner gefalRerweiternden Wirkung auch eine wichtige protektive Funktion zum
Schutz vor PAH-assoziiertem GefalRumbau.

Zusammenfassend flihrt eine verminderte Bioverfligbarkeit von NO zu
Apoptoseresistenz "2, GefaRmuskelproliferation und Vasokonstriktion. Diese Effekte
konnen als endotheliale Dysfunktion bezeichnet werden, eine Funktionsstorung des
Endothels, die als entscheidend fur den Verlust der strukturellen Integritat der
LungengefaRe bei der PAH angesehen wird 3.

Verschiedene Ursachen fir die verminderte NO'-Bioverfligbarkeit bei Patienten mit
PAH wurden postuliert: Eine verringerte Expression der eNOS ', eine Inhibition der
enzymatischen Aktivitat der eNOS durch endogende Inhibitoren wie asymmetrisches
Dimethylarginin (ADMA) *” oder die Reaktion von NO* mit Superoxid zu Peroxynitrit
8 Diese Arbeit fiigt diesen moglichen Erkldrungen nun eine weitere hinzu: Die
Oxidierung von NO' durch das Enzym MPO.

Die Leukozytenaktivierung und die daraufhin folgende MPO-Ausschuttung konnte
dabei Teil der sogenannten ,double-hit-Theorie“ sein. Viele Autoren glauben, dass

die PAH auf dem Boden einer genetischen Pradisposition entsteht, und eine zweite
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Noxe in Form von inflammatorischen Reaktionen zum Verlust der endothelialen

Integritat fihrt '>11116,

Limitiert werden diese Schlussfolgerungen jedoch durch den rein klinischen
Charakter der vorliegenden Studie. Weiterflhrende experimentelle Studien sind
unbedingt notwendig, um die Theorie des MPO-vermittelten Abbaus von NO" als Teil
des Krankheitsbildes zu bestatigen. So konnte zum Beispiel die Induktion einer PAH
bei MPO-knock-out-Mausen wichtige Erkenntnisse zur Rolle von MPO fir den

Gefaltonus in den Lungenarterien geben.

Gegen die Theorie von der MPO-bedingten endothelialen Dysfunktion spricht das
Fehlen einer signifikant schlechteren Endothelfunktion der Patientengruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Sowohl bei der FMD- als auch bei der NMD-Messung
waren die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nur im Trend ersichtlich.
Fraglich ist hier jedoch die Aussagekraft dieser Messung in der vorliegenden Studie,
da fast alle Patienten eine PAH-spezifische Medikation einnahmen und diese
Medikation vor der Endothelfunktionsmessung aus ethischen Grinden nicht
unterbrochen wurde. Sowohl Endothelin-Rezeptor-Antagonisten als auch
Phosphodiesterase-5-Hemmer und Prostazyklin-Analoga haben als Wirkprinzip
ausgewiesene Effekte auf die Endothelfunktion. Die Patientenmessung kdnnte aus
diesem Grund bessere Werte vorgetduscht haben als die tatsachliche, um den
Medikamenteneffekt bereinigte Endothelfunktion ergeben hatte. Um diese
tatsachliche Endothelfunktion zu untersuchen, musste man die Messung an neu
diagnostizierten, noch nicht therapierten Patienten durchfihren.

Darlber hinaus muss angemerkt werden, dass mit der benutzten Methode lediglich
die Endothelfunktion systemischer GefalRe ermittelt wurde, nicht jedoch die
Endothelfunktion der Lungenarterien. Dabei ist hochst unklar, ob man von der
gemessenen Endothelfunktion der A. brachialis auf die Gefal3funktion in der
Lungenstrombahn schlieRen kann. Eine spannende Aufgabe fur die Zukunft kdnnte
es deshalb sein, eine Methode zur selektiven Erfassung der Endothelfunktion von
Lungenarterien zu entwickeln, wobei hier die naturgemal schlechtere Zuganglichkeit

der Lungengefalie eine grol’e Herausforderung darstellen durfte.
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Mogliche Mediatoren der Leukozytenaktivierung bei der PAH

Falls sich dennoch zeigen sollte, dass bei der PAH die MPO-Aktivitat und die
endotheliale Dysfunktion in unmittelbarem Zusammenhang stehen, wirde die Frage
aufgeworfen werden, auf welche Weise die in den Gefallasionen akkumulierten
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten zur MPO-Ausschiuttung angeregt
werden. Ein moglicher Aktivator ware das Chemokin Fractalkin (CX3CL1).

Fractalkin existiert sowohl in einer Ioslichen Form als auch in einer an EZ
gebundenen Form und aktiviert Leukozyten Uber den Chemokin-Rezeptor-1
(CX3CR1) "7, Das Chemokin gilt als potenter Aktivator von Monozyten, den
Vorstufen der Makrophagen, und in geringerem Malie auch der neutrophilen
Granulozyten """,

Balabanian et al. '"®

zeigte, dass Fractalkin in zirkulierenden CD4- und CD8-T-
Lymphozyten von PAH-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
hochreguliert ist. Aufgrund der besonderen Fahigkeit dieses Chemokins,
integrinunabhangig und auch bei hoher Blutflussgeschwindigkeit Leukozyten zu
rekrutieren, ist fir Balabanian die Beteiligung von Fractalkin an dem
Entzindungsprozess bei der PAH sehr wahrscheinlich.

Neuere Studien beschaftigen sich nun mit der Bedeutung von Fractalkin und anderen
Chemokinen fur die Umbauprozesse der Lungengefalie.

Perros et al. "' zeigte in einem Tiermodel mit monokrotalin-induzierter PAH, dass
Fractalkin von Entzindungszellen in der Umgebung der Gefallasionen hergestellt
wird und dass GefalBmuskelzellen in dieser Region eine vermehrte CX3CR1-
Expression besitzen. Daruberhinaus induziert Fractalkin die Proliferation von
CX3CR1-exprimierenden Zellen der glatten GefaBmuskulatur bei Ratten.
Interessanterweise fungiert Fractalkin somit nicht nur als Leukozytenaktivator,
sondern begunstigt auch die Proliferation von GefaBmuskelzellen. Hier kdnnte ein
weiterer moglicher Zusammenhang zwischen der Entzindung und dem Entstehen
eines hyperproliferativen Gefalibettes liegen.

Weitere Unterstutzung fir die Hypothese, dass Chemokine am pulmonalen Gefal3-
Remodeling mitwirken stellte die Messung erhohter CCL2-Werte im Plasma und
Lungengewebe von IPAH-Patienten dar '°. CCL2 ist ein Monozyten-Aktivator und
wird von den Endothel- und Gefalmuskelzellen dieser Patienten vermehrt gebildet.

Die Migration von Monozyten war in der Gegenwart von Endothelzellen signifikant
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gesteigert und nach dem Blocken von CCL2 durch Antikdrper vermindert. Ferner
zeigten die Gefallmuskelzellen der Patienten ein verstarktes Migrations- und
Proliferationsverhalten auf CCL2, ein weiterer Hinweis darauf, dass die Expression
des Rezeptors CCR2 bei diesen Zellen heraufgesetzt war.

Nach Betrachtung dieser Studien wird deutlich, dass die chemokingesteuerte
Aktivierung von Leukozyten eine mogliche Erklarung fur die Muskularisierung der
Lungenarterien liefern konnte. Die Sezernierung von MPO durch die chemokin-
aktivierten Monozyten/Makrophagen und neutrophilen Granulozyten wirde daruber
hinaus die NO’-Bioverfligbarkeit erniedrigen, was zu weiterer Zellproliferation und

einer ausgepragten Vasokonstriktion fuhren kdnnte.

Gesteigerte Formation von NO->Tyr bei Patienten mit PAH

Neben der Oxidation von NO' ist die Nitrierung von Tyrosin zur reaktiven Stickstoff-
Spezies Nitrotyrosin (NO,Tyr) ein weiterer Wirkungsmechanismus von MPO, der flr
die Pathophysiologie der PAH von Bedeutung sein kdnnte.

NO,Tyr als Marker fur oxidativen Stress war in einer Studie von Bowers et al. im
Lungengewebe von PAH-Patienten verstarkt exprimiert, wahrend die Aktivitat
antioxidativer Effektoren wie Mn-SOD vermindert war 8.

Schon zwei Jahre zuvor kamen Gaut et al. 2! zu der Erkenntnis, dass NO,Tyr durch
MPO unter Verbrauch von NO; und H,O; in vivo synthetisiert wird und dass diese
Reaktion maligeblich bei verschiedenen Entzindungsprozessen beteiligt sein
konnte.

Bowers et al. hypothesierten deshalb, dass die MPO-abhangige NO,Tyr-Produktion
ein wesentlicher Baustein des Entzundungsgeschehen bei der PAH sein konnte.
Diese Annahme wird durch die vorliegende Studie unterstutzt. WeiterfUhrende
Untersuchungen sind jedoch noétig, um die genauen Zusammenhange von
Leukozytenaktivierung und MPO-abhangiger NO,Tyr -Produktion bei der PAH und
CTEPH zu ermitteln. Immunhistochemische Untersuchungen koénnten dabei
Aufschluss uber die mogliche Kolokalisation von MPO und NO2Tyr in Tiermodellen

geben.
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Transzytose und Vorhandensein von H»O» als Voraussetzung fur MPO-Aktivitat

Damit MPO die oben genannten Wirkungsweisen vollziehen kann, sind zwei
Voraussetzungen erforderlich: Die Transzytose in den subendothelialen Raum und
die Verfugbarkeit von H,0..

Wie Baldus et al. ® zeigen konnten, bindet MPO nach Sekretion durch neutrophile
Granulozyten bzw. Monozyten an Heparansulfat-Glykosaminoglykane der
Endotheloberflache und vollzieht daraufhin die Transzytose in den subendothelialen
Raum. Interessanterweise ist somit fur die Akkumulation von MPO im
subendothelialen Raum keine Transmigration von Leukozyten uber das Endothelium
hinweg notwendig. In zukunftigen Studien konnte die mdogliche Anreicherung von
MPO im subendothelialen Raum durch immunhistochemische Aufbereitung von
Lungenarterien aus einem Tiermodell Gberprift werden.

Neben der Fahigkeit zur Transzytose bendtigt MPO das Molekul H2O; als Kofaktor
fur seine oxidativen Funktionen. Diesem Molekul wird in der gegenwartigen PAH-
Forschung wachsendes Interesse zuteil. H,O, verandert nicht nur den Gefaldtonus,
sondern induziert auch die Hypertrophie und Proliferation von GefaRmuskelzellen '#*
23 In verschiedenen PAH-Modellen wurde gezeigt, dass die exogene Zufuhr von

t 124125126 |n weiterfiihrenden

H2O, eine Konstriktion von Lungenarterien bewirk
Studien konnte man mit Hilfe von MPO-knock-out-Mausen untersuchen, ob MPO

zumindest teilweise fur diese H,O,-vermittelte Vasokonstriktion verantwortlich ist.

In der Gesamtbetrachtung unterstutzt die vorliegende Studie die These von der
Entzindung als bedeutendem krankheitsbeeinflussendem Faktor. Aufgrund ihres
klinischen Charakters kann sie jedoch die Beteiligung von MPO am
Krankheitsgeschehen nicht beweisen. Gleichwohl rechtfertigen diese klinischen
Ergebnisse die Planung weiterfuhrender mechanistischer Studien, in denen die Rolle
der Leukozytenaktivierung und MPO im kleinen Kreislauf und speziell bei der PAH
untersucht werden kénnte. Diese zuklnftigen Studien kénnten auch zeigen, ob MPO

an der Pathophysiologie wirklich aktiv teilnimmt oder nur ein ,innocent bystander ist.
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Entzlindungsreaktionen beim Entstehen der RV-Dysfunktion

Abgesehen von den moglichen Auswirkungen der Leukozytenaktivierung auf den
Gefaltonus der Lungenarterien gibt es erste Hinweise, dass Entzliindungsreaktionen
auch konsekutiv bei der Entstehung der Rechtsherzinsuffizienz eine Rolle spielen.
Einige Autoren sehen es in diesem Zusammenhang als Fehler an, die Pathologie der
LungengefiRe unabhingig von der Funktion des RV zu betrachten '?". Fiir den PAH-
Patienten sind wahrscheinlich nicht so sehr die Dricke im Lungenkreislauf
entscheidend fiir seine Prognose, sondern die Adaptionsfahigkeit des RV %%,

Im Gegensatz zur Linksherzinsuffizienz ist die Erforschung von Pathologien des RV
jedoch noch nicht weit fortgeschritten. Gerade die molekularen Ereignisse wahrend
des Ubergangs von der Hypertrophie zur Dilatation als Folge eines chronisch
erhdhten Drucks im kleinen Kreislauf sind weitestgehend unbekannt.

Erste Studien untersuchten die mdgliche Beteiligung von MPO-produzierenden
Leukozyten bei der akuten Rechtsherzinsuffizienz. Watts et al. ' beobachteten
einen Einstrom von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in das
Muskelgewebe des RV von Ratten, bei denen zuvor eine Lungenembolie induziert
worden war. Die MPO-Konzentration in der Muskulatur des RV stieg am Tag 1 um
das 17-fache an, war am Tag 4 um ca. die Halfte gesunken und kehrte am Tag 7
zum Normalwert zurick. Monozyten/Makrophagen konnten von Tag 1 bis zur
sechsten Woche im Muskelgewebe detektiert werden. Bei Ratten, die vor dem
Versuch mit Anti-Granulozyten-Antikdrpern behandelt wurden, war der MPO-Anstieg
vermindert und die RV-Dysfunktion am Tag 1 konnte verhindert werden. Diese
Untersuchungen deuten an, dass Leukozyten eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung einer akuten Rechtsherzinsuffizienz spielen kénnten, wahrend tber ihren
Stellenwert bei der chronischen Druckerh6hung erst wenig bekannt ist.

Frihere Studien zeigten, dass die Rechtsherzfunktion ein entscheidender Pradiktor
fir die Funktionalkapazitit und die Mortalitiat von PAH-Patienten ist 2'%°. Dabei gilt
der 6BMWT als wichtigster Surrogatparameter flr die Rechtsherzbelastung und das
Uberleben bei PAH-Patienten, in vielen klinischen Studien fungiert dieser Test als

primarer Endpunkt.
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MPO als Prognosemarker fiir die Funktionalkapazitat der PAH-Patienten

Die vorliegende Arbeit konnte nun erstmals Hinweise auf eine Assoziation von MPO-
Spiegel mit dem Schweregrad der PAH-Erkrankung geben, die indirekt auch
Aussagen Uber die Rechtsherzfunktion ermdglichen. So waren fur die Patienten mit
MPO-Baseline-Spiegeln im untersten Quartil die Werte fur den 6MWT signifikant
besser als fur die Patienten in den oberen Quartilen. Dabei konnte man diesen
Unterschied nicht nur bei Baseline beobachten, sondern auch wahrend des zwolf-
monatigen Follow-ups.

BNP als wichtiger Marker fur eine Rechtsherzbelastung war bei Baseline in der
Patientengruppe stark erhoht. In der Verlaufsbeobachtung wurden die Patienten
daraufhin entsprechend ihres BNP-Spiegels in zwei Gruppen eingeteilt. Hier war das
Ergebnis ahnlich: die Patienten mit den niedrigeren BNP-Werten wiesen eine
signifikant bessere Belastungsfahigkeit im 6MWT auf als die Gruppe mit den hoheren
Baseline-Werten. Diese Ergebnisse lassen sich auch auf die Einteilung der Patienten
in zwei Gruppen entsprechend der hsCRP-Plasmaspiegel Ubertragen. Auch hier
waren die Patienten mit den niedrigeren Baseline-Werten im Durchschnitt in der
zwolfmonatigen Verlaufsbeobachtung signifikant besser belastbar als die Gruppe mit
den hoheren Spiegeln dieses Entzindungsparameters.

Alle drei Ergebnisse zusammen genommen lassen einen Zusammenhang zwischen
vermehrter Leukozytenaktivierung, verminderter Rechtsherzfunktion und geringerer
korperlicher Belastungsfahigkeit wahrscheinlich erscheinen. Der erhohte MPO-
Spiegel bei Baseline als Pradiktor fur schlechtere Funktionalkapazitat konnte
Ausdruck einer Entziindungsreaktion des rechten Ventrikels sein.

Diese Hypothese wiirde mit einer kiirzlich verdffentlichten Studie ™' tibereinstimmen,
in der Ratten mit monokrotalin-induzierter PH koérperlichem Training unterworfen
wurden. Bei der Gruppe mit instabiler PH wirkte sich dieses Training negativ auf die
Funktionsfahigkeit des rechten Ventrikels aus und es zeigte sich eine deutliche
Entzindungsreaktion des rechten Ventrikels. Als moglicher Trigger fur diese
Entzindung wird die erhdhte Wandspannung des chronisch druckbelasteten rechten
Ventrikels verantwortlich gemacht.

I 132,133

Aus Studien uber den linken Ventrike weill man, dass kurze Episoden mit

erhdhter mechanischer Spannung die myokardiale Expression von pro-
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inflammatorischen Zytokinen wie TNFa ansteigen lasst, wodurch der Einstrom von
Leukozyten induziert wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten also bedeuten, dass die Aktivierung
von Leukozyten ein Pradiktor flr die Funktionalkapazitat der Patienten ist und somit
indirekt auch Aussagen Uber die Rechtsherzfunktion ermdglicht. Unklar ist bei dem
Ergebnis jedoch, ob die MPO-Spiegel lediglich die Entzindungsreaktion des rechten
Ventrikels reflektieren oder ob sie auch Ausdruck einer MPO-Beteiligung beim
Entstehen der Pathologie der Lungenarterien sind. Diese Unterscheidung ist
elementar fur die Beurteilung der Rolle von MPO bei der PAH und sollte in

weiterfuhrenden experimentellen Studien untersucht werden.

MPQO, BNP und hsCRP als Pradiktoren der Mortalitat

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Assoziation der MPO-
Spiegel mit der Sterblichkeit bei PAH-Patienten untersucht. Hier hatten in einer
Kaplan-Meier-Uberlebenskurve die Patienten mit Baseline-MPO-Werten im untersten
Quartil eine signifikant niedrigere Mortalitat als die Patienten in den oberen Quartilen.
Dabei stimmte dieses Ergebnis weitgehend mit den Uberlebenskurven in der BNP-
bzw. hsCRP-Einteilung Uberein, in der die Patienten mit den niedrigeren Baseline-
Spiegeln ebenfalls eine signifikant niedrigere Mortalitat in der 65-wochigen Follow-
up-Periode hatten. Die Daten zu BNP und hsCRP werden durch zwei
vorangegangene Studien bestatigt, in denen gezeigt worden war, dass sowohl BNP
13% als auch CRP ° unabhangige Pradiktoren fiir die Sterblichkeit bei Patienten mit
IPAH bzw. PAH und CTEPH sind.

Limitiert wird diese Uberlebensstudie freilich durch die geringe Anzahl der
eingeschlossenen Patienten (n = 48); groRere Studien sind notwendig, um bessere
Aussagen Uber die Wertigkeit von MPO, BNP und hsCRP als Pradiktoren fur die
Mortalitat treffen zu kdnnen.

Kritisch gesehen muss wohl auch die Heterogenitat der Patientengruppe, in der sich
Patienten mit verschiedenen Formen der PAH sowie Patienten mit CTEPH befanden.
Diese verschiedenen Unterformen der PH weichen zum Teil in ihren

Uberlebenskurven ab, sodass fir eine fundiertere Beurteilung der
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Prognosepradiktion von MPO Studien mit einer homogeneren Patientengruppe - z.B.
ausschlieBlich mit IPAH-Patienten - durchgefuhrt werden sollten.

Leider existiert in der Literatur noch kein allgemein anerkannter Konsens bezuglich
der Rangordnung verschiedener potenzieller Pradiktoren fur das klinische Outcome

t "% wurden

von PAH-Patienten. In einer kirzlich verdffentlichten Ubersichtsarbei
insgesamt 107 bisher untersuchte mogliche Prognosefaktoren fur die IPAH
identifiziert. Nur bei 10 Faktoren lagen reproduzierbare Daten zur Assoziation mit der
Mortalitat vor, wobei auch flr diese Marker die Ergebnisse wiederspruchlich waren.
Eine weitere Hirde fur den Einsatz von MPO als PAH-Prognosemarker kdnnte die
fehlende Spezifitat dieses Enzyms darstellen. Erhohte Plasmaspiegel wurden unter
anderem beim akuten Koronarsyndrom "°> und dem Vorhofflimmern " gezeigt.
Dennoch bleibt festzuhalten, dass sowohl MPO als auch BNP und hsCRP zuséatzlich
zu den bisher benutzten Pradiktoren wie dem 6MWT und verschiedenen
hamodynamischen = Parametern = Aussagen  bezuglich  der  korperlichen
Belastungsfahigkeit und der Mortalitat erlauben kénnten. Um MPO als Prognose-
marker in der Behandlung von PAH-Patienten zu etablieren, sind in der Zukunft

grélere klinische Studien mit multizentrischer Planung nétig.
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5. Zusammenfassung

Die Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) ist eine seltene Erkrankung mit hoher
Mortalitat, bei der es durch ein Zusammenspiel von Proliferation, Inflammation und
endothelialer Dysfunktion zu einem chronischen Druckanstieg im kleinen Kreislauf
und der Entwicklung einer Rechtsherzinsuffizienz kommt. Obwohl man die
verminderte NO'-Bioverfligbarkeit als ein wichtiges Merkmal der PAH identifiziert hat,
bleiben der Ausloser sowie die genauen molekularen Ablaufe beim Entstehen dieses
Krankheitsbildes unbekannt.

Myeloperoxidase (MPO) ist ein Hamprotein, das hauptsachlich von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen ausgeschittet wird und dessen Bedeutung lange
Zeit ausschlie8lich in der Infektabwehr gesehen wurde. Zuletzt ruckte jedoch die
Fahigkeit von MPO in den Fokus, die Bioverfugbarkeit von endothelial generiertem
NO® zu senken. Fir Erkrankungen wie Linksherzinsuffizienz und Vorhofflimmern
wurde gezeigt, dass die Leukozytenaktivierung Teil des Krankheitsbildes ist. Obwonhl
es erste Hinweise fur die Beteiligung von Leukozyten bei der PAH und der
chronischen Rechtsherzinsuffizienz gibt, ist der genaue Pathomechanismus unklar.
Die vorliegende klinische Studie beschreibt nun erstmals einen Zusammenhang
zwischen MPO-Aktivitat und PAH-Erkrankung. So waren die MPO-Plasmaspiegel
des Patientenkollektivs im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe signifikant
erhoht. Die Studie postuliert im zweiten Teil auBerdem die mogliche Rolle von MPO
als zusatzlichem Pradiktor fur Funktionalkapazitdt und Mortalitat in der
Verlaufsbeobachtung von PAH-Patienten. So erreichten Patienten im unteren Quartil
der MPO-Spiegel im Durchschnitt eine signifikant bessere Leistung im 6-Minuten-
Gehtest bei Baseline und im Follow-up. Auch zeichneten sich diese Patienten durch
eine signifikant niedrigere Sterblichkeit im Beobachtungszeitraum aus.
Zusammenfassend unterstltzen die Ergebnisse dieser Studie die Theorie von der
Leukozytenbeteiligung am Krankheitsbild der PAH. Die Arbeit muss als
vorausgreifende Untersuchung =zur Bedeutung von MPO bei PAH und
Rechtsherzinsuffizienz verstanden werden; weiterfuhrende experimentelle Studien
sind notwendig, um die genauen Mechanismen zu erschlieBen. Die mdgliche
klinische Rolle von MPO als Pradiktor flr Funktionalkapazitat und Mortalitat bei PAH-

Patienten muss durch groRere, multizentrische Studien bestatigt werden.
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Abkurzungsverzeichnis

6. Abkurzungsverzeichnis

oMWT
ADMA
APAH
BNP
CTEPH
EGF
ELISA
EZ
FMD
FPAH
H202
hsCRP
IPAH

Mn-SOD
MPO
NMD
NO
NO,Tyr
NYHA
PAH
PCWP
PDGF
PH
PPH
PVR
RV
VEGF
AY

6-Minuten-Gehtest

Asymmetrisches Dimethylarginin
Assoziierte pulmonal-arterielle Hypertonie
Brain-Type Natriuretic Peptide

Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie
Epidermal Growth Factor

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Endothelzelle

Flow-mediated Dilation

Familiare pulmonal-arterielle Hypertonie
Wasserstoffperoxid

High-sensitive C-reaktives Protein
Idiopathische pulmonal-arterielle Hypertonie
Interquartilsabstand
Mangan-Superoxiddismutase
Myeloperoxidase

Nitro-mediated Dilation

Stickstoffmonoxid

Nitrotyrosin

New York Heart Association
Pulmonal-arterielle Hypertonie
Pulmonary Capillary Wedge Pressure
Platelet-derived Growth Factor
Pulmonale Hypertonie

Primare pulmonale Hypertonie
Pulmonal-vaskularer Wiederstand
Rechter Ventrikel

Vascular Endothelial Growth Factor

Wiedervorstellung
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