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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Einleitung und Fragestellung

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist eine progressive Erkrankung, bei der es bedingt durch
verschiedene Pathomechanismen zu einer Steigerung des Druckes im pulmonalen Kreislauf
kommt.

Insgesamt leidet etwa 1% der Weltbevolkerung an einer PH. In den westlichen Léndern stellen
Linksherzerkrankungen die hdufigste Ursache dar. Im Afrika siidlich der Sahara und anderen
Endemiegebieten der Schistosomiasis ist diese die haufigste Ursache.

Die pulmonal arterielle Hypertonie (PAH) und die chronisch thrombembolische pulmonale
Hypertonie (CTEPH) stellen mit einer Inzidenz von jeweils etwa 1-4 pro eine Million
Einwohner sehr seltene Unterformen dieser Erkrankung dar, deren Pathomechanismen bis
heute noch nicht abschlieBend verstanden sind. Die PH fiihrt zu einer Reihe von
Umbaumechanismen der Lungengefifle, die schliellich zu einem Circulus vitiosus fiihren.
Klinisch ist die Symptomatik besonders zu Beginn unspezifisch. Belastungsdyspnoe,
rezidivierende Synkopen, thorakale Schmerzen oder allgemeine Leistungsminderung werden
héufigeren Erkrankungen zugeschrieben.

Die Prognose der PH ist unbehandelt sehr schlecht und trotz vieler neuer Verbesserungen der
Therapie in den letzten Jahren bleibt sie in den meisten Fillen nicht heilbar.

Die Aktivierung des Gerinnungssystems hat eine besondere pathophysiologische Bedeutung
bei der Entstehung der Erkrankung. Bei der PAH finden sich im Rahmen der vaskulédren
Umbauvorginge héufig kleinere Thrombosen und GefdBokklusionen der kleinen
Lungengefdfle. Bei der CTEPH sind Thrombosen und rezidivierende Lungenembolien der
Ausloser der Erkrankung.

Die Faktor-V-Leiden und die Prothrombinmutation G2010A stellen die hdufigsten genetischen
Risikofaktoren einer Thrombembolie in Deutschland dar. Die PAI-1 4G/5G-Mutation, die
MTHFR C677T-Mutation ebenso wie die MTHFR A1298C-Mutation stellen sehr weit
verbreitete Polymorphismen dar, die besonders beim Vorliegen weiterer Risikofaktoren mit
einem vermehrten Auftreten von Thrombembolien assoziiert sind.

Wiéhrend fir andere bekannte  Ausloser von  Thrombembolien wie  das
Antiphospholipidsyndrom eine erhohte Prévalenz unter Patienten mit einer PAH oder CTEPH
nachgewiesen wurde, deutet die bisherige Studienlage fiir die Faktor-V-Leiden- und die

Prothrombinmutation G2010A darauf hin, dass sie keinen Risikofaktor einer PH darstellen.
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Ziel dieser Arbeit war es, die Haiufigkeit géngiger hereditirer Risikofaktoren von
Thrombembolien unter Patienten mit einer CTEPH und Patienten mit einer PAH in einer Studie
mit einer moglichst groen Fallzahl zu untersuchen.

Untersucht wurde hierbei das Vorliegen der Faktor-V-Leiden-Mutation, der
Prothrombinmutation G2010A, der MTHFR C677T- und A1298C-Mutation sowie des PAI-1
4G/5G-Polymorphismus.

1.2 Patienten und Methodik

Die Patientenpopulation setzt sich aus drei Untergruppen zusammen. Die erste Untergruppe
besteht aus Patienten mit einer PAH, die im UMC Amsterdam angebunden und betreut sind
und Blutproben zu genetischen Tests zu Forschungszwecken zur Verfiigung gestellt haben. Wir
erhielten 82 DNS Proben zur weiteren Analyse. Die zweite Gruppe sind Patienten, die im
Universititsklinikum des Saarlandes in der PH-Ambulanz betreut werden. Hierunter finden
sich alle Formen einer PH, wobei die héufigsten Formen die PAH und die PH bei
Lungenerkrankungen darstellen. Die Proben dieser Gruppe wurden zwischen 2009 und 2012
gesammelt und asserviert.

Die dritte Gruppe besteht aus Patienten, die in der Pneumologie des Universitdtsklinikums des
Saarlandes stationdr zur Abkldrung einer PH aufgenommen wurden und in diesem Rahmen
routineméfig ein Thrombophiliescreening erhalten haben. Hierbei handelt es sich liberwiegend
um Patienten mit einer nachgewiesenen CTEPH oder Patienten, bei denen initial der Verdacht
einer CTEPH bestand. Untersucht wurden hierbei die Faktor-V-Leiden-Mutation, die
Prothrombinmutation G20210A, die PAI-1 4G/5G-Mutation sowie die MTHFR C677T-und
A1298C-Mutation.

Die Ergebnisse des Screenings der Patienten aus Gruppe drei wurden zwischen 2012 und 2017
gesammelt, zusdtzlich wurden die Proben aus Gruppe eins und zwei auf die gleichen
Mutationen untersucht. Hierzu wurde nach Extraktion der DNS aus Vollblut eine
Pyrosequenzierung der Mutationen durchgefiihrt. Bei den Patienten der Gruppe 3 wurde die
Faktor-V-Leiden-, die PAI-1 4G/5G- und die Prothrombinmutation mittels
Schmelzkurvenanalyse nachgewiesen.

Insgesamt wurden 593 Patienten in die Studie eingeschlossen. Zusitzlich zur Genetik wurden
klinische Daten der Patienten erhoben sowie eine Verlaufskontrolle zur Ermittlung der Letalitat
durchgefiihrt. Die Verlaufskontrolle erfolgte 2015 und fiir die spéter eingeschlossenen

Patienten 2017/18.
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Die insgesamt 593 Patienten wurden nach der Nizza-Klassifikation von 2013 gruppiert.
Die beiden hiufigsten Formen stellen hierbei Patienten mit einer PAH mit insgesamt 152

Patienten und mit einer CTEPH mit 234 Patienten dar.

1.3 Ergebnisse

Bei den PAH-Patienten fanden sich etwa zwei Drittel weibliche Patienten, wihrend unter den
CTEPH-Patienten eine gleichméBige Verteilung zwischen beiden Geschlechtern vorlag.
Insgesamt wiesen die meisten Patienten aus beiden Gruppen eine ausgeprigte Symptomatik
entsprechend Klasse 3-4 der funktionellen Klassen der WHO auf. Die mittleren pulmonal
arteriellen Driicke der Patienten mit PAH waren im Mittel um etwa 9 mmHg hoher als unter
den Patienten mit einer CTEPH.

Vergleicht man die Patienten mit PAH und CTEPH beziiglich des Vorliegens der Mutationen,
finden sich unter der Gruppe mit CTEPH mehr Patienten mit einer Faktor-V-Leiden-Mutation
(10,53%) und Prothrombinmutation (8,3%) als unter den Patienten mit einer PAH (Faktor-V-
Leiden 3,95% und Prothrombinmutation 2,63%). Die Verteilung der PAI-1 4G/5G-Mutation
sowie der MTHFR-Mutationen zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen PAH-und
CTEPH-Patienten. Beim Vergleich der Proben nach ihrer Herkunft, aufgeteilt in Proben aus
Amsterdam, Homburger Routinediagnostik und Homburger PH-Ambulanz, fanden sich
Unterschiede der genetischen Profile.

Die Prothrombin- und die Faktor-V-Leiden-Mutationen waren unter den beiden aus Homburg
stammenden Patientengruppen deutlich hédufiger als unter den Patienten aus Amsterdam. Die
heterozygote Faktor-V-Leiden-Mutation lag mit 14,29% bei den routineméfig untersuchten
Patienten iiber dem Anteil der Patienten der Ambulanz (2,78%) und den Patienten aus
Amsterdam (0%). Eine dhnliche Verteilung zeigte sich auch beim Prothrombin, hier waren
8,57% der Routinepatienten heterozygote Mutationstrager, wihrend sich in Amsterdam 1,23%
heterozygote Mutationstrager und unter den Patienten der PH-Ambulanz keine Mutationstrager
fanden. Der Anteil an Mutationstrdgern der MTHFR A1298C-und C677T-Mutationen war
unter den Proben aus Amsterdam geringer als unter den Proben aus Homburg.

Es wurde eine Verlaufsuntersuchung zu zwei festen Zeitpunkten durchgefiihrt. Diese
erfolgten je nach Einschluss in die Studie nach 1-5 Jahren. Hierbei waren 6,84% (16 von 234)
der CTEPH-Patienten verstorben, unter den Patienten mit einer PAH lag der Anteil mit
28,95% (44 von 152) deutlich hoher. Die homozygote MTHFR A1298C-Mutation zeigte sich

héufiger unter den verstorbenen CTEPH-Patienten. Ansonsten bestand unter den PAH- und
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den CTEPH-Patienten kein signifikanter Unterschied zwischen den Uberlebenden und den
Verstorbenen.

Bei den CTEPH-Patienten wurde die Erkrankung bei 153 Patienten als operabel eingestuft,
wihrend bei 81 Patienten ein zu peripheres Verteilungsmuster vorlag, sodass eine pulmonale
Thrombendarteriektomie nicht moglich war.

Patienten mit einem peripheren und einem zentralen Verteilungsmuster wiesen keine

Unterschiede der genetischen Profile auf.

1.4 Schlussfolgerung

Die Studie zeigte eine gleiche Verteilung der MTHFR C677T-und A1298C-Mutationen sowie
der PAI-1 4G/5G-Mutation zwischen PAH und CTEPH. Die Héufigkeit der drei Mutationen
entspricht in der vorliegenden Arbeit aulerdem den Werten, die sich in groBen Studien in einer
gesunden Bevolkerung finden.

Die Faktor-V-Leiden- und die Prothrombinmutation dagegen lagen bei Patienten mit einer
CTEPH hiufiger vor als bei Patienten mit einer PAH. Der Unterschied zeigte sich signifikant.
(Faktor-V-Leiden: 3,95% heterozygot unter PAH und unter CTEPH 10,53% heterozygot sowie
0,44% homozygot, p=0,046; Prothrombin 2,63% heterozygot unter PAH und 8,3% unter
CTEPH, p=0,027)

Die Privalenz der Faktor-V-Leiden- und der Prothrombinmutation ist in Deutschland etwas
hoher als in den Niederlanden. Da viele PAH-Patienten aus den Niederlanden und alle CTEPH-
Patienten aus Deutschland stammen, sind die unterschiedlichen Priavalenzen zwischen PAH
und CTEPH teilweise durch die unterschiedliche Probenherkunft zu erkldren. Die Haufigkeit
beider Mutationen lag allerdings auch iiber den Referenzwerten innerhalb Deutschlands.
Besonders fiir die Prothrombinmutation scheint ein erhohtes Risiko zur Entwicklung einer
CTEPH vorzuliegen. Unter den CTEPH-Patienten fanden sich 8,3% Mutationstrager, der Wert
liegt etwa 4-mal hoher als der Referenzwert, der innerhalb einer gesunden Kohorte in
Deutschland zu erwarten wire (=2%).

Die Faktor-V-Leiden-Mutation fand sich etwas hédufiger unter Patienten mit einer CTEPH als
unter PAH-Patienten. Der Wert lag leicht liber den Werten, die in der Literatur in einer
gesunden Referenzgruppe beschrieben sind, allerdings deutlich unter den Werten, die sich fiir

Patienten nach Thrombembolien finden.
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Betrachtet man nur isolierte Lungenembolien und keine Thrombosen, findet sich die Faktor-V-
Leiden-Mutation bei etwa 9% der Patienten nach Lungenembolie in der Literatur, was dem von
uns gefundenen Wert unter CTEPH-Patienten entspricht.

Sowohl unter CTEPH-Patienten als auch unter den PAH-Patienten fanden sich 23%
Mutationstriger, die gleichzeitig fiir MTHFR C677T und A1298C heterozygot sind. Der Wert
entspricht den Referenzwerten, die in der Literatur fiir gesunde Kontrollgruppen angegeben
werden.

Der Anteil an homozygoten Mutationstrigern der MTHFR A1298C- und C677T-Mutation war
unter den Proben aus Amsterdam deutlich geringer als unter den Patienten aus Homburg. Da
regionale Unterschiede diese Differenz nicht erkldren, konnte das Ergebnis auf einen
geringeren Anteil an MTHFR-Mutationen unter Patienten mit einer idiopathischen und
hereditéren PAH hindeuten.

Unter den Patienten mit einer PAH fand sich eine deutlich hohere Sterblichkeit als unter den
Patienten mit einer CTEPH.

Die Haufigkeit der Mutationen unterschied sich unter iiberlebenden und verstorbenen CTEPH
Patienten nicht signifikant. Unter den iiberlebenden und verstorbenen CTEPH-Patienten fand
sich lediglich fiir die MTHFR A1298C-Mutation ein signifikanter Unterschied (p=0,036).
Unter den Verstorbenen lagen mehr Mutationstriiger vor als unter den Uberlebenden, allerdings
handelte es sich bei den Verstorbenen um eine kleine Untergruppe (N=16).

Bei 34,62% der Patienten mit einer CTEPH lag ein zu peripheres Verteilungsmuster vor, sodass
eine pulmonale Thrombendarteriektomie nicht durchgefiihrt werden konnte. Vergleicht man
die Patienten mit einem peripheren Muster und einer zentralen und damit operablen Verteilung
beziiglich der fiinf Mutationen, fand sich kein Unterschied. Dies deutet darauf hin, dass die

untersuchten Mutationen keinen Einfluss auf die Verteilung der Lasionen bei CTEPH zeigen.

1.5 Summary

Pulmonary hypertension (PH) is a progressive disease and it is caused by various
pathomechanisms, that cause an increase in pulmonary pressure.

About 1% of the global population is affected by PH. The most common cause in the western
countries are left heart diseases that usually cause only a moderate increase in pulmonary

pressure. In sub-saharan Africa, schistosomiasis is the most common cause.
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Pulmonary arterial hypertension (PAH) and chronic thromboembolic pulmonary hypertension
(CTEPH) are rare subforms. The incidence of both forms is about 1-4 per million and the exact
pathomechanism isn’t completely understood.

The disease leads to a number of pathomechanisms in pulmonary arteries that lead to a vicious
circle.

Initial clinical symptoms are unspecific, including exertional dyspnoea, recurrent syncope,
thoracic pain as well as global disability, and are therefore often attributed to more common
diagnoses.

PH has a poor prognosis if not treated. It stays an incurable ailment despite a number of current
improvements in therapy during the last years.

Thromboembolism seems to have a pathophysiologic relevance in PH. Patients with PAH often
show small thromboembolism and occlusions of small pulmonary vessels.

Furthermore, thromboembolism is the leading pathomechanism in CTEPH. Two frequent
polymorphisms that affect the factor V and the prothrombin gene (factor V Leiden and
prothrombin G2010A) are presumed to be the most common cause of hereditary
thromboembolism in Germany.

The PAI 4G/5G mutation, the MTHFR C677T and the MTHFR A1298C mutations are three
additional polymorphisms that are related to an increased prevalence of thromboembolic
events, especially in combination with other risk factors.

For some known risk factors of thromboembolism like the antiphospholipid syndrome, an
increased prevalence for patients with PAH or CTEPH is known. Studies implemented so far
could not show any correlation between the factor V Leiden or the prothrombin mutation and
PH.

We intended to examine the frequency of common genetic thromboembolic risk factors in
patients with CTEPH and PAH and to generate a high sample size.

We examined the frequency of the factor V Leiden mutation, the prothrombin mutation
G2010A, the MTHFR C677T and MTHFR A1298A mutations and the PAI-1 4G/5G

polymorphism.

1.6 Patients and methods

The study population is assembled of three patient groups. The first group contains patients

with a PAH that are under the care of the University Medical Center Amsterdam. These patients

12
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agreed to donate blood samples for genetic research. We received 82 probes for further analyses
from Amsterdam.

The second group are patients, who are treated in the outpatient department of the Medical
University of Saarland with PH. In these group, all kinds of PH can be found although patients
with PAH and PH due to lung diseases or hypoxemia are most frequent. These probes were
collected during 2009 and 2012.

The third group are in-patients of the Saarland University Medical Center that received a
medical clarification of PH. In these cases, genetic testing of common hereditary reasons of
thrombophilia was made routinely. This group contains mostly CTEPH patients or patients in
which CTEPH was suspected.

We tested all patients for the factor V Leiden mutation, the prothrombin mutation G2010A, the
PAI-1 4G/5G and the MTHFR C677T and MTHFR A1298C mutations.

The results of group 3 were collected during 2012 and 2017. PAI-1 4G/5G and the MTHFR
C677T and MTHFR A1298C mutations were analyzed by pyrosequencing. The DNA was
extracted from whole blood. For the factor V Leiden mutation and the prothrombin mutation
G2010A, a melting curve analysis was used.

At the same time, the patients of the first and second groups were analyzed for the same
mutations by pyrosequencing.

To summarize, we included 593 patients in the study. Additionally, to the genetic results, we
collected clinical parameters and performed a follow-up to estimate the lethality.

The follow up was made in 2015 and for the patients that were included later in 2017/2018.
All 593 patients were divided into different PH subtypes according to the Nice classification of
2013. The most common subtypes were PAH with 152 patients and CTEPH including 234

patients.

1.7 Results

Two-thirds of the PAH patients were female whereas the CTEPH patients showed the same
gender distribution. Most patients showed heavy symptoms and were categorized in WHO
functional classes 3 or 4. The mean pulmonary arterial pressure (mPAP) was on average
9mmHg higher compared to the CTEPH patients. Patients with CTEPH showed a higher
prevalence for the factor V Leiden mutation (10,53%) and the prothrombinmutation (8,3%)
compared to the patients with PAH (factor V Leiden 3,95% and Prothrombin 2,63%).
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The PAI-1 4G/5G mutation and the MTHFR C677T and A1298T mutation showed no
significant difference between PAH and CTEPH.

Comparing the different origins of the probes we found a higher prevalence of the factor V
Leiden and prothrombinmutation among the patients from Homburg than among the patients
from Amsterdam. Factor V Leiden was also more frequent among the patients that were
screened routinely for the mutations (14,29%) than among the outpatients (2,78%) and the
patients from Amsterdam (0%). We found a similar distribution for prothrombin. 8,57% of the
routinely screened patients carried the heterozygotic mutation. In Amsterdam, we found 1,23%
and no mutations among the outpatients. The homozygote MTHFR C677T and A1298C
mutations were less common in the probes from Amsterdam.

We made a follow-up at two different dates that were set between 1-5 years after including the
patients in our study. We found 6,84% (16 of 234) of the CTEPH patients were dead. In PAH
patients we found an even higher rate of 28,95% (44 of 152). The homozygote MTHFR
A1298C Mutation was more frequent in the deceased but no other significant difference of the
5 mutations between survivors and deceased in CTEPH and PAH was found.

153 of the CTEPH patients were classified as operable whereas 81 patients showed a peripheral
distribution. In those patients, a thrombectomy was not recommended. When comparing the

operable and inoperable patients we found no difference in the examined mutations.

1.8 Conclusion

The study showed an equal distribution of MTHFR C677T, A1298C and PAI-1 4G/5G in PAH
and CTEPH patients. Furthermore, the results were equivalent to the prescribed prevalence
within a healthy population. Prothrombin and factor V Leiden were more frequent under
CTEPH patients than under PAH patients, the difference was significant. (Factor V Leiden:
3,95% heterozygotic under PAH and under CTEPH 10,53% heterozygotic and 0,44%
homozygotic, p=0,046; Prothrombin 2,63% heterozygotic under PAH and 8,3% under CTEPH,
p=0,027)

Both, the prothrombin and the factor V Leiden mutation show a lower prevalence in the
Netherlands than in Germany. Moreover, all our CTEPH patients are Germans and all our
patients from the Netherlands are suffering from PAH.

Consequently, the different destinations may explain partly the higher occurrence of the
mutations under CTEPH patients. But indeed, the prevalence we found in our study was higher

than the reference values in Germany prescribed so far. Especially prothrombin may be a risk
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factor for CTEPH. We found 8,3% mutations under CTEPH patients, which is 4 times higher
than prescribed in a healthy German population (=2).

Factor V Leiden was more frequent under CTEPH patients than under PAH patients but the
ratio we found where lower than the values recorded for a population with a history of
thromboembolism. Considering only pulmonary embolism without deep venous thrombosis,
the mutation is only found in about 9%, which is close to our results.

The CTEPH such as the PAH group showed 23% of patients heterozygous for both mutations.
A similar ratio can be found in a healthy cohort.

The patients from Amsterdam showed a lower ratio of homozygote MTHFR A1298C and
C677T mutations than the patients from Homburg. As local differences may not explain this
result, a lower ratio within patients with an idiopathic or hereditary PAH may be presumed.
Patients with PAH showed a higher lethality than CTEPH patients. The mutations showed an
equal distribution among PAH patients who survived after the follow-up and those who died.
No significant differences were detected.

Considering the CTEPH patients, only for the MTHFR A1298C mutation a significant
difference was found (p=0,036). We found more mutations under the patients who survived
than under the deceased but the deceased are only a small subgroup (N=16).

34,62% of the CTEPH Patients showed a peripheral distribution of their embolism so that a
thrombectomy was impossible. Those with a peripheral distribution showed no difference to
the patients with a more central occlusion in all 5 mutations. This shows, that the mutations we

examined in this study show no influence on the pattern of pulmonary lesions in CTEPH.
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2 Einleitung
2.1 Pulmonale Hypertonie

2.1.1 Allgemeines

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist eine seltene, lebensgefdhrliche Erkrankung, die trotz vieler
Verbesserungen der Therapie in den letzten 30 Jahren in vielen Fillen noch immer eine
schlechte Prognose aufweist. Fasst man alle Unterformen der PH zusammen, kann man
weltweit von einer Priavalenz von etwa 1% ausgehen. (HOEPER et al., 2013b)

Die PH ist definiert als eine Erhohung des Druckes der Arteria pulmonalis in Ruhe. Der
Referenzwert hierbei ist der pulmonal arterielle Mitteldruck (mPAP). Seit 1973 galt ein Wert
von > 25mmHg als krankheitsdefinierend, 2018 wurde dieser Grenzwert auf einen mPAP >
20mmHg herabgesetzt. (ROSENKRANZ et al., 2019; SKORO-SAJER, LANG, 2018)

Der mPAP setzt sich aus dem Druck im linken Vorhof (PLA) summiert mit den
Druckdifferenzen im Verlauf des pulmonalen Gefd3systems zusammen (arteriell (a), kapillar

(k), venos (v)). (OLSCHEWSKI, OLSCHEWSKI, 2011)
mPAP = PLA+ APa + APk + APv

Neben einer Erhohung des Druckes im pulmonalen Gefédf3system selbst konnen Erkrankungen
des linken Herzens, die den linksatrialen Druck erhdhen, eine Erh6hung des mPAP bewirken.
Der linksatriale Druck kann nicht direkt mittels Rechtsherzkatheter gemessen werden, daher
wird der pulmonal kapillire Wedgedruck (PCWP) oder der pulmonal arterielle
Verschlussdruck (PAOP) als Néherung verwendet. Sie entsprechen anndhernd dem Druck im
linken Atrium. (OLSCHEWSKI, OLSCHEWSKI, 2011)

Es gibt drei Moglichkeiten zur Messung des linksatrialen Druckes. Zur Bestimmung des
PCWPs wird der Katheter bis auf Kapillarebene vorgeschoben, bis der Katheter selbst das
Lumen verschliet. Ein weiteres Verfahren besteht in der Messung des PAOP. Hierbei wird ein
Ballonkatheter in eine Pulmonalarterie eingefiihrt und das Lumen durch Dilation des Ballons
verschlossen. Erkrankungen des linken Herzens fiihren zu einer Erh6hung des linksatrialen
Druckes und so zu einem erhohten PCWP bzw. PAOP.

Eine weitere Moglichkeit eine Linksherzerkrankung als Ursache eines erhohten mPAP

nachzuweisen, besteht in der Messung des linksventrikuldren enddiastolischen Druckes
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(LVEDP). Hierfiir ist allerdings die Durchfiihrung eines Linksherzkatheters notwendig.
(GALIE et al., 2015; HOEPER et al., 2013a; ROSENKRANZ, PRESTON, 2015)

So konnen Linksherzerkrankungen von anderen Ursachen der PH differenziert werden.

Der pulmonale Perfusionswiderstand (pulmonary vascular resistance; PVR) errechnet sich aus

dem Abfall des Druckes im Verlauf der Lungenstrombahn und dem Herzzeitvolumen:

mPAP—-PCWP
HZV

PVR =

Wie wir heute wissen, fithren verschiedene Pathomechanismen zur Erh6hung des pulmonalen
Mitteldruckes.

Der Ausldser kann eine Obliteration, wie sie zum Beispiel bei Embolien auftritt, mechanischer
Stress, eine chronische Inflammation oder chronische Hypoxie sein. Auch eine genetische
Pridisposition ist ein Risikofaktor einer PH.

Histologisch zeigt sich eine Hypertrophie der Muskularis und des Endothels. Dieses sogenannte
vaskulire Remodelling fiihrt im weiteren Verlauf zu einer Vasokonstriktion und zur
Ausbildung von Mikrothrombosen. Diese Mechanismen fiihren letztlich zu einem Circulus
vitiosus und es kommt zu einer progredienten Druckerh6hung. (OLSCHEWSKI,
OLSCHEWSKI, 2011)

Die PH kann sowohl Folge einer vorbestehenden Grunderkrankungen, aber auch idiopathisch
bedingt sein. Da sich die vielen Formen nicht nur in der Pathogenese, sondern auch in der

Therapie erheblich unterscheiden, ist eine gezielte Diagnostik und Einteilung wichtig.

2.1.2 Einteilung

1973 fand die erste WHO-Konferenz zur PH in Genf statt. Hier wurde eine Unterteilung in
primédre pulmonale Hypertonie und sekundére pulmonale Hypertonie beschlossen.

Unter ,,sekundérer PH wurden Formen zusammengefasst, bei denen sich der pulmonale
Hypertonus im Rahmen eines bekannten Auslosers ausbildet, wéhrend dieser bei der
,primiren* PH fehlt.

Diese Einteilung ist nach dem aktuellen Wissensstand jedoch stark vereinfacht, da mittlerweile
viele Ausloser bekannt sind, die alleine oder in Kombination eine PH verursachen. Au3erdem
muss von einer genetischen Pradisposition ausgegangen werden, die eine Einteilung in
sekundér und primér nicht ohne Weiteres zuldsst. Daher wurde 1998 in der 2. WHO-Konferenz

in Evian eine genauere Einteilung in fiinf Gruppen festgelegt. (RICH, 1998b)
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Tabelle 1: Ubersicht der Einteilung nach Evian (RICH, 1998b)

Einteilung nach Evian

1 Pulmonal arterielle Hypertonie

PH bei Linksherzerkrankungen

PH bei Lungenerkrankungen

2
3
4 Chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie
5 Andere Formen

Die zweite Gruppe stellt hierbei eine Sonderform dar, da der hohe pulmonale Druck durch einen
erhohten Druck im linken Ventrikel bedingt ist. Man spricht daher von einer postkapilldren PH.
Die anderen Formen entstehen dagegen durch eine Pathologie des Lungengefdfibettes und
werden unter dem Begriff der prékapilliren PH zusammengefasst. Die pulmonal arterielle
Hypertonie (PAH) und die chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH), die

im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen, gehéren zu den prikapilldren Formen.

In der Evian-Konferenz wurde auch eine Einteilung der Schweregrade der Symptomatik in
funktionelle Klassen etabliert (WHO-FC). Diese an die Einteilung der New York Heart
Association (NYHA) bei Herzinsuffizienz angelehnte Klassifizierung in vier Gruppen ist bis
heute ein guter Prognosefaktor und spielt bei Therapieentscheidungen eine wichtige Rolle.

(OLSCHEWSKI, OLSCHEWSKI, 2011)

Tabelle 2: Einteilung in funktionelle Klassen gemdfs der WHO

WHO-FC 1 Patienten mit PH ohne Einschriankung der korperlichen Aktivitét.

WHO-FC II | Patienten mit PH und einer leichten Einschrinkung der korperlichen
Aktivitit,

WHO-FC III | Patienten mit PH mit deutlicher Einschrankung der kérperlichen Aktivitét
bereits bei leichter Belastung, aber ohne Beschwerden in Ruhe.

WHO-FC IV | Patienten mit PH mit Unfdhigkeit, irgendwelche Téatigkeiten ohne

Symptome durchzufiihren. Symptome kdnnen bereits in Ruhe vorhanden

sein.

Nach Prof. Dr. Horst Olschewski, Prof Dr. Andrea Olschewski: Pulmonale Hypertonie

18



Einleitung

Die Einteilung von Evian ist in ihren Grundziigen bis heute erhalten geblieben. In den danach
folgenden Weltsymposien in Venedig 2004, Dana Point 2008, Nizza 2013 und Nizza 2018,
wurde sie weiter angepasst. Die aktuell giiltige Klassifikation ist die Nizza-Klassifikation von

2018, die in Tabelle 3 zusammengefasst ist.
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Tabelle 3: Einteilung der pulmonalen Hypertonie nach Nizza 2018 (SIMONNEAU et al., 2019)

1.

PAH
1.1. Idiopathische PAH
1.2. Hereditire PAH
1.3. Durch Medikamente und Toxine vermittelte PH
1.4. PH assoziiert mit
1.4.1 Bindegewebserkrankungen
1.4.2 HIV-Infektion
1.4.3 Portaler Hypertension
1.4.4 Angeborene Herzfehler
1.4.5 Schistosomiasis
1.5. PAH bei Patienten mit Ansprechen auf Calciumkanalblocker
1.6. Pulmonale veno-okklusive FErkrankung (PVOD) und/oder pulmonale kapilldre
Hamangiomatose
1.7. Persistierende PH des Neugeborenen
PH infolge von Erkrankungen des linken Herzens
2.1. PH bedingt durch linksventrikuldre Dysfunktion mit erhaltener Ejektionsfraktion
2.2. PH durch linksventrikuldre Dysfunktion mit reduzierter Ejektionsfraktion
2.3. Herzklappenerkrankung
2.4. Kongenitale/erworbene Kardiovaskuldre Erkrankungen, die zu einer postkapilliren PH
fithren
PH durch Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie
3.1. Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
3.2. Restriktive Lungenerkrankungen
3.3. Andere Lungenerkrankungen mit gemischt obstruktiv/restriktivem Muster
3.4. Hypoxie ohne Lungenerkrankung
3.5. Entwicklungsstorungen der Lunge
PH durch pulmonal arterielle Obstruktion
4.1. CTEPH
4.2. Andere Obstruktion der Pulmonalarterien
PH mit unklarem oder multifaktoriellem Mechanismus
5.1. Hamatologische Erkrankungen
5.2. Systemische und Metabolische Erkrankungen
5.3. Andere

5.4. Komplexe angeborene Herzerkrankungen
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2.1.3 Diagnostik

Eine typische Anamnese eines Patienten mit PH umfasst unspezifische Symptome wie
Belastungsdyspnoe, trockener Husten, Synkopen, Palpitationen oder thorakale Schmerzen. In
der korperlichen Untersuchung zeigen sich Zeichen der Rechtsherzbelastung wie gestaute
Halsvenen, ein Systolikum links parasternal als Zeichen der Trikuspidalinsuffizienz und ein
betonter zweiter Herzton. Im fortgeschrittenen Stadium zeigen sich Zeichen der rechtskardialen
Insuffizienz mit Aszites und peripheren Odemen. (LESCHKE et al., 2009)

Im EKG zdhlen hierzu ein Rechtslagetyp, ein SIQII-Typ sowie ein kompletter oder
inkompletter Rechtsschenkelblock. Priterminale T-Negativierungen in den
Brustwandableitungen (V1-V4) sind Zeichen der Rechtsherzhypertrophie. (KOPEC, 2019)

Im Rontgenthorax findet sich eine Rechtsherzhypertrophie sowie ein prominentes
Pulmonalissegment. Die Spiroergometrie zeigt typischerweise eine verminderte maximale
Sauerstoffaufnahme sowie eine Ventilations-Perfusions-Verteilungsstérung. (LUCKE et al.,
2019)

Die Dopplerechokardiographie stellt eine geeignete Screeninguntersuchung dar und sollte
besonders bei Patienten mit priadisponierenden Erkrankungen wie Sklerodermie regelmiBig
erfolgen. Hierbei kann mithilfe der modifizierten Bernoulli-Gleichung {iber die maximale
Geschwindigkeit der Trikuspidal-/ Pulmonalisinsuffizienz sowie durch Schétzen des Druckes
im rechten Vorhof der pulmonal arterielle Druck abgeschétzt werden. AuBlerdem kann die
Echokardiografie bereits Hinweise auf eine ursdchliche linkskardiale Erkrankung aufzeigen.
Zur Diagnosesicherung sollte ein Rechtsherzkatheter erfolgen. Hierbei kann neben der genauen
Messung des mPAP durch Bestimmung des PCWP auch eine Einteilung in préd- oder
postkapillir erfolgen. (GALIE et al., 2015) Als Grenzwert wird hier ein PCWP von 15 mmHg
angesetzt. Bei hoheren Werten wird von einer linkskardialen Ursache ausgegangen.

Zum Ausschluss einer CTEPH gehdrt auch eine Perfusionsszintigraphie zum Algorithmus der
Diagnostik, da sich bei etwa 30% der CTEPH-Patienten keine klinisch auffillige
Lungenembolie in der Anamnese findet und die Perfusionsszintigraphie den Goldstandard zum
Ausschluss einer Embolisation der Lungenarterien darstellt. (TUNARIU et al., 2007)

In der Regel schlief3t sich bei auffdlligem Befund eine Angiographie der Pulmonalarterien an.
Hier kann nachgewiesen werden, in welchen Gefél3abschnitten die Okklusionen lokalisiert sind,
da eine Endarteriektomie mit Entfernung der Thromben bis auf Subsegmentebene moglich ist.

Bei sehr distalen Verteilungsmustern konnen andere Therapien erwogen werden.
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Ein CT kann Aufschliisse iiber das Vorliegen einer Lungengeriisterkrankung oder eines
Emphysems geben. Ergénzend konnen serologische Testungen (z. B. HIV, Schistosomiasis
etc.) sowie eine Basisdiagnostik (Lungenfunktion, Blutgasanalyse, Routinelaborwerte,
Schilddriisenwerte, Diagnostik auf Kollagenose, Abdomensonographie) und eine griindliche
Anamnese wie z. B. Medikamenten- oder Toxinanamnese, Hinweise auf die Genese aufzeigen.
Bleibt die Diagnostik unaufféllig oder ergeben sich Hinweise auf eine familidre Haufung, sollte
auch eine genetische Untersuchung zum Ausschluss einer hereditiren Ursache angestrebt

werden. (GALIE et al., 2009; GALIE et al., 2015; MORRELL et al., 2019)

2.2 Pulmonal arterielle Hypertonie

2.2.1 Allgemeines

In der vorliegenden Arbeit stellen Patienten mit einer PAH die zweitgrof3te Patientengruppe
dar. Diese Gruppe wird in der Klasse 1 nach Nizza zusammengefasst und setzt sich aus der
idiopathischen pulmonal arteriellen Hypertonie (IPAH), der hereditdren pulmonal arteriellen
Hypertonie (HPAH), der durch Medikamente und Toxine vermittelten PH und den assoziierten
Formen zusammen. (GALIE et al., 2015)

Unter den PAH-Patienten des Patientenkollektivs dieser Arbeit ist die IPAH die grofite
Untergruppe. Sie ist dadurch definiert, dass sich keine andere Ursache der PH finden ldsst. Die
Inzidenz der PAH betrigt etwa 2 pro 1 Million Einwohner. Damit stellt sie eine sehr seltene
Erkrankung dar. (HUMBERT et al., 2006)

Die IPAH stellt fiir die PAH beziiglich des Pathomechanismus eine Art Modellkrankheit dar.
Frauen sind deutlich hiufiger betroffen als Mianner (1:1,7) und typischerweise erkranken
Patienten in jungen Jahren mit einer Haufung zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr. (RICH et
al., 1987)

Noch in den 80er-Jahren lag die durchschnittliche Lebenserwartung nach Diagnosestellung
einer IPAH bei 2,8 Jahren. (D'ALONZO et al., 1991)

Diese sehr schlechte Prognose der oft jungen Patienten konnte in den letzten Jahrzehnten durch
eine Verbesserung der therapeutischen Ansitze verldngert werden. So zeigt sich fiir Frauen
heute eine 5-Jahres-Uberlebensrate iiber 60% und fiir Ménner iiber 50%. (GALL et al., 2017)
Wenn sich zwei Erkrankte in einem Familienstammbaum finden, sollte auch an eine hereditire
Ursache gedacht werden. Die wichtigsten Mutationen als Ursache der HPAH stellen hier die
Mutation im Bone Morphogenetic Proteine Receptor 2-Gen (BMPR2), die Mutation des activin
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receptor like kinase-Gen (ALK) sowie Mutationen des Endoglingens dar. (MACHADO et al.,
2015; MORRELL et al., 2019)

Es gibt unterschiedliche Toxine und Medikamente, die zur Entstehung einer PAH fiihren
konnen. Hierzu zdhlen vor allem Appetitziigler. Ebenso geht Amphetaminkonsum mit einer
erhohten Inzidenz einher.

1981 kam es auBerdem durch den Vertrieb eines illegal mit Anilin denaturierten Speisedls zu
einem epidemieartigen Auftreten. (GELP] et al., 2002)

In den 60er-Jahren kam es zu einem Anstieg der Inzidenz der PAH in Deutschland, der in
Zusammenhang mit dem neu zugelassenen Appetitziigler Aminorex (Menocil) gebracht
werden konnte. Das Epinephrin dhnliche Amphetamin fiihrte 1-3 Jahre nach Zulassung zu
einem plotzlichen Anstieg der Inzidenz der PAH um mehr als das 20fache. Aminorex wurde
schlieBlich vom Markt genommen, wodurch es zu einem deutlichen Riickgang der Fallzahlen
kam. (ABENHAIM et al., 1996; FISHMAN, 1999; FOLLATH et al., 1971)

Patienten, die mindestens drei Monate Appetitziigler eingenommen haben, weisen ein
Chancenverhéltnis (odds ratio; OR) von 23,1 auf, an einer PAH zu erkranken. (ABENHAIM et
al., 1996) Da die Inzidenz der Patienten, die unter der Einnahme von Appetitziigler eine PH
entwickeln, zwar hoher ist als die der Normalbevolkerung, aber insgesamt nur eine kleine
Anzahl der Patienten nach Einnahme eine PH entwickeln, wird hier von einer multifaktoriellen
Genese und moglicherweise genetischen Pridisposition ausgegangen. (ABENHAIM et al.,
1996)

Unter der Gruppe der assoziierten PAH werden Formen zusammengefasst, die durch einen
schwachen Risikofaktor ausgelost werden, sodass angenommen werden muss, dass auch hier
eine zusétzliche Disposition vorliegt, die zur Entstehung der Erkrankung beitrigt. Hierzu zéhlen
Kollagenosen, eine Infektion mit HIV, portale Hypertension, angeborene kleinere Herzfehler,
bei denen eine rein ,,mechanische®, sekunddre PH unwahrscheinlich erscheint, sowie die vor
allem im Amazonas und der Subsahara verbreiteten Schistosomiasis, die weltweit betrachtet

die hiufigste Ursache der PH darstellt. (PAPAMATHEAKIS et al., 2014)

2.2.2 Pathomechanismus

Der genaue Pathomechanismus der PAH ist noch nicht vollstandig bekannt, aber man geht von
einem Missverhéltnis von vasodilatativen und vasokonstriktiven Mediatoren, bedingt durch
eine Endotheldysfunktion, aus. (RICH, 1998a)

Vasodilatative Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin werden vermindert

produziert. Stattdessen kommt es zu einer vermehrten Freisetzung von vasokonstriktiven
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Mediatoren wie Thromboxan oder Endothelin. (LANGLEBEN et al., 1999) Die resultierende
Vasokonstriktion fiihrt schlieBlich zu einem GefdBremodelling, das typischerweise mit einer
Hypertrophie der Media beginnt und bei Fortschreiten auch zu einer Proliferation der Intima
und Adventitia fiithrt. (FISHMAN, 1998) Im weiteren Verlauf entstehen durch
Hyperkoagulabilitit, = verminderte Fibrinolyse und Endotheldysfunktion kleinere
Mikroembolien, die zu einer GefdaBokklusion fiihren. (GAINE, RUBIN, 1998)

Histologisch imponieren In-situ-Thrombosen der Gefdfle und plexiforme Lésionen.
Plexiforme Lidsionen sind diinnwandige und dilatierte arterielle GefaBBkonvolute, die sich im
Krankheitsverlauf ausbilden. Sie entstehen durch eine Migration von glatten Muskelzellen aus
der GefdBmedia in die Intima. Durch Verlust ihrer Myofilamente entstehen aus ihnen
sogenannte Myofibroblasten, die Kollagen an das Interstitium abgeben. Die Myofibroblasten
bilden im Verlauf erneut vermehrt Myofilamente aus. Es kommt zu einer zunehmenden
Intimaproliferation aus muskeldhnlichen Zellen, eingebettet in eine extrazellulire Matrix.
(SMITH et al., 1990) Neben plexiformen Lésionen stellen In-situ-Thrombosen einen hiufigen
histopathologischen Befund der PAH dar. Besonders das Vorkommen plexiformer Lisionen
scheint mit einem schweren Verlauf zu korrelieren. Pietra et al. konnte zeigen, dass Patienten
mit histologischem Nachweis plexiformer Lésionen deutlich hohere pulmonal vaskuldre
Widersténde und ein deutlich kiirzeres Langzeitiiberleben zeigen als Patienten mit vornehmlich

In-situ-Thrombosen. (PIETRA et al., 1989)

2.2.3 Therapie und Prognose

Neben supportiven MaBnahmen wie moderatem Training, Langzeitsauerstofftherapie,
Impfungen gegen Pneumokokken, Influenza und SARS-COV-2 sowie Vermeidung von
Schwangerschaften stehen mittlerweile eine Vielzahl an Medikamenten zur Verfiigung.
Neuere Studien zeigen eine 3-Jahres-Uberlebensrate von 68%. Dies stellt zwar bereits eine
deutliche Verbesserung zum Stand vor Einfithrung der ersten Medikamente dar, Ziel sollte es
dennoch sein, die Langzeitprognose durch eine frithere Diagnose, neuere pharmazeutische
Ansitze und weitere Therapieoptimierung weiter zu verbessern. (GALL et al., 2017)

Fiir eine kleine Patientengruppe stellen Calciumantagonisten eine Therapieoption dar. Das
Ansprechen sollte daher im Rechtsherzkatheter (RHK) getestet werden. Hierbei wird NO, ein
Prostazyklin-Analogon oder Adenosin verabreicht. Wenn der mPAP um mindestens 10mmHg
und unter insgesamt 40mmHg abfillt, sollte ein Therapieversuch mit Amlodipin, Nifedipin
oder Diltiazem erfolgen. Bei gutem Ansprechen zeigen diese Patienten eine 5-Jahres-

Uberlebensrate von 95%. (RICH et al., 1992) Auch wenn diese Therapie nur fiir 10-25% der
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Patienten mit einer PAH in Frage kommt, sollte ein Reagibilitétstest im RHK erfolgen. (RICH
et al., 1992; SITBON et al., 2005)

In den letzten 30 Jahren haben sich fiinf Substanzklassen zur Therapie der PAH etabliert.
Phosphodiesterasechemmer wie Sildenafil oder Tadalafil fiihren zu einer Erhdhung des
intrazelluldren zyklischen Guanosinmonoposhphat (¢cGMP) und bewirken so eine Relaxation
der glatten Muskulatur. (GALIE et al., 2005; GALIE et al., 2015)

Eine weitere Substanzklasse stellen die Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (ERA) dar. Sie
umfasst aktuell die drei Préparate Bosentan, Ambrisentan und Macitentan. Diese
Substanzgruppe blockiert den Endothelinrezeptor und hemmt so die Wirkung des Endothelin
1. Endothelin 1 bewirkt an der glatten Muskulatur iiber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor
eine starke Vasokonstriktion. (MOTTE et al., 2006)

Bei besonders schwerer Symptomatik (WHO FC III-1V) stellen die Prostazyklin-Analoga die
dritte Therapiemdglichkeit dar. Prostazyklin stellt einen starken Vasodilatator dar, der iiber
einen G-Protein-gekoppelten Membranrezeptor eine Vasodilatation der glatten Muskulatur
bewirkt. (RUAN et al., 2010)

Der erste Vertreter dieser Klasse, Epoprostenol, macht wegen seiner kurzen Halbwertszeit eine
kontinuierliche Gabe per infusionem notwendig. Treprostinil besitzt eine deutlich ldngere
Halbwertszeit, was eine subkutane, inhalative und neuerdings auch orale Verabreichung
ermoglicht. Ebenfalls erst wenige Jahre verfiigbar ist Riociguat, ein Wirkstoff, der als
Stimulator der Guanylatzyklase die Bildung von cGMP bewirkt. (MACAULAY et al., 2016)
Ein ebenfalls neues Medikament ist der orale Prostacyclin-Rezeptoragonist Selexipag. Der
Agonist vermittelt eine Vasodilatation iiber einen membransténdigen, G-Protein-gekoppelten
Rezeptor, die der Wirkung von endothelialem Prostazyklin entspricht. (SITBON et al., 2015)
Neben einer Monotherapie haben sich Kombinationstherapien, beispielsweise aus einem
Phosphodiesterasechemmer und einem ERA oder Riociguat durchgesetzt. Bei schweren
Verldaufen kann eine Dreifach-Therapie aus einem intravendsem Prostazyklin-Analogon
zusammen mit ein Phosphodiesterasehemmer und einem ERA begonnen werden. (COGHLAN

etal., 2017; LUCKE et al., 2019)

Bei Patienten mit einer PAH wird auflerdem eine Antikoagulation mit einem Vitamin-K-

Antagonisten empfohlen. (GRUNIG, 2009)

Als Ultima Ratio stellt eine Lungentransplantation eine letzte Therapieoption fiir PAH-
Patienten dar. Jedoch ist die Sterblichkeit auf der Warteliste aus Mangel an Spenderorganen

sehr hoch. (SULTAN et al., 2018)
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Es gibt einige experimentelle Therapieansétze, die moglicherweise in den kommenden Jahren
neue Therapien fiir PAH-Patienten ermdglichen. Hierunter zahlt besonders die Zelltherapie mit
endothelialen Progenitorzellen und mesenchymalen Stammzellen. Beide Ansétze haben
antiproliferative, antiinflammatorische und vasodilatative Effekte auf die pulmonalen Gefif3e
und verhindern das endotheliale Remodelling und damit die Progredienz der Erkrankung.
(FUKUMITSU, SUZUKI, 2019; YANG et al., 2013)

Ebenfalls vielversprechend sind die neuen Ansétze der Gentherapie, die im Tiermodell positive
Ergebnisse zeigen. Eine Moglichkeit besteht darin, durch Einbringen eines Gens,
beispielsweise mittels Virusvektor, eine Hochregulation der Prostacyclinsynthase zu erzielen.
Hierdurch wird Prostazyklin freigesetzt und eine Vasodilatation erzielt. (KAWAKAMI et al.,
2007)

2.3 Chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie

2.3.1 Allgemeines

Patienten mit einer CTEPH stellen die zweite Patientengruppe dieser Arbeit dar. Die CTEPH
entsteht durch Obstruktion des pulmonal arteriellen Gefél3systems.

Neben einer im Rechtsherzkatheter gesicherten prékapilliren PH erfordert die Diagnose einer
CTEPH den Nachweis eines Perfusionsmismatch in der Perfusions-Ventilationsszintigraphie
oder den Nachweis pulmonal arterieller Thromben in einer computertomographischen
Angiographie, Magnetresonanzangiographie oder Pulmonalisangiographie. Die Diagnose darf
nur bei Persistenz der Befunde unter mindestens 3-monatiger Antikoagulation gestellt werden.
(WILKENS et al., 2018)

Die CTEPH hat eine Sonderstellung unter den Formen der priakapilliren PH, da mit der
pulmonalen Thrombendartericktomie (PEA) eine kausale, operative Therapie mit guten

Langzeitergebnissen zur Verfiigung steht. (KLEPETKO et al., 2004)

2.3.2 Pathomechanismus
Die CTEPH ist mit einer Priavalenz von etwa 4 pro 1 Million Einwohner eine sehr seltene

Erkrankung und betrifft Manner und Frauen gleichermaflen. (HOEPER et al., 2016; PEPKE-
ZABA et al., 2011)
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Das mittlere Alter bei Diagnosestellung betrdgt 63 Jahre. Etwa 75% der Patienten entwickeln
die Erkrankung nach einer symptomatischen Lungenembolie, wihrend bei den Ubrigen die
initiale Thrombosierung klinisch stumm verlduft. (PEPKE-ZABA et al., 2011)

Man geht umgekehrt davon aus, dass etwa 3% der iiberlebenden Patienten nach einer
durchgemachten symptomatischen Lungenembolie eine CTEPH entwickeln. Diese Zahlen
ergeben sich aus systematischen Nachuntersuchungen von Patienten nach stattgehabter
Lungenembolie. (ENDE-VERHAAR et al., 2017; MARTINEZ et al., 2018; PENGO et al.,
2004)

Bei den meisten dieser Patienten kommt es nach der Lungenembolie zu einer persistierenden
Symptomatik. Ein kleinerer Teil entwickelt erst nach einer Phase mit deutlicher klinischer
Verbesserung erneut progrediente Dyspnoe.

Bei Patienten mit einer CTEPH besteht meist eine lange Latenzzeit von etwa anderthalb Jahren
zwischen Beginn der Symptomatik und Diagnosestellung, wobei Patienten nach
Lungenembolie etwas frither diagnostiziert werden. (HELD et al., 2014; PEPKE-ZABA et al.,
2011) Die meisten Patienten befinden sich zum Diagnosezeitpunkt bereits in WHO-FC III-IV.
Normalerweise wird der Embolus nach einer Lungenembolie durch die kopereigene Fibrinolyse
mit der Zeit aufgelost. Bei Patienten mit einer CTEPH versagt diese physiologische Lyse aus
verschiedenen Griinden und es kommt stattdessen zu einem bindegewebigem Umbau des
Embolus. (MORRIS et al., 2009)

Initial kommt es, bedingt durch die Obstruktion, zu einer verminderten Perfusion der
betroffenen = Lungenabschnitte.  Dieses  Perfusions-Ventilationsmissverhéltnis  fiihrt
kompensatorisch ~ initial zu einer vermehrten Durchblutung der verbleibenden
Lungenabschnitte. Diese entwickeln im weiteren Verlauf der Erkrankung eine reaktive
Vasokonstriktion, was zu einem erhohten Druck auch der nicht okkludierten Geféal3e fiihrt.
(MOSER et al., 1990; SCHAFERS, SEEGER, 2001)

Im weiteren Verlauf ist die Erkrankung auch ohne weitere Thrombembolien progredient, da
sich ein vaskuldres Remodelling einstellt, das zunehmend auch periphere Abschnitte der

Lungengefifle befillt.

2.3.3 Therapie und Prognose

Die Prognose der CTEPH ist unbehandelt schlecht. Zahlen aus den 80er Jahren vor Etablierung
der heutigen Therapiestandards zeigen eine 3-Jahres-Uberlebensrate von nur 50%. (RIEDEL et
al., 1982) Liegt eine schwere CTEPH Form mit einem mPAP von mehr als 50mmHg vor, ist

sogar von einer 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von weniger als 10% auszugehen.
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Durch die Einfiihrung der PEA konnte diese Prognose deutlich verbessert werden. Sie stellt fiir
operable Patienten einen potenziell kurativen Therapieansatz dar. Aber auch die
Verbesserungen der medikamentdsen Therapie und neuere interventionelle Therapieverfahren
stellen neue therapeutische Optionen dar, durch die die Prognose der Patienten in den letzten
Jahren verbessert werden konnte.

Bei der PEA wird das thrombotische Material aus den Pulmonalarterien extrahiert. Der Eingriff
wird in der Regel beidseitig durchgefiihrt. Nach einer medianen Sternotomie erfolgt das
AnschlieBen an die Herzlungenmaschine und die Einleitung der Hypothermie auf 20°C. Nach
Erdffnen der Lungenarterien wird der okkludierende Intimazylinder von zentral nach peripher
extrahiert. (SCHAFERS, SEEGER, 2001) In erfahrenen Zentren (>50 PEAs /Jahr) liegt die
perioperative Letalitit bei 1-4% (MADANI et al., 2012; MAYER et al., 2011) und das Risiko
fiir bleibende schwere Behinderungen wie neurologische Defizite durch die zerebrale
Minderperfusion ist sehr gering. (VUYLSTEKE et al., 2011)

Postoperativ zeigt sich bei einem Grof3teil der Patienten eine Verbesserung der Himodynamik,
etwa 70% zeigen sogar einen mPAP unter 25mmHg. (BONDERMAN et al., 2007; FREED et
al., 2011; WILKENS et al., 2014)

Trotz der guten Ergebnisse nach PEA ist diese Therapie nur fiir etwa 30-50% der Patienten eine
Option. (PEPKE-ZABA et al., 2011)

Griinde, die gegen eine OP sprechen, sind neben einer zu peripheren Verteilung vor allem
bestehende Begleiterkrankungen wie ausgeprégte linksventrikuldre Dysfunktion, begleitende
schwere Lungenerkrankungen oder eine palliative Tumorerkrankung. Die Komorbiditdt 14sst
bei diesen Patienten das Risiko des Eingriffes im Verhiltnis zum mdglichen Nutzen zu hoch
erscheinen. (WILKENS et al., 2011)

Wird der Patient inoperabel eingestuft, kann gegebenenfalls eine interventionelle Entfernung
des thrombotischen Materials mittels Ballonangioplastie (BPA) oder eine medikamentdse
Therapie angeboten werden.

Riociguat ist fiir inoperabel eingestufte CTEPH-Patienten und fiir Patienten mit persistierender
PH nach pulmonaler Thrombendarteriektomie zugelassen. (GRIMMINGER et al., 2009;
MCLAUGHLIN et al., 2017) In der CHEST-1 Studie konnte eine Verbesserung der 6-
Minuten-Gehstrecke (6-MWD) und der WHO-FC gezeigt werden. (GHOFRANI et al., 2013)
Das zweite zugelassene Medikament ist Treprostinil subcutan, das iiber eine Pumpe appliziert
wird. (LANG et al., 2021)

Auch fiir ERA konnte die MERIT-1 Studie zeigen, dass bei inoperablen Patienten eine

Verbesserung der 6-MWD erzielt werden kann. Patienten zeigten auBBerdem unter Einnahme

28



Einleitung

von Macitentan seltener eine Verschlechterung der WHO-FC als die Placebogruppe.
(GHOFRANI et al., 2017; HOEPER et al., 2005)

Bei unzureichendem Ansprechen der Monotherapie oder schlechter Vertrdglichkeit kann
aullerdem angelehnt an die Therapie bei PAH die Gabe von Phosphodiesterase-5-Inhibitoren
oder Prostazyklin-Analoga im off label use erfolgen. Die aktuelle Studienlage deutet darauf
hin, dass hiermit eine Prognoseverbesserung erzielt werden kann. (HOEPER et al., 2005;
SEYFARTH et al., 2010)

Da bei Patienten mit CTEPH von einer Gerinnungsneigung ausgegangen wird, ist auerdem
bei allen Patienten eine lebenslange Antikoagulation mit Vitamin-K-Antagonisten (Ziel INR
2,5-3,5) zu empfehlen. Zunehmend werden auch NOAKs bei CTEPH-Patienten zur
Antikoagulation verordnet, wobei noch diskutiert wird, ob sie fiir alle Patienten gleichwertig
zu Vitamin-K-Antagonisten sind. (BUNCLARK et al., 2020)

Des Weiteren kann eine supportive diuretische Therapie und bei Hypoxie eine
Langzeitsauerstoffverordnung sinnvoll sein.

Die BPA als interventionelles Verfahren zielt darauf ab, das Gefdlumen durch Verdringung
des thrombotischen Materials zu vergroBern. Die Technik wird seit wenigen Jahren in Japan
angewandt, aktuell kommt das Verfahren auch in Europa bei inoperablen Patienten zunehmend
zum Einsatz. Die periinterventionelle Sterblichkeit liegt bei unter 2% und die vorliegenden
Studien zeigen eine deutliche Verbesserung der Himodynamik und WHO-FC Stadien. Eine
Verbesserung zeigt sich hierbei oft nicht unmittelbar postinterventionell, sondern im Verlauf
und eine kontinuierliche Verbesserung bis zu 36 Monaten nach dem Eingriff ist mdglich. Eine
hiufige Komplikation der BPA stellt das Reperfusionsddem dar, welches bei bis zu 60% der
Patienten auftritt. (FEINSTEIN et al., 2001; KATAOKA et al., 2012; OLSSON et al., 2017)
Trotz der zunehmenden Anwendung der interventionellen Verfahren und Verbesserungen der
Therapie ist die PEA zum aktuellen Zeitpunkt der Goldstandard und sollte bei geeigneten
Patienten immer einer BPA oder einer primédren medikamentosen Therapie vorgezogen werden.

(DIMOPOULOS et al., 2015)

2.4 Thrombophilie

Thrombophilie bezeichnet eine Pradisposition zur Entwicklung von Thrombembolien. Hierbei
werden erworbene und hereditire Formen subsumiert. Klinisch prisentiert sich eine
Thrombembolie durch die Entstehung einer Thrombose oder Lungenembolie. Thrombembolien

der Lungengefafe stellen die pathophysiologische Grundlage der CTEPH dar. Man geht davon
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aus, dass sich bei fast der Hélfte aller Patienten, die an einem thrombembolischen Ereignis
erkranken, eine genetische Pradisposition nachweisen lédsst. Letztlich sind dies zwar nur
Schitzungen, aber alleine der haufigste Polymorphismus, der das Faktor-V-Gen betrifft, findet
sich bei 20-40% der Patienten mit einem thrombembolischen Ereignis in der Vergangenheit.
(ROSENDAAL et al., 1995; SVENSSON, DAHLBACK, 1994) Die zweithdufigste Mutation
betrifft das Prothrombingen und findet sich bei weiteren 7%. (POORT et al., 1996)

Obwohl fiir thrombembolische Ereignisse dieser klare Zusammenhang besteht, scheinen nur
etwa 8% der CTEPH-Patienten eine genetische Pradisposition vorzuweisen. (WOLF et al.,
2000)

In den letzten 50 Jahren konnten mehrere Gene identifiziert werden, die das Risiko eines
Individuums zur Entwicklung einer Thrombembolie erhéhen. Es muss allerdings davon
ausgegangen werden, dass noch nicht alle gefunden sind. Neben dieser genetischen
Pridisposition stellt zunehmendes Alter einen wichtigen Risikofaktor dar. Wihrend Frauen
dabei in jiingeren Jahren ein hoheres Risiko haben als Madnner im gleichen Alter, ist die Inzidenz
bei Ménnern ab dem 45 Lebensjahr hoher. (HEIT, 2015; SILVERSTEIN et al., 1998)

Neben diesen allgemeinen Risikofaktoren wie Genetik, Alter und Geschlecht gibt es eine Reihe

erworbener Risikofaktoren, die sich gegenseitig potenzieren (sieche Tabelle 4).
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Tabelle 4: erworbene Risikofaktoren einer tiefen Beinvenenthrombose sowie deren odds Ratio (HEIT et

al., 2000; KUIPERS et al., 2007)

Pridisponierende Faktoren einer tiefen Beinvenenthrombose

e Perioperativ (OR 18,95)

e Aktive Krebserkrankung (OR 14,64)

e Neurologische Erkrankungen einhergehend mit einer Beinparese (OR 6,10)

e Hospitalisation/ Pflegeheimaufenthalt (OR 5,07 bzw. 4,63)

e Trauma oder Fraktur (OR 4,56)

e Orale Kontrazeptiva (OR 4,03)

e Chronische Erkrankungen z. B. chron. Lungenerkrankungen (OR 1,23); Chronische
Niereninsuffizienz (OR 3,00 ); Lupus erythematodes (OR 3,00)

e Implantation eines intravaskuldren Katheters oder Gerdtes z. B. zentraler
Venenkatheter oder Herzschrittmacher (OR 11,83)

e Thrombophlebitis / oberflachliche Thrombose (OR 2,50)

e Hormonersatztherapie (OR 1,2-2,53)

e Ubergewicht (OR 1,08)

e Anisthesie (OR 17,50)

e Postpartum (OR 19,00)

e Immobilisierung durch Reise (OR 3,00)

2.5 Faktor-V-Leiden

Lange Zeit war bei den meisten Patienten, bei denen ein gehduftes familidres Auftreten von
thrombembolischen Ereignissen eine hereditire Ursache erahnen lie, der genaue
Mechanismus unbekannt. 1993 konnte die Arbeitsgruppe um Bjorn Dahlbédck schlielich eine
erbliche Resistenz des Gerinnungsfaktors V (FV) gegen aktiviertes Protein C (APC)
nachweisen die, wie wir heute wissen, fiir 20-40% aller Thrombembolien verantwortlich ist.
(DAHLBACK et al., 1993; SVENSSON, DAHLBACK, 1994)

Etwa ein Jahr spiter gelang es einer Arbeitsgruppe aus dem niederldndischen Ort Leiden, den
Genlocus zu identifizieren. Die Mutation wurde nach dem Ort Threr Entdeckung Faktor-V-
Leiden (FVL) benannt. (BERTINA et al., 1994) Das FV-Gen liegt auf dem langen Arm des
Chromosom 1. Durch eine Punktmutation mit Transposition an Position 691 (Arginin zu

Glutamin) wird das Arginin an Position 506 des FV-Proteins durch ein Glutamin ersetzt.
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Hierdurch entsteht ein Protein mit einem verdnderten Rezeptor fiir APC, der eine gewisse
Resistenz fiir das antikoagulatorisch wirkende APC bewirkt. (DAHLBACK, 1995)

Neben der relativ weit verbreiteten FVL-Mutation wurden in den vergangenen 30 Jahren
mehrere Mutationen des FV-Gens identifiziert. Zu den héufigeren zdhlt der FVR2-Haplotyp.
Diese Mutationen sind insgesamt sehr selten und ihre pathogenetische Bedeutung ist nicht
sicher geklért, sodass sie keinen Teil eines Thrombophiliescreenings darstellen und in der
vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht wurden. (VAN COTT et al., 2016)

In der kaukasischen Bevolkerung gibt es etwa 3-7% heterozygote Triger der FVL-Mutation,
die mit einem 5-10fach erhohten Risiko fiir thrombembolische Ereignisse belastet sind.
(BERTINA et al., 1994; REES et al., 1995)

Homozygote Mutationstrager sind selten (0,5%) und haben ein deutlich erhohtes
Thrombembolierisiko (50-100fach). Wéhrend die Mutation bei Europédern weit verbreitet ist,
kommt sie bei afrikanischen, australischen oder amerikanischen Ureinwohnern nicht vor und
ist in asiatischen Léndern deutlich seltener als unter Europdern. (KOSTER et al., 1993; REES
et al., 1995; WITT, 1998)

Aus dieser Verteilung ldsst sich schlieen, dass sie unter Kaukasiern entstand und sich
moglicherweise durch einen leichten Selektionsvorteil durch das geminderte Blutungsrisiko,
beispielsweise bei Verletzungen oder unter der Geburt, verbreitete. Innerhalb Europas findet
sich eine hohere Priavalenz in siidlichen sowie in Ostlichen Landern. (LUCOTTE, MERCIER,
2001)

Die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin stellt den ersten Schritt der eigentlichen
Gerinnungsphase dar, die sich der Aktivierungsphase der Blutgerinnung anschlieft und
schlieBlich in der Ausbildung eines Fibrinthrombus endet.

Die Bildung des Thrombins erfolgt durch den Faktor X (FX) durch spezifische Spaltung an
zwei Stellen aus Prothrombin. FV in seiner aktivierten Form (FVa) dient bei dieser Reaktion
als Cofaktor. Die Aktivierung des FV zu FVa erfolgt im Sinne einer positiven Riickkopplung
durch Thrombin selbst. Deaktiviert wiederum wird FVa durch Proteolyse mittels APC und
Proteins S, das als Cofaktor fungiert. Dies stellt einen der wichtigsten inhibitorischen
Mechanismen der Gerinnungskaskade dar. Setzt man einer Serumprobe von Patienten mit der
FVL-Mutation in vitro APC zu, fiihrt dies nicht zu einer Hemmung der Gerinnung, wie es bei
Trigern des Wildtyps der Fall ist. Dieser Umstand wurde bereits von Dahlbédck als eine
Resistenz gegeniiber APC beschrieben. (DAHLBACK, 1995)
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Prothrombin | =—) | Thrombin

FXa

Aktiviertes I
Protein C LK
1 Faktor V

Protein C

Abbildung 1: Einfluss des FV auf die Thrombinbildung

Diese Resistenz entsteht durch die verdnderte Proteinstruktur, APC spaltet FVa an drei
spezifischen Peptidbindungen. Im ersten Schritt erfolgt die Spaltung an Arginin 306, hierdurch
werden die anderen Spaltstellen erst zugénglich gemacht. Fiir die Inaktivierung des FVa muss
ein weiteres Arginin in Position 506 gespalten werden, bei Vorliegen einer FVL-Mutation lduft
dieser Schritt etwa 10-mal langsamer ab und es kommt zu einem langsameren Abbau des FV

und einer konsekutiv héheren Plasmaaktivitit. (CASTOLDI et al., 2004)

2.6 Prothrombin G2010A

Prothrombin ist ein Vitamin-K-abhéngig synthetisierter Gerinnungsfaktor. Die gemeinsame
Endstrecke des intrinsischen und extrinsischen Weges der Blutgerinnung resultiert in einer
Aktivierung des Prothrombin zu Thrombin.

Thrombin initiiert die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin und fiihrt damit zur Ausbildung
eines stabilen Fibrinthrombus. (MEEKS, ABSHIRE, 2008)

Die  Prothrombin  G2010A-Mutation  fiilhrt zu einem etwa 30%  hoheren
Prothrombinplasmaspiegel und ist die zweithdufigste Ursache fiir eine hereditdre Thrombose.
In der Literatur finden sich einzelne Fallberichte anderer Punktmutationen des
Prothrombingens, die allerdings sehr selten auftreten und vor allem unter Kaukasiern eine
Raritét darstellen. (FLAUJAC et al., 2007)

Die heterozygote Mutation findet sich bei etwa 7% aller Patienten mit mindestens einem

thrombembolischen Ereignis in der Anamnese. (POORT et al., 1996)
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In einer gesunden mitteleuropdischen Bevolkerung liegt die Privalenz bei etwa 2%.
Homozygote Mutationstréger sind sehr selten und in der Literatur finden sich nur einzelne
Fallberichte. Diese deuten allerdings auf ein deutlich erhdhtes Risiko fiir Thrombembolien
unter den homozygoten Mutationstrdgern mit teilweise fulminanten Verldufen hin. (BOSLER
et al., 2006)

Vergleicht man Daten verschiedener europdischer Zentren, findet sich eine vom Siiden nach
Norden abnehmende Pravalenz. (ROSENDAAL et al., 1998; ZIVELIN et al., 1998)

Wihrend das Vorliegen einer heterozygoten Prothrombinmutation als milder Risikofaktor einer
Thrombose gilt, ist vor allem die Kombination der heterozygoten Prothrombin G2010A- und
einer FVL-Mutation ein signifikanter Risikofaktor. (DE STEFANO et al., 1999; ZOLLER et
al., 1998) Triger beider Mutationen haben ein 20fach hoheres Risiko, eine Thrombembolie zu
erleiden. (EMMERICH et al., 2001) Ebenso ist das gleichzeitige Vorliegen weiterer
Risikofaktoren entscheidend. So besteht bei Frauen bei gleichzeitiger Einnahme von
Kontrazeptiva ein deutlich erhohtes Risiko eine Sinusvenenthrombose zu entwickeln.
(MARTINELLI et al., 1998) Fiir das Auftreten einer Lungenembolie scheint das Risiko
besonders in der Schwangerschaft und dem Puerperium hoch. Eine unprovozierte
Lungenembolie scheint bei isolierten heterozygoten Trdgern der Prothrombinmutation nicht

signifikant hiufiger aufzutreten. (KOVAC et al., 2010)

Die Prothrombin G2010A-Mutation ist eine Punktmutation, bei der im uncodierten Bereich des
Prothrombingens Guanin durch Adenin ersetzt wird. Prothrombin initiiert nach Aktivierung in
Thrombin die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin. Fiir die Aktivierung des Prothrombins
ist die Ausbildung eines Prothrombinasekomplex aus Faktor Va, Faktor Xa, Phospholipiden
und Kalzium nétig. (ESMON, JACKSON, 1974; HELDEBRANT et al., 1973)

Neben diesem direkten Einfluss auf die Ausbildung eines Thrombus hat Thrombin
weitreichende modulierende Einfliisse auf die Koagulation und die Fibrinolyse.

Im Sinne einer positiven Riickkopplung werden die Faktoren V, VII und VIII, XI und XIII
aktiviert. (LANE et al., 2005)

Im Sinne einer negativen Riickkopplung wird durch die Bindung an das von Endothelzellen
exprimierte Thrombomodulin Protein C aktiviert, das wiederum die Konversion von
Prothrombin zu Thrombin hemmt.

Der Thrombin-Thrombomodulin-Komplex hemmt gleichzeitig durch Aktivierung des
thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) die Umwandlung von Plasminogen zu

Plasmin und damit die Fibrinolyse. (NESHEIM, 2003)
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Thrombin stimuliert auferdem die Fibroblasten und glatten Muskelzellen, dies soll nach
Verletzung der Intima die Defektheilung beschleunigen (BAR-SHAVIT et al., 1990; DE
RIDDER et al.,, 2016) und stimuliert liber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor die
Thrombozyten (BRASS, 2003; VU et al., 1991)

’ Intrinsischer Weg ‘ Extrinsischer Weg

EETY

Fibroblasten

XI — Xla VIII
Glatte
Vila VII Muskelzellen
Thrombozyten

|

| Aktiviertes Protein C | Faktor V

t

| Protein C |

XIII

|

l 4—\
Fibrinolyse i Fibrinthrombus

Abbildung 2: Einfliisse des Thrombin auf die Gerinnung

XIIIa

2.7 Methylentetrahydrofolatreduktase C677T und A1298C

Die  Methylentetrahydrofolatreduktase =~ (MTHFR) ist ein  Schliisselenzym  des
Homocysteinstoffwechsels. Zwei hdufige Punktmutationen an Position 677 und 1298 fiihren zu
einem erhohten Homocysteinspiegel, der einen wichtigen kardiovaskuldren Risikofaktor
darstellt.

Beim MTHFR C677T- und A1298C-Polymorphismus handelt es sich um Einzelnukleotid-
Mutationen, bei denen jeweils ein Cytosin an Position 677 durch ein Thymin bzw. ein Adenin
an Position 1298 durch ein Cytosin ersetzt werden. (ROZEN, 2000)

Methionin ist eine essenzielle Aminosdure und wird im Stoffwechsel unter anderem als Donor
fiir Methylierungen benétigt. Durch die Abgabe einer Methylgruppe entsteht Homocystein, das
wegen seiner endothelschidigenden Wirkung rasch wieder zu Methionin regeneriert oder

abgebaut und renal ausgeschieden wird. (FRIEDMAN et al., 2001)
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Die Regeneration kann entweder durch Transfer einer Methylgruppe vom Betain erfolgen oder
durch den Tetrahydrofolatstoffwechel. Hierbei regeneriert die MTHFR das hierbei verbrauchte
5-Methyl-Tetrahydrofolat (MTHF). MTHF {ibertrdagt eine Methylgruppe auf Homocystein,
wodurch dieses in Methionin umgewandelt wird. (MINER et al., 1997)

Vitamin B12

Homocystein > | Methionin

5-Methyl-THF THF

Serin

MTHFR Vitamin B6

5,10 -Methylen THF

Glycin

Abbildung 3: Funktion der MTHFR

Die beiden Punktmutationen im MTHFR-Gen konnen neben anderen Ursachen zu erhohten
Homocysteinspiegeln fithren. Hierzu zdhlen unter anderem Stérungen in anderen
Stoffwechselwegen des Methioninstoffwechsels, wie beispielsweise bei der Homocysteindmie
oder ein Mangel an Vitamin B12, B6 und Folsdure sowie eine chronische Niereninsuffizienz.
(DE BREE et al., 2003a; DE BREE et al., 2003b; FRIEDMAN et al., 2001)

Der Referenzwert des Homocysteins im Serum liegt bei 6-12 pmol/Liter, besonders Werte ab
15 umol/Liter sind mit einer hoheren Inzidenz von thrombembolischen und ischdmischen
Ereignissen assoziiert. Eine milde Erh6hung des Plasmahomocysteinspiegels findet sich bei 5-
7% der gesunden Bevolkerung. (DEN HEIJER et al., 1996; MCCULLY, 1996; OCAL et al.,
1997)

Hohe Homocysteinspiegel beeinflussen die Hdmostase und die Atherogenese durch mehrere
Pathomechanismen. LDL wird erhoht und es kommt zu einer vermehrten Bildung von

Schaumzellen sowie zur Bildung von Sauerstoffradikalen.
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Homocystein fiihrt aulerdem zu einer Aktivierung der Thrombozyten mit einer gesteigerten
Expression von Membranoglykoproteinen und Freisetzung von Thromboxan-A 2. (HARPEL
et al., 1996; HERTFELDER et al., 2004; MCCULLY, 1996)

Intrazelluldre Anreicherung vom Homocystein fiihrt zu einem Untergang von Endothelzellen,
die endothelstindiges Thrombomodulin exprimieren. Thrombomodulin wirkt aktivierend auf
Protein C und so inhibitorisch auf die Gerinnungsfaktoren V und VII. Diese negative
Riickkoppelung durch das Thrombomodulin fallt beim Untergang der Endothelzellen weg.
Die beiden Mutationen an Stelle 688 und 1298 fiihren zu einer geminderten Aktivitit der
MTHFR und somit zu erhdhten Plasmahomocysteinspiegeln. So haben die homozygoten
Triger der MTHFR C677T-Mutation nur etwa 35% Restaktivitit. Die geminderte
Enzymaktivitdt kann teilweise durch eine hohe Folsdureaufnahme ausgeglichen werden, sodass
das tatsdchliche Thrombembolierisiko vor allem bei gleichzeitigem Folsduremangel erhoht ist.
(KLERK et al., 2002)

Die Punktmutation an Position 1298 fiihrt dagegen zu einem thermostabilen Enzym, das bei
isolierten Merkmalstrigern kaum Auswirkungen auf den Homocysteinspiegel hat und nur bei
Vorliegen weiterer Risikofaktoren zu erhohtem Plasmahomocystein fiihrt. (WEISBERG et al.,
1998)

Die beiden Mutationen sind in der kaukasischen Bevolkerung sehr weit verbreitet. Beim
MTHFR C677T wird von 10-15% homozygoten Mutationstragern und beim MTHFR A1298C
von etwa 10% ausgegangen. (ROZEN, 2000) Insgesamt besteht ein Nord-Siid-Gefille, so ist
die Privalenz beispielsweise bei Afrikanern deutlich niedriger, Tréager der Mutationen finden
sich aber weltweit. (SCHNEIDER et al., 1998; STEVENSON et al., 1997)

Bei Patienten, die gleichzeitig heterozygote Triger beider Punktmutationen sind, liegt ebenfalls
eine milde Homocysteindmie vor. Diese sogenannte Compound-Mutation findet sich bei etwa
20% der kaukasischen Bevolkerung. Betroffene weisen eine etwa 50-60 prozentige
Restaktivitdt des Enzyms vor. Homozygote Trager beider Mutationen sind in der Literatur nicht
beschrieben. Das Vorliegen einer homozygoten und heterozygoten Mutation ist sehr selten.
(THIRUMARAN et al., 2005; VAN DER PUT et al., 1998; WEISBERG et al., 1998)

Die genetische Diagnostik der MTHFR-Mutationen im Rahmen der Thrombophiliediagnostik
wird immer wieder kritisch diskutiert, da ein erhohtes Risiko fiir Thrombembolien letztlich
durch den erhdhten Homocysteinspiegel ausgelost wird. Dieser wird neben der Genetik auch
durch Erndhrung und andere Faktoren beeinflusst, sodass die Bestimmung des
Homocysteinspiegels ein besserer Indikator fiir das tatsdchliche kardiovaskulédre Risiko zu sein

scheint. AuBBerdem zeigen mehrere Studien, dass ein gezieltes Senken des Homocysteins, z. B.
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mittels Substitution von Folsdure oder Vitamin B 12 in der Sekundirprophylaxe, nicht zu einer

Reduktion thrombembolischer Ereignisse fithrt. (DEN HEIJER et al., 2007)

2.8 PAI 4G/5G

Der plasminogen activating inhibitor (PAI) gehort zu den Serinproteasen und stellt den
wichtigsten Inhibitor der Fibrinolyse beim Menschen dar. (BINDER et al., 2002)

Das auf Chromosom 7 lokalisierte Gen fiir PAI-1 weist einen hdufigen Polymorphismus auf,
bei dem es in der Promotorregion zu einer Repetition von 4 bzw. 5 Guaninbasen kommt und
der mit erhohten PAI-1 Serumleveln einhergeht.

Es gibt beim Menschen zwei Subformen des PAI (PAI-1 und PAI-2), wobei PAI-2 in der
Plazenta gebildet wird und nur wihrend der Schwangerschaft eine Bedeutung hat.

Das PAI-1 wird dagegen von diversen Zellreihen wie Endothelzellen, Makrophagen,
Hepatozyten, Thrombozyten und in viszeralen Adipozyten exprimiert und durch verschiedene
Mechanismen wie Zytokine und Wachstumsfaktoren reguliert. (CESARMAN-MAUS,
HAJJAR, 2005)

Die gemeinsame Endstrecke des intrinsischen und extrinsischen Gerinnungssystem fiihrt zur
Aktivierung von Fibrinogen zu Fibrin und somit zur Ausbildung eines stabilen Thrombus.
Plasmin ist eine Serinprotease, die nach der Aktivierung des Vorlduferproteins Plasminogen
Fibrin spaltet und so die Fibrinolyse initiiert.

Die Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin wird durch verschiedene Aktivatoren
beeinflusst. Hierzu  zdhlen der Gewebsplasminogenaktivator (tPA) und der
Urokinaseplasminogenaktivator (uPA), Streptokinase, Fibrin selbst im Sinne einer
Riickkopplung und der Gerinnungsfaktor XII. Die beiden spezifischen Plasminogenaktivatoren
(tPA, uPA) werden wiederum vom PAI-1 durch irreversible Komplexbildung gehemmt.

(IWAKI et al., 2012)
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PAI-1

tPA +Urokinase

Plasminogen Plasmin >< Fibrinthrombus

\ 4

Abbildung 4: Rolle des PAI-1

Erhohte Plasmawerte von PAI -1 gehen mit einer verminderten Fibrinolyse einher.

Bei dem PAI-1-Polymorphismus 4G/5G handelt es sich um eine hiufige Deletion/Insertion an
Position 675 in Transkriptionsrichtung, die in der Promotorregion des Enzyms liegt. Bei
Vorliegen von vier Guaninbasen kommt es zu einer vermehrten Transkription und damit zur
hoheren PAI-1-Aktivitdt im Blutplasma. (ERIKSSON et al., 1995)

Die Préivalenz des 4G/4G-Genotypen (homozygote Mutation) liegt bei etwa 30% unter
Mitteleuropdern. Etwa 45 % sind heterozygot. (SERRANO, 2007; TSANTES et al., 2007;
ZHANG et al., 2014)

Viele Studien deuten darauf hin, dass homozygote Mutationstriger besonders bei
gleichzeitigem Vorliegen anderer Gerinnungsstorungen ein leicht erhdhtes Risiko fiir
thrombembolische Ereignisse haben. Hierzu zéhlen auch die FVL-Mutation und die
Prothrombinmutation G2010A. (SARTORI et al., 2003)

Einige Studien konnten diesen Zusammenhang jedoch nicht zeigen, sodass die
Risikobewertung in Hinblick auf Thrombembolien noch nicht abschlieBend geklirt scheint.

(RIDKER et al., 1997)

2.9 Fragestellung

Mikrothromben finden sich sowohl bei der PAH als auch bei der CTEPH. Bei der CTEPH
stellen Makrothrombosen wahrscheinlich sogar den initialen Pathomechanismus dar, der zur
Entstehung der Erkrankung fiihrt.

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob Mutationen des PAI-1-Gens, des FV-Gens, des

Prothrombingens sowie des MTHFR-Gens eine Pridisposition fiir die Entstehung einer PAH
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oder CTEPH darstellen und ob sie Einfluss auf Verlauf oder Prognose haben. Die bisherige
Studienlage, die darauf hinweist, dass die FVL- und Prothrombinmutation keinen Risikofaktor

einer PH darstellen, beruht auf kleinen Fallzahlen.
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3 Patienten und Methodik

3.1 Patienten

3.1.1 Zusammensetzung der Studienpopulation

Um eine moglichst grole Studienpopulation zu erreichen, wurden drei Kohorten in die Studie
eingeschlossen.

Die erste Gruppe unserer Studienpopulation entstammen einer Datenbank, die das PH-Zentrum
in Amsterdam von Patienten mit gesicherter PAH fiihrt. Sie umfasst insgesamt 82 Proben, die
auf PAI-1 4G/5G, Prothrombin G2010A, FVL sowie MTHFR C677T und A1298C getestet
wurden.

Die zweite Gruppe umfasst Patienten, die sich im Zeitraum von 2009 bis 2012 in der PH-
Ambulanz Homburg vorgestellt haben. Die Proben wurden gesammelt, asserviert und von
Oktober 2012 bis Dezember 2014 ebenfalls auf die Mutationen MTHFR C677T und A1298C
sowie PAI-1 4G/5G, FVL und Prothrombin G20210A untersucht. Auf diese Weise konnten
weitere 131 Patienten in die Studie aufgenommen werden.

Die letzte und mit 380 Proben die grofite Gruppe sind Patienten, die im Zeitraum zwischen
2012 und 2017 in der Pulmologie des Universitétsklinikum des Saarlandes (UKS) im Rahmen
einer PH-Diagnostik ein Thrombophilie-Screening erhalten haben. Es handelt sich hierbei
iiberwiegend um Personen, bei denen der Verdacht einer CTEPH bestand und die zur weiteren
Abklarung und Therapieplanung eingewiesen wurden.

Zu allen drei Patientengruppen konnten neben der Genetik klinische Daten wie
Rechtsherzkatheter, Echokardiographie, Lungenfunktion, 6-MWD, Blutgasanalyse, NT-
proBNP sowie Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) und Kreatinin gesammelt werden.

Zusitzlich wurde eine telefonische Verlaufsuntersuchung durchgefiihrt.

3.1.2 Einteilung

Die gesamte Studienpopulation wurde, angelehnt an die Nizza-Klassifikation der PH von 2013,
in Untergruppen von 0-8 eingeteilt. Die Einteilung richtet sich nur nach der Genese der
Erkrankung und erfolgte unabhidngig von der Herkunft der Proben. Die Anpassung der
Einteilung nach Nizza und die Anderung der himodynamischen Definition von 2018 erfolgte

nach Abschluss unserer Datenerhebung und wurde daher in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt.
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Gruppe 1-5 entsprechen den jeweiligen Nizza-Gruppen. In der Gruppe 6 wurden Patienten
zusammengefasst, bei denen eine kombinierte prd- und postkapillire PH vorlag. Gruppe 7
beinhaltet Studienteilnehmer, bei denen sich eine kombinierte prikapillire PH multipler
Genese oder eine ,,Out of Proportion® PH fand. ,,Out of Proportion" bedeutet hierbei eine
prikapillare PH, bei der die Diagnostik zwar eine zugrunde liegende Erkrankung ergab, der
mPAP aber hierfir unverhdltnismidBig hoch war. Bei diesen Patienten wurde eine
multifaktorielle Genese unterstellt, sodass eine eindeutige Einteilung in Gruppe 1-5 nicht
moglich war. In der Gruppe 8 wurden Personen zusammengefasst, bei denen ein mPAP von

> 25mmHg nur unter Belastung und nicht in Ruhe bestand und damit nach der alten Definition

keine PH vorlag.

Tabelle 5: Einteilung der Gruppen angelehnt an die Nizza-Klassifikation von 2013

Einteilung der Gruppen

Keine PH
PAH
PH bei Erkrankungen des linken Herzens

PH bei Lungenerkrankung und/oder Hypoxie
CTEPH

PH mit unklarem oder multifaktoriellem Mechanismus

kombinierte prad- und postkapilldre PH

kombinierte prakapillire PH multipler Genese oder ,,out of proportion*

R | QN N AR W N = O

nur unter Belastung PAP > 25mmHg

3.2 Diagnostik

3.2.1 DNS-Extraktion

Die Blutproben aus der PH-Ambulanz wurden nach Abnahme zentrifugiert und bis zur weiteren
Diagnostik eingefroren. Nach dem Auftauen wurde das EDTA-Blut im Verhéltnis 1:0,5 mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) verdiinnt. Zur Gewinnung der DNS aus den Proben
wurde das QIAamp DNA Mini Kit verwendet. Hierbei wird die DNS der Leukozyten erst durch

Lyse des Blutes freigesetzt und an eine spezielle Silicagelmembran gebunden. Nach
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mehrfachem Waschen der Membran wird die DNS im letzten Schritt durch Einsatz eines

Elutionspuffers von der Membran geldst und kann so gelagert werden.

Mischung von 20p1 Protease mit
jeweils 200u1 Blut und ( Ethanol
Lysepuffer, danach Inkubation . . . .
fiir 10min. Das Lysat wird mit Ethanol vermischt und auf die QIAmp
Minispinséule pipettiert. Durch Zentrifugation lauft das Gemisch
durch die Silicamembran. Die DNS haftet an der Membran, die

Silicamembran —» anderen Bestandteile sammeln sich am Boden des Tube.
DNS —> Die Minispinsdule wird in ein
) N\ neues Tube gesetzt und 500pl
sonstiges — des ersten Waschpuffers

(AW1) zugegeben. Die Tubes
werden daraufhin 1min bei 6g
zentrifugiert.

500u1 AW1

500u1 AW2 @
200u1 AE

A\

P Nach erneutem Umstecken
- der Minispinséule erfolgt die
Zugabe des zweiten
Im letzten Schritt wird 200u1 des Elutionspuffers Waschpuffers (AW2) und die
DNS _:v/ (AE) zugegeben und 1min bei 14g zentrifugiert. Zentrifugation mit 14g fiir
Die DNS 16st sich hierbei von der Membran und 3min.
sammelt sich gebunden an den Elutionspuffer am
Boden des Rohrchens.

Abbildung 5: DNS-Extraktion

Bei den Patienten, die ihre Thrombophiliediagnostik im Rahmen der Routine erhalten haben,
wurde dasselbe Verfahren angewandt, hier erfolgte die Gewinnung jedoch aus nicht
zentrifugiertem EDTA-Vollblut, wodurch weniger PBS zugegeben werden muss (1:0,25).

Die so extrahierte DNS wurde bis zum weiteren Verwenden eingefroren.

3.2.2 Real Time PCR

Allgemeines

Zur Vorbereitung der Sequenzierung erfolgte eine Amplifikation der DNS mittels Real Time
PCR.

Die verwendeten Primer fiir die PCR und die Sequenzierung stammen von Invitrogen. Die
Primerstammlosungen liegt hierbei in einer Konzentration von 100pmol/ul vor. Die

Primerstammlosungen des Forward- und Reverse-Primer werden auf 10pmol/ul, die
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Stammlosung des Sequenzierprimer wird auf 0,4pmol/ul mittels Annealing-Buffer verdiinnt.
Pro Durchlauf wurden 11 Proben getestet sowie eine Negativkontrolle, bestehend aus PCR-
Mastermix ohne DNS, mitgefiihrt.

Die PCR wurde mittels Mastercycler Epgradient S (Eppendorf) durchgefiihrt.

Im Folgendem sind die Primersequenzen, die Zusammensetzung des Mastermix sowie die

PCR-Protokolle der einzelnen Mutationen aufgefiihrt.

MTHFR C677T

Tabelle 6: Primersequenzen MTHFR C677T (FRANCES et al., 2005)

Forward-Primer (100pmol/pl) TTG AGG CTG ACC TGA AGC AC
Reverse-Primer (100pmol/ul) Biotin-GTG ATG CCC ATG TCG GTG
Sequenzierprimer (100pmol/pl) GGT GTC TGC GGG AG

Tabelle 7: PCR-Mastermix MTHFR C677T, entspricht 44ul/Probe

PCR-Reaktionspuffer (10x konzentriert + | 5ul
MgCly)

NTP-Mix (2,5mM) Sul
MgCl, Tul
Forward-Primer (Invitrogen) Tul
Reverse-Primer (Invitrogen) Tul
Taq-DNS-Polymerase 0,3ul
H,O fiir Molekularbiologie, Mol Bio Grade | 30,7 ul
Benotigte DNS 6-10 ul
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Tabelle 8: PCR-Protokoll MTHFR C677T

Einsatz

44l Mastermix; 6ul DNS

Programmablauf

2min 94°C

30s 94°C
45s 59°C
30s 72°C

36 Zyklen

10 min 72°C
Hold 4°C

MTHFR A1298C

Tabelle 9: Primersequenzen MTHFR A1298C

Forward-Primer (100pmol/ul)

Biotin-TAC CTC TTC TAC CTG AAG
AGC

Reverse-Primer (100pmol/ul)

ACT TTG TGA CCATTCCGG TTIT G

Sequenzierprimer (100pmol/ul)

AAA GACTTC AAA GAC ACT

Tabelle 10: PCR-Mastermix MTHFR A1298C, entspricht 44ul/Probe

PCR-Reaktionspuffer (10x konzentriert + | 5ul
MgCly)

NTP-Mix (2,5mM) Sul
MgCl, Tul
Forward-Primer (Invitrogen) Tul
Reverse-Primer (Invitrogen) Tul
Taq-DNS-Polymerase (Eppendorf) 0,3ul
H,O fiir Molekularbiologie, Mol Bio Grade | 30,7pul
Benotigte DNS oul
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Tabelle 11: PCR-Protokoll MTHFR A1298C

Einsatz

44l Mastermix; 6ul DNS

Programmablauf

2min 94°C

30s 94°C
45s 52°C
30s 72°C

36 Zyklen

10min 72°C
Hold 4°C

PAI-1 4G/5G

Tabelle 12: Primersequenzen PAI-1 4G/5G (FRANCES et al., 2005)

Forward-Primer (100pmol/ul)

Biotin- GGC ACA GAG AGA GTC TGG
ACAC

Reverse-Primer (100pmol/ul)

CGC CTC CGA TGA TAC ACG

Sequenzierprimer (100pmol/pl)

ACA CGG CTG ACT CCC

Tabelle 13: PCR-Mastermix PAI-1 4G/5G, entspricht 44ul/Probe

PCR-Reaktionspuffer (10x konzentriert + | 5ul
MgCly)

NTP-Mix (2,5mM) Sul
MgCl, -
Forward-Primer (Invitrogen) 1,5ul
Reverse-Primer (Invitrogen) 1,5ul
Taq-DNS-Polymerase (Eppendorf) 0,3ul
H,O fiir Molekularbiologie, Mol Bio Grade | 30,7pul
Benotigte DNS oul

46




Patienten und Methodik

Tabelle 14: PCR-Protokoll PAI-1 4G/5G

Einsatz

44l Mastermix; 6ul DNS

Programmablauf

2min 94°C

30s 94°C
45s 54°C
30s 72°C

36 Zyklen

10 min 72°C
Hold 4°C

Faktor-V-Leiden

Tabelle 15: Primersequenzen FVL (FRANCES et al., 2005)

Forward-Primer (100pmol/ul)

GGG CTA ATA GGA CTA CTT CTA ATC

Reverse-Primer (100pmol/ul)

Biotin-TCT CTT GAA GGA AAT GCC
CCATTA

Sequenzierprimer (100pmol/ul)

TAA GAG CAG ATC CCT GGA CAG

Tabelle 16: PCR-Mastermix FVL

PCR-Mastermix FVL, entspricht 44 ul

PCR-Reaktionspuffer (10x konzentriert + | 5ul
MgCl2) (Roche)

NTP-Mix (2,5mM) (Roth) Sul
MgCl, Tul
Forward-Primer (Invitrogen) Tul
Reverse-Primer (Invitrogen) Tul
Taq-DNS-Polymerase (Eppendorf) 0,3ul
H»O fiir Molekularbiologie (Mol Bio 30,7ul
Grade)

Benotigte DNS 6ul
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Tabelle 17: PCR-Protokoll FVL

Einsatz 44l Mastermix; 6ul DNS

Programmablauf 2min 94°C

30s 94°C
45s 55°C 36 Zyklen

30s 72°C

10min 72°C
Hold 4°C

Prothrombin G2010A

Tabelle 18: Primersequenzen Prothrombin G20104 (FRANCES et al., 2005)

Forward-Primer (100pmol/ul) Biotin-CCT GAA GAA GTG GAT ACA
GAA GG

Reverse-Primer (100pmol/ul) CAG TAG TAT TAC TGG CTC TTC CTG
A

Sequenzierprimer (100pmol/pl) AGC ACT GGG AGC ATT GAG GC

Tabelle 19: PCR-Mastermix Prothrombin G2010A, entspricht 44 ul/Probe

PCR-Reaktionspuffer (10x konzentriert + | 5ul
MgClz) (Roche)

NTP-Mix (2,5mM) (Roth) Sul
MgCl, Tul
Forward-Primer (Invitrogen) Tul
Reverse-Primer (Invitrogen) Tul
Taq-DNS-Polymerase (Eppendorf) 0,3ul

H:O fiir Molekularbiologie Mol Bio Grade | 30,7pul

Benotigte DNS oul
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Tabelle 20: PCR-Protokoll Prothrombin G20104

Einsatz 44l Mastermix; 6ul DNS

Programmablauf 2min 94°C

30s 94°C
45s 58°C
30s 72°C

36 Zyklen

10 min 72°C
Hold 4°C

3.2.3 Pyrosequenzierung mittels Pyromark Q96

Die 1998 erstmals von Mostafa Ronaghi, Mathias Uhlén und Pél Nyrén vorgestellte Methode
zur Genanalyse mittels Pyrosequenzierung ist mittlerweile ein Standardverfahren in der
modernen genetischen Diagnostik. (RONAGHI et al., 1998)

Bei dem Verfahren wird ein komplementidrer DNS-Strang synthetisiert, in dem die Nukleotide
entsprechend der Reihenfolge des zu untersuchenden Gens zugefiihrt werden. Der Einbau wird
mittels Freisetzung von Licht gemessen und grafisch dargestellt.

Vor Beginn der Sequenzierung wird den Proben der spezifische Sequenzierprimer sowie DNS-
Polymerase zugefiihrt, es bildet sich der fiir die Synthese notige DNS-Protein-Komplex. Da
noch keine Nukleotide zugesetzt sind, kann keine Elongation stattfinden. Zusétzlich werden
den Proben die im Verlauf bendtigen Enzyme, ATP-Sulfurylase, Luziferase und Apyrase sowie
das Substrat Adenosin-5"-Phosphosulfat (APS) zugefiihrt.

Das Geridt pipettiert im ndchsten Schritt die Nukleotide entsprechend der Basenfolge des zu
untersuchenden DNS-Abschnittes auf die Proben. Die Nukleotide werden von der DNS-
Polymerase komplementér zu dem vorliegenden Template in den wachsenden neuen Strang
eingebaut. Fiir jedes eingebaute Nukleotid wird Pyrophospat ( PPi) freigesetzt.

Das entstehende Pyrophosphat wird durch die ATP-Sulfurylase mit APS zu Adenosin- 5°-
Triphosphat (ATP) umgewandelt.

Das freigesetzte ATP reagiert mit Luziferin katalysiert durch die Luziferase zu Oxoluziferin,
wobei Licht freigesetzt wird, welches mittels einer CCD-Kamera gemessen werden kann.

Das freigesetzte PPi und damit auch das emittierte Licht, ist direkt proportional zu der Anzahl

der eingebauten Nukleotide.
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Nicht eingebaute Nukleotidreste werden durch die Apyrase abgebaut, sodass sie fiir die weitere

Elongation nicht mehr verwendet werden konnen.

Sequenzierprimer
+

PCR-Produkt
+

DNS-Polymerase
+

ATP-Sulfurylase
+
APS-Luziferase

+ oJeoJoXe
Apyrase OO0O0O0 - dNTPs
O OO0

Sequenzierplatte

v

DNA,,, +PPI

DNA, +dNTP DNS-Polymerase

PPI +APS - ATP
ATP-Sulfurylase

ATP+ Luciferin . Oxyluciferin +Licht

Luciferase

Abbildung 6: Pyrosequenzierung

Beim benutzten Gerit, dem Pyromark Q96 (Qiagen), lduft die Sequenzierung automatisiert ab.
Die Proben werden vor der Analyse durch das Gerdt durch Streptavidin-Sepharose
immobilisiert und mittels eines speziellen Vakuumgerites mehrfach gewaschen.

Zum Binden der DNS an die Streptavidin-Sepharose werden die PCR-Produkte zusammen mit
einem Mastermix auf eine verschliebare Platte gegeben.

Die PCR-Platte wird dann verschlossen und bei Raumtemperatur auf einer Wackelplatte fiir 5-
10 Minuten inkubiert.

Das sich bildende Sediment entsprich der Streptavidin-Sepharose mit dem gebundenen PCR-
Produkt und wird im nichsten Schritt mithilfe eines speziellen Vakuumgerétes von der Platte

gehoben.
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Die so an den Zapfen der Vakuumplatte hingenden Proben werden in verschiedene Losungen

zur Reinigung getaucht und danach auf die Sequenzierplatte gesetzt.

PCR-Produkt
+

Streptavidin-Sepharose Beads Inkubieren fiir 15
+ Minuten, hierdurch

Pufferlésung @ bindet die DN an die
* q @ Streptavidin-

RNAse freies Wasser Sepharose Beats

AYAYa™ o

Die Proben werden mithilfe
des Vakuumgerétes von der
Platte gehoben

] @

Das Vakuumgerit wird in 3
Losungen gehalten:

 Ethanol
* Denaturierlésung
¢ Waschpuffer

INASEAS

Durch den Sog haften

Als letzter Schritt werden
die verfestigten die Proben durch Abschalten
Proben am des Vakuums auf die
Vakuumgerit Sequenzierplatte gesetzt und

konnen so durch den
Pyromark 96 sequenziert
werden

Abbildung 7: Vorbereitung der Sequenzierung mittels Vakuumgerdt

Die Sequenzierung der so vorbereiteten Proben erfolgt durch den Pyromark automatisiert,
indem alle bendtigten Enzyme, Substrate und Nukleinsduren auf die Proben pipettiert werden.
Die Reihenfolge der pipettierten Nukleinsdure ergibt sich aus dem zu untersuchenden DNS-
Abschnitt. Die Auswertung erfolgt durch die Messung der Lichtfreisetzung bei Einbau der
dazugegebenen Nukleinsdure durch die CCD-Kamera. Das Protokoll fiir PAI-1 4G/5G, FVL,
Prothrombin und die beiden MTHFR-Mutationen ist identisch und in Tabelle 21

zusammengefasst.
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Tabelle 21: Protokoll Pyrosequenzierung

Probeneinsatz 30ul PCR-Produkt
Reagenz PyroMark Gold Q96 Reagenz
Mastermix (50ul) | Binding Buffer 37ul
Streptavidin-Sepharose 3l
Wasser (Molecular Biology Grade) 10ul
Protokoll 1. 30ul PCR-Produkt und 50ul Mastermix auf 96 Well Multiply
PCR-Platte pipettieren, bei 1400rpm/23°C, Smin mittels
Thermomixer mischen
2. Low Plate Sequenzierplatte mit jeweils  40ul
Sequenzierprimer vorbereiten
3. Anheben der Proben mittels Vacuum Prep Worktable
(Vakuumgerit) hiernach jeweils fiir:
5s in 70% Ethanol
7s in Denaturierlosung
5s in Waschpuffer
halten.
4. Vakuumgerdt iiber Sequenzierplatte abschalten, 16sen der
Sepharosebeats durch leichtes abschiitteln
5. Inkubation der Sequenzierplatte bei 70° fiir 3 Minuten
6. Abkiihlen auf Raumtemperatur und Sequenzierung mittels
PSQ96 MA
Reagenzkartusche | Befiillen nach Belegungsplan mit Nukleotiden, Substrat und Enzym.
Die bendtigte Menge wird anhand der Probenzahl vom Gerit
errechnet.

Die vorbereitete Kartusche mit den benétigten Reagenzien und die Platte mit den gebundenen

PCR-Produkten werden in das Gerit eingesetzt. Die Nukleotide werden gemal3 der Reihenfolge

der Sequenzen der Mutationen pipettiert (zur leichteren Auswertung wird in einigen Sequenzen

eine ,,Leerposition® ergénzt). Im Folgenden sind die eingesetzten Sequenzierprimer, die

analysierte DNS-Sequenz sowie die Kriterien der Auswertung zu den einzelnen Mutationen

aufgefiihrt.
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Tabelle 22: Primersequenz, Pipettiersequenz und Auswertung fiir Pyrosequenzierung fiir PAI 4G/5G

PAI Primer ACA CGG CTG ACT CCC (Invitrogen)
4G/5G DNS-Sequenz C(C)ACGTG (reverser Strang)
Pipettiersequenz GCGACGTG Fett = Leerposition
Auswertung Wildtyp (5G/5G) Peakhohe C in Position 2

entspricht 200% der Peakhohe C

in Position 5

Heterozygot Peakhohe C in Position 2
(4G/5G) entspricht 150% der Peakhohe C

in Position 5

Homozygot (4G/4G) | Peakhohe C in Position 2
entspricht 100% der Peakhohe C

in Position 5

Tabelle 23: Primersequenz, Pipettiersequenz und Auswertung fiir Pyrosequenzierung fiir FVL

FVL Primer TAA GAG CAG ATC CCT GGA CAG (Invitrogen)

DNS-Sequenz GC(G/A)AGAAT

Pipettiersequenz TGC(G/A)CGAT Fett = Leerposition

Auswertung Wildtyp (G/G) G-Peak in Position 4 entspricht
A-Peak in Position 5

Heterozygot (G/A) | G-Peak in Position 4 entspricht
1/3 des A-Peak in Position 5

Homozygot (A/A) | A-Peak in Position 5 entspricht
A-Peak in Position 8
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Tabelle 24: Primersequenz, Pipettiersequenz und Auswertung fiir Pyrosequenzierung fiir Prothrombin

Prothrombin | Primer AGC ACT GGG AGC ATT GAG GC (Invitrogen)
DNS-Sequenz T(T/C)GCTGA) (reverser Strang)
Pipettiersequenz (A(T/C)TGCTGA) Fett = Leerposition
Auswertung Wildtyp (G/G) C-Peak in  Position 3

entspricht T in Position 2

Heterozygot (G/A) | C-Peak in Position 3
entspricht 1/3 T-Peak in
Position 2

Homozygot (A/A) | Kein C-Peak in Position 3

Tabelle 25: Primersequenz, Pipettiersequenz und Auswertung fiir Pyrosequenzierung fiir MTHFR
A1298C

MTHFR | Primer AAA GAC TTC AAA GAC ACT (Invitrogen)
A1298C DNS-Sequenz T(T/G)CTTCAC (reverser Strang)
Pipettiersequenz A(T/G)ACTCAC Fett = Leerposition
Auswertung Wildtyp T-Peak in Position 2 entspricht
(A/A) doppeltem C-Peak in Position 5

Heterozygot | G-Peak in Position 3 entspricht 1/3 T-
(A/C) Peak in Position 3

Homozygot | T-Peak in Position 2 und G in Position 3

(C/O) sind identisch

Tabelle 26: Primersequenz, Pipettiersequenz und Auswertung fiir Pyrosequenzierung fiir MTHFR
C677T

MTHFR | Primer GGT GTC TGC GGG AG (Invitrogen)

C677T DNS-Sequenz (T/C)CGATTTCAT(reverser Strang)
Pipettiersequenz GTCTGATCA Fett = Leerposition
Auswertung Wildtyp (C/C) Kein T-Peak in Position 2

Heterozygot (C/T) T-Peak in Position 2 entspricht
C-Peak in Position 3

Homozygot (T/T) T-Peak in Position 2 entspricht
1/3 T-Peak in Position 7
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3.2.4 Schmelzkurvenanalyse

Bei den Proben aus Amsterdam und aus der PAH-Ambulanz erfolgte die Mutationsanalyse
durch Pyrosequenzierung. Bei den Patienten, die das Thrombophiliescreening im Rahmen der
Routinediagnostik erhalten haben, wurde die Genotypisierung der Mutationen PAI-1 4G/5G,
FVL und Prothrombin G2010A mittels einer Schmelzkurvenanalyse mit dem Lightcycler
(Roche) durchgefiihrt. Fiir MTHFR wurde ebenfalls die oben beschriebene Sequenzierung
verwendet.

Die Schmelzkurvenanalyse wurde kurz vor Beginn der Studie fiir die Diagnostik der drei
Mutationen im Zentrallabor des UKS eingefiihrt, da sie gegeniiber der bis dahin verwendeten
Pyrosequenzierung schneller ist, weniger Arbeitsschritte enthdlt und somit in der Routine
effizienter ist.

Die Sequenzierung stellt jedoch den Goldstandard dar, da seltenere Mutationen wie zum
Beispiel die Mutationen A1682C oder G1689A des FV-Gens ebenfalls eine verdnderte
Schmelzkurve anzeigen, wihrend bei der Pyrosequenzierung das Nukleotid an der fraglichen
Position spezifisch nachgewiesen wird.

Vom Hersteller wird eine Ubereinstimmung der beiden Verfahren von 99,8 Prozent angegeben.
Bei nicht eindeutigen Schmelzkurvenverlauf kann aber ergiinzend eine Sequenzierung zur
Absicherung erfolgen.

Das Verfahren beruht ebenfalls auf einer real time PCR, bei der spezifische Primer zur
Amplifikation eines Abschnittes des untersuchten Gens eingesetzt werden. Zusitzlich wird den
Proben ein spezifisches fluoreszierendes Sondenpaar zugesetzt (sog. Hyprobe-Sonden). Die
beiden Sonden hybridisieren wihrend der Anealingphase jeweils an spezifische Sequenzen des
Amplifikats. Hierdurch liegen die Sonden nahe genug beieinander, sodass ein
Fluoreszenzresonanz-Energietransfer (FRET) zwischen den beiden Fluorophoren stattfinden
kann, welcher vom Lightcycler gemessen wird. Die Donor-Sonde hybridisiert dabei an den
Mutationsbereich und das Akzeptor-Fluorophor bindet an das 5'Ende eines aufBerhalb der

Mutation liegenden Bereiches.
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Abbildung 8: FRET durch Hybridisierung der paarigen Sonden

Nach Abschluss an die Amplifikation erfolgt die eigentliche Schmelzkurvenanalyse. Die
Proben werden langsam erhitzt, bis es zu einer Dissoziation der Sonden von der Template DNS
kommt.

Dies erkennt das Gerét durch eine Abnahme der Emission. Liegt eine Mutation vor, 16st sich
die Donor-Sonde, die am Mutationsbereich haftet, schneller ab. Beim Vorliegen des Wildtypes
kommt es zu einer stabileren Verbindung zwischen Sonde und Mutation, sodass hdhere
Temperaturen nétig sind, um diese zu trennen. Liegt ein heterozygoter Genotyp vor, ergibt die

Schmelzkurvenanalyse entsprechend ein Mischbild mit zwei Schmelzkurvenmaxima.
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Fluoreszenz

Heterozygote ™/
Mutation

Wildtyp

Abbildung 9: Schmelzkurvenverlauf am Beispiel der Prothrombinmutation. Beim Vorliegen der

homozygoten Mutation zeigt sich ein Maximum bei 53°C, beim Wildtyp bei 60°C. Beim Vorliegen der

60°
Temperatur [C°]

heterozygoten Mutation zeigt sich eine Kurve mit zwei Maxima bei beiden Temperaturen

Testung der FVL, Prothrombin und PAI 4G/5G-Mutation mittels Schmelzkurvenanalyse

Die Schmelzkurvenanalyse der drei Mutationen wurde mittels MutaREAL Real-Time PCR Kit

der Firma Roche am Lightcycler durchgefiihrt.

Das Kit enthélt einen Enzymmix und einen Detektionsmix sowie jeweils eine Positiv- und
Negativkontrolle. Aus Detektionsmix und Enzymmix wird ein Mastermix hergestellt, Tabelle
27 zeigt die Zusammensetzung des Mastermixes pro Probe fiir das jeweilig MutaREAL Kit.
Die Menge der Substanzen ist hierbei fiir das PAI 4G/5G, FVL und das Prothrombinkit

identisch.

Tabelle 27: Mastermix fiir FVL, PAI 4G/5G und Prothrombin

Reagenz Benotigtes Volumen pro Probe
Detektionsmix 10,5ul
Enzymmix 12, ul
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Zu dem Mastermix werden jeweils 2ul der mittels QIAamp extrahierten DNS gegeben. Die
Reinheit der DNS sollte zwischen 1,8 und 2 liegen (Absorptionsquotient A260/A280). Es
werden pro Durchlauf bis zu 30 Proben plus jeweils eine negativ und positiv Probe getestet.

Tabelle 28 zeigt das PCR-Protokoll das fiir die Analyse der drei Mutationen angewandt wurde.

Tabelle 28: PCR-Protokoll der Schmelzkurvenanalyse fiir PAI 4G/5G, Prothrombin und FVL

Temperatur Time Zyklen
[°C] [s]
Initiale 94 120 1
Denaturierung
Denaturierung 94 10 45
Primer-Annealing | 55 25 45
Elongation 72 25 45
Schmelzkurve 94 30 1
40 30 1
80 0 1
Abkiihlen 40 30 1

Die Differenzierung der Genotypen erfolgt durch Abgleich der spezifischen Schmelzpunkte.
So zeigt die Schmelzkurvenanalyse fiir jeden Genotyp ein typisches Muster mit einem
spezifischen Schmelzpunkt oder bei Vorliegen eines heterozygoten Mutationstragers mit zwei
Schmelzpunkten an.

Die jeweiligen Schmelztemperaturen der drei Mutationen unterscheiden sich und sind jeweils

in Tabelle 29-31 zusammengefasst.

Tabelle 29: Schmelzpunkte der Prothrombinmutation

Schmelztemperatur
Homozygote Mutation 53°C +£2°C
Heterozygote Mutation 60°C = 2°C 53°C+ 2°C
Wildtyp 60°C £+ 2°C
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Tabelle 30: Schmelzpunkte der FVL-Mutation

Schmelztemperatur
Homozygote Mutation 50°C £2°C
Heterozygote Mutation 56°C = 2°C 50°C £+ 2°C
Wildtyp 56°C £ 2°C

Tabelle 31: Schmelzpunkte der PAI 4G/5G-Mutation

Schmelztemperatur
Homozygote Mutation 56°C £2°C
Heterozygote Mutation 63°C +2°C 56°C = 2°C
Wildtyp 63°C £ 2°C

3.2.5 Geriite und Materialien

Tabelle 32: Verwendete Gerdte

PSQ 96 MA Pyrosequencer (Qiagen; Hilden, Deutschland)

Thermomixer comfort 1,5 ml (Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland)

LightCycler® 1,5 (Roche; Basel, Schweiz)

LightCycler® 1,2 (Roche; Basel, Schweiz)

Autoklav Systec V-75 (Systec GmbH; Linden, Deutschland)

BioPhotometer (Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland)

Mastercycler® Ep Gradient S (Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland)

Heraeus Pico 21 Mikrozentrifuge (Thermo Fischer Scientific, Maltham, Massachusetts, USA)

Vortex-Genie® 2 Mixer (Scientific Industries; Bohemia, New York, USA)

Tabelle 33: Material fiir die DNS-Extraktion

QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen; Hilden, Deutschland)

Reagant Alcohol 70% ( Merck; Darmstadt, Deutschland)

Dulbecco’s phosphate buffered saline (PAA Laboratories; Pasching, Osterreich)

59



Patienten und Methodik

Tabelle 34: Material fiir die PCR

PCR Buffer (Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland)

Deoxynucleotide triphosphates Mixture (Takara Bio Inc; Kasatsu, Japan)

Desoxynucleosid-Triphosphat (Roche; Basel, Schweiz)

Deoxynucleotide Triphosphates (Promega; Madison, Wisconsin, USA)

Invitrogen Custom Primers (Invitrogen; Carlsbad, Kalifornien USA)
MgCl, (Eppendorf; Hamburg, Deutschland)
Water Mol Bio Grade (5 Prime; Hamburg, Deutschland)

Taq-DNA-Polymerase (Eppendorf; Hamburg, Deutschland)

Tabelle 35: Material fiir die Sequenzierung

PyroMark Gold Q96 Reagents (Qiagen; Hilden, Deutschland)

Streptavidin Sepharose High Performance Beats (Qiagen; Hilden, Deutschland)
PyroMark Binding Buffer (Qiagen; Hilden, Deutschland)

PyroMark Denaturation Sol. (Qiagen; Hilden, Deutschland)

PyroMark Wash Buffer (Qiagen; Hilden, Deutschland)

PyroMark Annealing Buffer (Qiagen; Hilden, Deutschland)

PyroMark Q96 Sample Prep Thermoplate Low (Qiagen; Hilden, Deutschland)

3.2.6 Rechtsherzkatheter

Die Rechtsherzkatheteruntersuchung stellt den Goldstandard bei der Diagnosesicherung einer
PH dar. Die Untersuchung ermdglicht auBerdem die Abschitzung des Schweregrades und
bringt wichtige Befunde zur Einteilung in die Nizza-Klassen und zur Therapieplanung.

Der Katheter wird entweder transjugulér oder {iber die Vena basilica eingefiihrt, oder es wird
ein femoraler Zugang verwendet, dann in der Regel in Kombination mit einen
Linksherzkatheter. Gemessen wird der Druck im rechten Vorhof und im rechten Ventrikel
sowie die Driicke in der Pulmonalarterie. Erginzend wird auBerdem der PCWP bestimmt.
Hierbei wird der Katheter in einer distalen Pulmonalarterie bis zum Verschluss des Lumens
vorgeschoben. (ROSENKRANZ, PRESTON, 2015)

Der distal des Ballons gemessene Druck entspricht hierbei der Vorlast des linken Herzens.
(WILKENS, 2010) Ein erhohter PCWP (> 15mmHg) ist typisch fiir Linksherzerkrankungen
und spricht fiir eine postkapilldre PH.
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Zum Ausschluss eines Shuntvitiums mit Links-Rechts-Shunt wird eine Etagenoximetrie zur
Lokalisierung wéhrend der Untersuchung ergédnzt. Hierbei wird die Sauerstoffsittigung in
Pulmonalarterie, rechtem Ventrikel und Vorhof sowie V. cava superior und inferior bestimmt.
Wird zusitzlich ein Linksherzkatheter durchgefiihrt, kann auBerdem die Sauerstoffsittigung der
Aorta und des linken Ventrikel bestimmt werden. (LESCHKE et al., 2009)

Bei Patienten mit einer PAH wird auBlerdem ein Vasoreaktivitdtstest mittels NO, einem
Prostazyklin-Analogon (z.B inhalativem Iloprost) oder Adenosin durchgefiihrt. Dies ist
unerldsslich, um die Patienten zu differenzieren, die von einer Therapie mittels
Kalziumantagonisten profitieren. (GALIE et al., 2009)

Das Herzzeitvolumen wird mittels Thermodilution oder unter Zuhilfenahme des Fickschen
Prinzips bestimmt. Bei letzterem Verfahren wird aus der arterio-vendsen Sauerstoffdifferenz
und der Sauerstoffaufnahme das Herzzeitvolumen berechnet. Da die exakte Messung der
Sauerstoffaufnahme in der Praxis aber meistens zu aufwendig ist, wird hier oft ein Schitzwert
benutzt, wodurch die Messung ungenau wird. (HOEPER et al., 1999; LESCHKE et al., 2009)

Aus den gemessenen Werten ldsst sich der PVR berechnen:

__ mPAP—PCWP
- HZW

PVR 5

x 80 [dynx sek x cm™>] Norm: 45-120 dyn x sek x cm™
Der Normwert des PVR liegt bei 45-120 dyn x sek x cm™> und ist besonders bei Patienten
mit einer PAH um ein Vielfaches erhoht. Neben dem PCWP kann der transpulmonale Gradient
(TPG) oder der diastolische Druckgradient (DPG) bei der Unterscheidung in prakapilldre und
postkapilldre PH herangezogen werden. Der TPG entspricht der Differenz aus mPAP und
PCWP, der DPG entsprechend der Differenz aus diastolischem pulmonal arteriellem Druck

(dPAP) und PCWP. (HELD, ROSENKRANZ, 2015)

TPG = mPAP — PCPW  Norm: <I2 mmHG
DPG = dPAP — PCWP  Norm: <7 mmHG

Bei einer postkapillaren PH besteht ein erhohter mPAP bei normalem TPG (<12 mmHg) oder
DPG (<7 mmHg). (GALIE et al., 2015; HELD, ROSENKRANZ, 2015)
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Bei Patienten, bei denen sowohl der TPG oder DPG als auch der PCWP erhoht ist, muss von
einer reaktiven oder ,,out of proportion* PH ausgegangen werden, die nicht alleine durch eine
passive Druckerh6hung im Rahmen einer Linksherzerkrankung zu erkléren ist.

Bei allen Patienten der Studie mit einer PAH und einer CTEPH wurde mindestens ein
Rechtsherzkatheter zur Diagnosesicherung durchgefiihrt. Patienten, die ohne Therapie nicht
mindestens einen mPAP von 25mmHg erreicht haben, wurden in Gruppe 0 oder 7 eingruppiert
und gingen in die weitere Auswertung nicht ein. Aus den gesammelten Befunden der
Rechtsherzkatheteruntersuchung wurde der systolische, diastolische und mittlere pulmonal
arterielle Druck sowie der PCWP {ibernommen. Das HZV wurde mithilfe der
Thermodilutionsmethode gemessen. Der PVR sowie der DPG wurden aus den genannten
Messwerten errechnet. Die Rechtsherzkatheter wurden {tiberwiegend im pulmologisch
gefiihrten Rechtsherzkatheterlabor des UKS durchgefiihrt. Einige Patienten der Studie, die von
extern zugewiesen wurden, hatten bereits Vorbefunde vorliegen, welche in diesem Fall fiir die
Studie verwendet wurden. Gerade unter den CTEPH-Patienten war bei einigen zur Planung der
Operabilitdt eine kombinierte Links- und Rechtsherzkatheteruntersuchung notwendig. Bei

diesen Patienten erfolgte die Untersuchung durch die Klinik fiir Kardiologie des UKS.

3.2.7 Einteilung nach Operabilitiit

Die Patienten mit einer CTEPH wurden in unserer Studie nochmals in operabel und inoperabel
unterteilt. Diese Einteilung wurde der klinischen Dokumentation der Herz-Thorax-Konferenz
entnommen.

Zur Diagnosesicherung der CTEPH erfolgte eine Ventilations/Perfusionsszintigraphie, die mit
einer hohen Sensitivitit (bis zu 97%) und Spezifitét (bis zu 90-95 %) den Goldstandard darstellt.
(TUNARIU et al., 2007) Bei den Patienten mit nachgewiesener CTEPH wurde dann zur
Einschitzung der Operabilitit und zur Unterscheidung eines peripheren zu einem zentralen
Verteilungsmuster eine Pulmonalisangiographie oder CT-Angiographie erginzt. (KIM et al.,
2013) Die CTEPH-Patienten wurden hiernach in operabel und nicht-operabel eingeteilt.
Hierbei wurde nicht die tatsichliche Operabilitit, die noch von weiteren Faktoren wie
Vorerkrankungen, Komorbiditdten und dem FEinverstindnis des Patienten abhédngt,
beriicksichtigt, sondern die technische Durchfiihrbarkeit einer PEA.

Die Einteilung zur Operabilitit unserer Studie wurde aus der Entscheidung der
Interdisziplindren Besprechung libernommen. Bei den Patienten, die im Verlauf tatsdchlich in

unserem Klinikum operiert wurden, wurde das Datum der PEA erfasst.
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Da wir in der vorliegenden Arbeit erfassen wollten, ob die Mutationen Einfluss auf die klinische
Erscheinungsform der CTEPH haben, wurde die Einteilung in ,,operabel mit einem zentralen
Verteilungsmuster und ,,inoperabel mit einem peripheren Verteilungsmuster gleichgesetzt. In

Folgendem werden daher die Begriffe zentral und peripher verwendet.

3.2.8 Echokardiographie

Die Echokardiographie hat sich durch ihre leichte Durchfiihrbarkeit und generelle
Verfiigbarkeit als primédre Screeninguntersuchung in der Diagnostik der PH etabliert. Sie liefert
aullerdem Hinweise auf funktionelle oder strukturelle Verdnderungen im Rahmen einer
postkapilldren Genese. Hierbei muss jedoch immer bedacht werden, dass eine gut kompensierte
oder latente PH iibersehen werden kann und die Untersuchung auch teilweise von der Erfahrung
des Untersuchers abhingt. (WILKENS, 2010)

Allgemeine Zeichen einer manifesten PH sind eine Dilatation des rechten Vorhofes, des
rechten Ventrikel und der V. cava inferior. Der rechte Ventrikel zeigt sich hypertrophiert und
bei Inspiration besteht eine verminderte Atemmodulation der V. cava inferior.

Das Ventrikelseptum zeigt sich abgeflacht und gegebenenfalls mit paradoxer Bewegung.
(LESCHKE et al., 2009)

Der systolische pulmonal arterielle Druck (sPAP) sowie der systolische rechtsventrikulédre
Druck (RVSP) lassen sich durch Messen des Druckgradienten iiber der Trikuspidalklappe
mittels CW-Doppler mit Hilfe der Bernouille-Gleichung bestimmen. Der fiir die Berechnung
benoétigte rechtsatriale Druck wird hierbei jedoch vom Untersucher geschétzt, indem der
zentrale Venendruck abgeschitzt wird. (GRUNIG, LEY, 2008)

Die Messung der rechtsventrikuldren Funktion ist bedingt durch die komplexe Geometrie
deutlich schwieriger als die Beurteilung der linksventrikuldren Pumpfunktion, weshalb sich
verschiedene indirekte Marker durchgesetzt haben, die die rechtsventrikuldre Funktion
beschreiben. Besonders die TAPSE (Trikuspidal annular plane systolic excursion), bei der die
systolische Bewegung des lateralen Trikuspidalklappenanulus im M-Mode gemessen wird, ist
ein guter Messwert, der mit der rechtsventrikulédren Funktion und der Prognose korreliert.
Besonders Patienten mit Werten < 18mm weisen eine hohere Letalitit auf, die mit abnehmender
TAPSE weiter ansteigt. (FORFIA et al., 2006)

Die linksventrikuldre Ejektionsfraktion beschreibt den Anteil des Blutvolumens, der wéihrend
der Systole vom linken Ventrikel ausgeworfen wird bezogen auf sein Gesamtvolumen und
wurde als genereller Parameter fiir die systolische kardiale Funktion ebenfalls aus den

vorliegenden Echokardiographien der Studienpatienten iibernommen. (FISCHER et al., 2003)
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Zur Einschdtzung der diastolischen Funktion des linken Ventrikels wurde auflerdem die
Mitralfiillungsgeschwindigkeit (E) mittels PW-Doppler in Beziehung zur Bewegung des
Mitralklappenanulus im Gewebedoppler (E”) in die Auswertung aufgenommen. Das Verhéltnis
E/E’ korreliert mit dem linksventrikuldren Fiillungsdruck. Ein pathologischer Werte liegt bei
Werten > 15 vor (Grauzone 8-15). (WEIDEMANN et al., 2013)

Fiir die Studie wurden RVSP, TAPSE, Ejektionsfraktion (EF) und E/E"aus den vorliegenden

Untersuchungen retrospektiv zusammengetragen.

3.2.9 6-Minuten-Gehstrecke, WHO-FC und Lungenfunktion

Die 6-MWD ist eine einfach durchfiihrbare, standardisierte Untersuchung zur Abschitzung des
Schweregrades und ein einfacher Verlaufsparameter unter Therapie. Hierbei wird die Strecke
gemessen, die der Patient in 6 Minuten in einem als angenehm empfundenen Tempo zuriicklegt.
Standardisierte Testbedingungen setzen eine harte, ebene und gerade Gehstrecke von
mindestens 30m voraus, die der Patient in seinem eigenen Tempo wiederholt zuriicklegt. (ATS,
2002; HOLLAND et al., 2014)

Die WHO-FC stellt ebenfalls einen wichtigen Verlaufsparameter bei PH-Patienten dar. Die
Einteilung erfolgte nach anamnestischen Angaben der Patienten durch Akteneinsicht. War eine
Einteilung hierdurch nicht moglich, wurden die Patienten im Rahmen der telefonischen
Verlaufsuntersuchung iiber ihre Belastbarkeit befragt und hiernach in die entsprechende
Gruppe eingeteilt.

Die Lungenfunktion dient bei der PH-Diagnostik vor allem zum Ausschluss einer zugrunde
liegenden Lungenerkrankungen. Bei der PAH kann die Lungenfunktion eine leichte
Verminderung des Lungenvolumens sowie eine milde periphere Obstruktion zeigen. Allerdings
konnen selbst Patienten mit einer fortgeschrittenen PH eine unaufféllige Lungenfunktion
vorweisen. (GALIE et al., 2009)

Fiir unsere Studiendaten wurde die Einsekundenkapazitit (FEV1) und die Vitalkapazitit (VC)
tibernommen.

Die BGA bei PH-Patienten zeigt typischerweise eine milde Hyperventilation mit erniedrigtem
pCO2 und noch normwertigen oder leicht erniedrigtem pO-. Eine bereits zu Beginn bestehende
respiratorische Globalinsuffizienz ldsst ebenfalls an eine vorbestehende Lungenerkrankung

wie COPD denken. (GALIE et al., 2015)
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3.2.10 Verlaufsuntersuchung

Zur Ermittlung der Sterbedaten der Studienpatienten wurde eine telefonische
Verlaufsuntersuchung durchgefiihrt. Hierbei wurden alle Patienten, die seit mehr als sechs
Monaten nicht mehr in unserer Klinik vorstellig waren, angerufen. Patienten, die sich in
regelmiBigen ambulanten Kontrollen in unserer Klinik befanden, wurden als ,lebend*
eingruppiert, sofern sie die 6-monatigen Kontrolltermine wahrgenommen haben oder innerhalb
der letzten sechs Monate ambulant oder stationdr am UKS vorstellig waren. Bei Patienten, die
im Rahmen eines stationdren Aufenthaltes am UKS verstarben, waren die Sterbedaten durch
Akteneinsicht zu eruieren. Die telefonische Nachuntersuchung wurde zu zwei Zeitpunkten
durchgefiihrt. Alle Patienten, die zwischen 2009 und 2014 in unsere Studie eingeschlossen
wurden und zu denen seit mehr als sechs Monaten kein Kontakt bestand, wurden im Januar
2015 angerufen. Im Juli 2017 wurden weitere 150 Patienten, die im Zeitraum zwischen 2015
und 2017 in unserer Klinik eine Thrombophiliediagnostik erhalten haben, in die Studie
eingeschlossen. Fiir diese Patienten erfolgte die Verlaufsuntersuchung zwischen Oktober 2017
und Januar 2018.

Die Verlaufsdaten der Patienten aus Amsterdam wurden uns im Dezember 2014 {ibermittelt.
Die dort angebundenen Patienten befinden sich in engmaschiger Kontrolle und zu allen
Patienten liegen daher Verlaufsdaten vor, die regelméBig aktualisiert werden. Der Stand unserer

Daten dieser Patienten entspricht dem Ende 2014.

3.2.11 NT-pro BNP, Kreatinin und Gamma-GT

NT-pro BNP oder BNP stellen wichtige nichtinvasive Verlaufsparamater dar, die mit der
Prognose und dem therapeutischen Ansprechen unter Therapie korrelieren. Da die beiden
Werte von vielen weiteren Parametern wie beispielsweise der Nierenfunktion abhéingen, ist eine
individuelle Dynamik entscheidend. Zeigen sich die Werte unter einer begonnenen Therapie
regredient, spricht dies fiir ein gutes Ansprechen, steigende Werte sind mit einer schlechten
Prognose korreliert. (FIJALKOWSKA et al., 2006)

Die Bestimmung des NT-Pro BNP erfolgte im Zentrallabor des UKS mittels
Chemolumineszensemissionsmessung mittels Cobas €602 der Firma Roche. Hierbei erfolgt die
spezifische Anbindung zweier monoklonaler Antikorper an das NT-proBNP. Der entstandene
Komplex wird mittels Streptavidin-Mikropartikeln gebunden und magnetisch fixiert. Durch

eine Spannung entsteht eine Chemolumineszenz, die mittels Photometer messbar wird.
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Das Kreatinin und die Gamma-GT-Werte der Studienpatienten wurden zur Umfelddiagnostik
ebenfalls aus den vorhandenen Laborwerten gesammelt. Beide Werte wurden mit dem Cobas
c702 System der Firma Roche aus Serumrdhrchen bestimmt. Bei der Kreatininbestimmung
wurde die Jaffé-Methode angewandt, bei der Kreatinin mittels Pikrinséure in einer alkalischen
Losung einen gelb-orangefarbenen Komplex bildet. Die Bildungsgeschwindigkeit ist
proportional zur Kreatininkonzentration.

Die Bestimmung der Gamma-GT erfolgte als enzymatischer Farbtest. Gamma-GT katalysiert
hierbei die Ubertragung einer Gamma-Glutamylgruppe zwischen L-y-Glutamyl-3-carboxy-4-
nitroanilidin auf Glycylglycerin. Hierbei entsteht 5-Amino-2-nitrobenzoat. Die enzymatische
Aktivitit der Gamma-GT wird schlieBlich mittels photometrischer Messung der

Extinktionszunahme bestimmt.

3.2.12 Klinische Daten der Patienten aus Amsterdam

Von den Studienpatienten aus Amsterdam wurden die klinischen Daten aus Echokardiographie,
Blutgasanalyse, Rechtsherzkatheter, Lungenfunktion sowie die Laborparameter iibermittelt.
Die Patienten sind in mehrere Studien eingegliedert und erhalten regelméBige
Verlaufsuntersuchungen. So lagen von den Patienten ebenfalls Daten zum Sterbezeitpunkt vor,

die von uns iibernommen wurden.

3.2.13 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mittels Microsoft Excel 2004 gesammelt, die statistische Auswertung
erfolgte mit R-Projekt Version 3.1. Zum Vergleich der genetischen Profile entschieden wir uns
nach Riicksprache mit dem Institut fiir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und
Medizinische Informatik des UKS fiir eine einfache Signifikanztestung mittels x2-Test.
Zusitzlich wurde die Signifikanz noch einmal mit dem fiir kleinere Stichproben geeigneteren
Fischer-Test tiberpriift. Es wurde ein Signifikanzniveau von 5% gewihlt. Die Mittelwerte der
deskriptiven Statistik werden im Folgenden jeweils + der Standardabweichung (SD)

angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Allgemeines und Studienpopulation

Die groflte Anzahl der Patienten dieser Studie stellen Patienten mit einer CTEPH (N=234;
Nizza-Gruppe 4) und mit einer PAH (N=152; Nizza-Gruppe 1) dar.

Abbildung 10 zeigt die Zusammensetzung der Patienten gemif ihrer Herkunft und die Anzahl
der einzelnen Subgruppen.

593

Patienten gesamt

N S

Einteilung der Proben 131 380
nach Herkunft
DNS Proben aus Homburg PH- Homburg
Amsterdam Ambulanz Routinediagnostik

( |
Einteilung in Gruppen 49 234 6 23 10

angelehnt an die Nizza-
1 2 3 4
P

Klassifikation 0
Abbildung 10: Einteilung der Patienten O=keine PH; 1=PAH; 2=PH bei Linksherzerkrankungen;
3=PH bei Lungenerkrankung und/oder Hypoxie; 4=CTEPH; 5=PH mit unklarem oder
multifaktoriellem Mechanismus; 6=kombinierte préd- und postkapillire PH; 7=kombinierte
prékapilldre PH multipler Genese oder ,,out of proportion®; 8=nur unter Belastung PAP > 25

5 6 7 8

Von den 82 DNS-Proben aus Amsterdam lag bei 81 Patienten eine PAH vor und bei einem
Patienten eine PH bei bestehender Linksherzerkrankung. Von den 81 PAH-Patienten lag
wiederrum bei 61 eine IPAH und bei 20 eine HPAH vor.

Alle CTEPH-Patienten befanden sich im UKS in ambulanter oder stationdrer Behandlung, der
GroBteil hat hierbei ein Routinescreening auf Thrombophilie erhalten (N=214). Ein kleinerer
Teil der CTEPH-Patienten (N=20) ist an die PH-Ambulanz in Homburg angebunden und war
mit der Abgabe einer Blutprobe zum Aufbau einer Gendatenbank zu Forschungszwecken

einverstanden.
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Tabelle 36: Ubersicht iiber die Verteilung unter den Zentren

PAH CTEPH

N=152 N=234

Amsterdam | Homburg Homburg Amsterdam | Homburg Homburg
Ambulanz Routine Ambulanz Routine

81 36 35 0 20 214

81 71 0 234

Zusammensetzung der Studienpopulation

PAH Amsterdam
21%

PAH Homburg CTEPH
18% 61%
mCTEPH ®=PAH Homburg ®PAH Amsterdam

Abbildung 11: Zusammensetzung der Studienpopulation: 234 Patienten mit einer CTEPH gingen in
die Auswertung ein. Diese Patienten befanden sich alle am UKS in ambulanter oder stationdrer
Betreuung. Von den insgesamt 152 Patienten mit PAH stammen 71 aus Homburg und 81 aus

Amsterdam.

4.2 Deskriptive Statistik der Gruppen

Insgesamt wurden 152 Patienten mit einer PAH und 234 mit einer CTEPH in die Auswertung

eingeschlossen. Unter den PAH-Patienten fanden sich tliber 70% weibliche Patienten (71,71%),

bei den CTEPH-Patienten fand sich eine etwa gleiche Geschlechterverteilung (53,85%

weiblich).
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Die meisten Patienten aus beiden Gruppen befanden sich zum Untersuchungszeitpunkt in
WHO-FC 3-4 und zeigten eine deutlich verminderte 6-MWD (PAH: 379,15m £ 142,26m;
CTEPH: 341,35m + 136,06m).

Die Patienten mit PAH zeigten im RHK einen hoheren mPAP (PAH: 50,36mmHg +
15,36mmHg; CTEPH: 41,30mmHg + 13,12mmHg) und einen héheren PVR (PAH: 794.99 dyn
x sec x cm™ + 416,32 dyn x sec x cm™ ; CTEPH: 669.09 dyn x sec x cm™ + 414,92). Tabelle 37

zeigt die genaue Gegeniiberstellung der deskriptiven Daten der beiden Gruppen.
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Tabelle 37: Ubersicht der deskriptiven Statistik

Gruppe 1 nach Nizza
N= 52 (w=109 /m=43)

Gruppe 4 nach Nizza
N=234 (w=126 /m=108)

M+ SD

Korpergrofie 1,66 + 0,009 1,68 0,10
(m)

Korpergewicht 78,02+ 17,42 83,14+ 18,79
(kg)

sPAP 79,07 + 24,32 71,23 £22,6
(mmHg)

dPAP 33,26+ 12,8 23,58 + 8,62
(mmHg)

mPAP 50,36 £ 15,36 41,30+ 13,12
(mmHg)

HZV 4,58 +£1,39 4,23 +£1,19
(I/min)

PCWP 9,24 £ 4,41 11,91 £6,01
(mmHg)

PVR 794,99 + 416,32 669,09 + 414,92
(dyn x sec x cm™)

ZVD 9,47 +£4,63 10,87 £ 6,03
(mmHg)

TPG 41,08+ 16,13 29,49 + 12,86
(mmHg)

DPG 23,99+ 13,68 11,66 + 8,85
(mmHg)

RRs 120,7 + 18,74 134,33 +£ 25,97
(mmHg)

RRd 73,38 +11,78 76,71 £13,48
(mmHg)

WHO-FC 3,82 3,76

6-MWD 379,15+ 142,26 341,35+ 136,06
(m)

TAPSE 19,47 £ 5,06 18,67 £5,50
(cm)

RVSP 67,69 £ 2824 59,30

(mmHg) +24,10
LV-EF 59,45+ 7,73 59,53 £ 7,59
(%)

E/E” 10,5 £ 6,56 8,64 £4,18
NT-proBNP 1727,28 +£2335,81 2036,28 +4255,74
(pg/ml)

Kreatinin 1,07 £0,33 1,12+ 0,42
(mg/dl)

GGT 74,74 £ 100,14 85,88 £ 107,23
un

FEV1 1,46 £0,74 2,12+£0,81

()

VC 2,88 £0,99 3,85+38,75

()

pO2 67,62 £ 30,63 63,13 +£10,12
(mmHG)

pCO2 34,79 + 7,07 34,37+5,75

(mmHG)
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4.2.1 Zusammensetzung der PAH-Patienten aus Amsterdam und Homburg

Die Patienten, die aus der Gendatenbank aus Amsterdam stammen, sind iiberwiegend IPAH-
Patienten (N=61) und einige Patienten mit HPAH (N=20). Die PAH-Patienten aus Homburg
(Ambulanz und Routine zusammengefasst) sind dagegen deutlich heterogener. Es besteht ein
groBBer Anteil an assoziierten Formen (N=23). Diese stellen zusammen mit I[PAH-Patienten
(N=22) die beiden grofiten Gruppen dar. HPAH und Medikamenten- und Toxinvermittelte PAH
sind zwar vertreten, aber mit kleinen Fallzahlen. Bei einem Patienten lag eine PVOD vor. Bei
den Proben aus Homburg war bei insgesamt 18 Proben eine genaue Unterteilung der PAH nicht

moglich, da die Diagnostik nicht vollstindig vorlag.

Tabelle 38: Verteilung der Subgruppen der Patienten mit einer PAH

Nizza-Klassifikation Amsterdam | Homburg
N=81 N=71

Idiopathische PAH 61 22

HPAH 20 2

Durch Medikamente und Toxine verursacht 5
Assoziierte PAH 23

PVOD 1

PAH nicht weiter unterteilt 18
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Zusammensetzung PAH-Patienten aus Homburg
(N=71)

nicht weiter unterteilt
25%

IPAH 31%

PVOD 2%

HPAH 3%

durch Medikamente und Toxine verursacht
7%

Assoziierte PAH
32%

mIPAH = HPAH = durch Medikamente und Toxine verursacht m Assoziierte PAH = PVOD m nicht weiter unterteilt

Zusammensetzung PAH-Patienten aus Amsterdam
(N=81)

u[PAH mHPAH

Abbildung 12: Zusammensetzung der PAH-Patienten aus Amsterdam und Homburg

4.3 Vergleich der Mutationen zwischen PAH und CTEPH

4.3.1 MTHFR C677T, MTHFR A1298C und Compound-Heterozygotie

Die MTHFR C677T-Mutation und die MTHFR A1298C-Mutation fanden sich bei den
Patienten mit einer PAH und einer CTEPH mit einer dhnlichen Verteilung und ohne

signifikante Unterschiede.
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Verteilung der MTHFR C677T-Mutation be1t PAH (N=152)
und CTEPH (N=234)

100
90
80
70
60
50 4422 42.10 45,58 45,20

40
30
20 0y 12:60
10
0 [

Wildtyp Heterozygot Homozygot

Prozent %

mPAH = CTEPH

Abbildung 13: Verteilung der MTHFR C677T-Mutation unter den PAH-und CTEPH-Patienten

Die homozygote MTHFR C677T-Mutation entsprach in ihrem Vorkommen mit 10% unter den
PAH-Patienten und 13% unter den CTEPH-Patienten dem erwarteten Wert in der europédischen
Normalbevdlkerung (10-15% Mutationen). (ROZEN, 2000)

Es fanden sich 46% heterozygote Triger der MTHFR C677T-Mutation unter PAH-Patienten
und 45% unter CTEPH-Patienten. Der Wildtyp lag mit jeweils 44% unter PAH-Patienten und
42% unter den CTEPH-Patienten vor.

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied der MTHFR C677T-Mutation zwischen PAH-und
CTEPH-Patienten (p=0,783).

Verteilung der MTHFR A1298C-Mutation bei PAH (N=152)
und CTEPH (N=234)

100
90
80
70
60 50,88
5 43,62 42,78
40
30
fg 738 6,64
0 I

Wildtyp Heterozygot Homozygot

Prozent %
i
o

mPAH = CTEPH

Abbildung 14: Verteilung der MTHFR A1298C-Mutation unter den PAH-und CTEPH-Patienten
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Der Anteil der homozygoten MTHFR A1298C-Mutation lag mit 7,38% unter den PAH-
Patienten und 6,64% unter den CTEPH-Patienten in beiden Gruppen leicht niedriger als
erwartet (etwa 10% in Mitteleuropa).

Die heterozygote Mutation fand sich bei 43,62% der PAH-Patienten und bei 42,78% der
CTEPH-Patienten. Der Wildtyp fand sich ebenfalls mit einer gleichen Verteilung zwischen
PAH- und CTEPH-Patienten (PAH=48,99% und CTEPH=50,88%).

Zwischen den Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied der MTHFR A1298C-
Mutation (p=0,92).

Die Compound-Heterozygotie war mit 23% in beiden Gruppen gleich verteilt. Die Gruppe der
Patienten, die homozygot oder heterozygot fiir jeweils nur eine der Mutationen waren oder in

beiden Mutationen einen Wildtyp vorwiesen, sind unter ,,Andere* zusammengefasst.

Verteilung der Compound-Heterozygotie zwischen PAH und CTEPH

100%

00% 76,87 76,89

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%
10%
0%

PAH (N=152) CTEPH (N=234)

m Compound = Andere

Abbildung 15: Verteilung der Compound-Heterozygotie zwischen PAH und CTEPH: Die Gruppe der
., Anderen “ umfasst homozygote bzw. heterozygote Mutationstrdger der isolierten MTHFR C677T- oder
A1298C-Mutation und den Wildtyp beider Mutationen
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Tabelle 39: Ubersicht iiber die Hiufigkeiten der beiden MTHFR-Mutationen zwischen PAH und
CTEPH

Nizza 1/ PAH Nizza 4 / CTEPH

N=152 N=234

Wildtyp | Heterozygot | Homozygot | Wildtyp | Heterozygot | Homozygot
MTHFR 44,22% | 45,58% 10,20% 42,17% | 45,22% 12,61%
C677T
MTHFR 48,99% | 43,62% 7,38% 50,88% | 42,78% 6,64%
A1298C
Compound 23,13% 23,11%

Tabelle 40: Ergebnisse der Signifikanztestung

x>-Test Fischer-Test

x? p- Wert p- Wert
MTHFR C677T 0,53 0,7657 0,783
MTHFR A1298C 0,16 0,92 0,93
Compound-Heterozygotie 1,16 1 1

4.3.2 Unterschiede von MTHFR C677T, MTHFR A1298 C und der Compound-

Heterozygotie unter den Zentren

Betrachtet man die Mutationen in Abhéngigkeit Ihrer Herkunft, so findet sich in den Proben
aus Amsterdam ein kleinerer Anteil an homozygoten MTHFR C677T-Mutationstragern
verglichen mit den beiden Patientengruppen der Routinediagnostik und der PH-Ambulanz aus
Homburg (3,89% vs. 12,65% und 18,18%).

Die heterozygote Mutation fand sich unter den Proben aus Amsterdam und der Ambulanz mit
jeweils 51%. Unter den Patienten der Homburger Routine lagen 42,45% heterozygote MTHFR
C677T-Mutationstriger vor. Der Wildtyp lag unter den Patienten aus Amsterdam mit 45,46%
vor. Unter den Homburger Ambulanzpatienten fanden sich 30,91% und unter den
Routinepatienten 44,9% Triager des MTHFR C677T-Wildtyps.

Der Unterschied zwischen den Zentren fiir die MTHFR C677T-Mutation zeigte sich signifikant
(p=0,046). Auffillig waren hierbei vor allem der geringe Anteil homozygoter Mutationstrager
unter den Proben aus Amsterdam, verglichen mit den beiden Patientenkollektiven aus

Homburg.
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Die homozygote MTHFR A1298C-Mutation war unter den Proben aus Amsterdam zwar
ebenfalls seltener als unter den Patienten aus Homburg (3,7% vs. 7,41% und 7,92%), der
Unterschied war aber nicht signifikant (p=0,699). Die heterozygote A1298C-Mutation fand
sich unter den Patienten aus Amsterdam und den Ambulanzpatienten mit jeweils 46%. Unter
den Patienten der Routine lagen 41,25% heterozygote Mutationstrager vor. Der MTHFR
A1298C-Wildtyp kam unter den Patienten aus Amsterdam und der Routine mit jeweils 51%
vor. Unter den Patienten der Homburger Ambulanz fand sich ein nur geringgradig niedrigerer
Anteil (46%).

Die Compound-Heterozygotie lieB sich in den Proben der Homburger PH-Ambulanz etwas
hiufiger nachweisen (29,09%) als in den Proben aus Amsterdam (23,38%) und der
Routinediagnostik (21,67%), dieser Unterschied ist ebenfalls nicht signifikant (p=0,50).
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MTHEFR C677T
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Abbildung 16: Verteilung der MTHFR C677T- und MTHFR A1298C-Mutation sowie der Compound-

Heterozygotie unter den Zentren
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Tabelle 41: Ubersicht iiber die relative Mutationshdufigkeit nach Zentrum

MTHFR C677T | MTHFR A1298C | Compound

Amsterdam Wildtyp 45,46% 50,62% 76,62%
N=81 Heterozygot | 50,65% 45,68% 23.38%
PAH=S1 Homozygote | 3,89% 3,70%

Mutation
Homburger Wildtyp 30,91% 46,23% 70,91%
Ambulanz Heterozygot | 50,91% 46,23% 29,09%
N=56 Homozygote | 18,18% 7,41%
PAH=36 Mutation
CTEPH=20
Homburger Wildtyp 44,9% 50,83% 78,33%
Routine Heterozygot | 42,45% 41,25% 21,67%
N=249 Homozygote | 12,65% 7,92%
PAH=33 Mutation
CTEPH=214
x2-Test x? 9,68 2,1995 1,39

p-Wert 0,046 0,699 0,4988
Fischer-Test p-Wert 0,032 0,71 0,50

4.3.3 FVL, Prothrombin G2010A und PAI 4G/5G

Die FVL-Mutation fand sich signifikant hdufiger unter den CTEPH-Patienten.

10,53% der CTEPH-Patienten waren heterozygot fiir die FVL-Mutation und 0,44% homozygot.
Unter der Gruppe der PAH-Patienten fand sich eine deutlich kleinere Anzahl an
Mutationstragern (3,95% heterozygot, keine homozygoten), die auch in etwa dem Vorkommen
der Mutation in der Normalbevolkerung entspricht (3-7% heterozygote). (REES et al., 1995)

Der Anteil der Mutationstrager unter den CTEPH-Patienten ist somit nicht nur signifikant hoher

als unter den PAH-Patienten (p=0,046), er liegt auch etwas hoher als der Referenzwert, der fiir

Kaukasier tiblicherweise angegeben wird.
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Verteilung der FVL-Mutation unter den PAH- und CTEPH-

Patienten
100 96,05
89,03
90
80
70
X 60
=
g 50
e
& 40
30
20
10,53
10
3,95 0 0,44
0 |
Wildtyp Heterozygot Homozygot
mPAH N=152 CTEPH=234

Abbildung 17: Verteilung der FVL-Mutation unter den PAH- und CTEPH-Patienten

Ahnliche Ergebnisse ergaben sich auch fiir die Prothrombinmutation. Es fanden sich unter den
CTEPH-Patienten signifikant mehr heterozygote Mutationstrager (p=0,04) und die Anzahl der
Mutationen in der Gruppe der PAH-Patienten entsprach mit 2,63% dem Erwartungswert in der
Normalbevdlkerung (2%). (ROSENDAAL et al., 1998)

Unter den CTEPH-Patienten fanden sich dagegen 8,3% Mutationstrdger, was in etwa der
Haufigkeit bei Patienten nach Thrombembolien entspricht (7%). (POORT et al., 1996)
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Verteilung der Prothrombinmutation unter den PAH- und
CTEPH- Patienten
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Abbildung 18: Verteilung der Prothrombinmutation unter den PAH- und CTEPH-Patienten

Der PAI-1 4G/5G-Polymorphismus fand sich in beiden Gruppen in einer dhnlichen Verteilung.
Die Anzahl der homozygoten Mutationstrager war unter den CTEPH-Patienten etwas hoher
(31,58%) als unter den PAH-Patienten (25%). Die heterozygote Mutation lag unter den PAH-
Patienten mit 51,97% und unter den CTEPH-Patienten mit 50,44% vor. Unter den PAH-
Patienten fanden sich 23,03% und unter den CTEPH-Patienten 17,98% des Wildtyps. Der
Unterschied der PAI-1 4G/5G-Mutation zwischen PAH- und CTEPH-Patienten war nicht
signifikant (p=0,28).

Die Analyse zeigte bei CTEPH-Patienten einen hoheren Anteil heterozygoter FVL- und
Prothrombinmutationen gegeniiber PAH-Patienten. Der Anteil homozygoter Mutationen

unterschied sich nicht. Es lagen keine Unterschiede des PAI-1 4G/5G-Polymorphismus vor.
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Verteilung der PAI 4G/5G-Mutation unter den PAH- und
CTEPH-Patienten
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Abbildung 19: Verteilung der PAI 4G/5G-Mutation unter den PAH- und CTEPH-Patienten

Tabelle 42: Hdiufigkeiten von FVL, Prothrombin G20104 und PAI 4G/5G im Vergleich zwischen PAH

und CTEPH

PAH CTEPH

N=152 N=234

Wildtyp | Heterozygot | Homozygot | Wildtyp | Heterozygot | Homozygot
FVL 96,05% | 3,95% 0,00 % 89,03% | 10,53% 0,44%
Prothrombin | 97,37% | 2,63% 0,00% 91,70% | 8,30% 0,00%
PAI-1 4G/5G | 23,03% | 51,97% 25,00% 17,98% | 50,44% 31,58%

Tabelle 43: Ergebnisse der Signifikanztestung

x*-Test Fischer-Test

x? p- Wert p- Wert
FVL 6,16 0,046 0,024
Prothrombin 4,22 0,04 0,027
PAI-1 4G/5G 2,57 0,28 0,28
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4.3.4 Unterschiede von FVL, Prothrombin G2010A und PAI-1 4G/5G unter den Zentren

FVL war unter den Routinepatienten am héufigsten (10,25% heterozygote Trager und 0,44%
homozygote Tréger), hierbei handelt es sich auch um die Gruppe mit den meisten CTEPH-
Patienten. Unter den Proben der Homburger Ambulanz fanden sich 9,09% heterozygote und
keine homozygoten Mutationstriager. Unter der Gruppe der PAH-Patienten aus Amsterdam war
die Mutation nicht nachweisbar.

Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich fiir die Prothrombinmutation. Bei den Patienten aus
Amsterdam war der Anteil heterozygoter Mutationstrager mit 1,23% deutlich niedriger als
unter den beiden Patientenkollektiven aus Homburg (Routine=7,14%  und
Ambulanzpatienten=5,45%). Homozygote Mutationstréger fanden sich in allen drei Gruppen
keine.

Der PAI-1-Polymorphismus 4G/5G konnte in allen Patientenkollektiven mit einer dhnlichen
Verteilung nachgewiesen werden. In den Proben aus Amsterdam und aus der Routinediagnostik
war der Anteil an homozygoten Mutationstrigern etwas hoher als unter den Homburger
Ambulanzpatienten (Amsterdam=29,63%, Ambulanz=21,82%, Routine=30,33%,). Die
heterozygote Mutation fand sich in allen drei Zentren mit einer sehr &hnlichen Verteilung
(Amsterdam=54%; Ambulanz=49%; Routine=50%). Der Wildtyp war unter den Patienten der
Homburger Ambulanz etwas hdufiger vertreten als unter den Patienten aus Amsterdam und der
Homburger Routine (Amsterdam=16%; Ambulanz=29%; Routine=19%)).

Der Unterschied der FVL-Mutation zwischen den Zentren ist signifikant (p=0,05). Die
Auswertung der Daten der Prothrombinmutation und des PAI 4G/5G-Polymorphismus ergab

keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Patientengruppen.
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Abbildung 20: Verteilung von FVL, Prothrombin und PAI 4G/5G zwischen den Zentren
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Tabelle 44: Ubersicht iiber die relative Mutationshdufigkeit nach Zentrum

FVL Prothrombin PAI-1 4G/5G

Amsterdam | Wildtyp 100% 98,77% 16,05%
N=81 Heterozygot | 0,00% 1,23% 54,32%
PAH=S1 Homozygote | 0,00% 0,00% 29,63%
Homburger | Wildtyp 90,91% 94,55% 29,09%
Ambulanz | Heterozygot | 9,09% 5,45% 49,09%
N=56 Homozygote | 0,00% 0,00% 21,82%
PAH=36
CTEPH= 20
Homburger | Wildtyp 89,34% 92,24% 19,26%
Routine Heterozygot | 10,25% 7,14% 50,41%
N=249 Homozygot | 0,41% 0,00% 30,33%
PAH= 35
CTEPH=214
x2-Test %2 9,52 4,60 4,34

p-Wert 0,05 0,10 0,36
Fischer-Test | p-Wert 0,0037 0,09

4.4 Unterschiede der Patienten mit PAH unter den Zentren

4.4.1 MTHFR C677T, MTHFR A1298C und Compound-MTHFR bei Patienten mit PAH

Bei isolierter Betrachtung der Patienten mit PAH zeigten sich teilweise gro3e Unterschiede der
Verteilung der Mutationen zwischen den drei Patientenkollektiven.

Der Anteil an Patienten mit einer homozygoten MTHFR C677T-Mutation war unter den Proben
aus Amsterdam mit 3,9% signifikant niedriger (p=0,048) verglichen mit den PAH-Patienten
der anderen beiden Gruppen (jeweils 17,14% unter den Routinepatienten und den Patienten der
Gendatenbank). Die heterozygote MTHFR C677T-Mutation fand sich unter den Patienten der
Homburger Routine seltener als unter den Patienten aus Amsterdam und der Ambulanz
(31,42% vs. 50,64% und 48,57%). Der Wildtyp war unter den Patienten aus Amsterdam und
der Routine etwas hiufiger als unter den Ambulanzpatienten (45,45% bzw. 51,43% vs.
34,29%).

Der Anteil an homozygoten MTHFR A1298C-Mutationstrdgern war unter beiden

Patientengruppen aus Homburg héher als unter den Patienten aus Amsterdam ( jeweils 11,76%
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vs. 3,70%). Die heterozygote Mutation, ebenso der Wildtyp, zeigte in allen drei
Patientenkollektiven eine dhnliche Verteilung unter PAH-Patienten.

Die Compound-Heterozygotie fand sich unter den PAH-Patienten der Ambulanz am héufigsten
(27,77%), unter den PAH-Patienten der Homburger Routine fanden sich nur 17,65% Trager der
Compound-Heterozygotie und unter den Proben aus Amsterdam 23,38%.

Die Unterschiede der Mutationen unter den PAH-Patienten zwischen den Zentren waren nur
fir die MTHFR C677T-Mutation signifikant (p=0,048). Fiir MTHFR A1298C und die

Compound-Heterozygotie ergab die Auswertung keinen signifikanten Unterschied.

Tabelle 45: Unterschiede zwischen den PAH-Patienten fiir die MTHFR-Mutationen zwischen den drei

Gruppen
MTHFR C677T | MTHFR A1298C | Compound
Amsterdam | Wildtyp 45,45% 50,62% 76,62%
Heterozygot | 50,64% 45,68% 23,38%
N=81 Homozygot | 3,90% 3,70%
Homburg Wildtyp 34,29% 47,6% 72,22%
Ambulanz | Heterozygot | 48,57% 41,18% 27,77%
N=36 Homozygot | 17,14% 11,76%
Homburg Wildtyp 51,43% 47,6% 82,35%
Routine Heterozygot | 31,42% 41,18% 17,65%
N=35 Homozygot | 17,14% 11,76%
x2-Test x? 9,565 3,52 1,01
p-Wert 0,048 0,47 0,6
Fischer-Test | p-Wert 0,034 0,43 0,63
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Tabelle 46: Unterschiede zwischen den PAH-Patienten fiir die MTHFR-Mutationen zwischen Homburg

und Amsterdam
MTHFR MTHFR Compound-
C677T A1298C Heterozygotie
Amsterdam | Wildtyp 45,45% 50,62% 76,62%
Heterozygot | 50,65% 45,68% 23,38%
N=81 Homozygot | 3,90% 3,70%
Homburg Wildtyp 42,86% 47,06% 77,14%
Heterozygot | 40% 41,17% 22,86%
N=71 Homozygot | 17,14% 11,76%
x> Test x2 7.2737 3,521 0
p-Wert 0,03 0,172 1
Fischer-Test | p-Wert 0,025 0,20 1

In einer zweiten Auswertung wurden die PAH-Patienten der Homburger Ambulanz und der
Routine zusammengefasst und den Patienten aus Amsterdam gegeniibergestellt. So ergeben
sich zwei dhnlich groB3e Stichproben, die sich durch ihre geographische Herkunft unterscheiden.
Bei dieser Betrachtung fanden sich ebenfalls deutlich weniger homozygote MTHFR C677T-
Mutationstrager unter den Patienten aus Amsterdam gegeniiber den PAH-Patienten aus
Homburg (3,90% vs. 17,14%). Die heterozygote MTHFR C677T-Mutation war dagegen unter
den Proben aus Amsterdam héufiger (50,65% vs. 40%). Der Wildtyp fand sich in beiden
Gruppen mit einer dhnlichen Verteilung. Der Unterschied der MTHFR C677T-Mutation
zwischen den Proben aus Amsterdam und Homburg ist signifikant (p=0,03).

Die MTHFR A1298C-Mutation war ebenfalls unter den PAH-Patienten aus Amsterdam
seltener als unter den PAH-Patienten aus Homburg (3,70% vs. 11,76%). Die heterozygote
Mutation und der Wildtyp waren dhnlich verteilt. Der Unterschied zwischen den beiden
Patientengruppen war nicht signifikant (p=0,172).

Die Compound-Heterozygotie fand sich in beiden Zentren mit einer Haufigkeit von etwa 23%.
Zusammenfassend ergab die Auswertung, dass signifikant weniger homozygote MTHFR
C677T-Mutationstriger unter den Patienten aus Amsterdam vorliegen, hierfiir aber ein etwas
hoherer Anteil an heterozygoten Mutationstriagern. Fiir die MTHFR A1298C-Mutation und die
Compound-Heterozygotie ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Patienten aus Amsterdam und Homburg.
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4.4.2 FVL, Prothrombin G2010A und PAI 4G/5G bei Patienten mit PAH

Unter den Proben aus Amsterdam fanden sich keine FVL-Mutationstrdger. In den Proben der
Homburger PH-Ambulanz mit einer PAH fanden sich 2,78% heterozygote und keine
homozygoten Mutationstrager. Unter den Routinepatienten mit einer PAH fanden sich

14,29% heterozygote Mutationstrdger und damit signifikant mehr als unter den PAH-Patienten
aus Amsterdam und den Proben der PAH-Ambulanz (p=0,00098).

Bei der Prothrombinmutation zeigte sich ebenfalls eine sehr unterschiedliche Verteilung.
Wihrend sich unter den Proben der PH-Ambulanz keine Mutationstrager fanden, lag der Anteil
unter den Amsterdamer Proben mit 1,23% etwas unter dem Referenzwert einer gesunden
mitteleuropédischen Normalbevdlkerung (~2%). (ROSENDAAL et al., 1998)

In den Proben der Routinediagnostik lag der Anteil heterozygoter Mutationen dagegen deutlich

hoher (8,57%).

Tabelle 47: Unterschiede zwischen den PAH-Patienten fiir FVL und Prothrombin zwischen den drei

Gruppen
FVL Prothrombin
Amsterdam Wildtyp 100% 98,77%
N=81 Heterozygot 0% 1,23%
Homozygot 0,00% 0,00%
Homburg Wildtyp 97,22% 100,00%
Ambulanz | Heterozygot 2,78% 0,00%
N=36 Homozygot 0,00% 0,00%
Homburg Wildtyp 85,71% 91,42%
Routine Heterozygot 14,29% 8,57%
N=35 Homozygot 0,00% 0,00%
y2-Test x2 6,41
p-value 0,041
Fischer-Test p-value 0,00098 0,07
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Tabelle 48: Unterschiede zwischen den PAH-Patienten fiir FVL und Prothrombin zwischen Homburg

und Amsterdam
FVL Prothrombin
Amsterdam Wildtyp 100% 98,77%
Heterozygot | 0,00% 1,23%
Nur PAH Homozygote | 0,00% 0,00%
N=81 (von 81) Mutation
Homburg Wildtyp 91,55% | 95,77%

Heterozygot | 8,45% 4,23%

Beide Subgruppen zusammengefasst | Homozygote | 0,00% 0,00%
Nur PAH

Mutation
N=71 (von 305)
y2-Test %2 0,411
p-Wert 0,52
Fischer-Test p-Wert 0,00924 | 0,34

In einer weiteren Analyse wurden die PAH-Patienten der Homburger Routine und der
Ambulanz zusammengefasst und mit den Proben aus Amsterdam verglichen.

Hierbei zeigt sich, dass die heterozygote FVL-Mutation unter den Proben aus Homburg deutlich
héufiger vorliegt als unter den Proben aus Amsterdam (8,45% vs. 0%). Homozygote
Mutationstrager fanden sich in beiden Gruppen keine.

Die heterozygote Prothrombinmutation war ebenfalls unter den PAH-Patienten aus Homburg
hiufiger zu finden (4,23% vs. 1,23%). Auch hier fanden sich keine homozygoten
Mutationstriger.

Sowohl die FVL als auch die Prothrombinmutation lag unter den Proben der PAH-Patienten
aus Homburg héufiger vor als unter den Proben aus Amsterdam. Der Unterschied ist jedoch nur

fiir die FVL-Mutation signifikant (FVL: p=0,00924 und Prothrombin: p=0,34).
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Die PAI 4G/4G-Mutation war mit 29,63% unter den Proben aus Amsterdam hiufiger als unter
den beiden anderen Gruppen (~20%). In den Proben aus Amsterdam fand sich ein sehr kleiner
Teil des Wildtyps (16,05%) gegeniiber den Patienten aus der Homburger PH-Ambulanz
(27,28%) und den Patienten, die eine Thrombophiliediagnostik im Rahmen der
Routinediagnostik erhalten haben (34,29%).

Fasst man auch hier die Homburger Proben zusammen, zeigt sich ein statistischer Trend zu
mehr PAI 4G/4G-Mutationen unter den PAH-Proben aus Amsterdam als unter den Proben aus

Homburg (Amsterdam: 29,63%; Homburg: 19,72% p=0,069).

Tabelle 49: Unterschiede zwischen den PAH-Patienten fiir PAI 4G/5G zwischen den drei Gruppen

PAI 4G/5G
Amsterdam Wildtyp 16,05%
Heterozygot 54,32%
N=81 Homozygot 29,63%
Homburg Wildtyp 27,78%
Ambulanz | Heterozygot 52,78%
N=36 Homozygote 19,44%
Homburg Wildtyp 34,29%
Routine Heterozygot 45,71%
N=35 Homozygote 20,00%
y2-Test %2 5,84
p-value 0,212
Fischer-Test p-value 0,22
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Tabelle 50: Unterschiede zwischen den PAH-Patienten fiir PAI 4G/5G zwischen Homburg und

Amsterdam
PAI 4G/5G

Amsterdam Wildtyp 16,05%
Nur PAH Heterozygot | 54,32%
N=81 (von 81) Homozygot | 29,63,%
Homburg Wildtyp 30,99%
Beide Subgruppen zusammengefasst Heterozygot 49,30%
Nur PAH Homozygot 19,72%
N=71 (von 305)
y2-Test x> 5,34

p-Wert 0,069
Fischer-Test p-Wert 0,072

4.4.3 Zusammenfassung der Unterschiede der Mutationen zwischen Patienten aus

Homburg und aus Amsterdam

Unter den Proben aus Amsterdam fanden sich deutlich weniger Patienten mit einer
homozygoten MTHFR C677T-Mutation als unter den Proben aus Homburg (3,90% vs. 7,14%;
p=0,03).

AuBerdem war der Anteil der PAH-Patienten mit einer FVL- oder Prothrombinmutation unter
den Homburger Patienten, die ihr Thrombophiliescreening iiber die Routinediagnostik erhalten
haben, deutlich hoher ist als unter den Patienten aus Amsterdam und der PH-Ambulanz. So
fanden sich unter den PAH-Patienten der Routine 14,29% heterozygote FVL-Mutationstrager
und 8,57% heterozygote Tréger der Prothrombinmutation. Fiir beide Mutationen lagen keine
homozygoten Mutationstrager vor. Unter den Patienten der PH-Ambulanz fanden sich dagegen
nur 2,78% heterozygote FVL-Mutationstrager und keine Trdger der Prothrombinmutation.
Auch hier lagen keine homozygoten Mutationstrdger vor. Die Allelfrequenz der FVL und der
Prothrombinmutation unter den Proben der Homburger PH-Ambulanz unterschied sich damit
kaum von den Ergebnissen der Amsterdamer Proben. Unter den Proben aus Amsterdam lag
keine FVL-Mutation vor, Prothrombin war mit 1,23% ebenfalls sehr niedrig. Beide Gruppen

unterschieden sich aber deutlich von den Proben der Routinediagnostik.
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Die homozygote PAI 4G/5G-Mutation fand sich um etwa 10% héufiger unter den Proben aus
Amsterdam als in den Proben aus Homburg. Die Proben der Ambulanz und der Routine
unterschieden sich hier aber nicht (19,44% vs. 20%).

MTHFR C677T und PAI 4G/5G lagen in den beiden Subgruppen aus Homburg in einer
dhnlichen Verteilung vor und unterscheiden sich hiermit allerdings deutlich von den Proben aus
Amsterdam.

FVL und Prothrombin lagen dagegen unter den Proben aus Amsterdam und der Ambulanz
relativ selten vor und unterscheiden sich deutlich von der Gruppe der Routinepatienten aus

Homburg.

Tabelle 51: Unterschiede der PAH-Patienten aus Amsterdam und der Homburger PAH-Ambulanz fiir
FVL, Prothrombin G2010A4 und PAI 4G/5G

FVL Prothrombin PAI 4G/5G
Amsterdam Wildtyp 100% 98,77% 16,05%
N=81 Heterozygot | 0% 1,23% 54,32%
Homozygot | 0,00% 0,00% 29,63%
Homburg Wildtyp 97,22% 100,00% 27,78%
Ambulanz Heterozygot | 2,78% 0,00% 52,78%
N=36 Homozygot | 0,00% 0,00% 19,44%

Tabelle 52: Unterschiede der PAH-Patienten aus Amsterdam und der PAH-Ambulanz fiir MTHFR
C677T, MTHFR A1298C und Compound-MTHFR

MTHFR MTHFR Compound-
C677T A1298C MTHFR
Amsterdam Wildtyp 45,45% 50,62% 76,62%
N=81 Heterozygot | 50,64% 45,68% 23,38%
Homozygot | 3,90% 3,70%
Homburg Wildtyp 34,29% 47,6% 72,22%
Ambulanz Heterozygot | 48,57% 41,18% 27,77%
N=36 Homozygot | 17,14% 11,22%
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4.5 Einfluss der Polymorphismen auf die Letalitit bei CTEPH

Neben der Frage, ob die Genetik Einfluss auf die Pathophysiologie der Erkrankung hat, ist auch
die Frage interessant, ob bestimmte Polymorphismen die Prognose beeinflussen. Im Folgenden
wird daher die Verteilung der Mutationen jeweils zwischen den {iberlebenden Patienten und
den verstorbenen betrachtet.

Von den insgesamt 234 Patienten mit CTEPH waren bei der Verlaufskontrolle 16 verstorben.

Letalitit der CTEPH-Patienten
(N=234)

verstorben
7%

lebend \ ¥/
93% -

W verstorben lebend

Abbildung 21: Letalitit der CTEPH-Patienten

4.5.1 Einfluss von MTHFR C677T, A1298C und der Compound-Heterozygotie

Beim MTHFR C677T fanden sich 13,08% homozygote und 46,26% heterozygote
Mutationstriiger bei den Uberlebenden. Der Anteil war unter den verstorbenen CTEPH-
Patienten mit 6,25% homozygoten Triagern und 31,25% heterozygoten etwas geringer.

Der Wildtyp war unter den verstorbenen Patienten haufiger (62,5% vs. 40,65%).

Beim MTHFR A1298C fand sich ein deutlich hoherer Teil sowohl an homozygoten als auch
an heterozygoten Mutationstrdgern unter den Verstorbenen (20% bzw. 53,33%) als unter den

Uberlebenden (5,69% bzw. 41,71%).
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Die Compound-Heterozygotie fand sich bei 22,86% der Uberlebenden und bei 26,67% der
Verstorbenen.

Nur fiir die MTHFR A1298C-Mutation ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Mutationen (p=0,036), allerdings muss beriicksichtigt werden, dass unter den Verstorbenen nur

eine geringe Probenzahl (N=16) vorliegt.
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Abbildung 22: Unterschiede zwischen tiberlebenden und verstorbenen CTEPH-Patienten fiir MTHFR
C677T, A1298C und die Compound-Heterozygotie
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Tabelle 53: Unterschiede der relativen Hdiufigkeiten zwischen iiberlebenden und verstorbenen
CTEPH-Patienten fiir MTHFR C677T, A1298C und die Compound-Heterozygotie

MTHFR MTHFR Compound-
C677T A1298C Heterozygotie
Uberlebend | Wildtyp 40,65% 52,6% 77,14%
N=218 Heterozygot | 46,26% 41,71% 22,86%
Homozygot | 13,08% 5,69%
Verstorben | Wildtyp 62,50% 26,67% 73,33%
N=16 Heterozygot | 31,25% 53,33% 26,67%
Homozygot | 6,25% 20,00%
y2-Test x2 2,978 6,62 0,00044663
p-Wert 0,2256 0,036 0,9831
Fischer-Test | p-Wert 0,2781 0,03652 0,75

4.5.2 Einfluss von FVL, Prothrombin G2010A und PAI 4G/5G

Unter den iiberlebenden CTEPH-Patienten fanden sich 8,41% Mutationstriger der
Prothrombinmutation. Der Anteil unter den Verstorbenen lag mit 6,67% nur knapp darunter,
eine Signifikanz besteht nicht (p=1).

Bei der FVL-Mutation war der Anteil unter den Verstorbenen etwas hoher als unter den

Uberlebenden (13,33% vs. 10,32%). Der Unterschied war auch hier nicht signifikant (p=0,9).
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Abbildung 23: Verteilung der FVL-und Prothrombinmutation G2010A zwischen iiberlebenden und
verstorbenen CTEPH-Patienten

Beim PAI 4G/5G-Polymorphismus fand sich eine &hnliche Verteilung der homozygoten
Mutationstrager (liberlebend=31,46%; verstorben=33,33%). Der Anteil der heterozygoten
Mutationen war unter den Uberlebenden mit 51,17% etwas hoher als unter den Verstorbenen
(40%). Die Unterschiede zwischen den iiberlebenden und den verstorbenen CTEPH-Patienten

waren nicht signifikant (p=0,56).
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Abbildung 24: Verteilung der PAI 4G/5G-Mutation zwischen tiberlebenden und verstorbenen CTEPH-

Patienten

Tabelle 54: Unterschiede der relativen Hdufigkeiten der CTEPH-Patienten fiir Prothrombin G2010A4,
FVL und PAI 4G/5G unter Uberlebenden und Verstorbenen

Prothrombin FVL PAI 4G/5G

Uberlebend | Wildtyp 91,59% 89,2% 17,37%
N=218 Heterozygot | 8,411% 10,32% 51,17%

Homozygot | 0,00% 0,47% 31,46%
Verstorben | Wildtyp 93,33% 86,66% 26,67%
N=16 Heterozygot | 6,67% 13,33% 40,00%

Homozygot | 0,00% 0,00% 33,33%
v>-Test x2 6,193 0,20073 1,0359

p-Wert 1 0,9045 0,5957
Fischer-Test | p-Wert 1 0,6 0,5604
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4.6 Einfluss der Polymorphismen auf die Letalitit bei PAH

Unter den PAH-Patienten zeigte sich eine hohere Sterblichkeit als unter den Patienten mit einer
CTEPH. Insgesamt waren 44 von 152 Patienten zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung

verstorben.

Letalitiat der PAH-Patienten
(N=152)

verstorben
29%

lebend

e \\/

m verstorben lebend

Abbildung 25: Letalitdt der PAH-Patienten

4.6.1 Einfluss von MTHFR C677T, MTHFR A1298C und Compound-Heterozygotie

Die MTHFR C677T-Mutation war sowohl bei den iiberlebenden als auch bei den verstorbenen
PAH-Patienten #hnlich verteilt. (10,48% unter den Uberlebenden; 9,52% unter den
Verstorbenen). Es fanden sich etwa 10% mehr heterozygote Mutationstriger unter den
Verstorbenen als unter den Uberlebenden (p=0,57).

Bei der MTHFR A1298C-Mutation fand sich ein hoéherer Anteil an homozygoten
Mutationstragern unter den iiberlebenden PAH-Patienten als unter den verstorbenen (9,43%
gegeniiber 2,33%). Der Anteil der heterozygoten Mutation war dagegen dhnlich (43,4% bei den
Uberlebenden, 44,19% bei den Verstorbenen). Die Unterschiede erreichten keine Signifikanz
(p=0,3).

Auch fiir die Compound-Heterozygotie fand sich eine sehr dhnliche Verteilung. Unter den
iiberlebenden PAH-Patienten fanden sich 23,58% Compound-Mutationen und unter den
verstorbenen 21,95%. Zusammenfassend ergaben sich flir MTHFR C677T, MTHFR A1298C
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und die Compound-Heterozygotie keine signifikanten Unterschiede zwischen iiberlebenden

und verstorbenen CTEPH-Patienten im %?-Test und im Fischer-Test.
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Abbildung 26: Verteilung der MTHFR-Mutationen zwischen iiberlebenden und verstorbenen PAH-

Patienten
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Tabelle 55: Unterschiede der relativen Hdiufigkeit der MTHFR C677T- und A1298C-Mutation und der

Compound-Heterozygotie zwischen iiberlebenden und verstorbenen PAH-Patienten

MTHFR MTHFR Compound-MTHFR
C677T A1298C
Uberlebende | Wildtyp 46,67% 47,17% 76,42%
N=108 Heterozygot | 42,86% 43,40% 23,58%
Homozygot | 10,48% 9,43%
Verstorbene | Wildtyp 38,10% 53,49% 78,95%
N=44 Heterozygot | 52,38% 44,19% 21,95%
Homozygot | 9,52% 2,33%
y2-Test x2 1,1221 2,3474 1,549
p-Wert 0,5706 0,30 1
Fischer-Test | p-Wert 0,6011 0,3505 1

4.6.2 Einfluss von Prothrombin G2010A, FVL und PAI-1 4G/5G

Die FVL-Mutation fand sich unter den iiberlebenden und den verstorbenen PAH-Patienten mit
einer dhnlichen Hiufigkeit (3,7% bei den Uberlebenden; 4,55% bei den Verstorbenen).

Die heterozygote Prothrombinmutation lag unter den verstorbenen PAH-Patienten etwas
hiufiger vor als unter den Uberlebenden (4,55% vs. 1,85%). Homozygote Mutationstriger
fanden sich weder bei der Prothrombinmutation G2010A noch bei der FVL-Mutation. Sowohl
fiir die FVL als auch fiir die Prothrombinmutation G2010A fand sich kein signifikanter

Unterschied zwischen verstorbenen und iiberlebenden PAH-Patienten.
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Abbildung 27: Verteilung der FVL- und Prothrombinmutation zwischen tiberlebenden und
verstorbenen PAH-Patienten

Auch bei der PAI 4G/5G-Mutation ergaben sich dhnliche Héufigkeiten zwischen den beiden
Gruppen. Unter den Uberlebenden fanden sich 25,93% mit einem 4G/4G-Genotyp und unter
den Verstorbenen 22,73%. Heterozygotie fand sich bei 50% der Uberlebenden und 56,82% der
Verstorbenen. Der Wildtyp lag bei 24,07% der tiberlebenden und bei 20,45% der verstorbenen
PAH-Patienten vor. Der Unterschied der Verteilung der PAI 4G/5G-Mutation war ebenfalls
nicht signifikant (p=0,75).
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Abbildung 28: Verteilung der PAI 4G/5G-Mutation zwischen iiberlebenden und verstorbenen PAH-

Patienten

Tabelle 56: Unterschiede der relativen Hdiufigkeiten der Mutationen Prothrombin G2010A4, FVL und
PAI 4G/5G zwischen iiberlebenden und verstorbenen PAH-Patienten

Prothrombin | FVL PAI 4G/5G

Uberlebende Wildtyp 98,15% 96,30% 24,07%
N=108 Heterozygot | 1,85% 3,70% 50,00%

Homozygot | 0,00% 0,00% 25,93%
Verstorbene | Wildtyp 95,45% 95,45% 20,45%
N=44 Heterozygot | 4,55% 4,55% 56,82%

Homozygot | 0,00% 0,00% 22.,73%
x2-Test x2 0,1461 3,8586 0,58545

p-Wert 0,7023 1 0,7462
Fischer-Test | p-Wert 0,5797 1 0,7927
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4.7 Vergleich der Mutationshiufigkeit zwischen CTEPH-Patienten mit

peripherer und zentraler Verteilung der Gefidf3lasionen

Von den 234 Patienten mit einer CTEPH wurde bei 153 die Indikation zur PEA gestellt, bei 81
Patienten lag dagegen ein zu peripheres Verteilungsmuster der GefaBokklusionen vor. Dies
entspricht allerdings nicht der Anzahl der tatsichlich operierten Patienten, da bei einigen
Patienten die OP aufgrund anderer Ursachen abgelehnt wurde. Mit der Fragestellung, ob die
Genetik Einfluss auf das Verteilungsmuster bzw. die Operabilitit hat, werden im Folgenden die

Mutationen zwischen peripherem und zentralem Verteilungsmuster verglichen.

Fir MTHFR C677T fanden sich in der Gruppe der Patienten mit einem peripheren
Verteilungsmuster 43,04% heterozygote und 18,99% homozygote Mutationstrdger. Der Anteil
der homozygoten Mutationstrager war mit 9,33% unter den Patienten mit einem zentralen
Verteilungsmuster der GefdBlasionen etwas geringer, allerdings nicht signifikant (p=0,1104).
Die homozygote MTHFR C677T-Mutation fand sich unter den Patienten mit einem peripheren
Verteilungsmuster hiufiger als unter den Patienten mit einem eher zentralen Verteilungsmuster
(18,99% vs. 9,33%). Unter den Patienten mit einer zentralen Verteilung fand sich hingegen ein
hoherer Anteil an heterozygoten Mutationstragern (46,67% vs. 43,04%) und des Wildtyps (44%
vs. 37,97%). Die Unterschiede waren nicht signifikant (p=0,1104).

MTHFR C677T bei zentralem und peripherem
Verteilungsmuster

100%
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50%
40%
30%
20%
10%
0%

9,33%

46,67%

peripher N=81 zentral N=153

m Wildtyp Heterozygot Homozygote Mutation

Abbildung 29: Hiufigkeit der MTHFR C677T-Mutation bei CTEPH-Patienten mit zentralem und

peripherem Verteilungsmuster der Gefdfiverdnderungen
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Fiir MTHFR A1298C zeigte sich ebenfalls eine dhnliche Verteilung unter den beiden Gruppen.
Der Anteil der Mutationstrigern lag bei 5,13% homozygoten Trigern und 37,18%
heterozygoten Trigern unter den Patienten mit einem peripheren Verteilungsmuster und bei
7,43% homozygoten bzw. 45,28% heterozygoten Trégern bei den Patienten mit einem zentralen

Verteilungsmuster (p=0,3384).

MTHEFR A1298C bei zentralem und peripherem
Verteilungsmuster
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Abbildung 30: Verteilung der MTHFR A1298C-Mutation bei CTEPH-Patienten mit zentralem und

peripherem Verteilungsmuster der Gefdfiverdnderungen

Unter den 81 Patienten mit einer peripheren Verteilung der Lésionen fanden sich 20,78% mit
einer Compound-Heterozygotie, der Anteil unter den Patienten mit einer zentralen Verteilung

lag bei 24,32%. Auch hier war der Unterschied nicht signifikant (p=0,6659).

104



Ergebnisse

Compound-Heterozygotie bei zentralem und
peripherem Verteilungsmuster
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Abbildung 31: Verteilung der Compound-Heterozygotie bei CTEPH-Patienten mit zentralem und

peripherem Verteilungsmuster der Gefdfiverdnderungen

Tabelle 57: Unterschiede der relativen Hdufigkeiten fiir MTHFR C677T, A1298C und Compound-
MTHFR zwischen zentraler und peripherer Gefifiverteilung

MTHFR MTHFR Compound-
Co677T A1298C Heterozygotie
Peripher Wildtyp 37,97% 57,69% 79,22%
N=81 Heterozygot 43,04% 37,18% 20,78%
Homozygot 18,99% 5,13%
Zentral Wildtyp 44% 47,30% 75,68%
N=153 Heterozygot 46,67% 45,28% 24.32%
Homozygot 9,33% 7,43%
x2-Test %2 4,4065 2,2805 0,18649
p-Wert 0,1104 0,3197 0,6659
Fischer-Test p-Wert 0,1164 0,3384 0,6189

Bei der FVL-Mutation war der Anteil an Mutationstrigern mit 12% unter den Patienten mit
einer zentralen Verteilung etwas hoher als unter den Patienten mit einem peripheren

Verteilungsmuster (7,79%). In der Gruppe mit einem peripheren Verteilungsmuster war ein
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Patient Tréger einer homozygoten FVL-Mutation. Der Unterschied zwischen den Gruppen

zeigte sich im y2-Test ebenfalls nicht signifikant (p=0,4721).

FVL bei zentralem und peripherem Verteilungsmuster

100% 0
98%
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80%

peripher N=81 zentral N=153

m Wildtyp = Heterozygot Homozygote Mutation

Abbildung 32: Hdufigkeit der FVL-Mutation bei CTEPH-Patienten mit zentralem und peripherem

Verteilungsmuster der Gefdfverdnderungen

Die Prothrombinmutation fand sich bei 6,41% der Patienten mit einem peripheren
Verteilungsmuster und bei 9,33% der Patienten mit einem zentralen Verteilungsmuster. Der

Unterschied zeigte sich nicht signifikant (p=0,61).
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Prothrombin bei zentralem und peripherem
Verteilungsmuster
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Abbildung 33: Hdufigkeit der Prothrombinmutation bei CTEPH-Patienten mit zentralem und

peripherem Verteilungsmuster der Gefdfiverdnderungen

Die Verteilung der PAI 4G/5G-Mutation war ebenfalls in beiden Subgruppen &hnlich. Der
Anteil des 4G/4G-Genotypes lag bei 30,77% unter den Patienten mit einer peripheren
Verteilung und bei 31,54 % unter den Patienten mit einer zentralen Verteilung. Heterozygot
waren jeweils 51,28% der Patienten mit peripherem und 50,33% der Patienten mit zentralem
Verteilungsmuster. Es lagen jeweils 18% des Wildtyps in beiden Gruppen vor. Auch fiir PAI

4G/5G fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
Zusammengefasst ergaben sich fiir alle untersuchten Mutationen keine signifikanten

Unterschiede zwischen einem zentralen und einem peripheren Verteilungsmuster der

Gefédlverdnderungen der Lungenstrombahn.
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Verteilung fiir PAI 4G/5G zwischen zentralem und
peripherem Verteilungsmuster
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Abbildung 34: Verteilung der PAI 4G/5G-Mutation bei CTEPH-Patienten mit zentralem und
peripherem Verteilungsmuster der Gefdfiverdnderungen

Tabelle 58: Unterschiede der relativen Hdiufigkeiten fiir FVL, Prothrombin G2010A4 und PAI 4G/5G

zwischen zentraler und peripherer Verteilung der Gefifldsionen

Prothrombin FVL PAI 4G/5G
peripher Wildtyp 93,59% 92,21% 17,95
N=81 Heterozygot 6,41% 7.,79% 51,28
Homozygot 0% 0% 30,77
zentral Wildtyp 90,67% 87,33% 18,12
N=153 Heterozygot 9,33% 12% 50,33
Homozygot 0% 0,67% 31,54
y>-Test %2 0,2551 1,5013 0,0179709
p-Wert 0,6135 0,4721 0,9902
Fischer-Test p-Wert 0,6148 0,584 1
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5 Diskussion

5.1 Epidemiologie der Mutationen innerhalb Europas

Die vorliegende Arbeit umfasst keine Kontrollgruppe und daher miissen die Ergebnisse mit
Referenzwerten aus der Literatur verglichen werden. Eine besondere Herausforderung stellt
hierbei die Tatsache dar, dass die Patienten aus verschiedenen Einzugsgebieten stammen
(Niederlande und Deutschland) und sich hieraus moglicherweise unterschiedliche Priavalenzen
innerhalb der gesunden Bevolkerung ergeben. Hinzu kommt, dass die Herkunft auch mit der
Einteilung korreliert, da alle Patienten aus den Niederlanden eine PAH vorweisen, wihrend das
Patientenkollektiv aus Deutschland einen gro3eren Anteil an Patienten mit CTEPH beinhaltet.
Es ist daher unumginglich, die Verteilung der Mutationen in den beiden Léndern genauer zu
betrachten und kritisch zu hinterfragen, ob unsere Ergebnisse moglicherweise durch die

unterschiedliche Herkunft der Proben beeinflusst worden sind.

5.1.1 MTHFR C677T und A1298C

Fiir beide MTHFR-Mutationen besteht ein Nord-Siid-Gefille innerhalb Europas. (NEFIC et al.,
2018) Die Niederlande und Deutschland liegen beide zwischen 40° und 60° ndrdlicher Breite
und in diesem Gebiet ist eine dhnliche Verteilung zu erwarten. Dies zeigt sich auch, wenn man
die Verteilung der Genotypen von gesunden Probanden aus anderen Studien betrachtet.
Insgesamt scheint sowohl die homozygote MTHFR C677T-Mutation als auch die MTHFR
A1298C-Mutation in beiden Landern im unteren Bereich der angegebenen Referenzwerte fiir
Kaukasier zu liegen. In Deutschland finden sich 9,5-11,5% homozygote Mutationstrager der
MTHFR C677T-Mutation und in den Niederlanden 9-12%. (DE MAAT et al., 2004;
KURZWELLY et al., 2010; NEFIC et al., 2018; THIRUMARAN et al., 2005; WU et al., 2015)
Beim MTHFR A1298C-Polymorphismus scheint die Verteilung mit 8% homozygoten
Mutationen in Deutschland und 9% in den Niederlanden ebenfalls gleich. (KURZWELLY et
al., 2010; LACHMEIJER et al., 2001; NEFIC et al., 2018; WU et al., 2015)
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Tabelle 59: Privalenz von MTHFR C677T und MTHEFR A1298C in Deutschland und den Niederlanden

Literatur Genotyp (%)
MTHFR C677T Deutschland CC=45,28%
N=212 CT=45,28%
(KURZWELLY et al., 2010; NEFIC et al. 2018) | TT=9 434%
Deutschland CC=41,44%
N=1448 CT=47,03%
(NEFIC et al., 2018; THIRUMARAN etal., 2005) | TT=11,53%
Niederlande CC=40,13%
N=157 CT=47,78%
(DE MAAT et al., 2004; WU et al., 2015) TT=12,10%
Niederlande CC=48,33%
N=120 CT=42,5%
(LACHMEIJER et al., 2001; WU et al., 2015) TT=9,17%
MTHFR A1298C Deutschland AA=50%
N=212 AC=41,98%
(KURZWELLY et al., 2010; NEFIC et al 2018) | CC=8,02%
Niederlande AA=37,5%
N=120 AC=53,33%
(LACHMELIJER et al., 2001; WU et al., 2015) CC=9,17%

In der vorliegenden Arbeit fand sich die homozygote MTHFR C677T-Mutation unter den
Patienten aus Amsterdam deutlich seltener als unter den Patienten aus Homburg (3,89% vs.
18,18% und 12,65%; p=0,046) und lag damit auch deutlich unter dem Wert, der in der Literatur
fiir die Niederlande angegeben wird. Der Unterschied der Patienten aus Amsterdam und
Homburg zeigte sich auch bei isolierter Betrachtung der PAH-Patienten. Unter den PAH-
Patienten aus Homburg lagen ebenfalls deutlich mehr homozygote Mutationstriger vor als
unter den PAH Patienten aus Amsterdam (17,14% vs. 3,89%).

Die Ergebnisse fir MTHFR A1298C waren dhnlich. Unter den Patienten aus Amsterdam
fanden sich nur 3,7% homozygote Mutationstrager gegeniiber 7,41% unter den Proben der
Homburger PH-Ambulanz und 7,92% unter den Routinepatienten. Auch beit MTHFR A1298C
bestand der Unterschied bei reiner Betrachtung der PAH-Patienten aus Amsterdam und
Homburg (3,7% vs. 11,76%).

Fiir MTHFR C677T ist der Unterschied zwischen den Zentren signifikant (p=0,046), fiir
MTHFR A1298C nicht.
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Der geringe Anteil an homozygoten Mutationstrigern in Amsterdam ist durch die Herkunft der
Proben nicht zu erklédren, da die Werte von der Literatur deutlich abweichen. Dass der Anteil
an beiden heterozygoten MTHFR-Mutationen unter den Proben aus Amsterdam etwa denen in
Homburg entspricht, deutet ebenfalls daraufhin, dass die Allelfrequenz in Amsterdam durchaus
dhnlich ist, aber homozygote Mutationstriager dennoch seltener sind.

Auch die Differenzierung in PAH oder CTEPH scheint keine Ursache darzustellen, da sich
beim Vergleich der homozygoten Mutationstriger sowohl fir MTHFR C677T (10,2% vs.
12,6%) als auch fiir MTHFR A1298C (7,38% vs. 6,64%) kein signifikanter Unterschied
zwischen PAH und CTEPH ergibt.

Die niedrige Prdvalenz scheint nur fiir die PAH-Patienten aus Amsterdam zu gelten, die
Mutationshdufigkeit unter den Homburger PAH-Patienten entspricht dem erwarteten Wert der
Literatur.

Hieraus ergibt sich, dass sowohl die unterschiedliche Herkunft als auch die Einteilung in PAH
gegeniiber CTEPH keine plausible Erkldrung fiir den niedrigen Anteil an Mutationstragern
unter den Patienten aus Amsterdam darstellt. Eine Ursache konnte daher in der
unterschiedlichen Zusammensetzung der PAH-Patienten aus Homburg und Amsterdam liegen.
Unter den Proben aus Amsterdam befinden sich nur Patienten mit einer IPAH oder HPAH.
Unter den PH-Proben aus Homburg dagegen stellen assoziierte Formen und IPAH-Patienten
die groften Gruppen dar und die Zusammensetzung ist deutlich heterogener (siche Abb. 35).
Ein isolierter Vergleich der IPAH- und HPAH-Patienten zwischen Homburg und Amsterdam
ergdbe seitens der Patienten aus Homburg eine zu kleine Subgruppe (N=24), sodass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass unter IPAH/HPAH ein niedrigerer Anteil an homozygoten
MTHFR C677T-Mutationen vorliegt als unter den anderen Formen der PAH.

Auch interessant bei der Betrachtung der Zusammensetzung ist der hohe Anteil der HPAH-
Patienten unter den Patienten aus Amsterdam (25%). Da bei den Patienten mit HPAH bereits
eine genetische Pradisposition vorliegt, konnten sich diese Patienten beziiglich der
Mutationshdufigkeiten von den iibrigen PAH-Patienten unterscheiden. Grundsitzlich wire
sowohl eine Hiufung einzelner Mutationen als auch eine niedrigere Anzahl an
Mutationstragern unter Patienten mit einer HPAH denkbar.

Tabelle 60 stellt die Haufigkeiten der MTHFR C677T-Mutation der IPAH- und HPAH-
Patienten aus Amsterdam gegeniiber. Zwischen den Gruppen findet sich beziiglich der MTHFR
C677T-Mutation kein relevanter Unterschied. Der hohere Anteil an HPAH-Patienten scheint
kein Grund fiir die niedrige Pridvalenz der MTHFR C677T-Mutation unter den Patienten aus

Amsterdam zu sein. Einschrénkend sei allerdings auf die kleine Patientenanzahl hingewiesen.
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Zusammensetzung der PAH-Patienten aus
Homburg
(N=T1)
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Zusammensetzung der PAH-Patienten aus
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Abbildung 35: Zusammensetzung der PAH-Patienten dieser Studie aus Homburg und Amsterdam

Tabelle 60: Unterschiede zwischen HPAH und IPAH beziiglich MTHFR C677T unter den Patienten
aus Amsterdam

Homozygot Heterozygot Wildtyp
HPAH 5% 50% 45%
N=20
IPAH 3,29% 47,54% 49,18%
N=61
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Ein vermindertes Auftreten von Mutationstrigern unter bestimmten Formen der PAH konnte
mehrere Ursachen haben. So kdnnte die Mutation einen protektiven Effekt auf die Entstehung
der Erkrankung gegeniiber dem Wildtyp zeigen.

Wihrend die Mutation vorwiegend mit Erkrankungen in Verbindung gebracht wird, haben
Polymorphismen mit weiter Verbreitung auch gewisse Selektionsvorteile, sodass auch ein
positiver Effekt bei einigen Erkrankungen moglich ist.

So konnte der TT-Genotyp mit einem geringeren Risiko fiir die Entstehung kolorektaler
Karzinome in Zusammenhang gebracht werden. (XU et al., 2017) Auch ein geringeres Risiko
zur Entwicklung einer akuten lymphatischen Leukdmie fiir Mutationstriger der MTHFR
C677T- und MTHFR A1298C-Mutation konnte nachgewiesen werden. (SKIBOLA et al.,
1999)

Umgekehrt wire es moglich, dass Mutationstrager besonders fulminante Verldufe unter
IPAH/HPAH-Patienten zeigen und durch die kiirzere Uberlebenszeit seltener in der
Gendatenbank aus Amsterdam vertreten sind. In diesem Zusammenhang wére ebenso denkbar,
dass weitere hereditére Ursachen der IPAH/HPAH-Patienten in Kombination mit der MTHFR
C677T-Mutation zu einem genetischen Selektionsnachteil fiihren. Die Extremform dieser
These wiirde bedeuten, dass die Kombination bestimmter mit IPAH/HPAH assoziierter Gene
bei gleichzeitigem Vorliegen des MTHFR-Polymorphismus nicht mit dem Leben vereinbar ist.
Eine weitere Erklarung konnte in der Beeinflussung der Form der PH liegen. Triger der
MTHFR C677T-Mutation konnten dazu neigen, andere Subformen der PH auszubilden. So
kidme es beispielsweise unter Mutationstridgern eher zur Ausbildung einer CTEPH als zur
Entstehung einer IPAH .

Letztlich sind dies allerdings Theorien und bei der Beurteilung der Ergebnisse muss
berticksichtigt werden, dass die Patientengruppe der PAH-Patienten aus Amsterdam nur eine
relativ kleine Kohorte (N=81) umfasst. Viele Pridvalenzstudien der MTHFR-Mutationen
umfassen liber 1000 Patienten. Es zeigen sich in der Literatur zur Prévalenz der MTHFR-
Mutation einzelne Studien mit kleineren Stichproben, die von den Ergebnissen groferer
Metaanalysen abweichen. Eine abschliefende Erkldrung, warum sich vergleichsweise wenig
MTHFR C677T-Mutationstrager unter den Proben aus Amsterdam finden, liefert die

vorliegende Arbeit nicht.

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass sich in der vorliegenden Arbeit unter den Patienten aus

Amsterdam ein niedriger Anteil an homozygoten MTHFR-Mutationen fand und dass dieser
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Unterschied nicht mit den regionalen Unterschieden erklidrt werden kann. Eine niedrigere

Préavalenz unter Patienten mit IPAH und HPAH scheint moglich.

5.1.2 Faktor-V-Leiden

Fiir die FVL-Mutation besteht innerhalb Europas eine zunehmende Inzidenz Richtung Siiden,
auflerdem findet sich ein Anstieg von Westen nach Osten. (LUCOTTE, MERCIER, 2001)

In Deutschland muss daher von einer leicht hoheren Allelfrequenz ausgegangen werden als in
den Niederlanden.

Dies findet sich so auch in grofleren Studien mit Vergleichsgruppen, in Deutschland liegt die
Privalenz bei etwa 7%, in den Niederlanden dagegen bei etwa 3% (sieche Tabelle 61).
(LUCOTTE, MERCIER, 2001; ROSENDAAL et al., 1995; SCHRODER et al., 1996)

Die FVL-Mutation findet sich in der vorliegenden Arbeit unter den CTEPH-Patienten hiufiger
als unter Patienten mit einer PAH. Unter den CTEPH-Patienten wiesen 10,53% eine
heterozygote und 0,44% eine homozygote FVL-Mutation vor. Unter den PAH-Patienten fanden
sich nur 3,95% heterozygote Mutationstrdger, homozygoten Mutationen lagen nicht vor. Der
Unterschied erwies sich als signifikant (p=0,024).

Hierbei konnen die lokalen Unterschiede nicht ganz vernachlédssigt werden, da in Deutschland
eine hohere Priavalenz fiir die FVL-Mutation vorliegt und die CTEPH-Patienten ausschlieSlich
aus Homburg stammen, wihrend etwa 53% der Patienten mit PAH in Amsterdam angebunden
sind. Es ergibt sich daher die Frage, ob der niedrigere Anteil der FVL-Mutation unter PAH-
Patienten durch die Herkunft der Proben zu erklidren ist. Hierzu ist es sinnvoll, die PAH-
Patienten isoliert zu betrachten. Unter den PAH-Patienten aus Homburg finden sich deutlich
mehr Mutationstrager der FVL-Mutation als unter den Proben aus Amsterdam (8,45% vs.
0,00%). Die Héaufigkeit der Mutation unter den PAH-Patienten aus Deutschland ist vergleichbar
mit dem Wert in der Literatur. Der Anteil der Mutationstriager unter den CTEPH-Patienten liegt
dagegen mit 10,53% heterozygoten und 0,44% homozygoten etwas iiber dem Wert, der sich in
der Literatur findet.

Entsprechend der MTHFR C677T-Mutation stellt sich auch fiir die FVL-Mutation die Frage,
ob der hohere Anteil an HPAH-Patienten die niedrige Prdvalenz unter den Proben aus
Amsterdam bedingt. Es fanden sich allerdings sowohl unter HPAH- als auch unter IPAH-

Patienten keine Mutationstrager.
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Der hohe Anteil der Mutationstriger unter den CTEPH-Patienten gegeniiber den PAH-
Patienten ist sicherlich teilweise der unterschiedlichen Herkunft der Proben verschuldet,

allerdings zeichnet sich ein Trend ab zu einer leicht hheren Prévalenz unter CTEPH-Patienten.

Tabelle 61: Privalenz der FVL-Mutation in Deutschland und den Niederlanden

FVL Literatur Mutation
Niederlande Heterozygot=2,95%
N=474 Homozygot=0
(ROSENDAAL et al., 1995)
Deutschland Heterozygot=6,88
N=814 Homozygot=0,25
(LUCOTTE, MERCIER, 2001; SCHRODER et al., 1996)

5.1.3 Prothrombin G2010A

Auch fiir die Prothrombinmutation G2010A besteht ein Nord-Siid-Gradient. Rosendaal et al.
konnte zeigen, dass in Landern ndrdlich des 50° Breitengrades (Leiden, Amsterdam, Sheffield,
Malmo) eine etwas niedrigere Privalenz vorliegt (<2%) als in siidlicheren Zentren (Paris, Wien,
Tel Aviv) mit einer Privalenz um 3%, die auch der Privalenz in Deutschland entspricht.
(ROSENDAAL et al., 1998)

Auch fiir Prothrombin G2010A kann man diskutieren, ob die Herkunft der Patienten die
Unterschiede zwischen PAH und CTEPH beeinflusst hat. Unter den CTEPH-Patienten fanden
sich allerdings mit 8,3% heterozygoten Mutationstrdgern nicht nur signifikant mehr
Mutationstriager als unter den Patienten mit einer PAH (2,63%; p=0,027), sondern auch deutlich
mehr, als in Deutschland eigentlich zu erwarten wéren (2-3%). (REUNER et al., 1998)

Die Daten legen daher nahe, dass die Prothrombinmutation G2010A einen Risikofaktor zur
Entwicklung einer CTEPH darstellt. Ein erhohtes Risiko zur Entwicklung einer PAH scheint

dagegen fiir Mutationstriger nicht zu bestehen.
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Tabelle 62: Privalenz von Prothrombin G20104 in Deutschland und den Niederlanden

Prothrombin G2010A | Literatur Mutation
Deutschland Heterozygot=2,26 %
N=354
(REUNER et al., 1998)
Niederlande Heterozygot=1,2 %
N=646

(DOGGEN et al., 1998)

5.1.4 PAL 4G/5G

Fir den PAI 4G/5G-Polymorphismus scheinen keine lokalen Unterschiede zwischen den
Niederlanden und Deutschland vorzuliegen. Zwei grof3e Fall-Kontroll-Studien aus Deutschland
und den Niederlanden zeigen die gleiche Allelhdufigkeit unter gesunden Probanden in beiden
Landern. In diesen Studien fanden sich jeweils 29% homozygote Mutationstrdger und 50%

heterozygote Triger (siche Tabelle 63).

Tabelle 63: Privalenz von PAI 4G/5G in Deutschland und den Niederlanden

Literatur Mutation

PAI 4G/5G Niederlande 5G/5G=21,8%
N=294 5G/4G=49,7%
(DOGGEN et al., 1999) 4G/4G=28,6%
Deutschland 5G/5G=21,4%
N=951 5G/4G=49,7%
(NOWAK-GOTTL et al., 2001) 4G/4G=28,9%

Die Unterschiede zwischen PAH und CTEPH in der vorliegenden Arbeit zeigten sich nicht
signifikant. AuBBerdem entspricht die Verteilung fiir beide Gruppen in etwa der Verteilung, die

sich in der Literatur findet.

Beim Vergleich der Mutationen zwischen den Zentren fand sich die homozygote PAI 4G/5G-
Mutation etwas hiufiger unter den PAH-Patienten aus Amsterdam als unter den Proben aus
Homburg (29% vs. 19%; p=0.069). Dies deutet einen statistischen Trend an. Da auch fiir die

PAI 4G/5G-Mutation keine regionalen Unterschiede zu erwarten sind, konnte der Effekt, wie
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bereits fiir die MTHFR C677T-Mutation diskutiert, auf die Gruppenzusammensetzung
zurlickzufiihren sein. Allerdings entspricht der Anteil unter den Proben aus Amsterdam dem
erwarteten Wert, sodass sich eher die Frage ergibt, warum der Anteil unter den Patienten aus

Homburg geringer ist.

PAI-1 spielt eine entscheidende Rolle bei der Fibrosierung vieler Organe, in dem es die
fibrinolytische Aktivitdt von Serinproteasen hemmt. (GHOSH, VAUGHAN, 2012) Da die
Proben aus Homburg einen groferen Anteil an assoziierten Formen der PAH vorweisen,
hierunter auch einige mit Kollagenose, ist eine potentielle Assoziation mit dem Wildtyp
schwer zu erkldren. Die Gruppe der PAH-Patienten aus Homburg ist insgesamt sehr
heterogen, sodass ein moglicher Effekt der Subgruppenzugehorigkeit schwer abzuleiten ist.
Maoglicherweise konnte eine groflere Patientenzahl der einzelnen Subgruppen in einer
weiteren Studie diese Frage kldren. Allerdings scheint es insgesamt fraglich, ob aufgrund der
vorliegenden Daten eine Assoziation zwischen Wildtyp und PAH-Patienten mit Ausnahme

der IPAH/HPAH-Patienten angenommen werden kann.

5.2 Unterschiede der Mutationen zwischen PAH und CTEPH

5.2.1 MTHFR A1298C, C677T und Compound-Heterozygotie

Die MTHFR C677T- und A1298C-Mutationen gelten als gesicherte Risikofaktoren
atherosklerotischer Erkrankungen, der Zusammenhang mit Thrombembolien wird allerdings
aktuell noch diskutiert.

Die aktuelle Leitlinie der AWMEF zur ,,Diagnostik und Therapie der Venenthrombose und der
Lungenembolie” lehnt im Rahmen eines routineméfBigen Thrombophiliescreenings sogar
ausdriicklich von einer genetischen Diagnostik auf das Vorliegen der beiden MTHFR-
Mutationen ab. (GERLACH et al., 2015)

Diese Empfehlung beruht darauf, dass ein klinischer Nutzen des Befundes aktuell nicht sicher
erbracht ist. Die homozygoten @MTHFR C677T- und A1298C-Mutationen
fithren zu einem erhohten Homocysteinspiegel und dieser ist auch mit einem erhohten Risiko
arterieller Embolien und moglicherweise auch vendser Thrombembolien verbunden. Der
tatsdchliche Homocysteinspiegel wird aber neben der Genetik von vielen weiteren Aspekten
wie Erndhrung, Bewegung und Komorbiditdten beeinflusst, sodass die Genetik nur bedingt

Aufschluss iiber das tatsidchliche Risiko gibt. (MA et al., 1996)
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Ob Mutationen des MTHFR-Gens das Risiko fiir Thrombembolien erh6hen, wurde in diversen
Studien mit teilweise kontrdrem Ergebnis untersucht. Eine niederldndische Studie mit 4375
Patienten mit stattgehabter tiefer Beinvenenthrombose oder Lungenembolie und 4865
Kontrollen zeigte kein erhohtes Risiko flir Mutationstriger der MTHFR C677T-Mutation.
(BEZEMER et al., 2007)

Eine weitere Studie untersuchte neben der Korrelation der MTHFR C677T-Mutation auch den
Zusammenhang erh6hter Homocysteinspiegel mit tiefen Beinvenenthrombosen und konnte nur
bei Ménnern ein leicht erhohtes Risiko aufzeigen, wihrend bei Frauen keine Korrelation
zwischen erhohten Homocysteinspiegeln und tiefen Beinvenenthrombosen gezeigt werden
konnte. Das alleinige Vorliegen der MTHFR C677T-Mutation war in dieser Studie kein
Risikofaktor fiir Thrombosen. (NAESS et al., 2008)

Eine grofle, insgesamt 99 weltweit durchgefiihrte Studien umfassende Metaanalyse von Zeng
et al., konnte dagegen eine klare Korrelation zwischen der homozygoten MTHFR C677T-
Mutation und TVT sowie Lungenembolie aufzeigen. Fiir die homozygote MTHFR A1298C-
Mutation ergab sich ebenfalls ein gesteigertes Risiko fiir Lungenembolien (MTHFR C677T-
Wildtyp: OR=0,83 vs. MTHFR A1298C-Wildtyp: OR=0,55). (ZENG, ZENG, 2019)
Zusammenfassend scheinen die beiden MTHFR-Mutationen einen milden Risikofaktor fiir
Thrombembolien darzustellen, allerdings kann das Risiko durch sekundire Faktoren, die den
Homocysteinspiegel senken, reduziert werden, was die teilweise widerspriichlichen
Studienergebnisse erkliaren konnte.

Ein Zusammenhang zwischen hohen Homocysteinspiegeln und PH ist durchaus moglich, da
Homocystein in einige pathophysiologische Mechanismen eingreift, die bei der Entstehung
einer PH bereits nachgewiesen wurden.

So gibt es einige in-vitro-Untersuchungen, die zeigen, dass erh6hte Homocysteinspiegel eine
Endotheldysfunktion, eine gesteigerte Aktivitit der Gerinnungskaskade und eine
Zellproliferation der glatten Muskelzellen des Endothels bewirken. (LENTZ, 1998; LENTZ et
al., 1996; TSAI et al., 1994)

Hohe Homocysteinspiegel fiihren auBerdem zur Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen, die
unter anderem mit endothelialem NO reagieren und die so vermittelte Geféf3dilatation hemmen.
(UPCHURCH et al., 1997)

Der Zusammenhang zwischen PH und Homocystein wurde daher in der Literatur bereits
untersucht, mit ebenfalls widerspriichlichen Ergebnissen.

Eine Arbeit aus Mailand aus dem Jahr 1996 untersuchte den Zusammenhang zwischen

Hyperhomocysteindmie und PAH und fand unter PAH-Patienten &hnliche
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Plasmahomocysteinspiegel verglichen mit einer gesunden Kontrollgruppe. (ZIGHETTI et al.,
1997)

Arroliga et al. untersuchte ebenfalls die Homocysteinspiegel von PAH-Patienten und fand
hingegen deutlich hohere Plasmaspiegel. Insgesamt 44,4% der Patienten mit einer PAH hatten
in dieser Arbeit erhdhte Plasmahomocysteinspiegel und nur 8,3% der gesunden Kontrollen.
(ARROLIGA et al., 2003)

In der vorliegenden Arbeit ergab sich kein Hinweis darauf, dass die MTHFR C677T- und
A1298C-Mutation Einfluss auf die Ausbildung einer PAH oder einer CTEPH haben. Die
Verteilung der Mutationen der beiden Gruppen untereinander unterschieden sich nicht. Die
Haufigkeit unter der Gruppe der PAH-Patienten und der CTEPH-Patienten entsprach auB3erdem
den Werten der Literatur fiir eine gesunde Kontrollgruppe (siche Abb. 36). Eine Ausnahme
hierzu stellten die Patienten aus Amsterdam dar, die einen niedrigen Anteil der MTHFR C677T
und A1298C-Mutationen vorweisen, was bereits in Kapitel 5.1.1 diskutiert wurde. Die
vorliegende Studie betrachtet allerdings ausschlieBlich die Genetik. Es bleibt daher die Frage

offen, ob eine Korrelation mit den Homocysteinspiegeln im Blut besteht.
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Verteilung von MTHFR C677T

Literatur Studiendaten

100%
90%
80% 40,13 41,44 44,22 42,17
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Niederlande N=157 * Deutschland N=1448 *(2) PAH N=152 CTEPH N=234

®m Homozygote Mutation ® Heterozygote Mutation — Wildtyp

(DE MAAT et al., 2004; WU et al., 2015; NEFIC et al., 2018; THIRUMARAN et al., 2005)

Verteilung von MTHFR A1298C
Literatur Studiendaten
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80% e 5 48.99 2,17
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Amsterdam N=120 *(1)  Deutschland N=212 *(2) PAH N=152 CTEPH N=234

® Homozygote Mutation ~ ® Heterozygote Mutation Wildtyp
(KURZWELLY et al., 2010; NEFIC et al., 2018;LACHMEIJER et al., 2001; WU et al,. 2015)

Abbildung 36: Vergleich der Verteilung von MTHFR A1298C und MTHFR C677T zwischen gesunden
Referenzgruppen in Amsterdam und Deutschland sowie den CTEPH- und PAH-Patienten unserer
Studie
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Unter den insgesamt 152 Patienten mit einer PAH und den 234 Patienten mit einer CTEPH
lagen 23% Compound-Mutationen vor, ein Unterschied zwischen den Gruppen ergab sich
nicht.

Thirumaran et al. untersuchte die Haufigkeit der Mutation unter Kindern mit akuter Leukdmie.
Die Kontrollgruppe der Arbeit umfasst 1472 gesunde deutsche Probanden. Fiir die Compound-
Heterozygotie fand sich in dieser Arbeit ebenfalls eine Priavalenz von 23% (sieche Abb. 37).
(THIRUMARAN et al., 2005)

Fasst man diese Daten mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie zusammen, ergibt sich kein

Zusammenhang der Compound-Heterozygotie mit PAH oder CTEPH.

Verteilung der Compound-Heterozygotie zwischen PAH und
CTEPH

Studiendaten Literatur
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40%
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20%

10%

0%
PAH ( N=152) CTEPH (N=234) Thiumaran et al., 2005 (N=1472)

m Compound =~ Wildtyp

Abbildung 37: Verteilung der Compound-Heterozygotie zwischen PAH und CTEPH

Zusammenfassend entspricht die Hiufigkeit der MTHFR C677T-und A1298C-Mutation sowie
der Compound-Heterozygotie unter PAH- und CTEPH-Patienten, die wir in dieser Arbeit
gefunden haben, den Vergleichswerten der Literatur. Unterschiede zwischen PAH und CTEPH
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fanden sich ebenfalls nicht. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die MTHFR C677T-und
A1298C-Mutation keinen Einfluss auf die Entwicklung einer PAH oder CTEPH haben.

Eine Besonderheit ergab sich unter den Patienten aus Amsterdam, hier fanden sich weniger
homozygote Mutationstréger der beiden Mutationen, was auf ein geringeres Vorliegen unter

IPAH und HPAH hinweisen konnte.

5.2.2 Faktor-V-Leiden

Die FVL-Mutation ist die hdufigste Ursache fiir hereditdre Thrombembolien und findet sich
unter Patienten mit einem thrombembolischen Ereignis in der Anamnese mit einer Prévalenz
von bis zu 20%. (DAHLBACK, 1995)

Eine der wenigen Gerinnungsanomalien, fiir die ein klarer Zusammenhang mit CTEPH
nachgewiesen werden konnte, ist ein erhohter Faktor-VIII-Plasmaspiegel.

Faktor VIII, der ebenso wie FV die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin bewirkt, ist
bei etwa 40% der CTEPH-Patienten erhoht. (BONDERMAN et al., 2003) Diese Tatsache
konnte entweder darauf hindeuten, dass Faktor VIII einen Risikofaktor zur Entwicklung einer
CTEPH oder eine Folgeerscheinung der Erkrankung darstellt. Eine Pathologie der
Lungengefdfle konnte eine endotheliale Aktivierung zur Folge haben, welche zu einer
Hochregulierung von Faktor VIII an der Endotheloberfldche fiihrt. Inwieweit dies fiir die
weitere Entwicklung der CTEPH eine Rolle spielt, ist bisher nicht geklért.

Da es sich in der vorliegenden Arbeit um genetische Priadispositionen handelt, wurde Faktor
VIII in den vorliegenden Analysen nicht betrachtet. Die Tatsache, dass der Gerinnungsfaktor
VIII eine &dhnliche Wirkung in der Gerinnungskaskade hat wie FV, macht einen
pathophysiologischen Zusammenhang der FVL-Mutation mit CTEPH aber denkbar.

In der vorliegenden Arbeit fand sich unter den Patienten mit einer CTEPH ein signifikant
hoherer Anteil an heterozygoten Mutationstriagern fiir FVL gegeniiber den Patienten mit einer
PAH (CTEPH=10,53% vs. PAH=3,95%; p=0,046).

Wihrend sich die Gruppe der CTEPH-Patienten ausschlieB3lich aus Patienten zusammensetzt,
die am UKS angebunden sind, stammt etwas mehr als die Hilfte der Patienten mit einer PAH
(81 von 152) aus Amsterdam, sodass ein Einfluss der Herkunft der Proben auf die
Mutationshdufigkeit angenommen werden muss. Vergleicht man die 3 Gruppen miteinander,
findet sich unter beiden Studiengruppen aus Homburg ein deutlich héherer Anteil an FVL-
Mutationen als unter den Proben aus Amsterdam. Hierbei muss bedacht werden, dass es sich

unter den Patienten aus Amsterdam ausschlieBlich um PAH-Patienten handelt, wihrend in den
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beiden anderen Gruppen ein hoher Anteil an CTEPH-Patienten vorliegt (N=20 von insgesamt
56 Patienten bei den gesammelten Proben und N=214 von 249 bei der Routinediagnostik).
Fir FVL finden sich in der Literatur fiir Deutschland hohere Referenzwerte als fiir die
Niederlande (siehe Kap. 5.1.2), sodass die unterschiedliche Herkunft der Patienten eine etwas
hohere Mutationsrate unter den CTEPH-Patienten erklédrt. Der beobachtete Effekt scheint
hierfiir jedoch zu stark. Bei isolierter Betrachtung der Patienten mit einer PAH aus der
Homburger Ambulanz findet sich eine deutlich geringere Pravalenz fiir FVL (2,78%).

Wire der Unterschied zwischen den PAH-und CTEPH-Patienten allein durch die Herkunft zu
erkldren, miisste der Anteil an Mutationen unter diesen Patienten ebenfalls hoher sein.
Anzumerken bleibt allerdings, dass es sich bei isolierter Betrachtung der Homburger PAH-
Patienten um eine kleine Stichprobenzahl handelt (N=36).

Unter den Proben aus Amsterdam (N=81) fanden sich keine Mutationstrager fiir die FVL-

Mutation.

Vergleich der Haufigkeit der FVL-Mutation mit Referenzwerten
aus der Literatur

Literatur Studienpopulation
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0% b
Niederlande N=474 *(1) Deutschland N=814 * PAH N=152 CTEPH N=234
m Homozygote Mutation m Heterozygote Mutation m Wildtyp

*(ROSENDAAL et al., 1995; LUCOTTE, MERCIER, 2001; SCHRODER et al., 1996)

Abbildung 38: Vergleich der Verteilung der FVL-Mutation zwischen gesunden Referenzgruppen in
den Niederlanden und Deutschland sowie den CTEPH- und PAH-Patienten dieser Studie
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Interessant ist daher auch der Vergleich der CTEPH-Patienten mit dem erwarteten Wert in
Deutschland.

Der Anteil an FVL-Mutationstragern unter unseren CTEPH-Patienten lag mit 10,53% hoher als
in der Literatur angegeben (6,88%). Vergleicht man die Ergebnisse der CTEPH-Patienten
dieser Arbeit mittels x? -Test mit den Ergebnissen von Schroder et. al., ergibt sich kein
signifikanter Unterschied (p=0,0785), aber ein leichter Trend. (SCHRODER et al., 1996)

Die beobachteten 10,53% unter CTEPH-Patienten liegen deutlich unter dem Wert, den man fiir
eine Patientengruppe mit thrombembolischen Ereignissen in der Anamnese eigentlich erwarten
wiirde, wenn man Thrombosen und Lungenembolien zusammenfasst. Studien, die die
Préavalenz unter Patienten mit Thrombembolieanamnese untersuchen, zeigen einen Anteil von

iiber 20% Mutationstragern. (IVANOV et al., 2008)

Ein kleiner Teil der Patienten mit einer PAH (N=35) erhielt ein Thrombophiliescreening im
Rahmen einer Routinediagnostik.

Der Anteil an FVL-Mutationstrdgern war unter diesen Patienten mit 14,29% heterozygoten
Mutationstragern deutlich hoher als unter den iibrigen Studienpatienten mit einer PAH.

Dieser grof3e Unterschied ist mit regionalen genetischen Unterschieden ebenfalls eher nicht zu
erkldren, zumal sonst auch unter den PAH-Patienten aus Homburg, die nicht routinemifig ein
Thrombophiliescreening erhalten haben, eine hohere Prédvalenz vorliegen miisste.
Moglicherweise erhielten unter den Routinepatienten mit PAH unbeabsichtigt bevorzugt solche
mit Thrombembolien in der Anamnese ein Thrombophiliescreening, z. B. weil bei diesen
Patienten initial an eine CTEPH gedacht wurde. Es bleibt zudem zu bedenken, dass es sich auch
hierbei um eine kleine Stichprobe handelt (N=35).

Zusammenfassend deutet der Unterschied zwischen den PAH-Patienten und den Patienten mit
einer CTEPH darauf hin, dass die Pravalenz der FVL-Mutation unter CTEPH-Patienten etwas
hoher ist und die Mutation moglicherweise einen milden Risikofaktor der CTEPH darstellt.
Ein dhnliches Ergebnis zeigte auch die Studie von Suntharalingam et al., die die Pridvalenz
verschiedener mit Thrombophilie assoziierter Polymorphismen an 214 CTEPH-Patienten und
200 Kontrollen untersuchte. Hier zeigten sich deutlich mehr Patienten mit einer FVL-Mutation
als unter den Kontrollen, auch wenn der Unterschied nicht ganz das 95%-Konfidenzintervall
erreichte (p=0,051). Die PAI-1 4G/5G-Mutation und die Prothrombinmutationen wurden in
dieser Studie ebenfalls untersucht. Hier konnte keine hohere Prévalenz aufgezeigt werden.

(SUNTHARALINGAM et al., 2008)
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Zwei sehr hiufig zitierte Studien zu der Frage, ob die FVL-Mutation mit einer hdheren
Privalenz einer CTEPH einhergeht, sind die Studien von Wolf et al. und Wong et al..

Die erste Arbeit eines franzdsischen Referenzzentrums fiir PH untersuchte 64 Patienten mit
einer PAH, 46 Patienten mit einer CTEPH und 100 Kontrollen auf die FVL-Mutation. Der
Anteil der FVL-Mutation war mit 6,5% unter den CTEPH-Patienten hoher als unter den PAH
Patienten (1,5%) und den Kontrollen (3%), erreichte aber nicht das Signifikanzniveau. (WOLF
et al., 2000)

Die zweite Arbeit aus England untersuchte 245 Patienten, davon 45 mit einer CTEPH und 200
mit anderen Formen der PH, auf das Vorliegen hereditirer Risikofaktoren von Thrombosen.
Insgesamt 160 der Patienten wurden auf die FVL-Mutation untersucht, hierunter 31 mit CTEPH
und 129 mit anderen Formen der PH. Es fanden sich 29% heterozygote Mutationstrager unter
den CTEPH-Patienten und nur 7,8% Mutationstrager unter den Nicht-CTEPH-Patienten.
(WONG et al., 2010) Die Letzte Studie umfasst allerdings eine sehr kleine Fallzahl an Patienten
mit einer CTEPH.

Fasst man die genannten Studien zusammen, deuten alle auf eine leicht erhdhte Pravalenz der
FVL-Mutation unter CTEPH-Patienten hin. Mit Ausnahme der letztgenannten Arbeit, die eine
kleine Stichprobe umfasst, ergab sich zwar kein signifikanter Unterschied, allerdings zumindest
ein statistischer Trend. Dies entspricht den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Unter
CTEPH-Patienten fanden sich signifikant mehr Mutationstriager der FVL-Mutation gegeniiber
PAH-Patienten. Der Vergleich mit einer gesunden Kohorte aus der Literatur erreichte nicht
ganz das Signifikanzniveau, zeigt aber ebenfalls einen statistischen Trend zu etwas mehr
Mutationstragern unter CTEPH-Patienten. Insgesamt scheint fiir die FVL-Mutation trotz der
eindeutigen Korrelation mit Thrombembolien nur ein leicht erhdhtes Risiko zur Ausbildung

einer CTEPH fiir Mutationstrager zu bestehen.

5.2.3 Das Faktor-V-Leiden-Paradox

Auf den ersten Blick scheint es verwunderlich, dass die FVL-Mutation keine hohere Pravalenz
unter CTEPH-Patienten aufweist, obwohl sich die Mutation bei bis zu 20% der Patienten nach
Thrombembolien nachweisen ldsst. Diese Arbeit konnte eine Pridvalenz von 10,53%
nachweisen, andere Autoren geben niedrigere Prdvalenzen unter Patienten mit CTEPH an

(6,5%-7,3%). (SUNTHARALINGAM et al., 2008; WOLF et al., 2000)
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Die tiefe Beinvenenthrombose und Lungenembolie werden hdufig als eine gemeinsame
Krankheitsentitit betrachtet, da sich die Risikofaktoren iiberschneiden und eine tiefe
Beinvenenthrombose in eine Lungenembolie tibergehen kann. (LIJFERING et al., 2010)

Die FVL-Mutation scheint aber nicht fiir beide Entitédten ein dquivalentes Risiko darzustellen.
Seit der Entdeckung der FVL-Mutation in den 1990er Jahren (DAHLBACK et al., 1993)
konnten mehrere Studien zeigen, dass die Mutation zwar mit einem deutlich héheren Risiko fiir
Thrombosen der tiefen Beinvenen einhergeht, Mutationstriger aber seltener sekundér eine
Lungenembolie entwickeln. (BOUNAMEAUX, 2000)

Untersucht man des Weiteren Patienten mit einer tiefen Beinvenenthrombose, so findet sich bei
17% die FVL-Mutation. Patienten mit isolierter Lungenembolie weisen eine Pravalenz von 9%
auf und Patienten, die eine tiefe Beinvenenthrombose mit konsekutiver Lungenembolie
erleiden, zeigen eine mittlere Pravalenz von 13%. (MANTEN et al., 1996)

Das Risiko, eine Lungenembolie zu entwickeln, ist fiir Mutationstrdger also insgesamt erhoht,
aber Mutationstrager neigen eher zu einer priméren tiefen Beinvenenthrombose mit sekundérer
Embolisierung als zu einer isolierten Lungenembolie.

Das Risiko, im Rahmen einer tiefen Beinvenenthrombose eine Lungenembolie zu entwickeln,
scheint auBBerdem bei Vorliegen der FVL-Mutation etwas geringer. Anscheinend erfolgt eine
Embolisation hier seltener als es bei Nicht-Mutationstridgern der Fall ist. (HOOPER, DE
STAERCKE, 2002; IVANOV et al., 2008)

Dieses Phidnomen gilt als FVL-Paradox und mehrere Erkldrungsmodelle wurden hierfiir
postuliert. So wird eine hohere Letalitdt unter Mutationstrigern bei Patienten mit einer
fulminanten Lungenembolie diskutiert. Hiergegen spricht, dass sich in Autopsiestudien kein
groBerer Anteil an Mutationstriigern findet als unter Uberlebenden nach Lungenembolie.
(KUISMANEN et al., 1999) Auch die Lokalisation der Thrombose kdnnte einen Einfluss auf
das Risiko einer Lungenembolie haben. Bjorgell et al. konnte mittels Phlebograpie zeigen, dass
FVL-Mutationstrager vermehrt distale Thrombosen entwickeln und die Inzidenz Iliofemoraler
Thrombosen, die wiederum héufiger mit einer Lungenembolie assoziiert sind, geringer ist.
(BJORGELL et al., 2000)

Auch der Einfluss der FVL-Mutation auf die Stabilitdt des Thrombus ist eine mdgliche
Erklarung. Die Mutation sorgt fiir einen stabileren Thrombus, der seltener embolisiert. Dieser
Effekt konnte am Mausmodell gezeigt werden. Hier wurde bei Mausen mit der FVL-Mutation
und Wildtypmédusen eine Thrombose ausgeldst und beobachtet, ob es zu einer Embolisation

kommt. Hierbei zeigte sich, dass die FVL-Méuse groere Thromben entwickeln, die aber
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seltener embolisieren. Hierbei war sowohl die Anzahl der Embolien als auch die Gréfle der
Embolisation kleiner als unter den Wildtypmausen. (SHAYA et al., 2019)

Pathophysiologisch ergibt diese Beobachtung durchaus Sinn, denn die Mutation bewirkt eine
Resistenz gegen das profibrinolytisch wirkende Protein C, hierdurch kommt es zu einer

vermehrten Fibrinbildung, die zu einem stabileren Thrombus fiihrt. (BAJZAR et al., 1996)

APC

FVL bewirkt eine
FV Resistenz gegen APC
1 Hohere FVa Aktivitiat bewirkt

vermehrte Thrombinbildung

F\ia !

Prothrombin » Thrombin

N\

Stabiler
Thrombus

Abbildung 39: Einfluss der Resistenz gegen APC auf die Stabilisierung des Thrombus

Diese thrombusstabilisierende Wirkung konnte bei einigen Erkrankungen sogar einen
protektiven Effekt zeigen. So konnte bei ARDS-Patienten ein verbessertes 30-Tage-Uberleben
unter heterozygoten Mutationstragern gezeigt werden. (ADAMZIK et al., 2008)

Neben dem inhibiertem profibrinolytischen Effekt des Protein C wird als mogliche Erkldrung
die Auswirkung des APCs auf proinflamatorische Akute-Phase-Proteine wie Interleukin 1 und
6 oder TNF-alpha diskutiert. Auch eine gehemmte Migration von Monozyten ins Endothel
konnte zu einer verminderten Entziindungsreaktion fithren. (ESMON, ESMONN, 1988)

Diese Befunde zeigen, dass sich die FVL-Mutation auch protektiv bei der Genese einiger
Erkrankungen auswirkt und auch Mechanismen denkbar wéren, die die Pathogenese der PAH

oder CTEPH positiv beeinflussen.

Sowohl fiir FVL als auch fiir Prothrombin konnte gezeigt werden, dass die Mutationen nicht

mit der Schwere der Lungenembolie korrelieren. (OGUZULGEN et al., 2002)
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Prothrombin G2010A findet sich unter Patienten mit einer tiefen Beinvenenthrombose und
einer primiren Lungenembolie mit einer dhnlichen Privalenz, hier scheint also kein Einfluss
auf die Lokalisation oder die Stabilitdt des Thrombus zu bestehen. (DE MOERLOOSE et al.,
2000)

Die doppelt heterozygoten Mutationstrdger fiir Prothrombin und FVL haben ein deutlich
erhohtes Thrombembolierisiko. Ob sich aber auch hier ein Unterschied zwischen isolierter
Lungenembolie und Patienten mit einer tiefen Beinvenenthrombose zeigt, ist nicht ganz sicher.
(COEN et al., 2001)

Zusammenfassend bewirkt das Vorliegen der FVL-Mutation das Ausbilden stabilerer
Thromben, die sich bevorzugt als periphere Thrombose zeigen und insgesamt seltener
embolisieren. Das konnte fiir die Entstehung einer CTEPH bedeuten, dass es im Rahmen einer
Lungenembolie zu stabileren Thromben kommt, die schlechter durch die kd&rpereigene
Fibrinolyse beeinflusst werden. Letztlich konnte das geringere Risiko fiir Lungenembolien
gegeniiber tiefen Beinvenenthrombosen jedoch auch die vergleichsweise geringe Assoziation
der FVL-Mutation mit CTEPH erklaren.

Die Tatsache, dass FVL einen deutlich hoheren Einfluss auf das Risiko einer tiefen
Beinvenenthrombose hat als auf die Entstehung einer Lungenembolie, muss in die Bewertung
der Priavalenz der Mutation unter CTEPH-Patienten einflieBen. Vergleicht man die Privalenz
mit der Pridvalenz unter Patienten nach stattgehabter Thrombembolie (Lungenembolie und
Beinvenenthrombose zusammengefasst), so ist die Priavalenz unter CTEPH-Patienten deutlich
niedriger, wie vorangegangene Studien bereits zeigen konnten. (WOLF et al., 2000)

Eine Prévalenz von 9% Mutationstrigern, wie sie von Manten et al. unter Patienten mit einer
isolierten Lungenembolie gefunden wurde, entspricht allerdings etwa dem Anteil an
Mutationstragern, die wir in unserer Arbeit unter Patienten mit einer CTEPH gefunden haben.
(MANTEN et al., 1996)

Die Bedeutung der Mutation als Risikofaktor der CTEPH scheint aber insgesamt nur gering zu
sein. Ein Zusammenhang zur PAH fand sich in der vorliegenden Arbeit nicht. Auch wenn die
Pathogenese der CTEPH noch nicht vollstidndig verstanden ist, deutet vieles darauf hin, dass
vor allem die gestorte Lyse des Thrombus zur Entstehung einer CTEPH betrdgt. Eine
Embolisation der Lungenstrombahn fiihrt nicht zwangslaufig zur Entwicklung einer CTEPH,
so entwickeln nur etwa 3-4% der Patienten nach Lungenembolie eine CTEPH. (PENGO et al.,
2004) Die Embolisation stellt daher moglicherweise nicht den zentralen Pathomechanismus der
Erkrankung dar. Nun konnte man an dieser Stelle vermuten, dass vor allem stabilere Thromben

resistenter gegen die Lyse sind. Allerdings zeigt die vorliegende Arbeit, dass die FVL-
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Mutation, die eine Stabilisierung des Thrombus bewirkt, keinen groBeren Effekt auf die
Entstehung einer CTEPH hat. Einschrinkend muss jedoch der retrospektive Charakter der
Analyse beriicksichtigt werden.

Interessant ist an dieser Stelle auch die Frage, ob es einen Unterschied in der Pathogenese
zwischen einer zentraleren oder einer peripheren Verteilung unter CTEPH-Patienten gibt. So
konnte die periphere Form durch eine gestorte Lyse von Mikrothrombosen, die sich zufillig
oder durch einen Ausloser bedingt ausbilden, entstehen und nicht durch Embolisation eines
groBBeren Thrombus. Bei Gesunden wiirden solche kleinere Mikrothrombosen durch die
physiologische Thrombolyse einfach aufgeldst werden, bei Patienten mit CTEPH konnte dieser
Mechanismus versagen.

Die Ausbildung der zentralen Form konnte dagegen initial dem Pathomechanismus einer
Lungenembolie dhneln, wobei auch hier die Thrombolyse versagt. Dass die Haufigkeit der
FVL-Mutation unter CTEPH-Patienten in der vorliegenden Arbeit der unter Patienten mit
Lungenembolie entspricht, konnte hierfiir sprechen.

Das FVL-Paradox zeigt, dass sich fiir unterschiedliche Lokalisationen von Thrombembolien
verschiedene Risikofaktoren ergeben konnen. Ahnlich konnten sich die Risikofaktoren der
CTEPH abhdngig vom Muster der Erkrankung unterscheiden. Auch wenn FVL nur einen
milden Risikofaktor fiir eine CTEPH darstellt, sind weitere Studien iiber die genetische
Pridisposition bei CTEPH nétig, da sich moglicherweise andere Risikofaktoren zeigen. Deren
Kenntnis konnte ein besseres Verstindnis der Pathogenese der CTEPH ermdéglichen. Vor allem
fiir die periphere Form, bei der die Therapieoptionen trotz einiger neuer Medikamente
schlechter sind als bei der zentralen, konnte die Entdeckung solcher Risikofaktoren auch zu

neuen therapeutischen Ansétzen fiihren.

5.2.4 Prothrombin

Der Anteil an Prothrombinmutationen zeigte sich unter den CTEPH-Patienten signifikant hoher
als unter den PAH-Patienten (2,63% heterozygote Patienten unter den PAH-Patienten und
8,30% unter den CTEPH-Patienten; p=0,04).

Dieser Unterschied ist nicht mit den sehr geringen regionalen Unterschieden der Mutation
erklirbar, Abb. 40 vergleicht die Mutationshdufigkeit bei PAH und CTEPH mit der Priavalenz

in den Niederlanden und Deutschland.
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Verteilung der Prothrombinmutation in der Studie und der Literatur

Literatur Studienpopulation
100%
90%
80%
70%
60%
50% 98,8 97,74 97,37 e
40%
30%
20%
10%
0% 12 226 o263 -
Niederlande N=646 * Deutschland N=354 * PAH N=152 CTEPH N=234
m Heterozygote Mutation Wildtyp

*(REUNER et al., 1998; DOGGEN et al., 1998)

Abbildung 40: Vergleich der Hiufigkeit der Prothrombinmutation mit Referenzwerten aus der
Literatur

Der Anteil von 8,3% heterozygoten Mutationen unter CTEPH-Patienten lag nicht nur deutlich
iiber dem Anteil an Mutationstragern unter den PAH-Patienten (2,63%), sondern entspricht in
etwa dem Anteil an Mutationstrigern unter Patienten mit einer Thrombose in der
Vergangenheit, der bei etwa 7% liegt. (COEN et al., 2001; POORT et al., 1996)

Bei isolierter Betrachtung der PAH-Patienten findet sich fiir Prothrombin ein &hnlicher Effekt
unter den Zentren, wie er fiir die FVL-Mutation vorliegt. Unter den PAH-Patienten der
Homburger Routine liegt ein deutlich hoherer Anteil an Mutationstrdgern vor als unter den
Patienten der Homburger PH-Ambulanz und den Proben aus Amsterdam (8,57% vs. 0% und
1,23%). Auch hier kdnnte diese Verteilung widerspiegeln, dass unter den stationdren Patienten
vermehrt diejenigen PAH-Patienten ein Thrombophiliescreening erhalten haben, die eine
Thrombose in der Anamnese vorwiesen.

Vergleicht man die Mutationshdufigkeit mit den Ergebnissen der Literatur, zeigt sich, dass
unter den CTEPH-Patienten signifikant mehr Tréger der Prothrombinmutation vorliegen als in
der Kontrollgruppe von Reuner et al. in Deutschland nachgewiesen wurden (p=<0,001).
(REUNER et al., 1998)

Die Daten deuten daher auf einen klaren Zusammenhang zwischen der Prothrombinmutation

und CTEPH hin. Zwischen PAH und der Prothrombinmutation scheint keine Korrelation zu
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bestehen. Dieses Ergebnis widerspricht den bisherigen Daten beziiglich Prothrombin unter
CTEPH-Patienten.

Die bereits angesprochene Arbeit von Wolf et al. untersuchte ebenfalls die
Prothrombinmutation G2010A zwischen PAH-Patienten, CTEPH-Patienten und Kontrollen
und fand eine gleiche Verteilung von 1,6%-2,5% zwischen den Gruppen und eine &hnliche
Verteilung, wie sie in der gesunden Bevolkerung zu erwarten ist. (WOLF et al., 2000)
Suntharalingam et al. untersuchte die Prévalenz der Prothrombinmutation unter 214 CTEPH
Patienten und 200 Kontrollen. Hierbei zeigte sich zwar eine leicht hohere Pravalenz unter den
CTEPH-Patienten, der Unterschied war allerdings nicht signifikant. (SUNTHARALINGAM et
al., 2008) Die vorliegende Arbeit deutet dagegen eindeutig darauf hin, dass Prothrombin
G2010A gehiduft bei Patienten mit einer CTEPH vorkommt.

Der Rolle der Mutation bei der Entstehung der CTEPH konnte auf verschiedenen
Pathomechanismen beruhen, da Prothrombin innerhalb der Gerinnungskaskade eine zentrale
Rolle einnimmt. Es aktiviert die Thrombozyten, Fibroblasten sowie mehrere
Gerinnungsfaktoren und initiiert die Fibrinbildung, was die Ausbildung eines stabilen
Thrombus bewirkt. Die Vorstellung, dass ein stabilerer Thrombus zu einer erschwerten
Thrombolyse und damit Pridisposition einer CTEPH fiihren konnte, ist naheliegend. (DE
RIDDER et al., 2016; LANE et al., 2005)

Allerdings bewirkt auch die FVL-Mutation eine gesteigerte Synthese von Thrombin und hat
damit dhnliche Effekte auf die Gerinnungskaskade wie Prothrombin.

Es scheint also naheliegend, dass die beiden Mutationen durch andere Pathomechanismen die
Entstehung der CTEPH beeinflussen.

In vielen Studien zur Risikoabschitzung von Thrombembolien zeigte sich die
Prothrombinmutation eher als Cofaktor, der bei zusitzlichen Risikofaktoren wie der FVL-
Mutation ein vermehrtes Risiko bewirkt. Isolierte Mutationstriger zeigen nur ein sehr geringes
Risiko fiir Thrombembolien. (DE STEFANO et al., 1999; EMMERICH et al., 2001; ZOLLER
et al., 1998)

Prothrombin und Thrombin haben neben der zentralen Rolle in der Gerinnungskaskade auch
eine Wirkung auf die Zellproliferation und die Endothelfunktion. Fiir Prothrombin konnte ein
apoptotischer Effekt auf Endothelzellen gezeigt werden, der die Endotheldysfunktion als
einen der zentralen Pathomechanismen der PH verstiarken konnte. (D'AGNILLO et al., 2003)

Dies konnte neben der thrombogenen Wirkung ein Erklarungsmodell sein, warum sich

Prothrombin G2010A unter CTEPH héufiger zeigt. Fiir Thrombin konnte dagegen ein
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Apoptose-hemmender Effekt auf Endothelzellen, sowie eine gesteigerte Angiogenese

nachgewiesen werden. (CAUNT et al., 2003; ZANIA et al., 2008)

Dies konnte erkliaren, warum die FVL-Mutation, die zu hdheren Thrombinplasmaspiegeln
fiihrt, einen geringeren Effekt auf die Pathogenese der CTEPH zu haben scheint als
Prothrombin G2010A.

Wenn der Einfluss der Prothrombinmutation G2010A auf die Pathogenese der CTEPH nicht
iiber die Thrombogenese, sondern iiber die endotheliale Dysfunktion zu erkléren ist, wire es
jedoch naheliegend, dass die Mutation in diesem Fall auch mit PAH assoziiert ist. Die
Ergebnisse dieser Studie konnten allerdings keinen Zusammenhang zwischen PAH und
Prothrombin G2010A aufzeigen.

Im Gegensatz zu FVL hat die Prothrombinmutation G2010A keinen Einfluss auf die
Lokalisation der Thromben, Mutationstrdger finden sich gleich hdufig unter Patienten mit
Lungenembolie und Thrombose, dies konnte in einer grolen Metaanalyse der Universitit
Palermo gezeigt werden. Insgesamt wurden in der Arbeit 7062 Patienten nach TVT und 2515
Patienten mit isolierter Lungenembolie untersucht. Der Anteil an Mutationstrigern unter
Patienten nach TVT lag nur leicht iiber dem der Patienten nach Lungenembolie (9,2 vs. 7,4).
(DENTALI et al., 2012)

Ob die Lungenembolie und die CTEPH eine dhnliche Pathogenese aufweisen, wird seit langem
erforscht und wéhrend sich einige etablierte Risikofaktoren unter beiden Patientengruppen
finden, trifft das auf andere nicht zu. Die Privalenz unter den CTEPH-Patienten dieser Studie
entspricht der unter Patienten mit Lungenembolie oder TVT von Dentali et. al.. Dies deutet
daraufhin, dass die Prothrombinmutation einen Risikofaktor fiir beide Erkrankungen darstellt

und sich die Rolle des Prothrombin bei der Genese beider Erkrankungen mdglicherweise dhnelt.

Eine 2020 veroffentlichte Arbeit aus Japan versuchte durch Exom-Sequenzierung zu kléren, ob
Patienten mit Lungenembolie die gleichen hereditiren Risikofaktoren wie Patienten mit
CTEPH aufweisen. Bei Betrachtung dieser Arbeit muss beriicksichtigt werden, dass sich die
Allelfrequenz einiger Gene zu der in Europa signifikant unterscheidet. So kommt die FVL-
Mutation in Japan praktisch nicht vor, dafiir aber andere, bei uns sehr seltene Polymorphismen
des FV-Gens. Eine dieser Subformen, FV ¢.3980A>G, fand sich unter CTEPH-Patienten mit
einer hoheren Allelfrequenz als in der Vergleichsgruppe. Wirklich interessant ist hierbei jedoch,
dass sich die Mutation vor allem unter Patienten mit stattgehabter Lungenembolie mit einer

erhohten Allelfrequenz fand, wihrend sie unter Patienten ohne anamnestische Embolie deutlich
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seltener vorkam und etwa der Pridvalenz der Vergleichsgruppe entsprach (Allelfrequenz: 21,7

vs. 7,1 und 6,2). (YAOITA et al., 2020)

Selbige Arbeit fand auch eine hohere Allelfrequenz eines Gens, das fiir Thrombomodulin
codiert. THBD c.1418 C>T zeigte nur unter den Patienten ohne anamnestische Lungenembolie

eine erhohte Allelfrequenz gegeniiber der Kontrollgruppe (Allelfrequenz: 50 vs. 27,6).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich CTEPH-Patienten mit Lungenembolie von der
Patientengruppe ohne Embolie beziiglich ihrer hereditiren Risikofaktoren unterscheiden, was

vielleicht sogar auf einen unterschiedlichen Pathomechanismus hinweist.

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass Prothrombin G2010A einen Risikofaktor zur
Entwicklung einer CTEPH darstellt. Unklar bleibt, ob dies fiir alle Formen der CTEPH gilt oder

das Risiko nur fiir die Patientengruppe mit anamnestischer Lungenembolie gilt.

5.2.5 PAI 4G/5G

Erhohte PAI-1-Plasmaspiegel lassen sich bei vielen Erkrankungen nachweisen und sind hier
oft funktionell bedingt. Bei der Sepsis konnte sogar ein gewisser prognostischer Aussagewert
aufgezeigt werden. (TIPOE et al., 2018) Neben der Rolle als Antifibrinolytikum geht man
davon aus, dass PAI-1 auch eine Hemmung auf die Zellproliferation hat. Hochregulation konnte
daher als Mechanismus interpretiert werden, um gesteigerter Proliferation entgegen zu wirken.
Untersuchungen an Miusen, bei denen die Genexpression supprimiert wurde, stiitzen diese
These, da die Tiere eine deutlich gesteigerte Intimaproliferation nach Verletzungen aufweisen.

(CARMELIET et al., 1997)
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Intimaverletzung

Serum PAI-1 |

»

Plasminogen >  Plasmin = Fibrinolyse

Abbildung 41: Intimaverletzungen und Fibrinolyse

Wie viele andere Erkrankungen auch, weisen Patienten mit einer PH einen hohen Plasmaspiegel
an PAI-1 auf. (HUBER et al, 1994) Grundsitzlich kann dieser Befund als
Kompensationsmechanismus interpretiert werden, bei dem versucht wird, einer vermehrten
Proliferation entgegenzusteuern, oder aber im Rahmen des Pathomechanismus, der zur
Entstehung der Erkrankung beitrdgt. Patienten mit IPAH haben einen erhohten
transpulmonalen PAI-1-Gradienten, woraus sich die Vermutung ergibt, dass die erhohten Werte

aus einer intrapulmonalen Synthese resultieren. (KATTA et al., 2008; MARTIN et al., 2002)

Interessant ist auch, dass fiir einen dem PAI 4G/5G &dhnlichen Polymorphismus, den HD2-
Polymorphismus, eine hiufigere Privalenz der Mutation unter IPAH-Patienten gezeigt werden
konnte (46.29% bei IPAH-Patienten, 16% der gesunden Kontrollen).

Der HD2-Polymorphismus fiihrt ebenfalls zu einer gesteigerten Expression von PAI-1

und ist mit erhohten Plasmaleveln verbunden. (KATTA et al., 2008) Dieser Befund konnte
darauthin deuten, dass PAI-1 eine wichtige Rolle in der Pathogenese spielt und dass genetische
Varianten des PAI-1-Gens eine mogliche Prédisposition fiir die Entstehung einer PAH
darstellen.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen PAI-1 und der Pathogenese der CTEPH wurde von
der Arbeitsgruppe um Lang et al. gezeigt, die die Endothelexpression von PAI-1 in Priparaten
aus Thrombendarteriektomien untersuchte. Hier zeigte sich eine deutlich vermehrte Expression
von PAI-1. Als Erkldrungsansatz wurde damals aufgefiihrt, dass PAI-1 eine mogliche Rolle in
der insuffizienten Lyse der Akutphase einer Lungenembolie und der im Verlauf einsetzenden

Stabilisierung des Thrombus haben konnte. (LANG et al., 1994)
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Zusammenfassend scheint der PAI-1 4G/5G-Polymorphismus ein prognostischer Faktor bei
einigen Erkrankungen darzustellen und da PAI-1 ein mogliches Schliisselenzym bei der
Entstehung der PH darstellt, scheint ein Zusammenhang logisch.

Besonders bei der CTEPH, bei der eine verminderte Fibrinolyse und sekundére Fibrosierung
des Thrombus als initiale Ausloser betrachtet werden, konnte PAI-1 eine Schliisselfunktion
innehaben.

Da der PAI-1 4G/5G-Polymorphismus zu einer vermehrten Plasmakonzentration an PAI-1
fiihrt, scheint auch die Hypothese, dass Mutationstriger ein hoheres Risiko zur Entwicklung
einer PH haben, schliissig.

Es zeigte sich allerdings in der vorliegenden Arbeit kein Hinweis auf einen Zusammenhang des
Polymorphismus mit CTEPH oder PAH. Zwischen den PAH-Patienten und den CTEPH-
Patienten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Des Weiteren entsprach die
Verteilung der Mutationen der PAH- und CTEPH-Patienten in etwa denen einer gesunden
Vergleichsgruppe. Auch die Unterschiede zwischen den Zentren zeigten sich als nicht

signifikant.
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Vergleich der Studienergebnisse mit der Literatur fiir PAI-1 4G/5G
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*(DOGGEN et al., 1999; NOWAK-GOTTL et al., 2001)

Abbildung 42: Vergleich der Hdufigkeit der PAI-1 4G/5G-Mutation mit Referenzwerten aus der
Literatur

Dieses Ergebnis entspricht dem der bereits erwéhnten Studie von Suntharalingam et al., die die
Hiufigkeit des PAI-1-Polymorphismus unter CTEPH-Patienten untersuchte. Hier zeigte sich
ebenfalls kein signifikanter Unterschied zu den Kontrollen. (SUNTHARALINGAM et al.,
2008) Es konnte auf genetischer Ebene in der vorliegenden Arbeit keine Grundlage der
erhohten PAI-1-Aktivitdt unter PAH nachgewiesen werden, sodass es sich moglicherweise um
eine funktionelle Verdnderung handelt.

Der PAI-1 HD2-Polymorphismus konnte eine groBere Auswirkung auf den PAI-1-
Plasmaspiegel haben als der PAI-1 4G/5G Polymorphismus, was seine mogliche Bedeutung in
der Genese der PAH erklirt.

Der HD2-Polymorphismus betrifft eine Gensequenz, die die Expression des Proteins reguliert.
(KATTA et al., 2008) Der PAI-1 4G/5G Polymorphismus dagegen betrifft die Promotorregion

des Gens.
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Die Regulation des Gens ist komplex und verschiedenste Mechanismen wie
Wachstumsfaktoren, Hormone und diverse Entziindungsmediatoren bewirken eine
Hochregulation des Gens. Bei Vorliegen der HD2-Mutation konnte dies zu einer
iiberschiefenden Synthese von PAI-1 fiihren, die die Ausbildung einer PAH im Sinne eines
Circulus vitiosus begiinstigt. PAI-1 4G/5G scheint keinen Einfluss auf diesen

Pathomechanismus zu zeigen.

5.3 Einfluss der Mutationen auf die Letalitit

Unter den Patienten mit einer PAH zeigte sich eine hdhere Sterblichkeit (44 von 152 /=~ 29%)
als unter den CTEPH-Patienten (16 von 234 /= 6,8%), was zu erwarten war. Das GieBen PH-
Register hat 2017 eine Studie liber das Langzeitiiberleben der im Zeitraum von 2008-2011
angebundenen PAH- und CTEPH-Patienten ver6ffentlich. Hier ergab sich eine bessere
Prognose der CTEPH-Patienten gegeniiber Patienten mit einer PAH. Fiir CTEPH-Patienten, bei
denen eine PEA durchgefiihrt wurde, betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate 76,7% und bei
Patienten bei denen keine PEA erfolgte, lag die Prognose bei 61,8%. Bei den PAH-Patienten
betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate dagegen 56,9%. (GALL et al., 2017)

Eine Studie des Universitatsklinikums Pavia (Italien) konnte fiir Patienten nach PEA eine 5-
Jahres-Uberlebensrate von 84% zeigen. Hierbei ist das Langzeitiiberleben bei PEA-Patienten
besonders vom NYHA-Stadium zum Zeitpunkt des Eingriffes abhéngig. (CORSICO et al.,
2008)

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob das Vorliegen der Mutationen einen
Einfluss auf Letalitdt und Prognose hat. Die betrachteten Mutationen werden mit verschiedenen
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht und auch ein mdglicher protektiver Effekt bei
bestimmten Erkrankungen wird diskutiert. Daher wird im Folgenden der Einfluss der
Mutationen auf die Gesamtletalitdit besprochen und mit den Ergebnissen dieser Arbeit
verglichen.

MTHFR C677T und A1298C gelten als kardiovaskuldrer Risikofaktor auch unter jungen
Patienten (MONTENARTH, 2007) und einige Studien deuten auf einen Zusammenhang mit
der Entstehung neoplastischer Erkrankungen hin, der durch die gesteigerte Methylierung der
DNS durch die erhdhten Homocysteinspiegel bedingt scheint. (LAIRD, JAENISCH, 1994)
Eine Assoziation mit einigen Erkrankungen ist allerdings nicht zwingend mit einer erh6hten

Letalitét gleichzusetzen.
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Eine Studie in Jordanien konnte nachweisen, dass in einer Gruppe mit Patienten mit einem
Durchschnittsalter von 90 Jahren dieselbe Pravalenz der MTHFR C677T-Mutation als in einer
Gruppe mit einem Durchschnittsalter von 30 vorliegt, was gegen eine gesteigerte Letalitdt
spricht. (KHABOUR et al., 2009)

Ein &hnliches Studiendesign wurde in Leiden durchgefiihrt, allerdings mit gegenteiligem
Ergebnis. Hier wurde die Allelfrequenz von Patienten {iber 85 mit der von jiingeren Patienten
verglichen. Hierbei fanden sich deutlich weniger homozygote Mutationstrager mit hohem Alter
als in der Gruppe der jiingeren Patienten (12,2% unter den Jiingeren, 4,4 % unter den Alteren)

als Hinweis einer gesteigerten Letalitdt fiir Mutationstrager. (HEIJMANS et al., 2000)

Ob die beiden MTHFR-Mutationen Einfluss auf die Gesamtletalitit haben, scheint nicht
abschlielend geklért. Bisher konnte nur fiir die MTHFR C677T-Mutation ein Einfluss gezeigt

werden.

Unsere Daten deuten darauf hin, dass die MTHFR C677T-Mutation keinen Einfluss auf die
Letalitdt unter CTEPH- und PAH-Patienten hat. Wir konnten keinen Unterschied der MTHFR
C677T-Mutation unter der Gruppe der iiberlebenden und verstorbenen PAH- und CTEPH-
Patienten zeigen. Fiir die MTHFR A1298C-Mutation fand sich kein Unterschied zwischen
verstorbenen und iiberlebenden PAH-Patienten. Allerdings fand sich fiir die homozygote
MTHFR A1298C-Mutation ein signifikanter Unterschied zwischen {iiberlebenden und
verstorbenen CTEPH-Patienten ( 6,25% vs. 20%; p=0,036). Dieses Ergebnis ist jedoch am
ehesten durch die geringe Probenzahl der verstorbenen CTEPH-Patienten (N=16) zu erkliren.
Die isolierte MTHFR A1298C-Mutation hat nur eine geringe pathophysiologische Relevanz

und ein Einfluss auf die Letalitit scheint daher unwahrscheinlich.

Auch der PAI-1 4G/5G-Polymorphismus wird aktuell mit diversen Krankheiten in Verbindung
gebracht, sodass es auch hier naheliegend ist, dass er einen Einfluss auf die Lebenserwartung
hat. Patienten mit einem 4G/4G-Genotyp haben ein leicht erhohtes Risiko zur Entwicklung
einer koronaren Herzkrankheit (LIANG et al.,, 2015) und wahrscheinlich ein erhdhtes
Krebsrisiko. (WANG et al., 2013)

Hoekstra et al. untersuchte das Risiko fiir zerebrale Ischdmien bei Patienten zwischen 65 und
84 Jahren. Diese Studie zeigte zwar ein steigendes Risiko mit erhdhter PAI-Aktivitdt im Blut,
der 4G/4G-Genotyp zeigte sich hier jedoch als protektiver Faktor. In der Arbeit wird dieses
kontroverse Ergebnis mit einem moglichem lokalen plaquestabilisierenden Effekt des PAI-1

interpretiert. Die Ergebnisse legen nahe, dass die im Blutplasma gemessene PAI-1-Aktivitdt
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neben der Genetik von weiteren Faktoren abhingt, die zur Atherosklerose beitragen konnen
oder das PAI-1 im Rahmen der zugrunde liegenden Erkrankung hoch reguliert wird.
(HOEKSTRA et al., 2003)

Bei Patienten mit einer Sepsis korreliert der 4G/4G-Genotyp mit schwereren Verldufen und
einer hoheren Letalitit. (HUQ et al., 2012)

Auch wenn der PAI-1 4G/5G-Polymorphismus insgesamt zur Pathogenese vieler
Erkrankungen beizutragen scheint, ist nicht gekldrt, ob Mutationstriger eine hohere
Gesamtletalitit haben. Wenn Merkmalstrager frither sterben, miisste der Anteil an
Mutationstrdgern im hohen Alter abnehmen. Ob dies der Fall ist, priifte eine Studie der
Universitit Bonn, indem sie das Genom von 205 Personen mit einem Mindestalter von 80
Jahren untersuchte. Es zeigte sich eine Verteilung von 47% Heterozygoten sowie 30% des
4G/4G- und 23% des 5G/5G-Genotypes, dies entsprach der Verteilung in einer jiingeren
Kohorte. (LOTTERMOSER et al., 2001)

In unserer Studie unterscheidet sich die Verteilung der Genotypen des PAI-1 4G/5G-
Polymorphismus zwischen verstorbenen und {iberlebenden PAH- und CTEPH-Patienten nicht
signifikant. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die PAI 4G/5G-Mutation keinen Einfluss
auf den Verlauf von PAH und CTEPH hat. Dies spricht dafiir, dass die erhdhten Plasmalevel,
die sich bei PAH finden, funktional sind und nicht zur Entstehung der Erkrankungen beitragen,
da der PAI-1 4G/5G-Polymorphismus sonst einen Einfluss auf die Entstehung oder den Verlauf
haben miisste.

Auch der vermehrte Nachweis von PAI-1 in Thrombendarteriektomiepréparaten konnte eine
Folge der Erkrankung sein. Die Hochregulation von PAI-1 bewirkt hier zwar eine Stabilisierung
des Thrombus, was zur Fixierung der PH fiihrt, allerdings kdnnte die vermehrte Expression Teil
eines komplexen Pathomechanismus sein, der zu einer Verstdrkung der Erkrankung im Sinne
eines Circulus vitiosus fiihrt. Auch wenn PAI-1 mdglicherweise keinen Ausldser der
Erkrankung darstellt, konnte seine Regulation einen interessanten Therapieansatz darstellen,
mit dem die Ausbildung oder Progredienz einer PAH oder CTEPH beeinflusst werden kann.
Besonders bei der CTEPH konnte die Regulation der gestorten Thrombolyse eine interessante

Perspektive darstellen.

Die FVL-Mutation ist die hdufigste erblich bedingte Ursache thrombembolischer Ereignisse.
Schon das Vorliegen einer heterozygoten Mutation fiihrt zu einem 2,7fach erhohten Risiko zur
Entwicklung einer Thrombose oder Lungenembolie, wohingegen das Risiko fiir myokardiale

und cerebrale Ischdmien nicht erhoht scheint. (RIDKER et al., 1995)
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Die Prothrominmutation G2010A gilt ebenfalls als gesicherter Risikofaktor fiir
thrombembolische Ereignisse, besonders bei gleichzeitigem Vorliegen weiterer Mutationen. So
zeigen Patienten mit gleichzeitigem Vorliegen der Prothrombin- und FVL-Mutation ein
deutlich erhohtes Risiko, an einer Thrombose zu erkranken (OR=20). (EMMERICH et al.,
2001) Aber auch fiir die beiden Mutationen scheint trotz des deutlich erhohten Risikos fiir
Thrombembolien eine gesteigerte Letalitdt von Merkmalstragern nicht gesichert. Eine Studie
der Universitit Palermo untersuchte den FEinfluss der FVL-Mutation und der
Prothrombinmutation G2010A auf die Lebenserwartung und das Risiko fiir die Entwicklung
einer Alzheimer-Demenz im Alter. Hierbei wurden Alzheimerpatienten mit einer Gruppe von
insgesamt 106 iiber 90-Jdhrigen und einer Gruppe gesunder Probanden zwischen 20 und 50
beziiglich des Vorliegens der Mutationen untersucht. Es zeigte sich eine gleiche Verteilung der
Phénotypen. Hinweise fiir einen Zusammenhang mit einer Alzheimer-Demenz und einer
gesteigerten Letalitdt bestehen hiernach nicht. (VACCARINO et al., 2011)

Eine dhnliche, in Polen durchgefiihrte Studie, untersuchte die Allelverteilung der FVL-
Mutation zwischen Neugeborenen, gesunden jungen Probanden und hoch betagten Patienten
(>95 Jahre) und kam zu einem anderen Ergebnis. Es zeigte sich eine deutlich niedrigere
Allelfrequenz unter der Gruppe der alten Patienten, verglichen mit den anderen beiden

Gruppen, als Hinweis auf eine gesteigerte Letalitit. (ADLER et al., 2010)

Das alleinige Vorliegen einer Prothrombinmutation scheint nicht mit einer erhohten Letalitét
zu korrelieren, fiir Mutationstrager der FVL-Mutation scheint ein Zusammenhang mdglich.

In der vorliegenden Studie konnten wir fiir beide Mutationen keinen Unterschied zwischen
Uberlebenden und Toten aufzeigen. Hiernach ergab sich kein Hinweis, dass die FVL-Mutation
oder die Prothrombinmutation einen Einfluss auf die Letalitit von Patienten mit einer PAH oder

einer CTEPH haben konnte.

Betrachtet man zusammenfassend die aktuelle Studienlage, scheint fiir die MTHFR A1298C-
Mutation, die Prothrombinmutation und den PAI-1 4G/5G-Polymorphismus kein klarer
Hinweis einer gesteigerten Letalitit zu bestehen. Fiir die FVL- und die MTHFR C677T-
Mutation liegen teilweise widerspriichliche Studien vor, eine hohere Sterblichkeit scheint hier

aber moglich.

Fiir die untersuchten Mutationen ergaben sich bei den PAH-Patienten keine Unterschiede

zwischen Uberlebenden und Toten. Unter den CTEPH-Patienten ergab sich lediglich fiir die
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MTHFR A1298C-Mutation ein signifikanter Unterschied (p=0.036). Der biochemische
Einfluss der isolierten MTHFR A1298C-Mutation ist sehr gering, sodass hier ein
Zusammenhang eher unwahrscheinlich scheint. Das Ergebnis ist moglicherweise durch die
geringe Probenzahl der verstorbenen CTEPH-Patienten (N=16) zu erkldren.

Unsere Studie konnte keinen Einfluss auf eine gesteigerte Letalitdit von Trigern der
untersuchten Mutationen bei PAH- und CTEPH-Patienten aufzeigen.

Allerdings konnte das Ergebnis durch eine bestehende Antikoagulation teilweise beeinflusst
worden sein. In der Studie ist die Einnahme von Antikoagulanzien nicht explizit erfasst worden.
Da diese allerdings sowohl bei der CTEPH als auch bei der PAH eine Standardtherapie
darstellen, muss davon ausgegangen werden, dass der grofite Teil der Patienten unter oraler
Antikoagulation stand. Besonders bei der Prothrombin und der FVL-Mutation, die zu einer
Aktivierung von Thrombin fiihren, konnte ein Einfluss auf die Prognose durch die Einnahme
oraler Antikoagulanzien vermindert worden sein. Die MTHFR-Mutationen und die PAI
4G/5G-Mutation bewirken nicht direkt eine vermehrte Hamostase, sodass die Antikoagulation
hier moglicherweise einen geringeren Effekt haben konnte. Dennoch legen die Daten nahe, dass
unter leitliniengerechter Therapie kein Einfluss der untersuchten Mutationen auf die Prognose

besteht.

5.4 Einfluss auf den Verteilungstyp der Gefillverianderungen bei Patienten

mit CTEPH

Die PEA stellt einen kurativen Therapieansatz fiir Patienten mit einer CTEPH dar. Der Eingriff
setzt allerdings voraus, dass die GefaBldsionen an operativ zuginglichen Abschnitten der
Lungenstrombahn liegen. Die PEA ist daher nur bei Patienten mit einem zentralen
Verteilungsmuster moglich. Okklusionen distal der Subsegmentebene der pulmonalen Gefél3e
sind durch den Chirurgen nicht zu erreichen. In der Literatur ist beschrieben, dass 30%-50%
der CTEPH-Patienten ein zu peripheres Verteilungsmuster vorweisen und daher eine PEA nicht
moglich ist. (GALIE, KIM, 2006; PEPKE-ZABA et al., 2011; QUADERY et al., 2018)

Das Verhiltnis von peripherer zu zentraler Verteilung in der vorliegenden Studie entsprach den
Angaben, die sich in der Literatur finden. 34,62% der insgesamt 234 Patienten mit einer CTEPH
wiesen ein peripheres Verteilungsmuster auf. Bei 153 Patienten wurde dagegen die Indikation
zur OP gestellt.

Die meisten Patienten entwickeln eine CTEPH nach einer Lungenembolie. Man geht davon

aus, dass das thrombotische Material durch eine gestorte Fibrinolyse persistiert und langsam
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fibrosiert. Warum allerdings nur ein sehr kleiner Teil der Patienten mit Lungenembolie eine
CTEPH ausbilden und umgekehrt nur etwa 75% der CTEPH-Patienten eine Lungenembolie als
Erstereignis vorweisen, ist Gegenstand aktueller Forschung. (PEPKE-ZABA et al., 2011)
Histologische Untersuchungen des thrombotischen Materials, das bei einer PEA geborgen wird,
zeigen neben alten Thromben und teilweise fibrosierten Anteilen auch frische thrombotische
Anteile. Dies zeigt, dass es sich bei der CTEPH um eine chronische, progrediente Erkrankung
handelt. (BOCHENEK et al., 2017)

Die zentrale Thrombosierung wird aktuell als Ausldser betrachtet, der eine Kaskade initiiert,
die im weiteren Verlauf zunehmend distale Abschnitte des LungengefaBbettes befallt. (MOSER
et al., 1990; SCHAFERS, SEEGER, 2001) Progrediente Mitbeteiligung der kleinen Gefille
fithrt zu einer klinischen Progredienz der Erkrankung. Noch ist nicht gekldrt, warum einige
Patienten zu einer zentralen Embolisation neigen, widhrend andere eine eher periphere
Verteilung der Gefédfldsionen entwickeln, und ob es sich moglicherweise um verschiedene
Krankheitsentitdten handelt.

So dhneln die peripheren Lésionen der CTEPH in vielen Aspekten den GefaBBveranderungen
bei PAH und beinhalten plexiforme Lésionen, Intimaproliferation, Hypertrophie der glatten
Muskelzellen und Mikrothrombosen. (GALIE, KIM, 2006) Bei ecinem sehr geringen
Prozentsatz der CTEPH-Patienten (1-2%) finden sich ausschlieBlich Verdnderungen der
peripheren LungengefiBe und keine zentrale Embolisation. (GALIE, KIM, 2006; MOSER,
BLOOR, 1993) Unklar ist hierbei, ob der Pathomechanismus der Entstehung der iibrigen
CTEPH-Patienten entspricht und sich bei diesen Patienten die zentrale Embolisation bereits
aufgeldst hat oder ob die isoliert periphere CTEPH eine andere Genese aufweist. Bei diesen
Formen konnten Embolien moglicherweise nicht den zentralen Pathomechanismus der
Erkrankung darstellen.

Ein distaleres Verteilungsmuster ist mit einer deutlich schlechteren Prognose verbunden.
(BONDERMAN et al., 2007)

Moglicherweise sind die verschiedenen Formen teilweise Ausdruck einer unterschiedlichen
genetischen Pradisposition.

Dass der genetische Hintergrund Einfluss auf die Erscheinungsform der CTEPH haben muss,
zeigt sich am Beispiel der japanischen CTEPH-Patienten. In Japan betrifft die CTEPH
vorwiegend Frauen. Die Erkrankung entwickelt sich aulerdem bei der Mehrzahl der Patienten
ohne vorangehende Lungenembolie, wohingegen unter Kaukasiern der Anteil dieser Patienten

deutlich geringer ist (63% vs. 25%). (TANABE et al., 2013)
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Offensichtlich unterscheiden sich diese Patienten in der Genese von europidischen CTEPH
Patienten und eine genetische Préadisposition bleibt hier als Ursache anzunehmen.

Unter japanischen CTEPH-Patienten konnte beispielsweise eine Assoziation mit HLA B5201
gezeigt werden, ein Antigen, das mit Vaskulitiden assoziiert ist. Der Anteil unter CTEPH-
Patienten entsprach mit 40% dem unter Patienten mit Takayasu Arteriitis. (TANABE et al.,
2005)

Dies ldsst die These zu, dass die Genese bestimmter Formen der CTEPH vaskulitischen
Erkrankungen dhnelt.

Es gibt Hinweise, dass das Versagen der Lyse bei CTEPH-Patienten mdglicherweise
strukturellen Verdnderungen des Fibrins verschuldet ist, die eine Resistenz gegen die
physiologische Thrombolyse aufweisen. Besonders interessant ist hierbei die -Kette des
Fibrins, da sie die Proliferation von Fibroblasten und Endothelzellen stimuliert und dadurch zu
einem endothelialen Remodelling beitragen konnte. (SPORN et al., 1995) Die Lyse dieser
Fibrin-B-Ketten ist bei CTEPH-Patienten deutlich verlangsamt, was mdglicherweise an einer
strukturellen Verdnderung des Fibrins selbst oder aber an einem verdnderten Thrombus liegt.
Interessanterweise konnte Miniati et al. eine Resistenz des Fibrins gegeniiber Fibrinolyse nicht
nur fiir CTEPH-Patienten aufzeigen, der Effekt tritt auch bei PAH-Patienten auf. (MINIATI et
al., 2010)

Warum CTEPH- und PAH-Patienten besonders stabile Fibrinketten vorweisen, ist nicht geklért,
aber moglicherweise besteht eine genetische Komponente. So wurde der Fibrinogen
AaThr312Ala Polymorphismus signifikant hiufiger unter CTEPH-Patienten nachgewiesen.
Die Mutation verursacht einen stabileren Fibrinthrombus, der eine gewisse Resistenz
gegeniiber einer Lyse zeigt. (SUNTHARALINGAM et al., 2008) Es muss aber angenommen

werden, dass noch weitere Mutationen des Fibringens mit einer CTEPH assoziiert sein konnten.

TAFI scheint ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der gestorten Lyse des Fibrinthrombus
einzunehmen. Nach Aktivierung durch den Thrombin/Thrombomodulinkomplex spaltet TAFIa
die C-terminalen Lysinreste, die bei der Vernetzung des Fibrinthrombus gebildet werden. Diese
Lysinreste dienen als Bindungsstelle fiir t-PA und Plasminogen an den Fibrinthrombus. Wird
deren Wirkung verhindert, kommt es zu einer verzdgerten Lyse. (YAOITA et al., 2016)

Das TAFI-System stellt einen regulierenden Riickkopplungsmechanismus dar, der eine
iiberschiefenden Fibrinolyse verhindern soll. Kommt es zu einer gesteigerten Aktivitdt von

TAFI, fiihrt dies zu einer gestorten Fibrinolyse.
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Abbildung 43: Einfluss des TAFI-Systems auf die Fibrinolyse

CTEPH-Patienten zeigen eine deutlich hohere TAFI-Aktivitit gegeniiber PAH-Patienten und
einer gesunden Kontrollgruppe. Die Arbeitsgruppe um YAOITA at al. konnte nachweisen, dass
sich bei CTEPH-Patienten signifikant hohere TAFI-Plasmalevel finden. Die Arbeitsgruppe
zeigte aulerdem, dass CTEPH-Patienten eine gestorte Fibrinolyse vorweisen, indem sie die
Lysezeit eines Thrombus nach Zusatz von Monteplase in Patientenblut bestimmten. Nach 4h
zeigten die CTEPH-Patienten eine Lyse von 58,1% des Thrombus, wohingegen die
Kontrollgruppe eine Lyse von 73,5% des thrombotischen Materials vorwies.

Es konnte auBBerdem eine klare Korrelation zwischen den erhohten TAFI-Plasmaspiegel und
der verldangerten Lyse unter den CTEPH-Patienten der Studie gezeigt werden. (YAOITA et al.,
2016)

Die Arbeit untersuchte auch den Verlauf der TAFI-Plasmalevel nach BPA und obwohl durch
den Eingriff eine deutliche Verbesserung der Himodynamik erzielt wurde, zeigten sich die

TAFI-Plasmalevel weiterhin erhoht.
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Hieraus folgt, dass es sich bei den erhohten TAFI-Plasmaspiegeln moglicherweise nicht um
eine funktionale Erh6hung, bedingt durch die hohen pulmonalen Driicke handelt, sondern eine

genetische Pradisposition unter CTEPH-Patienten vorliegt.

Sollte die genetische Veranlagung Einfluss auf die Verteilung der Geféalldsionen haben, sind
die in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen vielversprechende Kandidaten, da sie
entweder die Neubildung von Thromben begiinstigen oder die Lyse verhindern und so das
Verteilungsmuster beeinflussen konnten. In der vorliegenden Studie zeigte sich allerdings fiir
keine der untersuchten Mutationen ein Unterschied zwischen peripherer und zentraler
Verteilung der GefdBlasionen. Alle fiinf Mutationen scheinen damit die Erscheinungsform der
CTEPH nicht zu beeinflussen. Doch auch wenn sich kein direkter Einfluss auf die Verteilung
ergibt, so konnte dennoch ein Unterschied im Therapieansprechen oder der Prognose vorliegen.
Die Auswertung der Verlaufsuntersuchung ergab jedoch hierauf ebenfalls keinen Hinweis.

Wihrend die vorliegende Arbeit allerdings nur den Einfluss der Mutationen auf die Letalitét
betrachtet, untersuchte eine Studie der Universitit Prag den Einfluss von Thrombophilie auf
die Prognose bei Patienten nach PEA. Die Patienten wurden hierbei in drei Gruppen eingeteilt.
Die erste Gruppe umfasste Patienten mit einer Thrombophilie, hierunter auch die FVL-und die
Prothrombinmutation. Demgegeniiber wurde jeweils eine Gruppe mit Patienten mit einer
isolierten Mutation des MTHFR-Gens sowie eine Vergleichsgruppe ohne Thrombophilie
betrachtet. In der Studie zeigte sich, dass das Durchschnittsalter der Patienten mit
nachgewiesener Thrombophilie um 7-10 Jahre unter dem der beiden Vergleichsgruppen lag.
AuBlerdem zeigte diese Subgruppe eine hohere postoperative Letalitdt und Morbiditit als die
beiden anderen Gruppen. Besonders das Risiko fiir die Entwicklung eines Reperfusionsddems,
eines Perikarderguss sowie postoperative Niereninsuffzienz war unter der Gruppe mit
Thrombophilie bis zu 2-3fach erhdht. Das Vorliegen einer isolierten Mutation des MTHFR-
Gens schien keinen Einfluss auf die Prognose nach PEA zu haben. Dennoch profitierten in
dieser Studie Patienten mit einer Thrombophilie gleichermallen von der Operation, wenn man
die Himodynamik und die Verbesserung der Klinik betrachtet. (LINDNER et al., 2009)
Zusammengefasst bedeutet das, dass Patienten mit Thrombophilie frither eine CTEPH
entwickeln und von einer PEA zwar profitieren, aber perioperativ deutlich mehr
Komplikationen vorweisen. Die Arbeit ldsst offen, ob die erhohte Komplikationsrate unter der
Thrombophilie-Gruppe moglicherweise ein allgemein erhohtes Risiko von Patienten mit
Thrombophilie bei groBBen operativen Eingriffen widerspiegelt oder ob der Effekt speziell bei

CTEPH nach PEA nachzuweisen ist. Wire letzteres der Fall, konnte dies darauf hindeuten, dass
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Patienten mit Vorliegen einer Thrombophilie eine besondere Form der CTEPH vorweisen, die
im Rahmen einer PEA zu mehr Komplikationen fiihrt.

Fir die heterozygote FVL-Mutation scheint beim Durchfithren einer konsequenten
Thromboseprophylaxe kein Zusammenhang mit einer erhohten allgemeinen perioperativen
Komplikationsrate zu bestehen. (DONAHUE, 2004)

Allerdings umfasst die Gruppe der Patienten mit Thrombophilie neben FVL und Prothrombin
auch Patienten mit Antiphospholipidsyndrom oder Protein-S und Protein-C-Mangel. Fiir
Patienten mit Antiphospholipidsyndrom konnte eine hohere perioperative Komplikationsrate
nachgewiesen werden, sodass der Effekt zumindest teilweise durch ein generell erhohtes
perioperatives Komplikationsrisiko unter der gro gehaltenen Gruppe der Patienten mit
Thrombophilie erkldrt werden kann. (ATISHA-FREGOSO et al., 2017)

Dass aber auch das Risiko eines pulmonalen Reperfusionsddems erhoht ist, konnte darauf
hindeuten, dass sich die GefdBldsionen bei Patienten mit Thrombophilie unterscheiden oder die

Thrombophilie direkten Einfluss auf die Entstehung eines Reperfusionsddems zeigt.

Die Atiologie des pulmonalen Reperfusionsddems ist noch nicht vollstindig verstanden.
Moglicherweise fiihrt eine Ischdmie bedingte Endothelschiddigung bei Reperfusion zu einer
vermehrten Permeabilitit der GefdBwand. (SANADA et al., 2019) Vermutet wird hierbei eine
Uberexpression pro-apoptotischer Rezeptoren der pulmonalen Endothelzellen, bedingt durch
die chronische Hypoxie. Kommt es zur Wiedereroffnung des Gefdlumens, bewirkt die
gesteigerte Durchblutung einen Zelluntergang und eine Endotheldysfunktion, die zur
Extravasation von Fliissigkeit fiihrt. Ein postoperativ residual erhohter mPAP begiinstigt diesen
Mechanismus. (SANADA et al, 2019) Einige Gerinnungsfaktoren beeinflussen die
Zellproliferation bzw. die Apoptose. So binden Prothrombin und Antiphospolipidantikrper an
apoptotische Zellen und kdnnten eine vermehrte pulmonale Endothelschidigung nach PEA

begilinstigen. (D'AGNILLO et al., 2003)

Um den Pathomechanismus genauer zu eruieren, miisste man allerdings eine dezidiertere
Einteilung der Thrombophiliegruppe vornehmen, um herauszufinden, ob alle oder nur
bestimmte Faktoren zu mehr Komplikationen neigen.

Dennoch zeigt die Arbeit, dass eine Diagnostik auf Thrombophilie vor PEA zum Abschitzen
des Risikos wichtig ist.

Abschlieflend lésst sich sagen, dass die CTEPH mdglicherweise eine heterogenere Krankheit

darstellt, als es lange Jahre postuliert wurde. Die Krankheit unterscheidet sich in ihrem
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Erscheinungsmuster und der Genese. Es konnte eine Reihe unterschiedlicher Faktoren geben,
die diese Aspekte beeinflussen und eine ndhere Unterteilung der Erkrankung erlauben. Das
Wissen der Pathogenese der unterschiedlichen Formen konnte neue Perspektiven in der
Therapie erlauben und das Verstindnis der Erkrankung verbessern. Da die Gruppe der bisher
bekannten Risikofaktoren einer CTEPH sehr heterogen ist und neben klassischen
thrombembolischen Risikofaktoren wie dem Antiphospholipidsyndrom auch eine gestorte
Fibrinolyse beinhalten, muss davon ausgegangen werden, dass es sich um einen sehr
komplexen Pathomechanismus handelt. Daraus leitet sich ab, dass es voraussichtlich mehrere
genetische Prédispositionen gibt, die die Erscheinungsform der CTEPH beeinflussen,
moglicherweise sogar deren Kombination. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
die untersuchten Mutationen keinen Einfluss auf die Erscheinungsform haben, es gibt aber klare
Hinweise in der Literatur, dass sich die weitere Suche nach anderen Polymorphismen lohnen

konnte.

5.5 Schlusswort

Die vorliegende Studie konnte nachweisen, dass Prothrombin G2010A einen Risikofaktor fiir
die Ausbildung einer CTEPH darstellt. Die FVL-Mutation zeigte sich ebenfalls mit einer leicht
erhohten Pravalenz unter CTEPH-Patienten. Die anderen untersuchten Mutationen scheinen
keinen Einfluss auf die Entstehung einer PAH oder CTEPH zu haben. Ebenso zeigte sich kein
Einfluss auf die Letalitit oder das Verteilungsmuster unter CTEPH-Patienten.
Interessanterweise fand sich unter den PAH-Patienten aus Amsterdam ein niedriger Anteil an
homozygoten MTHFR C677T- und A1298C-Mutationen, was mdglichweise auf einen
geringen Anteil an Mutationstrigern unter IPAH- bzw HPAH-Patienten hinweist. Hier sind
aber weitere Studien notig, um das Ergebnis zu verifizieren.

Die Pathogenese der PAH und der CTEPH ist komplex und ebenso komplex ist die genetische
Pridisposition der Erkrankung. Letztlich muss davon ausgegangen werden, dass nur ein
Bruchteil der Gene, die die Erkrankungen beeinflussen, gefunden sind. Besonders
Polymorphismen, die das Fibrinogen-Gen oder das TAFI-System betreffen, konnten

vielversprechende Ansétze zukiinftiger Forschung darstellen.
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