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. Zusammenfassung/Abstract (deutsch/englisch)

Zusammenfassung

Hintergrund: Die pulmonalarterielle Hypertonie (PAH) ist eine atiologisch heterogene,
proliferative kardiovaskulare Erkrankung, die mit einer hohen Mortalitat einhergeht.
Zirkulierende Endothelzellen (circulating endothelial cells, CECs) werden als
potentielle Biomarker zur Diagnose und Verlaufsbeurteilung bei PAH diskutiert. Die
aktuell verfigbaren Methoden zur Isolierung und Quantifizierung dieser Zellen sind
aber zeit- und arbeitsaufwendig.

Fragestellung: Ziel dieser Studie war es, eine auf Microfluidics-Technologie
basierende Plattform zur Messung von CECs zu entwickeln und diese bei PAH-

Patienten zu validieren.

Methoden: Basierend auf einer aus Vorarbeiten verfligbaren polymerischen
diagnostischen Plattform zur Quantifizierung endothelialer Progenitorzellen
(endothelial progenitor cells, EPCs) wurde ein modifizierter Microfluidics-basierter
Chip fr die CEC Messung entwickelt. Humanes Vollblut wurde gesammelt und in die
Microfluidics-Plattform injiziert. Hier erfolgte die Bindung der Zellen an anti-CD146
Antikdrper-tragende Mikrosaulen. Nach Komplettierung der

immunfluoreszenzbasierten Farbungen wurden die Zellen ausgezahilt.

Ergebnisse: Zuerst wurde der CEC Chip gegen konventionelle Durchflusszytometrie
validiert (r=0.89, n=7). Danach wurden die CEC Zahlen von 66 weiblichen PAH-
Patienten mit denen von Kontrollpatienten ohne PAH verglichen. Es konnte eine
signifikante, drei- bis finffache Erhéhung der CEC Zahlen bei PAH gezeigt werden (p
< 0.001). Diese war unabhangig von der Subgruppenzugehérigkeit der PAH-
Patienten (idiopathische/hereditare PAH, Medikamenten-induzierte PAH und
Connective Tissue Disease-assoziierte PAH). Eine Korrelation zu den potentiell den
Krankheitsverlauf beeinflussenden Faktoren Alter und Body Mass Index bestand
nicht.

Diskussion: Der Microfluidics CEC Chip ist zur schnellen und verlasslichen
Bestimmung der CEC Zahl geeignet. Der Chip benétigt 200-400 pl Vollblut und bietet



potentiell die Grundlage fir ein bettseitiges Screening von Patienten mit PAH oder
anderen mit GefaBschaden assoziierten Erkrankungen.



Abstract

Background: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a proliferative cardiovascular
disease of heterogeneous etiology. PAH is still associated with a high mortality.
Thus, methods allowing for a timely diagnosis and adequate risk-stratification are
highly warranted. Circulating endothelial cells (CECs) have been discussed as
potential biomarkers in patients with PAH. However, current protocols for isolation

and quantification of these cells are laborious and time-consuming.

Objective: The aim of this study was to develop a disposable microfluidic chip
platform capable of enumerating CECs and to test whether CECs measured by this

device may serve as useful biomarker in patients with PAH.

Methods: We previously developed a polymeric cell-affinity microfluidic diagnostic
platform for the enumeration of human endothelial progenitor cells (EPC). Herein, we
developed a modified chip for CEC detection. Human whole blood was collected and
injected into microfluidic chips containing microcolumns pre-coated with anti-CD146
antibodies. Captured cells were immunofluorescently stained for additional stem and
endothelial cell markers and enumerated by fluorescence microscopy.

Results: The CEC capture chip was initially validated against conventional flow
cytometry (r=0.89, n=7). In a cohort of 66 patients with three types of PAH
(idiopathic/heritable, drug-induced, and connective tissue disease), CEC numbers
were significantly increased 3-5 fold in PAH subjects vs. matched controls (p < 0.001)
and CEC numbers were comparable across PAH sub-classes. However, they were
not related to the potential disease modifiers age and body mass index.

Discussion: The CEC capture chip allows for a rapid and reliable detection of CECs.
The device requires 200-400 uL of whole blood and can potentially be automated.
Thus, it may serve as a bedside test for the screening and monitoring of patients with
PAH and other diseases related to vascular injury.



Il. Anteilserklarung und eidesstattliche Versicherung

Eidesstattliche Versicherung

.lch, Hannes Sallmon, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige
Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Microfluidics-
basierte Quantifizierung zirkulierender Endothelzellen bei pulmonalarterieller
Hypertonie® selbststédndig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine
anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform
Requirements for Manuscripts (URM)* des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich
gemacht. Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten,
Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere
Abbildungen, Graphiken und Tabellen) entsprechen den URM (s.0) und werden von
mir verantwortet.

Mein Anteil an der ausgewdahlten Publikation entspricht dem, der in der

untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem Betreuer angegeben ist.
Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen

einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches)

sind mir bekannt und bewusst.”

22.03.2017 (Unterschrift Hannes Sallmon)



Ausfihrliche Anteilserklarung an der erfolgten Publikation

Publikation: Sallmon H, Hatch A, Plouffe BD, Murthy SK, Hansmann G: Circulating
endothelial cell quantification by microfluidics-chip in pulmonary arterial hypertension.
Am J Respir Cell Mol Biol. 2017; 56, 680-682.

Beitrag im Einzelnen:

Die Entwicklung des vorgestellten Microfluidics-basierten CEC Chips fuBBt auf einer
Vorarbeit, in der erstmals das verwendete Prinzip der Microfluidics-Technologie zur
Quantifizierung humaner endothelialer Vorlauferzellen und ihre Anwendung bei
kardiovaskularen Erkrankungen demonstriert wurde. Herr Sallmon war an der
Rekrutierung der Studienteilnehmer, Datenerhebung und -auswertung dieser Studie
beteiligt und ist Koautor der entsprechenden Veréffentlichung (Hansmann G, Plouffe
BD, Hatch A, von Gise A, Sallmon H, Zamanian RT, Murthy SK: Design and
Validation of an Endothelial Progenitor Cell Microfluidic Capture Chip: Application in
Patients with Pulmonary Hypertension. J Mol Med. 2011; 89, 10: 971-983. IF 4,855).
In der aktuellen Arbeit wurde ein modifizierter Chip zur Quantifizierung zirkulierender
Endothelzellen entwickelt. Herr Sallmon war an der Konzeption dieser Modifikation
beteiligt (Auswahl der Antikérper, Verdinnungen etc.). Er rekrutierte
Studienteilnehmer, flhrte Blutenthnahmen und die Erhebung demographischer und
medizinischer Daten durch. Zudem analysierte er eigenverantwortlich die Daten und
wertete diese statistisch aus. Er verfasste das Manuskript, erstellte die Abbildungen
und Tabellen und fihrte die Korrespondenz mit dem Journal wahrend des
Begutachtungsprozesses. Der Aufenthalt des Doktoranden am Boston Children’s
Hospital der Harvard Medical School wurde durch Stipendien des Deutschen
Akademischen Austauschdienstes und der Boehringer Ingelheim Foundation
unterstutzt.

22.03.2017 (Unterschrift Hannes Sallmon)



lll. Auszug aus der Journal Summary List (ISI Web of Knowledge)
Das American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology liegt in der
Kategorie “Respiratory System” der Journal Summary List (ISI Web of Knowledge)
des Journal Citation Reports auf der Perzentile 83,62 (10/58) mit einem Impactfaktor
von 4,082 und einem Eigenfaktor von 0,02118 (Stand Februar 2017).

i Journal .
Full Journal Title Total Cites Impact Eigenfactor Score
Factor ~
1 Lancet Respiratory Medicine 2,343 15.328 0.01200
AMERICAN JOURNAL OF
2 RESPIRATORY AND CRITICAL 53,045 13.118 0.09232
CARE MEDICINE
EUROPEAN RESPIRATORY
3 JOURNAL 30,252 8.332 0.05287
4 THORAX 19,740 8.121 0.03302
JOURNAL OF HEART AND
= LUNG TRANSPLANTATION 4,788 1789 Hif2as
6 CHEST 44,914 6.136 0.07151
7 Journal of Thoracic Oncology 10,099 5.040 0.03484
AMERICAN JOURNAL OF
PHYSIOLOGY-LUNG CELLULAR
8 AND MOLECULAR 12,944 4721 0.01663
PHYSIOLOGY
9 Journal of Breath Research 1,081 4177 0.00236
AMERICAN JOURNAL OF
10 RESPIRATORY CELL AND 11,341 4.082 0.02118

MOLECULAR BIOLOGY



IV. Druckexemplar der Publikation

Sallmon H, Hatch A, Plouffe BD, Murthy SK, Hansmann G: Circulating endothelial
cell quantification by microfluidics-chip in pulmonary arterial hypertension. Am J
Respir Cell Mol Biol. 2017; 56, 680-682.



Der Volltext wird aus datenschutzrechtlichen Griinden nicht veroffentlicht. Er ist
verfugbar unter folgendem Link:

http://dx.doi.org/10.1165/rcmb.2017-0026LE

Am J Respir Cell Mol Biol. 2017 May;56(5):680-682. doi: 10.1165/rcmb.2017-
0026LE.
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V. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht verdffentlicht.
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