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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Hypertrophe Kardiomypathie (HCM)

1.1.1  Einfuhrung — Definition, Genetik, Symptomatik und Therapie

Die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist die haufigste genetische Herzerkrankung, die
morphologisch durch eine interindividuell variable Hypertrophie des linken Ventrikels (LV)
gekennzeichnet ist. Verschiedene kardiale, aber auch Systemerkrankungen (z. B. die arterielle
Hypertonie, Aortenklappenstenose bzw. Speichererkrankungen wie z. B. Amyloidose), kdnnen
in ahnliche Phanotypen resultieren, i. S. einer sog. sekundaren HCM. Die HCM weist einen
uberwiegend autosomal-dominanten Erbgang mit einer Préavalenz von 1:500 in der Allgemein-
bevolkerung auf und gilt damit als haufigste genetische Herzerkrankung (1, 2). Dabei sind be-
reits ber 900 Mutationen auf mehr als 27 verschiedenen Genen bekannt, die eine HCM her-
beifuhren kénnen (3, 4). Bei 60-65% der Erkrankten betreffen diese Mutationen die Proteine
des Sarkomers, womit den das Sarkomer kodierenden Genen die groRte Relevanz zugesprochen
wird (3). Die Mechanismen, die von der aufgetretenen Mutation zur morphologischen Auspré-
gung des Krankheitsbildes fiihren, gelten bis heute als weitgehend unklar. Die Beeintrachtigung
der myofibrillaren Kontraktionsfahigkeit, eine verminderte Calcium-Sensitivitat des Sarko-
mers, eine vermehrte Fibrosierung des Myokards, eine gestorte biochemische Stress-Wahrneh-
mung und fehlerhafte Energieregulation des Herzens, sowie auch eine Dysfunktion auf mikro-
vaskularer Ebene mit daraus resultierender Myokardischamie bilden Ansétze zur Klarung die-

ses Prozesses (2, 5).

Der Phanotyp dieser Erkrankung ist sehr variabel. Das Spektrum des klinischen Erscheinungs-
bildes reicht von einem asymptomatischen Verlauf mit normaler Lebenserwartung bis hinzu
Sauglingen, die bei voll ausgepréagter HCM an einem akuten Herzversagen versterben kénnen
(6). Der plotzliche Herztod (PHT; v.a. bei jungen Patienten), Vorhofflimmern (VHF) mit einer
Herzinsuffizienz als mdgliche Folge und eine progrediente Herzinsuffizienz (v.a. bei alteren
Patienten) stellen den Symptomverlauf dar, welchen die HCM nehmen kann (2). Die Mehrzahl
der HCM-Patienten weist eine hdamodynamische Obstruktion der linksventrikuldren Ausfluss-
bahn (LVOT) mit folglich intrakavitdr messbarem Gradienten unter Provokation (ergometri-
sche Untersuchung oder Valsalva) oder bereits in Ruhe auf. Dieser Gradient bedingt die Mehr-

arbeit, die das Herz leisten muss, um den kardialen Blutfluss aufrecht zu erhalten. Gleichzeitig
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liegt bei Betroffenen tiberwiegend eine unterschiedlich ausgepragte diastolische linksventriku-
lare Dysfunktion vor, die eine gestorte Ventrikelfullung und folglich ein reduziertes Schlagvo-
lumen bewirken kann. Das Zusammenspiel der diastolischen Dysfunktion, der Myokardischa-
mie, der LVOT-Obstruktion und des VHF fiihrt letztendlich zur Auspragung der Leitsymptome
der HCM in Form von Dyspnoe, Schwindel, (Pra-)Synkopen und Angina pectoris (2, 6, 7).

Die Therapie der HCM ist vielseitig und orientiert sich am jeweiligen Phanotyp. Dabei kdnnen
zwei Ansatzpunkte unterschieden werden: die pharmakologische und die nicht-pharmakologi-
sche Therapie. Das Ziel der pharmakologischen Therapie fuhrt Gber Symptomlinderung und
Préavention von Komplikationen zu Prognoseverbesserung. Die eingesetzten Medikamente um-
fassen 3-Blocker, Kalziumantagonisten, ACE-Hemmer, Antiarrhythmika und Angiotensinre-
zeptor-Blocker. Die nicht-pharmakologische Therapie ist indiziert, wenn — bei Obstruktion i.
B. d. linksventrikularen Ausflusstraktes - die alleinige pharmakologische Therapie nicht aus-
reichend ist. Differenzialtherapeutisch méglich sind die perkutane transluminale Septumabla-
tion mit Ethanol oder die operative Myektomie. Beide MaRnahmen zielen auf eine Reduktion
der LVH insbesondere i. B. d. LVOTs ab. Dariiber hinaus zu erwahnen ist die Anlage eines

implantierbaren Kardioverter-Defibrillators (ICD) zur Préavention des PHT (2, 7, 8).

1.1.2  Diagnostische Verfahren der HCM

Eine umfassende Diagnostik ist bei einer Diagnosestellung der HCM unentbehrlich. Durch eine
akkurate Diagnostik ist es erst moglich, potentielle Differenzialdiagnosen auszuschlieRen und
den Patienten leitliniengerecht zu behandeln. Des Weiteren besteht die Notwendigkeit fur eine
Risikostratifizierung zur ldentifizierung von Individuen, bei denen auf dem Boden einer HCM
das Risiko besteht, an einem PHT zu versterben. Mit Hinblick darauf besteht zu Beginn eine
detaillierte Anamneseerhebung, die vermag eine etwaige Beschwerdesymptomatik zu beschrei-
ben und eine mdgliche familiare Disposition fir HCM (PHT bei erstgradigen Verwandten) of-
fenzulegen. Im Rahmen der korperlichen Untersuchung kann die Auskultation mit einem spin-
delformigen Systolikum auf eine LVOT-Obstruktion hinweisend sein bzw. mit einem holosys-

tolischen Decresendo auf eine vorliegende Mitralklappeninsuffizienz (2, 7, 9).

Die instrumentelle Diagnostik umfasst eine 12-Kanal-Elektrokardiographie (EKG), eine trans-
thorakale Echokardiographie (TTE), ggf. ergénzt durch eine Stress-Echokardiographie, eine
(Spiro-) Ergometrie, das (Langzeit-) EKG, eine kardiale Magnetresonanztomographie (CMR)
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sowie i. R. einer Herzkatheteruntersuchung eine invasive Koronar- und LV-Angiographie inkl.

H&modynamik und ggf. mit Herzmuskelbiopsie.

Da >75% der HCM-Patienten ein auffélliges EKG aufweisen, versteht sich dieses i. S. eines —
initialen — Screenings (2, 10). Ein positiver Sokolow-Lyon-Index fir linksventrikulare Hyper-
trophie (LVH), verbreiterte Q-Zacken, ST-Streckenveranderungen, negative T-Wellen und

Schenkelblockkonfigurationen stellen andere mdgliche EKG-Auffélligkeiten dar (2, 8).

Die TTE gewaéhrleistet die Diagnosestellung sowie die Beurteilung des Krankheitsverlaufes (in
Ruhe oder unter Valsalva-Maneuver). Sie liefert zusatzliche wertvolle Informationen Uber die
— ganz Uberwiegend septal betonte — Hypertrophie, eine dadurch verursachte LVOT-Obstruk-
tion, eine Mitralklappeninsuffizienz und das dabei mogliche Vorliegen eines ,,systolic anterior

movement®, dem sog. SAM-Phdnomen.

Die (Spiro-) Ergometrie ermdglicht zum einen die Beurteilung der kardiopulmonalen Leis-
tungsfahigkeit, zum anderen den Hinweis auf eine koinzidente kardiale Belastungsischamie (2,
11).

Fur den Nachweis relevanter Herzrhytmusstorungen (z. B. erhdhte ventr. Extrasystolie mit
(nicht) anhaltenden ventrikularen Tachykardien (VT) und VHF) sehen aktuelle Leitlinien — bei
suboptimaler diagnostischer Genauigkeit daher gerne ein zu wiederholendes - Langzeit-EKG
vor (2, 8).

Nicht nur bei eingeschréanktem akustischen Fenster und mittels TTE unzureichend beurteilbarer
hypertropher Wandabschnitte, sondern auch zur Darstellung intramyokardialer Fibrose (sog.
Late-Gadolinium-Enhancement) und Papillarmuskelanordnung kommt die CMR in Betracht.
Diese kann helfen primére und sekundare HCM zu differenzieren und nicht zuletzt den Koro-
narstatus zu erheben. Dariiber hinaus bietet sie die Mdglichkeit einer Herzmuskelbiopsie mit
anschlieBend histologischer Befundung (8, 9).
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1.2 Biologische Marker

1.2.1  Definition und Anwendungsgebiete

Biologische Marker (Biomarker) finden schon lange Anwendung in verschiedenen Bereichen
der Medizin. ,,Biomarker* dienen einerseits als Indikatoren fur biologische oder pathologische
Prozesse im Korper, andererseits geben sie Auskunft Uiber die Auswirkung therapeutischer Ein-
griffe i. S. einer Therapiekontrolle (12, 13). Diese Merkmale konnen auf molekularer Ebene
(z.B. durch Analyse des Genoms), laborchemisch (z.B. durch Nachweis von Proteinen), mittels
Bildgebung (z.B. durch Nachweis definierter Morphologien) oder bei einer kérperlichen Un-
tersuchung (z.B. Nachweis charakteristischer Symptomauspragung) erhoben werden, missen

dabei jedoch stets objektiv und zugleich reproduzierbar sein (12, 14).

Biomarker kénnen anhand ihrer verschiedenen Anwendungsbereiche kategorisiert werden. Ein
diagnostischer Biomarker kann zum einen eine prognostische Funktion annehmen, wodurch
dieser eine Krankheit diagnostizieren, ihren Progress beurteilen und eine Stadieneinteilung er-
maoglichen kann, zum anderen kann dieser eine prédiktive Funktion ausiiben und folglich die
Wahl der Therapie bestimmen. Biomarker der Krankheitsaktivitat ermoglichen den Schwere-
grad einer Erkrankung zu bestimmen und gleichzeitig das Ansprechen auf eine Therapie zu
beurteilen. Biomarker der Arzneimittelwirkung befassen sich mit der Wirkungsweise von Me-
dikamenten und verhelfen u.a. zur Bestimmung eines therapeutischen Wirkungsbereiches oder
auch einer Maximaldosis, um unerwiinschte Arzneimittelwirkungen zu minimieren. Die letzte
Gruppe der Biomarker beschaftigt sich mit dem kinetischen Hintergrund der Arzneimittel und
untersucht die Auswirkung der Kinetik auf die Wirksamkeit der Medikamente (13, 14). Die
aufgefliihrten Anwendungsbereiche zeigen, dass Biomarker sowohl im klinischen Alltag als
auch in klinischen Studien und in der Pharmaindustrie zum Einsatz kommen. Im klinischen
Alltag sind vor allem die diagnostischen Biomarker von Bedeutung. Ein Biomarker kann in
mehreren Gebieten zugleich, z. B. zur Diagnosestellung, Schweregradeinteilung, zum Monito-

ring von Krankheitsprogress und Therapieverlauf, eingesetzt werden.

1.2.2  Biologische Marker bei HCM

Das Potential, das Biomarker hinsichtlich der diagnostischen, prognostischen und therapeuti-

schen Auswirkung auf Krankheiten bieten, motiviert Forschungsgruppen seit geraumer Zeit
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neue Ansatze flr die Entdeckung und Validierung neuer Marker der HCM zu finden (15, 16).
Genetische Biomarker sind Merkmale, die Gberwiegend pathologische Proteine des Sarkomers
sind und als Resultat aus einer nachgewiesenen Mutation hervorgehen. Mithilfe dieser Biomar-
ker mochte man einerseits Rickschliisse auf den Pathomechanismus der HCM ziehen, anderer-
seits wird versucht eine Aussage Uber den zu erwartenden Phanotypen der gegebenen Mutation
zu machen. Dies gelang beispielsweise bei der Mutation im MYBPC3-Gen, welche mit einer
Spatmanifestation (> 65 Jahre) und einem milden Verlauf assoziiert wurde, und bei der Muta-
tion im TNNT2-Gen, welche mit einer erhohten Inzidenz an PHT korreliert wurde. Im Kklini-
schen Alltag dienen genetische Biomarker der sicheren Differenzierung einer primaren von ei-
ner sekundaren HCM und ermaglichen ein Screening der Angehdrigen einer betroffenen Person
(16). Pathologische Prozesse, die charakteristisch fur die HCM sind, konnen u.a. mittels hor-
moneller, Protein-, und Peptid-Biomarker nachgewiesen und zum Teil auch evaluiert werden.
So konnte Elmas et al. eine signifikante Korrelation zwischen MR-proANP (stabile Vorlau-
fersubstanz des atrialen natriuretischen Peptid) und einer im CMR mittels Late-Gadolinium-
Enhancement nachgewiesenen Myokardfibrose feststellen. Demnach konnte MR-proANP als
potentieller Indikator fur eine Myokardfibrose bei HCM-Patienten dienen (17). Jingste Studien
zeigen, dass erhohte Werte des Proteins Galectin-3 mit der Wandstarke des Septums und der
Hinterwand und dem daraus resultierenden linksventrikuldren Muskelmassen-Index korreliert.
Folglich wird Galectin-3 fur den Einsatz als Biomarker fur die LVH bei HCM diskutiert (18).
Trotz zahlreicher und umfangreicher Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der HCM, stehen zum
jetzigen Zeitpunkt noch keine validierten Biomarker, die routineméaRig fur die HCM eingesetzt

werden konnten, zur Verfligung.

1.3 Osteopontin

1.3.1 Definition, Struktur, Vorkommen und Einsatz als Biomarker

Osteopontin (OPN) ist ein phosphoryliertes Glykoprotein, welches auf dem Chromosom 4 ko-
diert wird und der Familie der small integrin binding ligand N-linked glycoprotein (SIBLING)
angehort (19, 20). Das humane OPN-Volllangenprotein besteht aus 314 Aminoséauren und wird
mit einer Molmasse von 32 kDa exprimiert. Durch posttranslationale Modifikationen in Form
von Phosphorylierung und Glykosylierung, deren Grad vom sezenierendem Zelltyp abhangt,
erhoht sich die Molekularmasse auf 44-75 kDa (21-23). Der Nachweis von OPN gelingt in
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Korperzellen und Korperflissigkeiten (einschlieflich Milch) (19). Die Struktur des OPN (s.
Abb. 1) beinhaltet mehrere Domanen, u. a. RGD, SVVYGLR und ELVTDFPTDLPAT, die
Bindungsstellen fur unterschiedliche Zelloberflachenintegrine darstellen und somit der Zellad-
hésion dienen (24). Die Aktivitat von OPN kann durch proteolytische Prozesse beeinflusst wer-
den. Diesbeziiglich konnte die Spaltung mittels Thrombin und Matrix-Metalloproteasen (z.B.
MMP-2, -3, -7 und -9) belegt werden (25, 26). Wahrend Thrombin eine Spaltstelle (Argies-
Serisg) aufweist, konnten fir MMPs bereits drei Spaltstellen (Glyies-Leuis7, Alazoi-Tyr202und
Asp210-Leuz11) definiert werden (s. Abb. 2) (24, 25).

avf33
avp5
avpl
PrlIJ P P aspl P PP P P PP
||

NH, @elae iD= =~ O D ED e3> COOH

Citbinding ELVTDEP SVVYGLR Cat* binding

TDLPAT  a9B1
o4p1
e a4p7

Abb. 1 Struktur von Osteopontin

Abgebildet sind die einzelnen strukturellen Bestandteile von OPN. Die Farben Griin,
Rot und Blau stellen Doménen und deren dazugehorige Rezeptoren dar, die Zelladh&-
sion vermitteln. Bindungsstellen fir Kalzium sind in Grau dargestellt, wahrend die Bin-
dungsstellen anderweitiger Matrixbestandteile in Schwarz abgebildet sind. Abbildung
von Scatena et al. (24).
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Abb. 2 Aminosaurensequenz von Osteopontin

Abgebildet ist die genaue Aminosaurensequenz des humanen OPN. Die Farben Griin,
Rot und Blau stellen Domanen dar, die Zelladhdsion vermitteln. Die Spaltstelle mit ge-
nauer Position von Thrombin ist mit einem grauen und die Spaltstellen von MMPs mit
einem orangenen Pfeil dargestellt. Umgezeichnet nach Scatena et al. (24).

Erste Berichte iber OPN stammen von Heinegard et al. und beschreiben dessen VVorkommen
in Osteoblasten und den Einfluss auf die Knochenbildung (27). Seither konnte die Expression
von OPN durch eine Vielzahl von Zelltypen, u.a. durch Epithelzellen, Hepatozyten, Makropha-
gen, Lymphozyten, glatte GefaBmuskulatur und Myoblasten der Skelettmuskulatur, nachge-
wiesen werden. Auch die Beteiligung von OPN an biologischen Prozessen ist sehr vielseitig.
Forschungen zeigen, dass OPN bei der Biomineralisation, der Tumorgenese, der Wundheilung,
bei kardiovaskuldren Erkrankungen, Entzlindungsprozessen, Geweberemodeling und bei Adi-

positas eine Rolle spielt (19, 21).

Bautista et al. entwickelten flr ihre Studien erstmals ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) Verfahren, um OPN routineméaf3ig im Blut und Urin messen zu kdnnen. Dies geschah
auch mit der Absicht, OPN kuinftig als Biomarker fiir verschiedenartige Erkrankungen und Pa-
thogenesen zu nutzen. Seither wurde OPN bereits bei zahlreichen Krankheitsbildern, u.a.
Atherosklerose, Rezidiverkennung bei Ovarialkarzinom, bei Patienten mit chronischer Herzin-
suffizienz und bei kritisch kranken Patienten auf der Intensivstation, als diagnostischer Biomar-

ker vorgeschlagen (28-31).

1.3.2  Potentieller Einfluss von Osteopontin auf HCM

Bereits 1997 gelang es Graf et al. in ihrer Studie eine Korrelation zwischen OPN und LVH

nachzuweisen. Erstmalig wurde die Expression von OPN durch Kardiomyozyten in
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Abwesenheit von Entziindungsprozessen und Makrophagen dokumentiert. Die Studie unter-
suchte Herzen, die aufgrund von idiopathischer Kardiomyopathie und ischdmischer Herzer-
krankung explantiert werden mussten. Der Nachweis von OPN innerhalb der hypertrophierten
Ventrikel, die sowohl eine ausgedehnte Fibrose als auch eine Hypertrophie der Kardiomyozy-
ten aufwiesen, erfolgte mittels Immunoférbung. Beide Herzerkrankungen zeigten eine positive
Korrelation hinsichtlich LVH und OPN (32, 33).

Hervorzuheben sind die Einflisse von OPN auf die Differenzierung von Myofibroblasten, die
Indizierung einer erhdhten Kollagensynthese und die Inhibiton von MMP-Sekretion und -Ak-
tivitat. Das Zusammenspiel dieser Faktoren flihrt zur Entstehung von Myokardfibrose, welche
letztendlich die Narbenbildung nach Myokardinfarkt darstellt (34).

Die Studie von Stawowy et al. lieferte erstmals den Beweis, dass eine starke Korrelation zwi-
schen der durch myokardiale Dysfunktion beeintrachtigten Hamodynamik und erhéhter OPN-
Expression besteht. Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz aufgrund einer dilatativen
Kardiomyopathie wurden hinsichtlich ihrer linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF),
rechtsventrikuldren Ejektionsfraktion (RVEF), linksventrikularen endsystolischen (LVESVi)
und enddiastolischen (LVEDVi) Volumenindex, als auch ihres linksventrikularen enddiastoli-
schen Drucks (LVEDP) untersucht. Die pathologischen Werte dieser hdmodynamischen Para-

meter wurden positiv mit OPN korreliert (35).

Diese Korrelationen verdeutlichen die Relevanz des vorliegenden Projektes, bedenkt man,
dass LVH, Myokardfibrosierung und eine eingeschrankte myokardiale Himodynamik (u. a. pa-
thologische LVEF-, E- und A-Werte, sowie abnormaler Gradient im linksventrikuldren Aus-
flusstrakt (LVOTG) in Ruhe und unter Provokation) Pathomechanismen darstellen, die insbe-
sondere bei HCM vorzufinden sind. Zusétzlich stellten die diastolische Herzinsuffizienz mit
erhaltener EF (,,heart failure with preserved ejaction-fraction” [HFpEF]) und bei 3-10% der
Patienten die systolische Herzinsuffizienz (,heart failure with reduced ejection-fraction*
[HFrEF]) allgemein bekannte Folgen der HCM dar (2). Durch diese Gegebenheiten ist es na-
heliegend die Vermutung aufzustellen, dass die OPN-Expression auch bei HCM-Patienten er-
hoht sein konnte. Diese Schlussfolgerung initiierte die Durchfiihrung dieser Pilotstudie, deren

Ziel der Beweis dieser Hypothese ist.
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1.4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Studie war Zusammenhénge zwischen der HCM und dem Biomarker OPN zu
untersuchen. Es galt zu prufen, ob die in zuvor verdffentlichten Studien nachgewiesene Korre-
lation von OPN und einer LVH auch bei diesem Krankheitsbild besteht. Daraus resultierte die
Hypothese, dass erhthte OPN-Plasmaspiegel bei HCM-Patienten zu erwarten sind und diese
mit anderen diagnostischen Parametern korrelieren konnten. Im Rahmen dieser Studie wurden
OPN-Plasmaspiegel mit diversen klinisch-diagnostischen Parametern der HCM in Bezug ge-
setzt. Dabei wurden echokardiographisch erhobene Werte, biometrische Parameter, Kriterien
zur Risikostratifizierung fir PHT, Stadien der Herzinsuffizienz und VHF erfasst. Mit Prifung
dieser Hypothese sollte i. R. der vorliegenden Arbeit i. S. eines Pilotprojekts die kunftige Ein-
setzbarkeit von OPN als diagnostischer und prognostischer Marker fur die Diagnosestellung,
Schweregradbestimmung und Pradiktion der Krankheitsprogression bei HCM untersucht wer-

den.
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2 Methoden

2.1 Studiendesign und Patientenkollektiv

Die vorliegende Arbeit wurde an der Klinik fiir Innere Medizin I11 des Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein (UKSH) am Campus Kiel in Kooperation mit der Kardiologischen Klinik
am Herz- und Diabeteszentrum NRW (HDZ NRW) in Bad Oeynhausen durchgefuhrt. Zuvor
waren von Seiten der lokalen Ethik-Kommissionen beider Institute das entsprechende Ethikvo-
tum ergangen (Kieler Aktenzeichen: B234/15).

Die Erstellung des Patientenkollektivs, die Gewinnung und Aufbewahrung der Plasmaproben
und die Datenerhebung erfolgten in Bad Oeynhausen, wahrend die Auswertung der Plasmapro-
ben in Kiel erfolgte.

Als Einschlusskriterien fur die Studie wurden a) die im Wesentlichen echokardiographisch di-
agnostizierte primére HCM und b) eine Einverstandniserklarung des Patienten, die die Klinik
zur Datenerhebung und Auswertung der abgegebenen Blutproben bevollmachtigt, definiert. Als
Ausschlusskriterium galt a) das Nichtvorhandensein einer Plasmaprobe, b) das Fehlen einer
Einverstandniserklarung am HDZ NRW und c) das Vorliegen einer sekundar bedingten Myo-
kardhypertrophie — wie z. B. bedingt durch eine arterielle Hypertonie, Aortenklappenstenose,
Speicherkrankheiten (z.B. Amyloidose, M. Fabry und M. Danon), Hyperparathyreoidismus und
tumordse Infiltrationen des Septums.

Unter Berticksichtigung dieser Kriterien wurden alle Patienten in die Studie eingeschlossen, bei
denen im Zeitraum vom 08.08.2002 bis zum 10.10.2007 eine Blutprobengewinnung am HDZ
NRW erfolgt war.

Die biometrische Analyse dieses Projektes musste letztlich ohne Bezug auf eine addquate Kon-
trollgruppe durchgefiihrt werden, da die Referenz-Blutproben - gewonnen im selben Zeitraum
wie die HCM-Proben - zum Zeitpunkt der Projektanalyse nicht mehr auffindbar waren.

Das Alter der Patienten Plasmaproben und der Zeitraum, in dem sich diese im gefrorenen Zu-
stand befanden, begriindeten den Verzicht fir die Verwendung von frischen Blutproben einer
neuen Kontrollgruppe. Es war nicht moglich eine geeignete Kontrollgruppe, nach Vorgaben

der vorhandenen Plasmaproben des Patientenkollektivs, zu erstellen.



11 Methoden

2.2 Datenerhebung

Die Datenerhebung erfolgte retrospektiv. Hauptgegenstand der Studie ist der Osteopontinwert,
welcher aus einer vendsen Blutprobe (Plasma) der Probanden ermittelt wurde. Zur Bestimmung
aller weiteren Parameter wurden anamnestische und transthorakale Echokardiographiedaten
berticksichtigt. Dies geschah initial - d.h. zum Zeitpunkt der individuellen Blutprobenentnahme

des jeweiligen Patienten.

2.3 Technische Untersuchungen

2.3.1  Transthorakale Echokardiographie (TTE)

Die TTE diente i. R. dieses Projekts primar der Diagnosestellung der HCM sowie der Bestim-
mung ihres Phanotyps zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme.

Die TTE erfolgte gemalR den Empfehlungen der European Society of Cardiology (ESC) zur
volumetrischen Evaluation. Die Untersuchung wurde im ersten Schritt im 2D gesteuerten M-
Mode durchgefihrt, welches ein eindimensionales Schnittbild erzeugt, das eine hohe Auflo-
sung, eine hohe Bildrate und eine umfangreiche angesammelte Datenlage bietet. Daher erfolgte
die Anwendung dieses Modus nach praziser Achseneinstellung. Die hohe Interobserver- und
Intertest-Variabilitat wurde durch den Einsatz eines — insbesondere dem Gebiet der HCM - sehr

erfahrenen Untersuchers minimiert (4, 36).

Bei der HCM waren flr die Erhebung der notwendigen Parameter das parasternale (etwa 3.-5.
ICR, medioklavikular in Ruckenlage) und das apikale (etwa 5. ICR in vorderer Axillarlinie, in
Linksseitenlage) Schallfenster relevant. LeitliniengeméaR erfolgte die Bestimmung des links-
ventrikuldaren enddiastolischen Diameters (LVEDD), der diastolischen Septumdicke (1\VVSd),
der diastolischen Wandstérke der Hinterwand (LVPW(d) und des linksatrialen Diameters (LAD)

in der parasternalen Langsachse (36, 37).

Das apikale Schallfenster bietet mittels der kurzen Achse einen Zweikammer- und Vierkam-
merblick. Diese Einstellung wurde flr die Errechnung der LVEF verwendet. Zunéchst erfolgte
die Berechnung der enddistolischen (EDV) und endsystolischen (ESV) Volumina des LV unter
Anwendung der Scheibchensummationsmethode nach Simpson. AnschlieBend wurde fur die

Berechnung der LVEF folgende Gleichung eingesetzt:

LVEF = (EDV-ESV)/EDV.
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Im Rahmen der TTE erfolgten Messungen mittels continuous wave (cw)-Doppler zur Bestim-
mung des LVOTG in Ruhe und unter Provokation (38-40).
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Abb. 3 2D-Bilder einer TTE bei HCM

Diese Abbildung zeigt verschiedene TTE-Standardprojektionen am Beispiel eines Pati-
enten mit hochgradig ausgepragter HCM. Mit Rot verdeutlicht ist die Hypertrophie des
LV. Mit Blau gekennzeichnet ist das entsprechend eingeengte und asymmetrische LV-
Cavum. (A) Parasternale Langsachse. (B) Parasternale Kurzachse. (C) Apikaler Vier-
kammerblick. (D) Apikaler Dreikammerblick. Abkirzungen: LA: li. Vorhof; LV: Ii.
Ventrikel; RA: re. Vorhof; RV: re. Ventrikel; Ao: Aortenwurzel.
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Abb. 4 cw-Doppler bei HCM

Diese Abbildung zeigt eine cw-Doppler-Messung bei einem Patienten mit HCM. (A)
Apikaler Fiinfkammerblick. (B) Messung des LVOTG im apikalen Funfkammerblick
mittels cw-Doppler. Mit Rot ist die Hypertrophie des LV gekennzeichnet. Abkurzun-
gen: LA: li. Vorhof; LV: li. Ventrikel; RA: re. Vorhof; RV: re. Ventrikel; AV: Aorten-
klappe.

2.3.2  Blutprobenanalyse

2.3.2.1 Blutprobengewinnung und -aufbewahrung

Die Gewinnung der Blutproben erfolgte am HDZ NRW. Nach dem Desinfizieren der Punkti-
onsstelle wurde mittels einer Einmalkantle venoses Blut in eine EDTA Plasma-Monovette
(4ml) gespritzt. Alle Proben wurden innerhalb der ersten Stunde nach Gewinnung fir zehn Mi-
nuten zentrifugiert - bei einer Temperatur von 4°C und einer relativen Zentrifugalbeschleuni-
gung von 2300g. Aus jeder Blutprobe wurden jeweils eine Leukozytenprobe (buffy coat) und
bis zu vier EDTA-Plasma-Proben generiert. Unmittelbar danach wurden alle Proben bei einer
Temperatur von -80°C eingefroren. Die Zeitspanne zwischen der Blutprobenentnahme und der
Verbringung in den Kuhlschrank betrug maximal zwei Stunden. Bis zum Zeitpunkt der Pro-
benanalyse fand kein Auftauprozess statt. Der Transport zum UKSH Kiel, wo die Proben aus-

gewertet wurden, fand auf Trockeneis im gefrorenen Zustand statt.
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2.3.2.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzyme-linked Immunosobent Assay (ELISA) ist ein immundiagnostisches Verfahren (Assay),
das den quantitativen Nachweis von Moleklen (Analyten), z.B. Proteinen, Viren und Hormo-
nen, in einer flissigen Materialprobe ermdglicht (41, 42). Das Grundprinzip dieses Verfahrens
besteht in der Anwendung spezifischer, enzymgekoppelter Antigene oder Antikorper, die an
den Analyten binden und mit diesem einen Komplex bilden. Im Falle eines Proteins binden die
spezifischen Antikorper an Antigene, die an der Oberflache des Proteins exprimiert sind. Nach
der Inkubation ist ein Waschvorgang notwendig, um alle nicht gebundenen Bestandteile zu ent-
fernen. Die anschlieBende Zugabe eines passenden Substrates (Chromogen) erlaubt es, den
Komplex und somit das gesuchte Molekil mittels farblicher Darstellung nachzuweisen. Dies
geschieht durch die Reaktion, die das Substrat mit dem Enzym eingeht. Das Ergebnis kann dann
visuell mit blolem Auge oder mittels Photometer abgelesen werden. Die Intensitat der Farbre-
aktion ist dabei einerseits von der Konzentration des Analyten, andererseits von der Art des
verwendeten Assay abhangig (23, 41-43).

Das double-antibody sandwich ELISA (z.Dt. Sandwich ELISA, mit Verwendung von zwei An-
tikdrpern, s. Abb. 1) dient dem Nachweis von Antigenen und wurde in die vorliegende Studie
zur Ermittlung der Osteopontinmesswerte eingesetzt (41). Die genaue Durchfiihrung des Ver-
fahrens wird im Folgenden anhand des dafiir angewendeten Human Osteopontin Assay Kit er-
klart.

(f)
[5 O
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(c)
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Abb. 5 Solid phase double-antibody sandwich ELISA

Dargestellt ist das solid phase double-antibody sandwich ELISA Assay. Die Mikroplatte
(a) ist bereits mit dem coating Antikorper (b), an den das Antigen (c) bindet, beschichtet.
An eine andere Bindungsstelle des Antigens (c) bindet der labeled Antikdrper (d), wel-
cher bereits mit einem Enzym (e) gekoppelt ist. AnschlieBend wird das Chromogen ()
hinzugefugt, welches mittels der degradierenden Wirkung des Enzyms (e) eine Farbre-
aktion (g) hervorruft. Die Farbreaktion kann mit blofiem Auge oder mithilfe eines Pho-
tometers abgelesen werden. Angepasst, nach Cowther, J. R. (44).
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2.3.2.3 Auswertung der Plasmaproben

Fur die Auswertung der Plasmaproben wurde das Human Osteopontin Assay Kit (L) - IBL
(Code Nr. 27158; IBL International GmbH; Hamburg, Deutschland) verwendet!. Das Kit er-
laubt die Messung von nativem und rekombinantem humanem OPN im Urin, in Zellkulturen
und im Plasma EDTA. Osteopontin, welches durch Thrombin gespalten wurde, wird von die-
sem Assay nicht erfasst. Die Spezifitat dieses Kits fuir das humane OPN betrégt 100,0%, wah-
rend die Sensitivitat bei 3,33 ng/mL liegt. Lege artis wurden alle Reagenzien bei einer Tempe-
ratur zwischen 2°C und 8°C gelagert und 30 Minuten vor Anwendung auf Zimmertemperatur
angehoben.

Das Kit ist ein solid phase (z. Dt. Festphase) Sandwich ELISA, welches zwei spezifische Anti-
korper benutzt. Der Ausdruck solid phase beschreibt, dass eine bereits mit einem Antikdrper
(coating Antikorper) beschichtete Platte eingesetzt wird. Die hier verwendete Platte ist eine 96-
Well-Mikroplatte und ist mit dem Antikérper Anti-Human OPN (O-17) Rabbit IgG Affinity
Purify beschichtet. Dieser bindet an Sequenz IPVKQADSGSSEEKQ des OPN (s. Abb. 4) Der
zweite verwendete spezifische Antikorper (labeled Antikorper) ist das Anti-Human OPN
(10A16) Mouse 1gG MoAb Fab‘ und bindet an die Sequenz KSKKFRRPDIQYPDATDE des
OPN. Der labeled Antikorper ist bereits mit dem Enzym horseradish peroxidase (HRP) gekop-
pelt. Diese Anordnung des Analyten, d.h. zwischen den zwei Antikorpern, ist namensgebend
fiir das Assay (s. Abb. 5) (42).

1 Als Quelle des Subkapitels 2.3.2.3 diente die mit dem Human Osteopontin Assay Kit (L) - IBL (Code Nr.
27158) mitgelieferte Bedienungsanleitung
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Abb. 6 Bindungsstellen der spezifischen Antikérper innerhalb der OPN-Aminoséurensequenz

Abgebildet ist die Aminosaurensequenz des humanen OPN. Mit Rot ist die Bindungs-
stelle des im Human Osteopontin Assay Kit (L) — IBL verwendeten coating Antikorper
Anti-Human OPN (0O-17) Rabbit IgG Affinity Purify gekennzeichnet. Mit Lila ist die
Bindungsstelle des labeled Antikorper Anti-Human OPN (10A16) Mouse 1gG MoADb
Fab‘ dargestellt. Der Abbildung sind zusétzlich die genauen Spaltstellen von Thrombin
(grau) und MMPs (orange) zu entnehmen. Umgezeichnet nach Scatena et al. (24).
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Abb. 7 ELISA anhand des Human Osteopontin Assay Kit (L) — IBL

Dargestellt ist das ELISA Verfahren anhand des im vorliegenden Projekt verwendeten
Human Osteopontin Assay Kit (L) — IBL. A) Zu sehen ist die mit dem coating Antikor-
per Anti-Human OPN (O-17) Rabbit IgG Affinity Purify (grau) beschichtete 96-Well-
Mikroplatte (schwarz). B) Nun wird der Analyt OPN hinzugefugt, welcher (iber die Bin-
dungststelle IPVKQADSGSSEEKQ an den coating Antikorper bindet. C) Der mit dem
Enzym HRP (braun) gekoppelte labeled Antikdrper Anti-Human OPN (10A16) Mouse
IgG MoAb Fab“ (orange) bindet liber KSKKFRRPDIQYPDATDE an OPN. D) Das
hinzugefuigte Chromogen TMB (griin) wird durch das Enzym HRP (braun) degradiert
und erzeugt eine Farbreaktion (blau), anhand welcher die Osteopontinwerte abgeleitet
werden. Angepasst, nach Cowther, J. R. (44).

Inhalt des Kits
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96-Well-Mikroplatte beschichtet mit Anti-Human OPN 1x
(O-17) Rabbit IgG Affinity Purify

Anti-Human OPN(10A16)Mouse IgG Fab’ MoAb ge-  |1x0,4mL
koppelt mit HRP in 30-facher Konzentration

Rekombinantes humanes OPN 2x0,5mL
1% Rinderalbumin (BSA), 0.05% Tween 20 in phosphat- | 1x30mL
gepuffter Salzlosung (PBS)

1% BSA, 0.05%Tween 20 in PBS 1x12mL
Tetramethylbenzidine Lésung (TMB) 1x15mL
1N Schwefelsdure (H2S04) 1x12mL
0,05% Tween 20 in Phosphatpuffer 1x50mL

Tab. 1 Inhalt des Kits

Der Tabelle sind der beigefiigte Inhalt des Kits, die genaue Erlduterung und Mengenan-

gabe zu entnehmen.

Zusétzlich bendtigte Materialien

1. Mikroplattenleser (450nm) 2. Mikropipetten und Pipettenspitzen
3. Messzylinder und -becher 4. destilliertes Wasser

5. Inkubator (37+1°C) 6. Kuhlschrank (4°C)

7. Millimeterpapier (log/log) 8. Papiertucher

9. Waschflasche zur Mikroplattenreinigung  10. PBS

11. Reagenzglas zur Verdiinnung von Standard

12. Jeweils ein Testrohrchen fiir den enzymgekoppelten Antikdrper und das Chromogen

Vorbereitungen

1. Herstellung der Waschlésung

Zur Herstellung der Waschlésung wurde der Wash buffer Conc. (50mL) mit 1950mL des-
tilliertem Wasser vermischt. Diese Waschlosung kam fur sémtliche Waschvorgange wéh-

rend des Assays zum Einsatz.

2. Aufbereitung des enzymgekoppelten Antikorpers
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Hierbei wurde das Labeled antibody Conc. mit Solution for labeled Antibody um das 30-
fache, unter Berlcksichtigung der benétigten Losungsmenge, verdinnt.

3. Verdinnung der Plasmaproben
In der vorliegenden Studie erfolgte die Verdinnung der Plasmaproben um das 10-fache
mittels EIA Buffer.

4. Aufbereitung von Standard
Die Aufbereitung von Standard erfolgte durch das Vermischen von Standard und 0,5 mL
destilliertem Wasser. Die daraus resultierende Stocklésung besal’ eine OPN-Konzentration
von 640ng/mL.

5. Verdlnnung von Standard
Fur diesen Arbeitsschritt wurde die unter Punkt 5 hergestellte Stockldsung verwendet. Zu-
néchst erfolgte die Befiillung von acht Reagenzglasern mit jeweils 230 mL EIA Buffer. Die

Beschriftung sah wie folgt aus:

Reagenzglas 1 - 320 ng/mL Reagenzglas 2 - 160 ng/mL

Reagenzglas 2 - 80 ng/mlL Reagenzglas 4 - 40 ng/mL

Reagenzglas 5 - 20 ng/mL Reagenzglas 6 - 10 ng/mL

Reagenzglas 7 - 5 ng/mL Reagenzglas 8 - 0 ng/mL (Leerwertprobe)

AnschlieBend wurde 230 mL Stockldésung in Reagenzglas 1 gefiillt und vorsichtig ver-
mischt. Im néchsten Schritt erfolgte die Hinzugabe von 230 mL der in Reagenzglas 1 ent-
standenen Losung in das Reagenzglas 2. Dieser Vorgang wurde bis einschlieBlich Reagenz-
glas 7 fortgesetzt, wodurch die Reagenzglaser eine den Beschriftungen entsprechende Kon-
zentration von OPN enthielten. Reagenzglas 8 stellte eine Leerwertprobe dar, d.h. in diesem

Reagenzglas war kein Analyt enthalten.

Durchfiihrung der Messung

1. Zuné&chst wurden jeweils 100uL EIA Buffer in die fir die Reagenzienleerprobe vorgesehe-
nen Vertiefungen (wells) der Mikroplatte gefilit.

2. Als néchstes erfolgte die Hinzugabe von jeweils 100uL der Materialprobe, dem verdunnten
Standard (Reagenzglas 1-7) und der Leerwertprobe (Reagenzglas 8) in die jeweils dafir

vorgesehenen wells der Mikroplatte.
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10.

11.

Nach Abdeckung der Mikroplatte, musste diese fur eine Stunde bei 37°C inkubiert werden.
Die im Anschluss an die Inkubation grundlich mittels Waschlosung und Waschflasche aus-
gewaschenen wells, wurden anschliefend mit der Waschlosung befullt und fur 15 bis 30
Sekunden zum Ruhen stehen gelassen. Nach vollstdndigem Entfernen der Waschldsung
mittels Ausklopfen, musste diese Prozedur mindestens sieben Mal wiederholt werden. Im
letzten Durchgang erfolgte ein Ausklopfen an einem Papiertuch, um die vollstandige Ent-
fernung der Waschlosung zu gewahrleisten.

Jeweils 100uL des aufbereiteten enzymgekoppelten Antikérpers wurden im nédchsten
Schritt in die wells der Materialprobe, des verdunnten Standards (Reagenzglas 1-7) und der
Leerwertprobe (Reagenzglas 8) aufgetragen.

Es erfolgte erneut ein Inkubationszyklus der abgedeckten Mikroplatte, diesmal fir 30 Mi-
nuten bei 4°C.

Nach der Inkubation wurde der Waschvorgang aus Schritt 4 mindestens neun Mal wieder-
holt.

Um Verunreinigungen zu vermeiden, musste die bendtigte Menge vom Chromogen in ein
gesondertes Testrohrchen geflllt und erst anschlieRend in die wells Gibertragen werden. Die
jeweilige Menge betrug 100pLL.

Die Mikroplatte wurde im Dunkeln bei Zimmertemperatur fur 30 Minuten erneut inkubiert.
Eine Blaufarbung der L6sungen war zu beobachten.

Nach der Inkubation erfolgte die Hinzugabe von jeweils 100uL stop solution in die wells.
Durch das anschliefende Vermischen war eine Gelbfarbung des Inhaltes zu beobachten.
Im letzten Schritt wurde die Mikroplatte zunachst von moglichem Schmutz und tberschus-
sigen Wassertropfen gesaubert und anschlieRend musste eine Blasenbildung an der Ober-
flache der well-Inhalte ausgeschlossen werden. Die anschlieBenden Messungen mittels
Mikroplattenleser bei 450 nm erfolgten vorschriftsmaRig innerhalb von 30 Minuten nach
Zugabe der stop solution. Der Mikroplattenleser ermittelte die Absorptionswerte der einzel-
nen Lésungen (Materialprobe, verdiinnter Standard und Leerwertprobe).

Auswertung
Fur die Auswertung der Proben musste zundchst der Absorptionsgrad der Leerwertprobe von

den Absorptionswerten der Standards (Reagenzglas 1-7) und der Materialprobe subtrahiert wer-

den. Im Anschluss wurde mit Hilfe von Excel (fur Windows) und der linearen Regression eine



20 Methoden

Standardkurve ermittelt, anhand welcher die Ablesung der OPN-Plasmaspiegel der Material-
probe stattfand. Die Standardkurve musste fir jedes neu verwendete Human Osteopontin Assay
Kit neu angefertigt werden.

24 Erhobene Parameter

24.1 Biometrische Parameter

Zu den studienrelevanten, biometrischen Parametern zéhlen das Geschlecht, das Alter, die
GroRe, das Gewicht und der Blutdruck. Die Angabe des Alters erfolgte in Jahren, die der GroRe
in Meter (m) und die des Kdrpergewichts in Kilogramm (kg). Beim Blutdruck wurde der sys-
tolische und diastolische Wert ermittelt und in Millimeter Quecksilbersdule (mmHg) angege-

ben.

2.4.2  Risikostratifizierung bei HCM

Die Risikostratifizierung erfolgte i. S. der heute finf etablierten (klassischen) Risikofaktoren
der HCM. Dazu zéhlen: eine familidre Disposition fur PHT, ein Blutdruckabfall unter Belas-
tung, langzeitechokardiographisch erfasste nicht-anhaltende ventrikulére Tachykardie (nsVT),
eine Synkope in der VVorgeschichte und der Nachweis einer Septumhypertrophie.

Die Familienanamnese galt als positiv, wenn ein Verwandter 1. Grades des Patienten einen
plétzlichen Herztod erlitten hat.

Der Blutdruckabfall unter Belastung wurde wie folgt definiert: systolischer Blutdruckabfall von
mehr als 10 mmHg oder unzureichender Blutdruckanstieg bei sportlicher Aktivitat. Fir die Er-
mittlung dieses Parameters wurde eine durchgefuihrte Ergometrie bzw. Spiroergometrie heran-
gezogen.

Die Septumdicke galt als Risikofaktor, wenn diese echokardiographisch > 30 mm betrug.

Die Probanden hatten angeben missen, ob sie bis zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme eine
Synkope erlitten hatten.

AbschlieBend wurde bei jedem Probanden die Anzahl der Risikofaktoren fiir die HCM zusam-

mengefasst, dieser konnte einen Wert zwischen null und finf annehmen.
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2.4.3 NYHA Klassifikation und Stadieneinteilung

Die NYHA-KIassifikation wurde erstmals von der New York Heart Association verfasst und
dient als funktionelle Klassifikation fiir die Herzinsuffizienz, welche eine der Folgen der HCM
darstellt (45). Anhand ihrer korperlichen Belastbarkeit und dem Auftreten einer Beschwerde-
symptomatik (Erschopfung, Luftnot, Rhythmusstérungen oder pectangintses Leiden) werden
die Betroffenen in eines der vier Stadien dieser Klassifikation eingeteilt (s. Tabelle 2) (9). Eine
weitere Moglichkeit die NYHA-Einteilung vorzunehmen ist anhand der Etagenanzahl, die der
Betroffene, ohne das Auftreten von Dyspnoe, bewaltigen kann. Die Einteilung erfolgt nach der
Anzahl der gestiegenen Etagen (s. Tabelle 3).

Die Stadieneinteilung der Probanden erfolgte nach den entsprechenden Kriterien. Fir die sta-
tistische Auswertung wurden NYHA | und 11, als auch NYHA 11l und IV zu jeweils einer

Gruppe zusammengefasst.

2.4.4  Vorhofflimmern

Vorhofflimmern gehdért zu den supraventrikulédren Herzrhythmusstorungen und stellt mit einer
Prévalenz von ca. 20% die am haufigsten auftretende Herzrhytmusstérung bei Patienten mit
HCM dar (46, 47). Bei Probanden dieser Studie wurde erfasst, ob zum Zeitpunkt der Blutpro-
benentnahme ein VHF bestand. Gleichzeitig erfolgte die Dokumentation der Art des VHF (pa-

roxysmal, persistierend oder permanent).

2.45 Echokardiographie-basierte Befunde

Samtliche echokardiographischen Befunde (Echobefunde) wurden von nur einem sehr erfahre-
nen Untersucher (L. F., Bad Oeynhausen) mittels Vivid E7, einem kardiovaskuldren Ultraschall-
system von der Firma GE Healthcare, erhoben und ausgewertet. Die Werte fiir den LVEDD, die
IVSd und die LVPWd wurden mittels M-Mode in der parasternalen Langsachse bestimmt, wih-
rend der LAD als Querschnitt im Vierkammerblick ermittelt wurde (36). Die Angabe dieser

Werte erfolgte in Millimeter (mm).
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Die LVEF wurde anhand der Scheibchensummationsmethode nach Simpson errechnet und in

Prozent (%) angegeben.

Die Berechnung der linksventrikuldren Muskelmasse (LVMM) erfolgte mit der Penn Konven-

tion-Formel:
LVMM = 1,04*(LVEDD+LVPWd+IVSd)® - LVEDD? -13,6,

mit Angaben in Gramm (g). Im Anschluss wurde ermittelt, ob die Ergebnisse der LVMM sich
innerhalb des Normbereiches fiir das jeweilige Geschlecht befinden. Dabei wurde der Normbe-

reich fiir Ménner mit 176+45 g und der fiir Frauen mit 121+40 g definiert (40, 48).
Fir die relative linksventrikuldre Wanddicke (RWT) wurde folgende Gleichung eingesetzt:
(2 x LVPWd)/LVEDD.
Die Summe der linksventrikuldren Wanddicke wurde mittels folgender Gleichung ermittelt:
IVSTd + PWTd.

Fiir die maximale linksventrikuldre Wanddicke wurden IVSd und LVPWd miteinander vergli-

chen und der groflere der beiden Werte notiert (49, 50). Alle Angaben erfolgten in mm.

Der LVOTG wurde mittels cw-Doppler sowohl in Ruhe als auch unter Provokation unter Val-
salva ermittelt. Dabei galt der Wert von > 30 mmHg in Ruhe als Nachweisgrenze fiir eine Ob-

struktion (38).

2.4.6  Osteopontinwert

Die Osteopontinwerte wurden am UKSH in Kiel mittels Human Osteopontin Assay Kit (L) -
IBL (Code Nr. 27158, s.0.) ermittelt. Alle Messungen wurden von einer Person im Zeitraum
vom 09.02.2015 bis 16.03.2015 durchgefihrt. Fir die Auswertung von 137 Plasmaproben wur-

den insgesamt funf 96-Well-Mikroplatten verwendet.
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2.5 Statistische Analyse

Die Planung und Durchflihrung der statistischen Analyse erfolgte unter eingehender biometri-
scher Beratung durch die Clinical Research. Zur Auswertung und Erstellung der Grafiken

wurde das Programm SPSS fir Windows, Version 24.0 (SPSS Inc., U.S.A.) herangezogen.

Zunachst wurde die Normalverteilung des OPN mit Hilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests ge-
priift. Das OPN erwies sich hierbei als nicht normalverteilt, woraufhin nichtparametrische Tests
fiir nicht-normalverteilte Stichproben angewendet wurden. Aufgrund einer nicht vorhandenen
Kontrollgruppe und somit fehlenden VVoraussetzungen fir einen t-Test, wurde fur den Vergleich
von zwei nicht normalverteilten und gleichzeitig unabh&ngigen Stichproben der Mann-Whit-
ney-U-Test herangezogen. Der Vergleich von mehr als zwei nicht normalverteilten, jedoch un-
abhangigen Stichproben erfolgte mittels H-Test (Kruskal-Wallis-Test). Die Darstellung der
metrischen Variablen erfolgte in Form von Mittelwerten und Medianen. Die Streumafe wurden
als Standardabweichungen und Quartile angegeben und mittels Boxplots dargestellt. Bei der
Boxplot-Darstellung flihrten die Boxen den Median und die 25. - 75. Perzentile auf, wéhrend
die T-Balken den kleinsten und grofiten Wert darlegten. Davon abzugrenzen waren die Ausrei-
Rer und Extremwerte. Die AusreiRer wurden als 1 ¥ - 3 Boxlangen auBerhalb der Box liegende
Werte definiert und mittels Kreisen symbolisiert. Extremwerte lagen hingegen 3 Boxldngen
auferhalb der Box und deren Darstellung erfolgte mittels Kreuzen. Die Angabe der nominalen
Parameter erfolgte als absolute bzw. relative Haufigkeit. Bei der zweiseitigen Signifikanziiber-

priifung aller Tests wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Nach Berucksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien wurden n = 137 Patienten einge-
schlossen. Das Patientenkollektiv wies ein mittleres Alter von 50,07 + 15,48 (MD = 51) und
einen Ménneranteil von 68,61% (n = 94) auf. Die korperbezogenen MaRe zeigten eine mittlere
KorpergroRe von 1,73 £ 0,10 m, ein mittleres Gewicht von 81,92 + 15,96 kg und einen durch-
schnittlichen BMI von 27,35 + 4,23 kg/m? auf. Der OPN-MD aller analysierten Plasmaproben
betrug 197,88 ng/mL. S&mtliche in dieser Studie erhobenen Parameter sind der Tabelle 4 zu
entnehmen. Dabei beschreibt der Wert (n) die Anzahl der Probanden, deren Daten in die Ana-

lyse der jeweiligen Parameter, einbezogen wurden.

3.2 Biometrische Parameter

Im Folgenden wurde OPN in Korrelation zu den biometrischen Parametern, d.h. Geschlecht,
Alter, systolischer und diastolischer RR, gesetzt. Die Manner zeigten einen OPN-MD = 186,35
ng/mL und die Frauen einen OPN-MD = 221,83 ng/mL. Das Alter der Patienten hatte einen
MD von 51 Jahren. Patienten mit < 51 Jahre brachten einen OPN-MD = 175,47 ng/mL und die
mit einem Alter > 51 Jahre einen OPN-MD = 203,61 ng/mL hervor. Bei dem BMI wurde ein
OPN-MD = 26,72 kg/m? ermittelt. Dabei zeigten Patienten mit einem BMI < 26,72 kg/m? einen
OPN-MD = 212,01 ng/mL und Patienten mit einem hoheren BMI (> 26,72 kg/m?2) einen OPN-
MD = 186,80 ng/mL. Bei dem systolischen RR wurde ein MD = 129 mmHg ermittelt. Bei
einem RR < 129 mmHg konnte ein OPN-MD = 178,34 ng/mL und bei einem RR > 129 mmHg
ein OPN-MD = 208,14 ng/mL ermittelt werden. Der diastolische Blutdruck ergab einen MD =
75 mmHg. Die Gruppe mit einem RR <75 mmHg zeigte einen OPN-MD = 197,88 ng/mL und
die mit einem RR > 75 mmHg einen OPN-MD = 200,43 ng/mL. Der MW, die SD und die
entsprechenden Perzentile der jeweiligen Parameter sind den Tabellen 5 und 6 zu entnehmen.
Bis auf den erniedrigten BMI (p = 0,032), zeigte kein weiterer Parameter eine signifikante Kor-
relation mit OPN (Geschlecht: p = 0,095; Alter: p = 0,144; systolischer RR: p = 0,426; diasto-
lischer RR: p =0,412).
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Abb. 8 Osteopontinplasmaspiegel in Abhéngigkeit vom Geschlecht

Die Boxplot-Darstellung zeigt den OPN-Plasmaspiegel bei weiblichen und mannli-
chen Probanden. Der Grafik sind neben dem MD, der 25. und 75. Perzentile, auch der

grolte Wert, der kleinste Wert, Ausreil3er (Kreis) und Extremwerte (Kreuz) zu entneh-
men.
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Abb. 9 Osteopontinplasmaspiegel bei unterschiedlichem Patientenalter

Die Boxplot-Darstellung zeigt den OPN-Plasmaspiegel bei Probanden im Alter < 51
Jahre und Alter > 51 Jahre. Der Grafik sind neben dem MD, der 25. und 75. Perzentile,

auch der groflite Wert, der kleinste Wert, AusreiBer (Kreis) und Extremwerte (Kreuz)
zu entnehmen.
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Abb. 10 Osteopontinplasmaspiegel bei unterschiedlichem BMI

Die Boxplot-Darstellung zeigt den OPN-Plasmaspiegel bei Probanden mit einem BMI
<26,72 kg/m2 und einem BMI > 26,72 kg/m2. Der Grafik sind neben dem MD, der 25.
und 75. Perzentile, auch der groBRte Wert, der kleinste Wert und Ausreiller (Kreis) zu
entnehmen.

3.3 Risikostratifizierung bei HCM

Bei der Risikostratifizierung wurden familiare Disposition fur PHT, der Blutdruckabfall unter
Belastung, die Septumdicke, nsVTs, Synkopen in der VVorgeschichte und anschlie3end die Ri-
sikofaktoren insgesamt evaluiert. Lediglich 13,87% (n = 19) der Patienten hatte eine familiére
Disposition fir PHT und zeigte einen OPN-MD = 118,35 ng/mL Patienten ohne Disposition
(86,13%; n = 118) zeigten dagegen einen OPN-MD = 205,92 ng/mL. Der Anteil der Probanden,
die einen Blutdruckabfall unter Belastung hervorbrachten, betrug 17,52% (n = 24) und hatten
einen OPN-MD = 21531 ng/mL. Die Probanden ohne Blutdruckabfall (82,48%; n = 113) zeig-
ten einen OPN-MD = 195,21 ng/mL. Lediglich 9,49% (n = 13) der Patienten hatten eine Sep-
tumdicke > 30 mm vorzuweisen. Dabei wurde bei diesem Parameter ein MD = 30 mm ermittelt.
Die Gruppe mit einem Septum < 30 mm erwies einen OPN-MD = 201,10 ng/mL und die mit
einem Septum > 30 mm einen OPN-MD = 116,16 ng/mL. Bei 45,26% (n = 62) der Probanden
konnten nsVT nachgewiesen und ein OPN-MD = 190,19 ng/mL ermittelt werden. Die Mehr-
zahl der Probanden (54,74%; n = 75) hatte jedoch keine dokumentierten ns\VTs und zeigte einen
OPN-MD = 200,43 ng/mL. Der Anteil der Patienten, die eine Synkope in der VVorgeschichte
vorzuweisen hatte, betrug 33,58% (n = 46) und bot einen OPN-MD = 168,42 ng/mL. Patienten
ohne Synkopen in der Vorgeschichte (66,42%; n = 91) zeigten einen OPN-MD = 199,17 ng/mL.
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Bei Betrachtung der Gesamtzahl der Risikofaktoren bei allen Patienten hatten 29,93% (n = 41)
keinen Risikofaktor, 29,93% (n = 41) einen, 32,85% (n = 45) zwei, 5,84% (n = 8) drei und
1,46% (n = 2) Risikofaktoren vorzuweisen. Bei Uberhaupt nicht eruierbaren Risikofaktoren
konnte ein OPN-MD = 200,43 ng/mL, bei einem Risikofaktor ein OPN-MD = 220,00 ng/mL,
bei zwei ein OPN-MD = 136,98 ng/mL, bei drei ein OPN-MD = 147,09 ng/mL und bei vier ein
OPN-MD = 208,14 ng/mL bestimmt werden. Der MW, die SD und die entsprechenden
Perzentile der jeweiligen Parameter sind der Tabelle 7, 8 und 9 zu entnehmen. Bei dem Blut-
druckabfall unter Belastung (p = 0,630), der Septumdicke (p = 0,223), den nsVTs (p = 0,983)
und der Synkopenanamnese (p = 0,215) konnte keine signifikante Korrelation zum OPN fest-
gestellt werden. Die familiare Disposition zeigte eine signifikante Korrelation (p = 0,033) zu
OPN, wihrend sich bei der Anzahl der Risikofaktoren ein Trend (,,grenzwertige Signifikanz®;
p = 0,061) abzeichnete.
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Abb. 11 Osteopontinplasmaspiegel bei einer positiven bzw. unauffélligen Familienanamnese

Die Boxplot-Darstellung zeigt den OPN-Plasmaspiegel bei Probanden mit und ohne
positive Familienanamnese hinsichtlich PHT. Der Grafik sind neben dem MD, der 25.
und 75. Perzentile, auch der groRte Wert, der kleinste Wert, AusreiRer (Kreis) und
Extremwerte (Kreuz) zu entnehmen.
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Abb. 12 Osteopontinplasmaspiegel bei unterschiedlicher Septumdicke

Die Boxplot-Darstellung zeigt die OPN-Plasmaspiegel bei Probanden mit einer Sep-
tumdicke < 30 mm und einer Septumdicke > 30 mm. Der Grafik sind neben dem MD,
der 25. und 75. Perzentile, auch der grofite Wert, der kleinste Wert, AusreilRer (Kreis)
und Extremwerte (Kreuz) zu entnehmen.
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Abb. 13 Osteopontinplasmaspiegel bei variiernder Anzahl von Risikofaktoren

Die Boxplot-Darstellung zeigt die OPN-Plasmaspiegel bei Probanden mit keinem bis
insgesamt funf Risikofaktoren. Im vorliegenden Projekt hatte keiner der Patienten
insgesamt funf der finf moglichen Risikofaktoren. Der Grafik sind neben dem MD,
der 25. und 75. Perzentile, auch der gro3te Wert, der kleinste Wert, AusreiRer (Kreis)
und Extremwerte (Kreuz) zu entnehmen.



29 Ergebnisse

3.4 NYHA-Stadium und Vorhofflimmern

Im Folgenden wurden die NYHA-Stadien und VHF zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme
mit OPN korreliert. Zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme konnten 60,29% (n = 82) der Pa-
tienten dem Stadium | oder Il zugeordnet werden und zeigten einen OPN-MD = 190,19 ng/mL.
Die ubrigen 39,71% (n = 54) hatten ein NYHA-Stadium I11 oder IV und zeigten eine OPN-MD
= 202,94 ng/mL. Zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme bestand bei 13,14% (n = 18) der
Probanden die Diagnose eines VHF. Dabei konnte ein OPN-MD = 198,04 ng/mL ermittelt wer-
den. Von diesen Probanden konnte bei 61,11% (n = 11) ein paroxysmales, bei 16,67% (n = 3)
ein persistierendes und bei 22,22% (n = 4) ein permanentes VHF dokumentiert werden. Patien-
ten ohne VHF (86,86%; n = 119) zeigten einen OPN-MD = 197,88 ng/mL. Der MW, die SD
und die entsprechenden Perzentile der jeweiligen Parameter sind der Tabelle 10 zu entnehmen.
Weder die NYHA-Stadien (p = 0,130), noch das Bestehen eines VHF zum Zeitpunkt der Blut-
probenentnahme (p = 0,769) konnte mit dem OPN positiv korreliert werden. Trotz fehlender
Signifikanz bei der Art des VHF (p = 0,807), zeichnete sich ein Trend zu erhdhten Werten bei
permanentem VHF ab (paroxysmales VHF OPN-MD = 169,75 ng/mL vs. persistierendes VHF
OPN-MD = 215,35 ng/mL vs. permanentes VHF OPN-MD = 289,12 ng/mL).
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Abb. 14 Osteopontinplasmaspiegel mit Bezug auf geringe vs. erhéhte NYHA-Stadien

Die Boxplot-Darstellung zeigt die OPN-Plasmaspiegel bei Probanden mit NYHA-
Stadium 1 bis 2 und NYHA-Stadium 3 bis 4. Der Grafik sind neben dem MD, der
25. und 75. Perzentile, auch der groRte Wert, der kleinste Wert, Ausreiller (Kreis)
und Extremwerte (Kreuz) zu entnehmen.



30

Ergebnisse

800

600

400

Osteopontin (ng/ml)

200

o

nein

VHF bei Baseline

Abb. 15 Osteopontinplasmaspiegel in Abhangigkeit von VHF

Die Boxplot-Darstellung zeigt die OPN-Plasmaspiegel bei Probanden mit und ohne
diagnostizierten VHF. Der Grafik sind neben dem MD, der 25. und 75. Perzentile,
auch der groBte Wert, der kleinste Wert, AusreiRer (Kreis) und Extremwerte (Kreuz)

zu entnehmen.
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Abb. 16 Osteopontinplasmaspiegel mit Bezug auf die Art des VHF

Die Boxplot-Darstellung zeigt die OPN-Plasmaspiegel bei Probanden mit paroxys-
malem, persistierendem und permanentem VHF. Der Grafik sind neben dem MD,
der 25. und 75. Perzentile, auch der groRte und der kleinste Wert zu entnehmen.
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35 Echokardiographisch erhobene Befunde

351 Linksatrialer Diameter

Das Patientenkollektiv zeigte bei dem LAD einen MD von 47 mm. Die Gruppe mit einem LAD
> 47 mm lieferte einen OPN-MD = 184,05 ng/mL, die Gruppe mit LAD < 47 dagegen einen
OPN-MD =210,17 ng/mL. Der MW, die SD und die entsprechenden Perzentile sind der Tabelle
11 zu entnehmen. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen dem LAD und dem
OPN (p = 0,993).

352 LVEF

Der ermittelte MD betrug bei der LVEF 55%. Die Probanden mit einer LVEF > 55% zeigten
einen OPN-MD = 144,70 ng/mL und die Probanden mit einer LVEF < 55% einen OPN-MD =
208,14 ng/mL. Der MW, die SD und die entsprechenden Perzentile sind der Tabelle 11 zu ent-
nehmen. Es konnte eine signifikante Korrelation von OPN zu LVEF (p = 0,011) nachgewiesen

werden.
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Abb. 17 Osteopontinplasmaspiegel in Bezug auf LVEF

Die Boxplot-Darstellung zeigt die OPN-Plasmaspiegel bei Probanden mit LVEF <
55% und LVEF > 55%. Der Grafik sind neben dem MD, der 25. und 75. Perzentile,
auch der groRte Wert, der kleinste Wert, Ausreil3er (Kreis) und Extremwerte (Kreuz)
zu entnehmen.



32 Ergebnisse

353 Ivdd

Die Auswertung des IVSd ergab einen MD von 18 mm. Patienten mit einem IVSd < 18 mm
prasentierten einen OPN-MD = 200,47 ng/mL, wéhrend Patienten > 18 mm einen OPN-MD =
184,97 ng/mL aufwiesen. Der MW, die SD und die entsprechenden Perzentile sind der Tabelle
11 zu entnehmen. Bei einem p-Wert = 0,875 konnte keine Signifikanz von OPN in Bezug auf

IVSd nachgewiesen werden.

3.54 LVEDD

Der Median bei dem LVEDD betrug 46 mm. Daraus wurde bei der Gruppe mit LVEDD < 46
ein OPN-MD = 205,44 ng/mL und bei der Gruppe mit LVEDD > 46 mm einen OPN-MD =
193,57 ng/mL ermittelt. Der MW, die SD und die entsprechenden Perzentile sind der Tabelle
11 zu entnehmen. Eine Korrelation zwischen OPN und LVEDD (p = 0,394) konnte nicht her-
gestellt werden.

355 LvPWd

Bei der L\VPWd wurde ein MD von 13 mm ermittelt. Probanden mit einem LVPWd <13 mm
zeigten einen OPN-MD = 204,98 ng/mL, wahrend Probanden mit einem LVPWd > 13 mm
einen OPN-MD = 185,66 ng/mL aufwiesen. Der MW, die SD und die entsprechenden
Perzentile sind der Tabelle 12 zu entnehmen. Auch bei der LVPWd konnte keine Korrelation
zu OPN hergestellt werden (p = 0,993).

3.5.6 LVMM und der Vergleich zum Normbereich

Der ermittelte MD betrug fiir die LVMM 357,75 g. Patienten mit einer LVMM < 357,75 ¢
wiesen einen OPN-MD = 204,98 ng/mL und Patienten mit einer LVMM > 357,75 g einen OPN-
MD = 193,57 ng/mL auf. Bei lediglich 4,44% der Patienten (n = 6) lag der LVMM im Norm-
bereich. Diese Gruppe zeigte einen OPN-MD = 128,94 ng/mL. Bei der Mehrzahl der Patienten
(95,56%; n = 129) lag der LVMM auRerhalb des Normbereiches und ergab einen OPN-MD =
200,43 ng/mL. Der MW, die SD und die entsprechenden Perzentile sind der Tabelle 12 zu
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entnehmen. Weder bei der LVMM (p = 0,850) noch bei dem Vergleich mit dem Normbereich
(p = 0,321) konnte eine Signifikanz nachgewiesen werden.
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Abb. 18 Osteopontinplasmaspiegel bei unterschiedlicher LVMM

Die Boxplot-Darstellung zeigt die OPN-Plasmaspiegel bei Probanden mit LVMM <
357,75 g und LVMM > 357,75 g. Der Grafik sind neben dem MD, der 25. und 75.
Perzentile, auch der groRte Wert, der kleinste Wert, Ausreil3er (Kreis) und Extrem-
werte (Kreuz) zu entnehmen.

357 RWT

Der initial bestimmte MD betrug bei der RWT 0,55. Die Gruppe mit RWT < 0,55 prasentierte
einen OPN-MD = 186,80 ng/mL und die Gruppe mit RWT > 0,55 einen OPN-MD = 207,94
ng/mL. Der MW, die SD und die entsprechenden Perzentile sind der Tabelle 12 zu entnehmen.

Bei der Auswertung konnte keine Korrelation (p = 0,110) zu OPN gezeigt werden.

3.5.8 Maximale Wanddicke und Summe der LV-Dicke

Im Folgenden wurden die maximale Wanddicke und die Summe der LV-Dicke mit OPN kor-
reliert. Die maximale Wanddicke ergab einen MD von 18 mm und die der Summe der LV-
Dicke einen MD von 31 mm. Patienten mit einer maximalen Wanddicke < 18 zeigten eine

OPN-MD = 200,47 ng/mL, wéhrend die mit einer maximalen Wanddicke von > 18 mm einen
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OPN-MD = 185,89 ng/mL zeigten. Bei einer Summe der LV-Dicke < 31 mm konnte ein OPN-
MD = 193,57 ng/mL und bei einer Summe der LV-Dicke > 31 mm ein OPN-MD = 202,94
ng/mL ermittelt werden. Der MW, die SD und die entsprechenden Perzentile sind der Tabelle
13 zu entnehmen. Keiner der Parameter konnte mit OPN signifikant korreliert werden (maxi-
male Wanddicke p=0,804 und Summe der LV-Dicke p=0,292).

359 LVOTG in Ruhe und unter Provokation

Im Folgenden wurden LVOTG in Ruhe und unter Provokation mit OPN korreliert. In Ruhe
ergab sich ein LVOTG-MD = 20 mmHg und unter Provokation ein LVOTG = 74 mmHg. Pro-
banden mit einem LVOTG in Ruhe <20 mmHg zeigten einen OPN-MD = 170,86 ng/mL, wah-
ren die Probanden einem LVOTG in Ruhe > 20 einen OPN-MD = 216,98 ng/mL zeigten. Unter
Provokation erwiesen Patienten mit einem LVOTG < 74 mmHg einen OPN-MD = 169,75
ng/mL und bei einem LVOTG > 74 mmHg einen OPN-MD = 211,48 ng/mL. Der MW, die SD
und die entsprechenden Perzentile sind der Tabelle 13 zu entnehmen. Weder der LVOTG in
Ruhe (p =0,062), noch der LVOTG unter Provokation (p = 0,055) konnten mit OPN signifikant
korreliert werden. Bei Betrachtung dieser Werte ldsst sich ein Trend (,,grenzwertige Signifi-
kanz*) beobachten. Dieser bendtigt eine groflere Fallzahl, um eine mogliche Signifikanz nach-

weisen zu konnen.
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Abb. 19 Osteopontinplasmaspiegel bei unterschiedlichem LVOTG in Ruhe (mmHg)

Die Boxplot-Darstellung zeigt die OPN- Plasmaspiegel bei Probanden mit LVOTG
in Ruhe <20 mmHg und LVOTG in Ruhe > 20 mmHg prasentieren. Der Grafik sind
neben dem MD, der 25. und 75. Perzentile, auch der grofite Wert, der kleinste Wert,
Ausreilier (Kreis) und Extremwerte (Kreuz) zu entnehmen.
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Abb. 20 Osteopontinplasmaspiegel bei unterschiedlichem LVOTG u. Provokation (mmHg)

Die Boxplot-Darstellung zeigt die OPN- Plasmaspiegel bei Probanden mit LVOTG
unter Provokation < 74 mmHg und LVOTG unter Provokation > 74 mmHg. Der
Grafik sind neben dem MD, der 25. und 75. Perzentile, auch der groRte Wert, der
kleinste Wert, AusreiRer (Kreis) und Extremwerte (Kreuz) zu entnehmen.
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4 Diskussion

4.1 Tragweite der Zielsetzung

Die hypertrophe Kardiomyopathie ist eine global verbreitete Erkrankung. Trotz intensiver For-
schung konnten lediglich Hypothesen uber die Pathomechanismen, die zur Auspragung des ty-
pischen Phénotyps fiihren, aufgestellt werden (5). Auch die Bereiche der Diagnostik und The-
rapie sind von den Grundlagen der Pathomechanismen abhéngig. Ein vollstandiges Verstandnis
der pathologischen Vorgéange wirde innerhalb der diagnostischen und therapeutischen Verfah-
ren neue Ansatzpunkte bieten. Die Diagnosestellung der HCM erfolgt tber eine Reihe Uber-
wiegend nicht-invasiver, aber auch invasiver Untersuchungen. Initial werden eine ausfihrliche
Anamneseerhebung und die TTE, einschlieflich Stressechokardiographie, zur Diagnostizie-
rung einer HCM herangezogen. Bieten diese Methoden keine ausreichende Aussagekraft oder
werden zusétzliche Informationen, insbesondere hinsichtlich der intramyokardialen Fibrose,
benotigt, so wird erganzend ein CMR durchgefuhrt. All diese Methoden sind mit einem erhéh-
ten zeitlichen und technischen Aufwand verbunden und erfordern ein hohes MaR an Erfahren-
heit der diagnostizierenden Arzte. Bei der treffsicheren Abgrenzung der HCM von einer Reihe
an Differenzialdiagnosen kénnte ein routinemaRig einzusetzender Biomarker hilfreich sein.
Durch eine moglichst hohe Bestandigkeit eines Biomarkers ware nicht nur eine eindeutige Di-
agnosestellung wahrscheinlich, sondern auch die genauere Bestimmung des Schweregrades so-
wie der prognostischen Einschatzung bei HCM denkbar. Ein Biomarker stellt eine Bereiche-
rung innerhalb der Diagnostik dar. Da es bislang keine validierten Biomarker fiir die HCM gibt,
werden potentielle Marker in neuen Studien thematisiert. Osteopontin stellt als Fibrosemarker
dabei einen Ansatz dar, dem diese Studie erstmalig nachgeht. Eine positive Korrelation von
OPN und den HCM bezogenen Parametern kénnte einen neuen Grundstein im diagnostischen

Verfahren darstellen, was die Tragweite der Zielsetzung verdeutlicht.

4.2 Ergebnisse

Die vorgelegte Studie bietet erstmalig eine Korrelation von dem Biomarker Osteopontin mit
klinisch-diagnostischen Parametern in einem groReren Kollektiv von HCM-Patienten. Demzu-
folge kdénnten die erhobenen Ergebnisse neue Grundlagen fiir kiinftiges diagnostisches Vorge-
hen oder Folgestudien darstellen. Eine signifikante Korrelation konnte zwischen OPN und
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einem niedrigen BMI, einer fehlenden familiaren Disposition fir PHT und einer erniedrigten
LVEF ermittelt werden. Formal nur ein Trend wurde mit Hinblick auf weibliches Geschlecht,
Alter, auf Art des VHF, der Anzahl klassischer HCM-Risikofaktoren und hinsichtlich des
LVOTG in Ruhe sowie unter Provokation beobachtet. Dieser Trend kénnte bei einer grél3eren

Fallzahl an Signifikanz gewinnen. Im Folgenden werden alle Ergebnisse diskutiert.

421 Biometrische Parameter

Die i. R. dieses Projektes erhobenen biometrischen Parameter umfassen das Geschlecht, Alter,
den BMI und Blutdruck.

Obwohl das hier untersuchte HCM-Patientenkollektiv keine signifikante Korrelation zwischen
dem Geschlecht und OPN zeigte, zeichnete sich ein Trend von héheren OPN-Plasmaspiegeln
bei Frauen ab. Diese Beobachtung konnte durch andere Studien jedoch nicht belegt werden.
Arnlov et al. untersuchten die Hypothese, dass OPN-Plasmaspiegel im Zusammenhang mit Kar-
diovaskuldren Risikofaktoren, Klappensklerose, Dilatation des LV und LVH stehen konnten.
Zusatzlich wurde der Einfluss des Geschlechts auf die erhobenen OPN-Messwerte ermittelt.
Dabei konnten erhéhte OPN-Spiegel fiir die ménnliche Subgruppen nachgewiesen werden (51).
Im weiteren Verlauf untersuchten Abdalrhim et al. den potentiellen Einfluss von OPN auf un-
gunstige kardiovaskuldre Ereignisse bei Individuen mit einer stabilen koronaren Herzkrankheit
(KHK) und erhaltener EF (PEACE Trial; n = 3567 Patienten). Auch i. R. dieser Studie stellten
sie einen starken Zusammenhang von OPN zum ménnlichen Geschlecht fest (52). Uberra-
schenderweise wurde im vorliegenden Projekt eine Tendenz von erhéhten OPN-Werten bei den
weiblichen Probanden festgestellt. Dies widerspricht nicht nur anderen Studien i. W., sondern
wird durch die Annahme, dass Ostrogen die OPN-Expression in der glatten Muskulatur hemme,
widerlegt (53).

Sowohl die Studien um Arnlév et al. als auch der PEACE Trial konnten ebenfalls eine starke
Korrelation von OPN zum Alter der Probanden feststellen, indem héhere OPN-Plasmaspiegel
mit steigendem Alter beobachtet werden konnten. Ein altersabhangiges Remodeling des kardi-
ovaskuldren Systems, Osteoporose und altersbedingte Entziindungsprozesse werden als Erkl&-
rungsansétze fir die erhdhte OPN-Expression geliefert (52, 54, 55). Miller et al. untersuchten
in ihrer Studie den Einfluss des Alters auf vaskuldre Pathologien. Dabei konnten sie eine er-
hohte OPN-Sekretion feststellen, die durch eine altersbedingte Erhéhung von oxidativem Stress
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in Gefalen begrindet sein kdnnte (56). Obwohl die vorliegende Studie keine Signifikanz zu
Alter aufstellen konnte, so zeichnete sich bei der Betrachtung der altersabhangigen Werte ein
Trend ab.

Betrachtet man die Datenlage der Beziehung von OPN zu BMI, so sind die Ergebnisse von
Gbomez-Ambrosi et al. signifikant. Erstmals konnten erhéhte OPN-Plasmaspiegel bei iberge-
wichtigen/préadipésen (BMI = 25-29,9 kg/m?) und adipdsen (BMI > 30 kg/m?) Menschen er-
mittelt werden. Wéhrend bereits bei Préadipositas (MD-BMI = 26,8 + 1,6 kg/m?) eine signifi-
kante OPN-Erh6hung nachzuweisen ist, fihrt im Gegenzug eine Gewichtsreduktion zu einer
Senkung der OPN-Plasmaspiegel. Die Verfasser der Studie vermuten, dass dies den Grund flr
das verbesserte kardiovaskuldre Profil nach einer Gewichtsreduktion darstellt (57). Entgegen
dieser Erkenntnisse und einem durchschnittlich praadipésen BMI des Patientenkollektivs
(MW-BMI = 27,35 + 4,23 kg/m?), konnte eine Korrelation von OPN zu einem niedrigeren BMI

(p = 0,032) nachgewiesen werden.

Ein Zusammenhang zwischen OPN und dem Blutdruck wurde schon in zahlreichen Studien
beforscht und nachgewiesen. Wahrend Caeser et al. eine Hypertonie bei Mdusen mittels Angi-
otensin Il (Ang I1) und Norepinephrine induzierten, setzten Seo et al. die Aorten in M&usemo-
dellen mechanischem Stress aus. Beide Studien untersuchten anschlielend die Sekretion von
OPN durch die glatte Muskulatur der Aorta. Es wurde ein signifikanter Anstieg der OPN-Pro-
duktion nachgewiesen, was eine Korrelation von OPN zum Bluthochdruck herstellt und auch
eine Interaktion mit Mediatoren flr Hypertonie, v. a. Ang 11, suggestiert (58, 59). Im vorliegen-

den Projekt konnte eine Korrelation zum Blutdruck nicht bestatigt werden.

4.2.2 Risikostratifizierung

Der plétzliche Herztod stellt mit einer jahrlichen Inzidenzrate von < 1-2 % eine gefurchtete
Folge der HCM dar (7, 60). Bereits 1964 werden erste Assoziationen des PHT zu HCM herge-
stellt und bewegen Forscher seitdem, eine geeignete Methode zur Risikoeinschétzung fur das
Eintreten dieses Ereignisses zu ermitteln (61). Es wurden flinf Faktoren definiert, die mit einem
erhohten Risiko fir PHT vergesellschaftet sind: familiare Disposition fur PHT, ein Blutdruck-
abfall unter Belastung, nsVT, eine Synkope in der VVorgeschichte, und der Nachweis einer Sep-
tumhypertrophie. Diese sollen der Identifizierung von Hochrisikopatienten fiir einen PHT die-
nen, die von einem ICD profitieren kdnnten. Diese Art der Stratifizierung weist jedoch auch
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einige Limitationen auf. So errechnet diese Methode eine relative Wahrscheinlichkeit flr das
Eintreten eines PHT, jedoch nicht eine patientenbezogene und individuell erhobene Risikoein-
schdtzung. Zuséatzlich werden alle genannten Faktoren gleichgestellt und eine nachgewiesene
Risikoerh6hung durch das Voranschreiten bestimmter Risikofaktoren, v.a. der Septumhyper-
trophie, auller Acht gelassen (7, 62, 63). O'Mahony et al. fuhrten kirzlich eine umfangreiche
Studie an 3756 HCM-Patienten durch, bei welcher sie die Anzahl der stattgefundenen PHT
festhielten und anhand dieser ein neues Modell der Risikostratifizierung, welches zusétzlich
das Alter, die fraktionelle Faserverkirzung, LAD und den maximalen LVOTG berucksichtigt,
untersuchten. Im Rahmen dieser Studie wurden auch Prévalenzen der einzelnen Risikofaktoren
in Bezug auf den PHT ermittelt. Demnach wiesen ca. 37% der Patienten eine positive Famili-
enanamnese hinsichtlich des PHT bei erstgradigen Verwandten auf. Dimitrow et al. Gberpriiften
die Prédiktivitat der einzelnen Faktoren fir PHT, indem sie diese nach klassischer Art, d.h. bei
Erstvorstellung des Patienten in der Klinik, und ab Geburt an bestimmten und anschlieRend
miteinander verglichen. Ungeféhr 21% dieser Probanden hatten eine positive Familienanam-
nese (64). Im Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit wiesen hingegen nur 13,87 % diesen
Risikofaktor auf. Uberraschenderweise wurde eine signifikante Korrelation zwischen OPN und
den Patienten ohne positive Familienanamnese ermittelt (p = 0,033). Diese Feststellung lasst
sich durch anderweitige Studienergebnisse jedoch nicht belegen. Ein Blutdruckabfall oder un-
zureichender Blutdruckanstieg unter Belastung wird bei 1/3 der HCM-Patienten beobachtet (7,
64, 65, 65, 66). Dieser Faktor konnte bei lediglich 17,52% der Patienten dieses Projektes ermit-
telt werden und zeigte gleichzeitig keine Korrelation zum OPN (p = 0,630). Bereits 1986 konnte
ein haufigeres Vorkommen von nsVTs bei HCM dokumentiert werden (67). Je nach Literatur-
quelle liegt die Pravalenz von nsVTs bei HCM-Patienten zwischen 17% und 32% (7, 64, 68).
Patienten dieser Arbeit zeigten eine erhohte Pravalenz fiir das Vorkommen von nsVTs
(45,26%). Wahrend Dimitrow et al. eine Pravalenz von 28% fur das Auftreten einer Synkope
ermittelten, zeigten sich i. R. dieser Studie vergleichbare Werte (33,58%) (64). Dennoch konnte
fur beide letztere Parameter innerhalb dieser Arbeit keine Korrelation zu OPN nachgewiesen
werden (nsVT: p = 0,983 und Synkope: p = 0,215). Den letzten und wohl einflussreichsten
Risikofaktor stellt die Septumhypertrophie > 30 mm dar. Die Angaben beziiglich der Pravalenz
variieren je nach Studie zwischen 10% und 18% (64, 69, 70). Trotz vergleichbarem VVorkom-
men von 9,49% konnte keine Korrelation zu den gemessenen OPN-Werten hergestellt werden
(p =0,223).
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Betrachtet man die Gesamtzahl der Risikofaktoren, so konnte im vorliegenden Patientenkollek-
tiv ein Trend zur Ubereinstimmung mit den OPN-Messwerten ermittelt werden. Dieser zeigt
sich vor allem bei Gegentiberstellung der Patienten ohne erruierbare Risikofaktoren mit den
Patienten, die lediglich einen Risikofaktor aufweisen. Dieser Trend lasst sich nur bedingt auf
die weiteren Gruppen (zweli, drei und vier Risikofaktoren) tibertragen. Dies kann einerseits an
dem eher gering gehaltenen Patientenkollektiv liegen, andererseits an dem Alter der Plasma-
proben. Der potentielle Einfluss, den das Alter der Plasmaproben auf die erhobenen Osteopon-

tinwerte austiben konnte, wird im entsprechenden Kapitel diskutiert.

Trotz leicht abweichender Prévalenzen kann das Patientenkollektiv dieser Studie als stimmig
und hinsichtlich der Risikostratifizierung bei HCM als représentativ gewertet werden. Bisher
wurde keine vergleichbare Studie durchgeflhrt, die explizit die individuellen Risikofaktoren
fir PHT in Bezug zum OPN stellt. Daher liefert das vorliegende Projekt erstmalig solche Er-

gebnisse und kann zu keinen Vergleichswerten in Bezug gestellt werden.

4.2.3  Vorhofflimmern und NYHA-Stadium

Vorhofflimmern stellt die haufigste Form der Herzrhythmusstérung bei HCM dar (Pravalenz
20%) (46). Obwohl die grundlegenden Signalwege und Mechanismen von VHF noch nicht
ganzlich geklart sind, konnte ein strukturelles Remodeling der betroffenen Herzen festgestellt
werden. Das Remodeling ist durch einen fibrotischen Umbau gekennzeichnet, welcher vor-
nehmlich in den Vorhofen stattfindet (71-73). Xu et al. untersuchten in ihrer Studie das Ausmal}
des Remodelings in Abhéngigkeit des vorliegenden VHF-Typs (paroxysmal, persistierend und
permanent). Anhand explantierter Herzen (bedingt durch eine dilatative Kardiomyopathie
[DCM] und Herzinsuffizienz) konnten sie eine vermehrte Ablagerung von extrazellularer Mat-
rix (EZM) bei langer anhaltendem VHF nachweisen (74). Eine vermehrte EZM stellt - zusam-
men mit einer Fibroblastenhyperproliferation und der Differenzierung von Fibroblasten zu My-
ofibroblasten - einen Pathomechanismus als Antwort auf eine Organschédigung dar und resul-
tiert in einer Fibrose (75, 76). Es ist deshalb naheliegend, dass OPN, ein identifizierter Fibro-
semarker, fur die Forscher des VHF von Interesse ist. J. B. Grammer et al. untersuchten i. R.
zweier Studien den Zusammenhang von OPN und VHF. Im ersten Schritt stellten sie fest, dass
Patienten mit permanenten VHF erhéhte OPN-Expression im Vergleich zu Patienten mit blan-
der VHF-Anamnese aufweisen. Ein fibrotischer Umbau als Folge des permanenten VHF liefert
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dafiir eine maogliche Erklarung (77, 78). Eine ihrer Folgestudien befasste sich mit dem Auftreten
von postoperativem VHF und der damit verbundenen - Fibrose assoziierten - Genenexpression.
Patienten mit unauffalliger Anamnese in Bezug auf paroxysmales und permanentes VHF wur-
den postoperativ (nach Bypassoperation oder Aortenklappenersatz) beobachtet. Bei Auftreten
von VHF wurden die betroffenen Patienten mittels Fibrosemarker, u. a. OPN, auf das Entstehen
von atrialer Fibrose untersucht. Im Rahmen dessen blieben sowohl OPN als auch die anderen
Fibroseparameter unveréndert (78).

In dem vorliegendem Patientenkollektiv hatten insgesamt 18 Patienten (13,14%) zum Zeitpunkt
der Blutprobenentnahme ein diagnostiziertes VHF. Dabei war bei 61,11% (n = 11) der Patienten
ein paroxysmales, bei 16,67 % (n = 3) ein persistierendes und bei 22,22% (n = 4) ein perma-
nentes VHF zu verzeichnen. Es konnte weder eine Korrelation von OPN zum VHF (p = 0,769)
noch eine zu der Art des VHF (p = 0,807) hergestellt werden. Wéhrend die Literatur eine Kor-
relation von OPN und permanentem VHF beschreibt, zeigen die betroffenen Patienten i. R.
dieses Projektes mehrheitlich ein paroxysmales VHF (77). Dies konnte die fehlende Korrelation
zum VHF erkléren. Da ein paroxysmales VHF ein sporadisches, kurzzeitiges und selbstlimitie-
rendes Verhalten aufweist (Sistieren meist innerhalb von 48 Stunden), kdnnte dieses mit dem
postoperativen Auftreten von VHF verglichen werden (79). Aufgrund der fehlenden Fibrosie-
rung wurden postoperativ keine erhohten OPN-Werte gemessen (78). Dies ist auch bei den
Patienten mit einem paroxysmalen VHF zu vermuten. Obwohl keine Korrelation von OPN zu
der Art des VHF hergestellt werden konnte, so deuten die OPN-MD der einzelnen Gruppen auf
tendenziell hohere Werte bei permanentem VHF (paroxysmales VHF OPN-MD = 169,75
ng/mL vs. persistierendes VHF OPN-MD = 215,35 ng/mL vs. permanentes VHF OPN-MD =
289,12 ng/mL) hin, was mit den anderweitigen Studienergebnissen einhergeht. Die Grof3e des

Patientenkollektivs kénnte auch in diesem Fall die fehlende Korrelation bedingen.

Auch die Herzinsuffizienz ist durch einen fibrotischen Umbau geprégt. Die zugrundeliegenden
Pathomechanismen bewirken zundchst eine Aufrechterhaltung der LVEF (HFpEF), doch durch
eine zunehmende Ablagerung von EZM und der steigenden Expression von sowohl Adhésions-
molekulen und —proteinen als auch Integrinrezeptoren, kommt es im Verlauf zum Voranschrei-
ten der Herzinsuffizienz und zur Reduktion der LVEF (HFrEF) (35, 80). Nachdem Singh et al.
bereits eine erhohte Expression von OPN bei herzinsuffizienten Ratten feststellen konnten,
pruften P. Stawowy et al., ob diese Erkenntnis auch beim Menschen zutreffen kdnnte (35, 81).
Anhand von 19 an DCM erkrankten Herzen demonstrierten sie, dass eine Korrelation zwischen

OPN und dem Schweregrad der Herzinsuffizienz besteht (35). Rosenberg et al. fiihrten eine
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umfassende Untersuchung (n = 420) mit der Fragestellung, ob erhéhte OPN-Plasmaspiegel bei
chronisch herzinsuffizienten Patienten festzustellen sind und ob diese womdglich eine prog-
nostische Aussagekraft haben kénnten, durch (30). Die Probanden litten an einer DCM oder
einer ischamischen Herzinsuffizienz und wiesen eine deutlich reduzierte LVEF (< 40%) auf.
Eine der zentralen Feststellungen der Studie bestand im Nachweis erhohter OPN-Plasmaspiegel
der an chronischer Herzinsuffizienz - unabhéngig der Atiologie - erkrankten Patienten im Ver-
gleich zur gesunden Kontrollgruppe. Des Weiteren erfolgte eine Zuordnung der Patienten zum
entsprechenden NYHA-Stadium, wobei zwei Kohorten gebildet wurden (NYHA 1-2 und
NYHA 3-4). Die anschlieBende Auswertung zeigte, verglichen mit NYHA-Stadium 1 und 2,
erhdhte OPN-Werte im NYHA-Stadium 3 und 4. Zusétzlich lieR sich ein signifikanter Unter-
schied zwischen den OPN-Plasmaspiegeln im NYHA Stadium 3 und 4 beweisen, womit eine
Korrelation von OPN zum Schweregrad der Herzinsuffizienz erstellt wurde (30). M. Behnes et
al. analysierten den diagnostischen und prognostischen Wert von OPN bei Patienten mit akuter
Herzinsuffizienz (82). Insgesamt 401 Probanden wurden hinsichtlich ihrer systolischen und di-
astolischen LV-Funktion untersucht. Dabei war festzustellen, dass einerseits Betroffene mit ei-
ner systolischen Dysfunktion (LVEF<55%) deutlich hthere OPN-Werte als Patienten mit er-
haltener systolischen LV-Funktion aufweisen, und andererseits eine positive Korrelation zu ei-
nem hoheren NYHA-Stadium besteht (82).

Diese Erkenntnisse liefern Erkladrungsansatze, weshalb die vorliegende Studie keine Signifi-
kanz zwischen OPN und dem NYHA-Stadium herstellen konnte (p = 0,130). Wéhrend sowohl
Rosenberg et al. als auch M. Behnes et al. eine positive Korrelation von OPN zu Parametern,
u.a. NYHA-Stadium, bei Patienten mit HFrEF aufweisen, konnte M. Behnes et al. zusatzlich
eine Korrelation zur systolischen Dysfunktion herstellen. Im vorliegenden Patientenkollektiv
weisen lediglich 3,68% (n=5) eine vergleichbar herabgesetzte LV-Funktion (LVEF<50%) auf.
Demnach scheint die Art der Herzinsuffizienz, HFpEF oder HFrEF, ausschlaggebend fiir die

positive Korrelation zu sein.

4.2.4  Echokardiographie-basierte Befunde

Die TTE stellt zum jetzigen Zeitpunkt das Mittel der Wahl zur Diagnostizierung und zum Mo-
nitoring von HCM-Patienten dar. Dieses Diagnoseverfahren erlaubt sowohl die Registrierung
morphologischer Ausprdgungen des Myokards (z. B. LVH) als auch die Beurteilung
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hamodynamischer Funktion des Herzens. Uberraschenderweise konnte die auf aktueller Daten-
lage basierende Hypothese, dass ein Zusammenhang zwischen LVH und OPN bei HCM-Pati-
enten bestehen konnte, innerhalb dieser Studie nicht bestétigt werden. Parameter, die auf den
Grad der LVH hinweisen — LVMM, RWT, Summe der LV-Wanddicke und maximale Wand-
dicke - zeigten bei erhohten Werten keine signifikante Korrelation zum OPN. Umso interessan-
ter ist es, dass der LVOTG, welcher durch eine LVH bedingt ist, sowohl in Ruhe (p = 0,062)
als auch unter Provokation (p = 0,055) einen signifikanten Trend aufwies. Des Weiteren zeigte
sich eine signifikante Korrelation zu erniedrigten LVEF (p = 0,011). Hingegen konnte fiir LAD,
LVEDD, LVPWAd und 1VSd keine Signifikanz nachgewiesen werden. Es scheint, dass die vo-
lumetrischen und hdmodynamischen Parameter — LVEF, LVOTG in Ruhe und unter Provoka-
tion — eine signifikante Bedeutung haben. Dies wird durch Stawowy et al. unterstutzt, die ihre
Studie an herzinsuffizienten Patienten durchgefiihrt haben und es ihnen dabei - wie bereits in
der Einleitung geschildert — gelang, die hdmodynamischen Parameter (u.a. LVEF, LVEDVi
und LVEDP) positiv mit OPN zu korrelieren. Arnlov et al. priiften anhand eines préselektierten
Patientenkollektivs der Framingham Offspring Studie, ob sich OPN als Screening-Methode zur
Detektierung kardiovaskularer Pathologien (Risikofaktoren, Klappenkalzifizierung, Dilatie-
rung des LV und LVH) eignet (51, 83). Die Auswertungen ergaben eine positive Korrelation
zum LVEDD, jedoch nicht zur erhohten RWT. Dies steht im Widerspruch zu den Annahmen,
dass erhohte OPN-Spiegel zum einen eine LV Dilatation verringern, zum anderen eine ver-
mehrte Ang Il-Aktivitat und somit eine vermehrte RWT bedingen konnten (51, 84). Die Auto-
ren suggestieren dafiir zwei Erklarungsansatze: einerseits konnten die erhohten OPN-Mess-
werte eine Reaktion auf einen hdmodynamischen Reiz und somit ein Marker — nicht Ursache —
fur die erhdhten Werte sein, andererseits ist es vorstellbar, dass die OPN induzierte MMP-Ak-
tivierung eine LV-Dilatation begunstigt (51, 85). Obwohl der Erklarungsansatz des hamodyna-
mischen Reizes in Bezug zum LVEDD ausgesprochen wurde, so kann doch (bereinstimmend
angenommen werden, dass die Himodynamik eine Auswirkung auf den OPN-Spiegel hat. Die
bereits diskutierte Studie von Rosenberg et al. konnte signifikant erhtéhte OPN-Werte bei Pati-
enten mit einer eingeschréankten LVEF (HFrEF) nachweisen. Diese Ergebnisse werden von
Behnes et al. unterstitzen, die in ihrer — hier bereits erwéhnten - Untersuchung einen signifi-
kanten Zusammenhang sowohl zu LVEF als auch zu LVEDD und E/A-Verhéltnis herstellen
konnten (30, 82). B. Ldpez et al. untersuchten bei Patienten mit hypertensiv bedingter Herzin-
suffizienz zum einen den potentiellen Zusammenhang von OPN und dem bei der Kollagen Typ

1-Synthese involvierten Enzym procollagen C-proteinase, und zum anderen die Beziehung von
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OPN zur Bildung von unléslichem Kollagen. Sie korrelierten dabei OPN mit diversen, auch in
dieser Studie erhobenen, echokardiographischen Parametern. Wé&hrend sich eine Signifikanz
zwischen LVEF und dem im Myokard exprimierten OPN beobachten liel3, konnte keinerlei
Korrelation zwischen dem OPN-Plasmaspiegel und den echogardiographischen Parametern
(u.a. LVEDD, LVMi und LVEF) bewiesen werden (86).

Obwohl die erwéhnten Studien, dieses Projekt miteingeschlossen, sich allesamt an den gleichen
echokardiographischen Befunden orientieren und auch den Grol3teil erhoben haben, weisen die
Ergebnisse doch Unterschiede auf. Eine mdgliche Erklarung dafur stellt die Art der Untersu-
chung —die TTE — dar. Wie bereits beschrieben, ist die TTE nicht nur von den Schallbedingun-
gen des Patienten, sondern auch von der Erfahrenheit des Untersuchers abhangig. Obwohl die
Interobserver-Variabilitat - wie im vorliegenden Projekt - durch den Einsatz von nur einem
Untersucher minimiert werden kann, fallt diese nie ganzlich weg. Diese Variabilitat bleibt bei
Vergleichen verschiedener Studienergebnisse automatisch bestehen. Mehrere Studien unter-
suchten die Reproduzierbarkeit der mittels TTE erhobenen Parameter, wobei zum Vergleich
der Intraklassen-Korrelationskoeffizient (ICC) herangezogen wurde (87). Palmieri et al. konn-
ten in ihrer PRESERVE (Prospective Randomized Enalapril Study Evaluating Regression of
Ventricular Enlargement) Studie eine hohe Reproduzierbarkeit von LVEDD (ICC =0,87), IVS
(ICC =0,85) und LVPWT (ICC =0,83) ermitteln (88). Dem gegeniiber steht der Vergleich von
Lipshultz et al, welche die Zuverlassigkeit der echokardiographischen Untersuchung bei Kin-
dern untersucht haben. Unter Einbezug von 735 Probanden, wurden Messungen an zehn ver-
schiedenen Zentren durchgefiihrt und anschlieend evaluiert. Dabei konnte einerseits eine hohe
Reproduzierbarkeit von LVEDD (ICC = 0,97), andererseits eine deutlich niedrigere Reprodu-
zierbarkeit fur LVPWT (ICC=0,65) und IVS (ICC = 0,50) festgestellt werden (89). Diese Be-
obachtung konnte die Unterschiede in den Studienergebnissen und auch die fehlende Korrela-

tion zur LVH in der vorliegenden Studie erklaren.

4.3 Plasmaproben

Die Gewinnung der Plasmaproben erfolgte im Zeitraum vom 08.08.2002 bis 10.10.2007, wéh-
rend die Auswertung zwischen dem 09.02.2015 und dem 16.03.2015 stattfand. Das Alter der
Plasmaproben lag somit zwischen ca. 7,5 und 12,5 Jahren. Aufgrund der sicher einwandfreien

Blutprobengewinnung und anschliefenden Lagerung wurden diese Plasmaproben fur das
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vorliegende Projekt verwendet. Nach Analyse der Plasmaproben fielen aufféllig niedrige OPN-
Plasmaspiegel auf, wodurch erstmals der Verdacht auf einen — unter Kryopraservation - statt-
gehabten Proteinabbaus aufkam. Somit stellte das Alter der gewonnen Plasmaproben eine erst
im Verlauf deutlich werdende Limitation dieser Studie dar. Im Folgenden werden alle Aspekte

dieser Limitation diskutiert.

Um die Stabilitdt von OPN (ber diesen Zeitraum génzlich beurteilen zu kénnen, mussen zu-
néchst die praanalytischen Gegebenheiten evaluiert werden. So kann bereits die Wahl der zu
untersuchenden Blutfraktion (Plasma oder Serum, im Falle der hier vorgelegten Arbeit Plasma)
die Zeitspanne von der Blutprobenentnahme bis zur Generierung der erforderlichen Probenart
mittels Zentrifugierens und die anschlieBende Lagerungsdauer und -temperatur (z. B. Kurz-
oder Langzeitlagerung bei Raumtemperatur, 4°C oder -80°C) bis zur Auswertung oder Kryo-

praservation die Osteopontinspiegel beeinflussen.

Osteopontin kann sowohl im Serum als auch, wie bei den uns zur Verfiigung gestandenen Pro-
ben, im Plasma nachgewiesen werden. Diverse Studien konnten bzgl. OPN eine hohere Stabi-
litat im Plasma als im Serum feststellen. Diesem Umstand wird eine im Serum héhere Throm-
binaktivitat zugrunde gelegt, die eine Spaltung von OPN initiiert (90-92). Daraus folgt die

Empfehlung Plasmaproben fir die Messungen von OPN zu verwenden.

Sowohl die Arbeitsgruppen um Boyanton und Blick als auch S.-Y. Hsieh et al konnten in ihrer
Studie nachweisen, dass eine Zeitspanne von mehr als 24 Stunden zwischen Blutprobenent-
nahme und Zentrifugieren einen signifikanten Einfluss auf Proteinkonzentrationen haben kann
(93, 94). Lanteri et al. untersuchten umfassend das Verhalten der OPN-Plasma- und Serumspie-
gel gesunder Personen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Aufbewahrung und bei unter-
schiedlichen Lagerungsbedingungen. Innerhalb der Studie wurden die Proben nach 2, 4, 8, 12
und 24 Stunden bei -80°C eingefroren. Dabei erfolgte die Lagerung der Proben bis zum Ein-
frieren sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4°C. Der anschlieRende Vergleich mit frischen
Plasma- und Serumproben zeigte geringe, jedoch nicht signifikante Verdnderungen der OPN-
Konzentration. Daraus leitet sich eine Stabilitdt von OPN bei Raumtemperatur und 4°C Uber
einen Zeitraum von 48 Stunden ab und bietet eine ausreichende Zeitspanne zwischen Zentrifu-
gieren und Weiterverarbeitung (91). J. Creaney et al. untersuchten in ihrer Studie u.a. das Ver-
halten der OPN-Spiegel in gefrorenem Zustand (-80°C) und die Auswirkung wiederholter
Frost-Tau-Zyklen. Es zeigten sich trotz zehn durchgefiihrter Zyklen keine signifikanten Unter-
schiede im OPN-Spiegel (95).
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Unter Berticksichtigung der Tatsache, dass das préaanalytische VVorgehen bei OPN noch nicht
ausreichend validiert ist, wird vorwiegend auf die allgemein ausgesprochenen Empfehlungen
zum Umgang mit Blutproben zuriickgegriffen. Demnach sollten das Zentrifugieren zeitnah zur
Blutentnahme und die Kryopréservation innerhalb von 24 Stunden stattfinden. Durch abwei-
chende Aussagen verschiedener Studien bezlglich des Einflusses von Frost-Tau-Zyklen auf die
Proteinkonzentration in einer Plasmaprobe wird empfohlen die Anzahl der Zyklen so gering
wie moglich zu halten (96-98). All diese Empfehlungen wurden i. R. dieser Studie umgesetzt,
womit ein Einfluss jener Faktoren auf die OPN-Plasmaspiegel weitgehend ausgeschlossen wer-

den kann.

Die letzte offene Variable, die zu verdnderten OPN-Plasmaspiegel beitragen konnte, ist die
Dauer der Kryopraservation. In dem vorliegenden Projekt handelt es sich um eine Langzeitauf-
bewahrung bei -80°C. Aktuell gibt es zur Stabilitat von OPN bei einer Langzeitaufbewahrung
keine eindeutige Datenlage. Unter Berlicksichtigung der Literatur zur Langzeitaufbewahrung
von Proteinen stellt sich eine Notwendigkeit einer Lagerungstemperatur von mindestens -80°C
heraus, um eine Stabilitat zu gewahrleisten (97, 99). Unter diesen Konditionen konnte innerhalb
einer Studie die Stabilitdt von u.a. Albumin, apolipoprotein A-1, apolipoprotein B und des Ge-
samtproteins fur bis zu sechs Jahre nachgewiesen werden (96). Dem gegenuber steht die For-
schung von S. Enroth et al., welche eine Langzeitbeobachtung von insgesamt 108 Proteinen
uber einen Zeitraum von bis zu 30 Jahren durchftihrten. Von den 108 Proteinen erwiesen 18
(u.a. MMP-7, CA-125 und IL-13) eine Abweichung von 4,9% bis 34,9% zur anfanglichen Plas-
makonzentration. Ob es sich dabei um einen Anstieg oder Abbau handelt, ist vom jeweiligen
Protein abhéngig (100); Osteopontin und seine diesbezuglichen Eigenschaften wurden von En-
roht und Kollegen nicht untersucht.

Beurteilt man die OPN-Plasmaspiegel der vorliegenden Studie unter Beachtung dieser Erkennt-
nisse, so lasst sich ein OPN-Abbau wahrend der langjahrigen Kryopraservation (7,5 bis 12,5
Jahre) vermuten. Diese Annahme konnte durch einen gezielten Vergleich dieser OPN-Plasma-
spiegel bei HCM mit denen einer geeigneten Kontrollgruppe untersucht werden. Zum Ver-
gleich wird die gesunde Kontrollgruppe aus der Studie von Rosenberg et al. herangezogen (30).
Gegentiberstellungen von OPN-Messwerten innerhalb der Literatur sind allerdings nur bedingt
maoglich und daher kritisch vorzunehmen. Die Verwendung unterschiedlicher Assays (ELISA
Kits) kann zu voneinander abweichenden Ergebnissen fiihren (101). Die Kontrollgruppe von
Rosenberg et al. bietet jedoch neben einem vergleichbaren mittleren Alter (MD=59) auch ein

vergleichbares zur OPN-Auswertung verwendetes Assay (gleicher Hersteller mit Benutzung
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entsprechender Antikorper). Vergleicht man nun die OPN-Werte des Patientenkollektivs aus
dieser Studie mit den Werten der benannten Kontrollgruppe, so zeigen sich innerhalb des an
HCM erkrankten Patientenkollektivs deutlich niedrigere Werte (MD=197,88 ng/mL vs.
MD=382 ng/mL).

In Anbetracht aller aufgefuhrten Aspekte muss von einem OPN-Abbau innerhalb der vorlie-
genden Plasmaproben ausgegangen werden. Diese Tatsache muss bei der Interpretation der Er-
gebnisse berucksichtig werden, da nicht abgeschatzt werden kann, zu welchem Zeitpunkt der

Abbau einsetzt und wie schnell dieser voranschreitet.

4.4 Limitationen der Studie

Neben Alter der Plasmaproben miissen weitere Limitationen dieser Studie bertcksichtigt wer-

den.

Auswahl des Patientenkollektivs

Die Auswahl des Patientenkollektivs fand nach den geschilderten Ein- und Ausschluss-kriterien
statt. Obwohl zahlreiche Krankheitsbilder bereits positiv mit erhéhten OPN-Spiegeln korreliert
wurden, fanden diese keine Beriicksichtigung bei den Ausschlusskriterien. Osteoporose,
Atherosklerose einschlieBlich KHK, rheumatoide Arthritis, Karzinome (u.a. ovariales Karzi-
nom, Lungen- und Magenkarzinom), Nierenerkrankungen (u.a. Glomerulonephritis und chro-
nische Niereninsuffizienz), Diabetes Mellitus und Lebererkrankungen (u.a. Hepatitis, hepati-
sche Fibrose und Zirrhose) stellen nur einen Teil dieser Erkrankungen dar (55, 107-115). Das
Inkludieren von Patienten mit den aufgefiihrten Krankheitsleiden kénnte zu verfalschten Er-
gebnissen bei den durchgefiihrten Korrelationen gefuhrt haben.

Studiendesign und Fallzahl

Die retrospektive Art der Datenerhebung fuihrte partiell zu lickenhaften Angaben individueller
Patienten. Nicht alle Probanden konnten Angaben zu allen erhobenen Parametern vorweisen,
was zu unterschiedlichen Fallzahlen bei den einzelnen Parametern fiihrte. Diese Tatsache er-

scheint relevant, da diese Studie ohnehin ein kleines Patientenkollektiv (n=137) auffuhrte. Die
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statistische Analyse fiihrte z. T. zur Entstehung kleiner Kohorten, die eine grof3e Streumale

aufwiesen. Dementsprechend konnte die Aussagekraft der Ergebnisse eingeschrankt sein.

Fehlende Kontrollgruppe

Durch eine fehlende Kontrollgruppe war es nur maéglich die einzelnen Parameter innerhalb der
studieneigenen Kohorten zu evaluieren. Durch die Gegenlberstellung zweier entstandener
Gruppen — gréRer und kleiner zum ermittelten MD — kdnnten ungenauere Ergebnisse erhoben

worden sein als bei einer Korrelation zu einem gesunden Patientenkollektiv.

4.5 Ansatzpunkte fur die Zukunft

Obwonhl die Ergebnisse dieser Studie aufgrund des anzunehmenden Osteopontinabbaus Kkritisch
zu bewerten sind, bieten sich Ansatzpunkte flr die Zukunft, denen Folgestudien nachgehen
sollten. Dabei sollte die hdufig beobachtete grofle Streumalie der Ergebnisse — i. S. von Stan-
dardabweichungen und Quartilen, die der jeweiligen Tabelle entnommen werden kénnen - und
die angedeuteten Trends bei der Korrelation beruicksichtigt werden. Sowohl die Streumale als
auch die angedeuteten Trends weisen darauf hin, dass kinftig eine groere Fallzahl verwendet

werden sollte.

Trotz der Limitationen zeigen die volumetrischen Parameter — insbesondere die LVEF — bei
Korrelation zu OPN eine Signifikanz. Diese Feststellung sollte in Folgestudien nicht nur besta-
tigt, sondern weiter ausgebaut werden. Da Herzinsuffizienz bei HCM einer anhaltenden Pro-
gression unterliegt bzw. bei bis zu 10% der HCM-Patienten in eine HFrEF resultiert, ist eine
Gegenuberstellung von OPN zu HFrEF relevant und wiirde die prognostische Bedeutung von
OPN unterauern..

Einen interessanten Aspekt bietet auch die Aussage von Armstrong et al., die einen literaturba-
sierten Vergleich von 2D-TTE und CMR zur Messung von LVMM vorgenommen haben (87).
Obwonhl die 2D-TTE im klinischen Alltag mehr praktikabel ist, schlussfolgerten sie u.a., dass
die CMR bei klinischen Studien - wo eine hohe Genauigkeit und Replizierbarkeit erforderlich
ist - Anwendung finden sollte. Diese Notwendigkeit besteht bei der HCM, da die charakteristi-
sche asymmetrische Septumhypertrophie und damit verbundene LVMM mittels TTE oftmals

nicht akkurat bestimmt bzw. sogar Uberschatzt wird (102, 103). Bislang wurde keine Studie
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durchgefuhrt, die diese zwei Methoden - in Bezug auf die LVMM Bestimmung — direkt gegen-
uberstellt. Wahrend Bottini et al. eine prazisere LVMM-Messung mittels CMR suggestieren,
konnten Grotheus et al. eine (iberlegenere Reproduzierbarkeit der CMR bei normalen, insuffi-
zienten, und hypertrophierten Herzen feststellen (102, 104). Auch Supe-Markovina et al. konn-
ten eine Uberschatzung der LVMM mittels TTE in hypertensiven Kinderherzen erkennen (103).
Diese Erkenntnisse machen eine Korrelation von OPN und der mittels CMR erhobenen Para-
meter - zur Bestimmung der LVMM und Determinierung von LVH - in Folgestudien sinnvoll.
Neben der 2D-TTE und CMR wird auch die 3D-TTE als alternatives Diagnostikmittel aner-
kannt. Obwohl diverse Studien eine vergleichbare Aussagekraft der 3D-TTE zu CMR ermitteln
konnten, verlangsamt der technische und finanzielle Aspekt die flachendeckende Ausbreitung
dieser Methode (87, 105). Es ist abzuwarten, wann die 3D-TTE als standarisiertes Diagnosti-

kum bei HCM-Patienten eingesetzt wird.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wurde gezeigt, dass OPN durch die proteolytische
Wirkung von u. a. Thrombin und MMP-7 gespalten wird. Studien zeigen, dass die gespaltene
Form des OPN eine erhohte Aktivitat im Vergleich zum Volllangenprotein aufweist (106). Des
Weiteren werden erst bei der Spaltung durch Thrombin Bindungsstellen freigelegt, die fur den
Adhésionsprozess relevant sind (25). Es stellt sich die Frage, ob und inwiefern das gespaltene
OPN auch bei der HCM einen Einfluss hat. Unter Bertcksichtigung der Tatsache, dass das in
dieser Studie verwendete OPN-Kit das durch Thrombin gespaltene OPN nicht erfasst, gewinnt

diese Fragestellung nochmals an Belang.

Diese Pilotstudie hat gezeigt, dass sich OPN als Biomarker fir die HCM eignen konnte. Die
sowohl nachgewiesenen als auch angedeuteten Korrelationen zwischen OPN und klinisch-di-
agnostischen Parametern der HCM missen jedoch aufgrund des Alters der Plasmaproben kri-
tisch interpretiert werden. Es empfiehlt sich daher den gewonnenen Erkenntnissen nun in Fol-

gestudien — unter Vermeidung insbesondere der aktuell limitierenden Momente — nachzugehen.
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5 Zusammenfassung

Die hypertrophe Kardiomyopathie stellt die haufigste genetische Herzerkrankung (Prévalenz
1:500) dar und ist durch eine interindividuell variable Hypertrophie des linken Ventrikels ge-
pragt. Neben symptomarmen Verlaufen, kénnen eine progrediente Herzinsuffizienz, vermehr-
tes Auftreten von Vorhofflimmern mit den daraus resultierenden Folgen, und der plétzliche
Herztod beobachtet werden. Angesichts der stark variierenden Symptomatik und moglichen
Krankheitsprogression der HCM ist die eindeutige Diagnosestellung von prognostischer Be-
deutung. Hierzu dient eine initial umfassende Anamneseerhebung mit folgender transthorakaler
Echokardiographie. Unterstiitzt werden diese bei Bedarf durch die kardiale Magnetresonanzto-
mographie und eine Herzkatheteruntersuchung. Trotz zahlreicher Studien gibt es bislang keine
biologischen Marker, die fir die HCM validiert werden konnten. Ein Biomarker wiirde eine
objektive und einfache Untersuchung erlauben, die unabhé&ngig vom Erfahrungsgrad des Un-

tersuchers eine sichere Diagnose oder Prognoseeinschatzung erlauben wiirde.

Diese Studie setzte sich zum Ziel, den Einsatz des Glykoproteins Osteopontin als potentiellen
Biomarker fur die HCM zu untersuchen. Osteopontin ist ein bereits umfassend erforschter Bi-
omarker, der mit zahlreichen Pathologien, u.a. der linksventrikuldren Hypertrophie, korreliert
wurde. Um die Einsetzbarkeit als Biomarker zu prifen, wurden Zusammenhange von Osteo-
pontinplasmaspiegeln mit klinisch-diagnostischen Parametern der HCM untersucht. Diese Pa-
rameter umfassten sowohl biometrische und echokardiographisch erhobene Parameter als auch
fur die HCM charakteristische Risikostratifizierung, das VHF und die NYHA-Einteilung.

Die statistische Analyse ergab einerseits eine Korrelation zum niedrigeren BMI und einen
Trend flr erhohte OPN-Spiegel beim weiblichen Geschlecht - beides Ergebnisse, die im Wi-
derspruch zur aktuellen Datenlage stehen. Andererseits konnte eine signifikante Abhangigkeit
zu erniedrigter linksventrikuldrer Ejektionsfraktion und ein signifikanter Trend bei einem er-
hohten Gradienten der linksventrikularen Ausflussbahn in Ruhe und unter Provokation festge-
stellt werden. Diese Erkenntnisse werden durch vorangegangene Studien, die i. R. anderer kar-
dialer Erkrankungen durchgefiihrt wurden, unterstitzt. Die erhoffte Korrelation von OPN zur

linksventrikularen Hypertrophie konnte im vorliegenden Projekt nicht nachgewiesen werden.

Die hier bestimmten Korrelationen missen kritisch interpretiert werden, da das Alter der ge-
sammelten Plasmaproben zwischen 7,5 und 12,5 Jahren lag, was in unerwartet niedrigeren
OPN-Plasmaspiegeln der Patienten resultierte. Dies lie3 die Vermutung eines — unter Kryopra-

servation stattgehabten — Osteopontinabbaus zu. Aufgrund der heute noch ganzlich fehlenden
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zitablen Datenlage zum Proteinabbau unter Langzeitlagerung kann nicht abgeschéatzt werden,
wann der Abbauprozess eintritt und inwieweit dieser voranschreitet. Demnach sind unsere Kor-

relationen von eingeschrankter Aussagekraft.

Auch angesichts von Limitationen bieten die Ergebnisse dieser Studie eine Grundlage fir Fol-
gestudien, denen nachgegangen werden sollte. Die Annahme, dass sich OPN als Biomarker fir
die HCM eignen konnte, wurde i. R. dieser Studie angedeutet und sollte an gréRReren Fallzahlen

weiter erforscht werden.
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7 Anhang

Keine Einschrankung der korperlichen Leistungsfahigkeit; Patient ver-
neint das Auftreten einer Beschwerdesymptomatik

Leichte Einschréankung der korperlichen Leistungsfahigkeit; Beschwer-
desymptomatik tritt bei alltdglicher Belastung, jedoch nicht in Ruhe auf

Deutliche Einschrankung der korperlichen Leistungsfahigkeit; Be-
schwerdesymptomatik tritt bei geringer physischer Belastung, jedoch
nicht in Ruhe auf

Jegliche physische Belastung fihrt zur progredienter Beschwerdesymp-
tomatik, Symptome auch in Ruhe mdglich

Tab. 2 NYHA-Stadien modifiziert nach Leitlinien Herzinsuffizienz

keine Limitation

2-3

1-1,5

Treppensteigen nicht mdglich

Tab. 3 NYHA-Stadium anhand der gestiegenen Etagenanzahl
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137

Manner = 94
137 51 Jahre

137 26,72
kg/m?2
136 129 mmHg

136 75 mmHg

137; ja =118
nein =19

137; ja =24
nein =113

137; ja =62
nein =75

137; ja =46
nein =91

137; ja =13
nein =124

137; 0=41

136; NYHA I-11 =82
NYHA 11-1V=54

137; ja =18
nein = 119
11
3

4
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137
135
136
136
135
135

135; ja =6
nein = 129

135
135
135
126
118

47 mm
55 %
18 mm
46 mm
13 mm

357,75 mm

0,55
18 mm
31 mm

20 mmHg
74 mmHg

Tab. 4 Zusammenfassung studienrelevanter Parameter

Aufgeflhrt sind alle innerhalb der Studie erhobenen Parameter. Zusétzlich bei
gefiigt sind der MD und die Anzahl der Patienten, dessen Werte in die statisti-

sche Analyse einbezogen wurden.
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W M > 51 <51 <26,72 > 26,72
236,86 201,67 229,85 195,83 242,39 183,48
137,40 125,08 137,50 119,92 152,11 95,12
129,27 106,20 134,73 108,67 120,34 106,42
221,83 186,35 203,61 175,47 212,01 186,80
292,12 255,43 284,24 255,43 328,79 238,36

0,095 0,144 0,032

Tab. 5 Osteopontinplasmaspiegel in Abhéngigkeit vom Geschlecht, Alter und BMI.

Aufgefuhrt sind der MW, der MD, die SD, die 25. und 75. Perzentile, sowie der

p-Wert von OPN in Bezug auf die jeweiligen Parameter.

Tab. 6 Osteopontinplasmaspiegel in Abhéngigkeit vom systolischen und diastolischen RR

Aufgeflhrt sind der MW, der MD, die SD, die 25. und 75. Perzentile, sowie der

p-Wert von OPN in Bezug auf die jeweiligen Parameter.
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nein ja nein ja >30 > 30

220,89 161,96 211,76 217,25 216,35 178,07

129,57 120,97 132,60 116,95 130,56 119,24

116,31 87,64 111,31 122,71 117,33 104,16

205,92 118,35 195,21 215,31 201,10 116,16

281,41 186,80 281,41 267,14 281,45 260,95

0,033 0,630 0,223

Tab. 7 Osteopontinplasmaspiegel in Abhéngigkeit von der familidaren Disposition fur PHT,

einem Blutdruckabfall unter Belastung und der Septumdicke.

Aufgefuhrt sind der MW, der MD, die SD, die 25. und 75. Perzentile, sowie der
p-Wert von OPN in Bezug auf die jeweiligen Parameter.

Tab. 8 Osteopontinplasmaspiegel in Abhangigkeit von nsVTs und Synkopen in der Vorge-
schichte.

Aufgefuhrt sind der MW, der MD, die SD, die 25. und 75. Perzentile, sowie der
p-Wert von OPN in Bezug auf die jeweiligen Parameter.
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Tab. 9 Osteopontinplasmaspiegel in Abhangigkeit von Risikofaktoren insgesamt.

Aufgefihrt sind der MW, der MD, die SD, die 25. und 75. Perzentile, sowie der
p-Wert von OPN in Bezug auf die jeweiligen Parameter.

NYHA I-I1

NYHA nein ja paro-

persis- | perma-
n-1v xvsmal

tierend nent

199,89 | 228,48 | 209,78 | 232,17 | 225,87 | 207,16 | 268,24

129,82 | 126,78 | 125,48 | 156,94 | 165,69 | 175,00 | 158,54

106,42 | 144,70 | 114,49 | 109,55 | 109,55 | 28,21 | 13551

190,19 | 202,94 | 197,88 | 198,04 | 169,75 | 215,35 | 289,12

251,39 | 307,81 | 27591 | 377,92 | 374,18 | 377,92 | 400,97

0,130 0,769 0,807

Tab. 10 Osteopontinplasmaspiegel in Abhé&ngigkeit von der NYHA-Stratifizierung und VHF
zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme.

Aufgefihrt sind der MW, der MD, die SD, die 25. und 75. Perzentile, sowie der
p-Wert von OPN in Bezug auf die jeweiligen Parameter.
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<47 > 47 <55 > 55 <18 >18 <46 > 46

208,96 | 217,40 | 223,00 | 189,09 | 214,10 | 213,90 | 224,66 | 201,68

127,78 | 132,75 | 110,30 | 160,42 | 136,87 | 119,88 | 139,47 | 116,02

111,66 | 114,49 | 145,27 | 90,55 | 115,77 | 112,90 | 116,16 | 106,74

210,17 | 184,05 | 208,14 | 144,70 | 200,47 | 184,97 | 205,44 | 193,57

267,14 | 310,03 | 289,65 | 252,48 | 267,07 | 308,92 | 290,99 | 255,43

0,993 0,011 0,875 0,394
Tab. 11 Osteopontinplasmaspiegel in Abhéngigkeit von LAD, LVEF, 1VSd und LVEDD.

Aufgefuhrt sind der MW, der MD, die SD, die 25. und 75. Perzentile, sowie der
p-Wert von OPN in Bezug auf die jeweiligen Parameter.

<13 >13 | <357,75 | >357,75 | nein ja <0,55 | >0,55

213,06 | 217,99 | 216,41 | 213,12 | 216,46 | 178,48 | 194,38 | 236,10

127,54 | 134,05 | 141,41 | 116,92 | 128,69 | 151,21 | 112,87 | 142,36

111,37 | 116,84 | 111,37 | 116,16 | 116,31 | 95,36 | 106,42 | 144,70

204,98 | 185,66 | 204,98 | 193,57 | 200,43 | 128,94 | 186,80 | 207,94

281,45 | 279,51 | 279,07 | 289,65 | 281,41 | 227,36 | 275,91 | 310,03

0,993 0,850 0,321 0,110
Tab. 12 Osteopontinplasmaspiegel in Abhéngigkeit von LVPWd, LVMM, normaler LVMM
und RWT.

Aufgeflhrt sind der MW, der MD, die SD, die 25. und 75. Perzentile, sowie der
p-Wert von OPN in Bezug auf die jeweiligen Parameter.
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<18 >18 <31 >31 <20 > 20 <74 >74

214,10 | 215,64 | 202,84 | 228,01 | 194,08 | 229,23 | 185,92 | 230,02

136,87 | 120,15 | 124,80 | 133,97 | 128,69 | 128,52 | 121,79 | 134,69

115,77 | 114,49 | 108,67 | 116,57 | 105,84 | 129,27 | 104,16 | 129,27

200,47 | 185,89 | 193,57 | 202,94 | 170,86 | 216,98 | 169,75 | 211,48

267,07 | 310,03 | 273,33 | 308,92 | 252,53 | 281,49 | 252,58 | 289,65

0,804 0,292 0,062 0,055

Tab. 13  Osteopontinplasmaspiegel in Abhdngigkeit von max. Wanddicke, Summe der LV
Dicke, LVOTG in Ruhe und unter Provokation.

Aufgeflhrt sind der MW, der MD, die SD, die 25. und 75. Perzentile, sowie der p-
Wert von OPN in Bezug auf die jeweiligen Parameter.
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