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Abkürzungsverzeichnis  

Eigene Abkürzungen 

Anmerkung: Bei Abkürzungen aus dem Englischen und Nichtübereinstimmung der Abkür-

zung mit der deutschen Definition wird zuerst die englische Bedeutung in kursiv und dahinter 

in Klammern die deutsche Bedeutung angegeben (*). 

 

α  alpha 

Abb.  Abbildung  

AG  Arbeitsgruppe 

AK  Antikörper 

β  beta 

BMI  Body Mass Index 

BMPR  bone morphogenetic protein receptor  

BNP  brain natriuretic peptide  

bzw.  beziehungsweise  

cECM  cardiac extracellular matrix 

CF  cardiac fibroblasts 

cFn  zelluläres Fibronektin 

CI  Konfidenzintervall  

COPD  chronic obstructive pulmonary disease  

CRP  C-reaktives Protein  

CT  Computertomografie  

CTEPH chronic thromboembolic pulmonary hypertension  

CVD  cardiovascular disease(s) (kardiovaskuläre Erkrankung(en)) *  

Cy3  Cyanin 3 

DAPI  4',6-Diamidin-2-phenylindol 

d.h.  das heißt 

dH2O  destilliertes Wasser  

DNA  deoxyribonucleic acid  

ECM  extracellular matrix  

ED-A+  Extradomäne A 

ED-A+-Fn ED-A+-Fibronektin  

ED-B+  Extradomäne B  
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ED-B+-Fn ED-B+-Fibronektin  

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay  

EMT  epithelial-mesenchymale Transition 

ET  Endothelin 

FAK  focal adhesion kinase 

FC  functional class  

Fn  Fibronektin  

g  Erdbeschleunigung = Gravitationsfeldstärke = 9,81 m/s² 

GTP  Guanosintriphosphat  

H2SO4  Schwefelsäure 

HIV  Humanes Immundefizienzvirus 

HZV  Herzzeitvolumen 

IgG  Immunglobulin G 

IHC  Immunhistochemie  

IL  Interleukin 

KA  Affinitätskonstante 

KHK  Koronare Herzkrankheit  

LDL  low-density lipoprotein  

MMP  Matrix-Metalloproteinase(n)  

mRNA  messenger ribonucleic acid  

MRT  Magnetresonanztomografie 

MyoFb Myofibroblasten 

n  Anzahl  

NaCl  Natriumchlorid  

NO  Stickstoffmonoxid  

n.s.  nicht signifikant 

NT-proBNP N-terminal pro-brain natriuretic peptide  

NYHA  New York Heart Association  

OD  optische Dichte  

OR  Odds Ratio 

p  probability (Wahrscheinlichkeit) * 

PAH  pulmonalarterielle Hypertonie  

PAP  pulmonary arterial pressure (pulmonalarterieller Druck) * 

PAPm  mean pulmonary arterial pressure (mittlerer pulmonalarterieller Druck) * 
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PAWP  pulmonary arterial wedge pressure (pulmonalarterieller Verschlussdruck) * 

PBS  phosphate-buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlösung) * 

pFn  plasmatisches Fibronektin  

PH  pulmonale Hypertonie  

PVR  pulmonary vascular resistance (pulmonaler Gefäßwiderstand) * 

RAA  right atrial area (rechtsatriale Fläche) * 

RAAS  Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

RGD  Arginin-Glycin-Aspartat 

RR  Blutdruck (nach Riva-Rocci)  

SD   Standardabweichung  

SIP  small immunoprotein(s) 

Tab.   Tabelle  

TAPSE tricuspid annular plane systolic excursion  

TBS  Tris-buffered saline (Tris-gepufferte Salzlösung) * 

TGF-α  transforming growth factor-alpha (α) 

TGF-β  transforming growth factor-beta (β) 

TIMP  tissue inhibitors of matrix metalloproteinases  

TLR  Toll-like-Rezeptor 

TTE  transthorakale Echokardiografie  

VEGF  vascular endothelial growth factor 

vgl.  vergleiche  

VSMC  vascular smooth muscle cell(s) (glatte Gefäßmuskelzelle(n)) * 

WHO   World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation) * 

IIICS  type III homology connecting segment 

6MWD six-minute walking distance (6-Minuten-Gehstrecke) * 
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Einheiten 

Anmerkung: Die Umrechnung in die jeweilige SI-Einheit (Internationales Einheitensystem) 

wird hinter den betreffenden Einheiten in eckigen Klammern angegeben.  

 

°C  Grad Celsius        

cm²  Quadratzentimeter       

g  Gramm       [1 g = 1 · 10-3 kg]  

Gpt  Gigapartikel       [1 Gpt = 109 Partikel] 

kg   Kilogramm  

l  Liter  

m²  Quadratmeter        

M  Molar        [1 Molar = 1 mol / l] 

mg   Milligramm       [1 mg = 1 · 10-6 kg] 

min  Minute/n 

ml  Milliliter       [1 ml = 1 · 10-3 l] 

µl   Mikroliter       [1 µl = 1 · 10-6 l] 

mm  Millimeter       [1 mm = 1 · 10-3 m] 

mmHg  Millimeter Quecksilbersäule     [1 mmHg = 133,322 Pa] 

mmol   Millimol       [1 mmol = 1 · 10-3 mol] 

µmol  Mikromol       [1 µmol = 1 · 10-6 mol] 

nm  Nanometer       [1 nm = 1 · 10-9 m] 

pg  Pikogramm       [1 pg = 1 · 10-15 g] 
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Zusammenfassung  

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist eine ätiologisch und klinisch heterogene Erkrankungs-

gruppe, deren gemeinsames hämodynamisches Merkmal ein Anstieg des mittleren pulmonalar-

teriellen Drucks über 25 mmHg ist. Durch die rasche Progression der Erkrankung und unzu-

reichende kausale Therapiestrategien ist die PH mit einer sehr schlechten Prognose und hohen 

Mortalitätsraten assoziiert. Pathogenetisch manifestiert sich die PH durch multifaktorielle Ge-

websumbauprozesse in den pulmonalen Gefäßstrukturen sowie im Myokard, welche sich als 

vaskuläres und myokardiales Remodelling subsummieren lassen. Neben multiplen Veränderun-

gen auf zellulärer Ebene vollzieht sich hierbei eine strukturelle und funktionelle Reorganisation 

der kardialen extrazellulären Matrix (cECM), welche die Reexpression fetaler Formen zellulä-

rer Adhäsionsproteine wie Fibronektin (Fn) inkludiert. Es existieren verschiedene Fn-Molekül-

varianten, da es durch alternatives Splicing der prä-mRNA zum Ein- oder Ausschluss soge-

nannter Extradomänen kommt, deren Expression sich in Abhängigkeit vom Entwicklungsstatus 

des Herzens verändert. Es liegt eine Überexpression in kritischen Phasen der Herz-Organoge-

nese vor, während die genannten Spleißvarianten im gesunden, adulten Myokard nahezu nicht 

detektiert werden können. In Assoziation zu multiplen Herz-Kreislauf-Erkrankungen kommt es 

jedoch bei Erwachsenen zu einem Wiederauftreten der fetalen Fn-Varianten mit extrazellulärer 

Deposition und Liberation in die Zirkulation, wodurch sie sich als potenzielle Biomarker kar-

diovaskulärer Gewebsumbauprozesse oder therapeutische Targets eignen.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die beiden funktionell bedeutsamen Fn-Varianten ED-A+- 

und ED-B+-Fn, welche im Rattenmodell der induzierten pulmonalen Hypertonie interessante 

Regulationen zeigten, als mögliche Serumbiomarker bei PH-Patienten unterschiedlicher Ätio-

logie zu untersuchen. Hierbei ist die Analytik der zirkulierenden Proteinfraktion für das Ver-

ständnis des Fn-Matrixumbaus essenziell. Ein enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

zum Nachweis von ED-A+-Fn wurde bereits von unserer Arbeitsgruppe (AG) entwickelt und 

durch Untersuchungen an verschiedenen Patientenkollektiven wurde eine Hypothese zur zent-

ralen Rolle von ED-A+-Fn für kardiovaskuläre Remodelling-Prozesse generiert. ED-B+-Fn ist 

hingegen aus der Tumorbiologie als Marker der entzündungsassoziierten Angiogenese und 

Stromaaktivierung bekannt, der Einfluss auf kardiovaskuläre Pathologien ist jedoch wenig ex-

ploriert, was unter anderem dem Fehlen kommerzieller Tools zur quantitativen Erfassung von 

ED-B+-Fn im Serum geschuldet ist. Die vorliegende Arbeit zentrierte sich daher auf die Etab-

lierung eines bislang nicht verfügbaren ELISAs zur Detektion von ED-B+-Fn in humanen Se-

rumproben. Es handelte sich hierbei um einen gelatinebasierten, nicht-kompetitiven, indirekten 
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ELISA, wobei die Detektion der Extradomäne-B+ (ED-B+) durch den domänenspezifischen 

Antikörper C6 erfolgte. Im Anschluss wurden ED-A+- und ED-B+-Fn unter Anwendung beider 

ELISA-Protokolle als potenzielle Serumbiomarker bei Patienten mit PH untersucht. Das im 

Zentrum der Arbeit stehende Studienkollektiv bestand aus 80 PH-Patienten unterschiedlicher 

ätiologischer Klassen nach ESC-Leitlinie 2015, denen 40 Kontrollpatienten mit erhöhtem kar-

diovaskulärem Risiko gegenübergestellt wurden.  

Ein Gruppenvergleich der ELISA-Daten zwischen der Gesamtheit der PH-Patienten und den 

Kontrollen zeigte für die an PH erkrankten Patienten eine signifikant höhere Serumkonzentra-

tion von ED-A+-Fn (p = 0,001), nicht jedoch von ED-B+-Fn (p = 0,722). Bei differenzierter 

Betrachtung der ELISA-Daten in den ätiologisch verschiedenen PH-Klassen blieb eine signifi-

kante Erhöhung der ED-A+-Fn-Serumlevel gegenüber Kontrollen lediglich für die ätiologi-

schen Klassen I (pulmonalarterielle Hypertonie; p = 0,032), II (PH bei Linksherzerkrankung; p 

= 0,007) und III (PH bei Lungenerkrankung; p = 0,001) erhalten. Für die PH-Klasse IV (chro-

nisch thrombembolische PH) zeigten sich hingegen keine signifikanten Unterschiede (p = 

0,156). Weiterführend wurde geprüft, ob es einen Zusammenhang zwischen den erhobenen ED-

A+-Fn-Serumspiegeln und bereits etablierten, nichtinvasiven Methoden zur Diagnostik und 

Verlaufskontrolle der PH gibt. Hierbei konnte eine positive Korrelation zum Herzinsuffizienz-

marker BNP (r = 0,310; p = 0,002), zum Inflammationsmarker Interleukin-6 (r = 0,370; p = 

0,005) sowie zum echokardiografisch ermittelten systolischen pulmonalarteriellen Druck (r = 

0,364; p < 0,001) nachgewiesen werden. Ein inverser Zusammenhang ergab sich mit der 6-

Minuten-Gehstrecke (r = -0,275; p = 0,020). Um schlussendlich die prädiktive Wertigkeit von 

ED-A+-Fn zur Vorhersage der Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer PH zu testen, wurde 

eine logistische Regressionsanalyse mit zehn potenziell relevanten Patientencharakteristika 

durchgeführt. Von jenen zehn Kovariaten konnte neben einer chronischen Niereninsuffizienz 

(OR = 8,866; CI = 1,779 – 44,187; p = 0,008) und dem Inflammationsmarker CRP (OR = 1,194; 

CI = 1,011 – 1,410; p = 0,037) lediglich ED-A+-Fn (OR = 1,045; CI = 1,011 – 1,080; p = 0,009) 

als unabhängiger Prädiktor für das Vorhandensein einer PH identifiziert werden.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die erhobenen Befunde insbesondere ED-A+-Fn 

als vielversprechenden neuen Biomarker mit möglicher Bedeutung sowohl im Rahmen der ini-

tialen Diagnosestellung und ätiologischen Einordnung als auch zur Risikostratifizierung von 

PH-Patienten qualifizieren. Eine darüberhinausgehende Rolle als therapeutisches Target gilt es 

in weiteren Studien zu evaluieren. Das neu entwickelte ED-B+-Fn-ELISA-Protokoll konnte als 

valide Methode zur Detektion und Quantifizierung von ED-B+-Fn verifiziert werden und steht 

damit für eine breite Anwendung im Rahmen weiterführender Analysen zur Verfügung. 
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1  Einleitung  

1.1 Kardiovaskuläre Erkrankungen: Epidemiologie und Bedeutung   

Kardiovaskuläre Erkrankungen (CVD) stellen weltweit die Haupttodesursache und damit eine 

immense makroökonomische Belastung für die Gesundheitssysteme aller Länder dar. Fast 18 

Millionen Menschen verstarben 2016 an CVD, was 31% aller weltweiten Todesfälle entspricht. 

85% dieser Todesfälle sind ätiologisch auf Myokard- oder Zerebralinfarkte rückführbar (WHO 

2017). Innerhalb der letzten zehn Jahre ist außerdem ein Anstieg der weltweiten Todesfälle 

durch CVD um circa 12,5% zu verzeichnen, was hauptsächlich durch den demografischen 

Wandel inklusive des konstanten Bevölkerungswachstums und der stetigen Alterung der Be-

völkerung bedingt ist. Infolgedessen nimmt die absolute Zahl der CVD-Todesfälle in den meis-

ten Regionen der Welt zu, obwohl die altersspezifische CVD-Mortalität sogar abnimmt (Joseph 

et al. 2017). Mindestens drei Viertel der Todesfälle durch CVD treten aufgrund mangelhafter 

Primär- und Sekundärprophylaxe sowie erschwertem Zugang zu wirksamen und gerechten Ge-

sundheitsleistungen in Ländern mit niedrigem und mittlerem Einkommen auf (WHO 2017).  

 

1.2 Pulmonale Hypertonie  

1.2.1 Definition und Epidemiologie   

Der Lungenkreislauf zeichnet sich physiologischerweise durch einen niedrigen intravaskulären 

Druck und einen geringen Gefäßwiderstand aus (Kovacs et al. 2009). Verschiedene Patholo-

gien, welche mit einem Druckanstieg im Lungenkreislauf verbunden sind, werden unter dem 

Begriff pulmonale Hypertonie (PH) zusammengefasst. PH bezeichnet damit keine eigenstän-

dige Diagnose, sondern einen hämodynamischen Zustand, der durch einen Anstieg des mittle-

ren pulmonalarteriellen Drucks (PAPm) von mindestens 25 mmHg gekennzeichnet ist, welcher 

in Ruhe mittels Rechtsherzkatheter erhoben wird (Hoeper et al. 2013). Laut aktueller Datenlage 

beträgt der normale PAPm im Ruhezustand 14 ± 3 mmHg mit einer oberen Normgrenze von 

20 mmHg (Kovacs et al. 2009). Die klinische Relevanz eines PAPm zwischen 21 und 24 mmHg 

ist derzeit umstritten, sollte aber mindestens zur engmaschigen Überwachung der betroffenen 

Patienten führen (Hoeper et al. 2013). Seit dem sechsten Weltsymposium für PH 2018 wird 

aufgrund erhöhter Mortalität und Morbidität bereits ab einem PAPm über 20 mmHg eine Neu-

definition der PH mit herabgesetztem Schwellenwert vorgeschlagen (Simonneau et al. 2019), 

deren klinischer Mehrwert jedoch aufgrund des Risikos der Überdiagnostik mit folglicher psy-

chologischer Belastung der Patienten und möglicher Übertherapie kontrovers diskutiert wird 

(Gibbs und Torbicki 2019) und in weiteren prospektiven Studien evaluiert werden muss.  
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Mit einer geschätzten Prävalenz von 1% der Weltbevölkerung, die in der Altersgruppe der über 

65-Jährigen bis auf 10% ansteigt, ist die PH ein erhebliches globales Gesundheitsproblem 

(Hoeper et al. 2016b). Hinsichtlich Inzidenz und Prävalenz gibt es zwischen den differenten 

ätiologischen PH-Klassen erhebliche Unterschiede. Die epidemiologische Datenlage ist deut-

lich konsistenter in Bezug auf die pulmonalarterielle Hypertonie (PAH) und die chronisch 

thrombembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH) im Vergleich zu PH aufgrund von Links-

herz- oder Lungenerkrankungen (Hoeper et al. 2017). 2014 betrug die Inzidenz für PAH in 

Deutschland beispielsweise 3,9 pro 1 Million Erwachsene und die Prävalenz 25,9 pro 1 Million 

Erwachsene. Die PAH-Inzidenz ist bei Frauen deutlich höher als bei Männern mit einem Ge-

schlechterverhältnis von Frauen zu Männern von 4,3 : 1 (Walker et al. 2006), doch die ge-

schätzte Fünf-Jahres-Überlebensrate nach Diagnosestellung wird laut REVEAL-Register mit 

52% bei Männern und 62% bei Frauen eingestuft (Shapiro et al. 2012). Als potenzielle Ursa-

chen dieser geschlechtsspezifischen Unterschiede kommen einerseits ein signifikant höherer 

PAPm bei Männern zum Diagnosezeitpunkt (Badesch et al. 2010) und andererseits ein verbes-

sertes Ansprechen der Frauen auf die Behandlungsmöglichkeiten oder eine protektive Wirkung 

weiblicher Sexualhormone in Betracht (Mair et al. 2014). Das durchschnittliche Diagnosealter 

für PAH ist in Deutschland in den letzten Jahren stetig gestiegen und liegt derzeit bei 65 Jahren 

(Hoeper et al. 2016a). In fast allen Teilen der Welt sind jedoch Linksherz- und Lungenerkran-

kungen die Hauptgründe für die Entwicklung einer PH. Bezogen auf Deutschland kann ange-

nommen werden, dass circa 50% der Patienten mit Linksherzerkrankungen im Verlauf eine PH 

entwickeln, was sich in etwa mit der Prävalenz der PH infolge von Lungenerkrankungen deckt. 

Der überwiegende Anteil betroffener Patienten lebt jedoch in Entwicklungsländern, in denen 

die Erkrankung zudem häufiger mit angeborenen Herzkrankheiten und schweren Infektions-

krankheiten wie HIV oder Schistosomiasis in Verbindung gebracht wird und daher bereits vor 

dem 65. Lebensjahr klinisch in Erscheinung tritt (Hoeper et al. 2016b). 

1.2.2 Klassifikation  

Seit 1998 wird eine klinische Klassifikation der PH anhand zugrundeliegender pathogeneti-

scher Mechanismen, hämodynamischer Merkmale und therapeutischem Management vorge-

nommen (Simonneau et al. 2013), welche zuletzt 2018 im Zuge des sechsten Weltsymposiums 

für PH in Nizza aktualisiert wurde (Simonneau et al. 2019). Nach dieser Einteilung werden fünf 

verschiedene PH-Klassen unterschieden (siehe Tab. 1). Klasse I bezeichnet die pulmonalarte-

rielle Hypertonie (PAH), welche hauptsächlich auf der Basis vaskulären Remodellings entsteht. 

Diese Subgruppe ist hämodynamisch durch das Vorliegen einer präkapillären PH charakteri-

siert und wird durch einen endexspiratorischen pulmonalarteriellen Verschlussdruck (PAWP) 
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≤ 15 mmHg sowie einen pulmonalen Gefäßwiderstand (PVR) > 3 Wood-Einheiten in Abwe-

senheit anderer Ursachen für präkapilläre PH definiert (Hoeper et al. 2013, Galiè et al. 2016). 

Klasse II steht für die PH bei zugrundeliegenden Linksherzerkrankungen und wird hämodyna-

misch den postkapillären PH-Klassen zugeordnet, da es hierbei zu einem Rückstau des Blutes 

vom linken Herzen in die Lunge kommt (siehe Tab. 2). PH-Klasse III geht wiederum auf Lun-

generkrankungen zurück (Galiè et al. 2016). Von den bisher genannten ätiopathogenetisch ab-

zugrenzen ist die PH-Klasse IV, welche primär aufgrund Obstruktion der pulmonalen Gefäß-

strukturen durch chronische Thrombembolien mit resultierenden Perfusionsdefiziten entsteht 

(Lang et al. 2013). Die PH-Klasse V schließt alle unklaren und multifaktoriell bedingten For-

men ein. Die Einteilung nach ESC-Guidelines 2015 ist hinsichtlich klinischer, hämodynami-

scher und histopathologischer Merkmale mit der Nizza-Klassifikation von 2018 konform, sub-

spezifiziert diese lediglich (Galiè et al. 2016).  

Tab. 1: Klassifikation der pulmonalen Hypertonie. Adaptiert nach ESC-Guidelines 2015 (Galiè et 

al. 2016) und Nizza-Klassifikation 2018 (Simonneau et al. 2019). 
 

Klassifikation der pulmonalen Hypertonie (PH) 

1.  Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH) 

1.1  Idiopathisch  

1.2  Hereditär  

1.2.1  BMPR2-Mutation  

1.2.2  ALK-1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3 

1.2.3  Unbekannt  

1.3  Durch Medikamente oder Toxine verursacht 

1.4  Assoziiert mit… 

1.4.1  Bindegewebserkrankungen  

1.4.2  HIV-Infektion  

1.4.3  Portaler Hypertension  

1.4.4  Angeborenen Herzerkrankungen  

1.4.5  Schistosomiasis  

1.5  PAH-Langzeit-Responder für Kalziumkanalblocker  

1'  Pulmonale veno-okklussive Erkrankungen (PVOD) und / oder pulmonale kapilläre 

 Hämangiomatose (PCH) 

1'.1  Idiopathisch  

1'.2  Hereditär  
1'.2.1  EIF2AK4-Mutation 

1'.2.2  Andere Mutationen 

1'.3  Durch Medikamente, Toxine oder Strahlung verursacht 

1'.4  Assoziiert mit… 
1'.4.1  Bindegewebserkrankungen 

1'.4.2  HIV-Infektion 

1''  Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)  

2.  Pulmonale Hypertonie infolge von Linksherzerkrankungen  

2.1  PH aufgrund Herzinsuffizienz mit erhaltener LVEF 

2.2  PH aufgrund Herzinsuffizienz mit reduzierter LVEF 

2.3  Valvuläre Erkrankungen   
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2.4  Angeborene / erworbene Linksherz-Einflusstrakt-/-Ausflusstrakt-Obstruktionen und  

 angeborene Kardiomyopathien     

2.5  Angeborene / erworbene Pulmonalvenenstenose  

3.  Pulmonale Hypertonie infolge von Lungenerkrankungen und / oder Hypoxie  

3.1  Obstruktive Lungenerkrankungen 

3.2  Restriktive Lungenerkrankungen  

3.3  Andere Lungenerkrankungen mit gemischt restriktivem und obstruktivem Muster 

3.4  Schlafbezogene Atemstörungen 

3.5  Alveoläre Hypoventilationsstörungen 

3.6  Chronische Höhenexposition  

3.7  Entwicklungsstörungen der Lunge  

4.  Chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH) und andere  

 pulmonalarterielle Obstruktionen  

4.1  Chronisch thrombembolische PH  

4.2  Andere pulmonalarte- 

 rielle Obstruktionen  

4.2.1  Sarkom (hoch- oder mittelgradig) oder Angiosarkom 

4.2.2  Andere maligne Tumoren (renal, uterin, Keimzelltumoren 

   des Hodens, weitere)    

4.2.3  Andere nichtmaligne Tumoren (Leiomyom des Uterus)  

4.2.4  Arteriitis ohne Bindegewebserkrankung 

4.2.5  Angeborene Pulmonalarterienstenose 

4.2.6  Parasiten (Hydatidose)  

5.  Pulmonale Hypertonie mit unklarem und / oder multifaktoriellem Mechanismus  

5.1  Hämatologische Erkrankungen: Chronische hämolytische Anämie, Myeloproliferative  

 Erkrankungen  

5.2  Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, Pulmonale Langerhans-Zell-Histiozytose, 

 Neurofibromatose  

5.3  Metabolische Erkrankungen: Glykogenspeicherkrankheiten, Morbus Gaucher 

5.4  Andere Erkrankungen: Tumorbedingte Obstruktion, Fibrosierende Mediastinitis,  

 Chronisches Nierenversagen, Segmentale PH 

5.5  Komplexe angeborene Herzkrankheiten  
 

Abkürzungen: ALK-1: activin receptor-like kinase 1 | BMPR2: bone morphogenetic protein recep-

tor type 2 | CAV1: Caveolin 1 | EIF2AK4: eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 4 | 

ENG: Endoglin | HIV: Humanes Immundefizienzvirus | KCNK3: potassium channel subfamily K 

number 3 | LVEF: linksventrikuläre Ejektionsfraktion | SMAD9: mothers against decapentaplegic 9 
 

 

Tab. 2:  Hämodynamische Einteilung der pulmonalen Hypertonie. Adaptiert nach ESC-Guidelines 

2015 (Galiè et al. 2016). 
 

Definition 
Hämodynamische  

Charakteristika  

Klinische PH-Klassen  

(entsprechend Tab. 1)  

PH  PAPm ≥ 25 mmHg  alle  

präkapilläre PH  
PAPm ≥ 25 mmHg  
 

PAWP ≤ 15 mmHg  

1  Pulmonalarterielle Hypertonie  

3 PH infolge Lungenerkrankungen  

4 Chronisch thrombembolische PH  

5 PH mit unklarem und / oder multifak-

toriellem Mechanismus  
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postkapilläre PH  
PAPm ≥ 25 mmHg  
 

PAWP > 15 mmHg  

2  PH infolge Linksherzerkrankungen  

5 
PH mit unklarem und / oder multifak-

toriellem Mechanismus 

isolierte postkapilläre 

PH 

DPG < 7 mmHg und / oder 

PVR ≤ 3 WU 

 

kombinierte prä- und 

postkapilläre PH  

DPG ≥ 7 mmHg und / oder 

PVG > 3 WU  

 

 

Abkürzungen: DPG: diastolic pressure gradient (DPG = PAPdiastolisch – PAWPmittel) | PAPm: mean 

pulmonary arterial pressure | PAWP: pulmonary arterial wedge pressure | PH: pulmonale Hyperto-

nie | PVR: pulmonary vascular resistance | WU: Wood units (1 WU = 80 dyn · s · cm-5)  
 

 

Eine exakte diagnostische Einteilung der PH ist sowohl aus therapeutischer als auch aus prog-

nostischer Sicht unerlässlich, da bei bestimmten PH-Formen wirksame Behandlungsoptionen 

bei anderen Formen ineffektiv oder gar nachteilig sein können (Hoeper et al. 2017). 

1.2.3 Pathogenese 

Eine Vielzahl komplexer, heterogener pathologischer Entitäten sind an der Entstehung der PH 

beteiligt, welche jedoch alle durch obstruktive Umstrukturierungen der Lungengefäße mit re-

sultierendem Anstieg des PAP und des PVR in einem progressiven Rechtsherzversagen als ge-

meinsamer Endstrecke resultieren. Dieser Krankheitsverlauf entsteht auf Basis einer Trias aus 

Vasokonstriktion, (Mikro-)Thrombosierung und pulmonalvaskulärem Remodelling (Huber et 

al. 2015, Rohm et al. 2017). Darüber hinaus ist die Hochregulation und perivaskuläre Infiltra-

tion von Entzündungszellen mitursächlich für die Entwicklung einer PH (siehe Abb. 1). Jahr-

zehntelange umfangreiche Studien zeigten, dass die komplexe Interaktion genetischer, epige-

netischer und umweltbedingter Faktoren zu einer Dysregulation von Wachstumsfaktoren, Io-

nenkanälen, Hormonen und Zytokinen führt, die anschließend eine Kaskade von Signalwegen 

aktivieren, welche ihrerseits wiederum phänotypische Abnormalitäten vaskulärer Zellen verur-

sachen (Huber et al. 2015, Humbert et al. 2019).  

1.2.3.1 Vasokonstriktion 

Ein alleiniges Auftreten von Vasokonstriktion in Abwesenheit von Mikrothromben oder vas-

kulärem Remodelling kennzeichnet ein frühes, potenziell reversibles Erkrankungsstadium 

(Huber et al. 2015). Pathophysiologische Grundlage der Vasokonstriktion sind kardiopulmo-

nale Reflexbögen, welche unter anderem durch Hypoxie (Euler-Liljestrand-Mechanismus) oder 

linksatriale Drucksteigerung (Hermo-Weiler-Reflex) getriggert werden (Arrigo und Huber 

2013). Hypoxische Zustände führen über eine Downregulation zellulärer Kaliumkanalproteine 

zu einer Depolarisation glatter Gefäßmuskelzellen und einem Kalziumeinstrom nach intrazel-

lulär, wodurch eine Vasokonstriktion in den Pulmonalarterien ausgelöst wird (Sommer et al. 
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2008). Hinzu kommt ein Ungleichgewicht vasoaktiver Faktoren zugunsten endogener vasokon-

striktiver Mediatoren wie Endothelin-1 (ET-1) bei gleichzeitigem Mangel an essenziellen Va-

sodilatatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklinen (Lai et al. 2014). Bei PAH-Pati-

enten wurden im Vergleich zu Kontrollen erhöhte ET-1-Spiegel sowohl durch Deposition im 

Lungengewebe als auch in der Zirkulation nachgewiesen (Montani et al. 2007), deren Höhe mit 

der Schwere der pulmonalen Druckerhöhung korreliert (Rubens et al. 2001). Beweisend für das 

Defizit vasodilatativer Mediatoren wird bei PAH-Patienten eine verminderte Bioverfügbarkeit 

von NO und Prostazyklinen sowie deren Second Messengers beobachtet, welche sowohl auf 

eine verminderte Syntheseleistung und Substratmangel als auch auf deren vorzeitigen Abbau 

zurückgeführt werden (Christman et al. 1992, Giaid und Saleh 1995).  

1.2.3.2 In-situ-Thrombosierung 

Obwohl der Lungenkreislauf ein Niedrigdrucksystem mit Gefäßabschnitten mit regional nied-

rigen Flussraten ist, tritt eine In-situ-Thrombosierung unter physiologischen Bedingungen nicht 

auf, was darauf hindeutet, dass die gesunde Lunge über probate Mittel zur Verhinderung der 

intravaskulären Koagulation verfügt (Hoeper et al. 1998). Im Rahmen der PH spielen Mikro-

thrombosen eine wichtige Rolle beim Fortschreiten der Erkrankung und treten insbesondere bei 

älteren Patienten mit langem Krankheitsverlauf auf (Huber et al. 2015). Zurückgeführt werden 

sie auf eine Dysfunktion der Endothelzellen und deren Interaktion mit Thrombozyten und 

Wachstumsfaktoren, wodurch ein prokoagulatorisches Milieu im Lungengefäßbett entsteht 

(Mandegar et al. 2004). In mehreren Studien wurden bei PH-Patienten verschiedene Koagulo-

pathien wie ein Mangel an Protein C und S mit folglich reduzierter endogener Antikoagulation 

oder eine Erhöhung der Von-Willebrand-Faktor-Aktivität mit prokoagulatorischen Effekten 

nachgewiesen (Welsh et al. 1996, Hoeper et al. 1998). Des Weiteren kommt es zur gesteigerten 

Freisetzung plättchenstimulierender Mediatoren wie Thrombin, Thromboxan-A2 oder Seroto-

nin. Möglicherweise werden durch diese homöostatischen Störungen innerhalb der Gerin-

nungskaskade die Aggregation und Adhäsion von Thrombozyten an den Pulmonalgefäßwän-

den stimuliert, welche ihrerseits bereits durch die erhöhten intravasalen Drücke im Rahmen der 

PH vorgeschädigt sind. Die Thrombozytenaktivierung kann zur Thrombusbildung führen und 

spielt dadurch wiederum eine entscheidende Rolle bei der Stimulation der Vasokonstriktion 

und Zellproliferation, indem vasoaktive Substanzen und Mitogene freigesetzt werden. Defekte 

in Fibrinolyse-Kaskaden können diesen Prozess weiter aggravieren (Mandegar et al. 2004). Die 

Tatsache, dass Langzeittherapien mit oralen Antikoagulantien oder Prostazyklinen die Überle-

bensrate von PH-Patienten verbessern, unterstreicht die Beteiligung der In-situ-Thrombosie-

rung am Entstehungsprozess der PH (Chaouat et al. 1996, Mandegar et al. 2004).  
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1.2.3.3 Pulmonalvaskuläres Remodelling  

Der pathologische Umbau der Lungengefäßstrukturen ist gekennzeichnet durch ein komplexes 

Zusammenspiel von unkontrollierter Proliferation, Resistenz gegenüber Apoptose, somatischer 

Instabilität, verändertem Zellmetabolismus und klonaler Vermehrung und damit vermutlich der 

wichtigste Faktor in der Pathogenese der PH (Soubrier et al. 2013). Alle vaskulären Zelltypen, 

also Endothelzellen, glatte Muskelzellen und adventitiale Fibroblasten, sind an den Remo-

delling-Prozessen beteiligt. Schlussendlich kommt es dadurch zu einem exzessiven Zellwachs-

tum in allen drei Gefäßwandschichten, wovon überwiegend arterielle, aber auch venöse pulmo-

nale Gefäße betroffen sind (Tuder et al. 2013, Huber et al. 2015). Die Intima wird durch Akku-

mulation von Myofibroblasten (MyoFb) und extrazellulären Matrixproteinen zur sogenannten 

„Neointima“ umstrukturiert (Perros et al. 2005). Des Weiteren bilden sich durch unkoordiniert 

proliferierende Endothelzellen intraluminal plexiforme Läsionen aus, welche kleine, glome-

rulumartige Gefäßballen darstellen, die zu einer netzartigen Unterteilung des Lumens durch 

zellreiche Septen führen und als pathognomonisch für PAH gelten (Tuder et al. 1994, Huber et 

al. 2015). Obwohl der initiale Auslöser der Endothelveränderungen unbekannt ist, werden hä-

modynamische Scherkräfte, reaktive Sauerstoffspezies, Toxine und Entzündungsmediatoren 

als wichtige Modulatoren der endothelialen Dysfunktion anerkannt (Guignabert und 

Dorfmüller 2013). Die auffälligsten Veränderungen betreffen die Media der Pulmonalgefäße 

und sind durch ein Ungleichgewicht pro-proliferativer und apoptotischer Aktivitäten glatter 

Gefäßmuskelzellen, deren Transdifferenzierung zu MyoFb sowie deren Migration in die En-

dothelzellschicht charakterisiert. Innerhalb der Adventitia kommt es zu einer erhöhten Produk-

tion von Matrixproteinen, einer Neovaskularisation der Vasa vasorum und einer erheblichen 

Immunzellinfiltration (Perros et al. 2005, Lai et al. 2014). Auf molekularer Ebene sind zahlrei-

che Transkriptions-, Ionenkanal- und Wachstumsfaktoren sowie Mitogene, Zytokine, Neuro-

transmitter und Viren in die vaskulären Remodelling-Prozesse involviert (Morrell et al. 2009, 

Guignabert und Dorfmüller 2013). Als zentraler Regulator in diesem Zusammenhang wurde 

der Rezeptor BMPR2 (bone morphogenetic protein receptor type II) identifiziert, welcher auf 

pulmonalen Endothelzellen und glatten Gefäßmuskelzellen exprimiert wird. Nach Liganden-

bindung an BMPR2 werden Transkriptionsfaktoren aktiviert, welche die Apoptose und Zellal-

terung induzieren und somit einer überschießenden Zellproliferation entgegenwirken (Huber et 

al. 2015). Bei 70% der Patienten mit hereditärer PAH und bei bis zu 20% der Patienten mit 

idiopathischer PAH wurden Loss-of-function-Mutationen im BMPR2-Gen gefunden, welche 

die Expression von BMPR2 reduzieren und somit pro-proliferativ in den Zellzyklus eingreifen 

(Lane et al. 2000, Cogan et al. 2006). Die genannten Pathologien führen summativ zu exzessiver 
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Hyperplasie, erhöhter Gefäßwanddicke und luminaler Okklusion und sind damit substanzielle 

Faktoren hinsichtlich Chronizität, Progression und Unheilbarkeit der PH (Huber et al. 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Pathogenese der pulmonalen Hypertonie. Adaptiert nach McLaughlin et al. (2015). 

 

1.2.3.4 Inflammation  

Inflammatorische Prozesse, welche durch die Interaktion zwischen humoraler und zellulärer 

Immunantwort ausgelöst werden, gehen ebenfalls in das pathobiologische Konzept der PH ein 

(Huber et al. 2015). Bei PAH-Patienten wurde sowohl innerhalb der Gefäßwand als auch peri-

vaskulär eine Akkumulation von T- und B-Lymphozyten, dendritischen Zellen, Monozyten und 

Plasmazellen beschrieben. Des Weiteren sind im Zusammenhang mit PH die zirkulierenden 

Fraktionen bestimmter Zytokine und Chemokine erhöht, was unter anderem mit einem schlech-

teren klinischen Outcome in Verbindung gebracht wird (Price et al. 2012). Eine Studie von 

Soon et al. unterstreicht die Wechselwirkung zwischen Entzündungsreaktion und BMPR2-Re-

zeptorstatus, da eine defekte BMPR2-Signalgebung die Produktion entzündlicher Zytokine wie 

Interleukin-6 und Interleukin-8 in glatten Muskelzellen der Pulmonalarterien induzieren kann 

(Soon et al. 2015). Es ist jedoch noch nicht abschließend geklärt, ob die beobachteten entzünd-

lichen Veränderungen im Rahmen der PH pathogenetisch relevant sind oder reine Epiphäno-

mene innerhalb der Krankheitsentwicklung darstellen (Guignabert und Dorfmüller 2013).  
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1.2.4 Symptomatik  

Klinisch präsentiert sich die PH mit einer unspezifischen Symptomatik, welche in erster Linie 

durch die progressive rechtsventrikuläre Dysfunktion aufgrund der Nachlasterhöhung bedingt 

ist. Anfänglich sind die Symptome meist belastungsassoziiert, sodass ihr Auftreten in Ruhe als 

fortgeschrittenes Krankheitsstadium gewertet werden kann (Galiè et al. 2016). Die progrediente 

Dyspnoe ist das Kardinalsymptom jedweder Form der PH (Hoeper et al. 2017). Hinzu kommen 

meist Müdigkeit, Leistungsschwäche, Angina pectoris und Synkopen; in seltenen Fällen klagen 

die Betroffenen zusätzlich über trockenen Reizhusten oder belastungsinduzierte Übelkeit und 

Erbrechen. Der erhöhte rechtsventrikuläre Füllungsdruck im Verlauf mündet klinisch in klassi-

schen Rechtsherzdekompensationszeichen wie Jugularvenenstauung, peripheren Ödemen, As-

zites und abdominaler Distension (Galiè et al. 2016, Frost et al. 2019). Eine ähnliche Klinik 

charakterisiert jedoch auch eine Vielzahl weiterer kardiopulmonaler Erkrankungen, wodurch 

häufig eine lange Zeitspanne zwischen dem Auftreten erster Symptome und der endgültigen 

Diagnosestellung vergeht (Hoeper et al. 2017).  

1.2.5 Diagnostik  

Die Diagnostik der PH basiert neben einer körperlichen Untersuchung auf verschiedenen appa-

rativen Methoden und dient im Wesentlichen der Früherkennung und genauen Klassifikation 

der Erkrankung. Die körperliche Untersuchung von Patienten mit kompensierter PH zeigt oft 

keine Abnormalitäten; sicht- und tastbare linksparasternale Pulsationen, eine akzentuierte Pul-

monaliskomponente des zweiten Herztons, ein systolisches Strömungsgeräusch mit punctum 

maximum links parasternal bei Trikuspidalklappeninsuffizienz, ein Diastolikum bei Pulmonal-

klappeninsuffizienz sowie eine Hepatomegalie gelten als Warnzeichen der Erkrankung (Galiè 

et al. 2016, Hoeper et al. 2017).  

Die Basisdiagnostik in jedem Fall unklarer oder progressiver Belastungsdyspnoe sollte ein 

Elektrokardiogramm und eine Bestimmung des Herzinsuffizienzmarkers BNP beinhalten. 

Diese Untersuchungen sind zwar unspezifisch, haben jedoch bezüglich der PH eine hohe nega-

tive prädiktive Wertigkeit (Bonderman et al. 2011). Das wegweisende nichtinvasive Verfahren 

ist die transthorakale Echokardiografie (TTE), mithilfe derer dopplersonografisch der rechts-

ventrikuläre Druck und der PAP abgeschätzt werden können. Deutet die TTE-Untersuchung 

mit mindestens mittlerer Wahrscheinlichkeit auf eine PH hin, sollen laut Leitlinien Linksherz- 

und Lungenerkrankungen als Hauptursachen der PH mithilfe zusätzlicher Bewertung von Risi-

kofaktoren, Blutgasanalytik, Thorax-Röntgenbild, hochauflösender CT oder kardialer MRT 

ausgeschlossen oder bestätigt werden. Ergeben sich hierdurch keine Hinweise auf Linksherz- 

oder Lungenerkrankungen, sollte zur Differentialdiagnostik zwischen PAH und CTEPH eine 
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Ventilations-Perfusions-Szintigrafie durchgeführt werden (Galiè et al. 2016, Kovacs et al. 

2018). Letztendlich ist jedoch die Rechtsherzkatheteruntersuchung an einem spezialisierten 

Zentrum bislang für die Diagnosestellung der PH unerlässlich (Hoeper et al. 2013). Sie ist er-

forderlich, um den Schweregrad der hämodynamischen Beeinträchtigung einzuschätzen, die 

Diagnose von PAH und CTEPH zu bestätigen und bei ausgewählten Patienten Vasoreaktivi-

tätstests des Lungenkreislaufs durchzuführen, um Vasoresponder zu identifizieren, die von ei-

ner Behandlung mit Kalziumantagonisten profitieren können. Eine zusätzliche Linksherzkathe-

teruntersuchung sollte bei Patienten mit klinischen Risikofaktoren für Koronare Herzkrankheit 

(KHK) oder Herzinsuffizienz sowie echokardiografischen Anzeichen einer linksventrikulären 

Dysfunktion erwogen werden. Die Interpretation der invasiven Hämodynamik sollte in Zusam-

menschau mit der Klinik der Patienten und den Ergebnissen der apparativen Voruntersuchun-

gen, insbesondere der TTE, erfolgen (Galiè et al. 2016).  

1.2.6 Therapie  

Der derzeitige Behandlungsalgorithmus basiert auf einer multiparametrischen Risikostratifizie-

rung aller Patienten mit neu diagnostizierter PH, in welcher klinische, körperliche und rechts-

ventrikuläre Funktion mit hämodynamischen Messungen kombiniert werden, um einen Status 

mit niedrigem, mittlerem oder hohem Risiko entsprechend der erwarteten Ein-Jahres-Mortalität 

zu definieren (Galiè et al. 2019). Die Wirkmechanismen der unter 1.2.3 genannten vasoaktiven 

Mediatoren sowie deren Fehlregulation im Rahmen der PH bilden die Grundlage der aktuell 

verfügbaren PH-Therapeutika. Spezifische Medikamente stehen jedoch nur für die PAH und 

die CTEPH zur Verfügung; bezüglich der übrigen PH-Klassen ist die Therapie auf Symptom-

kontrolle und Behandlung der jeweiligen Grunderkrankung beschränkt (Franz et al. 2016, Galiè 

et al. 2016).  

In Deutschland sind aktuell zehn Arzneimittel aus fünf verschiedenen Substanzklassen für die 

PAH-Therapie zugelassen, welche in Mono- oder Kombinationstherapie angewendet werden. 

Die Basistherapie besteht aus Endothelin-Rezeptorantagonisten wie Macitentan oder Bosentan, 

welche mit Phosphodiesterase-5-Hemmern wie Sildenafil oder alternativ Stimulatoren der lös-

lichen Guanylatzyklase wie Riociguat kombiniert werden. Bei Hochrisikopatienten werden er-

gänzend intravenös Prostazyklin-Analoga wie Iloprost oder Prostazyklin-Rezeptoragonisten 

wie Selexipag verabreicht. PAH-Patienten, die während der Rechtsherzkatheteruntersuchung 

als Vasoresponder identifiziert werden, das heißt, bei denen durch Gabe von Kalziumkanalblo-

ckern ein Abfall des PAPm von mehr als 10 mmHg auf unter 40 mmHg erreicht werden kann, 

sollten mit hochdosierten Kalziumantagonisten wie Amlodipin behandelt werden (Galiè et al. 

2016, Hoeper et al. 2017). Symptomatisch ist eine Sauerstoffsupplementation im Fall einer 
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manifesten Hypoxämie indiziert; Diuretika werden bei bestehender Rechtsherzinsuffizienz zur 

Vermeidung und Reduktion von Ödemen herangezogen. In vielen fortgeschrittenen Krank-

heitsfällen kann bei erfolgloser medikamentöser Therapieeskalation eine Lungentransplanta-

tion erforderlich sein (Galiè et al. 2016). Mithilfe gezielter Rehabilitationsmaßnahmen und for-

cierter Physiotherapie kann die Leistungsfähigkeit, Lebensqualität und Herzfunktion von PH-

Patienten verbessert werden (Ehlken et al. 2016), doch trotz den genannten Optionen gilt die 

PH nach wie vor als unheilbar und ist mit einer hohen Mortalitätsrate assoziiert, was die Not-

wendigkeit einer raschen Implementation wissenschaftlicher Fortschritte in die diagnostischen 

und therapeutischen Algorithmen unterstreicht (Humbert et al. 2019). 

 

1.3 Die kardiale extrazelluläre Matrix  

1.3.1 Funktion und Struktur 

Die extrazelluläre Matrix (ECM) ist ein zellarchitektonisch und funktionell komplexes Gerüst, 

das die Gewebestruktur und -dynamik aufrechterhält, zelluläre Mikroumgebungen organisiert 

und die Interaktion zwischen zellulären und azellulären Gewebebestandteilen reguliert. Durch 

mechanische, elektrische und chemische Zell-ECM-Wechselwirkungen wird die Weiterleitung 

intrazellulär generierter Signale über die Zellmembran hinaus sichergestellt und die Funktion 

und Aktivität umgebender Zellen beeinflusst (Valiente-Alandi et al. 2016). Die kardiale ECM 

(cECM) dient darüber hinaus als Reservoir für Wachstumsfaktoren, Chemokine und Zytokine 

(Howard und Baudino 2014), erfüllt eine Barrierefunktion gegen das Eindringen von Fremd-

proteinen, Bakterien oder Viren und unterstützt die Ernährung der Myozyten durch Erleichte-

rung des Stoffaustauschs zwischen den Myozyten und zugehörigen Kapillaren.  

Die Hauptkomponenten der gelartigen ECM-Grundsubstanz sind Glykosaminoglykane, Prote-

oglykane, Glykoproteine und Adhäsionsproteine wie Fibronektin (Fn) und Laminin; hinzu 

kommen faserige Anteile, die vorrangig durch Strukturproteine wie Kollagen und Elastin ge-

bildet werden (Weber 1989). Der Großteil der Proteine der cECM wird unter physiologischen 

Bedingungen von kardialen Fibroblasten (CF) synthetisiert; verschiedene kardiale Pathologien 

können jedoch auch MyoFb, Neutrophile, Mastzellen und Makrophagen zur Herstellung und 

Sekretion von cECM-Komponenten befähigen (Bowers et al. 2010). Die Komponenten der 

cECM sind kein statisches Konstrukt, sondern stetigen Umbauzyklen unterworfen, welche von 

entscheidender Bedeutung für die Aufrechterhaltung der strukturellen und funktionellen Integ-

rität des Herzens sind (Li et al. 2018). Dieses Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau der 

cECM wird hauptsächlich durch Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und deren endogene Inhi-

bitoren, den tissue inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMP), reguliert (Spinale 2007). 
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Durch Gewebeverletzungen wird die Expression zinkhaltiger MMP und folglich der Abbau der 

cECM erhöht, um die Wundheilung und Narbenbildung zu fördern. Eine übermäßige Degrada-

tion der cECM wird durch TIMP blockiert (Howard und Baudino 2014), deren Neusynthese 

unter anderem durch Zytokine wie Interleukin-6 unterstützt werden kann (Lotz und Guerne 

1991).  

Die externen Faktoren, welche Einfluss auf die Veränderung der kardialen Gewebestruktur und 

Mikroumgebung nehmen, werden im Laufe des Lebens zunehmend komplexer. Während die 

frühe kardiale Entwicklung hauptsächlich von der Integrität genetisch determinierter und un-

mittelbarer Umweltsignale wie maternalen Hormonen abhängig ist, wird das adulte Herz einer 

Vielzahl zirkulierender Effektormoleküle anderer Organsysteme ausgesetzt. Die cECM verän-

dert im Zuge verschiedener Entwicklungsstadien nicht nur ihr morphologisches Erscheinungs-

bild, sondern auch ihre Funktion. Die in der cECM generierten Signale dienen im adulten Her-

zen vor allem der Aufrechterhaltung der Homöostase und der Anpassung an veränderte Anfor-

derungen, während der Organogenese regulieren sie jedoch wichtige zelluläre Migrations- und 

Differenzierungsprozesse und koordinieren deren zeitlich korrekte Abfolge. Beispielhaft hier-

für ist die Zusammensetzung der ECM auch ein wesentlicher Faktor für die epithelial-mesen-

chymale Transition (EMT). Dies ist ein Prozess, der durch den Übergang von polarisierten 

Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften charakterisiert ist und insbesondere 

während der Embryonalentwicklung, aber auch in adulten Geweben reaktiv auf verschiedene 

pathologische Stimuli auftritt (Chen et al. 2017). In der Kardiogenese ist die EMT essenziell 

für die Valvulogenese und die Entwicklung der Herzsepten, welche ontogenetisch aus den En-

dokardkissen als lokale Erweiterungen der cECM hervorgehen. Nach Abschluss der Herzent-

wicklung wird die Expression vieler Gene, welche embryonale Organformationsprozesse steu-

ern, herunterreguliert, sodass der großen Vielfalt fetaler cECM-Molekülvarianten eine deutlich 

geringere Anzahl im adulten Herzen gegenübersteht (Bowers et al. 2010). Im pathogenetischen 

Kontext multipler kardiovaskulärer Erkrankungen kommt es jedoch im adulten Herzgewebe zu 

einer übermäßigen Expansion der interstitiellen Matrix (Kong et al. 2014) und zu einer gestei-

gerten Reexpression fetaler Proteinvarianten verschiedener cECM-Komponenten wie beispiels-

weise dem Adhäsionsprotein Fn, was als myokardiales Remodelling gilt, auf das in den Ab-

schnitten 1.3.3 und 1.4.3 gesondert eingegangen werden soll.  

1.3.2 Zell-Matrix-Interaktionen im Myokard  

Die Interaktionen zwischen der cECM und verschiedenen kardialen Zelltypen sind für den 

Struktur- und Funktionserhalt des Herzens unerlässlich. Während die Integrität der cECM vor-

rangig durch Strukturproteine wie Kollagene und Elastin gewährleistet wird, dienen 
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Adhäsionsproteine wie Laminin oder Fibronektin der Verknüpfung verschiedener cECM-Kom-

ponenten untereinander sowie der cECM mit Kardiomyozyten und Fibroblasten (Bowers et al. 

2010).  

Diese Verbindung zwischen der extrazellulären Umgebung und dem Zytoskelett der Zellen ge-

schieht vor allem über Integrine, welche heterodimere Transmembranrezeptoren mit jeweils 

einer α- und einer β-Untereinheit darstellen (Hynes 1992). Sie sind dauerhaft in der Zellmemb-

ran aller Zellen des kardiovaskulären Systems verankert und an der Regulation der Genexpres-

sion, der Zellproliferation und -differenzierung sowie der Apoptose beteiligt (Ross 2002). Die 

Signaltransduktion über Integrine kann bidirektional erfolgen, das heißt, dass einerseits eine 

Bindung von Integrinen an ECM-Mediatoren zu intrazellulären Effekten führen kann (outside-

in signalling), umgekehrt jedoch die Kopplung intrazellulärer Rezeptoren an die zytoplasmati-

sche Integrin-Domäne deren extrazelluläre Bindungsaktivität reguliert (inside-out signalling) 

(Giancotti und Ruoslahti 1999). Derart können sowohl externe als auch interne Signale die 

Zellmembranexpression, Konformation und Ligandenaffinität der Integrine beeinflussen 

(Bowers et al. 2010). Alternatives Splicing der mRNA und Heterodimerisierung verschiedener 

α- und β-Untereinheiten erhöhen die Diversität möglicher Bindungspartner bei gleichzeitig ho-

her Spezifität der Integrine für die jeweiligen Liganden (de Melker und Sonnenberg 1999). 

Meist dienen Integrine als Rezeptoren für Kollagen, Laminin, Fibronektin und Thrombospon-

din sowie Tenascin-C, Osteopontin und Periostin (Humphries et al. 2006). Die Ligandenbin-

dung initiiert eine Konformationsänderung, welche die Integrin-Heterodimere aktiviert. Da sie 

selbst keine enzymatische Aktivität besitzen, erfolgt die Signalübertragung durch rekrutierte 

Effektormoleküle wie beispielweise Tyrosinkinasen wie FAK oder GTPasen wie Rho oder Rac 

(Ross 2002).  

Die zeitliche und räumliche Expression der Integrine verändert sich in Abhängigkeit verschie-

dener Entwicklungsstadien und ist wechselseitig mit der variablen cECM-Zusammensetzung 

abgestimmt (Bowers et al. 2010). Dem β1-Integrin-Subtyp kommt hierbei eine Schlüsselrolle 

hinsichtlich seiner Wechselwirkungen mit embryonalen und adulten Formen von CF zu. Es 

wurde unter anderem nachgewiesen, dass embryonale CF die Myozytenproliferation durch Sek-

retion von Fibronektin, Kollagen und Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) för-

dern, welche durch den β1-Integrin-Rezeptor vermittelt wird. Adulte CF hingegen vermitteln 

die Myozytenhypertrophie über β1-Integrine, was auf einen funktionellen Wechsel des Fib-

roblasten-Phänotyps und / oder der Integrin-Aktivierung hinweist (Ieda et al. 2009). Hieran 

wird beispielhaft die komplexe Feinmodulation von Zell-Matrix-Interaktionen im Myokard und 

deren Adaptation an sich verändernde Umweltanforderungen deutlich (Bowers et al. 2010).  
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1.3.3 Myokardiales Remodelling  

Myokardiales Remodelling bezeichnet die Adaptation zellulärer und extrazellulärer Komparti-

mente des Herzens an kardiale Schädigungen, mechanischen Stress und neurohumorale Sti-

muli. Im Zuge dessen kommt es sowohl zu Veränderungen der Kardiomyozyten und CF als 

auch zu einer strukturellen und funktionellen Reorganisation der cECM (Bowers et al. 2010, 

Franz et al. 2015a).  

Die Herzmuskelzellen sind angesichts ihrer kontraktilen Aktivität und ihres zahlenmäßig gro-

ßen Anteils an der Herzmasse als erste zelluläre Komponente in den Fokus der Forschung zum 

kardialen Remodelling gerückt (Cohn et al. 2000). Als Folge myokardialer Verletzungen ver-

ringert sich aufgrund von Apoptose, Nekrose und Autophagie die Anzahl funktionsfähiger 

Herzmuskelzellen, wodurch es zunächst zu einer Ausdünnung der Ventrikelwände kommt (Cao 

et al. 2009). Reaktiv hypertrophieren oder verlängern sich die verbliebenen Kardiomyozyten, 

um die ventrikuläre und septale Wandspannung zu reduzieren und das Herzzeitvolumen (HZV) 

nach dem Verlust kontraktilen Gewebes aufrechtzuerhalten (Anversa et al. 1991, Kehat und 

Molkentin 2010). Durch Induktion der Expression Hypertrophie-assoziierter Gene können die 

Herzmuskelzellen zur Synthese kontraktiler Proteine angeregt werden, was zum Aufbau neuer 

Sarkomere und einer anschließenden Verdickung der Herzwände führt (Cohn et al. 2000).  

Die CF, welche einen Großteil der cECM-Komponenten synthetisieren, nehmen ebenfalls eine 

zentrale Rolle hinsichtlich kardialer Gewebsumbauprozesse ein. Auf pathologische Stimuli re-

agieren die CF im Sinne einer Aktivierung, Proliferation und Transdifferenzierung zu MyoFb, 

was unter anderem zu Veränderungen der Sekretion von cECM-Proteinen führt (Valiente-

Alandi et al. 2016). MyoFb stellen eine Zwischenform zwischen Fibroblasten und glatten Mus-

kelzellen dar und entstehen vornehmlich aus residenten CF, aber auch Endothelzellen, Perizy-

ten, epikardiale Epithelzellen und zirkulierende Progenitorzellen sind erwiesenermaßen Ur-

sprungszellen, die durch endothelial- bzw. epithelial-mesenchymale Transition und Differen-

zierung zu MyoFb umgewandelt werden können (Kong et al. 2014). Die Transdifferenzierung 

wird unter anderem durch erhöhte mechanische Beanspruchung, Veränderungen der Matrixzu-

sammensetzung, Induktion und Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie transforming growth 

factor-beta (TGF-β) und platelet-derived growth factor (PDGF) sowie RAAS-Aktivierung ini-

tiiert (Li et al. 2018). MyoFb enthalten große Mengen an ECM-Proteinen – darunter Kollagene, 

Fibronektin, Periostin, MMP und TIMP (Dostal et al. 2015). Die verstärkte Aktivität und funk-

tionelle Zelltransformation der CF zu MyoFb ist daher bedeutsam für die Wundheilung und 

Narbenbildung nach myokardialen Schädigungen und damit durchaus physiologisch. Eine an-

haltende MyoFb-Aktivität führt jedoch zu einer übermäßigen Synthese und Deposition von 
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ECM-Komponenten und letztendlich zur Gewebefibrosierung mitsamt Verdickung und Ver-

narbung des Bindegewebes. Dadurch kommt es einerseits zu Störungen der elektrophysiologi-

schen Erregungsleitung mit einer Prädisposition für Arrhythmien (Kamkin et al. 2003) und an-

dererseits zu einer Verringerung der Kapillardichte mit folglich reduzierter Sauerstoffdiffusion 

ins Gewebe, wodurch die betroffenen Zellen nekrotisch und apoptotisch zugrunde gehen 

(Howard und Baudino 2014, Valiente-Alandi et al. 2016).  

Neben architektonischen Veränderungen ist die Reorganisation der cECM durch Wiederauftre-

ten fetaler Molekülvarianten zellulärer Adhäsionsproteine wie Tenascin oder Fibronektin ge-

kennzeichnet (Franz et al. 2015a, Zollinger und Smith 2017). Diese Proteinvarianten werden 

physiologischerweise überexprimiert in kritischen Phasen der Herzentwicklung, sind in gesun-

den, adulten Geweben nicht mehr nachweisbar und zeigen eine eindrucksvolle Reexpression 

im Rahmen kardiovaskulärer Erkrankungen (Schwarzbauer 1991a, Gabler et al. 1996, Willems 

et al. 1996, Franz et al. 2010). Die fetale Fn-Spleißvariante ED-A+-Fn ist beispielsweise im 

Konzert mit TGF-β ein Induktor der Transdifferenzierung verschiedener Zelltypen zu MyoFb 

(Li et al. 2018), woran die wechselseitige Beeinflussung verschiedener Faktoren an myokardi-

alen Gewebsumstrukturierungen deutlich wird.  

Neurohumorale Kaskaden vermitteln im gesunden Organismus zahlreiche Kompensationsme-

chanismen als Reaktion auf ein sinkendes HZV, sind jedoch auch maladaptiv an der Progres-

sion nachteiliger Remodelling-Prozesse beteiligt (Cohn et al. 2000). Beispielsweise agiert An-

giotensin II als wichtiger Regulator des Blutdrucks und Wasserhaushalts nach pathologischen 

Einwirkungen auf das Myokard als bedeutsamer Mediator der belastungsinduzierten Prolifera-

tion und Hypertrophie. In-vitro-Studien konnten zeigen, dass mechanische Dehnung die Herz-

muskelzellen zur autokrinen Freisetzung von Angiotensin II anregt (Sadoshima et al. 1993), 

welches wiederum die DNA-Synthese und Zellzahl der CF erhöht und die Proteinsynthese so-

wohl in CF als auch in Kardiomyozyten stimuliert (Sadoshima und Izumo 1993). Gleicherma-

ßen erhöht Angiotensin II die Permeabilität der Koronararterien, wodurch die vermehrt produ-

zierten Wachstumsfaktoren ins myokardiale Interstitium diffundieren können (Weber und 

Brilla 1991). Als Folge der erhöhten Angiotensin II-Spiegel steigt RAAS-vermittelt auch die 

Produktion von Aldosteron an, welches seinerseits die Kollagensynthese durch CF stimuliert 

und damit zum fibrotischen Umbau des Myokards beiträgt (Brilla et al. 1994).  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass myokardiales Remodelling durch kompensatori-

sche Mechanismen zunächst die Aufrechterhaltung der Herzfunktion unter veränderten Belas-

tungsbedingungen gewährleistet, bei Persistenz der pathologischen Reize jedoch zur Organdys-

funktion mit der klinischen Folge einer Herzinsuffizienz beiträgt (Ziffels et al. 2016).  
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1.4 Fibronektin  

1.4.1 Bedeutung und Spleißvarianten  

Fibronektin (Fn) ist ein ubiquitäres, strukturgebendes Adhäsionsprotein der ECM. Seine fun-

damentale Bedeutung basiert auf der Beteiligung an grundlegenden biologischen Prozessen wie 

Zelladhäsion und -migration, Aufrechterhaltung der Zellmorphologie, Organisation des Zyto-

skeletts, Blutstillung und Thrombusbildung sowie Zelldifferenzierung und onkogener Trans-

formation (Schwarzbauer 1991b). Biochemisch ist Fn ein Heterodimer bestehend aus zwei na-

hezu identischen, stabförmigen Polypeptidketten, welche am C-terminalen Ende durch Disul-

fidbrücken miteinander verbunden sind. Jedes Monomer ist aus drei homologen, sich wieder-

holenden Domänen zusammengesetzt, welche als type I, type II und type III repeats bezeichnet 

werden. Durch alternatives Splicing der prä-mRNA variiert die Zusammensetzung der Domä-

nenstruktur, woraus verschiedene Fn-Varianten resultieren (Schwarzbauer 1991a). Es kommt 

dadurch zum Ein- oder Ausschluss sogenannter Extradomänen, von denen für Fn drei zu unter-

scheiden sind: type III homology extra domain A (ED-A+), type III homology extra domain B 

(ED-B+) und type III homology connecting segment (IIICS). Während die Typ III-Domänen 

ED-A+ und ED-B+ entweder komplett aus der prä-mRNA ausgeschnitten werden oder vollstän-

dig enthalten sind, kann die speziesspezifisch exprimierte IIICS-Domäne am C-terminalen 

Ende von Fn sowohl vollständig als auch partiell entfernt werden (Romberger 1997).  

Die Inklusion der ED-A+ und ED-B+ ermöglicht auch die Differenzierung zwischen zellulärem 

(cFn) und plasmatischem Fn (pFn). Als unlösliches, fibrilläres Glykoprotein der ECM wird cFn 

unter anderem von Fibroblasten, Chondrozyten, Endothelzellen und Makrophagen synthetisiert 

und enthält die ED-A+ und ED-B+ in variablen Kombinationen. Demgegenüber befindet sich 

pFn, das von den Hepatozyten gebildet wird, als lösliche Disulfidverbindung im Zellplasma. 

Es enthält nicht die alternativ gespleißten ED-A+ und ED-B+ (Moretti et al. 2007, White et al. 

2008). Die Expressionsniveaus der Spleißvarianten und ihre relativen Anteile verändern sich 

im Laufe der Entwicklung. ED-A+- und ED-B+-Fn gelten als onkofetale Proteine, da sie einer-

seits während der Embryonalentwicklung wichtige Prozesse der Organogenese mitbeeinflussen 

und andererseits in Verbindung mit tumorösen und Wundheilungsprozessen deutlich reexpri-

miert werden (Ffrench-Constant 1995, Franz et al. 2010). Additiv zu den durch alternatives 

Splicing entstehenden Variationen wird Fn posttranslational durch Glykosylierung, Phosphory-

lierung, Sulfatierung und intramolekulare Disulfidbindungen modifiziert (Romberger 1997).  

Fn hat eine Vielzahl von Regionen und Domänen mit Affinitäten sowohl für ECM-Moleküle 

als auch für Zelloberflächenliganden und besitzt spezifische Bindungsstellen für die Interaktion 

mit Fibrin, Kollagen und Heparin sowie eine Zellbindungsregion (Schwarzbauer 1991a). Die 
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Adhäsion an verschiedene Zelltypen erfolgt vorrangig über Bindung des α1β5-Integrin-Subtyps 

an die Arginin-Glycin-Aspartat-Sequenz (RGD-Sequenz) in der Zellbindedomäne von Fn 

(Romberger 1997). Die Wechselwirkung mit Integrin-Rezeptoren beeinflusst die strukturellen 

und mechanischen Eigenschaften der Matrix und das Verhalten der anhaftenden Zellen (Takagi 

2004). Die Degradation von Fn erfolgt sowohl durch Matrix-Metalloproteinasen, im Speziellen 

MMP-2, sowie durch Autoproteolyse. Das Verständnis der Abbaumechanismen von Fn ist 

wichtig, da die Fn-Fragmente biologische Aktivitäten aufweisen, die sich von denen des intak-

ten Moleküls unterscheiden (Steffensen et al. 2011).  

1.4.2 Expression und Funktion von ED-A+- und ED-B+-Fibronektin 

Wie bereits dargelegt, verändert sich die Expression von ED-A+- und ED-B+-Fn in Abhängig-

keit verschiedener Entwicklungsstadien. In einem Mausmodell mit Knockout des Fn-Gens 

konnte dessen essenzielle Bedeutung für die Embryogenese gezeigt werden, da sich bei ho-

mozygot mutierten Allelen schwere Defekte in mesodermalen Geweben, der Neuralrohrbildung 

und der Herz- und Gefäßentwicklung verbunden mit einer frühen embryonalen Letalität zeigten 

(George et al. 1993). Eine gleichzeitige Deletion der ED-A+- und ED-B+-Fn-Exons im Fn-Gen 

führte trotz unbeeinträchtigter Fn-Proteinexpression zu schweren Gefäßmissbildungen, vasku-

lären Blutungen sowie gestörter Plazenta-Angiogenese im murinen System und war ebenfalls 

embryonal letal (Astrof et al. 2007). Im Gegensatz dazu erschienen Mäuse nach alleiniger Aus-

schaltung von ED-A+-Fn oder ED-B+-Fn lebensfähig und fruchtbar und zeigten weitestgehend 

physiologische embryonale Gefäßstrukturen (Fukuda et al. 2002, Tan et al. 2004).  

Während der Entwicklung des embryonalen Gefäßsystems werden die genannten Spleißvari-

anten insbesondere im Bereich sich neu bildender Blutgefäße exprimiert; sie sind jedoch nach 

Abschluss dieser Vaskularisationsprozesse nicht mehr nachweisbar (Ffrench-Constant und 

Hynes 1989). Unter bestimmten Umständen wie Gewebereparatur, Gewebefibrosierung und 

Angiogenese wird jedoch im Erwachsenenalter das embryonale Splicing-Muster wiederherge-

stellt (White et al. 2008). In adulten Geweben unterliegen die Typ III-Domänen von Fn sowohl 

mechanischer als auch biochemischer Regulation und können durch erhöhte zelluläre Kontrak-

tilität entfaltet oder durch Proteolyse aus der Matrix freigesetzt werden (Kelsh et al. 2014). Ein 

gut untersuchtes Beispiel für die adulte Reexpression fetaler Fn-Varianten ist die Wundheilung, 

bei der ein erhöhter Einschluss der ED-A+- und ED-B+-Segmente in die mRNA der Zellen am 

Wundgrund detektiert werden konnte. Alternatives Splicing kann demzufolge während der Ge-

webereparatur als Mechanismus zur Erzeugung von Fn-Varianten dienen, welche funktionell 

besser für die Zellmigration und -proliferation geeignet sind (Ffrench-Constant et al. 1989). Die 

Lokalisation der ED-A+ und ED-B+ neben der zentralen Zellbindungsregion von Fn legt 
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ebenfalls nahe, dass diese Domänen möglicherweise die Wechselwirkungen zwischen der hier 

befindlichen RGD-Sequenz und α5β1-Integrin beeinflussen können (Schwarzbauer 1991a).  

ED-B+-Fn wird physiologischerweise nur in einigen Blutgefäßen der Eierstöcke und der Ge-

bärmutterschleimhaut exprimiert (Castellani et al. 1994). Zudem ist ED-B+-Fn als onkologi-

scher Marker der Tumorangiogenese mit ausgeprägtem perivaskulärem Expressionsmuster be-

kannt. Die Akkumulation um neovaskuläre Strukturen wurde in zahlreichen Studien an ver-

schiedenen Tumorentitäten wie beispielsweise Brust- oder Hirntumoren nachgewiesen 

(Kaczmarek et al. 1994, Castellani et al. 2002). Als zelluläre Hauptquellen des onkofetalen ED-

B+-Fn wurden sowohl Tumor- als auch Endothelzellen identifiziert (Midulla et al. 2000). Trig-

ger für die aberrante ED-B+-Fn-Synthese dieser Zelltypen scheinen TGF-β1, ET-1 und hohe 

Glukosespiegel zu sein (Khan et al. 2005b). Aufgrund der hier beschriebenen Arbeiten kann 

eine supportive Wirkung von ED-B+-Fn für das Gewebe-Remodelling und die Tumorprogres-

sion angenommen werden. Für zahlreiche nicht-tumoröse Krankheitsprozesse ließ sich eben-

falls eine Steigerung der ED-B+-Fn-Synthese verzeichnen, beispielsweise in Endothelzellen bei 

rheumatoider Arthritis, in Fibroblasten und MyoFb bei Morbus Dupuytren (Berndt et al. 1998) 

sowie in Glaskörperproben von Patienten mit diabetischer Retinopathie (Khan et al. 2004).  

Für ED-A+-Fn wird ebenfalls eine Reexpression im Rahmen multipler Pathologien beschrieben. 

Ylätupa et al. konnten auch für diese Spleißvariante eine signifikant erhöhte Serumkonzentra-

tion im Zusammenhang mit malignen Tumorerkrankungen nachweisen (Ylätupa et al. 1995). 

Des Weiteren konnten erhöhte ED-A+-Fn-Spiegel unter anderem im Plasma und in betroffenen 

Geweben von Patienten mit Psoriasis, rheumatoider Arthritis und Diabetes detektiert werden 

(White et al. 2008). Die wichtigste Bedeutung erlangt reexprimiertes ED-A+-Fn jedoch im Rah-

men kardiovaskulärer Erkrankungen, was im folgenden Abschnitt deutlich wird. 

1.4.3 Reexpression fetaler Fibronektin-Varianten im Rahmen kardiovaskulärer 

Erkrankungen  

Eine Vielzahl kardiovaskulärer Erkrankungen wie Herzinsuffizienz, Hypertonie oder Myokard-

infarkte sind mit Veränderungen in der Komposition der cECM vergesellschaftet, welche unter 

anderem das Wiederauftreten fetaler Fn-Molekülvarianten beinhalten (Franz et al. 2010, 

Baldinger et al. 2011).  

Besonders ED-A+-Fn ist diesbezüglich schon lang Gegenstand intensiver Forschungsanstren-

gungen. Nach pathologischen Einwirkungen auf das Herz wird die Expression von ED-A+-Fn 

hochreguliert, was unter anderem bedeutsam in verschiedenen Phasen der Infarktheilung ist. 

ED-A+-Fn wird initial von Immunzellen wie Makrophagen und T-Zellen synthetisiert und fun-

giert als endogener Ligand für den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR-4), über den es wiederum die 
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Zytokinfreisetzung aus Mastzellen und T-Zellen stimuliert und damit die Entzündungsreaktion 

aggraviert (Gondokaryono et al. 2007, Franz et al. 2012). Die durch proinflammatorische Me-

diatoren erhöhte Gefäßpermeabilität im Infarktgebiet führt zur Extravasation von Plasmaprote-

inen wie pFn und Fibrinogen, welche im Bereich der Schädigung zunächst eine provisorische 

Matrix bilden. Die langfristige Reparatur des geschädigten Myokardgewebes hängt von der 

Rekrutierung und Aktivierung residenter CF ab, die nach Transformation in den MyoFb-Phä-

notyp für die Bildung einer kollagenbasierten Narbe sorgen (Frangogiannis 2017). Die Induk-

tion der gesteigerten ED-A+-Fn-Synthese nach Myokardschädigung und die erhöhte Ablage-

rung nicht-fibrillärer Kollagentypen spielen in Kombination mit TGF-β eine entscheidende 

Rolle bei jener Transdifferenzierung verschiedener Zelltypen zu MyoFb (Serini et al. 1998, 

Frangogiannis 2012). Ein ED-A+-Fn-Knockout führte in einem murinen Myokardinfarktmodell 

durch geringere Entzündungsaktivität, verminderte Transdifferenzierung zu MyoFb und abge-

schwächte Fibrosierung der infarzierten Bereiche zu einem verbesserten Überleben und Abmil-

derung der nachteiligen Remodelling-Prozesse (Arslan et al. 2011). Die Involvierung von ED-

A+-Fn in inflammatorische, fibrotische und (neo-)vaskuläre Prozesse wird zusätzlich gestützt 

durch ein Modell der chronischen Abstoßungsreaktion nach heterotoper Rattenherztransplan-

tation von Franz und Mitarbeitern. Hier wurde gezeigt, dass die ED-A+-Fn-Expression räumlich 

zu Bereichen der Transplantatvaskulopathie und interstitiellen Fibrose assoziiert ist und mit 

zunehmendem Grad der Transplantatabstoßung ansteigt (Franz et al. 2011). Bestätigend konnte 

eine vollständige ED-A+-Fn-Defizienz im Mausmodell die mit einer chronischen Abstoßungs-

reaktion verbundene kardiale interstitielle Fibrose sogar verhindern (Booth et al. 2012).  

ED-A+-Fn aktiviert neben MyoFb auch glatte Gefäßmuskelzellen (VSMC), welche gemeinsam 

die vorherrschenden Zelltypen abstoßungsbedingter Entzündungsreaktionen darstellen. Sowohl 

MyoFb als auch VSMC stimulieren über einen positiven Feedback-Mechanismus die weitere 

Synthese von ED-A+-Fn und exprimieren α-smooth muscle actin (ASMA), dessen Gehalt wie-

derum mit dem Grad der Abstoßungsreaktion korreliert. In Zusammenschau dieser Erkennt-

nisse konnte unsere AG eine Hypothese zur zentralen Rolle von ED-A+-Fn für die Induktion 

kardiovaskulärer Remodelling-Prozesse generieren (Franz et al. 2012). Die Migration und 

Proliferation von VSMC gilt ebenfalls als Schlüsselfaktor für die Pathogenese der Atheroskle-

rose. Die Ansammlung von VSMC führt in Verbindung mit der exzessiven Sekretion extrazel-

lulärer Matrixproteine – einschließlich Fn und seiner Spleißvarianten – zur Bildung fibröser 

Plaques, welche unbehandelt die betroffenen Gefäßlumen progredient verengen (Dzau et al. 

2002, Astrof und Hynes 2009). Innerhalb atherosklerotischer Läsionen konnte vor allem eine 
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Expression von ED-A+-Fn detektiert werden (Glukhova et al. 1989), deren Auswirkungen auf 

den Progress der Erkrankung jedoch kontrovers erscheinen.  

Im Vergleich zu den weitreichenden Untersuchungen zu ED-A+-Fn existieren bislang nur we-

nige Studien zur Bedeutung der ED-B+-Fn-Spleißvariante für kardiovaskuläre Remodelling-

Prozesse. Konkordant zur bereits dargelegten Relevanz für onkologische Vorgänge wird kardi-

ovaskulär reexprimiertem ED-B+-Fn ein funktioneller Beitrag zur entzündungsassoziierten An-

gioneogenese zugeschrieben (Astrof et al. 2007). Die Entwicklung der arteriellen Hypertonie 

scheint abhängig von deren Ätiologie ebenfalls mit einem Wiederauftreten von ED-B+-Fn ver-

bunden zu sein. Samuel et al. konnten 1991 erstmals die Akkumulation fetaler Fn-mRNAs an 

einem Rattenmodell der durch Drucküberlastung induzierten Herzhypertrophie nachweisen. In 

diesem Experiment reicherten sich bereits am ersten Tag nach Stenosierung der Aorta ascen-

dens die mRNAs von ED-A+- und ED-B+-Fn in der gesamten Media der Herzkranzgefäße und 

in den Fokusbereichen des Myokards an. Die VSMC der Koronararterien gelten hierbei als 

Hauptproduzenten der fetalen Fn-Varianten (Samuel et al. 1991). Gesteigerte mRNA-Spiegel 

von ED-B+-Fn zeigten sich ebenfalls in einem Rattenmodell der Mineralokortikoid-induzierten 

Hypertonie (Mamuya und Brecher 1992) und im Myokard von Patienten mit dilatativer Kardio-

myopathie (Gabler et al. 1996). Des Weiteren ist mit einem Antikörper (AK), welcher gegen 

ED-B+-Fn gerichtet ist, die spezifische Markierung atherosklerotischer Läsionen sowohl im 

murinen als auch im humanen System möglich. ED-B+-Fn könnte daher als potenzielles Target 

für eine antikörperbasierte molekulare Plaque-Bildgebung dienen (Matter et al. 2004). Inner-

halb atherosklerotischer Gefäßläsionen konnte zudem eine Korrelation der ED-B+-Fn-Konzent-

ration zur Größe der Plaques und eine räumliche Assoziation der ED-B+-Immunreaktivität zu 

Makrophageninfiltraten detektiert werden. Zugehörige In-vitro-Experimente zeigten, dass 

murine VSMC die ED-B+-Fn-Synthese nach Behandlung mit Angiotensin II und TGF-α signi-

fikant erhöhten. Möglicherweise führt also eine Aktivierung der VSMC durch Entzündungs-

mediatoren oder Makrophagen zu einer verstärkten ED-B+-Fn-Expression in atheroskleroti-

schen Plaques (Dietrich et al. 2007). Laut aktuellem Forschungsstand ist somit auch von einer 

Beteiligung von ED-B+-Fn an der Pathogenese verschiedener Herz-Kreislauf-Erkrankungen 

auszugehen, deren funktioneller Bedeutung jedoch weiterer Aufklärung bedarf. 

1.4.4 Fetale Fibronektin-Varianten als potenzielle Biomarker des pulmonalvaskulären 

Remodellings  

Zell-Matrix-Interaktionen sind wesentliche Regulatoren der Lungenentwicklung, insbesondere 

der Verzweigung der Atemwege und der Alveolarisation. Als einer der Hauptbestandteile der 

pulmonalen ECM ist Fn vielseitig in fetale Lungenreifungsprozesse und die damit verbundene 
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Differenzierung alveolärer Epithelzellen involviert (Arai et al. 1997). Bereits 1986 konnte mit-

tels Immunoblot auch im Lungengewebe ein ontogenetischer Wechsel des Fn-Isotyps beschrie-

ben werden: Während im adulten Lungengewebe überwiegend pFn detektiert wurde, überwog 

cFn in fetalen Gewebeproben (Sekiguchi et al. 1986). Vergleichende Untersuchungen des Spli-

cing-Musters der Fn-prä-mRNA in fetalen, gesunden adulten und tumorös veränderten Lun-

gengeweben zeigten, dass ED-A+-Fn unabhängig von ontogenetischen oder onkogenen Stadien 

konstitutiv in der Lunge exprimiert wurde, während ED-B+-Fn ausschließlich in fetalen und 

tumorösen Gewebeproben nachgewiesen werden konnte (Oyama et al. 1990). Experimente von 

Maniscalco et al. zeigten, dass Fn nach alveolären Epithelschädigungen den Übergang der Typ-

II-Pneumozyten in die teilungsunfähigen, gasaustauschenden Typ-I-Pneumozyten fördert. Die-

ser phänotypische Wechsel ist von einer erhöhten Fn-Gentranskription und Induktion sowohl 

der ED-A+- als auch ED-B+-Fn-mRNA begleitet (Maniscalco et al. 1996). Wie im Abschnitt 

1.4.3 bereits dargelegt, ist ED-A+-Fn maßgeblich an der Differenzierung von Fibroblasten zu 

MyoFb beteiligt, welche bei anhaltender Aktivierung durch übermäßige Produktion von ECM-

Komponenten eine Gewebefibrosierung hervorrufen können (Serini et al. 1998). Diese unge-

hemmte MyoFb-Aktivität liegt beispielsweise der Pathogenese der idiopathischen Lungen-

fibrose zugrunde, bei der die exzessive Ablagerung von ECM-Proteinen unaufhaltsam in einem 

respiratorischen Versagen resultiert (White et al. 2003).  

Neben den beschriebenen Veränderungen auf Gewebeebene der Lunge gibt es starke Evidenz, 

dass Fn und dessen fetale Molekülvarianten ebenso in pulmonalvaskuläre Krankheitsprozesse 

– einschließlich der Pathogenese der PH – eingebunden sind. Beispielsweise explorierten Berg 

et al., dass die Genexpression extrazellulärer Matrixproteine wie Fn durch alveoläre Hypoxie 

und dadurch bedingte pulmonale Vasokonstriktion und Hypertonie erhöht wird (Berg et al. 

1998). Bestätigend konnten in atherosklerotisch veränderten Lungenarterien von Patienten mit 

ungeklärter PH im Bereich der verdickten Neointima sowohl immunhistochemisch als auch 

durch In-situ-Hybridisierung erhöhte Expressionslevel von cFn, Kollagen Typ I und weiteren 

ECM-Proteinen nachgewiesen werden (Botney et al. 1992). Die Abfolge struktureller Gefäß-

wandveränderungen im Rahmen der PH wird durch eine Reihe phänotypischer Switches der 

VSMC begleitet. Zunächst führt die Differenzierung der VSMC aus Vorläuferzellen zur ver-

stärkten Muskularisierung peripherer Lungenarterien, welche normalerweise nur eine sehr 

dünne Media aufweisen. Durch anhaltende Hypertrophie und Hyperplasie der VSMC sowie 

Akkumulation spezifischer ECM-Proteine wird die Media betroffener Gefäße progredient ver-

dickt. Schlussendlich entwickeln sich okklusive intimale Läsionen aufgrund Endothelzell-

proliferation, Rekrutierung von Entzündungszellen und VSMC-Migration aus der Media in die 
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Intima (Jones et al. 1997). Mehrere Studien in vivo und in der Zellkultur, in denen die Interak-

tionen zwischen einer erhöhten Fn-Expression, VSMC-Migration und Neointima-Formation 

untersucht wurden, legen nahe, dass eine gesteigerte Fn-Synthese die VSMC-Migration in sub-

endotheliale Gefäßwandschichten fördert. In Tierversuchen konnte beispielsweise gezeigt wer-

den, dass im Zuge der inflammatorischen Reaktion nach Herztransplantation der Aufbau eines 

subendothelialen Fn-Gradienten der Neointima-Bildung in den Koronararterien vorausgeht 

(Clausell et al. 1993). Umgekehrt konnte durch Unterdrückung der Zytokin-vermittelten Fn-

Synthese oder durch Hemmung der VSMC- und T-Zell-Wechselwirkungen mit Fn die Ausbil-

dung einer Neointima und die damit verbundene Koronararteriopathie abgeschwächt werden 

(Clausell et al. 1994, Molossi et al. 1995). Immunhistochemisch konnte auch in Gewebebiop-

sien der Lungengefäße von Patienten mit PH eine Fn-Akkumulation in der endothelialen ECM 

nachgewiesen werden, welche mit der Ausprägung der Mediahypertrophie und dem Schwere-

grad der Erkrankung korrelierte (Jones et al. 1997). Die pathogenetischen Grundlagen der PH 

wurden im Hinblick auf Veränderungen der ECM und der Fibrose-assoziierten Genexpression 

auch von Franz et al. in einem Rattenmodell der Monocrotalin-induzierten PH untersucht. Hier-

bei konnte eine Überexpression speziell der ED-A+-Fn-Spleißvariante in pathologisch verän-

derten Lungengefäßstrukturen mit erhöhten Serumspiegeln und einem Anstieg des systolischen 

rechtsventrikulären Drucks korreliert werden (Franz et al. 2016).  

Ausgehend von der Aufklärung der funktionellen Bedeutung von ED-A+- und ED-B+-Fn im 

gesunden und erkrankten Organismus ist darüber hinaus die Einschätzung ihrer Eignung als 

potenzielle Biomarker notwendig, um ihren klinischen Nutzen zu verifizieren. Beispielhaft sei 

hier angeführt, dass mithilfe eines von unserer AG etablierten ELISA-Protokolls für herzinsuf-

fiziente Patienten bereits eine signifikant höhere Liberation von ED-A+-Fn ins Serum im Ver-

gleich zu Kontrollen nachgewiesen werden konnte. Insbesondere für die ischämische Genese, 

also die KHK als Grundlage der Kardiomyopathie, konnte ED-A+-Fn als unabhängiger Prädik-

tor für das Vorliegen der Erkrankung identifiziert werden (Ziffels et al. 2016). 

Die vielversprechenden Vorarbeiten prädestinieren die fokussierten Fn-Spleißvarianten per-

spektivisch auch als Zielstrukturen antikörperbasierter Diagnose- und Therapieverfahren. Eine 

sichere und spezifische Detektion der Proteine wird durch small immunoproteins (SIP) ermög-

licht (Bird et al. 1988). SIP-F8 ist ein derartiger monoklonaler Antikörper, der spezifisch gegen 

ED-A+-Fn gerichtet ist. Basierend auf dem zuvor beschriebenen Rattenmodell der chronischen 

Abstoßungsreaktion nach Herztransplantation konnten bereits diagnostische Agenzien (Fluo-

reszenzfarbstoffe, Radionuklide) oder Zytokine mithilfe von SIP-F8 als Vehikel direkt an den 

Ort von Vaskulopathie und Fibrose transportiert werden (Franz et al. 2011, Franz et al. 2013, 
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Franz et al. 2015b). ED-B+-Fn stellt diesbezüglich einen der am besten charakterisierten Marker 

der tumorösen Neoangiogenese dar. In Kooperationsarbeit der AGs Neri und Zardi sind in den 

vergangenen Jahren über 30 Derivate des Anti-ED-B+-Fn-AK L19 (SIP-L19) entwickelt und 

sowohl im Tiermodell als auch im humanen System getestet worden (Carnemolla et al. 1996, 

Villa et al. 2008). L19 wurde beispielsweise zur gezielten Abgabe des Zytokins Interleukin-2 

als fusioniertes L19-IL2-Protein in an verschiedenen Tumorentitäten erkrankten Mäusen ver-

wendet, was zu einer signifikanten Verbesserung der therapeutischen Wirksamkeit von Inter-

leukin-2 führte (Carnemolla et al. 2002). In Bezug auf die PH wäre eine prospektive klinische 

Implementation fetaler Fn-Spleißvarianten als Carrier für Arzneimittel oder immunszintigrafi-

sche Diagnostika ebenfalls wünschenswert.  

 

1.5 ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay 

Ein enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ist ein sensitives und spezifisches immuno-

logisches Nachweisverfahren zur quantitativen Bestimmung von antigenen Proteinen durch 

spezifische Antikörper an einer festen Phase. Der ELISA ist der Nachfolger des Radioimmuno-

assays und wurde 1971 simultan und unabhängig von den AGs Engvall / Perlmann in Schweden 

und van Weemen / Schuurs in den Niederlanden entwickelt (Engvall und Perlmann 1971, van 

Weemen und Schuurs 1971). Heutzutage gilt der ELISA als Routinemethode in medizinischen 

Laboratorien weltweit und findet breite Anwendung im Rahmen multipler diagnostischer Fra-

gestellungen. Anstelle radioaktiven Materials, das zuvor zur Detektion in Assays eingesetzt 

wurde, werden im ELISA enzymatisch gekoppelte Antikörper zur Markierung der zu quantifi-

zierenden Substanz eingesetzt (Lequin 2005). Die Enzyme katalysieren eine Farbreaktion, wel-

che photometrisch analysiert und semiquantitativ ausgewertet werden kann. Die Intensität der 

entstehenden Extinktionen verhält sich in einem linearen Bereich direkt proportional zur Kon-

zentration der getesteten Substanzen. Die quantitative Auswertung wird letztendlich durch eine 

Standardreihe mit bekannten Konzentrationen des jeweiligen Analyten möglich. Antikörperaf-

finität und -avidität bestimmen die Sensitivität und Spezifität des ELISAs.  

Methodisch kann man abhängig vom Antigen-Epitop, der Antigen-Immobilisation und der Ver-

fügbarkeit spezifischer Antikörper mehrere ELISA-Formate unterscheiden. Im direkten ELISA 

ist bereits der Antikörper, welcher spezifisch mit dem nachzuweisenden Antigen interagiert, 

enzymatisch markiert (Lin 2015a). Demgegenüber reagiert im indirekten ELISA zunächst ein 

Antigen-spezifischer Primärantikörper mit dem Antigen, während erst ein daran bindender Se-

kundärantikörper mit einem katalytischen Enzym konjugiert ist. Hierdurch wird eine Sig-

nalamplifikation erreicht, nachteilig kommt es jedoch auch zu vermehrter Kreuzreaktivität mit 
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dem Sekundärantikörper (Lin 2015b). In beiden Verfahren kann das Antigen entweder durch 

passive Adsorption selbst an die stationäre Phase gebunden werden oder ein sogenannter 

coating antibody immobilisiert das interessierende Antigen auf der Mikrotiterplatte. Letzteres 

wird als Sandwich-ELISA bezeichnet, welcher eine erhöhte Sensitivität ermöglicht und übli-

cherweise angewendet wird, wenn das nachzuweisende Antigen in geringen Mengen vorliegt, 

seine physikochemischen Eigenschaften keine ausreichende Haftung an der festen Phase er-

möglichen oder die Proben mehr als ein Protein enthalten (Konstantinou 2017).  

Des Weiteren wird zwischen kompetitiven und nicht-kompetitiven Immunoassays differenziert. 

Im kompetitiven ELISA liegt der Antikörper im Unterschuss vor; das Antigen unbekannter 

Konzentration aus der Probe muss deshalb mit einem strukturell ähnlichen, enzymgebundenen 

Analyten, dessen Konzentration bekannt ist, um die begrenzten Bindungsstellen am immobili-

sierten Antikörper konkurrieren. Je mehr Antigen in der zu untersuchenden Probe vorhanden 

ist, desto mehr Antikörperbindungsstellen werden vom Proben-Antigen anstelle des markierten 

Kompetitor-Antigens besetzt und desto schwächer fällt das Farbsignal aus. Die gemessene Ex-

tinktion verhält sich also umgekehrt proportional zur Konzentration des Proben-Antigens (Kohl 

und Ascoli 2017). Ein nicht-kompetitiver ELISA folgt dem Prinzip des beschriebenen Sand-

wich-ELISAs und erfordert daher mindestens zwei gleichzeitig zugängliche Antikörperbin-

dungsstellen am Analyten. Nachdem das Antigen an den fixierten coating antibody gebunden 

hat, wird eine bestimmte Menge eines weiteren, markierten Antikörpers im Überschuss hinzu-

gegeben, welcher seinerseits an ein anderes Epitop des untersuchten Antigens bindet. Nachdem 

sich alle möglichen Antigen-Antikörper-Komplexe ausgebildet haben, werden durch Wa-

schung des Testsystems die noch in der Lösung befindlichen, ungebundenen Antikörper ent-

fernt. Das Signal der Nachweisreaktion ist hierbei folglich direkt proportional zur Konzentra-

tion (Weller 1992).  
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1.6 Zielstellung der Arbeit  

Für die Erforschung der Relevanz fetaler Fn-Varianten für das (rechts-)ventrikuläre und pul-

monalvaskuläre Remodelling im Rahmen der PH ist die Analytik der in die Zirkulation freige-

setzten Proteinfraktion essenziell. Besonders im Hinblick auf deren Bedeutung als potenzielle 

Biomarker oder Targets antikörperbasierter Diagnose- und Therapieverfahren ist es notwendig 

zu überprüfen, ob sich eine gesteigerte Gewebeexpression auch in erhöhten Serumspiegeln ma-

nifestiert. Voraussetzung hierfür ist ein zuverlässiges und reproduzierbares Nachweisverfahren, 

um die im Serum zirkulierende Menge der betreffenden Proteine zu quantifizieren und mit den 

Gewebeexpressionsdaten zu korrelieren.  

Unter Anwendung eines von unserer AG entwickelten ELISAs konnte für verschiedene kardio-

vaskuläre Erkrankungen sowohl im humanen System als auch im Tiermodell bereits eine sig-

nifikante Serumliberation von ED-A+-Fn nachgewiesen werden. Die Untersuchung der ED-A+-

Fn-Konzentration im Serum von PH-Patienten ist bislang allerdings nicht erfolgt. Der Einfluss 

der ED-B+-Fn-Spleißvariante auf die Pathogenese der PH ist insgesamt nur unzureichend ex-

ploriert, was unter anderem dem Fehlen kommerzieller Ready-to-use-Kits zur quantitativen Er-

fassung der Serumpräsenz des Proteins geschuldet ist.  

 

Aufgrund dessen sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende Teilaspekte untersucht 

werden:  

 

- Etablierung eines bislang nicht verfügbaren ELISA-Protokolls zur spezifischen Detek-

tion von ED-B+-Fn in humanen Serumproben 

 

- Analyse der Serumkonzentration von ED-A+-Fn und ED-B+-Fn bei 80 Patienten mit 

PH unterschiedlicher ätiologischer Klassen im Vergleich zu 40 Kontrollpatienten mit 

erhöhtem kardiovaskulärem Risikoprofil mittels ELISA 

 

- Korrelation der erhobenen ED-A+- bzw. ED-B+-Fn-Serumspiegel zu klinischen, labor-

chemischen und echokardiografischen Parametern als bereits etablierte, nichtinvasive 

Methoden zur Diagnostik und Verlaufskontrolle der PH 

 

- Evaluation der prädiktiven Wertigkeit von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn für das Vorliegen 

einer PH  
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2 Material   

2.1 Verwendete Serum- und Gewebeproben 

Das für die vorliegende Arbeit genutzte humane Probenmaterial wurde im Voraus aus einem 

Patientenkollektiv des Universitätsklinikums Jena gewonnen und untersucht. Klinikinternen 

und internationalen Standards entsprechend wurden die Blutproben unmittelbar nach deren Ent-

nahme bei 2383 x g für 25 min zentrifugiert und der Überstand nach Snap-Freezing in flüssigem 

Stickstoff bei -80°C gelagert.  

2.1.1 Patienten mit pulmonaler Hypertonie unterschiedlicher ätiologischer Klassen  

In das im Zentrum dieser Arbeit stehende Patientenkollektiv wurden 31 männliche Patienten 

und 49 weibliche Patientinnen mit PH unterschiedlicher ätiologischer Klassen integriert, wel-

che sich an der Klinik für Innere Medizin I, Abteilung für Kardiologie, des Universitätsklini-

kums Jena in Behandlung befanden. Für die Untersuchungen im beschriebenen Umfang lag 

selbstverständlich ein positives Votum der zuständigen Ethikkommission der Medizinischen 

Fakultät der Friedrich-Schiller-Universität Jena vor (Registrierungsnummer: 4732-03/16; 11. 

April 2016). Die Probengewinnung erfolgte nach ausführlicher Aufklärung und schriftlicher 

Einwilligung der Patienten in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki (World 

Medical Association 2013) und den aktuellen Good-clinical-practice-Guidelines (European 

Medicines Agency 2018). Für vergleichende Analysen wurden zusätzlich 40 Kontrollpersonen 

mit erhöhtem kardiovaskulärem Risikoprofil aus selbiger Klinik untersucht, bei denen zuvor 

invasiv eine KHK ausgeschlossen wurde (Montalescot et al. 2013). Weitere Ausschlusskrite-

rien für das Kontrollkollektiv waren maligne Tumor- oder Autoimmunerkrankungen, Hyper-

thyreose, Infektionen, periphere arterielle Verschlusskrankheit, eine Lungenembolie oder ein 

Schlaganfall in der Anamnese und die Einnahme von Immunsuppressiva.  

Sowohl die 80 PH-Patienten als auch die 40 Kontrollpersonen wurden hinsichtlich klinischer 

und funktioneller Parameter umfassend charakterisiert. Für detaillierte Angaben zu den Stu-

dienkollektiven einschließlich kardiovaskulärer Risikofaktoren und Medikation sei an dieser 

Stelle auf Tab. 12 und Tab. 13 im Abschnitt 4.3.1 verwiesen. Neben Blutentnahmen zur Be-

stimmung kardiologischer Routinelaborparameter wurden die Studienpopulationen einer trans-

thorakalen Echokardiografie (TTE) und einem sechsminütigen Gehtest unterzogen. Das Serum 

wurde unter Verwendung spezieller low binding tubes (Protein LoBind Tubes, Eppendorf AG, 

Hamburg, Deutschland) und nach sofortigem Schockfrosten in flüssigem Stickstoff bei -80°C 

gelagert, um die Proteindegradation möglichst gering zu halten. Aus demselben Grund wurden 

auch wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen weitestgehend vermieden.  
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2.1.2 Humane Gewebeschnitte für immunhistochemische Untersuchungen  

Zur Validierung der Spezifität der im Rahmen der ELISA-Protokollentwicklung verwendeten 

Primärantikörper, welche sich spezifisch gegen ED-A+- und ED-B+-Fn richten, erfolgten im-

munhistochemische Analysen unter Verwendung humanen Gewebematerials. Zu diesem 

Zweck kamen – auch unter Berücksichtigung ethischer Gesichtspunkte – bereits vorhandene 

Gewebeproben historischer Kollektive unserer AG zum Einsatz. Dabei handelt es sich zum 

einen um myokardiales Gewebe rechter Vorhofohren und zum anderen um Gewebe von Plat-

tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches. Da die entsprechenden Befunde lediglich der 

methodischen Validierung dienten, werden die zugehörigen Patientenkollektive in der Arbeit 

nicht weiter ausgeführt. Die entsprechenden Studienprotokolle und Ethikvoten liegen in der AG 

vor und können bei Bedarf jederzeit vorgelegt werden.  

 

2.2 Chemikalien, Materialien und Geräte  

Im Folgenden sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien, Chemikalien und 

Geräte tabellarisch aufgeführt. Tab. 3 gibt einen Überblick über die Antikörper, Enzyme und 

Fn-Standardsubstanzen, welche für die ELISAs und / oder die Immunhistochemie (IHC) ver-

wendet wurden. Sämtliche weiteren genutzten Reagenzien werden in Tab. 4 und die zugehöri-

gen Pufferlösungen in Tab. 5 angegeben. Die Verbrauchsmaterialien sind in Tab. 6 angeführt. 

Die benutzten Geräte sind in Tab. 7 und die entsprechende Software in Tab. 8 gelistet.  

Tab. 3:  Antikörper, Enzyme und Fibronektin-Standards für ELISA und Immunhistochemie  
 

BC-1 (0,74 mg/ml), S-FN4 

Sirius Biotech S.r.L., Genua, Italien 
C6 (1,037 mg/ml), S-FN12 

ED-A+-Fn (0,53 mg/ml) 

ED-B+-Fn (0,37 mg/ml) 

Esel-anti-Maus, Biotin-konjugiert (1,2 mg/ml) Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland 

IST-6 (0,593 mg/ml), S-FN9 
Sirius Biotech S.r.L., Genua, Italien 

IST-9 (0,2 mg/ml), S-FN5 

Streptavidin, Cy3-konjugiert (0,5 mg/ml) Southern Biotech, Birmingham, USA 

Streptavidin-Horseradish-Peroxidase  

(1,0 mg/ml) 
Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland  

 

Abkürzungen: Cy3: Cyanin 3 | Fn: Fibronektin 
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Tab. 4: Weitere Reagenzien 
 

Aceton (C3H6O) 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland   

Antikörperverdünnungslösung mit Hintergrund-

reduzierenden Komponenten   
Dako Deutschland GmbH, Hamburg,  

Deutschland 
DAKO Biotin Blocking System 

DAKO Pen  Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, USA 

Gelatine 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Glycerol-Gelatine 

Kaliumchlorid (KCl) 
Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, USA 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 

Methanol (CH3OH) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland   Natriumchlorid (NaCl) 

Nagellack, klar Essence, Frankfurt, Deutschland 

Schwefelsäure (H2SO4) 0,5 M 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland   

Stickstoff (N2), flüssig  Linde AG, München, Deutschland  

TMB OneTM 
Kem-En-Tec Diagnostics A/S, Taastrup,  

Dänemark 

Trizma® Base 

Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, USA Trizma® Hydrochlorid (Trizma® HCl) 

Tween 20 

VECTASHIELD® Eindeckmedium mit DAPI Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA 
 

Anmerkungen:  

▪ DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, ein Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung von DNA 

▪ TMB OneTM = chromogenes Substrat, das 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin, Substratpuffer  

und Wasserstoffperoxid enthält  

▪ Trizma® = Tris (kurz für Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), ein Bestandteil von Tris- 

gepufferter Salzlösung (TBS, siehe Tab. 5)  

▪ Tween 20 = Handelsname von Polysorbat 20 
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Tab. 5: Pufferlösungen  
 

10 x PBS 

80 g NaCl 

11,1 g Na2HPO4 

2 g KCl 

2 g KH2PO4 

ad 1 l dH2O 

1 x PBS 
100 ml 10 x PBS 

ad 1 l dH2O 

1 x PBS-Tween 
1 l 1 x PBS 

1 ml Tween 

1 x TBS 

2,25 g Trizma® Base 

17,125 g Trizma® HCl 

21,95 g NaCl 

ad 2,5 l dH2O 

1 x TBS-Tween 
1 l 1 x TBS 

1 ml Tween 
 

Abkürzungen: dH2O: destilliertes Wasser | HCl: Hydrochlorid | KCl: Kaliumchlorid | KH2PO4: Ka-

liumdihydrogenphosphat | NaCl: Natriumchlorid | Na2HPO4: Dinatriumhydrogenphosphat | PBS: 

Phosphat-gepufferte Salzlösung | TBS: Tris-gepufferte Salzlösung 
 

 

Tab. 6:  Verbrauchsmaterialien  
 

Deckgläser (24 x 50 mm) 
Gerhard Menzel GmbH & Co. KG,  

Braunschweig, Deutschland 

Eiswanne neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Falcons (20 ml und 50 ml) 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Inkubationskammer für Objektträger 
Dunn Labortechnik GmbH, Asbach,  

Deutschland 

Objektträger, Polysine-beschichtet 
Gerhard Menzel GmbH & Co. KG,  

Braunschweig, Deutschland 

Pasteurpipetten (3 ml) Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,  

Deutschland  Pipettenspitzen  

Protein LoBind Tubes (2,0 ml)  Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Reagenzreservoirs (60 ml) 
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,  

Deutschland 

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml und 2,0 ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

96 Well ELISA Mikrotiterplatten, PS,  

MicrolonTM, flat bottom, high binding  

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland  
 

Abkürzungen: ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay | PS: Polystyrol  
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Tab. 7:  Geräte  
 

Axioplan 2 Imaging Forschungsmikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Eppendorf-Pipetten  

(2,5 µl, 10 µl, 100 µl und 1000 µl)  
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland  

Feinwaage Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (cLSM) 

LSM 510 
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland  

Kühl- und Gefrierschrankkombination  Liebherr AG, Bulle, Schweiz 

Magnet-Heizrührgerät  
IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 

Deutschland  

Mehrkanalpipette (300 µl) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Micro Centrifuge SD Tisch-Zentrifuge  
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Milli-Q® Wasseraufbereitungsanlage  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Tecan Infinite Pro Microplate Reader Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz  

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., Bohemia, USA 

 

Tab. 8: Software 
 

Axio Vision Rel. 4.8.2 Software 
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

LSM 510 Rel. 3.2 Software 

Magellan 5 Software  Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz 

Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

SPSS Statistics Software (Version 25) 
IBM Deutschland GmbH, Ehningen,  

Deutschland 
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3 Methoden 

3.1 Etablierung eines ELISAs zum Nachweis von ED-B+-Fibronektin  

3.1.1 Grundprinzip des ED-B+-Fibronektin-ELISAs  

Ein enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ist ein sensitives und spezifisches Verfahren 

zum qualitativen Nachweis und zur Quantifizierung von Antigenen oder Antikörpern, welches 

schnell und ohne großen technischen Aufwand realisierbar ist (Konstantinou 2017). Ein ELISA 

zur Detektion der ED-A+-Fn-Spleißvariante wurde bereits im Voraus von unserer AG etabliert 

(Ziffels et al. 2016), auf den im Abschnitt 3.3 kurz eingegangen wird. Dieses Protokoll wurde 

hinsichtlich Inkubationsdauer und Verdünnungsschritten orientierend für den im Rahmen die-

ser Arbeit neu entwickelten ED-B+-Fn-ELISA herangezogen. Für jenen ED-B+-Fn-ELISA 

wurde das Prinzip eines nicht-kompetitiven, indirekten Sandwich-ELISAs angewendet, da hier-

durch eine höhere Sensitivität insbesondere bei kleinen, zu messenden Antigenkonzentrationen 

erreichbar ist (Konstantinou 2017). Aufgrund der Gelatinebindedomäne am N-Terminus von 

Fn konnten herkömmliche, gelatinebeschichtete Mikrotiterplatten (Tab. 6) als feste Phase ver-

wendet werden (Selmer et al. 1984). Da die Gelatinebindedomäne jedoch konstitutiver Bestand-

teil des Fn-Moleküls und nicht spezifisch für ED-B+-Fn ist, musste die anschließende Detektion 

mit einem Antikörper hoher Spezifität für ebendiese Extradomäne erfolgen. Dies wurde durch 

die domänenspezifischen, monoklonalen Maus-Antikörper C6 und BC-1 (Tab. 3) realisiert, 

welche jeweils an ein Epitop der Typ III-Domänen 7 (BC-1) bzw. 8 (C6) von Fn binden – 

jedoch ausschließlich dann, wenn die ED-B+ im Fn-Molekül enthalten ist (Bindungsstellen im 

Fn-Molekül: siehe Abb. 2). Ist die ED-B+ durch alternatives Splicing aus dem Fn-Molekül ent-

fernt, ist durch eine Konformationsänderung der Epitope eine Bindung von BC-1 bzw. C6 nicht 

möglich (Carnemolla et al. 1992, Ventura et al. 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 2: Fibronektin-Molekülstruktur und Bindungsstellen domänenspezifischer Antikörper. 

(Quelle: Sirius Biotech S.r.L., Genua, Italien; www.sirius-biotech.com)  
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Der gebundene Primärantikörper wurde durch den affinitätsgereinigten, biotinylierten Sekun-

därantikörper Esel-anti-Maus-IgG (Tab. 3) nachgewiesen, welcher nur minimale Kreuzreakti-

vität mit anderen Spezies aufweist. Im Anschluss folgte ein Inkubationsschritt mit Streptavidin-

Horseradish-Peroxidase (Tab. 3). Aufgrund der hohen Affinität von Streptavidin zu Biotin wird 

bei diesem Aufbau des Nachweissystems eine Signalamplifikation erreicht, da jede der vier 

Untereinheiten des Streptavidins mit sehr hoher Affinität (KA ~ 1015 M-1) je ein Molekül Biotin 

binden kann (Chaiet und Wolf 1964, Wilchek und Bayer 1988) und jeder biotinylierte Sekun-

därantikörper mehrere Biotin-Tags aufweist. Durch Zugabe des Substrats TMB OneTM (Tab. 

4), welches als Chromogen für die Peroxidase fungiert, kommt es zu einem Farbumschlag des 

Testsystems. Die Intensität der entstehenden Färbung korreliert mit der enthaltenen ED-B+-Fn-

Konzentration und kann in Abhängigkeit von der Zeit photometrisch gemessen werden. 

3.1.2 Inkubationen, Verdünnungen und Waschschritte im ELISA 

Sämtliche Inkubationsschritte des ELISA-Protokolls erfolgten, wenn nicht anders beschrieben, 

für eine Stunde in der feuchten Kammer unter Raumtemperatur. Soweit nicht gesondert er-

wähnt, wurden die Inkubationen mit jeweils 100 µl der entsprechenden Verdünnungslösung 

(siehe Tab. 9) in je einem Well der Mikrotiterplatte durchgeführt. Unmittelbar vor dem Auftra-

gen auf die Mikrotiterplatte wurden die Reagenzien unter Anwendung des Vortex-Genie 2 

(Tab. 7) gründlich durchmischt. Im Anschluss an jede Inkubationszeit erfolgten drei Wasch-

schritte mit je 300 µl 1 x PBS-Tween (Tab. 5) mithilfe einer Mehrkanalpipette (Tab. 7). Zwi-

schen den einzelnen Waschschritten wurde die Mikrotiterplatte auf Zellstoffpapier ausgeklopft. 

Als Lösungsmittel für die Probenverdünnung und die Anfertigung der Standardkonzentrations-

reihe diente 1 x PBS (Tab. 5).  

Tab. 9: Verwendete Verdünnungen im ED-B+-Fibronektin-ELISA 
 

Antikörper / Enzym  Verdünnung  

C6  1 : 750 

BC-1 1 : 75  

Esel-anti-Maus, Biotin-konjugiert  1 : 10.000 

Streptavidin-Horseradish-Peroxidase  1 : 330 

 

3.1.3 Standardreihe und Leerwert 

Notwendig für eine Quantifizierung der im ELISA ermittelten ED-B+-Fn-Messwerte ist die 

Korrelation zu einer bekannten Konzentration des Proteins. Eine solche Standardkonzentrati-

onsreihe wurde auf jeder Mikrotiterplatte mitgeführt, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse 

zu unterschiedlichen Messzeitpunkten zu gewährleisten. Für die Standardreihe wurde reines 
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ED-B+-Fn (Tab. 3) in den Konzentrationen 1,7; 0,963; 0,546; 0,309; 0,175; 0,0993 und 0,0563 

µg/ml gewählt. Da eine geringfügige Interaktion des reinen Lösungsmittels mit den einzelnen 

Versuchskomponenten nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde 1 x PBS ohne Hinzugabe 

einer Probe als Leerwert (Blank) auf jeder Mikrotiterplatte mitgeführt. Die Extinktion des rei-

nen Lösungsmittels wurde in der Auswertung von den Extinktionswerten der gemessenen Pro-

ben subtrahiert. Sowohl die Konzentrationsbestimmungen in den Leerwertkontrollen und der 

Standardreihe als auch in sämtlichen Proben erfolgten als Doppelbestimmung. Aus beiden Ex-

tinktionswerten einer Probe wurde der Mittelwert für weitere Berechnungen genutzt.  

3.1.4 Testung des geeigneten Primärantikörpers 

Die für den ED-B+-Fn-ELISA genutzten Primärantikörper C6, BC-1 und IST-6 (Tab. 3) wurden 

freundlicherweise durch den langjährigen Kooperationspartner unserer AG, Prof. Dr. Luciano 

Zardi, zur Verfügung gestellt bzw. über die Firma Sirius Biotech S.r.L., Genua, Italien, kom-

merziell erworben. Erste Testungen der Primärantikörper im ELISA orientierten sich hinsicht-

lich Standardreihe und Antikörperverdünnung am bereits etablierten ED-A+-Fn-ELISA (Ziffels 

et al. 2016). Als Standardkonzentrationsreihe wurde ED-B+-Fn wie unter 3.1.3 beschrieben in 

sieben unterschiedlichen Verdünnungsstufen aufgetragen. Zur Überprüfung der Detektionsfä-

higkeit der AK im humanen und murinen System wurden zusätzlich für jeden getesteten Pri-

märantikörper eine humane und eine murine Probe in jeweils zwei unterschiedlichen Konzent-

rationen mitgeführt, welche aus dem unter 2.1.1 beschriebenen Kollektiv (human) bzw. histo-

rischen Kollektiven (murin) unserer AG stammten. Zur anfänglichen Exploration wurden alle 

Primärantikörper (C6, BC-1, IST-6) in einer Konzentration von 1 : 200 aufgetragen. Die 

dadurch generierten Messwerte dienten als Orientierung für die nachfolgend erläuterte Einzel-

testung der AK.  

3.1.4.1 C6 als Primärantikörper 

C6 ist ein hochaffiner, monoklonaler AK (Maus-IgG1), der eine spezifische Fn-Sequenz mittels 

ELISA, IHC und Western Blot erkennt, die auf der Typ III-Domäne 8 (unmittelbar neben der 

ED-B+) lokalisiert ist. Diese Sequenz ist normalerweise im Fn-Molekül maskiert, wird jedoch 

durch den Einschluss der ED-B+ zugänglich (Balza et al. 2009). C6 wurde sowohl an der Stan-

dardreihe als auch an mehreren humanen Serumproben in den Konzentrationen 1 : 200, 1 : 500 

und 1 : 1000 getestet, um die optimale Verdünnung für den ED-B+-Fn-ELISA zu evaluieren.  

3.1.4.2 BC-1 als Primärantikörper 

BC-1 ist ebenfalls ein monoklonaler AK (Maus-IgG1), welcher an ein Epitop der Typ III-Do-

mäne 7 von Fn bindet, wenn die ED-B+ im Molekül enthalten ist (Carnemolla et al. 1992). 

Neben C6 kam somit auch BC-1 als potenzieller Primärantikörper für den neu zu etablierenden 
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ELISA infrage. Zu diesem Zweck wurden sowohl die Standardreihe als auch mehrere Serum-

proben des PH-Kollektivs mit BC-1 in den Konzentrationen 1 : 50, 1 : 75 und 1 : 100 inkubiert. 

3.1.4.3 IST-6 als Primärantikörper  

Im Gegensatz zu den genannten Antikörpern C6 und BC-1 bindet das Paratop des monoklona-

len AK IST-6 (Maus-IgG1) zwar ebenfalls an ein Epitop der Typ III-Domänen 7 und 8 von Fn, 

jedoch nur dann, wenn die ED-B+ durch alternatives Splicing aus dem Molekül entfernt wurde 

(Carnemolla et al. 1992). Da IST-6 somit lediglich ED-B+-freies Fn detektiert, eignete sich 

dieser AK als Negativkontrolle für die durchgeführten Untersuchungen.  

3.1.5 Testung der geeigneten Probenverdünnung  

Um die optimale Probenverdünnung zur Bestimmung der Konzentration von ED-B+-Fn in hu-

manen Serumproben von Patienten mit PH (siehe Abschnitt 3.4) zu testen, wurden Proben aus 

dem unter 2.1.1 beschriebenen Kollektiv in den Konzentrationen 1 : 2, 1 : 5, 1 : 10, 1 : 20, 1 : 

40, 1 : 60, 1 : 80 und 1 : 100 auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen. Die Proben wurden mit C6 

als Primärantikörper in einer Konzentration von 1 : 750 inkubiert. Zusätzlich wurde die unter 

3.1.3 erläuterte Standardreihe mitgeführt, um die Probenverdünnung für nachfolgende Messun-

gen so zu wählen, dass die gemessenen Extinktionen innerhalb der Spanne liegen, welche durch 

die Standardreihe abgedeckt wird. Nur dann kann die Standardkurve als Kalibrierung für die 

Messwerte genutzt werden.  

3.1.6 Protokoll des finalen ED-B+-Fibronektin-ELISAs  

Der im Rahmen dieser Arbeit etablierte Assay folgt dem Prinzip eines indirekten, nicht-kom-

petitiven Sandwich-ELISAs. Für das Capturing des Zielmoleküls Fn wurde zunächst eine 

Mikrotiterplatte mit Gelatine (Tab. 4) beschichtet. Hierfür wurden 0,25 g Gelatine in 50 ml 1 x 

PBS mithilfe des Magnet-Heizrührgeräts (Tab. 7) unter leichter Erwärmung vollständig gelöst. 

Diese Lösung wurde auf eine 96 Well ELISA-Platte (Bindekapazität 600 ng/cm², Tab. 6) mit 

jeweils 300 µl pro Well aufgetragen. Im Anschluss folgte eine Inkubation in der feuchten Kam-

mer für 20 Stunden unter Raumtemperatur. Nach diesem und jedem weiteren Inkubationsschritt 

wurde das Testsystem gewaschen wie unter 3.1.2 erläutert. Der nächste Schritt bestand in der 

einstündigen Inkubation der Proben, für die jeweils 50 µl der zu untersuchenden Probe in ein 

Well pipettiert wurden. Ebenso wurde auf jeder Mikrotiterplatte die unter 3.1.3 beschriebene 

Standardreihe mitgeführt. Da bei einer Immobilisation des gesuchten Antigens durch Gelatine 

anstelle eines coating antibodies die Blockierung noch offener Bindungsstellen entfiel, konnte 

nach einem weiteren Waschschritt direkt der Primärantikörper aufgetragen werden. Die im Fol-

genden beschriebenen Inkubationsschritte erfolgten alle mit jeweils 100 µl der verdünnten Lö-

sung pro Well wie unter 3.1.2 beschrieben. Die Detektion des gebundenen ED-B+-Fn erfolgte 
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mithilfe einer 1 : 750-verdünnten Lösung des monoklonalen Antikörpers C6, welcher spezifisch 

an ein Epitop der Typ III-Domäne 8 von Fn bindet. Anschließend erfolgte eine Inkubation mit 

einer 1 : 10.000 verdünnten Lösung des hochaffinen Sekundärantikörpers Esel-anti-Maus-Bio-

tin. Es folgte eine 40-minütige Inkubation mit 1 : 330 verdünnter Streptavidin-Horseradish-

Peroxidase-Lösung. Danach wurde TMB OneTM als Substrat und Chromogen für die Peroxi-

dase hinzugegeben und die Mikrotiterplatte im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert. Hierbei 

kam es zu einem sichtbaren Farbumschlag des Testsystems von farblos nach blau, der im zeit-

lichen Verlauf zunahm. Bei einer entsprechenden Farbintensität abhängig von der Zeit wurde 

die enzymatisch katalysierte Reaktion nach etwa 10 bis 15 min durch Zugabe von 0,5 M Schwe-

felsäure (H2SO4, Tab. 4) abgestoppt. Aufgrund der Verschiebung des pH-Werts erfolgte bei 

diesem Schritt ein erneuter Farbumschlag von blau nach gelb. Der Zeitpunkt des Reaktions-

stopps durch Schwefelsäure wurde so gewählt, dass sich zwar eine zur Detektion ausreichende 

Farbintensität in der Standardreihe und den Proben entwickeln konnte, jedoch noch deutliche 

Farbunterschiede der inkubierten Reagenzien erkennbar waren. Eine zu lange Inkubationsdauer 

erhöht die Rate unspezifischer Reaktionen zwischen den einzelnen Versuchskomponenten. Die 

Extinktionen (= optische Dichten) der entstandenen Färbungen wurden anschließend mit dem 

Tecan Infinite Pro Microplate Reader (Tab. 7) bei 450 nm mit einer Referenzwellenlänge von 

630 nm photometrisch analysiert und mithilfe der Magellan 5 Software (Tab. 8) semiquantitativ 

ausgewertet. Die Intensität der gemessenen Extinktionen verhielt sich in einem linearen Bereich 

direkt proportional zur in der jeweiligen Probe enthaltenen ED-B+-Fn-Konzentration. Das hier 

beschriebene Gelatine-ELISA-Protokoll wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit als Stan-

dardprotokoll zur Messung der ED-B+-Fn-Konzentration in den Serumproben genutzt. 

 

3.2 Immunfluoreszenz-Analysen zur Verifizierung der Antikörper-

Spezifität für den ED-B+-Fibronektin-ELISA 

3.2.1 Grundlagen 

Die im ED-B+-Fn-ELISA genutzten Primärantikörper C6, BC-1 und IST-6 wurden zusätzlich 

in der IHC getestet, um ihre Spezifität für die Detektion der ED-B+ in einem alternativen Ver-

fahren zu verifizieren. Die IHC ist eine Methode, mit der Antigene in Gewebeschnitten mithilfe 

markierter AK sichtbar gemacht werden können. Sind die AK mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

gekoppelt, spricht man von Immunfluoreszenz. Ähnlich wie im ELISA bindet in der hier durch-

geführten Variante ein Primärantikörper an ein Epitop des Antigens im Gewebeschnitt, wäh-

rend ein biotinylierter Sekundärantikörper eine andere Bindungsstelle des Primärantikörpers 
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erkennt. Um das Vorhandensein im Präparat sichtbar zu machen, bindet enzymmarkiertes 

Streptavidin an das Biotin des Sekundärantikörpers (Labelled (Strept-)Avidin-Biotin-Me-

thode). Der Nachweis der Fluoreszenz erfolgt mittels Fluoreszenzmikroskop, welches die Flu-

orochrome durch Licht einer spezifischen Wellenlänge anregt (Ramos-Vara 2005). Um die Ex-

pression von ED-B+-Fn in myokardialem Gewebe zu untersuchen, wurden die unter 2.1.2 ge-

nannten Gewebeschnitte humaner rechter Vorhofohren genutzt. Da ED-B+-Fn wie unter 1.4.2 

dargelegt hauptsächlich als Marker der Tumorneoangiogenese gilt, wurden als Positivkontrolle 

die ebenfalls unter 2.1.2 angeführten Gewebeschnitte von Plattenepithelkarzinomen verwendet.  

3.2.2 Durchführung  

Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche standen bereits fertige Kryo-Gewe-

beschnitte zur Verfügung, sodass die Aufbereitung des humanen Gewebes (Kryokonservierung, 

Kryoschneiden und Fixierung auf Polysine-beschichteten Objektträgern) entfiel. Vor dem Auf-

tragen des nächsten Reagenzes wurden die Objektträger (Tab. 6) jeweils dreifach in 1 x TBS-

Tween (Tab. 5) gewaschen. Zu Beginn wurden die Kryoschnitte der Methanol-Aceton-Fixie-

rung unterzogen, wofür sie 30 Sekunden in -20°C kaltes Methanol (Tab. 4) und anschließend 9 

min in -20°C kaltes Aceton (Tab. 4) eingetaucht wurden. Danach wurde zwischen den jeweils 

drei Gewebeschnitten pro Objektträger mittels DAKO Pen (Tab. 4) eine hydrophobe Barriere 

aufgetragen, um die einzelnen Schnitte mit unterschiedlichen Primärantikörper-Verdünnungen 

inkubieren zu können und die mitgeführte Negativkontrolle nicht zu verunreinigen. Die folgen-

den Arbeitsschritte wurden in einer feuchten Inkubationskammer (Tab. 6) durchgeführt, um ein 

Austrocknen der Schnitte zu vermeiden. Zur Absättigung endogenen Biotins wurden die 

Schnitte zunächst 30 min mit einem Tropfen Avidin-Solution und anschließend 30 min mit 

einem Tropfen Biotin-Solution (DAKO Biotin Blocking System, Tab. 4) inkubiert. Im An-

schluss wurden die Primärantikörper C6, BC-1 und IST-6 (Tab. 3) in den in Tab. 10 ersichtli-

chen Verdünnungen aufgetragen und die Schnitte über Nacht bei 4°C gelagert. Auf die Nega-

tivkontrollen wurden statt einem Primärantikörper die reine Antikörperverdünnungslösung mit 

Hintergrund-reduzierenden Komponenten (Tab. 4) aufgetragen, um einen Spezifitätsnachweis 

der Primärantikörper durchzuführen. Am Folgetag schloss sich eine 45-minütige Inkubation 

mit dem Sekundärantikörper Esel-anti-Maus-Biotin (Tab. 3) an. In einem letzten Schritt wurde 

Streptavidin-Cy3 (Tab. 3) für 45 min auf die Schnitte aufgetragen. Der letzte Waschgang wurde 

zuerst zweimal mit 1 x TBS (Tab. 5) und anschließend einmal mit dH2O durchgeführt. Zur 

Mikroskopie und Konservierung wurden die Objektträger schlussendlich mit dem 

VECTASHIELD® Eindeckmedium mit DAPI (Tab. 4) eingedeckt, mit klarem Nagellack (Tab. 

4) fixiert und bis zur Auswertung in Dunkelheit bei -20°C gelagert. Durch das enthaltene DAPI 
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erfolgt zusätzlich eine Markierung der DNA in den Zellkernen. Die Verdünnungen des Primär- 

und Sekundärantikörpers sowie von Streptavidin-Cy3 wurden mit der Antikörperverdünnungs-

lösung mit Hintergrund-reduzierenden Komponenten angefertigt. Pro Schnitt wurden jeweils 

100 µl der entsprechenden Verdünnungslösung aufgetragen. Mit Ausnahme der nächtlichen 

Inkubation bei 4°C in der Kühlkammer erfolgten alle Schritte bei Raumtemperatur.  

Tab. 10: Verwendete Verdünnungen in der Immunfluoreszenz 
 

Antikörper / Enzym  Verdünnung  

C6 1 : 100 und 1 : 150 

BC-1 1 : 100 und 1 : 150  

IST-6 1 : 20 und 1 : 30 

Esel-anti-Maus, Biotin-konjugiert  1 : 200 

Streptavidin, Cyanin 3-konjugiert  1 : 200 

 

3.2.3 Auswertung am Mikroskop 

Zur semiquantitativen Detektion der Gewebeexpression von ED-B+-Fn wurden von jedem Ge-

webeschnitt sechs nicht überlappende, repräsentative Bilder mit dem konfokalen Laser-Scan-

ning-Mikroskop LSM 510 (Tab. 7) erzeugt. Unter Anwendung der LSM 510 Rel. 3.2 Software 

(Tab. 8) wurde die Anzahl roter Pixel (Cyanin 3) ermittelt und daraus der relative Anteil der 

angefärbten Fläche in Prozent berechnet. Zur Auswertung wurde der Mittelwert der sechs Bil-

der bestimmt. Um die unspezifische Hintergrundfluoreszenz zu eliminieren, wurden zusätzlich 

zwei Bilder der für jeden Primärantikörper mitgeführten Negativkontrolle angefertigt. Die Mit-

telwerte der Negativkontrolle wurden von den Mittelwerten der Schnitte mit den jeweiligen 

Primärantikörpern subtrahiert. Die digitalen Aufnahmen wurden mit dem Axioplan 2 Imaging 

Mikroskop (Tab. 7) und der zugehörigen Axio Vision Rel. 4.8.2 Software (Tab. 8) erstellt. 

 

3.3 ELISA zum Nachweis von ED-A+-Fibronektin  

Zur spezifischen Messung der ED-A+-Fn-Konzentration in humanen Serumproben stand ein in 

unserer AG bereits etabliertes ELISA-Protokoll zur Verfügung. Da dieser ELISA ebenfalls ein 

indirekter, nicht-kompetitiver Assay ist, welcher hinsichtlich verwendeter Reagenzien, Inkuba-

tionsdauern und Verdünnungsschritten dem unter 3.1 ausführlich protokollierten ED-B+-Fn-

ELISA sehr ähnelt, wird an dieser Stelle auf Details zur Methodik verzichtet. Für eine Darstel-

lung der Einzelschritte sei auf die vorhergehenden Abschnitte sowie die Originalpublikation 

von Ziffels et al. verwiesen (Ziffels et al. 2016). Das Capturing von Fn erfolgte ebenfalls mittels 

Gelatine. Als Standardreihe wurde ED-A+-Fn (Tab. 3) in den Konzentrationen 3,0; 1,7; 0,97; 
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0,559; 0,319; 0,18 und 0,104 µg/ml genutzt. Da Gelatine unabhängig von der Molekülvariante 

Bestandteil des Fn-Moleküls ist, musste die anschließende Detektion mit einem AK erfolgen, 

dessen Paratop sich spezifisch gegen die ED-A+ in cFn richtet. Als Primärantikörper diente der 

monoklonale Maus-AK IST-9 (IgG1, Tab. 3), welcher spezifisch an die ED-A+ bindet (siehe 

Abb. 2). Im Anschluss wurde zuerst für eine Stunde der hochaffine, biotinylierte Esel-anti-

Maus-AK (Tab. 3) und danach für 40 min Streptavidin-Horseradish-Peroxidase (Tab. 3) hin-

zugegeben. Die Verdünnung der verwendeten Reagenzien ist in Tab. 11 aufgelistet. Die be-

schriebenen Versuchsschritte dienten als Standardprotokoll für die Messung der ED-A+-Fn-

Konzentration in den Serumproben. 

Tab. 11: Verwendete Verdünnungen im ED-A+-Fibronektin-ELISA 
 

Antikörper / Enzym  Verdünnung  

IST-9 1 : 200 

Esel-anti-Maus, Biotin-konjugiert  1 : 10.000 

Streptavidin-Horseradish-Peroxidase  1 : 330 

 

3.4 Quantifizierung der Serumkonzentration von ED-A+- und ED-B+-

Fibronektin bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie  

Mithilfe der unter 3.1 und 3.3 beschriebenen ED-A+- und ED-B+-Fn-ELISAs wurden die ED-

A+- bzw. ED-B+-Fn-Konzentrationen in humanen Serumproben von Patienten mit PH quanti-

tativ bestimmt. Die verwendeten Seren stammten von 80 PH-Patienten, welche unter 2.1.1 bzw. 

4.3.1 umfassend charakterisiert werden. Um die potenzielle Erhöhung der Serumlevel fetaler 

Fn-Varianten bei PH-Patienten zu evaluieren, wurden die beiden ELISAs vergleichsweise an 

einem Kontrollkollektiv mit 40 Patienten mit anderweitig erhöhtem kardiovaskulärem Risiko 

durchgeführt, welches ebenfalls unter 2.1.1 beschrieben wird. Die Serumproben wurden jeweils 

als Doppelbestimmung in zwei verschiedenen Konzentrationen (1 : 20 und 1 : 40) auf die 

Mikrotiterplatte aufgetragen und entsprechend Abschnitt 3.1.2 inkubiert. Nach Durchführung 

der ELISA-Protokolle wurde die optische Dichte (OD) der Proben mithilfe des Tecan Infinite 

Microplate Readers bei 450 nm mit einer Referenzwellenlänge von 630 nm gemessen. Zur Ka-

librierung der Messwerte und zur Vergleichbarkeit der Daten unterschiedlicher Messzeitpunkte 

wurde auf jeder Mikrotiterplatte eine Standardkonzentrationsreihe mit reinem ED-A+- bzw. 

ED-B+-Fn mitgeführt wie unter 3.1.3 bzw. 3.3 erläutert. Um die Reproduzierbarkeit der Ergeb-

nisse zu überprüfen und technische Fehler auszuschließen, wurden sowohl der ED-A+- als auch 

der ED-B+-Fn-ELISA an ausgewählten Serumproben an unterschiedlichen Versuchstagen wie-

derholt und die Extinktionswerte miteinander verglichen.  
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3.5 Statistik 

Die Darstellung der quantitativen Bestimmungen von ED-A+- und ED-B+-Fn in humanen Se-

rumproben erfolgte als Mittelwert bzw. Median und zugehöriger Standardabweichung im Ta-

bellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel 2016 (Microsoft Office Professional Plus 2016, 

Tab. 8). Mit selbigem Programm erfolgten auch die Ermittlung und grafische Darstellung der 

Standardkurve sowie der zugehörigen Funktionsgeraden. Die zur Charakterisierung der Stu-

dienkollektive angegebenen Mittelwerte der klinischen und hämodynamischen Parameter so-

wie die Mediane der Laborparameter inklusive der jeweils zugehörigen Standardabweichungen 

wurden ebenfalls mit Microsoft Excel 2016 errechnet.  

Für die statistische Auswertung der Daten sowie zur Darstellung von Zusammenhängen ver-

schiedener Parameter wurde das Programm SPSS Statistics (Version 25, Tab. 8) der Firma IBM 

benutzt. Zur Ermittlung der Signifikanz von Mittelwertsunterschieden wurde der nichtparamet-

rische Mann-Whitney-U-Test bei zwei zu vergleichenden Gruppen und der Kruskal-Wallis-

Test bei mehreren zu vergleichenden Gruppen angewendet. Die Zusammenhänge zwischen der 

ED-A+- bzw. ED-B+-Fn-Konzentration und diversen anderen Parametern wurden durch bivari-

ate Spearman-Korrelationsanalysen untersucht. Um die prädiktive Wertigkeit fetaler Fn-Vari-

anten für das Vorliegen einer PH zu testen, wurde eine logistische Regressionsanalyse (Rück-

wärtselimination nach Wald) unter Einschluss potenziell relevanter Patientencharakteristika 

(Kovariaten) durchgeführt. Wenn nicht gesondert angegeben, wurde ein Unterschied mit einer 

Irrtumswahrscheinlichkeit unterhalb 5%, also einem p-Wert < 0,05, als statistisch signifikant 

angenommen. 
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4 Ergebnisse  

4.1 Etablierung eines ELISAs zum Nachweis von ED-B+-Fibronektin 

4.1.1 Grundprinzip des ED-B+-Fibronektin-ELISAs 

Für den zu etablierenden ED-B+-Fn-ELISA wurde das Prinzip eines nicht-kompetitiven, indi-

rekten ELISAs verwendet. Aufgrund der Gelatinebindedomäne am N-Terminus von Fn (vgl. 

Abb. 2) wurden die Mikrotiterplatten zum Capturing von Fn anfänglich mit Gelatine beschich-

tet. Die anschließende Detektion der ED-B+ erfolgte durch die domänenspezifischen Antikörper 

C6 bzw. BC-1. Der gebundene Primärantikörper wurde durch den hochspezifischen, affinitäts-

gereinigten Sekundärantikörper Esel-anti-Maus-Biotin nachgewiesen. Eine anschließende In-

kubation mit Streptavidin-Horseradish-Peroxidase ermöglichte aufgrund der hohen Affinität 

von Streptavidin zu Biotin eine Signalamplifikation. Die Zugabe von TMB OneTM katalysierte 

eine Farbreaktion, welche photometrisch analysiert und semiquantitativ ausgewertet wurde. Zur 

Generierung einer Standardreihe diente reines ED-B+-Fn; eine Standardkonzentrationsreihe 

wurde auf jeder Mikrotiterplatte mitgeführt, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu unter-

schiedlichen Messzeitpunkten zu gewährleisten. Das Grundprinzip des neu etablierten ED-B+-

Fn-ELISAs ist schematisch in Abb. 3 dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Schematischer Aufbau des ED-B+-Fibronektin-ELISAs.  

Abkürzungen: B: Biotin | ED-A+: Extradomäne A | ED-B+: Extradomäne B | Fn: Fibronektin 

| G: Gelatine | H2SO4: Schwefelsäure | HRP: Horseradish-Peroxidase | IgG: Immunglobulin G  
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4.1.2 Testung des geeigneten Primärantikörpers 

Die für den ED-B+-Fn-ELISA genutzten Primärantikörper C6, BC-1 und IST-6 wurden freund-

licherweise durch Herrn Prof. Dr. Luciano Zardi bereitgestellt bzw. über die Firma Sirius Bio-

tech S.r.L., Genua, Italien, erworben. Erste Testungen der Primärantikörper wurden entspre-

chend den Herstellerangaben und auf Grundlage des bereits etablierten ED-A+-Fn-ELISAs mit 

einer Verdünnung von jeweils 1 : 200 durchgeführt. Zur parallelen Evaluation der Detektions-

fähigkeit der AK im humanen und murinen System wurden zusätzlich zur unter 3.1.3 beschrie-

benen Standardreihe für jeden Primärantikörper eine humane Serumprobe aus dem unter 2.1.1 

charakterisierten PH-Kollektiv und eine murine Kontrollprobe aus bereits abgeschlossenen 

Tierversuchen der eigenen AG mitgeführt (siehe Abb. 4). Für die Testung der Primärantikörper 

wurde der ELISA wie unter 3.1.6 beschrieben durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Testung der Primärantikörper für den ED-B+-Fibronektin-ELISA. 

Für jeden Primärantikörper (IST-6, BC-1 und C6) wurde eine Standardreihe inklusive Leer-

kontrolle (BLANK) sowie eine humane und eine murine Probe aufgetragen. Der blaue Pfeil 

kennzeichnet das Auftrag-Schema des ED-B+-Fibronektin-Standards. Die oberen weißen 

Quadrate kennzeichnen die mitgeführte humane Probe, die unteren weißen Quadrate die 

murine Probe.  

 

Wie aus Abb. 4 ersichtlich kann durch IST-6 kein ED-B+-Fn-Capturing erfolgen, da IST-6 le-

diglich ED-B+-freies Fn detektiert. Für die Etablierung des ELISAs standen folglich BC-1 und 

C6 als Primärantikörper zur Verfügung, welche ED-B+-spezifisch an Fn binden. Basierend auf 

diesen Ergebnissen wurden im Anschluss für C6 und BC-1 Einzeltestungen mit modifizierten 

Verdünnungen ausgetestet. Hierbei zeigte sich, dass eine sichere Detektion von ED-B+-Fn so-

wohl mit BC-1 als auch mit C6 möglich ist, die Extinktionswerte bei BC-1 jedoch wesentlich 
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schwächer ausfielen als bei C6. Von BC-1 wären aufgrund dessen wesentlich höhere Antikör-

perkonzentrationen nötig, um verwertbare Messergebnisse zu erzielen. Für die weiteren Unter-

suchungen wurde daher C6 als Primärantikörper genutzt, dessen optimale Verdünnung nach 

umfassender Evaluation auf 1 : 750 festgelegt wurde (siehe Abb. 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: Testung der geeigneten Verdünnung des Primärantikörpers C6. 

 

4.1.3 Testung der geeigneten Probenverdünnung 

Im Anschluss wurde die Testung der geeigneten Probenverdünnung mit C6 als Primärantikör-

per in einer Verdünnung von 1 : 750 und unter Mitführung der unter 3.1.3 beschriebenen Stan-

dardreihe vorgenommen. Die Serumproben aus dem unter 2.1.1 beschriebenen PH-Kollektiv 

wurden in den Konzentrationen 1 : 2, 1 : 5, 1 : 10, 1 : 20, 1 : 40, 1 : 60, 1 : 80 und 1 : 100 

verdünnt. Anhand der Spanne der Extinktionen der Standardreihe wurde die Verdünnung der 

Serumproben für nachfolgende Messungen auf 1 : 20 und 1 : 40 festgelegt. Trotz des höheren 

Materialverbrauchs wurde jede Probe der vorliegenden Arbeit in den beiden angegebenen Ver-

dünnungsstufen und jeweils als Doppelbestimmung gemessen, um eine höhere Messgenauig-

keit zu gewährleisten. 

4.1.4 Kontrolle der Spezifität des ED-B+-Fibronektin-ELISAs 

Um die Spezifität des ELISAs mit Gelatinebeschichtung und Detektion über den ED-B+-Fn-

spezifischen Antikörper C6 zu verifizieren und unspezifische Kreuzreaktionen zwischen den 

Einzelkomponenten des ELISA-Protokolls auszuschließen, wurde ein modifizierter ELISA 

durchgeführt, bei dem jeweils eine Komponente des etablierten Versuchsaufbaus entfernt 
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wurde. Aus Abb. 6 ist ersichtlich, dass es bei Verzicht auf den Primärantikörper C6 oder den 

Sekundärantikörper Esel-anti-Maus-Biotin zwar zu geringfügigen unspezifischen Reaktionen 

zwischen den verbleibenden Versuchskomponenten kam, sich jedoch ausschließlich bei einem 

vollständigen Aufbau des ELISA-Protokolls mit allen notwendigen Reagenzien ein relevantes 

verdünnungsabhängiges Farbsignal entwickeln konnte. Für jeden Versuchsaufbau wurden die 

Standardreihe und vier humane Proben aus dem unter 2.1.1 beschriebenen Patientenkollektiv 

(jeweils untereinander 1 : 20 und 1 : 40 verdünnt) aufgetragen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6: Testung der Einzelkomponenten des ED-B+-Fibronektin-ELISAs auf Kreuzreaktivität.                                                                                                                       

Abkürzungen: E.a.M.-Biotin: Esel-anti-Maus-Biotin | HRP: Horseradish-Peroxidase  

 

4.2 Immunfluoreszenz-Detektion von ED-B+-Fibronektin im Gewebe  

Um die Spezifität der Primärantikörper C6, BC-1 und IST-6 für ED-B+-Fn (C6, BC-1) bzw. 

ED-B+-freies Fn (IST-6) im Gewebe zu überprüfen, wurde eine Immunfluoreszenzmarkierung 

als Positivkontrolle für den neu entwickelten ED-B+-Fn-ELISA durchgeführt wie unter 3.2 be-

schrieben. Die hierfür genutzten Kryoschnitte werden unter 2.1.2 charakterisiert. Die genannten 

Primärantikörper haben hierbei zunächst an die jeweilige Fn-Variante im Gewebeschnitt ge-

bunden und wurden anschließend vom Sekundärantikörper Esel-anti-Maus-Biotin detektiert. 

Durch fluoreszenzmarkiertes Streptavidin (Streptavidin-Cy3) konnte die Antigen-Antikörper-
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Reaktion im Präparat sichtbar gemacht werden. Repräsentative Aufnahmen wurden mit dem 

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510 erstellt. Die Auswertung erfolgte semiquan-

titativ unter Anwendung der LSM 510 Rel. 3.2 Software. Für jeden getesteten Primärantikörper 

wurde zusätzlich eine Negativkontrolle mitgeführt, welche statt dem Primärantikörper lediglich 

mit der reinen Antikörperverdünnungslösung mit Hintergrund-reduzierenden Komponenten in-

kubiert wurde.  

Die repräsentativen Immunfluoreszenz-Aufnahmen mit C6, BC-1 und IST-6 und die jeweils 

zugehörige Negativkontrolle sind in Abb. 7 im Gewebe humaner rechter Vorhofohren und in 

Abb. 8 in humanem Tumorgewebe dargestellt. Durch Markierung mit Streptavidin-Cy3 ist ED-

B+-Fn bzw. ED-B+-freies Fn rot dargestellt. Die DNA der Zellkerne ist durch DAPI blau ange-

färbt. Die kleinen Bildausschnitte in der oberen rechten Ecke repräsentieren die Aufnahmen der 

jeweiligen Negativkontrolle ohne Primärantikörper. Die Bilder wurden mittels Axioplan 2 Ima-

ging und der zugehörigen Axio Vision Rel. 4.8.2 Software erstellt.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7:  Immunfluoreszenz-Detektion von ED-B+-Fibronektin in humanen rechten Vorhofohren.  

 Dargestellt ist die Immunfluoreszenzmarkierung mit Cyanin 3 (rot) von ED-B+-Fibronektin 

mit C6 (1) und BC-1 (2) als Primärantikörper sowie von ED-B+-freiem Fibronektin mit IST-6 

(3) als Primärantikörper in einer 20-fachen Vergrößerung.  
 

 

  

 

 

 

 

 

 

Abb. 8: Immunfluoreszenz-Detektion von ED-B+-Fibronektin im Tumorgewebe. 

Dargestellt ist die Immunfluoreszenzmarkierung mit Cyanin 3 (rot) von ED-B+-Fibronektin 

mit C6 (1) und BC-1 (2) als Primärantikörper sowie von ED-B+-freiem Fibronektin mit IST-6 

(3) als Primärantikörper in einer 20-fachen Vergrößerung.  
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Wie unter 1.4.1 beschrieben, ist die ED-B+-Fn-Spleißvariante in gesunden adulten Geweben 

nahezu nicht nachweisbar. Konkordant hierzu ist aus Abb. 7 (1) und Abb. 7 (2) ersichtlich, dass 

ED-B+-Fn in adultem myokardialem Gewebe nur in geringer Ausprägung detektierbar war. Die 

zwar geringe, aber dennoch vorhandene Expression lässt sich beispielweise dadurch erklären, 

dass die Gewebeschnitte von Patienten stammten, welche bereits kardial vorerkrankt waren und 

sich aufgrund einer KHK und / oder einer Aortenklappenstenose einem chirurgischen Eingriff 

unterziehen mussten. Erwartungsgemäß zeigte sich in Abb. 7 (3) eine stärkere Expression von 

Fn, welches nicht die ED-B+ enthält. Dies belegt das ubiquitäre Vorhandensein von Fn als Ad-

häsionsprotein der ECM. Aus Abb. 8 geht hervor, dass es im Tumorgewebe zu einer sehr star-

ken Expression sowohl von ED-B+-Fn (Abb. 8 (1) und (2)) als auch von ED-B+-freiem Fn (Abb. 

8 (3)) kam. Dies beweist die vielfach vorbeschriebene Bedeutung von ED-B+-Fn als Marker 

der Tumorangiogenese (vgl. Abschnitt 1.4.2). Die immunhistochemischen Analysen konnten 

sowohl im myokardialen als auch im Tumorgewebe die spezifische Bindung der Antikörper an 

die jeweiligen Fn-Spleißvarianten sicherstellen. In keiner der Negativkontrollen wurde ein 

Farbsignal generiert. Die verwendeten Primärantikörper waren somit für die Etablierung des 

ED-B+-Fn-ELISAs geeignet.  

 

4.3 Quantifizierung von ED-A+- und ED-B+-Fibronektin in humanen 

Serumproben von Patienten mit pulmonaler Hypertonie  

Die ED-A+- und ED-B+-Fn-Konzentrationen in den Serumproben von Patienten mit PH unter-

schiedlicher ätiologischer Klassen sowie in den Serumproben des Kontrollkollektivs wurden 

im Rahmen dieser Arbeit unter Anwendung der unter 3.1 und 3.3 beschriebenen ELISA-Proto-

kolle im Hinblick auf Assoziationen zu klinischen, laborchemischen und echokardiografischen 

Daten der Patienten untersucht. Darüber hinaus sollte überprüft werden, ob den genannten fe-

talen Fn-Molekülvarianten eine prädiktive Wertigkeit zur Vorhersage der Wahrscheinlichkeit 

des Vorliegens einer PH zukommt. 

4.3.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs mit pulmonaler Hypertonie  

Eine Übersicht über die Basischarakteristika der Studienkollektive zum Zeitpunkt der venösen 

Blutentnahme einschließlich klinischer Parameter, Komorbiditäten, Medikation und Laborpa-

rameter ist in Tab. 12 für die Gesamtheit der PH-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe 

und in Tab. 13 differenziert für die ätiologisch verschiedenen PH-Klassen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe dargestellt. Tab. 14 veranschaulicht die relevanten echokardiografischen Para-

meter der Studienkollektive.  
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Tab. 12: Charakteristika der Studiengruppen: Vergleich der Gesamtheit der PH-Patienten mit 

der Kontrollgruppe  
 

 
Kontrollgruppe  

(n = 40) 

PH-Patienten 

(n = 80) 
p-Wert 

Klinische Parameter 

Alter (Jahre)  66 ± 7 71 ± 13 < 0,001 

Männliches Geschlecht (%) 33 39 n.s. 

BMI (kg/m²)  27,9 ± 4,7 28,6 ± 6,0 n.s. 

Systolischer Blutdruck (mmHg) 146 ± 31 143 ± 25 n.s. 

Diastolischer Blutdruck (mmHg)  81 ± 16 81 ± 14 n.s. 

Funktionelle Klasse 1,5 ± 0,6 2,6 ± 0,8 < 0,001 

Komorbiditäten (%) 

Arterielle Hypertonie 95 83 n.s. 

Koronare Herzkrankheit / Infarkt 0 26 0,001 

Hypertensive Herzkrankheit  59 50 n.s. 

Vorhofflimmern  18 49 0,002 

Lungenerkrankungen  5 44 < 0,001 

COPD  3 24 0,004 

Lungenfibrose  0 11 0,031 

Chronische Niereninsuffizienz,  

d.h. GFR < 50 ml/min 
8 49 < 0,001 

Hyperlipidämie  85 57 0,002 

Diabetes mellitus  20 49 0,002 

Adipositas, d.h. BMI > 30 kg/m² 43 38 n.s. 

Autoimmunerkrankungen  0  16 0,009 

Nikotinabusus  29 52 n.s. 

Medikation (%) 

ASS 25 19 n.s. 

Betablocker  63 64 n.s. 

ACE-Inhibitoren / Sartane  85 76 n.s. 

Kalziumantagonisten  25 27 n.s. 

Diuretika 45 80 < 0,001 

Statine  38 60 0,022 

Prednisolon  0 12 0,025 

Inhalative Glukokortikoide  5 23 0,001 

Laborparameter 

BNP (pg/ml) 34 ± 70 190 ± 584 < 0,001 

CRP (mg/l) 2,0 ± 2,6 5,0 ± 17,5 < 0,001 

Interleukin-6 (pg/ml) 1,9 ± 2,1 4,0 ± 7,4 < 0,001 

Kreatinin (µmol/l) 71 ± 16 100 ± 50 < 0,001 

LDL (mmol/l) 3,5 ± 1,0 2,6 ± 1,0 < 0,001 
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Fortsetzung Tab. 12:  

 

Tab. 13: Charakteristika der Studiengruppen: Differenzierte Betrachtung einzelner ätiologi-

scher PH-Klassen und der Kontrollgruppe 
  

 Kontrolle PH I PH II PH III PH IV 
PH II + 

III 
p-Wert* 

n 40 13 30 11 12 14  

Klinische Parameter 

Alter (Jahre)  66 ± 7 66 ± 12 76 ± 8 59 ± 22 71 ± 12 76 ± 8 0,015 

Männliches Geschlecht (%) 33 15 37 45 50 50 n.s. 

BMI (kg/m²) 27,9 ± 4,7 29,0 ± 8,4 27,9 ± 3,9 25,9 ± 7,5 30,6 ± 5,2 29,9 ± 6,5 n.s. 

Systolischer Blutdruck 

(mmHg) 
146 ± 31 134 ± 17 156 ± 31 142 ± 22 143 ± 20 135 ± 26 n.s. 

Diastolischer Blutdruck 

(mmHg)  
81 ± 16 78 ± 8 80 ± 14 85 ± 9 83 ± 16 79 ± 20 n.s. 

Funktionelle Klasse  1,5 ± 0,6 2,6 ± 0,8 2,6 ± 0,7 2,4 ± 1,1 2,3 ± 0,7 2,8 ± 0,7 n.s. 

Komorbiditäten (%) 

Arterielle Hypertonie  95 77 93 70 83 77 n.s. 

Koronare Herzkrankheit / 

Infarkt  
0 15 33 36 0 36 n.s. 

Hypertensive Herzkrankheit  59 27 70 27 17 71 0,002 

Vorhofflimmern  18 8 73 45 17 64 < 0,001 

Lungenerkrankungen  5 54 10 91 25 86 < 0,001 

COPD  3 8 10 50 17 57 0,002 

Lungenfibrose  0 15 0 20 0 36 0,006 

Chronische Niereninsuffizi-

enz, d.h. GFR < 50 ml/min 
8 23 59 36 36 71 n.s. 

Hyperlipidämie  85 36 57 60 75 54 n.s. 

Diabetes mellitus  20 31 60 90 25 36 0,009 

Adipositas, d.h. BMI > 30 

kg/m² 
43 40 30 33 36 58 n.s. 

Autoimmunerkrankungen  0 38 7 27 0 21 0,037 

Nikotinabusus  29 20 63 33 60 67 n.s. 

  

Hämoglobin (mmol/l) 8,8 ± 0,8 8,0 ± 1,4  0,001 

Leukozyten (Gpt/l) 7,0 ± 1,4 7,2 ± 2,2 n.s. 

Thrombozyten (Gpt/l) 237 ± 48 232 ± 76 n.s. 
 

Alle Werte dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung oder Prozentangaben.  

Laborparameter dargestellt als Median ± Standardabweichung.  

Abkürzungen: ACE: Angiotensin-converting enzyme | ASS: Acetylsalicylsäure | BMI: Body Mass 

Index | BNP: brain natriuretic peptide | COPD: chronic obstructive pulmonary disease | CRP: C-

reaktives Protein | GFR: glomeruläre Filtrationsrate | LDL: low-density lipoprotein | n: Anzahl | n.s.: 

nicht signifikant | PH: pulmonale Hypertonie  
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Fortsetzung Tab. 13: 

 

Tab. 14: Echokardiografische Parameter der Studiengruppen  
 

Parameter 
Kon-

trolle 
PHgesamt 

p-

Wert* 
PH I PH II PH III PH IV 

PH II 

+ III 

p-

Wert** 

PAPsys (mmHg) 21 ± 4 55 ± 18 < 0,001 59 ± 22 52 ± 16 57 ± 22 50 ± 20 56 ± 16 n.s. 

TAPSE (mm) 
(25;  

n =1) 
17 ± 5 n.s. 22 ± 5 15 ± 3 19 ± 7 18 ± 3 16 ± 4 0,049 

RAA (cm²) 15 ± 2 25 ± 10 < 0,001 21 ± 8 28 ± 10 20 ± 9 22 ± 5 31 ± 14 n.s. 

RVEDd (mm) 35 ± 2 45 ± 8  < 0,001 41 ± 9  46 ± 7  47 ± 10 44 ± 7 49 ± 9 n.s. 

IVSd (mm) 
11,9  

± 2,3 

12,3  

± 2,5 
n.s. 

11,9  

± 3,0 

12,9  

± 2,8 

13,1  

± 1,7 

11,2  

± 1,9 

11,5  

± 2,1 
n.s. 

EF (%) 68 ± 7 58 ± 11 < 0,001 63 ± 7 56 ± 13 63 ± 9 60 ± 6 52 ± 12 0,050 

 

Alle Werte dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung. 

* p-Wert zwischen Kontrolle und PHgesamt. | ** p-Wert zwischen den einzelnen ätiologischen PH-Klassen. 

Abkürzungen: EF: Ejektionsfraktion | IVSd: interventrikuläre Septumdicke diastolisch | n.s.: nicht signifikant | PAPsys: 

systolischer pulmonalarterieller Druck | PH: pulmonale Hypertonie | RAA: rechtsatriale Fläche | RVEDd: rechtsventrikulä-

rer enddiastolischer Durchmesser | TAPSE: tricuspid annular plane systolic excursion 
 

Medikation (%) 

ASS  25 17 21 20 0 36 n.s. 

Betablocker 63 38 90 40 42 73 0,002 

ACE-Inhibitoren / Sartane 85 62 86 60 75 82 n.s. 

Kalziumantagonisten 25 31 28 30 8 36 n.s. 

Diuretika 45 92 83 60 67 91 n.s. 

Statine  38 54 76 40 50 55 n.s. 

Prednisolon  0 15 3 40 0 15 0,022 

Inhalative Glukokortikoide  5 38 7 50 8 36 0,013 

Laborparameter  

BNP (pg/ml) 34 ± 70 104 ± 82 325 ± 678 326 ± 469 117 ± 87 285 ± 731 < 0,001 

CRP (mg/l) 2,0 ± 2,6 3,7 ± 10,7 5,5 ± 21,0 7,6 ± 12,9 2,6 ± 5,8 8,4 ± 22,0 n.s. 

Interleukin-6 (pg/ml) 1,9 ± 2,1  4,6 ± 9,4 10,0 ± 8,4 10,7 ± 9,6 3,5 ± 1,8 3,6 ± 3,0 n.s. 

Kreatinin (µmol/l)  71 ± 16 70 ± 44 123 ± 59  100 ± 24 86 ± 40 103 ± 47 0,019 

LDL (mmol/l)  3,5 ± 1,0 2,4 ± 1,0 2,4 ± 1,0 2,9 ± 1,0 2,9 ± 0,9 2,8 ± 1,2 n.s. 

Hämoglobin (mmol/l) 8,8 ± 0,8 8,0 ± 1,5 7,3 ± 1,2 8,4 ±1,0 9,5 ± 1,4 7,9 ± 1,6 0,014 

Leukozyten (Gpt/l)  7,0 ± 1,4 6,0 ± 2,4 7,6 ± 1,7 7,7 ±1,6 7,4 ± 1,8 6,6 ± 3,4  n.s. 

Thrombozyten (Gpt/l)  237 ± 48 232 ± 51 224 ± 82 303 ±63 297 ± 73 193 ± 70 0,012 

 

Alle Werte dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung oder Prozentangaben.  

Laborparameter dargestellt als Median ± Standardabweichung. 

* p-Wert zwischen den einzelnen ätiologischen PH-Klassen.  

Abkürzungen: ACE: Angiotensin-converting enzyme | ASS: Acetylsalicylsäure | BMI: Body Mass Index | BNP: brain nat-

riuretic peptide | COPD: chronic obstructive pulmonary disease | CRP: C-reaktives Protein | GFR: glomeruläre Filtrations-

rate | LDL: low-density lipoprotein | n: Anzahl | n.s.: nicht signifikant | PH: pulmonale Hypertonie  

Anmerkung: PH I: pulmonalarterielle Hypertonie | PH II: pulmonale Hypertonie infolge von Linksherzerkrankungen | PH 

III: pulmonale Hypertonie infolge von Lungenerkrankungen | PH IV: chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie 
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Die 80 PH-Patienten waren repräsentativ für die generelle ätiologische Verteilung der PH, da 

der Großteil der PH-Erkrankungen auf dem Boden einer Linksherzpathologie entsteht und ent-

sprechend auch die meisten Patienten (n = 30) dieser Studiengruppe (PH II) angehörten. Erwar-

tungsgemäß zeigten sich hinsichtlich der funktionellen Klasse (FC), welche das NYHA-Äqui-

valent der PH darstellt, signifikante Unterschiede zwischen den Kontrollen und dem PH-Kol-

lektiv (p < 0,001), nicht jedoch zwischen den einzelnen PH-Gruppen untereinander (p = 0,573). 

Die Analyse der Komorbiditäten zeigte zwischen den Kontrollen und der Gesamtheit der PH-

Patienten signifikante Mittelwertsunterschiede bezüglich des Vorhandenseins von KHK (p = 

0,001), Vorhofflimmern (p = 0,002), Lungenerkrankungen (p < 0,001), COPD (p = 0,004), 

Lungenfibrose (p = 0,031), chronischer Niereninsuffizienz (p < 0,001), Hyperlipidämie (p = 

0,002), Diabetes mellitus (p = 0,002) und Autoimmunerkrankungen (p = 0,009). Von den ge-

nannten Komorbiditäten zeigte sich im PH-Kollektiv stets ein höherer Krankheitsanteil im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe; eine Ausnahme bildete lediglich die Hyperlipidämie, welche ver-

mehrt die Kontrollpatienten betraf. Bezüglich der Pharmakotherapie wies das gesamte PH-Kol-

lektiv eine signifikant höhere Medikation mit Diuretika (80%; p < 0,001), Statinen (60%; p = 

0,022), Prednisolon (12%; p = 0,025) und inhalativen Glukokortikoiden (23%; p = 0,001) ge-

genüber der Kontrollgruppe auf. Die Analyse der echokardiografischen Daten zeigte zwischen 

den Kontrollen und der Gesamtheit der PH-Patienten ebenfalls statistisch signifikante Unter-

schiede (vgl. Tab. 14). Aufgrund der erhöhten Rechtsherzbelastung wiesen die PH-Patienten 

insgesamt höhere Messwerte des systolischen pulmonalarteriellen Drucks (p < 0,001), der 

rechtsatrialen Fläche (p < 0,001) und des rechtsventrikulären enddiastolischen Durchmessers 

(p < 0,001) auf. Die Ejektionsfraktion war in der PH-Patientengruppe gegenüber den Kontrollen 

signifikant erniedrigt (p < 0,001). Da für einzelne Parameter nur Werte von einem Teil der 

Patienten- und Kontrollgruppe vorlagen, unterlag die Auswertung einigen Limitationen und die 

Aussagekraft der betreffenden Ergebnisse ist dementsprechend eingeschränkt.  

4.3.2 Quantifizierung von ED-A+- und ED-B+-Fibronektin im Serum 

Zur Evaluation der Wertigkeit von ED-A+- und ED-B+-Fn als klinisch relevante Biomarker der 

PH wurden zunächst die Serumexpressionslevel der genannten Spleißvarianten im Kontroll- 

und dem gesamten PH-Kollektiv ermittelt. Die Analyse der zugehörigen ELISA-Daten ist in 

Abb. 9a für ED-A+-Fn und in Abb. 9b für ED-B+-Fn dargestellt. Aus Abb. 9a geht hervor, dass 

die an PH-erkrankten Patienten eine signifikant höhere Serumkonzentration (p = 0,001) von 

ED-A+-Fn (22,2 ± 23,3 µg/ml) aufwiesen als die Kontrollen (9,9 ± 13,0 µg/ml). Die Serumkon-

zentration von ED-B+-Fn zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede (p = 0,722) zwischen 

Patienten- (3,1 ± 2,4 µg/ml) und Kontrollgruppe (3,4 ± 2,2 µg/ml) wie aus Abb. 9b ersichtlich.  
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Abb. 9: ED-A+- und ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration der Patienten mit pulmonaler Hy-

pertonie im Vergleich zur Kontrollgruppe. In Abb. 9a (oben) ist der Median der ED-A+-

Fibronektin-Serumkonzentration aller Patienten (22,2 ± 23,3 µg/ml) im Vergleich zum Me-

dian der Kontrollgruppe (9,9 ± 13,0 µg/ml) mit dem entsprechenden oberen und unteren Quar-

til dargestellt. In Abb. 9b (unten) ist der Median der ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration 

aller Patienten (3,1 ± 2,4 µg/ml) im Vergleich zum Median der Kontrollgruppe (3,4 ± 2,2 

µg/ml) mit dem entsprechenden oberen und unteren Quartil dargestellt. Die Signifikanzen (p) 

wurden anhand des Mann-Whitney-U-Tests erhoben.  

 

Für ein detaillierteres Verständnis der Regulation von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn im Hinblick auf 

die verschiedenen Entstehungsmechanismen der PH wurden die jeweiligen Serumexpressions-

level innerhalb der ätiologisch differenten PH-Klassen gesondert analysiert. Eine signifikante 

Erhöhung der ED-A+-Fn-Serumspiegel gegenüber Kontrollen blieb lediglich für die ätiologi-

schen PH-Klassen I (22,2 ± 24,3 µg/ml; p = 0,032), II (26,1 ± 26,7 µg/ml; p = 0,007) und III 

(42,2 ± 22,2 µg/ml; p = 0,001) erhalten. Für die PH-Klasse IV (16,8 ± 11,1 µg/ml) zeigten sich 

hingegen keine signifikanten Unterschiede (p = 0,156) zur Kontrollgruppe (siehe Abb. 10a).  

p = 0,001 

p = 0,722 
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Abb. 10: ED-A+- und ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration der Subgruppen des PH-Kollek-

tivs im Vergleich zur Kontrollgruppe. In Abb. 10a (oben) sind die Mediane der ED-A+-

Fibronektin-Serumkonzentration der PH-Klasse I (22,2 ± 24,3 µg/ml), II (26,1 ± 26,7 µg/ml), 

III (42,2 ± 22,2 µg/ml) und IV (16,8 ± 11,1 µg/ml) jeweils im Vergleich zum Median der 

Kontrollgruppe (9,9 ± 13,0 µg/ml) mit den entsprechenden oberen und unteren Quartilen dar-

gestellt. In Abb. 10b (unten) sind die Mediane der ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration 

der PH-Klasse I (3,4 ± 3,3 µg/ml), II (3,5 ± 2,5 µg/ml), III (3,6 ± 2,0 µg/ml) und IV (3,1 ± 1,6 

µg/ml) jeweils im Vergleich zum Median der Kontrollgruppe (3,4 ± 2,2 µg/ml) mit den ent-

sprechenden oberen und unteren Quartilen dargestellt. Die Signifikanzen (p) wurden anhand 

des Mann-Whitney-U-Tests erhoben. | Abkürzung: PH: pulmonale Hypertonie 

 

Aus Abb. 10b geht hervor, dass sich hinsichtlich der ED-B+-Fn-Serumspiegel der ätiologisch 

differenten Subgruppen sowohl für die PH-Klasse I (3,4 ± 3,3 µg/ml; p = 0,817), II (3,5 ± 2,5 

µg/ml; p = 0,940), III (3,6 ± 2,0 µg/ml; p = 0,872) als auch IV (3,1 ± 1,6 µg/ml; p = 0,178) 

keine signifikanten Unterschiede zum Kontrollkollektiv (3,4 ± 2,2 µg/ml) ergaben. 

p = 0,007 

p = 0,032 

p = 0,001 
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4.3.3 Korrelation der ED-A+- und ED-B+-Fibronektin-Konzentration zu klinischen, 

laborchemischen und echokardiografischen Parametern  

Im nächsten Schritt wurde geprüft, ob es einen Zusammenhang zwischen den mittels ELISA 

erhobenen ED-A+- bzw. ED-B+-Fn-Serumspiegeln und klinischen, laborchemischen und echo-

kardiografischen Messwerten gibt, welche aktuell zur Diagnostik und Verlaufskontrolle der PH 

angewendet werden. Die Korrelationen beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf die 

gesamte Studienpopulation (Kontrollen und PH-Patienten jedweder Ätiologie). Da die meisten 

Parameter nicht von allen Studienteilnehmern vorlagen, ist für jede Korrelation gesondert die 

Anzahl der Probanden (n) angegeben, welche in die Analyse einbezogen wurden. Die transtho-

rakalen Echokardiografien wurden dankenswerterweise von ärztlichen Mitarbeitern der Klinik 

für Innere Medizin I, Abteilung für Kardiologie, des Universitätsklinikums Jena durchgeführt.  

4.3.3.1 Klinische Korrelationsanalysen  

Um den klinischen Schweregrad der PH zu eruieren und die Auswirkungen der Erkrankung auf 

die Alltagskompetenz der Patienten objektivierbar zu machen, werden sowohl die Einteilung in 

funktionelle Klassen (FC) als auch der 6-Minuten-Gehtest herangezogen.  

Die FC kennzeichnet die progrediente Einschränkung der körperlichen Leistungsfähigkeit im 

Alltag durch die PH-Erkrankung. Die Korrelation der ED-A+- bzw. ED-B+-Fn-Serumkonzent-

ration der Patienten zu der zum Zeitpunkt der venösen Blutentnahme vorliegenden FC (Grad 1 

bis 4) ist in Abb. 11 dargestellt. Im Gesamtkollektiv (n = 102) konnten signifikante Unter-

schiede der ED-A+-Fn-Serumkonzentrationen in Bezug zur FC festgestellt werden (p = 0,019). 

Die höchste ED-A+-Fn-Konzentration im Serum wiesen die Studienteilnehmer auf, welche der 

FC 2 (24,7 ± 25,1 µg/ml) zugeordnet wurden; die niedrigste ED-A+-Fn-Serumkonzentration 

wiesen Studienteilnehmer mit FC 1 (9,5 ± 18,1 µg/ml) auf (siehe Abb. 11a). Bezüglich den ED-

B+-Fn-Serumspiegeln konnten keine signifikanten Unterschiede (p = 0,868) zwischen den Pa-

tienten verschiedener funktioneller Klassen (n = 98) gezeigt werden (siehe Abb. 11b).  

Ergänzend zur Graduierung der FC ist der 6-Minuten-Gehtest ein simples, standardisiertes Ver-

fahren, um die Einschränkung der Belastbarkeit durch die PH zu objektivieren. Daher erfolgte 

eine Spearman-Korrelationsanalyse der mittels ELISA ermittelten ED-A+- bzw. ED-B+-Fn-Se-

rumspiegel zur 6-Minuten-Gehstrecke (6MWD) innerhalb des gesamten Studienkollektivs. Die 

entsprechende grafische Darstellung ist in Abb. 12a für ED-A+-Fn (n = 72) und in Abb. 12b für 

ED-B+-Fn (n = 69) gegeben. Aus Abb. 12a wird ersichtlich, dass es zwischen der ED-A+-Fn-

Serumkonzentration und der 6MWD einen signifikanten inversen Zusammenhang (p = 0,020; 

r = -0,275) gab. Dementsprechend konnten Probanden mit niedrigen ED-A+-Fn-Serumspiegeln 

im sechsminütigen Gehtest im Mittel eine weitere Strecke zurücklegen als Probanden mit 
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höheren ED-A+-Fn-Serumspiegeln. Die Korrelation zwischen ED-B+-Fibronektin im Serum 

und der 6MWD zeigte hingegen keine signifikante Dependenz (p = 0,768; r = 0,036), wie in 

Abb. 12b deutlich wird.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Abb. 11: ED-A+- und ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration in Bezug zur funktionellen Klasse. 

In Abb. 11a (oben) sind die Mediane der ED-A+-Fibronektin-Serumkonzentration des gesam-

ten Studienkollektivs (n = 102) in Abhängigkeit von der funktionellen Klasse (9,5 ± 18,1 

µg/ml in FC1; 24,7 ± 25,1 µg/ml in FC 2; 21,7 ± 17,6 µg/ml in FC 3; 19,4 ± 26,3 µg/ml in FC 

4) mit den entsprechenden oberen und unteren Quartilen dargestellt. In Abb. 11b (unten) sind 

die Mediane der ED-B+-Fibronektin-Konzentration des gesamten Studienkollektivs (n = 98) 

in Abhängigkeit von der funktionellen Klasse (3,5 ± 1,7 µg/ml in FC1; 3,2 ± 2,6 µg/ml in FC 

2; 3,1 ± 2,3 µg/ml in FC 3; 2,7 ± 1,3 µg/ml in FC 4) mit den entsprechenden oberen und 

unteren Quartilen dargestellt. Die Signifikanzen (p) wurden anhand des Kruskal-Wallis-Tests 

erhoben. | Abkürzung: FC: funktionelle Klasse 

p = 0,019 

p = 0,868 
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Abb. 12: Korrelation der ED-A+- und ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration zur 6-Minuten-

Gehstrecke. Dargestellt sind die Korrelationsanalysen der ED-A+- (Abb. 12a, oben) bzw. ED-

B+-Fibronektin-Serumkonzentrationen (µg/ml) (Abb. 12b, unten) zur 6-Minuten-Gehstrecke 

(m) für die gesamte Studienpopulation (ED-A+: n = 72; ED-B+: n = 69) in Streudiagrammen. 

Die Signifikanzen (p) und Korrelationskoeffizienten (r) wurden nach Spearman berechnet.  

 

4.3.3.2 Laborchemische Korrelationsanalysen 

Laborparametrisch wurden mögliche Zusammenhänge zwischen der ED-A+- bzw. ED-B+-Fn-

Serumkonzentration und dem Herzinsuffizienzmarker BNP sowie den Inflammationsmarkern 

CRP und Interleukin-6 (IL-6) untersucht.  

Die Spearman-Korrelationsanalyse der Serumspiegel von BNP zu ED-A+- bzw. ED-B+-Fn ist 

in Abb. 13 dargestellt. Abb. 13a zeigt, dass eine signifikante positive Korrelation (p = 0,002;     

p = 0,020 

r = -0,275 

 

p = 0,768 

r = 0,036 
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r = 0,310) der Serumexpressionslevel von BNP und ED-A+-Fn (n = 97) nachgewiesen werden 

konnte. Die Patienten mit höheren BNP-Werten präsentierten sich im Mittel auch mit höheren 

ED-A+-Fn-Serumspiegeln. Selbige Korrelationsanalyse für BNP und ED-B+-Fn (n = 93) er-

brachte hingegen keinen signifikanten Zusammenhang (p = 0,894; r = 0,014) der beiden Labor-

parameter (siehe Abb. 13b).      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 13: Korrelation der Serumkonzentration von ED-A+- und ED-B+-Fibronektin zu BNP. Dar-

gestellt sind die Korrelationsanalysen der Serumkonzentrationen von ED-A+- (Abb. 13a, oben) 

bzw. ED-B+-Fibronektin (µg/ml) (Abb. 13b, unten) zu BNP (pg/ml) für die gesamte Studien-

population (ED-A+: n = 97; ED-B+: n = 93) in Streudiagrammen. Die Signifikanzen (p) und 

Korrelationskoeffizienten (r) wurden nach Spearman berechnet. | Abkürzung: BNP: brain 

natriuretic peptide 

 

p = 0,002 

r = 0,310 

 

p = 0,894 

r = 0,014 
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Aufgrund der diskutierten Bedeutung inflammatorischer Prozesse für die Pathogenese der PH 

(vgl. Abschnitt 1.2.3.4) wurden die Serumlevel von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn ebenfalls zu denen 

der Entzündungsmarker CRP (siehe Abb. 14) und IL-6 (siehe Abb. 15) korreliert. Hinsichtlich 

der Serumkonzentration von CRP konnte im Studienkollektiv sowohl in Bezug auf ED-A+-Fn 

(p = 0,173; r = 0,135; n = 104; siehe Abb. 14a) als auch auf ED-B+-Fn (p = 0,380; r = 0,089; n 

= 100; siehe Abb. 14b) kein signifikanter Zusammenhang hergestellt werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14: Korrelation der Serumkonzentration von ED-A+- und ED-B+-Fibronektin zu CRP. Dar-

gestellt sind die Korrelationsanalysen der Serumkonzentrationen von ED-A+- (Abb. 14a, oben) 

bzw. ED-B+-Fibronektin (µg/ml) (Abb. 14b, unten) zu CRP (mg/l) für die gesamte Studienpo-

pulation (ED-A+: n = 104; ED-B+: n = 100) in Streudiagrammen. Die Signifikanzen (p) und 

Korrelationskoeffizienten (r) wurden nach Spearman berechnet. | Abkürzung: CRP: C-reak-

tives Protein 

p = 0,173 

r = 0,135 

 

p = 0,380 

r = 0,089 
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Abb. 15: Korrelation der Serumkonzentration von ED-A+- und ED-B+-Fibronektin zu Interleu-

kin-6. Dargestellt sind die Korrelationsanalysen der Serumkonzentrationen von ED-A+- (Abb. 

15a, oben) bzw. ED-B+-Fibronektin (µg/ml) (Abb. 15b, unten) zu Interleukin-6 (pg/ml) für die 

gesamte Studienpopulation (ED-A+: n = 56; ED-B+: n = 55) in Streudiagrammen. Die Signifi-

kanzen (p) und Korrelationskoeffizienten (r) wurden nach Spearman berechnet. 

 

Aus Abb. 15a ist zu entnehmen, dass im Gesamtkollektiv (n = 56) zwischen den Serumspiegeln 

von ED-A+-Fn und IL-6 eine signifikante positive Korrelation (p = 0,005; r = 0,370) nachge-

wiesen werden konnte. Patienten mit höheren Serumkonzentrationen von IL-6 wiesen im Mittel 

ebenfalls höhere ED-A+-Fn-Messwerte auf. Die Korrelation der Serumspiegel von ED-B+-Fn 

und IL-6 innerhalb der gesamten Studienpopulation (n = 55) zeigte hingegen keine signifikan-

ten Ergebnisse (p = 0,864; r = 0,024; siehe Abb. 15b). 
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4.3.3.3 Korrelationsanalysen zu echokardiografischen Parametern 

Im Folgenden werden die Spearman-Korrelationen von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn zu verschiede-

nen echokardiografischen Parametern beschrieben, da die TTE das wegweisende nichtinvasive 

Diagnoseverfahren der PH darstellt (vgl. Abschnitt 1.2.5). Konkret wurden Zusammenhänge 

zwischen den genannten Fn-Spleißvarianten und dem systolischen PAP, der TAPSE und der 

rechtsatrialen Fläche untersucht, da diese für die initiale Diagnostik, Verlaufsbeurteilung und 

Schweregradeinschätzung der PH besonders relevant sind.  

Eine Erhöhung des PAP über 25 mmHg ist die hämodynamische Definitionsgrundlage einer 

PH-Erkrankung. Die durchgeführte Dependenzanalyse von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn und dem 

systolischen PAP ist in Abb. 16 dargestellt. Hierbei konnte unter Einbezug des gesamten Stu-

dienkollektivs (n = 98) zwischen der ED-A+-Fn-Serumkonzentration und dem dopplersonogra-

fisch ermittelten systolischen PAP ein signifikanter positiver Zusammenhang (p < 0,001; r = 

0,364) aufgezeigt werden. Patienten mit vergleichsweise hohen ED-A+-Fn-Serumspiegeln wie-

sen im Mittel einen höheren systolischen PAP auf als Patienten mit niedrigeren ED-A+-Fn-

Konzentrationen im Serum (siehe Abb. 16a). Selbige Korrelationsanalyse wurde ebenfalls ge-

sondert für die ätiologisch differenten PH-Klassen durchgeführt. Hierbei zeigte sich ein statis-

tisch signifikanter Zusammenhang zwischen ED-A+-Fn im Serum und dem systolischen PAP 

lediglich in PH-Klasse IV (p = 0,028; r = 0,762; siehe Abb. 16b). Die Aussagekraft letztge-

nannter Korrelation ist jedoch durch die geringe Probandenanzahl (n = 8) limitiert. Eine signi-

fikante Korrelation zwischen der ED-B+-Fn-Serumkonzentration und dem systolischen PAP 

konnte nicht nachgewiesen werden (p = 0,850; r = 0,020; n = 94) wie aus Abb. 16c hervorgeht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16a: Korrelation der ED-A+-Fibronektin-Serumkonzentration zum systolischen pulmonal-

arteriellen Druck. Legende: siehe Folgeblatt 

p < 0,001 

r = 0,364 
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PH-Klasse IV 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16: Korrelation der ED-A+- und ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration zum systolischen 

pulmonalarteriellen Druck. Dargestellt sind die Korrelationsanalysen der ED-A+- (Abb. 16a, 

Seite 67) bzw. ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentrationen (µg/ml) (Abb. 16c, unten) zum sys-

tolischen pulmonalarteriellen Druck (mmHg) für die gesamte Studienpopulation (ED-A+: n = 

98; ED-B+: n = 94) sowie die Korrelationsanalyse der ED-A+-Fibronektin-Serumkonzentrati-

onen (µg/ml) zum systolischen pulmonalarteriellen Druck (mmHg) innerhalb der PH-Klasse 

IV (n = 8; Abb. 16b, oben) in Streudiagrammen. Die Signifikanzen (p) und Korrelationskoef-

fizienten (r) wurden nach Spearman berechnet. | Abkürzung: PH: pulmonale Hypertonie 

 

Des Weiteren wurden mögliche Zusammenhänge zwischen der ED-A+- bzw. ED-B+-Fn-Se-

rumkonzentration und der echokardiografisch ermittelten TAPSE untersucht. Die TAPSE er-

fasst die Auslenkung des Trikuspidalklappenanulus während Systole und Diastole und kann zur 

quantitativen Beurteilung der Rechtsherzfunktion herangezogen werden. Eine herabgesetzte 

p = 0,850 

r = 0,020 
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r = 0,762 
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Auslenkung der Trikuspidalringebene spricht für eine eingeschränkte Kontraktilität des rechten 

Ventrikels. Die zugehörigen Spearman-Korrelationsanalysen sind in Abb. 17 dargestellt. Für 

die TAPSE konnten im Gesamtkollektiv sowohl in Bezug zu ED-A+-Fn (p = 0,659; r = -0,064; 

n = 50; siehe Abb. 17a) als auch in Bezug zu ED-B+-Fn (p = 0,396; r = 0,125; n = 48; siehe 

Abb. 17b) keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 17: Korrelation der ED-A+- und ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration zur TAPSE. Dar-

gestellt sind die Korrelationsanalysen der ED-A+- (Abb. 17a, oben) bzw. ED-B+-Fibronektin-

Serumkonzentrationen (µg/ml) (Abb. 17b, unten) zur TAPSE (mm) für die gesamte Studien-

population (ED-A+: n = 50; ED-B+: n = 48) in Streudiagrammen. Die Signifikanzen (p) und 

Korrelationskoeffizienten (r) wurden nach Spearman berechnet. | Abkürzung: TAPSE: tricu-

spid annular plane systolic excursion 
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Eine Vergrößerung des rechten Vorhofs als Adaptation an die erhöhte Druck- und Volumenbe-

lastung des rechten Herzens gilt echokardiografisch als indirektes Zeichen für das Vorliegen 

einer PH. Die im Gesamtkollektiv durchgeführten Korrelationsanalysen zwischen den Mess-

werten der rechtsatrialen Fläche und den fetalen Fn-Spleißvarianten erbrachten jedoch weder 

für ED-A+-Fn (p = 0,264; r = 0,122; n = 86; siehe Abb. 18a) noch für ED-B+-Fn (p = 0,286;      

r = -0,118; n = 83; siehe Abb. 18b) statistisch signifikante Ergebnisse.   

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 18: Korrelation der ED-A+- und ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration zur rechtsatrialen 

Fläche. Dargestellt sind die Korrelationsanalysen der ED-A+- (Abb. 18a, oben) bzw. ED-B+-

Fibronektin-Serumkonzentrationen (µg/ml) (Abb. 18b, unten) zur rechtsatrialen Fläche (cm²) 

für die gesamte Studienpopulation (ED-A+: n = 86; ED-B+: n = 83) in Streudiagrammen. Die 

Signifikanzen (p) und Korrelationskoeffizienten (r) wurden nach Spearman berechnet.  
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4.3.4 Prädiktive Wertigkeit von ED-A+-Fibronektin für das Vorliegen einer 

pulmonalen Hypertonie  

Aufgrund signifikanter klinischer Unterschiede zwischen den Patientenkollektiven, die in die 

vorliegende Arbeit aufgenommen wurden (vgl. Abschnitt 4.3.1, Tab. 12 und Tab. 13), wurden 

weitere Analysen durchgeführt, um mögliche Störfaktoren zu identifizieren. Da sich für die 

ED-B+-Fn-Spleißvariante keinerlei statistisch signifikante Korrelationen zu den untersuchten 

Parametern ergaben (vgl. Abschnitt 4.3.3), beziehen sich die nachfolgenden Ausführungen le-

diglich auf ED-A+-Fn. Um die prädiktive Wertigkeit der ED-A+-Fn-Serumkonzentration für die 

Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer PH zu testen, wurde eine binär logistische Regressi-

onsanalyse durchgeführt. In diese wurden zehn unabhängige Variablen (Kovariaten) inkludiert, 

welche im Vergleich zwischen den Kontrollen und der Gesamtheit der PH-Patienten signifi-

kante Unterschiede zeigten (p < 0,1) und überdies als klinisch relevant eingeschätzt wurden. 

Dies waren im Speziellen: Alter, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, KHK, Vorhofflim-

mern, COPD, chronische Niereninsuffizienz, CRP, Statintherapie sowie ED-A+-Fn. Unter den 

genannten Kovariaten konnte nach Rückwärtselimination nach Wald neben einer chronischen 

Niereninsuffizienz (Wald: 7,090; OR: 8,866; 95% CI: 1,779 – 44,187; p = 0,008) und dem 

Inflammationsmarker CRP (Wald: 4,347; OR: 1,194; 95% CI: 1,011 – 1,410; p = 0,037) ledig-

lich ED-A+-Fn (Wald: 6,757; OR: 1,045; 95% CI: 1,011 – 1,080; p = 0,009) als unabhängiger 

Prädiktor für das Vorliegen einer PH identifiziert werden. Der zugehörige Forest-Plot ist in 

Abb. 19 dargestellt. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19: Binär logistische Regressionsanalyse zur Identifikation unabhängiger Prädiktoren für 

das Vorliegen einer pulmonalen Hypertonie. Methode: Rückwärtselimination nach Wald. | 

Abkürzungen: CI: Konfidenzintervall | CRP: C-reaktives Protein | OR: Odds Ratio

OR (95% CI) 

 

p-Wert 

8,866 (1,779; 44,187) 0,008 
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   Diskussion 

 

72 
 

5 Diskussion  

5.1 Etablierung eines ELISAs zum Nachweis von ED-B+-Fibronektin  

Die Reexpression fetaler Splicing-Varianten zellulärer Adhäsionsproteine wie Fn im Rahmen 

der krankheitsassoziierten Reorganisation der cECM ist für zahlreiche kardiale Krankheitsenti-

täten umfangreich vorbeschrieben (Schwarzbauer 1991a, Gabler et al. 1996, Franz et al. 2010, 

Baldinger et al. 2011). Klinische Bedeutsamkeit erlangen die fetalen Fn-Varianten hierbei ei-

nerseits als potenzielle Biomarker zur Diagnostik und Verlaufsbeurteilung der Erkrankungen 

und andererseits als Zielstrukturen für antikörperbasierte Therapiekonzepte (Matter et al. 2004, 

Tan et al. 2004, Rybak et al. 2007a, Franz et al. 2013). Zusätzlich zur vielfältig untersuchten 

Deposition im erkrankten Gewebe ist die sichere Quantifizierung der Serumkonzentration der 

betreffenden Moleküle unabdingbar, um sie prospektiv in praxistaugliche und weitreichend ver-

fügbare diagnostische und therapeutische Algorithmen zu integrieren. Eine Herausforderung 

hierbei ist, dass die Gewebeexpression fetaler Fn-Varianten die Serumkonzentration selbiger 

mit hoher Wahrscheinlichkeit um ein Vielfaches übersteigt, da lediglich ein geringer Anteil des 

deponierten ED-A+- bzw. ED-B+-Fn in den Systemkreislauf freigesetzt wird. In Bezug auf die 

vorliegende Arbeit benötigten wir daher eine spezifische und sensitive Nachweismethode als 

Basis der Untersuchungen zur Regulation der fetalen Splicing-Formen ED-A+- und ED-B+-Fn 

im Serum von PH-Patienten. Dieses Verfahren sollte sowohl eine Detektion sehr geringer Pro-

teinmengen ermöglichen als auch die unspezifische Bindung anderer Proteine, insbesondere 

weiterer Fn-Varianten, ausschließen. Aufgrund der schnellen und relativ einfachen Durchführ-

barkeit und dem geringen technischen Aufwand entschieden wir uns hierbei für einen ELISA. 

5.1.1 Vorarbeiten zur Etablierung eines ED-A+-Fibronektin-ELISAs 

Da ein Testkit zur spezifischen Detektion von ED-B+-Fn nicht kommerziell verfügbar war und 

ist, stellte die Etablierung eines eigenen ELISA-Protokolls eine unabdingbare Voraussetzung 

für die Umsetzung unserer Zielstellung dar. Hierbei profitierten wir von den umfangreichen 

ED-A+-Fn-Vorarbeiten unserer AG, welche 2016 einen neuartigen ELISA zur Quantifizierung 

von im Serum zirkulierendem ED-A+-Fn entwickelte (Ziffels et al. 2016). Dieser basiert auf 

der bereits 1984 publizierten methodischen Überlegung, dass das Capturing des Fn-Moleküls 

aufgrund der Gelatinebindedomäne an dessen N-terminalem Ende mittels gelatinebeschichteter 

Mikrotiterplatten möglich ist (Selmer et al. 1984). Anfang der 1990er Jahre wurde durch mo-

noklonale Antikörper die spezifische Detektion der ED-A+ in cFn sowohl via Immunoblot 

(Vartio et al. 1987) als auch via ELISA (Ylätupa et al. 1993) erfolgreich durchgeführt. Im op-

timierten gelatinebasierten ED-A+-Fn-ELISA unserer AG wird IST-9, dessen Paratop 
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spezifisch an die ED-A+ in cFn bindet, als Primärantikörper zur Detektion genutzt (Carnemolla 

et al. 1987, Ziffels et al. 2016). Mit jenem nicht-kompetitiven, indirekten Sandwich-ELISA 

stand ein praktikables und reproduzierbares Protokoll zur Quantifizierung von ED-A+-Fn in 

Körperflüssigkeiten zur Verfügung. In weiteren Bemühungen zur Steigerung der Sensitivität 

und Spezifität des Assays wurde ein alternatives ELISA-Protokoll getestet, in dem die initiale 

Plattenbeschichtung anstatt mit Gelatine mit dem polyklonalen AK IST-2, der die in allen Fn-

Varianten enthaltenen Fragmente 12 – 14 (siehe Abb. 2) bindet, erfolgte. Zur anschließenden 

Detektion wurde hierbei ebenfalls der ED-A+-Fn-spezifische monoklonale AK IST-9 verwen-

det (Ospel 2016). Da Gelatine selbst ein Gemisch aus denaturierten Kollagenen darstellt und 

Kollagen wiederum als ubiquitär im Körper vorhandener Bestandteil der ECM zahlreiche Bin-

dungsstellen auch für andere Moleküle aufweist (Ricard-Blum 2011), sollte mit dem Ersatz von 

Gelatine durch IST-2 bereits im ersten Schritt eine selektive Bindung von Fn erreicht werden. 

In vergleichenden Analysen der beiden Verfahren wurden jedoch mit dem bewährten gelatine-

basierten Ansatz deutlich verwertbarere Messergebnisse als mit dem IST-2-IST-9-Ansatz er-

zielt, der offenbar nur einen Bruchteil des in den Serumproben enthaltenen ED-A+-Fn detektie-

ren konnte. Ursächlich hierfür könnte die Architektur des Fn-Moleküls und damit verbundene 

sterische Behinderungen sein (Ospel 2016). IST-2 bindet die Typ III-Domänen 12 – 14, welche 

räumlich im Molekül direkt neben der ED-A+ lokalisiert sind, sodass eine parallele Besetzung 

der Bindungsstellen durch IST-2 und IST-9 möglicherweise blockiert wird (Schwarzbauer 

1991b). Aufgrund der zuvor hinreichenden Verifizierung diente das in unserer AG entwickelte 

Gelatine-IST-9-ELISA-Protokoll einerseits als Standardprotokoll zur Quantifizierung der ED-

A+-Fn-Konzentration in den Serumproben der PH-Patienten und andererseits durch die struk-

turelle Ähnlichkeit von ED-A+- und ED-B+-Fn als methodische Richtlinie für die Neuetablie-

rung des ED-B+-Fn-ELISAs. 

5.1.2 Etablierung eines nicht-kompetitiven, indirekten ED-B+-Fibronektin-ELISAs 

Der erste in der Literatur beschriebene ELISA zur Quantifizierung von ED-B+-Fn im Plasma 

wurde 1999 unter Verwendung des monoklonalen AK BC-1 durchgeführt (Claudepierre et al. 

1999). Fast zeitgleich mit der hier vorliegenden Arbeit konnten Arnold et al. unter Anwendung 

indirekter ELISAs auf Kollagenbasis ED-A+- und ED-B+-Fn im Urin nachweisen (Arnold et al. 

2016). Wir etablierten zur Detektion von ED-B+-Fn einen gelatinebasierten, nicht-kompetiti-

ven, indirekten Sandwich-ELISA, da hiermit die sensitivere Messung erwartungsgemäß kleiner 

Proteinkonzentrationen möglich ist (Konstantinou 2017). Um eine Standardkurve mit einem 

linearen Konzentrationsbereich zu generieren, die zur Quantifizierung unbekannter Proben ver-

wendet werden kann, wurde kommerziell erhältliches gereinigtes ED-B+-Fn als 
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Standardprotein verwendet. Letzteres wird aus WI38VA-Zellen (SV40-transformierte Fib-

roblasten) gewonnen, deren Fn-Molekül zu fast 100% die alternativ gespleißte ED-B+ enthält 

(Zardi et al. 1987, Carnemolla et al. 1989). In einem weiteren Schritt wird dieses aus den 

WI38VA-Zellen gewonnene Fn mittels Säulenaffinitätschromatografie an IST-6-Sepharose ge-

reinigt. Da IST-6 nur ED-B+-freies Fn erkennt (Carnemolla et al. 1992), ist von einer Entfer-

nung aller Fn-Moleküle ohne ED-B+ und somit einer hohen Reinheit auszugehen.  

Die Grundvoraussetzung für den ELISA war die Verfügbarkeit von Antikörpern mit hoher Spe-

zifität gegen die ED-B+ von Fn. Auf Grundlage der unter 3.1.4 dargelegten Testungen entschie-

den wir uns für den domänenspezifischen monoklonalen Maus-AK C6, welcher nur dann ein 

Epitop der Typ III-Domäne 8 von Fn bindet, wenn die ED-B+ im Fn-Molekül enthalten ist 

(Balza et al. 2009, Ventura et al. 2010). Im Anschluss wurde ein hochaffiner, biotinylierter 

Esel-anti-Maus-AK als Sekundärantikörper hinzugegeben, der zur Reduktion von Kreuzreakti-

onen mit Proteinen aus verschiedenen Säugetieren adsorbiert wurde und für den in zahlreichen 

früheren Testungen unserer AG eine zusätzliche Signalamplifikation nachgewiesen werden 

konnte (Ziffels et al. 2016). Um falsch-positive Ergebnisse durch unspezifische Bindungen zwi-

schen dem Sekundärantikörper und endogenen humanen Immunglobulinen auszuschließen, 

wurden mehrere Serumproben des unter 4.3.1 charakterisierten PH-Kollektivs zusätzlich zum 

vollständigen Versuchsaufbau in einem modifizierten ELISA-Protokoll getestet, in dem auf den 

primären Antikörper C6 verzichtet wurde. Hierbei war unabhängig von der Serumkonzentration 

nach ansonsten identisch durchgeführtem Protokoll kein relevantes Farbsignal detektierbar, so-

dass von einer hochspezifischen Reaktivität des Sekundärantikörpers ausschließlich gegenüber 

dem Primärantikörper C6 ausgegangen werden konnte.  

5.1.3 Immunfluoreszenz-Analysen zur Verifizierung der Antikörper-Spezifität für den 

ED-B+-Fibronektin-ELISA  

Neben den dargestellten Bemühungen zur Optimierung der Sensitivität des Assays erfolgten 

Untersuchungen zur Validierung der Spezifität der für den ELISA verwendeten Antikörper an 

humanem Gewebematerial (myokardiales Gewebe rechter Vorhofohren und neoplastisches Ge-

webe von Kopf-Hals-Tumoren). Hierbei konnte mittels Immunfluoreszenzmarkierung im Ver-

gleich zur Negativkontrolle unter Verzicht auf den primären Antikörper eine spezifische De-

tektion des im Gewebe deponierten Zielantigens bewiesen werden. Dies ist von Bedeutung vor 

dem Hintergrund, dass die Detektion fetaler Matrixproteinvarianten wie Fn und Tenascin-C 

unter Verwendung domänenspezifischer Antikörper aufgrund der hohen Diversität der Expres-

sion von Splicing-Formen methodisch anspruchsvoll ist. Aufgrund dessen konnte vom Vorhan-

densein verschiedener Fn-Varianten im Herzen nicht zwingend auf eine Reaktivität der von uns 
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verwendeten Antikörper im humanen myokardialen Gewebe rückgeschlossen werden. Auch 

für chronisch-inflammatorische Pathologien konnten – beispielsweise im Vergleich zu neoplas-

tischen Pathologien – unterschiedliche Reaktivitäten der entsprechenden Antikörper nachge-

wiesen werden, obwohl das zugehörige Zielantigen mutmaßlich exprimiert war (Franz et al. 

2010).  

In Zusammenschau der immunhistochemischen Befunde stellt sich natürlich die Frage, warum 

bei relevanter Expression von ED-B+-Fn im Myokardgewebe der rechten Vorhofohren in un-

seren Serummessungen keine relevanten Veränderungen nachweisbar waren. Dies kann zum 

einen daran liegen, dass die Liberation des gut nachweisbaren ED-A+-Fn aus den Lungengefä-

ßen erfolgt und diese potenziell kein ED-B+-Fn exprimieren, oder aber, dass die Quelle des ED-

A+-Fn der bei PH hämodynamisch belastete rechte Ventrikel ist und die in unserem immunhis-

tochemischen Referenzkollektiv verwendeten Proben rechtsatrialen Ursprungs waren und ei-

nem differenten Patientenkollektiv entstammten (KHK und / oder Aortenklappenstenose – his-

torisches Kollektiv der AG). Unterstützend für diese Überlegungen konnten in ähnlichen Pro-

jekten unserer AG unterschiedliche Gewebeexpressionsmuster von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn in 

verschiedenen Bereichen des Myokards bzw. im Myokard- im Vergleich zum Lungengewebe 

nachgewiesen werden (Bendz 2020). Zweifelsohne wäre in diesem Zusammenhang die Unter-

suchung von Lungen- statt Myokardgewebe naheliegend gewesen, diese kam jedoch aufgrund 

der fehlenden Verfügbarkeit humanen Lungengewebes nicht infrage. Dies ist dadurch begrün-

det, dass die Entnahme von Lungenbiopsien nicht zum diagnostischen Algorithmus zur Abklä-

rung des Verdachts auf PH gehört und eine Entnahme zu rein wissenschaftlichen Zwecken 

selbstverständlich ethisch nicht vertretbar ist.  

5.1.4 Sensitivität des neu etablierten ED-B+-Fibronektin-ELISAs 

Die Sensitivität des ED-B+-Fn-ELISAs wurde anhand der etablierten und reproduzierbaren 

Standardkurve bewertet und mit anderen Assays zur Detektion von Fn verglichen. Problema-

tisch hierbei ist, dass sich die meisten in der Literatur verfügbaren ELISA-Daten auf eine Quan-

tifizierung von Fn im Allgemeinen oder pFn beziehen, nicht jedoch auf ED-B+-Fn, wodurch 

die Vergleichbarkeit der Ergebnisse eingeschränkt wird. Die untere Nachweisgrenze des von 

uns etablierten ED-B+-Fn-ELISAs betrug 0,2 µg/ml, wohingegen der bereits erwähnte ELISA 

von Arnold et al. ED-B+-Fn bis zu niedrigen Pikogrammkonzentrationen nachweisen konnte 

(Arnold et al. 2016). Neben methodischen Unterschieden muss hierbei jedoch bedacht werden, 

dass die Messung von ED-B+-Fn in unterschiedlichen Biofluiden (Serum versus Urin) erfolgte, 

was sich möglicherweise auf die Detektionsgrenzen auswirkt. Der von Selmer et al. publizierte 

Sandwich-ELISA konnte bei gleicher Gelatinebeschichtung mit 5000 µg/ml mit einer unteren 
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Nachweisgrenze von 0,001 µg/ml eine 200-fach höhere Sensitivität erzielen (Selmer et al. 

1984). Jedoch sei darauf verwiesen, dass hierbei pFn quantifiziert wurde, wodurch die deutlich 

höhere Sensitivität möglicherweise auf der Art der Detektion und einer stärkeren Affinität zwi-

schen Antigen und Antikörper beruht. Letztendlich konnte die Sensitivität des neu etablierten 

ED-B+-Fn-ELISAs in Bezug auf die gemessene Konzentration und die tatsächliche Serumkon-

zentration des Proteins nicht überprüft werden, da kein spezifisches Testsystem mit einer be-

kannten hohen Sensitivität zum Vergleich zur Verfügung stand. 

Um zukünftig einen breiten wissenschaftlich-klinischen Einsatz des ED-B+-Fn-ELISAs und die 

Detektion niedrigerer Serumkonzentrationen zu ermöglichen, sollten Maßnahmen zur Erhö-

hung der Sensitivität ergriffen werden. Aus Vorarbeiten der eigenen AG ist bekannt, dass mit 

einer höher konzentrierten Gelatinebeschichtung (1,0% oder 2,0% statt 0,5%) keine verbesserte 

Sensitivität erreichbar ist, da Proben mit derselben Fn-Konzentration in vergleichenden Mes-

sungen mit 0,5% Gelatine bei der photometrischen Auswertung die stärkste Extinktion zeigten 

(Ziffels 2013). Die Option einer veränderten Plattenbeschichtung im Sinne eines Ersatzes von 

Gelatine durch domänenspezifische Antikörper wurde auch bereits in Betracht gezogen (Ospel 

2016). Da sich die Gelatinebindedomäne am N-terminalen Ende des Fn-Moleküls und damit in 

deutlicher Entfernung zur ED-A+ bzw. ED-B+ befindet (siehe Abb. 2), sinkt die Sensitivität der 

hier genutzten ELISAs mit steigender Degradation in den Serumproben. Durch einen Antikör-

per, welcher räumlich näher an den genannten Domänen bindet, würde zwar einerseits die 

Wahrscheinlichkeit falsch-negativer Ergebnisse aufgrund von Proteinfragmentierung sinken, 

andererseits könnte die Bindungsstelle des Detektionsantikörpers teilweise oder vollständig 

blockiert werden (Schwarzbauer 1991b, Steffensen et al. 2011). Eine weitere mögliche Option 

zur Sensitivitätssteigerung wäre der Austausch des Primärantikörpers. Der von uns verwendete 

Antikörper C6 ist zwar hochaffin, erkennt jedoch ein Epitop auf der Typ III-Domäne 8 von Fn, 

welche der ED-B+ direkt nachgeschaltet ist (Balza et al. 2009). Mit der zukünftigen Entwick-

lung eines Antikörpers, welcher sich – wie IST-9 im Fall von ED-A+-Fn – direkt gegen die 

gesuchte Domäne richtet, könnten gegebenenfalls sensitivere Messergebnisse erzielt werden.  

 

5.2 Quantifizierung der Serumkonzentration von ED-A+- im Vergleich zu 

ED-B+-Fibronektin bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie  

5.2.1 Pulmonale Hypertonie als heterogene Erkrankung mit hoher Mortalität  

Die PH ist eine klinisch heterogene Erkrankungsgruppe mit hoher Prävalenz, welche aufgrund 

unzureichender Kausaltherapien mit einer schlechten Prognose assoziiert ist und als unheilbar 

gilt. Aufgrund der progredienten Rechtsherzinsuffizienz als wesentlichem Mortalitätsfaktor 
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bleiben die therapeutischen Optionen für viele Patienten auf eine Symptomkontrolle oder Be-

handlung der Grunderkrankung beschränkt (Franz et al. 2016, Galiè et al. 2016). Darüber hinaus 

ist die Diagnosestellung aufgrund einer unspezifischen klinischen Symptomatik diffizil und 

kann nur durch invasive hämodynamische Messungen im Rahmen einer Rechtsherzkatheterun-

tersuchung endgültig bestätigt werden (Hoeper et al. 2013). Während die vasokonstriktiven und 

thrombembolischen Pathogenesemechanismen einerseits bereits umfassend charakterisiert 

wurden und andererseits medikamentös gezielt beeinflussbar sind, steht die Forschung bezüg-

lich pathologischem Remodelling noch am Anfang (Tarone et al. 2014). Trotz vielversprechen-

der Ansätze sind hierfür aufgrund der Komplexität sich wechselseitig beeinflussender Faktoren 

bisher keine wirksamen Therapieformen bekannt, sodass diese dysfunktionalen Gewebsum-

strukturierungen gegenwärtig die prognoselimitierenden Faktoren der PH sind.  

Aus den dargelegten Problemen entstand die Motivation der vorliegenden Arbeit, konkret die 

Identifizierung und Evaluation neuer Biomarker des pulmonalvaskulären und / oder rechts-

ventrikulären myokardialen Remodellings. Die fetalen Fn-Varianten ED-A+- und ED-B+-Fn 

standen hierbei aufgrund ihrer bereits umfangreich thematisierten Bedeutung im Rahmen pa-

thologischer ECM-Umbauprozesse im Fokus. Im Hinblick auf eine mögliche klinische Imple-

mentation erhofften wir uns, einen Beitrag zur nichtinvasiven Differentialdiagnostik der PH 

sowie zur frühzeitigen Abschätzung der Individualprognose Betroffener zu leisten und perspek-

tivisch relevante Targets für antikörperbasierte Therapiestrategien zu identifizieren.  

5.2.2 Quantifizierung der Serumkonzentrationen von ED-A+- und ED-B+-Fibronektin 

in der Gesamtpopulation der Patienten mit pulmonaler Hypertonie  

Zur Ersteinschätzung einer möglichen krankheitsassoziierten Expressionssteigerung der fetalen 

Fn-Varianten ED-A+- und ED-B+-Fn erfolgte die Quantifizierung derer Serumkonzentrationen 

bei PH-Patienten im Vergleich zum Kontrollkollektiv.  

5.2.2.1 Signifikant erhöhte ED-A+-Fibronektin-Serumkonzentration bei Patienten mit pulmo-

naler Hypertonie im Vergleich zum Kontrollkollektiv 

Bezüglich ED-A+-Fn konnten in der Gesamtpopulation der PH-Patienten signifikant höhere 

Serumspiegel als in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis korreliert mit 

multiplen Voruntersuchungen zu ED-A+-Fn, welche dessen ausgeprägte Expressionssteigerung 

im Rahmen kardiovaskulärer Erkrankungen belegen. An dieser Stelle sei insbesondere auf das 

bereits erwähnte Rattenmodell der Monocrotalin-induzierten PH unserer AG verwiesen, wel-

ches die ED-A+-Fn-Reexpression konkret mit der PH verknüpft und dessen mögliche Bedeu-

tung als Serumbiomarker der Erkrankung unterstreicht. Die hierbei signifikant erhöhte ED-A+-

Fn-Gewebedeposition bei Ratten mit induzierter PH ging auch mit erhöhten Serumspiegeln 
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einher (Franz et al. 2016). Diese Erkenntnisse konnten durch die vorliegende Arbeit erstmals 

im humanen System bestätigt werden.  

Während für die PH bislang nur wenig dezidierte Studien vorliegen, ist die Atherosklerose ein 

ausführlicher untersuchter Prozess, für den eine Reexpression von ED-A+-Fn belegt werden 

konnte. In gesunden Arterienwänden kann kein ED-A+-Fn nachgewiesen werden, doch inner-

halb atherosklerotischer Läsionen kommt es zu einem deutlichen Anstieg des Gesamt-Fn sowie 

zur Expression von ED-A+-Fn (Glukhova et al. 1989). ED-A+-Fn ist hierbei mit einem quanti-

tativen Anstieg atherosklerotischer Läsionen und einem erhöhten Makrophagengehalt in den 

Plaques assoziiert (Doddapattar et al. 2015). Des Weiteren spielt ED-A+-Fn eine entscheidende 

Rolle im Rahmen nachteiliger Remodelling-Prozesse nach Myokardinfarkt (Arslan et al. 2011) 

und scheint prothrombotische Effekte zu haben (Chauhan et al. 2008). Neben Herz-Kreislauf-

Pathologien ist eine gesteigerte ED-A+-Fn-Expression auch für entzündliche Hauterkrankungen 

(McFadden et al. 2011), rheumatoide Arthritis (Voskuyl et al. 1998) oder mehrere Neoplasien 

(Ylätupa et al. 1995, Rybak et al. 2007b) beschrieben.  

All diesen Erkrankungen – einschließlich der PH – ist eine ausgeprägte inflammatorische Kom-

ponente gemein. Immunologisch ist die ED-A+ von Fn mittlerweile als damage-associated 

molecular pattern (DAMP) anerkannt, welches fibroentzündliche Erkrankungen durch Akti-

vierung des Toll-like-Rezeptors 4 (TLR-4) perpetuiert (Okamura et al. 2001, Kelsh-Lasher et 

al. 2017). Primär wird ED-A+-Fn vermutlich von T-Lymphozyten und Makrophagen resynthe-

tisiert. Durch Bindung an den TLR-4 wird die Transkription profibrotischer Gene induziert und 

Immunzellen wie Mastzellen oder T-Zellen werden zur Freisetzung von MMPs und proin-

flammatorischen Mediatoren angeregt (Gondokaryono et al. 2007, McFadden et al. 2011). Die 

Liberation von Zytokinen führt anschließend zur Rekrutierung und Aktivierung weiterer Ent-

zündungszellen. ED-A+-Fn kann also verschiedene immunmodulatorische Kaskaden induzie-

ren, deren Zielzellen im Rahmen positiver Feedback-Loops selbst ED-A+-Fn freisetzen und 

damit die Entzündungsreaktion chronifizieren (McFadden et al. 2011). Ähnliche Rückkopp-

lungsmechanismen lassen sich auch auf andere Zelltypen übertragen: ED-A+-Fn ist beispiels-

weise an der Transdifferenzierung von Fibroblasten zu MyoFb und der Aktivierung von VSMC 

beteiligt, welche im aktivierten Zustand die weitere Synthese von ED-A+-Fn stimulieren (Serini 

et al. 1998, Franz et al. 2012). Die pathophysiologische Relevanz dieser Regelkreise verdeutli-

chen experimentelle Modelle der Lungenfibrose (Muro et al. 2008), der allergeninduzierten 

Atemwegsfibrose (Kohan et al. 2011) oder der chronischen Abstoßungsreaktion nach Allot-

ransplantation (Booth et al. 2012, Franz et al. 2012), bei denen eine ED-A+-Fn-Defizienz in 

einer deutlich abgeschwächten Gewebefibrosierung resultiert.  
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Die Reexpression von ED-A+-Fn tritt offenbar in Assoziation mit inflammatorischen oder au-

toimmun vermittelten Erkrankungen auf, deren histopathologisches Korrelat eine übersteigerte 

Gewebefibrose und fehlregulierte Entzündungsreaktion ist, welche den Übergang in ein chro-

nisches Krankheitsstadium fördern. Ausgehend von der physiologischen Beteiligung von ED-

A+-Fn an der Regulation von Zelladhäsion und -differenzierung (Xia und Culp 1995, Serini et 

al. 1998), Wundheilung (Ffrench-Constant et al. 1989, Muro et al. 2003), Gerinnung (Chauhan 

et al. 2008, Maurer et al. 2015) oder Inflammation (Kelsh et al. 2014, Lemańska-Perek und 

Adamik 2019) scheint es vor allem die Persistenz der durch ED-A+-Fn vermittelten Signale zu 

sein, welche in einem pathologischen Gewebe-Remodelling konvergieren.  

Ebendieser Prozess liegt auch dem komplexen Umbau der Lungengefäße im Rahmen der PH 

zugrunde. Die durch ED-A+-Fn aktivierten MyoFb und VSMC akkumulieren und führen durch 

die übermäßige Ablagerung von ECM-Komponenten zu einer exzessiven Hyperplasie aller Ge-

fäßwandschichten. Die dadurch progrediente luminale Okklusion ist die histologische Grund-

lage der PAP-Erhöhung und Auslöser der klinischen Symptomatik der Erkrankung (Huber et 

al. 2015, Franz et al. 2016). Zusätzlich zu den Veränderungen der Lungengefäßarchitektur wird 

die Pathogenese der PH durch inflammatorische Prozesse mitbeeinflusst. Auf Gewebeebene 

konnte bei PAH-Patienten sowohl innerhalb der Gefäßwand als auch perivaskulär eine erheb-

liche Immunzellinfiltration nachgewiesen werden. Darüber hinaus sind in der Zirkulation von 

PH-Patienten erhöhte Zytokin- und Chemokinspiegel nachweisbar (Perros et al. 2005, Price et 

al. 2012). Die beschriebenen Vorarbeiten liefern somit einige plausible Erklärungsansätze für 

die von uns erhobene erhöhte Serumliberation von ED-A+-Fn im Rahmen der PH. 

5.2.2.2 Fehlende Unterschiede der ED-B+-Fibronektin-Serumkonzentration bei Patienten mit 

pulmonaler Hypertonie im Vergleich zum Kontrollkollektiv 

Anders als für ED-A+-Fn zeigten sich bezüglich der ED-B+-Fn-Serumlevel keine signifikanten 

Unterschiede zwischen PH- und Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis spiegelt den Konsens des 

Großteils der Voruntersuchungen zu ED-B+-Fn wider. Zwar gibt es auch einige Hinweise auf 

eine Beteiligung von ED-B+-Fn an kardiovaskulären Erkrankungen (Samuel et al. 1991, Gabler 

et al. 1996, Matter et al. 2004), im überwiegenden Anteil der in der Literatur verfügbaren Daten 

wird ED-B+-Fn jedoch als Marker der neoplastischen Transformation im Tumorgewebe be-

schrieben (Midulla et al. 2000, Petrini et al. 2017). Zardi et al. haben 1987 die ED-B+ erstmals 

vollständig sequenziert und gezeigt, dass der Prozentsatz der Fn-mRNA-Moleküle, die das ED-

B+-codierende Exon enthalten, in transformierten Zellen gegenüber gesunden Körperzellen 

deutlich erhöht ist. Sie konnten das alternative Splicing der mRNA als Adaptationsmechanis-

mus transformierter Zellen identifizieren, um flexibel und reversibel Diversität zu erzeugen, 
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ohne dass neue Gene exprimiert werden müssen (Zardi et al. 1987). Mittlerweile sind erhöhte 

ED-B+-Fn-Expressionslevel sowohl in den Primärläsionen als auch in den Metastasen multipler 

solider Tumorerkrankungen nachgewiesen, einschließlich Glioblastom (Ohnishi et al. 1998), 

Mammakarzinom (Kaczmarek et al. 1994), nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom (Khan et al. 

2005a), kolorektalem Karzinom (Pujuguet et al. 1996) oder Kopf-Hals-Tumoren (Birchler et 

al. 2003). Hierbei umgibt ED-B+-Fn entweder proangiogene Gefäße oder zeigt ein gemischtes 

Verteilungsmuster zwischen stromalen und perivaskulären Strukturen (Menrad und Menssen 

2005). Hinsichtlich der funktionellen Bedeutung gibt es starke Evidenz, dass Tumorzellen ED-

B+-Fn exprimieren, um Endothelzellen zu rekrutieren, welche wiederum durch Neovaskulari-

sation die Tumormasse mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgen (Castellani et al. 1994).  

Im Zentrum dieser Kaskade steht der vascular endothelial growth factor (VEGF), dessen Ex-

pression durch ED-B+-Fn deutlich gesteigert wird (Khan et al. 2005b). Über VEGF könnte sich 

eine Verbindung von ED-B+-Fn zur PAH ergeben. Die im Zuge der PAH auftretenden plexifor-

men Läsionen beruhen auf einer unkontrollierten Gefäßaussprossung von Endothelzellen in das 

Lumen kleiner dilatierter Pulmonalarterien und können als Resultat eines frustranen Neovas-

kularisationsversuchs betrachtet werden (Tuder et al. 1994). VEGF wird nicht nur in den ple-

xiformen Läsionen überexprimiert (Hirose et al. 2000, Tuder et al. 2001), sondern bei PAH-

Patienten konnten auch zirkulatorisch erhöhte VEGF-Spiegel nachgewiesen werden (Eddahibi 

et al. 2000, Papaioannou et al. 2009). Es ist empfehlenswert, diesen möglichen Zusammenhang 

zukünftig an einem größeren Patientenkollektiv mit PAH zu testen.  

5.2.2.3 Vergleich der Expressionsmuster von ED-A+- und ED-B+-Fibronektin  

Im Vergleich der beiden Fn-Splicing-Varianten wird deutlich, dass zwar sowohl ED-A+- als 

auch ED-B+-Fn in Verbindung mit neoplastischen und entzündlichen Pathologien reexprimiert 

werden können, dabei jedoch unterschiedlichen Regulationsmechanismen unterliegen. Wäh-

rend die ED-A+-Fn-Synthese vorrangig von Immunzellen, MyoFb und VSMC stimuliert wird 

und kennzeichnend für nichtmaligne, chronisch-inflammatorische oder autoimmun vermittelte 

Erkrankungen ist (McFadden et al. 2011, Franz et al. 2012), gelten Tumor- und Endothelzellen 

als Hauptproduzenten von ED-B+-Fn, das spezifisch im Zusammenhang mit (Neo-)Angioge-

nese auftritt (Midulla et al. 2000). Da dysregulierte Angiogenese ein Schlüsselmechanismus ist, 

der sowohl der Tumorprogression als auch chronischen Entzündungen zugrunde liegt (Khan et 

al. 2005b), gibt es einige Schnittstellen zwischen der Reexpression von ED-A+- und ED-B+-Fn. 

Entzündungsreaktionen und Angiogenese sind synergistisch miteinander verbunden. Vorrangig 

getriggert durch Hypoxie werden die Zellen, welche lokal die Entzündungsreaktion vermitteln, 

zur gesteigerten Synthese von Wachstumsfaktoren und angiogenen Mediatoren angeregt. Diese 
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wirken proliferativ auf vaskuläre Endothelzellen, welche die Bildung neuer Gefäße induzieren. 

In reverser Form unterstützt die Angiogenese die Persistenz der Entzündung, indem Sauerstoff 

und Nährstoffe für den Stoffwechselbedarf der Immunzellen bereitgestellt werden (Carmeliet 

2005, Costa et al. 2007). Eine entscheidende Rolle in der Initiierung jener proangiogener und 

inflammatorischer Kaskaden spielt TGF-β, welcher die Synthese beider Fn-Splicing-Formen 

induzieren kann (Balza et al. 1988, Borsi et al. 1990).  

Obwohl an der Pathogenese der PH sowohl Entzündung als auch Angiogenese beteiligt sind, 

konnte in den von durchgeführten Messungen lediglich ED-A+-, nicht jedoch ED-B+-Fn in re-

levanter Konzentration im Serum der PH-Patienten detektiert werden. Eine wahrscheinliche 

Ursache für diesen Sachverhalt ist, dass ED-B+-Fn restriktiv in neu gebildeten Blutgefäßen ex-

primiert wird und nicht in chronisch-inflammatorisch veränderten. Des Weiteren kommt auch 

die Theorie infrage, dass es im Rahmen der PH zwar zu einer Gewebedeposition, aber nicht zu 

einer Serumliberation von ED-B+-Fn kommt. Wie unter 5.1.3 bereits erwähnt, könnten die 

Quelle des im Serum nachweisbaren ED-A+-Fn die Lungengefäße sein, die potenziell kein ED-

B+-Fn exprimieren.  

5.2.3 Quantifizierung der Serumkonzentration von ED-A+-Fibronektin in differenten 

ätiologischen Subgruppen der pulmonalen Hypertonie 

Die ätiologische Einteilung in die PH-Klassen I bis V ist von großer praktischer Bedeutung, da 

sie sich sowohl in ihren Therapieoptionen als auch in ihrer Prognose deutlich voneinander un-

terscheiden (Hoeper et al. 2017). Die separate Quantifizierung der ED-A+-Fn-Serumkonzen-

tration in jeder der differenten Klassen des PH-Kollektivs erfolgte daher mit dem Ziel, poten-

zielle Konzentrationsunterschiede in Assoziation zu verschiedenen Pathogenesemechanismen 

zu erfassen.  

Die Subgruppenanalyse zeigte, dass erhöhte ED-A+-Fn-Serumspiegel im Vergleich zu den 

Kontrollen nur für die ätiologischen Klassen I (PAH), II (PH infolge von Linksherzerkrankun-

gen) und III (PH infolge von Lungenerkrankungen) nachgewiesen werden konnten. Für die 

Klasse IV (CTEPH) ergaben sich hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen Patien-

ten- und Kontrollkollektiv. Im Hinblick auf die Ätiopathogenese der verschiedenen PH-Klassen 

erscheint das von uns erhobene Ergebnis logisch, da das pathophysiologische Korrelat der Klas-

sen I, II und III primäres (I) oder sekundäres (II, III) vaskuläres Remodelling durch Erhöhung 

des pulmonalvaskulären Widerstands ist. In Klasse IV zeigt sich hingegen keine relevante Ge-

fäßwandverdickung, sondern es handelt sich im Wesentlichen um gesunde Gefäße, welche 

durch äußere Einflussfaktoren thrombosieren (Huber et al. 2015, Rose-Jones und McLaughlin 

2015).  
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5.2.3.1 Pulmonalarterielle Hypertonie (I) 

Die PAH stellt die am wenigsten prävalente und mit einer durchschnittlichen Ein-Jahres-Mor-

talität von 15% prognostisch ungünstigste Subgruppe der PH dar (Peacock et al. 2007, Rose-

Jones und McLaughlin 2015). Dies kann teilweise auf die schwierige und dadurch häufig ver-

zögerte Diagnosestellung aufgrund der zahlreichen Überschneidungen mit anderen PH-Klassen 

zurückgeführt werden (Ryan et al. 2012). Insbesondere für die PAH wäre also die Identifikation 

valider Biomarker zur sicheren Differentialdiagnostik dringend notwendig. Obwohl bereits eine 

Vielzahl von Mediatoren untersucht wurde, gibt es aktuell keinen spezifischen Marker für die 

PAH oder pulmonalvaskuläres Remodelling. Derzeit sind BNP und NT-proBNP die einzigen 

Biomarker, welche in der klinischen Routinepraxis Anwendung finden. Diese sind jedoch un-

spezifisch bei Myokardschädigungen erhöht und weisen tendenziell eine hohe Variabilität auf 

(Galiè et al. 2016).  

In Bezug auf die Pathogenese der PAH steht die intrinsische distale Vaskulopathie mit Hyper-

trophie aller Arterienwandschichten und verstärkter Vasokonstriktion der Lungenarterien im 

Vordergrund (Archer und Rich 2000). Zusätzlich ist jedoch auch der Verlust präkapillärer Ar-

terien und die perivaskuläre Immunzellinfiltration nicht vernachlässigbar (Humbert et al. 2019). 

Laut aktuellem Forschungsstand geht man davon aus, dass zwar genetische Faktoren für die 

Entwicklung einer PAH prädisponieren, jedoch erst ein zusätzlicher Trigger, wie beispiels-

weise eine Infektion, den Beginn der aktiven Krankheit vermittelt (Farber und Loscalzo 2004, 

Huber et al. 2015). Da ED-A+-Fn erwiesenermaßen ein Marker für chronisch-inflammatorische 

Prozesse ist, ist es durchaus denkbar, dass die von uns gemessenen erhöhten ED-A+-Fn-Serum-

spiegel bei PAH-Patienten die entzündliche Mitreaktion der Gefäßumgebung widerspiegeln. 

Darüber hinaus unterstreicht dies die potenzielle Bedeutung von ED-A+-Fn im Rahmen von 

Targeted-Therapy-Konzepten. Zwar stehen für die PAH spezifische medikamentöse Therapie-

optionen zur Verfügung, diese sind jedoch aufgrund ihrer systemischen Wirkungen mit einem 

hohen Nebenwirkungspotenzial verbunden (Rose-Jones und McLaughlin 2015).  

5.2.3.2 Pulmonale Hypertonie infolge von Linksherz- (II) oder Lungenerkrankungen (III) 

Die höchsten ED-A+-Fn-Serumspiegel fanden wir in den PH-Klassen II und III. In diesen bei-

den Studiengruppen wurden jedoch auch summativ die meisten Patienten eingeschlossen.  

Die PH infolge von Linksherzpathologien (II) ist die häufigste Form der PH, deren Prävalenz 

mit der Schwere der Grunderkrankung zunimmt (Maeder et al. 2017). Dieser postkapilläre Sub-

typ der PH entwickelt sich reaktiv aufgrund des Blutrückstaus in die Lungengefäße infolge 

chronisch erhöhter linksatrialer Drücke. Diese rein mechanische Stauungskomponente kann im 

Krankheitsverlauf weitere Mechanismen vermitteln, welche zu pulmonaler Vasokonstriktion, 
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verminderter NO-Verfügbarkeit, erhöhter Endothelin-Expression und damit sekundärem vas-

kulärem Remodelling führen (Fang et al. 2012, Vachiéry et al. 2013, Galiè et al. 2016). Bezüg-

lich der PH-Klasse II kommt eine Beeinflussung der von uns gemessenen ED-A+-Fn-Serum-

konzentration durch kardiale Komorbiditäten in Betracht. Ziffels et al. konnten beispielsweise 

deutlich erhöhte ED-A+-Fn-Serumlevel bei Patienten mit Herzinsuffizienz im Vergleich zu ge-

sunden Probanden nachweisen (Ziffels et al. 2016). Auch im Rahmen der peripheren arteriellen 

Verschlusskrankheit fanden sich erhöhte ED-A+-Fn-Plasmaspiegel, welche sogar als Prädiktor 

für das Restenoserisiko nach endovaskulärer Revaskularisation identifiziert werden konnten 

(Pupek et al. 2018). Folglich kann bei relevanten kardiovaskulären Vorerkrankungen nicht si-

cher auf den Ursprung des zirkulatorisch nachweisbaren ED-A+-Fn geschlossen werden.  

Die PH-Klasse III tritt am häufigsten infolge von COPD oder interstitiellen Lungenerkrankun-

gen auf (Seeger et al. 2013, Galiè et al. 2016). Das Endstadium dieser Erkrankungen ist eine 

irreversible Lungenfibrose, an deren Entstehung und Progress ED-A+-Fn entscheidend beteiligt 

ist. ED-A+-Fn ist essenziell für die Aktivierung und Transformation pulmonaler Fibroblasten 

zu MyoFb via TGF-β und wird in räumlicher Assoziation zu Bereichen mit aktiver Fibrogenese 

im Lungengewebe deponiert (Kuhn und McDonald 1991, Muro et al. 2008). Dieselben Beo-

bachtungen konnten auch auf die Allergen-induzierte Atemwegsfibrose übertragen werden 

(Kohan et al. 2011). Ob ED-A+-Fn hierbei lediglich im Gewebe abgelagert wird oder auch eine 

Liberation in die Zirkulation stattfindet, ist derzeit nicht bekannt. Dennoch kann in Bezug auf 

die von uns durchgeführten Messungen in PH-Klasse III eine Mitbeeinflussung der ED-A+-Fn-

Serumkonzentration durch die zugrundeliegenden pulmonalen Pathologien nicht sicher ausge-

schlossen werden. Ebenfalls muss erwähnt werden, dass es Hinweise darauf gibt, dass ED-A+-

Fn auch unabhängig von pathologischen Remodelling-Prozessen in der Lunge exprimiert wird, 

da die mRNA von ED-A+-Fn konstitutiv sowohl in fetalem, gesunden adultem als auch neo-

plastisch verändertem Lungengewebe nachgewiesen werden konnte (Oyama et al. 1990).  

5.2.3.3 Chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie (IV) 

Die PH-Klasse IV repräsentiert die Formen der PH, welche das Ergebnis rezidivierender pul-

monaler thrombembolischer Ereignisse sind (Rose-Jones und McLaughlin 2015). Es ist die ein-

zige PH-Klasse, die mittels pulmonaler Endarteriektomie (PEA) und damit ohne Lungentrans-

plantation heilbar ist (Ryan et al. 2011). In Bezug auf die CTEPH wäre daher die Etablierung 

von Therapy-Surveillance-Markern interessant, welche die mögliche Reversibilität pulmonaler 

Gefäßwandveränderungen als Ansprechen auf die Therapien repräsentieren.  

Die Pathogenese der PH-Klasse IV unterscheidet sich grundlegend von der anderer Subtypen 

der PH. Es handelt sich im Wesentlichen um eine persistierende Obstruktion der (proximalen) 
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Lungenstrombahn nach wiederholter Einschwemmung von Thromben. Definitionsgemäß kön-

nen die betroffenen pulmonalen Gefäße trotz einer über mindestens drei Monate suffizient 

durchgeführten Antikoagulation nicht ausreichend rekanalisiert werden (Hoeper et al. 2014, 

Olsson et al. 2014). Lösen sich die Emboli weder durch endogene Fibrinolyse noch durch me-

dikamentöse Antikoagulantien auf, werden sie zu fibrösem Narbengewebe umstrukturiert. 

Diese intravasalen Narbenformationen führen zur Erhöhung des pulmonalvaskulären Wider-

stands und in der Folge zu mikrovaskulären Läsionen und vaskulärem Remodelling in den 

nicht-okkludierten Teilen der Lungenstrombahn (Delcroix et al. 2013, Lang et al. 2013). Primär 

liegt also keine Pathologie der pulmonalen Gefäße vor, sondern die Gefäße werden durch re-

zidivierende Thrombembolien von intraluminal geschädigt. Sowohl der pathologische Umbau 

der Gefäßwand als auch die begleitende Immunreaktion sind erst Spätfolgen der Erkrankung 

und nicht so stark ausgeprägt wie in den PH-Klassen I bis III. Da ED-A+-Fn möglicherweise 

vor allem die inflammatorische Komponente der Erkrankung widerspiegelt, könnte dies ein 

möglicher Erklärungsansatz für die nicht erhöhte ED-A+-Fn-Serumkonzentration der CTEPH-

Patienten im Vergleich zu den Kontrollen in unseren Messungen sein.  

Ein weiterer interessanter Aspekt in Bezug auf die PH-Klasse IV ist, dass es Studien sowohl in 

vitro als auch in vivo gibt, welche ED-A+-Fn eine prothrombotische Aktivität zuschreiben. Die 

ED-A+-Fn-Isoform fehlt physiologischerweise im Plasma, ist jedoch in den α-Granula der 

Thrombozyten vorhanden und bei zahlreichen Krankheitszuständen zirkulatorisch nachweis-

bar, die mit einem erhöhten Thromboserisiko assoziiert sind (White und Muro 2011). Mäuse 

mit konstitutivem Einschluss der ED-A+ in das Fn-Molekül entwickelten unter arterieller Scher-

belastung schneller okklusive Thromben und waren anfälliger für Lungenembolien als Wild-

typ-Mäuse (Chauhan et al. 2008). Zusätzlich scheint ED-A+-Fn in die postischämische 

Thrombo-Inflammation involviert zu sein, was sich beispielweise negativ auf das Outcome 

nach einem Schlaganfall auswirkt (Dhanesha et al. 2019).  

Obwohl die molekularen Mechanismen für die prothrombotische Wirkung von ED-A+-Fn der-

zeit nicht ausreichend aufgeklärt sind, gibt es starke Evidenz, dass ED-A+-Fn die Zelladhäsion 

wirksamer fördert als Fn ohne die ED-A+ (Manabe et al. 1997). Am ehesten führt der Einschluss 

der ED-A+ zu einer globalen Konformationsänderung im Fn-Molekül, die eine verstärkte 

Wechselwirkung zwischen den Integrin-Rezeptoren auf Thrombozyten und Fn vermittelt 

(White et al. 2008). Da (Mikro-)Thrombosierung auch ein wesentlicher Pathogenesefaktor der 

übrigen PH-Klassen ist, sind diese Erkenntnisse generell für die Aufklärung der funktionellen 

Bedeutung von ED-A+-Fn im Rahmen der PH relevant. In Bezug auf die CTEPH ist es emp-

fehlenswert, die ED-A+-Fn-Konzentration zukünftig an einem größeren Patientenkollektiv zu 
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bestimmen. Zur Untersuchung einer möglichen Beeinflussung der Gerinnungskaskade durch 

ED-A+-Fn sollten die Bestimmungen bevorzugt im Plasma durchgeführt werden.  

 

5.3 Korrelation von ED-A+-Fibronektin zu klinischen, laborchemischen 

und echokardiografischen Parametern  

Die folgenden Ausführungen beziehen sich lediglich auf ED-A+-Fn. Im Ergebnisteil dieser Ar-

beit wurden zwar der Vollständigkeit halber immer die Befunde beider Splicing-Varianten ge-

zeigt, hinsichtlich ED-B+-Fn konnten jedoch keine signifikanten Ergebnisse erhoben werden.   

5.3.1 Klinische Korrelationsanalysen 

5.3.1.1 Assoziation der ED-A+-Fibronektin-Serumkonzentration zur funktionellen Klasse 

In Bezug auf die funktionelle Klasse (FC) konnten tendenziell höhere ED-A+-Fn-Serumkon-

zentrationen mit steigender Alltagsbeeinträchtigung der Patienten erhoben werden. Die höchs-

ten ED-A+-Fn-Spiegel zeigten sich jedoch nicht in FC 4, sondern in FC 2, was potenziell auch 

auf die niedrige Patientenanzahl in FC 4 zurückzuführen sein könnte. In der Literatur sind bis-

her keine Studien verfügbar, welche die ED-A+-Fn-Konzentration im Serum von PH-Patienten 

untersucht haben. Ähnliche Arbeiten, die den Zusammenhang zwischen der ED-A+-Fn-Expres-

sion bzw. -Liberation und dem Stadium verschiedener Erkrankungen beurteilt haben, lieferten 

kontroverse Ergebnisse. Frühere Arbeiten unserer AG konnten beispielweise einen signifikan-

ten Anstieg der ED-A+-Fn-Expression im Gewebe mit zunehmendem Grad der chronischen 

Abstoßungsreaktion in Herz-Allotransplantaten der Ratte nachweisen (Franz et al. 2011). Für 

Patienten mit Herzinsuffizienz unterschiedlicher Ätiologie zeigte sich für die ischämische Kar-

diomyopathie eine signifikant positive Korrelation der ED-A+-Fn-Serumspiegel mit steigender 

NYHA-Klasse; für die dilatative Kardiomyopathie ergab sich hingegen eine inverse Korrela-

tion mit abnehmenden ED-A+-Fn-Serumkonzentrationen mit steigendem NYHA-Stadium 

(Ziffels et al. 2016). Auch in Bezug auf die Atherosklerose sind höhere ED-A+-Fn-Konzentra-

tionen in den Plaques asymptomatischer Patienten beschrieben (van Keulen et al. 2007). Dane-

ben liegen Studien vor, die gleichbleibende ED-A+-Fn-Spiegel in verschiedenen Krankheitssta-

dien erheben konnten, beispielsweise bei mehreren gastrointestinalen Tumorerkrankungen 

(Warawdekar et al. 2006).  

Diese Vorarbeiten implizieren, dass die ED-A+-Fn-Expression differenziert für verschiedene 

Krankheitsstadien und -ätiologien betrachtet werden sollte. Wenn man aufgrund der konsisten-

ten Datenlage von einer Beteiligung von ED-A+-Fn an inflammatorischen und ECM-Remo-

delling-Prozessen ausgeht, ist eine zunehmende Erhöhung der ED-A+-Fn-Konzentration im 
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Gewebe bzw. der Zirkulation mit Progress der PH durchaus logisch. Hierfür sprechen auch die 

zahlreichen positiven Feedback-Loops, in denen ED-A+-Fn die weitere Synthese von ED-A+-

Fn stimuliert und die Gewebeentzündung und -fibrose dadurch chronifiziert und perpetuiert 

(McFadden et al. 2011, Franz et al. 2012). Für zahlreiche andere Biomarker wie Osteopontin 

(Lorenzen et al. 2011), CRP (Quarck et al. 2009), Bilirubin (Takeda et al. 2010), Endoglin 

(Malhotra et al. 2013), C-terminales-pro-Endothelin-1 (Silva Marques et al. 2013) oder TIMP-

1 (Tiede et al. 2016) ist auch in Bezug auf die PH bereits eine signifikant positive Korrelation 

mit der FC nachgewiesen. Insgesamt soll jedoch auch darauf verwiesen werden, dass die FC 

die subjektiv eingeschätzte Beeinträchtigung durch die PH im Alltag repräsentiert (Taichman 

et al. 2009), welche nicht zwingend mit den histopathologischen Befunden korreliert. 

5.3.1.2 Signifikant negative Korrelation der ED-A+-Fibronektin-Serumkonzentration zur 6- 

Minuten-Gehstrecke  

Objektiver als mit der FC kann die Belastungstoleranz von PH-Patienten mit dem 6-Minuten-

Gehtest eingeschätzt werden. Dies ist ein submaximaler Belastungstest, welcher aufgrund sei-

ner simplen, kostengünstigen und gut reproduzierbaren Durchführbarkeit sowohl in der klini-

schen Praxis als auch in wissenschaftlichen Studien zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs und 

des Therapieansprechens bei PH verwendet wird (Miyamoto et al. 2000, Demir und Küçükoğlu 

2015). In unseren Messungen zeigte sich eine signifikant negative Korrelation zwischen der 

ED-A+-Fn-Serumkonzentration und der 6-Minuten-Gehstrecke (6MWD). Da die 6MWD in Be-

zug auf die PH ein anerkannter Surrogatparameter der Krankheitsschwere ist, kann ED-A+-Fn 

hiermit ebenfalls als adäquater Repräsentant der Alltagsbelastbarkeit betroffener Patienten vor-

geschlagen werden. Inverse Zusammenhänge mit der 6MWD konnten auch bereits für die In-

flammationsmarker CRP (Quarck et al. 2009) und Osteopontin (Lorenzen et al. 2011), den 

Herzinsuffizienzmarker BNP (Malhotra et al. 2013) und das ECM-Protein Tenascin-C (Rohm 

et al. 2017) bestätigt werden. Darüber hinaus wurden für etablierte klinische und hämodynami-

sche Parameter wichtige Zusammenhänge mit der 6MWD nachgewiesen. Miyamoto et al. zeig-

ten beispielsweise, dass die 6MWD mit steigender FC proportional abnimmt und signifikant 

positiv mit dem HZV und der maximalen Sauerstoffaufnahme sowie signifikant negativ mit 

dem rechtsatrialen Druck korreliert (Miyamoto et al. 2000). Ergänzend berichteten Savarese et 

al. in einer umfangreichen Metaanalyse über eine inverse Beziehung zwischen Veränderungen 

der 6MWD und dem Lungengefäßwiderstand (Savarese et al. 2012). Bezüglich der prognosti-

schen Aussagekraft der 6MWD liegen unterschiedliche Ergebnisse vor. Obwohl einige Studien 

die Bedeutung der 6MWD für das Outcome von PH-Patienten infrage stellen (Macchia et al. 

2007, Gabler et al. 2012, Savarese et al. 2012), weist der überwiegende Anteil verfügbarer 
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Daten auf eine prognostische Relevanz des Ausgangswerts bzw. von Veränderungen der 

6MWD im Krankheitsverlauf oder nach Einleitung spezifischer Therapien hin (Galiè et al. 

2009, McGoon et al. 2013, Farber et al. 2015, Huang et al. 2015, Zelniker et al. 2018). Die von 

uns durchgeführte logistische Regressionsanalyse konnte auch ED-A+-Fn als unabhängigen 

Prädiktor für das Vorliegen einer PH identifizieren. Inwiefern ED-A+-Fn zukünftig zur Risi-

kostratifizierung von PH-Patienten genutzt werden kann, muss noch spezifiziert werden.  

5.3.2 Laborchemische Korrelationsanalysen  

5.3.2.1 Signifikant positive Korrelation der ED-A+-Fibronektin- zur BNP-Serumkonzentration 

BNP bzw. NT-proBNP sind aktuell die einzigen Biomarker, die in der klinischen Praxis zur 

Diagnostik und Verlaufsbeurteilung der PH genutzt werden (Galiè et al. 2016). BNP bzw. NT-

proBNP liefern wichtige prognostische Informationen für die initiale Diagnosestellung und Ri-

sikobewertung (Leuchte et al. 2006, Warwick et al. 2008, Fritz et al. 2013), die Krankheitsent-

wicklung (Nagaya et al. 2000, Leuchte et al. 2007, Mauritz et al. 2011, Benza et al. 2015) und 

das Therapieansprechen von PH-Patienten (Nagaya et al. 2002, Park et al. 2004, Galiè et al. 

2008). Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals eine signifikant positive Korrelation der Se-

rumspiegel von ED-A+-Fn und BNP bei PH-Patienten nachgewiesen werden.  

Interessanterweise postulieren mehrere Studien eine wechselseitige funktionelle Beeinflussung 

von BNP und Fn. Ogawa et al. legen nahe, dass Fn über Integrin-vermittelte Signalwege die 

BNP-Gentranskription und -Sekretion aus ventrikulären Myozyten stimuliert (Ogawa et al. 

2000). Weiterführend ist erwiesen, dass Fn die BNP-induzierte cGMP-Produktion in humanen 

CF erhöht, was eine Vasorelaxation und eine Hemmung der VSMC-Proliferation nach sich 

zieht (Huntley et al. 2006, Chen et al. 2013). Umgekehrt inhibiert BNP die TGF-β-induzierte 

Zellproliferation und Fn-Produktion humaner CF und wirkt damit möglicherweise als intrinsi-

scher antifibrotischer Kompensator, um eine Umgestaltung des Herzens unter pathologischen 

Bedingungen zu verhindern (Kapoun et al. 2004). Die geschilderten Sachverhalte beziehen sich 

jedoch auf Fn im Allgemeinen und nicht speziell auf ED-A+-Fn.  

Die von uns erhobene Korrelation der Serumkonzentrationen von BNP und ED-A+-Fn ergänzt 

die zahlreichen Vorarbeiten mit anderen PH-relevanten Biomarkern, in denen beispielsweise 

Zusammenhänge zwischen BNP und Tenascin-C (Rohm et al. 2017), Osteopontin (Lorenzen et 

al. 2011) und Bilirubin (Takeda et al. 2010) aufgezeigt wurden. Überdies wird die herausra-

gende Bedeutung von BNP bzw. NT-proBNP als PH-Biomarker durch deren Korrelation mit 

klinischen Parametern wie der FC und der 6MWD (Mauritz et al. 2011, Malhotra et al. 2013) 

oder hämodynamischen Kenngrößen wie PAPm, PVR, HZV und rechtsatrialem Druck (Nagaya 

et al. 2000, Fijalkowska et al. 2006) unterstrichen.  
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BNP wird infolge übermäßiger Dehnung der Kardiomyozyten aus den Ventrikeln freigesetzt 

und gilt als Standardherzinsuffizienzmarker. In Bezug auf die PH reflektiert BNP die rechts-

ventrikuläre Drucküberlastung infolge des erhöhten PAP (Nagaya et al. 1998). Problematisch 

hierbei ist, dass BNP zwar sehr sensitiv, aber unspezifisch für die PH ist (Galiè et al. 2016) und 

eine BNP-Erhöhung ein bereits fortgeschrittenes Krankheitsstadium repräsentiert, während 

leicht symptomatische und frühe Formen nicht sicher detektiert werden können (Malhotra et al. 

2013). Hierzu sei erwähnt, dass in unseren Messungen Patienten der PH-Klasse II die höchsten 

mittleren BNP-Spiegel aufwiesen. Eine Beeinflussung der gemessenen BNP-Serumkonzentra-

tion durch zugrundeliegende Linksherzpathologien kann daher nicht ausgeschlossen werden.  

Diesbezüglich könnte ED-A+-Fn BNP überlegen sein, da es durch seine profibrotischen und 

prothrombotischen Eigenschaften direkt mit der Pathogenese der PH verknüpft und potenziell 

früher im Krankheitsverlauf nachweisbar ist. Obwohl es starke Evidenz für eine Beteiligung 

von ED-A+-Fn an den rechtsventrikulären und pulmonalvaskulären Remodelling-Prozessen im 

Rahmen der PH gibt, können diese maladaptiven Veränderungen auch bei zahlreichen anderen 

kardiovaskulären Erkrankungen beobachtet werden. Zukünftig ist daher aufgrund der Komple-

xität und Heterogenität der Pathogenese der PH am ehesten ein Multibiomarker-Panel empfeh-

lenswert, das eine höhere Spezifität gewährleistet und bestenfalls eine Differenzierung der äti-

ologischen Klassen erlaubt (McGlinchey und Johnson 2014). 

5.3.2.2 Fehlende Korrelation der ED-A+-Fibronektin- zur CRP-Serumkonzentration  

Die bereits vorbeschriebene erhöhte Serumkonzentration des Inflammationsmarkers CRP bei 

PH-Patienten (Quarck et al. 2009, Malhotra et al. 2013) konnte im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit bestätigt werden. In Vorarbeiten konnten aus der CRP-Serumkonzentration sogar Kor-

relationen zu klinischen und hämodynamischen Parametern und prognostische Informationen 

zu Morbidität und Mortalität von PAH- oder CTEPH-Patienten abgeleitet werden (Quarck et 

al. 2009, Foris et al. 2013, Malhotra et al. 2013). Zusätzlich zur anerkannten Rolle als Bystander 

entzündlicher Prozesse konnten Wynants et al. die funktionelle Bedeutung von CRP bei 

CTEPH konkretisieren. Sie zeigten, 1.) dass CRP lokal von VSMC und Endothelzellen in durch 

CTEPH-veränderten Lungenarterien produziert wird und, 2.) dass CRP die mitogene Aktivität 

von VSMC, die Adhäsion entzündlicher Zellen an Endothelzellen und die lokale Produktion 

vasokonstriktiver und prothrombotischer Mediatoren erhöht (Wynants et al. 2012). In Bezug 

auf die unterschiedliche Ätiopathogenese der PH konstatierten Mirna et al., dass die Links-

herzinsuffizienz den größten Einfluss auf inflammatorische und Remodelling-Prozesse zu ha-

ben scheint (Mirna et al. 2020). Konkordant dazu wiesen in unseren Messungen Patienten der 

PH-Klasse II die höchste CRP-Serumkonzentration auf.  
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Eine Korrelation der ED-A+-Fn- zur CRP-Serumkonzentration konnte hingegen nicht nachge-

wiesen werden. Frühere Studien haben gezeigt, dass CRP mit hoher Affinität an Fn bindet und 

dies bevorzugt bei niedrigem pH-Wert, wie er im Fall von Entzündungen vorliegt (Salonen et 

al. 1984). Darüber hinaus verbessert CRP die Adhäsion von Monozyten an Fn und stimuliert 

die endotheliale Expression von Adhäsionsmolekülen (Ullah et al. 2020). Die Gültigkeit dieser 

Zusammenhänge für ED-A+-Fn wurde bislang nicht geprüft. Beide Proteine tragen zwar mit 

hoher Wahrscheinlichkeit zur Inflammation im Pathogenesekonzept der PH bei, scheinen aber 

intra- und interindividuellen Regulationen zu unterliegen. Hierbei sollte auch beachtet werden, 

dass die von uns durchgeführten Serummessungen lediglich Momentaufnahmen repräsentieren, 

die Entzündungsreaktion jedoch keinen linearen Prozess im Krankheitsverlauf darstellt. Kurz-

zeitige Peaks der Entzündungsaktivität, die am ehesten durch CRP repräsentiert werden, müs-

sen nicht zwangsweise mit den chronisch-inflammatorischen Veränderungen korrelieren, an 

denen ED-A+-Fn mutmaßlich beteiligt ist. Darüber hinaus ist ungewiss, wie sich die pulmona-

len (peri-)vaskulären Entzündungsprozesse in der Zirkulation abbilden (Man et al. 2008). Eben-

falls ist bislang nicht geklärt, ob die inflammatorischen Prozesse Ursache oder Folge der Re-

modelling-Vorgänge bei PH sind (Guignabert und Dorfmüller 2013). Letztendlich sind weder 

CRP noch ED-A+-Fn lungenspezifisch und für beide Marker ist eine Erhöhung ihrer Serum-

konzentration bei verschiedenen kardiovaskulären, neoplastischen und entzündlichen Erkran-

kungen nachgewiesen, welche ebenfalls als Bias infrage kommen.  

5.3.2.3 Signifikant positive Korrelation der ED-A+-Fibronektin- zur IL-6-Serumkonzentration 

Eine Überexpression von Interleukin-6 (IL-6) ist sowohl bei PAH-Patienten (Humbert et al. 

1995, Selimovic et al. 2009) als auch in PAH-Tiermodellen (Miyata et al. 1995, Bhargava et al. 

1999) nachgewiesen. Hohe IL-6-Serumspiegel sind dabei mit einer ausgeprägteren klinischen 

Symptomatik (Matura et al. 2015) und einer erhöhten Mortalität (Soon et al. 2010, Heresi et al. 

2014) assoziiert. Belastbare Gründe hierfür finden sich in zahlreichen Nachweisen der funkti-

onellen Bedeutung von IL-6 für das pulmonalvaskuläre Remodelling. Steiner et al. zeigten, dass 

Mäuse mit transgener Überexpression von IL-6 bereits unter Normoxie eine spontane PH mit 

deutlichen vaskulären Veränderungen und perivaskulärer Immunzellinfiltration entwickeln, 

welche unter hypoxischen Verhältnissen noch deutlich aggraviert wird (Steiner et al. 2009). 

Umgekehrt zeigten sich IL-6-defiziente Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen teilweise re-

sistent gegenüber Hypoxie-induzierter PH. Ein IL-6-Knockout ging dabei mit einem erniedrig-

ten rechtsventrikulären Druck, einer verminderten rechtsventrikulären Hypertrophie und einer 

geringeren Rekrutierung entzündlicher Zellen in der Lunge einher (Savale et al. 2009). Hypoxie 

induziert die vermehrte Freisetzung von IL-6 aus pulmonalarteriellen Endothelzellen und 
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VSMC, wodurch wiederum über Th17-Zellen und Makrophagen die Aktivierung, Proliferation 

und Migration von VSMC stimuliert wird (Hashimoto-Kataoka et al. 2015, Maston et al. 2018). 

Des Weiteren induziert IL-6 die Transdifferenzierung humaner Lungenfibroblasten in MyoFb 

(Zhong et al. 2005). Als molekulare Basis der genannten Regulationen gilt die Fähigkeit von 

IL-6, die Proteinexpression des BMPR2 zu unterdrücken, dessen Defizienz als Kernelement 

des Umbaus der Lungengefäße anerkannt ist (Brock et al. 2009). Prins et al. unterstrichen die 

Bedeutung von IL-6 speziell für das rechtsventrikuläre Remodelling, indem sie eine Korrelation 

zirkulierender IL-6-Spiegel mit der Schwere der rechtsventrikulären Dysfunktion aufzeigten 

(Prins et al. 2018). 2018 wurde bereits eine offene Phase II-Studie zur Bewertung der Wirk-

samkeit des IL-6-Antikörpers Tocilizumab bei PAH-Patienten initiiert, deren Ergebnisse aktu-

ell jedoch noch ausstehen (Hernández-Sánchez et al. 2018). 

Unsere Messungen fügen diesen Vorarbeiten die Erkenntnis hinzu, dass bei PH-Patienten eine 

signifikant positive Korrelation der ED-A+-Fn- zur IL-6-Serumkonzentration besteht. Dieser 

Zusammenhang bekräftigt – in Verbindung mit der dargelegten Bedeutung von IL-6 für die PH 

– die Notwendigkeit der weiteren Aufklärung der Mechanismen, mit denen ED-A+-Fn zum 

pulmonalvaskulären und rechtsventrikulären Remodelling beiträgt. Bislang liegen keine weite-

ren Studien mit Korrelation der ED-A+-Fn- zur IL-6-Serumkonzentration zum Vergleich vor. 

Für Tenascin-C konnte aber bereits nachgewiesen werden, dass Tenascin-C via TLR-4 die IL-

6-Expression in synovialen Fibroblasten und kardialen MyoFb steigert (Midwood et al. 2009, 

Maqbool et al. 2016). Da ED-A+-Fn ebenfalls den TLR-4 aktivieren und damit die Produktion 

proinflammatorischer Zytokine induzieren kann (Gondokaryono et al. 2007), ist eine ähnliche 

Funktion auch für ED-A+-Fn denkbar. Darüber hinaus gibt es über VSMC und MyoFb zahlrei-

che Schnittschnellen zwischen IL-6 und ED-A+-Fn.  

5.3.3 Korrelationsanalysen zu echokardiografischen Parametern  

5.3.3.1 Signifikant positive Korrelation der ED-A+-Fibronektin-Serumkonzentration zum sys-

tolischen pulmonalarteriellen Druck 

Da die Erhöhung des PAP die Definitionsgrundlage der PH darstellt (Simonneau et al. 2019), 

ist die nachgewiesene positive Korrelation zwischen der ED-A+-Fn-Serumkonzentration und 

dem systolischen PAP möglicherweise die wichtigste Erkenntnis der vorliegenden Arbeit. Die 

plausibelste Erklärung für die Kausalität dieser Korrelation liegt in der Nachlaststeigerung für 

den rechten Ventrikel durch den erhöhten PAP begründet. Durch den resultierenden mechani-

schen Stress werden maladaptive rechtsventrikuläre Remodelling-Prozesse induziert, welche 

unter anderem die Aktivierung und Proliferation von CF, die Differenzierung von CF zu MyoFb 

und die übermäßige cECM-Akkumulation beinhalten (Wang et al. 2003). Eine Beteiligung von 
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ED-A+-Fn an den genannten Vorgängen ist umfangreich vorbeschrieben. Darüber hinaus gibt 

es direkte Beweise, dass eine erhöhte kardiale Druckbelastung eine verstärkte ED-A+-Fn-Ex-

pression triggert (Samuel et al. 1991). Der Zusammenhang zwischen ED-A+-Fn im Serum und 

einem erhöhten rechtsventrikulären systolischen Druck als Surrogat des systolischen PAP 

konnte zuvor im Tiermodell der Monocrotalin-induzierten PH nachgewiesen werden (Franz et 

al. 2016). Im humanen System liefert die vorliegende Arbeit den ersten Beweis der Korrelation 

zwischen ED-A+-Fn und dem systolischen PAP in Bezug auf die PH, doch für andere kardi-

ovaskuläre Pathologien wie beispielsweise die ischämische Kardiomyopathie ist selbiger Zu-

sammenhang bereits belegt (Ziffels et al. 2016).  

Die geschilderten Sachverhalte unterstreichen die Eignung von ED-A+-Fn als zukünftigen Bi-

omarker der PH. Zwar kann die Erkrankung meist auch mittels TTE kostengünstig und nicht-

invasiv diagnostiziert werden (Galiè et al. 2016), jedoch muss bedacht werden, dass die Aussa-

gekraft der TTE von der Erfahrenheit des Untersuchenden abhängt und der tatsächliche PAP 

dadurch teilweise über- oder unterschätzt wird (Fisher et al. 2009). Insbesondere die sichere 

Diagnostik der postkapillären PH, also der PH infolge von Linksherzerkrankungen, erweist sich 

mit der TTE allein als schwierig, wodurch diese PH-Klasse häufig unterdiagnostiziert wird 

(Constantinescu et al. 2013, Doutreleau et al. 2016). Die Genauigkeit der TTE ist auch bei 

Patienten mit fortgeschrittenen Atemwegserkrankungen stark eingeschränkt, was die Diagnos-

tik in PH-Klasse III verkompliziert (Arcasoy et al. 2003). Darüber hinaus stellt die PH ein glo-

bales Gesundheitsproblem mit hoher Prävalenz in ressourcenschwachen Gebieten dar (Hoeper 

et al. 2016b). In Entwicklungsländern mit schlechteren medizinisch-technischen Rahmenbedin-

gungen und mangelnder flächendeckender Verfügbarkeit der Echokardiografie wäre ein simp-

ler Point-of-Care-Test daher eine sinnvolle diagnostische Alternative. Da der systolische PAP 

neben ED-A+-Fn auch mit diversen anderen PH-relevanten Biomarkern korreliert (Dolenc et 

al. 2014, Rohm et al. 2017, Mirna et al. 2020), soll hier nochmals der Ansatz eines Multibio-

marker-Panels als Alternativ- oder Zusatzuntersuchung sowohl zum Screening und zur ätiolo-

gischen Einordnung als auch zur Verlaufsbeurteilung der PH bekräftigt werden.  

5.3.3.2 Fehlende Korrelation der ED-A+-Fibronektin-Serumkonzentration zur TAPSE 

Die TAPSE misst die longitudinale Verkürzung des rechten Ventrikels durch Exkursion der 

Trikuspidalringebene zwischen Enddiastole und Endsystole und wird als echokardiografisches 

Korrelat der rechtsventrikulären Funktion herangezogen. Je kleiner die TAPSE, desto wahr-

scheinlicher ist eine systolische Dysfunktion mit eingeschränkter Kontraktilität des rechten 

Herzens (Cordina et al. 2019). Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass die TAPSE bei PH-Patienten 

stark mit der rechtsventrikulären Ejektionsfraktion (Sato et al. 2013) und mehreren PH-
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relevanten Biomarkern (Prins et al. 2018, Mirna et al. 2020) korreliert. Des Weiteren hat die 

TAPSE hohe prognostische Relevanz für PH-Patienten, wobei eine erniedrigte TAPSE mit ei-

ner höheren FC assoziiert ist (Corciova und Arsenescu-Georgescu 2012) und als Mortalitäts-

prädiktor gilt (Forfia et al. 2006, Mazurek et al. 2017). Ferner kann durch Änderungen der 

TAPSE das Therapieansprechen von PH-Patienten bewertet werden (Shelburne et al. 2019).  

Entgegen der vielversprechenden Vorbefunde konnte in unseren Messungen kein Zusammen-

hang zwischen der ED-A+-Fn-Serumkonzentration und der TAPSE erhoben werden. Dies ist 

mutmaßlich auf die niedrige Probandenzahl zurückführbar. Von insgesamt 120 untersuchten 

Patienten lag der TAPSE-Wert nur von 53 Personen und davon nur von einer Person der Kon-

trollgruppe vor, sodass potenziell signifikante Zusammenhänge zwischen den Parametern 

durch unvollständige Daten in unserer Erhebung verdeckt sein könnten. Zusätzlich soll erwähnt 

werden, dass der Großteil der verfügbaren Daten zur Eruierung der TAPSE im Rahmen der PH 

mit PAH-Patienten erhoben wurde, während in dieser Arbeit ein PH-Kollektiv mit differenten 

Ätiologien betrachtet wurde, von denen lediglich 11% PAH-Patienten waren. Außerdem wur-

den die TTE und die Serummessung der ED-A+-Fn-Konzentration nicht zeitgleich durchgeführt 

und repräsentieren nur Momentaufnahmen, während das rechtsventrikuläre Remodelling einen 

dynamischen Krankheitsprozess darstellt. Unterstützend hierfür legen vorherige Studien nahe, 

dass die rechtsventrikuläre Leistung nicht zwingend durch den Grad der Drucküberlastung de-

terminiert wird (Giusca et al. 2016) und der Zeitpunkt der Verschlechterung der TAPSE im 

Verhältnis zum Einsetzen des Rechtsherzversagens schlecht definierbar ist (Hardziyenka et al. 

2006). Interessanterweise ließ sich in einer ähnlich angelegten Studie auch für Tenascin-C, das 

wie ED-A+-Fn an der krankheitsassoziierten Umgestaltung der cECM beteiligt ist, bei PH-Pa-

tienten ebenfalls kein Zusammenhang zur TAPSE erheben (Rohm et al. 2017). Dies deutet da-

rauf hin, dass ED-A+-Fn möglicherweise ein selektiver Indikator des pulmonalvaskulären – und 

nicht des rechtsventrikulären – Remodellings ist und direkt aus den pathologisch veränderten 

pulmonalen Gefäßen liberiert wird.  

5.3.3.3 Fehlende Korrelation der ED-A+-Fibronektin-Serumkonzentration zur rechtsatrialen 

Fläche  

Ein weiterer Indikator der Schwere der Rechtsherzinsuffizienz bei PH-Patienten ist die echo-

kardiografisch ermittelte rechtsatriale Fläche (RAA) (Raymond et al. 2002, Lang et al. 2005), 

wobei ein Wert über 18 cm² als pathologisch gilt (Rudski et al. 2010). Bezüglich der PH konn-

ten im Vorfeld signifikante Korrelationen der RAA zu klinischen Parametern wie der 6MWD 

(Zafrir et al. 2007), verschiedenen Biomarkern (Rohm et al. 2017, Mirna et al. 2020) als auch 

der TAPSE (Forfia et al. 2006) nachgewiesen werden. Außerdem gilt die Vergrößerung der 
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RAA zum Diagnosezeitpunkt und im Verlauf der Erkrankung als Prädiktor für ein negatives 

Outcome bei PH-Patienten (Bustamante-Labarta et al. 2002, Raymond et al. 2002, Austin et al. 

2015). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wiesen die PH-Patienten ebenfalls eine signifikant 

größere RAA im Vergleich zum Kontrollkollektiv auf. Es konnte jedoch keine Korrelation zwi-

schen der RAA und der ED-A+-Fn-Serumkonzentration nachgewiesen werden.  

Eine krankheitsassoziierte Reexpression von ED-A+-Fn im rechten Vorhof mit räumlicher As-

soziation zu Bereichen mit interstitieller Fibrose konnte zuvor von unserer AG für Patienten 

mit KHK oder Aortenklappenstenose nachgewiesen werden (Franz et al. 2010, Baldinger et al. 

2011). Vermutlich wird das im rechten Vorhof exprimierte ED-A+-Fn nicht in die Zirkulation 

freigesetzt oder unterliegt krankheitsspezifischen Regulationen. Des Weiteren muss bedacht 

werden, dass die RAA signifikant von Alter, Geschlecht, Körperoberfläche und Trainingszu-

stand abhängt (Grünig et al. 2013). In unseren Messungen wurden jedoch die Ist-Werte der 

RAA zur ED-A+-Fn-Serumkonzentration korreliert ohne Berücksichtigung dieser potenziell 

beeinflussenden Faktoren. Weitere mögliche Ursachen der nicht nachweisbaren Korrelation 

wie beispielsweise die niedrige Probandenanzahl, die nicht zeitgleiche Durchführung der TTE 

und des ELISAs oder die selektive Bedeutung von ED-A+-Fn als Biomarker des pulmonalvas-

kulären Remodellings wurden bereits unter 5.3.3.2 detailliert erläutert, sodass diese an dieser 

Stelle nicht erneut angeführt werden.  

 

5.4 Limitationen der Konzentrationsbestimmungen von ED-A+- und ED-

B+-Fibronektin im Rahmen dieser Arbeit  

Um eine hohe Sensitivität und Spezifität der generierten Messergebnisse zu erzielen und deren 

bestmögliche Reproduzierbarkeit zu gewährleisten, wurden verschiedene Maßnahmen ergrif-

fen, die in den vorangegangenen Abschnitten umfangreich ausgeführt wurden. Dennoch unter-

lag die Bestimmung der Serumkonzentrationen von ED-A+- und ED-B+-Fn im Rahmen dieser 

Arbeit einigen Limitationen, die bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden 

müssen und auf die daher im Folgenden detaillierter eingegangen werden soll.  

5.4.1 Limitationen des Patientenkollektivs 

Zuerst ist erwähnenswert, dass die statistischen Tests die Unterschiede zwischen Patienten- und 

Kontrollgruppe, aber vor allem zwischen den einzelnen ätiologischen PH-Klassen aufgrund der 

geringen Probandenanzahl mutmaßlich unterschätzen. Dies wird zusätzlich aggraviert, indem 

einzelne verglichene Parameter nur von einem Teil des Studienkollektivs vorlagen. Des Wei-

teren ist eine gewisse Heterogenität in Bezug auf die klinischen Charakteristika von Kontrollen 

und PH-Patienten auffällig. Obwohl die Kontrollgruppe nicht aus gesunden Probanden, sondern 
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ebenfalls aus älteren, kardial vorerkrankten Menschen bestand, präsentierten sich die PH-Pati-

enten tendenziell mit einem höherem kardiovaskulären Risikoprofil. Dies drückt sich nicht nur 

in einer verminderten Leistungsfähigkeit im Sinne einer erhöhten FC, sondern auch in einer 

Mehrbelastung durch relevante Komorbiditäten aus. Eine Beteiligung von ED-A+- und / oder 

ED-B+-Fn an zahlreichen systemischen Erkrankungen wie Atherosklerose (Matter et al. 2004, 

Babaev et al. 2008, Santovito und Weber 2015), arterieller Hypertonie (Takasaki et al. 1992, 

Farhadian et al. 1995, Sabri et al. 1995), Diabetes mellitus (Roy et al. 1996, Kanters et al. 2001, 

White et al. 2008) oder rheumatoider Arthritis (Berndt et al. 1998, Voskuyl et al. 1998, Mehta 

et al. 2018) ist in der Literatur umfangreich vorbeschrieben. Überdies ist das Alter aufgrund der 

großen Altersspanne innerhalb der Studienpopulation (21 bis 92 Jahre) und der signifikant jün-

geren Kontrollgruppe als möglicher Confounder zu berücksichtigen. Es ist bekannt, dass es mit 

steigendem Lebensalter zu einem exponentiellen Anstieg von pFn kommt. Diese altersabhän-

gige Überproduktion wird als mögliche Kompensation der abnehmenden Qualität der Zellad-

häsionseigenschaften des von seneszenten Fibroblasten sezernierten Fn diskutiert (Labat-

Robert et al. 1981). Darüber hinaus scheint auch das alternative Splicing des Fn-Gens mit dem 

Alter und einigen altersassoziierten Pathologien zu variieren (Labat-Robert und Chevalier 

1991). Bei der Quantifizierung der ED-A+- bzw. ED-B+-Fn-Serumkonzentration im Rahmen 

dieser Arbeit wurde die altersabhängige Dynamik der genannten Splicing-Formen nicht berück-

sichtigt. Folglich wird für zukünftige Studien mit einer größeren Probandenanzahl ein Matching 

der Patientengruppen anhand ihres Alters und ihrer Vorerkrankungen vorgeschlagen, um die 

angeführten Fehlerquellen zu vermeiden.   

5.4.2 Messtechnische und untersuchungsmethodische Limitationen  

5.4.2.1 Unspezifische Bindungen und Kreuzreaktivität  

Standardmäßig binden im ersten Schritt eines ELISAs Antigen oder Antikörper durch passive 

Adsorption an eine Mikrotiterplatte (Stevens et al. 1995); stattdessen wurden die Platten in den 

hier genutzten Protokollen zur Quantifizierung von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn mit Gelatine be-

schichtet. Da die Kollagenbindedomäne in sämtlichen Fn-Isoformen exprimiert wird (Selmer 

et al. 1984) und die beschriebenen ELISAs somit mit einer unspezifischen Bindung beginnen, 

muss die Sensitivität der Methode trotz darauffolgender Nutzung ED-A+- bzw. ED-B+-spezifi-

scher Primärantikörper kritisch diskutiert werden. Durch Konkurrenz um die vorhandenen Bin-

dungsstellen führt eine starke Ungleichverteilung der Fn-Isoformen in der zu quantifizierenden 

Probe zur kompetitiven Hemmung durch die im Überschuss vorhandene Isoform, wodurch ED-

A+- bzw. ED-B+-Fn-Moleküle in den betreffenden Serumproben nicht ausreichend binden und 

detektiert werden könnten. Ebenfalls denkbar ist eine Bindung anderer Serumbestandteile mit 
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Affinität zu Kollagenen an Gelatine als Capturing-Substanz, wodurch weniger Bindungsstellen 

für die betreffenden Fn-Spleißvarianten zur Verfügung stehen würden. Ein Teil der Kollagen-

Bindungspartner wie Thrombozyten oder Gerinnungsfaktoren ist zwar durch die Verwendung 

von Serum statt Plasma eliminiert, jedoch ist beispielsweise auch die Bindung von Serumal-

bumin an Kollagen beschrieben (Meltzer und Silberberg 1988).  

Insbesondere beim indirekten ELISA muss auch die Möglichkeit unspezifischer Bindungen und 

Kreuzreaktivitäten aufgrund der größeren Anzahl notwendiger Versuchskomponenten bedacht 

werden (Konstantinou 2017). Zur Bewertung der Spezifität des neu etablierten ED-B+-Fn-    

ELISAs wurden drei modifizierte Protokolle durchgeführt, bei denen jeweils ein Reagenz des 

vollständigen ELISAs entfernt wurde. Unter Anwendung der modifizierten Protokolle konnte 

zwar nur bei vollständigem Versuchsaufbau ein starkes Farbsignal generiert werden, doch auch 

bei Verzicht auf den Primär- bzw. Sekundärantikörper war eine zwar deutlich schwächere, aber 

dennoch vorhandene Extinktion eruierbar. Hierdurch ist von einer geringfügigen unspezifi-

schen Interaktion der einzelnen Reagenzien auszugehen, welche die anhand der optischen 

Dichte gemessene Serumkonzentration von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn tendenziell überschätzen 

oder sogar zu falsch-positiven Ergebnissen führen könnte. Ein gegenläufiger Effekt könnte 

durch den Sekundärantikörper zustande kommen. Durch die Notwendigkeit eines Sekundäran-

tikörpers lässt sich im indirekten ELISA zwar eine Signalamplifikation erreichen, jedoch wird 

auch ein höheres Hintergrundsignal erzeugt und möglicherweise das gesamte Nettosignal ver-

ringert (Lin 2015b).  

5.4.2.2 Adhäsivität von Fibronektin und Instabilität seiner Spleißvarianten  

Eine weitere mögliche Fehlerquelle ergibt sich durch die Adhäsivität von Fn selbst. Zwar bindet 

die Kollagenbindedomäne weitaus stärker an denaturiertes Kollagen (Gelatine) als an natives 

Kollagen (Engvall und Ruoslahti 1977), doch durch die Vielzahl von Domänen für die Interak-

tion mit zellulären und azellulären Komponenten könnte sich Fn potenziell auch unspezifisch 

mit den zur Probenverdünnung genutzten Tubes, (nicht beschichteten Bereichen) der Mikroti-

terplatte oder den im ELISA verwendeten Antikörpern vernetzen. Detaillierte Untersuchungen 

der Kollagenbindedomäne mittels Radioimmunoassay haben ergeben, dass Fn nicht nur an wei-

tere ECM-Proteine, sondern auch an Serumproteine wie Albumin bindet (Engvall et al. 1978). 

Folglich würde einerseits eine Bindung an Albumin die Detektion von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn 

im gelatinebasierten ELISA verhindern und andererseits muss eine systematische Beeinflus-

sung der Messergebnisse durch schwankende Serumalbuminspiegel bedacht werden. Darüber 

hinaus ist bekannt, dass die Adsorption von Fn an Polystyroloberflächen durch deren Hydro-

phobie und Hydrophilie beeinflusst wird und eine Konkurrenz mit anderen Serumproteinen um 
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die Bindung an jenen Oberflächen auftritt (Klebe et al. 1981, Grinnell und Feld 1982). Wenn 

Fn mit Serumproteinen wie α1-Antitrypsin, α2-Makroglobulin oder Albumin um die Adsorption 

an Polystyroloberflächen konkurriert, wird die Adsorption beider Proteine verringert (Curtis 

und Forrester 1984). In Bezug auf die vorliegende Arbeit wurden präventiv zur Lagerung und 

Vorbereitung der Reagenzien ausschließlich spezielle low binding tubes benutzt, welche durch 

eine hydrophile Polymerbeschichtung die Probenbindung an die Tube-Oberfläche erheblich mi-

nimieren. Die Interaktion von Fn mit humanen Serumkomponenten und anderen Kunststoff-

oberflächen während der Durchführung der ELISAs kann dadurch jedoch nicht suffizient ver-

hindert werden.  

Ein weiterer diskutabler Aspekt ist die Instabilität der untersuchten Fn-Spleißvarianten. Eine 

zusätzliche Typ III-Homologieeinheit oder alternativ gespleißte Sequenz kann im Fn-Molekül 

signifikante Auswirkungen auf die Substratbindungseigenschaften und die Zelladhäsion ver-

mitteln (Lewandowska et al. 1988). Weiterführende Arbeiten hierzu konnten zeigen, dass so-

wohl die Inklusion der ED-A+ als auch der ED-B+ die Zelladhäsion von Fn zusätzlich verstärken 

(Xia und Culp 1995, Chen und Culp 1996). Darüber hinaus fanden Zardi et al. heraus, dass der 

Einschluss der ED-B+ das Fn-Molekül anfälliger für proteolytischen Verdau macht (Zardi et al. 

1987). Zusätzlich muss die permanente Degradation von Fn durch seine autokatalytische Ei-

genschaft und Matrix-Metalloproteinasen bedacht werden (Steffensen et al. 2011). Es gibt sogar 

Evidenz, dass ED-A+-Fn infolge pathologischer Remodelling-Prozesse bereits in vivo in einer 

fragmentierten Form in den Blutkreislauf sezerniert wird (Warawdekar et al. 2006). All diese 

Faktoren erschweren die sichere und reproduzierbare Quantifizierung von ED-A+- bzw. ED-

B+-Fn mittels ELISA.  

5.4.2.3 Art, Alter und Asservierung der Proben und Reagenzien  

Für die Quantifizierung via ELISA scheint es entscheidend, ob die Fn-Spleißvarianten in Serum 

oder Plasma detektiert werden. Für die hier dargelegten Untersuchungen standen lediglich Se-

rumproben zur Verfügung; mehrere Publikationen belegen jedoch eine höhere ED-A+-Fn-Kon-

zentration im Plasma als im Serum (Boccardo et al. 1986, Ylätupa et al. 1993). Dies ist wahr-

scheinlich auf die Bindung von Fn an Fibrin im Rahmen der Blutgerinnung zurückzuführen 

(Engvall et al. 1978, Ylätupa et al. 1993), welches bei der Gewinnung von Serum entfernt wird. 

Des Weiteren wird Fn sehr leicht durch Proteasen abgebaut, wenn es nicht – wie im Plasma – 

durch Proteaseinhibitoren geschützt wird (Selmer et al. 1984). 

Für eine exakte Datenerhebung sind ebenfalls Alter und Asservierung der Proben entscheidend. 

Bereits Selmer et al. publizierten erhebliche Unterschiede in der messbaren pFn-Konzentration 

in Abhängigkeit von der Probenlagerung, wobei in deren Gelatine-ELISA nach fünf Tagen nur 
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noch weniger als 1% des ursprünglichen Fn-Gehalts detektiert werden konnte (Selmer et al. 

1984). Studien zur Lagerung von gefrorenen Plasma- und Serumproben zeigten zudem, dass 

die ED-A+-Fn-Konzentration bei Lagerung bei -20°C deutlich schneller abnahm als bei -70°C 

(Ylätupa et al. 1993). Diese Abnahme scheint neben der Temperatur auch abhängig von der 

Dauer des Einfrierens. Hierzu liegen einerseits Daten vor, die ein konstantes Absinken des Fn-

Gehalts im zeitlichen Verlauf darlegen (Ylätupa et al. 1993), und anderseits Studien, die einen 

unvorhersehbaren und variablen Verlust mit der Zeit annehmen (Boccardo et al. 1986).  

Aufgrund des retrospektiven Studiendesigns war in der hier vorliegenden Arbeit keine Einfluss-

nahme auf die initiale Probengewinnung und -lagerung möglich. Da der Zeitraum der Patien-

tenrekrutierung mehrere Jahre umfasste, variierte entsprechend auch die Lagerungszeit der ver-

wendeten Serumproben. Des Weiteren wurden durch die mehrfache Durchführung beider Fn-

ELISA-Protokolle zur Methodenvalidierung sowohl die Patientenproben als auch das für die 

Standardreihe genutzte ED-A+- bzw. ED-B+-Fn unterschiedlich oft aufgetaut und wieder ein-

gefroren. Die Serumproben und die Fn-Standards wurden stets im Kühlschrank langsam aufge-

taut, im aufgetauten Zustand auf Eis gelagert und unmittelbar nach deren Verwendung in flüs-

sigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die für die ELISAs verwendeten Fn-

Standards sowie die Primär- und Sekundärantikörper wurden direkt nach Erhalt aliquotiert, um 

wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen zu vermindern und das Risiko von Kontaminationen beim 

Pipettieren zu minimieren. Dennoch ließ sich in vergleichenden Messungen (erstmals aufge-

tauter Fn-Standard und Antikörper versus zwei- bzw. dreifach aufgetauter Fn-Standard und An-

tikörper) feststellen, dass die Extinktionswerte der Standardreihe und der Serumproben mit der 

Anzahl der Auftauzyklen progredient abnahmen. Dies bestätigt die Beobachtung von Boccardo 

und Mitarbeitern, dass wiederholtes Einfrieren und Auftauen aufgrund der Präzipitation wäh-

rend des Auftauens zu einer signifikanten Reduktion des ED-A+-Fn-Gehalts in gefrorenen Plas-

maproben führt (Boccardo et al. 1986).  

Vor diesem Hintergrund scheint es inadäquat, die Konzentration von ED-A+- bzw. ED-B+-Fn 

in frischen Proben mit länger gelagerten Proben zu vergleichen. Die geschilderten Zusammen-

hänge implizieren, dass nach mehrjähriger Asservierung Messwerte generiert werden, die nicht 

zuverlässig die tatsächliche In-vivo-Konzentration wiedergeben. Eine Quantifizierung der ED-

A+- bzw. ED-B+-Fn-Konzentration zu diagnostischen Zwecken sollte daher zukünftig direkt 

nach der Probengewinnung und im Rahmen prospektiver Studiendesigns realisiert werden. Ins-

besondere da beide ELISAs innerhalb der eigenen AG entwickelt wurden und es sich beim ED-

B+-Fn-ELISA um ein neu etabliertes Protokoll handelt, sollte deren Intra- und Inter-Assay-Prä-

zision an weiteren Kollektiven mit einheitlich asservierten Proben validiert werden.  
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5.5 ED-A+-Fibronektin als potenzieller Biomarker und Zielstruktur für 

antikörperbasierte Therapiekonzepte  

Perspektivisch ist die Etablierung valider Screening-Marker zur schnellen und sicheren Initial-

diagnostik der PH wünschenswert. Umfangreiche Vorarbeiten legen bereits die multifaktorielle 

Beteiligung von ED-A+-Fn an verschiedenen kardiovaskulären Erkrankungen nahe (Tan et al. 

2004, Arslan et al. 2011, Booth et al. 2012, Pupek et al. 2018). In Bezug auf die PH konnte die 

anhand eines murinen PH-Modells unserer AG beschriebene erhöhte ED-A+-Fn-Serumlibera-

tion (Franz et al. 2016) im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch im humanen System bestätigt 

werden. Zusätzlich konnte die Serumkonzentration von ED-A+-Fn als unabhängiger Prädiktor 

für das Vorliegen einer PH identifiziert werden, was dessen potenzielle Eignung für die initiale 

Diagnosestellung und Abschätzung der Individualprognose von PH-Patienten unterstreicht.  

Ergänzend zur Erforschung neuer Biomarker ist aufgrund der deutlich eingeschränkten Lebens-

qualität und der hohen Mortalität eine Verbesserung der therapeutischen Optionen für PH-Pa-

tienten erstrebenswert, welche idealerweise über eine Symptomkontrolle hinaus eine Heilung 

der Erkrankung ermöglichen. Hierzu ist es vonnöten, gezielt in die Entstehungsmechanismen 

der pathologischen Remodelling-Prozesse einzugreifen. Ein praktischer Aspekt hierbei ist, dass 

ED-A+-Fn in starker räumlicher Assoziation zu (neo-)vaskulären Strukturen exprimiert wird 

(Villa et al. 2008, Franz et al. 2010) und damit leicht zugänglich für intravasal applizierte diag-

nostische oder therapeutische Agenzien ist. Da die Pathogenese der PH wesentlich durch pul-

monalvaskuläre Veränderungen und perivaskuläre Immunzellinfiltration geprägt ist (Huber et 

al. 2015, McLaughlin et al. 2015), könnte durch ED-A+-Fn direkt und lokal das pathologisch 

veränderte Gewebe adressiert werden.  

Eine Schlüsselrolle in der Entwicklung solcher Targeted-Therapy-Konzepte nehmen small im-

munoproteins (SIP) ein. Hierbei handelt es sich um humane, einkettige Polypeptide, welche 

rekombinant durch kovalente Verbindung der variablen (antigenbindenden) Regionen eines 

monoklonalen Antikörpers hergestellt werden. Die hohe Affinität und Spezifität der Antikörper 

für die zugehörigen Antigene bleibt hierbei in einem wesentlich kleineren Molekül erhalten, 

welches zudem durch fehlende Komplementaktivierung nicht zytotoxisch wirken kann (Bird et 

al. 1988). Mit SIP-F8 ist ein ED-A+-Fn-spezifischer Antikörper für die molekulare Bildgebung 

von Gefäßstrukturen verfügbar (Villa et al. 2008). Dieser wurde weitreichend in der Tumorfor-

schung genutzt, wobei SIP-F8 die exakte Differenzierung sowohl zwischen neoplastischen und 

inflammatorischen Pathologien als auch zwischen benignen und malignen Tumorsubtypen er-

möglicht (Rybak et al. 2007b, Schliemann et al. 2009, Berndt et al. 2010). In Bezug auf kardi-

ovaskuläre Erkrankungen wurde SIP-F8 beispielsweise zur Visualisierung atherosklerotischer 
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Plaques (Fiechter et al. 2011) oder der chronischen Abstoßungsreaktion nach Herztransplanta-

tion (Franz et al. 2010) angewendet.  

In modernen Diagnostik- und Therapieverfahren kann durch Kopplung der SIP mit bioaktiven 

Payloads wie Arzneimitteln, Zytokinen oder Radionukliden eine höhere Selektivität für be-

stimmte Gewebe bei verringerter Systemtoxizität erreicht werden (Wu und Senter 2005, Casi 

und Neri 2012). Immunzytokine sind derartige biopharmazeutische Proteine, welche die Krank-

heitsspezifität bestimmter Antikörper mit den immunmodulatorischen Eigenschaften von Zy-

tokinen fusionieren und dadurch einen hohen Stellenwert in der Behandlung von kanzerösen, 

chronisch-inflammatorischen und autoimmunen Erkrankungen erreicht haben (Bootz und Neri 

2016). Da ED-A+-Fn als großes Glykoprotein mit einer langen Halbwertszeit stabil in der ECM 

abgelagert wird, ist es ausgezeichnet als Zielstruktur für Immunzytokine geeignet (Franz et al. 

2014). Vaskuläres Targeting von ED-A+-Fn durch Konjugation von F8 mit Interleukinen, Zy-

tostatika oder Photosensibilisatoren konnte an mehreren Tumorentitäten bereits eine präzisere 

Akkumulation der Wirkstoffe in der tumorösen Mikrovaskulatur und damit eine gesteigerte 

Therapieeffizienz erreichen (Frey et al. 2010, Perrino et al. 2014, Acker et al. 2016, Ziffels et 

al. 2019). Derart vielversprechende Ergebnisse sind offenbar auch auf kardiovaskuläre Patho-

logien übertragbar, denn das Prinzip einer SIP-F8-basierten gezielten Abgabe von antiinflam-

matorischen und antiproliferativen Zytokinen an die Gefäßwand konnte von unserer AG erfolg-

reich an einem heterotopen Rattenherztransplantationsmodell demonstriert werden (Franz et al. 

2013, Franz et al. 2015b). Da die mit Allotransplantat-Vaskulopathie verbundenen histopatho-

logischen Gefäßveränderungen im Wesentlichen denen bei der PH entsprechen (Suzuki et al. 

2010, Franz et al. 2016), sollten ähnliche Experimente zukünftig auch an im Rahmen der PH 

veränderten Lungengefäßen durchgeführt werden.  

In Zusammenschau der zahlreichen Vorarbeiten mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 

ist die Eignung von ED-A+-Fn sowohl als Biomarker als auch als potentes Target für antikör-

perbasierte Diagnose- und Therapiestrategien definitiv möglich. Bezüglich der PH muss jedoch 

das experimentelle Wissen auf diesem Gebiet zunächst erweitert und konkretisiert werden, be-

vor perspektivisch eine klinische Implementation denkbar ist.  
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6 Schlussfolgerungen 

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit stand die Analyse der Serumkonzentrationen der fetalen 

Fn-Varianten ED-A+- und ED-B+-Fn bei Patienten mit PH. Hierbei wurden sowohl Konzentra-

tionsunterschiede in Abhängigkeit von der Ätiologie der PH als auch mögliche Assoziationen 

zu bereits zur Diagnostik und Verlaufskontrolle der PH angewandten klinischen, laborchemi-

schen und echokardiografischen Parametern untersucht. Die Bestimmung der Serumkonzent-

rationen erfolgte mittels ELISA, wobei im Fall von ED-A+-Fn auf ein bereits in unserer AG 

entwickeltes Protokoll zurückgegriffen werden konnte; für die Bestimmung von ED-B+-Fn 

wurde ein neues ELISA-Protokoll etabliert.  

 

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:   

 

- Durch die Verwendung von C6 als Detektionsantikörper gelang die Etablierung eines 

bislang nicht verfügbaren, nicht-kompetitiven, indirekten ELISAs zur spezifischen De-

tektion von ED-B+-Fn in humanem Serum. Eine Übertragbarkeit des ELISAs auf das 

murine System ist aufgrund der Kreuzreaktivität der Antikörper hochwahrscheinlich, 

muss jedoch noch experimentell verifiziert werden.   

 

- Patienten mit PH wiesen eine im Vergleich zu Patienten mit anderweitig kardiovasku-

lär erhöhtem Risikoprofil eine höhere Serumkonzentration von ED-A+-Fn, nicht jedoch 

von ED-B+-Fn auf. Hierdurch wird einerseits deutlich, dass die krankheitsassoziierte 

Reexpression fetaler Fn-Varianten unterschiedlichen Regulationsmechanismen unter-

liegt und andererseits wird ED-A+-Fn als potenzieller Biomarker des pulmonalvasku-

lären und myokardialen Remodellings identifiziert.  

 

- Bei separater Analyse der ED-A+-Fn-Serumkonzentrationen in den differenten ätiolo-

gischen Subgruppen der PH wiesen lediglich die PH-Klassen I (PAH), II (PH infolge 

einer Linksherzerkrankung) und III (PH infolge einer Lungenerkrankung) erhöhte ED-

A+-Fn-Serumspiegel im Vergleich zum Kontrollkollektiv auf, nicht jedoch die PH-

Klasse IV (CTEPH). Die Bestimmung von ED-A+-Fn im Serum ist somit perspektivisch 

zur ätiologischen Einteilung der PH geeignet. Im Hinblick auf die unterschiedliche Pa-

thophysiologie der PH-Klassen wird hierdurch die Bedeutung von ED-A+-Fn für chro-

nisch-inflammatorische Prozesse, im Speziellen für das pulmonalvaskuläre Remo-

delling, unterstrichen.  
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- Innerhalb des Gesamtkollektivs bestand eine signifikant positive Korrelation der ED-

A+-Fn-Serumkonzentration zum Herzinsuffizienzmarker BNP, zum Inflammationsmar-

ker Interleukin-6 und zum echokardiografisch ermittelten systolischen pulmonalarteri-

ellen Druck. Des Weiteren ergab sich ein inverser Zusammenhang mit der 6-Minuten-

Gehstrecke. Diese Ergebnisse qualifizieren ED-A+-Fn als potenziellen Biomarker für 

die Erstdiagnostik und Verlaufsbeurteilung der PH sowie als valides Surrogat der All-

tagskompetenz der Patienten. 

 

- ED-A+-Fn konnte als unabhängiger Prädiktor für das Vorliegen einer PH identifiziert 

werden, wodurch erneut dessen Eignung für die initiale Diagnosestellung und Abschät-

zung der Individualprognose von PH-Patienten nahegelegt werden kann.  

 

- ED-A+-Fn wird krankheitsspezifisch in starker räumlicher Assoziation zu vaskulären 

Strukturen im Gewebe reexprimiert und in die Zirkulation liberiert und eignet sich auf-

grund dessen hervorragend als Zielstruktur für intravasal applizierte diagnostische    

oder therapeutische Agenzien. Da mit SIP-F8 bereits ein ED-A+-Fn-spezifischer mo-

noklonaler Antikörper zur Verfügung steht, könnte zeitnah mit der Testung von Tar-

geted-Therapy-Konzepten für die PH begonnen werden.  

 

- Für weiterführende Studien zur Thematik ist es empfehlenswert, ein größeres Patien-

tenkollektiv zu untersuchen und die Serummessungen der ED-A+- bzw. ED-B+-Fn-Kon-

zentration parallel oder in kurzem zeitlichen Abstand zur Probenentnahme durchzu-

führen, um Messfehler durch die Degradation der Proteine zu minimieren.  
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