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Einleitung 1

1  Einleitung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Effekte von zur Therapie der pulmonalen Hyperto-
nie (PH) zugelassenen Medikamenten auf die lastunabhéngige Funktion des rechten
Ventrikels sowohl im klinischen Kontext als auch unter standarisierten Bedingungen im
Tierversuch. Der entscheidende Pathomechanismus der pulmonalen Hypertonie ist eine
Zunahme des pulmonalvaskularen Widerstandes. Infolgedessen steigt die Nachlast des
rechten Ventrikels, welcher nun mit einer Zunahme der Kontraktilitét reagieren muss, um
das Schlagvolumen aufrechtzuerhalten. Die Fahigkeit des rechten Ventrikels sich an die
Nachlast zu adaptieren ist entscheidend fur die Symptomatik und den Verlauf der Er-
krankung. Der Status der Adaptation von Kontraktilitdt und Nachlast wird durch die last-
unabhangige rechtsventrikuléare Funktion beschrieben, welche als Ratio der Kontraktilitat
und Nachlast messbar ist und auch als ventrikuloarterielle Kopplung (RV-PA Coupling)
bezeichnet wird. Der Goldstandard zur Erfassung des RV-PA Couplings ist die Analyse
von in Echtzeit aufgezeichneten Druck-Volumen-Schleifen. Obwonhl die lastunabhangige
rechtsventrikulare Funktion ein wichtiger prognostischer Faktor ist, ist gegenwartig nur
unzureichend verstanden, wie medikamentose Therapien der pulmonalen Hypertonie
diese beeinflussen. Zunachst wird daher das Krankheitsbild der pulmonalen Hypertonie,
die Bedeutung der Rechtsherzfunktion und das RV-PA Coupling erlautert. AnschlieRend
wird die spezifische Pharmakotherapie der pulmonalen Hypertonie und der gegenwaér-

tige Stand der Forschung beleuchtet.

1.1 Pulmonal arterielle Hypertonie

Der Begriff ,pulmonale Hypertonie® kann als hAmodynamischer Zustand der pulmonalen
Zirkulation beschrieben werden, bei welchem der Mitteldruck in der Pulmonalarterie
(mPAP) 20mmHg Uberschreitet (Humbert et al. 2022). Der Pathomechanismus der pul-
monalen Hypertonie ist gekennzeichnet durch einen proliferativen Umbau der pulmo-
nalarteriellen GefaRe mit konsekutiv steigendem pulmonalvaskuldrem Widerstand
(PVR). Die Folge des erhohten PVR ist eine erhdhte rechtsventrikulare Nachlast, welche
zu einer zunehmenden Belastung des rechten Herzens fuhrt (Vonk Noordegraaf und
Galié 2011). Das Leitsymptom der pulmonalen Hypertonie ist eine progrediente Dysp-
noe, welche zuerst nur unter Belastung, mit zunehmendem Schweregrad aber auch in
Ruhe auftritt. Weitere Symptome sind Schwindel, Synkopen, Odeme, Zyanose sowie

eine generelle Leistungsschwéche. Der diagnostische Algorithmus bei Vorliegen solcher
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Symptome wird in gemeinsamen europdaischen Leitlinien der European Society of Car-
diology (ESC) und der European Respiratory Society (ERS) detailliert beschrieben
(Humbert et al. 2022). Der erste Verdacht auf das Vorliegen einer PH wird bei entspre-
chender Anamnese und Klinik meist zunachst mittels Echokardiographie gestellt. Weg-
weisende Befunde sind hierbei ein vergréRerter rechter Vorhof und/oder Ventrikel sowie
eine funktionelle Einschrankung des rechten Ventrikels. Weiterhin kann non-invasiv be-
reits eine Schatzung des systolischen pulmonalarteriellen Drucks (sPAP) und des zent-
ralvendsen Drucks erfolgen. Mit der Echokardiographie als initialem Screening, kann der
Verdacht auf das Vorliegen einer PH erhartet und die Indikation zu weiterer invasiver
Diagnostik gestellt werden. Der definitive Nachweis einer pulmonalen Hypertonie erfolgt
dann mittels einer invasiven Rechtsherzkatheteruntersuchung. Weiterhin sind die Be-
stimmung des Brain Natriuretic Peptide (BNP), Lungenfunktion und die Spiroergometrie
gegebenenfalls Teil des diagnostischen Algorithmus (Sommer et al. 2017).

Die aktuelle Klassifikation unterscheidet finf Gruppen der pulmonalen Hypertonie (Ab-
bildung 1), welche anhand pathogenetischer und hdmodynamischer Parameter unter-
schieden werden. Grundlegend ist die Einteilung in eine pra- und postkapillare Form
anhand des pulmonalarteriellen Verschlussdruckes (PAWP). Wahrend die postkapillare
Form durch einen PAWP > 15 mmHg definiert wird, besteht bei der prakapillaren Form
ein PAWP < 15 mmHg sowie ein PVR > 160 dyn*s*cm™ (Humbert et al. 2022). Diese
Arbeit betrachtet Patienten mit der Diagnose einer pulmonalarteriellen Hypertonie
(PAH), der Gruppe 1. Diese Gruppe fast unterschiedliche Grunderkrankungen zusam-
men, deren Gemeinsamkeit eine prakapillare, pulmonale Vaskulopathie ist. Das hamo-
dynamische Diagnosekriterium ist ein mPAP > 20 mmHg, ein PAWP < 15mmHg sowie
ein PVR > 160 dyn*s*cm™, gemessen mittels einer Rechtsherzkatheterisierung in Ruhe
(Humbert et al. 2022). Es ist anzumerken, dass die hAmodynamischen Grenzen fir die
Diagnose der pulmonalen Hypertonie in der erst kurzlich verdffentlichten Leitlinien nach
unten korrigiert wurden (Humbert et al. 2022). Hintergrund ist, dass die Experten der 6.
PH-Weltkonferenz eine generelle Senkung der mPAP-Grenze auf > 20 mmHg empfoh-
len haben. Dies wurde dadurch begriindet, dass der mPAP eines Gesunden nach aktu-
ellen Daten bei 14 + 3,3 mmHg (Kovacs et al. 2009) liegt und die Obergrenze von zwei
Standardabweichungen folglich deutlich unter den in der Leitlinie von 2016 genannten
25 mmHg liegt (Galié et al. 2016). Die vorliegende Arbeit wurde jedoch vor Veroffentli-
chung der aktuellen Leitlinien durchgefuhrt, weshalb die hamodynmische Definition der
zum Zeitpunkt des Patienteneinschlusses giltigen Leitlinie von 2016, mit einem mPAP
> 25 mmHg, ein PAWP < 15 mmHg sowie einem PVR > 240 dyn*s*cm® (Galié et al.
2016), in dieser Arbeit noch Anwendung findet.
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Abbildung 1: Klassifikation der pulmonalen Hypertonie nach Simonneau et al. (Simonneau et al.
2013).

Die Pathogenese der PAH ist multifaktoriell und schlie3t eine endotheliale Dysfunktion
mit beeintrachtigter Regeneration, einen dysregulierten Umbau der pulmonalen GefaRRe
und eine beeintrachtigte Vasoreagibilitdt ein (Bourgeois et al. 2018). Infolgedessen
kommt es zu einer progredienten Verringerung des GefalRquerschnittes der Lunge, was
zu einem erhdhten PVR und mPAP flihrt. Des Weiteren entwickelt sich ein Ungleichge-
wicht zwischen zirkulierenden vasokonstriktorischen (bspw. Thromboxan, Endothelin,
Serotonin) und vasodilatatorischen Botenstoffen (bspw. Prostazyklin und Stickstoffmo-
noxid) mit Begunstigung einer weiteren Vasokonstriktion (Prins und Thenappan 2016).

Insgesamt ist die PAH (Gruppe 1) eine seltene Erkrankung und ist pravalent bei ca. 15
bis 50 Personen pro 1 Millionen (Beshay et al. 2020). Werden sekundare Formen der
PH (Gruppe 2-5) mitbetrachtet, ist die Pravalenz jedoch deutlich gré3er. So sind etwa
1 % der Weltbevoélkerung von einer Form der pulmonalen Hypertonie betroffen. Bei der
Bevdlkerungsgruppe der Uber 65-jahrigen wird von einer Pravalenz von ca. 10 % aus-

gegangen (Hoeper et al. 2016).
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1.2 Rechtsherzfunktion bei pulmonalarterieller Hypertonie

Der rechtskardiale Auswurf wird von drei Determinanten bestimmt: Vorlast, Nachlast und
Kontraktilitat. Die rechtsventrikulére Vorlast beschreibt die Fullung des rechten Ventri-
kels am Ende der Diastole, welche ihrerseits wiederum proportional dem enddiastoli-
schen Druck ist. Die Nachlast umfasst sdmtliche Faktoren, die dem Auswurf des Blutes
in den pulmonalen Kreislauf entgegenwirken. Sie ist reflektiert in der Wandspannung des
rechten Ventrikels, die aufgebracht werden muss, um den Druck in der Pulmonalarterie
zu Uberwinden und die Austreibungsphase einzuleiten. Die Kontraktilitat ist die intrinsi-
sche Fahigkeit des Herzmuskels sich zu verkirzen. Eine Zunahme der Kontraktilitat hat
sowohl eine erhdhte Kontraktionsgeschwindigkeit bei isotonischer als auch eine erhéhte
Kontraktionskraft bei isovolumetrischer Kontraktion zur Folge. Veranderungen der Vor-

oder Nachlast beeinflussen die resultierende Kraft dieser Kontraktion.

Die entscheidende hamodynamische Veranderung bei pulmonalarterieller Hypertonie ist
die Zunahme des Widerstandes in der pulmonalen Strombahn und somit eine Steige-
rung der rechtsventrikularen Nachlast. Entscheidend fir den Verlauf und die Symptoma-
tik der Erkrankung ist die Fahigkeit des rechten Ventrikels, sich an die durch die gestei-
gerte Nachlast erhdhten Driicke zu adaptieren (Vonk-Noordegraaf et al. 2013; Lahm et
al. 2018). Die Anpassung des rechten Ventrikels an seine Nachlast wird als ventrikuloar-
terielle Kopplung oder RV-PA Coupling bezeichnet und durch den Quotienten aus Kon-
traktilitat und Nachlast beschrieben. Eine optimale Kopplung tritt auf, wenn ein maxima-
les Herzzeitvolumen mit minimalem Energieaufwand in den Lungenkreislauf ausgewor-
fen wird. Solange der Ventrikel mit einer Steigerung der Kontraktilitét auf eine Steigerung
der Nachlast reagieren kann — also das Verhaltnis von Kontraktilitdt zu Nachlast erhalten
bleibt - bezeichnet man den Ventrikel als ,gekoppelt‘. Der Progress der Erkrankung geht
aus den im Folgenden erlauterten Griinden mit einer Abnahme des RV-PA Couplings
einher. Der Verlust des RV-PA Couplings wird als der entscheidende Faktor zur Entste-

hung des Rechtsherzversagens angesehen (Vonk Noordegraaf et al. 2017).

Der initiale Anpassungsmechanismus des rechten Ventrikels an die Druckuberlastung
im frihen Krankheitsstadium ist die Erhéhung der Kontraktilitat (Vieillard-Baron et al.
2018). Diese Steigerung der Kontraktilitat wird neben Veranderungen auf zellularer
Ebene durch eine konzentrische Hypertrophie erreicht, welche durch eine erhdhte rela-
tive Wandstarke (durch Hypertrophie der Kardiomyozyten) bei nahezu unverandertem
Kammervolumen gekennzeichnet ist (homdometrische Adaptation). Dadurch erhoht sich
die Krafterzeugungskapazitét bei gleichzeitiger Reduktion der Wandspannung durch ein

besseres Masse-zu-Volumen-Verhaltnis. In diesem adaptiven Zustand wird das RV-PA
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Coupling, das Herzzeitvolumen, die Ejektionsfraktion und die klinische Belastbarkeit auf-

rechterhalten.

Mit dem Fortschreiten der Erkrankung erschopft sich die zuvor erlauterte Form der An-
passung an die Nachlast - die Kontraktilitat kann nicht entsprechend der Nachlast erhdht
werden, es kommt zur ,Entkopplung“ und der rechte Ventrikel geht zu einer Maladapta-
tion Uber (Abbildung 2). Bei anhaltender Druckiberlastung limitiert sich schlie3lich das
Wachstum der Kardiomyozyten. Um das Schlagvolumen und Herzzeitvolumen aufrecht-
zuerhalten, kommt es zu einer Dilatation des rechten Ventrikels, was wiederum zu einer
erhOhten Wandspannung, Kardiomyozytenstress und einer Beeintréachtigung der RV-
Funktion fuhrt. Die Folge ist eine Versteifung des Myokards, welche sowohl auf eine
interstitielle Fibrose als auch auf eine Versteifung der Kardiomyozyten selbst zuriickzu-
fuhren ist (Rain et al. 2013). Wéahrend die interstitielle Fibrose initial ein Mechanismus
ist, um die Uberdehnung des Myokards zu verhindern, die zunehmenden Kontraktions-
krafte zu Ubertragen und die Ventrikelform zu unterstiitzen, fuhrt sie im maladaptiven
Zustand zu einer erhohten Steifheit, einer gestdrten Erregungs-Kontraktions-Kopplung
und Koordination der kardialen Kontraktion (Rain et al. 2013). Die zunehmende Verstei-
fung des Myokards ist ein Treiber der diastolischen Dysfunktion und mit einer beein-
trachtigten diastolischen Fullung verbunden, die ihrerseits zu héheren Fillungsdriicken
und venoser Stauung abhangiger Organe fuhrt. Ein weiterer Faktor fiir die Verschlech-
terung der rechtsventrikularen Funktion ist ein Missmatch von Sauerstoffangebot und -
bedarf. Die Sauerstoffversorgung wird durch die Wandspannung bestimmt (Sarnoff et
al. 1958), welche im dilatierenden Ventrikel kontinuierlich zunimmt. Gleichzeitig ist der
Fluss auf den KoronargefalR3en bei maladaptierten PH-Patienten proportional zur rechts-
ventrikularen Masse und Druck verringert (van Wolferen et al. 2008). Auch konnte bei
diesen Patienten eine verminderte Kapillardichte des Myokards gezeigt werden (Ruiter
et al. 2013). Letztendlich kommt es durch die zuvor beschriebenen Mechanismen zu
einem klinisch apparenten Versagen des rechten Ventrikels mit einer Verringerung des
Schlagvolumens und der Ejektionsfraktion (Abbildung 2), was zu einer unzureichenden

Fillung des linken Ventrikels und hamodynamischer Instabilitat fuhrt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der prozentualen Veranderungen der Nachlast, Kon-
traktilitat, des RV-PA Couplings, des rechtsventrikularen Volumens (RV-Volumen) und des
Schlagvolumens (Y-Achse) Uber die Progression der Erkrankung (X-Achse). Zunéchst kompen-
siert der rechte Ventrikel den Anstieg der Nachlast, indem er in annédhernd selben Mal3e die Kon-
traktilitat steigert, das Verhaltnis von Kontraktilitdt zu Nachlast (RV-PA Coupling) bleibt somit zu-
nachst erhalten. Im Stadium der Entkopplung, kann die Kontraktilitét nicht weiter gesteigert wer-
den und das RV-Volumen nimmt im Sinne einer Dilatation zu, wahrend das RV-PA Coupling ab-
nimmt. Adaptiert nach (Vonk Noordegraaf et al. 2017; Tello et al. 2019c).
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Zur Beurteilung der diastolischen und systolischen Funktion und des RV-PA Couplings,
missen Kontraktilitdt und Nachlast unabhéngig voneinander gemessen werden. Da die
Kontraktilitdt unmittelbar mit der Nachlast zusammenhangt, kann sie mittels bildgeben-
der Methoden (Echokardiographie, kardiale Magnetresonanztomographie) nur indirekt
beurteilt werden. Das heil3t, sichtbar wird nur das Resultat aus Nachlast und Kontraktili-
tat (bspw. als Schlagvolumen). Es kann so beispielsweise nicht beurteilt werden, ob eine
medikamenttse Intervention die Ejektionsfraktion durch eine Senkung der Nachlast,
eine Steigerung der intrinsischen Kontraktilitdt oder eine Kombination aus beidem er-
hoht.

1.2.1 PV-Loops zur Erfassung der lastunabhangigen RV-Funktion

Der Goldstandard fir eine lastunabhangige Beurteilung von Kontraktilitaét und Nachlast
ist die Analyse von Druck-Volumen Schleifen (engl. PV-Loops), die durch Auftragen des
Ventrikeldrucks (Y-Achse) gegen das Ventrikelvolumen (X-Achse) erzeugt werden (Tello
et al. 2019b). Das Konzept, die ventrikuloarterielle Kopplung aus PV-Loops abzuleiten,
wurde zuerst von Suga beschrieben (Suga et al. 1973). Die im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzten Conductance-Katheter (engl. conductance = Leitfahigkeit) sind der Gold-
standard zur Aufzeichnung von PV-Loops, da diese Technik eine hochauflésende, si-
multane Aufzeichnung von Druck und Volumen erlaubt. Die Volumenanderung wird hier-
bei Uber die Leitfahigkeitsdnderung innerhalb eines zwischen den Elektroden des Ka-
theters aufgebauten elektrischen Feldes ermittelt. Eine genauere Erlauterung der Tech-
nik erfolgt im Abschnitt ,Material und Methoden®.

Die Nachlast, die systolische und diastolische RV-Funktion sowie das RV-PA Coupling

werden anhand der folgenden Parameter bewertet:

¢ Die systolische Funktion wird tber die endsystolische Elastance (Ees) beurteilt. Ees

wird gemessen, indem mehrere PV-Loops unter gleichzeitiger Reduktion der Vorlast
aufgezeichnet werden. Ees ist dann die Steigung der Geraden durch den
endsystolischen Druck (ESP) jedes einzelnen Loops und reprasentiert den bei
gegebener Fillung erreichbaren Druck (Maughan et al. 1979). Eine Vorlastreduktion
kann praktisch durch teilweise Okklusion der Vena cava inferior (VCI) mittels eines
Ballonokkluders erreicht werden. Um komplexe und potenziell schadliche Mandver
zur Vorlastreduzierung zu vermeiden, wurden Methoden entwickelt, um die
Kontraktilitdt anhand eines einzigen PV-Loops zu bewerten. Diese sogenannte
Singlebeat Methode beruht auf der Extrapolation des maximalen rechtsventrikularen

Drucks anhand der rechtsventrikularen Druckkurve (Brimioulle et al. 2003). Eine gute
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Ubereinstimmung der beiden Methoden wurde kiirzlich gezeigt (Inuzuka et al. 2018;
Richter et al. 2020).

o Die Nachlast wird anhand der arteriellen Elastance (Ea) bewertet, berechnet aus
dem Verhaltnis von endsystolischem Druck (ESP) und Schlagvolumen. Sie stellt so-
mit das unter einem gewissen endsystolischem Druck auswerfbare Volumen da.

e Das RV-PA Coupling ist das Verhaltnis zwischen endsystolischer Elastance und ar-

terieller Elastance (Ees/Ea).

o Die diastolische Funktion und Steifigkeit werden tber die enddiastolische Elastance

(Eed) beurteilt. Eed ist die Steigung des Druck-Volumen Verhéltnisses am Ende der
Diastole unter verschiedenen Vorlastbedingungen und stellt den am Ende der dias-
tolischen Fillung in Abhangigkeit vom Volumen herrschenden Druck dar. Die
Elastancekurve wird durch Anpassen einer Exponentialkurve durch die diastolischen
Druck-Volumen-Punkte gebildet. Um aufwendige Vorlastreduktionsmanéver zu ver-

meiden, wurde auch hier ein Singlebeat-Verfahren entwickelt (Rain et al. 2013).

Die optimale Ees/Ea-Ratio - definiert als das optimale Verhéltnis von Rechtsherzleistung
und Energieeinsatz - liegt zwischen 1,5 und 2 (Tello et al. 2019d; Lahm et al. 2018;
Naeije et al. 2014). Die genaue Ees/Ea-Schwelle, bei der es zu einer Entkopplung und
RV-Maladaptation kommt, ist jedoch noch nicht genau bekannt. Axell et al. definierten
die Ees/Ea-Schwelle, unterhalb derer eine RV-Dysfunktion auftritt, im Tiermodell mit ei-
nem Wert von 0,68 (Axell et al. 2017). Ahnliche Werte finden sich auch in klinischen
Studien: Richter et al postulierten ein Ees/Ea-Verhéltnis von 0,7 als unabhangigen Pré-
diktor fur das klinische Outcome (Richter et al. 2020). Hsu et al. zeigten, dass ein Ees/Ea-
Verhaltnis < 0,65 ein Pradiktor fur eine kirzere Zeit bis zu einer klinischen Verschlech-
terungist (Hsu et al. 2020). Erst kiirzlich beschrieben Schmeisser et al., dass ein Ees/Ea-
Verhaltnis = 0,68 bei Patienten mit sekundarer PH aufgrund von Herzinsuffizienz mit
einer erhaltenen rechtsventrikularen Funktion und dem mittelfristigen Uberleben assozi-
iert war (Schmeif3er et al. 2021). Folglich kann davon ausgegangen werden, dass die
ventrikuloarterielle Kopplung Uber eine erhebliche Reserve verfiigt. Ees/Ea muss von
normalen Werten von 1,5 bis 2 auf etwa 0,7 sinken, bevor eine RV-Dysfunktion fallender
EF eintritt. Eine rechtsventrikulare EF von 35 % gilt als kritischer Wert und Pradiktor fur
ein schlechtes Outcome bei PH-Patienten (van de Veerdonk et al. 2011; Vanderpool et
al. 2015; Brewis et al. 2016).
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1.3 Spezifische medikamentése Therapie der PAH

Das Ziel der PAH-spezifischen medikamentdsen Therapie ist die Verhinderung einer
Krankheitsprogression und die Stabilisierung des Patienten auf einem guten funktionel-
len Niveau. Dies kann durch eine Mono- oder Kombinationstherapie pulmonal vasoakiti-
ver Medikamente erreicht werden. Alle zugelassenen Substanzen greifen in einen von

drei Mechanismen zur Regulation des vaskularen Tonus ein.

e Prostazyklin-Signalweq: Prostazyklinanaloga, Prostazyklin-Rezeptor-Agonisten

¢ Endothelin-Signalweg: Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
o NO-sGC-cGMP-Signalweg: Stimulatoren der sGC, PDE-5-Inhibitoren, NO (nur

zur Vasoreagibilitatstestung zugelassen)

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Substanzen (NO, lloprost, Riociguat), greifen
in den Prostazyklinweg oder in den NO-sGC-cGMP-Signalweg ein, weshalb diese im
Folgenden erlautert werden.

1.3.1 Prostazyklin-Signalweg in der PAH-Therapie

Prostazyklin (PGl,) und seine synthetischen Analoga sind eine wichtige Saule der
Therapie der pulmonalarteriellen Hypertonie. Die kontinuierliche Infusion von
Prostazyklin war die erste Therapie, welche die Mortalitat bei Patienten mit schwerer
pulmonaler Hypertonie in einer kontrollierten Studie senken konnte (Barst et al. 1996).
Das synthetische Prostazyklin Epoprostenol (Handelsname ,Flolan®) war in Folge die
erste zugelassene PAH-spezifische Therapie (Mubarak 2010). Prostazyklin ist ein von
den Endothelzellen synthetisiertes und freigesetztes Signalmolekiil, welches Uber die
Bindung an einen G-Protein-gekoppelten Transmembranrezeptor (IP-Rezeptor) eine
Vasodilatation vermittelt — so auch im pulmonalen Gefal3bett. Die Vasodilatation
resultiert aus einer durch Induktion der Adenylatzyklase erhdhten intrazellularen cAMP-
Konzentration, welche ultimativ zu einer Reduktion des intrazellularen Calciums (Ca?")
fuhrt. Weitere durch den IP-Rezeptor vermittelte Wirkungen sind eine Hemmung der
Thrombozytenaggregation sowie eine Inhibition der Proliferation  glatter
GefalBmuskelzellen (Lang und Gaine 2015). Weiterhin gibt es Hinweise dafur, dass
Prostazyklin im Sinne einer Kontraktilititssteigerung direkt auf das Myokard wirkt
(Montalescot et al. 1998), wenngleich als Hauptwirkungsmechanismus des Prostazyklin
bei PAH die Vasodilatation gilt. Auch wurde bei PH-Patienten eine verminderte
Konzentration von PGIl, nachgewiesen, was durch eine verminderte Expression der

Prostaglandin-12-Synthetase zu erklaren ist (Lang und Gaine 2015). All diese
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Beobachtungen machen den Prostazyklin-Mechanismus zu einem Angriffspunkt fur eine

Zielgerichtete pharmakologische Therapie.

Da Epoprostenol aufgrund seiner chemischen Instabilitdt und kurzen Halbwertszeit
(ca. 6 Minuten) eine kontinuierliche intraventse Verabreichung Uber einen permanenten
Venenverweilkatheter erfordert, wurden synthetische Analoga des Prostazyklins entwi-
ckelt, welche sich in der Wirkung wenig unterscheiden, jedoch eine héhere chemische
Stabilitat aufweisen (Mubarak 2010). Die verfiigbaren Prostazyklin-Analoga kénnen je
nach Praparat oral (Beraprost, nicht zugelassen in Deutschland), subcutan (Treprostinil),
Uber einen zentralvendsen Katheter mit externer oder implantierbarer Pumpe (Trepros-
tinil) oder inhalativ (lloprost) verabreicht werden. Aktuell ist in Deutschland Treprostinil
fur die subcutane und intravendse sowie lloprost fur die inhalative Verabreichung zuge-
lassen. Ein orales Prostazyklin-Analogon ist derzeit in Deutschland nicht zugelassen, mit
Selexipag wurde jedoch ein oral verfligbarer, hochselektiver IP-Rezeptoragonist 2016 in
Deutschland zugelassen.

1.3.1.1 lloprost

lloprost ist ein stabiles Analogon des Prostazyklins mit einer Plasmahalbwertszeit von
20-30 Minuten und fir die inhalative Anwendung zugelassen. Die vasodilatatorische
Wirksamkeit ist vergleichbar mit der des Prostazyklins, jedoch halt die Wirkung bis zu 90
Minuten nach Inhalation an (Mubarak 2010). In einer fiir die Zulassung relevanten klini-
schen Studie konnte eine klinische Besserung durch Inhalation von lloprost tiber 12 Wo-
chen gezeigt werden (Olschewski et al. 2002). 17 % der Interventionsgruppe (n = 101)
konnten den kombinierten Endpunkt aus einer Verbesserung der Distanz im Sechs-Mi-
nuten-Gehtest um mindestens 10 % sowie einer Verbesserung der NYHA-Funktions-
klasse um mindestens einen Punkt erreichen versus 5 % in der Placebogruppe (n = 102).
Die Sicherheit und Wirksamkeit sowohl fur die Mono- als auch fiir die Kombinationsthe-
rapie wurde in mehreren Untersuchungen gezeigt (Olschewski et al. 2010; McLaughlin
et al. 2006; Gall et al. 2016). Die Anwendung von lloprost sollte laut der aktuellen Leitlinie
bei Patientin mit WHO-Funktionsklasse Il & IV in Betracht gezogen werden (Galié et al.
2016). Die empfohlene Anfangsdosis betragt taglich sechs bis neun Inhalationen mit je
2,5 ug lloprost. Bei guter Toleranz kann die Dosierung auf 5 pg pro Inhalation gesteigert
werden. Die Inhalationszeiten kdnnen mittels moderner Inhalationssysteme auf zwei bis

drei Minuten pro Inhalation gesenkt werden (Gessler et al. 2017).

In der pulmonalen Zirkulation fiihrt die Inhalation von lloprost binnen Minuten zu einer
pulmonalarteriellen Vasodilatation und somit zu einer Reduktion der Rechtsventrikularen

Nachlast mit einer messbaren Reduktion des mPAP, PVR und ZVD (zentralvendser
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Druck) sowie einer Steigerung des Herzindex (engl.: cardiac index, CI) (Richter et al.
2015). Uber die direkten Effekte von lloprost auf die rechtsventrikulare Funktion existie-
ren nur wenige Daten. Gabirielli et al. konnten echokardiographisch eine Verbesserung
der RV-Funktion anhand einer gestiegenen fractional area change (FAC) und eines re-
duzierten right ventricular dyssynchronity index nachweisen (Gabrielli et al. 2017). Eine
Steigerung der rechtsventrikularen Ejektionsfraktion und des Schlagvolumens konnte
von Li et al. gezeigt werden (Li et al. 2018). Es bleibt in diesen Untersuchungen jedoch
immer unklar, ob die akute Steigerung des Herzzeitvolumens Effekt einer Nachlastsen-
kung und/oder direkter inotroper Effekte ist. Hinsichtlich direkter inotroper Effekte im
Sinne einer Steigerung der myokardialen Kontraktilitat ergibt sich aus der aktuellen Lite-
ratur kein einheitliches Bild. Gomez-Arroyo et al. zeigten im Tiermodell, dass die RV-
Funktion durch Inhalation von lloprost verbessert wird, unabhangig von einer Reduktion
des pulmonalarteriellen Druckes und vaskuldren Remodellings (Gomez-Arroyo et al.
2015). Zusatzlich zeigte sich ein antifibrotischer Effekt bei bereits bestehender RV-Fib-
rose. Holmboe et al. postulierten einen positiven inotropen Effekt von i.v.-lloprost auf das
hypertrophe und funktionell beeintrachtigte rechte Herz von Ratten. Bei einem Teil der
Tiere wurde ein Lungenhochdruck tber eine Injektion von Monocrotalin erzeugt, bei dem
anderen Teil durch ein Banding des Truncus pulmonalis. Daraus, dass auch die Tiere
der Banding-Gruppe bei fixierter Nachlast das Schlagvolumen erhéhen konnten, wurde
auf eine zusatzliche inotrope Wirkung des lloprost geschlossen (Holmboe et al. 2013).
Insgesamt haben nur wenige Studien die akute Wirkung von Prostanoiden im Hinblick
auf das RV-PA Coupling mittels lastunabhangiger Echtzeit-Erfassung von Kontraktilitat

und Nachlast untersucht (Tabelle 1). Alle diesbezlglichen Daten stammen aus Tiermo-

dellen.

Autor, Jahr Medikament Modell Ees (mmHg/ml)

Kisch-Wedel et al. | iv.-lloprost LV von Schweinen M 3,5+1,3>59+1.4

2003

Kemming et al. 2005 | Inhalatives lloprost LV von Schweinen ™ +64 % ausgehend von der

Baseline

Kerbaul et al. 2007 iv.-Epoprostenol Durch transientes & 0,5440,02 > 0,63+0,01*
Banding der pulmo-
nalarterie induziertes
akutes Rechtsherzver-
sagen (Hunde)

Rex et al. 2008 Inhalatives lloprost Akute Hypoxie indu- &> 1,2940.29 > 1,03 + 0,15*
zierte PH (Hunde)

Zeineh et al. 2014 iv.-lloprost Monocrotalin induzierte | 4 0,29+0,02 - 0,42 + 0.05
PH (Ratten)
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Tabelle 1: Ubersicht tiber Studien, welche die akute Wirkung von Prostanoiden mittels in Echtzeit

aufgezeichneter PV-Loops untersucht haben. * statistisch nicht signifikant. LV = linker Ventrikel.

Hinsichtlich der Kontraktilitat gibt es kein einheitliches Ergebnis. Zwei Studien konnten
eine deutliche Steigerung der linksventrikularen Ees sowohl durch inhalatives als auch
durch intravendses lloprost zeigen (Kisch-Wedel et al. 2003; Kemming et al. 2005). Im
Kontext des akuten Rechtsherzversagens zeigten Kerbaul et al. eine statistisch nicht
signifikante geringe Erhéhung der Ees durch intravendses Epoprostenol. Das Gegenteil
zeigten Rex et al. bei Hunden mit durch Hypoxie induzierter PH (Rex et al. 2008). Auch
hier war der Effekt auf Ees nicht signifikant. Zeineh et al. zeigten eine signifikant erhdhte
Kontraktilitdt nach intravendsem lloprost bei Ratten mit Monocrotalin-induzierter PH. Zur
Einordnung dieser Ergebnisse ist Folgendes anzumerken: Kerbaul et al. und Rex et al.
verwendeten Tiermodelle, welche ein akutes Rechtsherzversagen durch eine akute Er-
héhung der RV-Nachlast erzeugen. Diese Modelle bilden das chronische Rechtsherz-
versagen von PH-Patienten mdglicherweise nicht gut ab. Weiterhin zeigten alle der ge-
nannten Studien konsistent eine fallende RV-Nachlast und eine verbessertes RV-PA
Coupling. Rex et al. und Kerbaul et al. schrieben dies nur der gefallenen Nachlast zu.
Zeineh et al. beidem — der gefallenen Nachlast und gestiegenen Kontraktilitét.

Nur eine einzelne Studie hat bisher die Wirkung von Prostanoiden auf das RV-PA Coup-
ling aul3erhalb des Tiermodells und im klinischen Setting untersucht: Bei der Analyse
von aus cMRT-Volumendaten und Rechtsherzkatheter-Druckdaten konstruierten PV-
Loops konnte nach dreimonatiger Therapie mit intravendésem Treprostinil eine nachhal-
tige Senkung der Nachlast gezeigt werden, bei jedoch verringerter Kontraktilitat. Das
RV-PA Coupling blieb unberihrt (Vanderpool et al. 2017).

1.3.2 NO-sGC-cGMP-Signalweg

Stickstoffmonoxid (im Folgenden NO) wird vom pulmonalvaskuléaren Endothel durch die
NO-Synthethase (eNOS) aus L-Arginin gebildet und in die Blutbahn freigesetzt. Es gibt
Hinweise fir eine verminderte Expression der NO-Synthetase bei Patienten mit PAH
(Giaid und Saleh 1995). Das vom Endothel freigesetzte NO aktiviert die l6sliche Gua-
nylatzyklase (sGC) in den glatten Muskelzellen der pulmonalen Gefal3e. Die sGC ihrer-
seits, katalysiert die Bildung des Second-messengers zyklisches Guanosinmonophos-
phat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP). Die erhdhte intrazellulare cGMP-Konzent-
ration fuhrt ultimativ Uber eine verminderte Mobilisation intrazelluldaren Calciums sowie
einer Aktivierung der MLK-Phosphatase, welche durch eine Dephosphorylierung der re-

gulatorischen leichten Kette des Myosins die Bindung von Aktin an Myosin verhindert,
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zu einer Relaxation der glatten Muskelzellen. Der Abbau des cGMPS geschieht durch
die Phosphodiesterase Typ 5 (PDE5), deren Inhibition der Wirkmechanismus der PDE-
5-Inhibitoren (bspw. Sildenafil, Tadalafil) ist.

1.3.2.1 Inhalatives Stickstoffmonoxid

Inhalatives NO ist als PH-spezifische Therapie lediglich fir die persistierende pulmona-
len Hypertonie des Neugeborenen zugelassen (McLaughlin et al. 2009). Im Kontext der
PAH des Erwachsenen hat es seinen Stellenwert als kurzwirksamer Vasodilatator zur
Durchfiihrung einer Vasoreagibilitéatstestung. Innerhalb der Gruppe-1-PH existiert eine
Patientengruppe, welche eine ausgepréagte akuten Vasoreagibilitéat des pulmonalen Ge-
falsystems auf inhalatives Stickstoffmonoxid (NO) zeigt (5-10 % aller Patienten mit idi-
opathischer PAH). Mehr als 50 % dieser ,NO-Responder” zeigen beinahe eine Normali-
sierung der pulmonalen Druckverhaltnisse bei Behandlung mit hochdosierten Calcium-
Kanal-Blockern (Rich et al. 1992). Diese Patienten sollen mittels der Vasoreagibilitatste-
stung in der Rechtsherzkatheteruntersuchung identifiziert werden. Ein Abfall des mittle-
ren Pulmonalarteriendrucks um mehr als 10 mmHg vom Ausgangswert auf unter
40 mmHg dient als Kriterium zur Identifikation von Patienten, bei denen ein Benefit einer
Therapie mit Kalziumantagonisten erwartet werden kann (Sitbon et al. 2005). Weiterhin
wurde ein Ansprechen in der Vasoreagibilitdtstestung als giinstiger prognostischer Fak-
tor des Krankheitsverlaufes identifiziert (Raffy et al. 1996).

Bei der inhalativen Anwendung wirkt NO als pulmonalselektiver Vasodilatator, d.h. der
PVR wird ohne Einfluss auf den systemischen GefaBwiderstand (SVR) gesenkt. Der
Mechanismus, welcher den vasodilatativen Effekt auf die pulmonale Zirkulation be-
schrankt, ist die schnelle Bindung an Hamoglobin, wodurch NO faktisch inaktiviert ist
(Rimar und Gillis 1993). Die hamodynamischen Effekte auf die pulmonale Zirkulation bei
PAH-Patienten sind gut untersucht, akut messbar und bestehen neben der Senkung des
PVR und des mPAP auch in einer Zunahme des Schlagvolumen und des Cardiac-Index
(Hoeper et al. 2000). Hinsichtlich des Einflusses auf das RV-PA Coupling ergibt sich aus
bereits vorhandener Forschung kein einheitliches Bild. Im Tiermodell mit Shunt-induzier-
ter PH wurde gezeigt, dass die Inhalation von NO zu einer Reduktion von Nachlast (Ea)
und Kontraktilitéat (Ees) fuhrt, so dass das RV-PA Coupling (Ees/Ea) insgesamt erhalten
bleibt (Wauthy et al. 2003). Im Kontrast dazu berichten Tello et. al iber eine Verbesse-
rung des RV-PA Couplings wéhrend einer Vasoreagibilitatstestung mit inhalativem NO,

durch eine Reduktion der Nachlast, bei unveranderter Kontraktilitat (Tello et al. 2019a).
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1.3.2.2 Riociguat

Riociguat ist der erste und gegenwartig einzige fur die pulmonale Hypertonie zugelas-
sene Wirkstoff aus der Gruppe der sGC-Stimulatoren und ist als orale Therapie verfiig-
bar. Riociguat stimuliert die sGC unabhé&ngig von der Anwesenheit von endogenem NO
durch Bindung an eine regulatorische Bindungsstelle. In Anwesenheit von endogenem
NO wirkt es zuséatzlich tber eine Stabilisierung des NO-sGC-Komplexes (Schermuly et
al. 2008; Stasch et al. 2001).

In tierexperimentellen Modellen fihrte Riociguat zu einer reduzierten RV-Hypertrophie
und reduzierten rechtsventrikularen Driicken (Lang et al. 2012) sowie einer verbesserten
RV-Funktion (Rai et al. 2018). Die Wirkung von Riociguat auf die rechtsventrikulare
Funktion bei PAH-Patienten wurde bisher nur echokardiographisch untersucht. Nach
sechsmonatiger Therapie konnte bereits eine signifikante Reduktion der RV- und RA-
Flache gezeigt werden. Nach zwoélfmonatiger Therapie konnte zusatzlich noch eine Ver-
besserung der RV-Funktion nach TAPSE und FAC sowie eine Abnahme der rechts-
ventrikularen Wandstarke gezeigt werden (Marra et al. 2018). Die Frage, ob die verbes-
serte RV-Funktion ausschlieZlich auf die Reduzierung der Nachlast zurtickzuftihren ist,
oder zumindest teilweise aufgrund eines direkten Einflusses von Riociguat auf die Kon-
traktilitat des rechten Ventrikels zustande kommt, ist derzeit noch nicht untersucht und

beantwortet.
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2 Aufgabenstellung/Fragestellung

Zugelassene Medikamente zur Behandlung der pulmonalen arteriellen Hypertonie
bewirken durch eine pulmonale Vasodilatation hauptséchlich eine Abnahme der
rechtsventrikularen Nachlast ohne derzeit bekannte Auswirkungen auf die
belastungsunabhangige rechtsventrikulare Kontraktilitat und Funktion, die - darstellbar
durch das RV-PA Coupling - die Hauptdeterminante von Symptomatik und Prognose bei
pulmonalarterieller Hypertonie (Vonk-Noordegraaf et al. 2013) ist. Es sind prinzipiell zwei
Szenarien denkbar, wie das RV-PA Coupling beeinflusst werden koénnte: Das eine
Szenario ist eine Verbesserung des Ees/Ea-Verhéaltnisses. Dies wirde passieren, wenn
die Kontraktilitdt bei sinkender Nachlast gleichbleibt oder steigt (Abbildung 3a). Das
andere Szenario wére ein stabiles Ees/Ea-Verhaltnis, wenn die als Reaktion auf die
sinkende Nachlast die Kontraktilitat ebenfalls abfallt (Abbildung 3b). Eine
Verschlechterung des Ees/Ea-Verhaltnisses ist nicht zu erwarten, da die zugelassenen
Medikamente bekanntermal3en die globale kardiorespiratorische Situation verbessern.
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Abbildung 3: Mdgliche Reaktionen des Ees/Ea-Verhdltnisses infolge PH-spezifischer Medika-
mente, dargestellt mittels schematischer PV-Loops. a) verbessertes Ees/Ea-Verhdltnis. b) stabi-

les Ees/Ea-Verhdltnis. c) Legende.
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Die intermittierende Inhalation von lloprost wird aufgrund einer ausgepragten pulmonal-
vasodilatativen Wirkung, der einfachen Verabreichung und der fehlenden Toxizitat zur
Behandlung von akuter pulmonaler Hypertonie und rechtsventrikularem Versagen zu-
nehmend eingesetzt (Olschewski et al. 2002), obwohl die genauen pharmakodynami-
schen Eigenschaften nach wie vor umstritten sind. Es gibt Hinweise darauf, dass die
Reduzierung der rechtsventrikularen Nachlast méglicherweise nicht der einzige Mecha-
nismus ist, durch den lloprost die Herzfunktion bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie
verbessert. Da Prostanoide die intrazellulare Synthese von cAMP stimulieren kdnnen
(Olschewski et al. 2004), wurde in der Vergangenheit auch eine direkte positiv inotrope
Wirkung auf das Myokard postuliert (Montalescot et al. 1998). Auch wurde gezeigt, dass
Prostanoide sowohl eine indirekte (Aktivierung des Baroreflex durch Hypotonie) als auch
eine direkte rezeptorvermittelte Wirkung auf das autonome Nervensystem haben kénnen
(Malik und Sehic 1990; Panzenbeck et al. 1988; Rimoldi et al. 1991). Bisherige Arbeiten,
die hauptsachlich Tiermodellen entstammen, haben jedoch widersprichliche Ergebnisse
geliefert und zeigten sowohl positive (Zeineh et al. 2014) als auch negative oder keine
inotrope Wirkung (Kerbaul et al. 2007; Rex et al. 2008) auf das rechtsventrikulare Myo-
kard. Eine klinische Studie konnte zeigen, dass inhalatives lloprost bei Patienten mit
pulmonaler Hypertonie das Herzzeitvolumen starker erhéht als inhalatives NO (Hoeper
et al. 2000).

Diese Arbeit vergleicht daher die akuten Wirkungen der Inhalation von 2,5 ug des
Prostacyclin-Analogons lloprost mit der Inhalation von 10 ppm Stickstoffmonoxid (NO)
oder der oralen Einnahme von 1 mg Riociguat auf die lastunabhangige Kontraktilitat
(Ees), die RV-Nachlast (Ea) und das RV-PA Coupling bei Patienten mit PAH. Da lloprost
eine moglicherweise subtile positiv inotrope Wirkung austiben konnte, welche durch die
bekannten Auswirkungen auf die RV-Nachlast maskiert werden konnte, wird die Wirkung
von intravenos verabreichtem lloprost unter standardisierten Bedingungen im Tiermodell
mit durch Banding der Pulmonalarterie fixierter Nachlast untersucht, um nicht kardiale
Effekte von lloprost (bspw. pulmonale Vasodilatation) zu egalisieren. Insbesondere sol-

len die folgenden Fragen beantwortet werden:

e Kann eine akute Ansprache der Nachlast (Ea) auf die untersuchten Medikamente
mittels der gewéhlten Methodik dargestellt werden?

e Wie spricht die lastunabhé&ngige rechtsventrikulare Kontraktilitat auf die unterschied-
lichen Medikamente an? Kann davon ausgehend eine akute Ansprache des RV-PA
Couplings dargestellt werden?

e Kann neben der Nachlastsenkung auch ein direkter inotroper Effekt von lloprost ge-

zeigt werden?
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e Konnen die im Patientenkollektiv gemessenen Veranderungen im Tiermodell nach-

vollzogen bzw. bestétigt werden?
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3  Material und Methode

3.1 Erfassung von PV-Loops mit dem Conductance-Katheter

Der Conductance-Katheter ist in der Lage Druck- und Volumené&nderungen simultan zu
erfassen. Durch eine Messelektronik konnen Druck- und Volumensignale gegeneinan-
der aufgetragen werden und als PV-Loops ausgewertet werden. Im Folgenden wird die
Messmethode ausfihrlich beleuchtet.

--- Drucksensor

Abbildung 4: Schematische Darstellung des im rechten Ventrikel positionierten Conductance-

Katheters.
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3.1.1 Allgemeines zu PV-Loops

Auf der X-Achse wird das Volumen, auf der Y-Achse der Druck aufgetragen (Abbil-
dung 5). Der Herzzyklus beginnt mit einer isovolumetrischen Anspannungsphase, wel-
che den Beginn der Systole markiert. Die Trikuspidalklappe ist geschlossen und der
rechtsventrikulare Druck steigt, wahrend das Volumen konstant bleibt. Sobald der
rechtsventrikulare Druck den diastolischen pulmonalarteriellen Druck tberschreitet, off-
net sich die Pulmonalklappe und die Austreibungsphase beginnt. Die Austreibungs-
phase endet mit dem Schluss der Pulmonalklappe. Der an diesem Punkt herrschende
Druck ist der endsystolische Druck (ESP), analog bezeichnet man das zugehorige Volu-
men als endsystolisches Volumen (ESV). Nach dem Schluss der Pulmonalklappe
(gleichzeitig Ende der Diastole) beginnt die isovolumetrische Relaxation. Wenn der
Druck im rechten Ventrikel unter den im rechten Vorhof gefallen ist, beginnt mit der Off-
nung der Trikuspidalklappe die Fullungsphase. Am Ende der Fillungsphase werden der

enddiastolische Druck (EDP) und das enddiastolische Volumen (EDV) gemessen.

Druck

EDP

»>
Volumen

ESV EDV

Abbildung 5 zeigt die schematische Darstellung eines PV-Loops des rechten Ventrikels. A:
Schluss der Trikuspidalklappe und Ende der Diastole (in griin dargestellt). B: Offnung der Pul-
monalklappe und Ende der isovolumetrischen Kontraktion (1). C: Schluss der Pulmonalklappe,
Ende der Austreibungsphase (2) und Systole (in orange dargestellt). D: Offnung der Trikuspi-

dalklappe, Ende der isovolumetrischen Relaxation (3) und Beginn der Fullungsphase (4).
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3.1.2 Messprinzip des Conductance-Katheters

Der Katheter wird Uber einen zentralventsen Zugang im rechten Ventrikel platziert. Die
Messung des Druckes erfolgt piezoelektrisch tiber einen Sensor im Bereich der Kathe-
terspitze, die Volumetrie wird Uber das physikalische Prinzip der Leitfahigkeit des Blutes
gegenuber den Herzwénden errechnet. Entlang der Katheterspitze sind, bei dem im
Rahmen der Right-Heart Il Studie verwendeten Katheter (CA-Nr. 41063; CD Leycom,
Zoetermeer, Niederlande), 12 Elektroden mit einem Abstand von 6 mm zueinander auf-
gereiht (Abbildung 4). Uber das proximale und distale Elektrodenpaar wird ein elektri-
sches Feld mit einer definierten Starke aufgebaut. Da die lokale Stéarke des elektrischen
Feldes vom Querschnitt des Leiters (Blut im Ventrikel) abh&ngt, kann das Volumen tber
die Leitfahigkeit zwischen je zwei der restlichen Elektroden gemessen werden. Die Be-
rechnung erfolgt nach dem Ohmschen-Gesetz:

R=-
I

U = Spannung, R = Widerstand, | = Strom

Da der Strom (I) durch das auf3ere elektrische Feld konstant ist, ist die zwischen zwei
Elektroden gemessene Spannung (U) proportional dem Widerstand (R). Der Widerstand
eines zylindrischen Leiters ist definiert Gber den spezifischen Widerstand des Leiters
(Blut ca. 160 Ohm), die Lange des Leiters (entspricht dem Abstand zwischen den Elekt-
roden) und der Querschnittsflache (Querschnitt des Ventrikels). Aus dem Kehrwert des
Widerstandes ergibt sich der elektrische Leitwert — auch Konduktanz (Engl.
Conductance) genannt.

1

G = = .
R p

=~

G = Konduktanz, R = Widerstand, p = spezifischer Widerstand, A = Querschnittsflache, L = Lange
Da das Volumen des Leiters entspricht:
V=A-L

Fur das zylindrische Volumen zwischen zwei Elektroden zu einem beliebigen Zeitpunkt

(t) ergibt sich also:
Vi =p- L7 Gy

Das Ventrikellumen kann nun als Stapel mehrerer solcher Volumensegmente berechnet
werden. Hierbei ist wichtig, dass Elektrodenpaare, die aulRerhalb des Ventrikels liegen
(bspw. im Vorhof), exkludiert werden. Die Kalibrierung der Volumenmesswerte erfolgte

mittels der Volumetrie aus der kardialen Magnetresonanztomographie (cMRT).
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3.2 Messparameter

3.2.1 Endsystolische Elastance (Ees) und Kontraktilitat

Die endsystolische Elastance (Ees) ist als die Steigung der endsystolischen Druck-Vo-
lumen Relation (ESPVR) definiert. Die ESPVR beschreibt den maximalen Druck, den
der Ventrikel abhangig von der Fillung aufbauen kann. Die Steigung der ESPVR ist also
ein direktes MalR3 der Kontraktilitdt und Goldstandard fur die Erfassung dieses Parame-
ters (Tello et al. 2018).

3.2.1.1 Multibeat Methode

Der Goldstandard zur Erfassung von Ees ist die Multibeat Methode, bei welcher der end-
systolische Druck bei tatsachlich variierender Fillung aufgezeichnet wird. Um unter-
schiedliche Fullungszusténde zu erreichen, muss die rechtsventrikulére Vorlast manipu-
liert werden. Praktisch kann dies durch Okklusion der Vena cava inferior mittels eines
Ballonkatheters erreicht werden. Es werden dann mehrerer PV-Loops unter Reduktion
der Vorlast aufgezeichnet. Die ESPVR ist dann die Gerade, welche durch den endsys-
tolischen Druck (ESP) jeder einzelnen Schleife verlauft (Abbildung 6).

40
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180

Volumen (ml)

Abbildung 6 zeigt die Bestimmung der ESPVR (roter Pfeil) mittels der Multi-Beat Methode. Die

Reduktion der Vorlast erfolgt von rechts nach links.



Material und Methode 22

Da die Okklusion der Vena cava inferior ein aufwendiges Mandver darstellt, wurde nach
alternativen Methoden gesucht die Vorlast auf weniger invasivem Wege zu reduzieren.
Eine effektive Reduktion der Vorlast durch ein Valsalva-Manéver konnte von Wang et al.
gezeigt werden (Wang et al. 2013). Das Valsalva-Mandver wurde als Methode zur Vor-
lastreduktion bei Multibeat-Messungen durch Tedford et al, validiert (Tedford et al. 2013).

a] 50

30

20

Druck (mmHg)

250

-10

Volumen (ml)

Abbildung 7: a) PV-Loops aufgezeichnet unter Vorlastreduktion mittels Valsalva-Manodver. Der
rote Pfeil zeigt die ESPVR. b) Verlauf des rechtsventrikularen Volumensignals wahrend eines

Valsalva-Manoévers. Es zeigt sich eine effektive Abnahme der Fillung.

3.2.1.2 Singlebeat Methode

Es gibt jedoch auch die Méglichkeit Ees anhand einer einzelnen Herzaktion zu berech-
nen (Abbildung 8). Die in dieser Arbeit verwendete Single-Beat Methode wurde erstmals
von Brimioulle fir den rechten Ventrikel beschrieben und berechnet die Steigung der

ESPVR mittels der folgenden Formel (Brimioulle et al. 2003):

ESP = endsystolischer Druck, SV = Schlagvolumen
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Pmax ist hierbei ein theoretischer Wert, welcher den maximal erreichbaren Druck repra-
sentiert, den der rechte Ventrikel bei einem Verschluss der Pulmonalklappen (also ma-

ximaler Nachlast) aufbauen kénnte (Tello et al. 2019d).
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Abbildung 8: Darstellung der Berechnung von Ees nach der Singlebeat Methode.

Pmax wird tGber die Anpassung der Sinusfunktion a + b * sin (¢ * x + d) (Brimioulle et al.
2003) an die Phase der isovolumetrischen Kontraktion und Relaxation der Druckkurve
berechnet. Um Schlag-zu-Schlag Variationen auszugleichen, wurden immer vier Herz-
aktionen gemittelt und daraus die Druck-Zeit Kurve, die dP/dt-Zeit Kurve und ein gemein-
samer PV-Loop berechnet (Abbildung 9). Hierfiir wurden die Druckwerte von der Enddi-
astole bis zum Punkt des maximalen Druckanstieges dP/dtmax. SOWie die vom minimalen
Druckanstieg dP/dtmin bis zum Beginn der Diastole ausgewahlt (Abbildung 7) und mittels
der Software MATLAB (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) die entsprechende Si-
nuskurve berechnet, deren Scheitelpunkt Pmax darstellt. Die Anpassung der Sinusfunk-
tion erfolgte nach der Methode der kleinsten Quadrate und dem Levenberg-Marquardt-
Algorithmus.
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Abbildung 9: Aus jeweils 4 PV-Loops (a) wurde eine gemeinsame dp/dt-Zeit- (b) und Druck-Zeit-
Kurve berechnet (c). AnschlieRend wurden die Druckwerte von der Enddiastole bis zum Punkt
des maximalen Druckanstieges dP/dtmax. SOwie vom minimalen Druckanstieg dP/dtmin Uber den
linearen Druckabfall Richtung Beginn der Diastole ausgewahlt (c).
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3.2.2 Arterielle Elastance (Ea) und Nachlast
Die arterielle Elastance (Ea) wurde mittels der folgenden Formel als Verhaltnis von end-
systolischem Druck zum Schlagvolumen ermittelt (Kelly et al. 1992):

ESP

E,=———
¢ (EDV — ESV)

Gemal dieser Formel stellt sie den Widerstand des pulmonalarteriellen Gefal3bettes dar

und entspricht somit der rechtsventrikularen Nachlast.
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Abbildung 10 zeigt die Gerade der arteriellen Elastance (Ea), berechnet aus dem Verhaltnis von
endsystolischem Druck (ESP) und Schlagvolumen, abgeleitet aus der Differenz von ESV und

EDV.

3.2.3 Enddiastolische Elastance (Eed) und diastolische Funktion

Die diastolische Steifigkeit wurde mittels der enddiastolischen Elastance (Eed) bestimmt,
wobei Eed als die Steigung der enddiastolischen Druck-Volumen-Relation (EDPVR) am
Ende der Diastole definiert ist. Unter idealen Bedingungen wiirde man die EDPVR, wie
auch die ESPVR, anhand von mehreren PV-Loops unter Reduktion der Vorlast bestim-
men (Abbildung 11a). Verschiedene Studien zur diastolischen Funktion des rechten
Ventrikels haben jedoch ein Single-Beat-Verfahren zur Berechnung der EDPVR und Eeqg
anhand eines einzelnen PV-Loop (Abbildung 11b) verwendet und validiert (Rain et al.
2013; Trip et al. 2015; Vanderpool et al. 2017). Dieses Verfahren wurde auch in dieser

Arbeit zur Bestimmung der diastolischen Steifigkeit verwendet.
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Abbildung 11: a) Ermittlung der enddiastolischen Elastance mittels der Multibeat Methode. b)

Berechnung der enddiastolischen Elastance mit der Singlebeat Methode. Adaptiert nach (Trip et
al. 2015).

Die EDPVR wurde durch eine Anpassung der folgenden Funktion an den diastolischen
Teil des PV-Loops ermittelt:

P=a(e"F-1)
P = Druck, V = Volumen, a = Kurvenanpassungskonstante, 8 = diastolische Steifigkeitskonstante

Die Konstanten a und 8 wurden Uber die Exponentialanpassung der o0.g. Funktion an die
folgenden drei Druck- und Volumenpunkte ermittelt (siehe Abbildung 10b):

1. Ursprung (P=0,V =0)
2. minimaler Druck zu Beginn der Fillungsphase (begin diastolic pressure, BDP) und
endsystolisches Volumen (ESV)

3. maximaler Druck am Ende der Fillungsphase (enddiastolic pressure, EDP) und dem
enddiastolischen Volumen (EDV).

Um den Messfehler zu reduzieren, wurde der BDP auf 1 mmHg normalisiert und der

EDP wurde unter Verwendung der folgenden, zuvor von Rain et al. beschrieben Formel
bestimmt (Rain et al. 2013):

EDPpormatisiert = 1+ EDPinitiat — BDPinitiar

Eed wurde dann durch Einsetzen von a, 8 und dem enddiastolischen Volumen in die
folgende Gleichung ermittelt: E,; = a - B - e#EPV)_ Die Berechnungen wurden mittels ei-

nes eigenen MATLAB-Programms (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) durchge-
fuhrt.
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Abbildung 12: Berechnung der Eed vor (blaue Linie) und nach Medikament (rote Linie). Darstel-
lung aus MATLAB®

3.2.4 Weitere Parameter

3.2.4.1 Endsystolisches Volumen (ESV)

Das endsystolische Volumen ist das Volumen, das nicht ausgeworfen wird bzw. nach
dem Ende der Systole im rechten Ventrikel verbleibt. Die Angabe erfolgt in der Human-
studie in [ml] und in den Tierversuchen in relativen Volumeneinheiten [RVU].

3.2.4.2 Enddiastolisches Volumen (EDV)

Das enddiastolische Volumen ist das Volumen, welches sich am Ende der Diastole, vor
Beginn der Austreibung, im rechten Ventrikel befindet. In der Humanstudie erfolgt die
Angabe in [ml], in den Tierversuchen in [RVU].

3.2.4.3 Endsystolischer Druck (ESP)

Der endsystolische Druck ist der am Ende der Systole im rechten Ventrikel gemessene

Druck. Die Angabe erfolgt in [mmHg].

3.2.4.4 Schlagvolumen (SV)

Das Schlagvolumen errechnet sich aus der Differenz zwischen enddiastolischem und

endsystolischem Volumen.

SV =EDV — ESV
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Es ist das Volumen, das wahrend der Systole Uber die Trikuspidalklappe ausgeworfen

wird. In der Humanstudie erfolgt die Angabe in [ml], in den Tierversuchen in [RVU].

3.2.4.5 Ejektionsfraktion (RVEF)

Die rechtsventrikulare Ejektionsfraktion ist der prozentuale Anteil des Gesamtvolumens
des rechten Ventrikels am Ende der Diastole, der wéhrend der Systole aus dem rechten
Ventrikel als Schlagvolumen ausgeworfen wird. Die Angabe erfolgt in [%].

SV
EDV

RVEF = (—— * 100)

3.2.4.6 Herzzeitvolumen (CO)

Das Herzzeitvolumen (engl. Cardiac Output) ist das Gesamtvolumen, welches binnen
einer Minute durch das Herz ausgeworfen wird. Es errechnet sich durch Multiplikation

der Herzfrequenz mit dem Schlagvolumen.
CO = HF =SV

In der Humanstudie erfolgt die Angabe in [I/min], in den Tierversuchen in [RVU/min].

3.3 Humanstudie

3.3.1 Studiendesign und Patienten

Die vorliegende Arbeit betrachtet Patienten mit pulmonalarterieller Hypertonie aus der
RIGHT HEART Il Studie — Right ventricular hemodynamic evaluation and response to
treatment (EudraCT Number: 2015-002835-17; Protocol-Code-Number: 250774), bei
welchen die Aufzeichnung von PV-Loops, mittels eines Conductance-Katheters, vor und
nach der Inhalation von lloprost erfolgte. Die Datenerfassung erfolgte zwischen Januar
2016 und Juni 2019.

Die Studie wurde von der lokalen Ethikkomission genehmigt und alle teilnehmenden Pa-
tienten gaben eine schriftliche Einverstandniserklarung ab. Eingeschlossen wurden Pa-
tienten mit der gesicherten Diagnose einer pulmonalarteriellen Hypertonie, bei denen die
klinische Notwendigkeit zur erneuten Durchfuhrung einer Rechtsherzkatheteruntersu-
chung bestand (beispielsweise klinische Verschlechterung, Therapiemonitoring). Alle
Studienteilnehmer wurden zu Beginn mit einer konventionellen Rechtsherzkatheterisie-

rung mittels Swan-Ganz-Katheter gemaR den aktuellen Richtlinien diagnostiziert (Galié
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et al. 2016). Eine kardiale Magnetresonanztomographie erfolgte am Tag vor der Rechts-

herzkatheterisierung.

Bei allen Patienten wurde vor und nach der jeweiligen pharmakologischen Intervention
(lloprost, NO, Riociguat) eine Conductance-Katheter Messung durchgefihrt. Die Patien-
ten wurden gebeten, am Morgen der Messungen die vorbestehende PH-Medikation ab-
zusetzen. Da die Reduzierung der Vorlast durch Ballonokklusion der Vena cava inferior
ein komplexes und invasives Mandver ist, wurden den Patienten im Rahmen der Studie
zwei Methoden angeboten. Bei Patienten, welche die Ballonokklusion ablehnten, wurde
eine Vorlastreduktion mittels des Valsalva-Manévers durchgefiihrt und die PV-Loops er-
ganzend mittels der Singlebeat-Methode ausgewertet. Die Messung des Effektes der
Intervention erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten basierend auf der Pharmakokine-
tik der eingesetzten Substanzen. Da NO nahezu sofort wirkt, wurden die Messungen
unter kontinuierlicher Inhalation von 10 ppm durchgefihrt. lloprost wurde funf Minuten
nach der Inhalation von 2,5 pg tber den BREELIB-Vernebler (Vectura Group plc, Chip-
penham, UK) gemessen (Richter et al. 2019). Die Messungen in der Riociguat-Gruppe
wurden 90 Minuten nach Einnahme von 1 mg durchgefiihrt (Zeit bis zum Erreichen der

max. Konzentration nach einer Einzeldosis 0,25-1,5 h) (Grimminger et al. 2009).

3.3.2 Rechtsherz-Katheterisierung

Eine 8F-Schleuse wurde in die linke oder rechte Vena jugularis interna eingeftihrt. Der
Swan-Ganz-Katheter wurde Uber die Schleuse eingeschwemmt. Es erfolgte eine konti-
nuierliche Bewertung der Druckwerte. Der Herzindex wurde entweder unter Verwendung
der direkten oder indirekten Fick-Methode gemessen. Der pulmonale GefaRwiderstand
(PVR) wurde wie folgt berechnet (Galié et al. 2016):

_ (mPAP — PCWP)

PVR
HZV

mPAP = mittlerer Pulmonalarteriendruck, PCWP = pulmonalkapillarer Wedge-Druck, HZV = Herzzeitvolu-

men

3.3.3 Druck-Volumen-Katheterisierung

Der 4F-Conductancekatheter (CA-Nr. 41063; CD Leycom, Zoetermeer, Niederlande)
wurde Uber dieselbe 8F-Schleuse eingefuhrt und in der RV-Spitze positioniert. Eine La-
gekontrolle erfolgte mittels transthorakaler Echokardiographie, sowie durch eine Echt-
zeitanalyse der Uber den Inca® 7 cardiac performance monitor (CD Leycom, Zoeter-

meer, Niederlande) abgeleiteten PV-Loops. Die Volumetrie wurde mittels der am Vortag



Material und Methode 30

aufgezeichneten MRT-Volumetrie Kkalibriert. Sobald die PV-Loops eine klare Uberlap-
pung zeigten wurde mit der Reduktion der Vorlast begonnen. Zu diesem Zweck wurde
ein Ballon-Okkluder (Amplatzer™ 24 mm Sizing Balloon II, St. Jude Medical [jetzt Ab-
bott], Belgien) mittels eines Fuhrungsdrahtes Uber eine 10F-Schleuse in der rechten
Oberschenkelvene eingefuhrt und unter echokardiographischer Kontrolle in der unteren
Hohlvene platziert. Unter transthorakaler echokardiographischer Kontrolle wurde die un-
tere Hohlvene fur 10-12 Sekunden bei endexspiratorischem Atemanhalten verschlos-
sen. Die PV-Loops wurden Uber einen Zeitraum von 30 - 60 Sekunden aufgezeichnet.

3.3.4 Kardiale Magnetresonanztomographie

Bei allen Patienten der Right Heart Il Studie wurde am Tag vor der Katheteruntersuchung
ein MRT des Herzens durchgefiihrt (Avanto 1.5 Tesla scanner system [Siemens Healt-
hineers, Erlangen, Deutschland]). Es erfolgte eine vollstdndige Volumetrie des rechten
Ventrikels. Enddiastolisches Volumen (EDV), endsystolisches Volumen (ESV) und die
Ejektionsfraktion (EF) wurde anschlieRend zur Kalibrierung der Conductance-Messun-

gen verwendet.

3.3.5 Analyse und Interpretation

Die Analyse der PV-Loops wurde mit der Software LEYCOM® Conduct NT V 3.18 (CD
Leycom; Hengelo, Niederlande) durchgefiihrt. Die Kalibrierung des piezoelektrischen
Druckaufnehmers erfolgt automatisch durch die Software durch Eintauchen des Sensors
fur ca. 10 Sekunden in eine sterile Kochsalzldsung. Das Ende der Diastole wurde mittels
des parallel aufgezeichneten Elektrokardiogramms ermittelt, wobei das Ende der Dias-
tole dem Apex der R-Zacke entspricht. Das Ende der Systole wird von der Software als
Punkt der minimalen Druckabfallrate (dp/dt) erkannt. Bei einer nicht rechteckigen Form
der PV-Loops war die Erkennung durch die Software fehlerhaft und die Endsystole und
Diastole wurden manuell ausgewahlt. Die Qualitatskriterien fir PV-Loops die in die Be-
wertung einflossen, waren eine konstante und klare Form sowie ein deutlich sichtbarer
Effekt der Vorlastreduzierung durch die Ballonokklusion oder das Valsalva-Mandéver (Ab-
bildung 13).
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Abbildung 13: Druck-, Volumen- und d(p)/d(t)-Kurve wéhrend eines Okklusionsmanévers. Dar-
stellung aus LEYCOM® Conduct NT V 3.18.

3.4 lloprost im Tiermodell

Die Praparation der Versuchstiere und die entsprechenden Messungen erfolgten am
Cardio-Pulmonary Institute (Giel3en, Deutschland) unter der Leitung von Dr. Baktybek
Kojonazarov. Lediglich die Auswertung der dort generierten Rohdaten ist explizit Teil
dieser Arbeit. Bei den Versuchstieren (erwachsene Ratten) wurde mittels eines
Bandings der Pulmonalarterie (PAB) die RV-Nachlast erhéht, um eine rechtsventrikulare
Hypertrophie zu induzieren. Dieses Tiermodell wurde gewahlt, da durch das Banding die
rechtsventrikulare Nachlast fixiert ist und somit nicht kardiale Effekte von lloprost (haupt-
sachlich pulmonale Vasodilatation) egalisiert werden. Alle Experimente wurden nach
den institutionellen Richtlinien durchgefihrt, die den nationalen und internationalen Vor-
schriften entsprechen. Alle Versuchsverfahren wurden durch den Tierschutzausschuss
der Universitat genehmigt.
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3.4.1 Studiendesign

Durch eine linksangelegte Thorakotomie wurde ein chirurgischer Faden (4—0 Proline)
fest um eine 18-Gauge-Nadel, platziert entlang des Lungenarterienstamms, gebunden.
Anschlieend wurde die Nadel zligig entfernt, wodurch eine feste Verengung mit einem
Lumen gleich dem Durchmesser der Nadel erzeugt wurde. Der Thorax wurde anschlie-
Rend mit einer Vicrylnaht verschlossen. Scheinoperierte Tiere wurden dem gleichen chi-
rurgischen Eingriff unterzogen, ohne dass der Lungenstamm eingeengt wurde. Am 7.
bzw. 21. postoperativen Tag wurden PV-Loops vor und 10 min nach der kontinuierlichen
intravendsen Infusion von 100 ng/kg/min lloprost aufgezeichnet.

3.4.2 Analyse und Interpretation

Die Auswertung der Messungen erfolgte mit dem in der Software LabChart Pro® V.
8.1.19 (ADInstruments; Oxford, UK) implementierten PV-Loop Modul. Endsystole und
Enddiastole wurden Uber das Drucksignal mit der in LabChart implementierten Funktion
,Sinusoidal pressure fit* detektiert. Die Qualitatskriterien fiir PV-Loops die in die Bewer-
tung einflossen, waren eine konstante und klare Form sowie ein deutlich sichtbarer Ef-
fekt der Vorlastreduzierung (Abbildung 14). Wenn mehrere Okklusionsmanéver unter
den gleichen Bedingungen durchgefuhrt wurden, wurde Ees aus den verschiedenen
Messungen gemittelt.
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Abbildung 14: Druck- (blau) und Volumenkurve (schwarz) wahrend eines Okklusionsmandvers
bei einer Ratte. Darstellung aus LabChart®.
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3.5 Statistische Methoden

Singlebeat und Multibeat-Messungen wurden fur die Auswertung gepoolt. Die
Uberprifung der Daten auf GauRsche Normalverteilung erfolgte mit dem Shapiro-Wilk-
Test; eine Teststatistik mit einem p-Wert > 0,05 wurde als normalverteilt betrachtet. Bei
Normalverteilung erfolgte die Analyse von abhangigen Stichproben mit einem gepaarten
oder bei unabhdngigen Stichproben mit einem ungepaarten T-Test. Bei fehlender
Normalverteilung wurden abhéngige Stichproben mittels des Wilcoxon-Tests und
unabhangige mittels des Mann-Whitney-U-Tests untersucht. Eine
Fehlerwahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde bei allen durchgefiihrten Tests als ein
signifikantes Ergebnis gewertet. Das genaue Signifikanzniveau wurde als p-Wert
angegeben. Normalverteilte Parameter werden als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben und nicht normalverteilte Parameter als Median und Interquartilsabstand.
Die graphische Darstellung erfolgt mittels Streudiagrammen. Der blaue Marker
entspricht bei nicht normalverteilten Daten dem Interquartilsabstand und bei
normalverteilten Daten £ einer Standardabweichung. Der Median (nicht normalverteilte
Daten) oder Mittelwert (normalverteilte Daten) sind als durchgehender roter Strich
dargestellt. Die statistischen Analysen wurden mit SPSS, Version 23.0 (IBM, Armonk,
NY, USA) durchgefuhrt. Die Graphen wurden mit MedCalc®, Version 20.009 (MedCalc
Software Ltd., Ostend, Belgien) erstellt.
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4  Ergebnisse

4.1 Humanstudie
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Abbildung 15: Flowchart der Humanstudie. VCI = vena cava inferior.

4.1.1 Patienten

Insgesamt wurden 31 Patienten in die Auswertung eingeschlossen. 19 Patienten inha-
lierten lloprost (lloprost 2.5 pg, Bayer, Leverkusen, Germany), acht Patienten inhalierten
10 ppm NO und funf Patienten nahmen 1 mg Riociguat (Bayer, Leverkusen, Germany)
ein. Ein Patient wurde sowohl mit NO als auch lloprost getestet. Es konnten 17 Messun-
gen entsprechend des Goldstandards mit Vorlastreduktion durch VCI-Ballonokklusion
durchgefuhrt werden und weitere 15 Messungen mit Vorlastreduktion durch das Val-

salva-Mandver und erganzender Singlebeatanalyse (Abbildung 15).
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Die lloprost und Non-Prostanoid Gruppe unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich
demographischer und funktioneller Parameter (Tabelle 2). Der konventionelle Rechts-
herzkatheter zeigte bei allen Patienten eine prakapillare PH mit einer Erhéhung des Lun-
gengefalwiderstandes. Auch hinsichtlich der im Rechtsherzkatheter gemessenen Para-
meter ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der lloprost und der Non-
Prostanoid Gruppe (Tabelle 2), weshalb von einer guten Vergleichbarkeit der Gruppen

ausgegangen werden kann.

lloprost (n =19) NO/Riociguat* (n = 13) P
Alter, Jahre 59+ 14 57+ 14 0,565
Geschlecht, m/w 8/11 3/10
BMI, kg/m? 26,8+4,8 27,7+34 0,653
BNP, pg/mi 103 (46 — 231) 91 (20 —409) 0,622
6MWD, m 366 + 125 417 + 100 0,369
WHO-FC I=1;11=8;1ll=10 N=5;11=8 0,708

Rechtsherzkatheterisierung

mPAP, mmHg 44 + 12 40+ 11 0,748
sPAP, mmHg 72+ 24 65+21 0,635
PVR, dyn/s/cm® 583 + 249 481 + 224 0,402
PAWP, mmHg 10+2 10+3 0,610

Tabelle 2: Basischarakteristika der lloprost und Non-Prostanoid (Riociguat und inhalatives NO)
Gruppe. Die Werte entsprechen dem Mittelwert + 1 Standardabweichung oder dem Median (In-

terquartilsabstand). *Riociguat n =5, NO n = 8.

Fast alle Patienten waren bereits mit einer spezifischen Therapie behandelt, wobei meist
eine Monotherapie bestand (Tabelle 3). Bei drei Patienten der lloprost-Gruppe bestand
eine Therapie mit inhalativem lloprost im Rahmen einer Tripletherapie. Drei Patienten

der Non-Prostanoid Gruppe waren bereits mit Riociguat vorbehandelt.

lloprost (n =19) NO/Riociguat* (n = 13)

Monotherapie

Riociguat 3 3
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Sildenafil 3 1
Macitentan 1 3
Amlodipin 1 2

Duale Therapie

Sildenafil + Macitentan 6 2

Tripletherapie

Sildenafil + Macitentan + lloprost 2 0
Sildenafil + Macitentan + lloprost 1 0
Riociguat + Sildenafil + Macitentan 1 0

Tabelle 3: Therapiestatus der Patienten in der lloprost und Non-Prostanoid (Riociguat und inha-

latives NO) Gruppe zum Zeitpunkt des Einschlusses. *Riociguat n =5, NO n = 8.

4.1.1.1 Ausschlisse

Von initial 39 getesteten Patienten mussten acht Patienten ausgeschlossen werden. Der
Ausschluss erfolgte, wenn eine klare Zuordnung von EDV, ESV und ESP tber mehrere
Loops nicht moglich war. Dies war der Fall, wenn das Volumensignal problematisch war.
Probleme im Volumensignal hatten zur Folge, dass entweder PV-Loops in schlechter
Qualitat oder Verschiebungen im Volumensignal entstanden. Erstere Messprobleme
entstanden durch ein Anlegen des Katheters an Strukturen des Ventrikels (Abbildung
16b) und letztere durch eine akzidentielle Repositionierung des Katheters (Abbildung
16a). In der lloprost Gruppe wurden vier Patienten ausgeschlossen, alle aufgrund von
schlechter Qualitat der Volumetrie. In der NO-Gruppe gab es keinen Ausschluss. In der
Riociguat-Gruppe wurden vier Patienten ausgeschlossen. Hier kam es haufig zu einer
akzidentiellen Repositionierung des Katheters durch den groRen zeitlichen Abstand der

Baseline-Messung zur Riociguat-Messung.
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Abbildung 16 zeigt beispielhaft Probleme im Volumensignal, die zum Ausschluss des entspre-
chenden Patienten gefuhrt haben. a) Volumenverschiebung durch akzidentelle Repositionierung
des Katheters. b) Anlegen des Katheters an Strukturen des Ventrikels.

4.1.2 Multibeat- vs. Singlebeat-Analyse

Um die Validitat der Multibeatmessungen mit Vorlastreduktion durch das Valsalva-Ma-
nover zu sichern, wurde bei den entsprechenden Patienten Ees zusatzlich durch die
Singlebeatmethode berechnet. Es zeigte sich eine gute Korrelation der Ees-Werte zwi-
schen beiden Methoden in der Baseline (r = 0,776, P < 0,001) und nach Verabreichung
der Medikation (r = 0,555, P = 0,032). Um einen Einfluss der Messmethode auf Ees und
folglich auch Ees/Ea auszuschlie3en, wurde die gepoolte Analyse (Singlebeat und Mul-
tibeat) mit der reinen Multibeatanalyse (Valsalva und VCI-Okklusion) verglichen (siehe
Tabelle 4 und 5). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied sowohl fiir Ees als auch
fir Ees/Ea. Im Folgenden werden daher die Werte der reinen Multibeatanalyse berichtet.
Abbildung 17 zeigt zudem die einzelnen Ees-Werte der gepoolten Singlebeat- und Mul-

tibeatanalyse sowie der reinen Multibeatanalyse.

SB und MB (n = 19) rein MB* (n = 19) P
Ees, mm Hg/ml
Baseline 0,53 (0,34-0,83) 0,56 (0,40-0,79) 0,770
lloprost 0,63 (0,35-0,92) 0,63 (0,53-0,90) 0,683
P (Baseline vs. lloprost) 0,007 < 0,001
Ees/Ea
Baseline 0,89 £ 0,47 0,93+0,44 0,799
lloprost 1,31+ 0,59 1,46 + 0,70 0,488
P (Baseline vs. lloprost) < 0,001 < 0,001
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Tabelle 4: Effekte der Inhalation von lloprost auf Ees und Ees/Ea in der gepoolten Singlebeat-

und Multibeatanalyse gegeniber der reinen Multibeatanalyse. SB = Singlebeat, MB = Multibeat.

*VCl-Ballonokklusion und Valsalva-Manover.

SB und MB (n = 13) rein MB* (n = 13) P
Ees, mm Hg/ml
Baseline 0,61 (0,53-0,96) 0,70 (0,51-1,04) 0,607
NO/Riociguat 0,54 (0,43-0,76) 0,59 (0,45-0,74) 0,817
P (Baseline vs. Medikament) 0,002 < 0,001
Ees/Ea
Baseline 1,03+ 0,56 1,05+ 0,51 0,932
NO/Riociguat 1,10 £ 0,62 1,11 + 0,64 0,946
P (Baseline vs. Medikament) 0,381 0,409

Tabelle 5: Effekte von NO/Riociguat auf Ees und Ees/Ea in der gepoolten Singlebeat- und Mult-

ibeatanalyse gegeniiber der reinen Multibeatanalyse. SB = Singlebeat, MB = Multibeat. *VCI-

Ballonokklusion und Valsalva-Mandver.

4.1.3 Ergebnistabelle

Die folgende Tabelle zeigt die Conductance-Messergebnisse der lloprost-Gruppe und
der NO/Riociguat-Gruppe. Auf Ees, Ea und Ees/Ea wird im Verlauf detaillierter einge-
gangen. Eine Subgruppenanalyse der NO- und Riociguat-Gruppe findet sich im Ab-

schnitt 4.1.8.

lloprost (n = 19) NO/Riociguat* (n = 13) P
Ees, mm Hg/mI***
Baseline 0,56 (0,40-0,79) 0,70 (0,51-1,04) 0,186
Medikament 0,63 (0,53-0,90) 0,59 (0,45-0,74) 0,396
P (Baseline vs. Medikament) <0,001 <0,001
Ea, mm Hg/ml
Baseline 0,66 (0,41-0,86) 0,56 (0,48-1,33) 0,677
Medikament 0,54 (0,34-0,75) 0,48 (0,36-1,11) 0,705
P (Baseline vs. Medikament) < 0,001 0,001
Ees/Ea***
Baseline 0,93+0,44 1,05+0,51 0,499
Medikament 1,46 £ 0,70 1,11 £ 0,64 0,167
P (Baseline vs. Medikament) < 0,001 0,409
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Enddiastolisches Volumen, ml
Baseline 198 (179-226) 180 (165—249) 0,970
Medikament 185 (145-210) 165 (149-224) 0,940
P (Baseline vs. Medikament) 0,005 0,002

Endsystolisches Volumen, ml
Baseline 113 (95-144) 95 (78-182) 0,880
Medikament 94 (63-124) 76 (61-164) 0,880
P (Baseline vs. Medikament) < 0,001 0,001

RV-EF, %
Baseline 41,7+12,0 41,3+13,8 0,942
Medikament 49,2 + 13,9 46,7+ 17,4 0,651
P (Baseline vs. Medikament) < 0,001 0,010

ESP, mmHg

Baseline 57 +£23 60 + 20 0,743

Medikament 48 + 21 49 + 19 0,877

P (Baseline vs. Medikament) <0,001 <0,001

Schlagvolumen, ml
Baseline 79 (67-97) 85 (60 — 93) 0.940
Medikament 85 (73-98) 87 (58 — 96) 0.545
P (Baseline vs. Medikament) 0.033 0.401

CO, I/min
Baseline 5,7 (4,4-6,9) 6,4 (4,9-7,3) 0,596
Medikament 6,5 (5,0~7,6) 6,2 (4,8-17,3) 0,677
P (Baseline vs. Medikament) 0,013 0,600

Eed, mmHg/ml
Baseline 0,080 + 0,055** 0,102 + 0,076 0,370
Medikament 0,054 + 0,038** 0,121 + 0,010 0,019
P (Baseline vs. Medikament) 0,015 0,393

Tabelle 6: Ergebnisibersicht der Conductance-Katheter Messungen vor und nach Verabrei-
chung des entsprechenden Medikamentes. *Riociguat n =5, NO n = 8. *Zwei fehlende Werte in
der lloprost-Gruppe (n = 17). **Ees gemessen mittels der Multibeatmethode (Vorlastreduktion

durch VCI-Okklusion oder Valsalva-Manéver).
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414 Ees

Die Inhalation von lloprost flhrte zu einer signifikanten Zunahme der Ees gegeniber der
Baseline (0,56 [0,40-0,79] auf 0,63 [0,53—-0,90] mmHg/ml, P < 0,001), wahrend NO und
Riociguat zu einem signifikanten Abfall der Ees fuhrten (0,70 [0,51-1,04] auf 0,59 [0,45—
0,74] mmHg/ml, P < 0,001). Innerhalb der non-Prostanoid Patienten unterschied sich
das Ansprechen der NO-Gruppe nicht von der Riociguat-Gruppe (siehe Abschnitt 4.1.8).
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Abbildung 17: Einzelne Werte von Ees in (a, b) der lloprost-Gruppe und (c, d) der NO/Riociguat-
Gruppe unter Verwendung (a, c) gepoolter Singlebeat- und Multibeatmessungen (VCI-Okklusion)
und (b, d) reinen Multibeatmessungen (VCI-Okklusion und Valsalva-Mandver). Die rote Markie-

rung entspricht dem Median, der blaue Marker entspricht dem Interquartilsabstand.
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Bei den mittels der Singlebeat Methode ausgewerteten Patienten zeigte sich entspre-
chend der Veranderung der Ees lediglich in der NO/Riociguat-Gruppe ein signifikanter
Abfall von Pnax (lloprost: 68 + 12 vs. 66 + 11, p = 0,619; NO/Riociguat: 112 + 27 vs. 97
+ 23, p = 0,002).

415 Ea

Sowohl lloprost als auch die non-Prostanoid Intervention flhrte zu einem signifikanten
Abfall der arteriellen Elastance gegentiber der Baseline (lloprost: 0,66 [0,41 — 0,86] vs.
0,54 [0,34 - 0,75], p = 0,007; NO/Riociguat: 0,56 [0,48 — 1,33] vs. 0,48 [0,36 — 1,11], p
=0,001). Dies entsprach einer Abnahme von 16,5 % (23,4 — 12,9) in der non-Prostanoid-
und 19,0 % (27,9 — 14,8) in der lloprost-Gruppe; die Gruppen unterschieden sich dies-
beziglich nicht signifikant (P = 0,5446). Entsprechend der Abnahme der Ea zeigte sich
in beiden Gruppen ein Abfall des endsystolischen Druckes um ca. 15 % gegeniber der

Baseline.
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Abbildung 18: Einzelne Werte von Ea (mmHg/ml) in a) der lloprost-Gruppe (p < 0,001) und b)
der NO & Riociguat Gruppe (p = 0,001). Die rote Markierung entspricht dem Median, der blaue

Marker entspricht dem Interquartilsabstand.
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416 Ees/Ea

Durch die Zunahme der Ees und Abnahme der Ea fiihrte die Inhalation von lloprost zu
einem signifikanten Anstieg des Ees/Ea-Verhéltnisses gegeniber der Baseline (0,93 +
0,44 auf 1,46 £ 0,70; P < 0,001). In der NO/Riociguat-Gruppe entsprach die Abnahme
der Ea ungeféhr derer der Ees (16,5 % [23,4 — 13,2] vs. 18,3 % [23,7 — 4,0]), weshalb
sich keine signifikante Anderung des Ees/Ea-Verhaltnisses einstellte (1,05 + 0,51 auf
1,11 + 0,64; P = 0,409).
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Abbildung 19: Einzelne Werte von Ees/Ea in a) der lloprost-Gruppe (p < 0,001) und b) der NO
& Riociguat Gruppe (p = 0,381). Die rote Markierung entspricht dem Mittelwert, der blaue Marker

entspricht £ 1 Standardabweichung.

4.1.7 Eed

Waéhrend die enddiastolische Elastance (Eed) durch NO und Riociguat nicht eindeutig
beeinflusst wurde (Baseline: 0,102 + 0,076 vs. Medikament: 0,121 + 0,010; p = 0,393),
fuhrte die Inhalation von lloprost zu einer statistisch signifikanten Abnahme und somit
Verbesserung der Eed (Ausgangswert: 0,080 * 0,055 vs. Medikament: 0,054 + 0,038; p
=0,015).
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Abbildung 20: Einzelne Werte von Eeq in @) der lloprost-Gruppe (p = 0,015) und b) der NO &
Riociguat Gruppe (p = 0,393). Die rote Markierung entspricht dem Mittelwert, der blaue Marker

entspricht £ 1 Standardabweichung. Zwei fehlende Werte in der lloprost Gruppe (n=17).

4.1.8 Vergleich der non-Prostanoid Subgruppen

Im direkten Vergleich der NO- mit der Riociguat-Subgruppe, zeigte sich hinsichtlich aller
gemessenen Parameter ein identisches Verhalten. Auch zeigten sich in den Ausgangs-
werten vor Medikamenteneinnahme keine signifikanten Unterschiede. Tabelle 6 zeigt
eine Ergebnisibersicht. Die NO-Gruppe zeigte einen tendenziell starkeren Abfall der Ea
(21,2 % [27,4 — 16,4]) gegenlber der Riociguat-Gruppe (13,5 % [14,9 — 11,2]), dieser
Trend erreicht aufgrund der kleinen Stichprobe jedoch knapp keine statistische Signifi-
kanz (p = 0,057). Dennoch unterschied sich die NO-Gruppe beziiglich der prozentualen
Veranderung des Ees/Ea-Verhéltnisses nicht signifikant von der Riociguat-Gruppe (NO:
+9,1 % + 22,6; Riociguat: +1,3 % + 14,4; p = 0,509).

NO (n = 8) Riociguat (n = 5) P

Ees, mmHg/ml*
Baseline 0,83 + 0,27 0,65 + 0,30 0,296
Medikament 0,63 + 0,24 0,58 + 0,28 0,732
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P (Baseline vs. Medikament)

0,004

0,052

Ea, mmHg/ml

Baseline 0,64 (0,52—1,18) 0,56 (0,43-1,39) 0,826
Medikament 0,45 (0,37-0,99) 0,48 (0,37-1,22) 0,608
P (Baseline vs. Medikament) 0,008 0,012

Ees/Ea*

Baseline 1,16 + 0,60 0,87 £ 0,30 0,345
Medikament 1,23+0,75 0,92 £ 0,39 0,410
P (Baseline vs. Medikament) 0,571 0,318

Eed, mmHg/ml

Baseline 0,075 + 0,053 0,145 + 0,092 0,106
Medikament 0,099 + 0,060 0,156 + 0,144 0,329
P (Baseline vs. Medikament) 0,374 0,801

Schlagvolumen, mi

Baseline 77+15 8324 0,611
Medikament 78 £ 16 85+ 27 0,579
P (Baseline vs. Medikament) 0,744 0,399

RV-EF, %

Baseline 49,5 (35,0-50,5) 39,0 (23,0-50,0) 0,555
Medikament 53,5 (36,5-59,5) 41,0 (25,0-60,0) 0,557
P (Baseline vs. Medikament) 0,016 0,125

CO, I/min

Baseline 6,15+ 1,62 6,24 £1,55 0,923
Medikament 6,26 £ 1,63 6,28 1,74 0,986
P (Baseline vs. Medikament) 0,731 0,825

Herzfrequenz, bpm

Baseline 81,0+17,9 77,6 £125 0,716
Medikament 81,5+179 75,4 +7,9 0,500
P (Baseline vs. Medikament) 0,799 0,522

EDV, ml

Baseline 176 (162—208) 228 (197-264) 0,124
Medikament 156 (143-195) 218 (176-255) 0,107
P (Baseline vs. Medikament) 0,018 0,043

ESV, ml

Baseline 89 (78-142) 168 (98-182) 0,420
Medikament 67 (59-127) 157 (71-170) 0,380
P (Baseline vs. Medikament) 0,017 0,043
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Tabelle 7: Ergebnistbersicht der Conductance-Katheter Messungen vor und nach Verabrei-
chung des entsprechenden Medikamentes. *Ees gemessen mittels der Multibeat Methode (Vor-

lastreduktion durch VCI-Okklusion oder Valsalva-Mandver).

4.1.9 Zusammenfassung und exemplarische PV-Loops

Baseline Conductancekatheter

ln=19 ln=8 ln=5

lloprost 2.5ug

Ees

Ea
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Abbildung 21: Graphische Ubersicht der wichtigsten Ergebnisse der klinischen Studie.

Wahrend lloprost das Ees/Ea-Verhdltnis akut durch eine Kombination aus gesteigerter
Kontraktilitdt und sinkender Nachlast verbessert, zeigt sich bei Medikamenten des NO-
cGMP-Signalweges eine simultane Abnahme von Ees und Ea, so dass das Ees/Ea-Ver-
héaltnis unberthrt bleibt. Als Konsequenz des verbesserten RV-PA Couplings der I-
loprost-Gruppe zeigte sich eine signifikante Zunahme des Schlagvolumens und des
Herzzeitvolumens (CO) ohne signifikante Anderung der Herzfrequenz. In der non-
Prostanoid Gruppe hingegen zeigte sich keine signifikanten Anderungen des Schlagvo-
lumens, des Herzzeitvolumens und der Herzfrequenz. Sowohl in der lloprost als auch in
der non-Prostanoid Gruppe kam es zu einer Abnahme des enddiastolischen und end-

systolischen Volumens, was zu einer konsekutiven Besserung der RV-EF flhrte.
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Abbildung 22: Exemplarische Multibeat-Messungen fiir die Effekte des entsprechenden Medi-
kamentes auf Ees, Ea und Ees/Ea bei a) lloprost (Baseline = blau, lloprost = Violett), b) NO
(Baseline = blau, NO = orange) und c) NO und lloprost sequenziell bei einem Patienten (Baseline
= blau, lloprost = Violett, NO = orange). Die gestrichelte griine Linie entspricht Ea, der rote Pfeil

entspricht der Ees gemessen durch Vorlastreduktion.
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Abbildung 23: Exemplarische Singlebeat-Messungen fur die Effekte des entsprechenden Medi-
kamentes auf Ees, Ea und Pmax bei a) lloprost (Baseline = blau, lloprost = Violett), b) NO (Ba-
seline = blau, NO = orange) und c) Riociguat (Baseline = blau, Riociguat = braun. Die gestrichelte
grune Linie entspricht Ea, der rote Pfeil entspricht der Ees und der Kopf der gestrichelten graue

Linie entspricht Pmax.
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4.2 Tiermodell

4.2.1 Versuchstiere

Insgesamt wurden 16 Versuchstiere in die Auswertung einbezogen. Allen Tieren wurde

100 ng/kg/min lloprost (Bayer, Leverkusen, Deutschland) intravents verabreicht.

16 Ratten
Scheinoperation
PAB, Messung nach 7 Tagen PAB, Messung nach 21 Tagen
5 Messung nach 7 Tagen n=2
n=7 n=
Messung hach 21 Tagen n=2

-
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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1
1
1
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1
1
1
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1
1

Abbildung 24 zeigt den Flowchart der Studie. PAB = Banding der Pulmonalarterien.

Das Banding der Pulmonalarterien fihrte zu signifikanten Veranderungen des rechten

Ventrikels gegeniber der Scheinoperation. Es kam zu einem signifikanten Anstieg der

Nachlast, gemessen als Ea, gegeniber den scheinoperierten Tieren. Entsprechend war

auch der endsystolische Druck signifikant h6her bei den operierten Tieren. Als Reaktion

auf die gesteigerte Nachlast zeigten die Tiere nach Pulmonalarterienbanding eine Zu-

nahme der Kontraktilitéat, die nach 21 Tagen ausgepragter als nach 7 Tagen war. Folge-

richtig wiesen die scheinoperierten Tiere das beste Ees/Ea-Verhaltnis auf und die Tiere

nach 7 Tagen das niedrigste — wobei diese Unterschiede aufgrund der geringen Stich-

probengrof3e keine Signifikanz erreichen und somit einen Trend darstellen.

PAB fur 7 Tage PAB fur 21 Tage Scheinopera- P
tion
Stichprobe n=7 n=>5 n=4
Gewicht, g 3607 419+ 24 413 + 38

RV Druck-Volumen Messungen
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Ees, 0,89 + 0,26 1,69 + 0,86 0,49 £ 0,12 0,011
mmHg/RVU
Ea, mmHg/RVU 1,60 + 0,30 2,57+1,15 0,51 £ 0,09 0,002*
Ees/Ea 0,58 £ 0,24 0,65 £ 0,34 0,99 £ 0,26 0,100
EDV, RVU 189+21 183 +55 159 £ 12 0,394
ESP, mmHg 48 £ 20 48 £ 15 19+3 0,026*

Tabelle 8 zeigt die Baseline-Charakteristika der Versuchstiere. * Der anschlieBende post-hoc

Test (Games-Howell) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen einem Pulmonalarteri-

enbanding nach 7 und 21 Tagen. PAB = Banding der Pulmonalarterien. RVU = Relative Volume

Units.

4.2.1.1 Ausschliisse

Von Insgesamt 24 getesteten Tieren mussten acht ausgeschlossen werden. Griinde

hierfiir waren Blutungen oder Perikardtamponaden wahrend der Katheterisierung sowie

messtechnische Probleme (verrauschte Signalspuren).

4.2.2 Ergebnistabelle

PAB (n=12)* Sham (n = 4) P
Ees, mmHg/RVU
Baseline 1,22 £ 0,69 0,49 +0,12 0,058
lloprost 1,66 £ 0,97 0,52+0,16 0,038
P (Baseline vs. lloprost) 0,002 0,471
Ea, mmHg/RVU
Baseline 2,00+0,88 0,51 + 0,09 0,005
lloprost 1,95+ 0,89 0,44 +0,11 0,005
P (Baseline vs. lloprost) 0,145 0,053
Ees/Ea ratio
Baseline 0,61+ 0,27 0,99 + 0,26 0,032
lloprost 0,85+ 0,38 1,21+ 0,35 0,113
P (Baseline vs. lloprost) <0,001 0,125
Stroke volume, RVU
Baseline 27 +£14 38+7 0,142
lloprost 32+13 475 0,040
P (Baseline vs. lloprost) 0,002 0,020
EDV, RVU
Baseline 187 + 37 159 +12 0,174
lloprost 188 £ 35 167 £13 0,269
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P (Baseline vs. lloprost) 0,704 0,263
ESV, RVU
Baseline 163 (149 — 175) 128 (117 — 142) 0,020
lloprost 161 (145-180) 121 (119 - 138) 0,030
P (Baseline vs. lloprost) 0,638 0,465
EF, %
Baseline 14,7+ 6,0 24,7+3,8 0,008
lloprost 17,4+ 6,2 29,8+2,0 0,002
P (Baseline vs. lloprost) <0,001 0,013
CO RVU/min
Baseline 7724 + 4443 11703 + 2568 0,116
lloprost 9018 + 4437 14798 + 2811 0,030
P (Baseline vs. lloprost) 0,018 0,014
ESP, mmHg
Baseline 48,0+ 17,3 19,1+3,1 0,002
lloprost 56,0 £ 18,5 204 +31 <0,001
P (Baseline vs. lloprost) 0,043 0,383
HR, bpm
Baseline 277,5 (270,6 — 292,2) 289,4 (280,4 — 348,5) 0,170
lloprost 266,5 (248,1 — 291,6) 298,7 (277,3 — 350,4) 0,058

P (Baseline vs. lloprost)

0,182

0,465

Tabelle 9: Ergebnisibersicht der Conductance-Katheter Messungen im Tiermodell vor und nach

der intravendsen Verabreichung von lloprost. *PAB fir 7 Tage n = 7, 21 Tage n = 5.
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4.2.3 Ees

Die Infusion von lloprost fihrte bei den Ratten mit PAB zu einer signifikanten Zunahme
der Ees gegenuber der Baseline (Tabelle 9). Im Mittel entsprach dies einer Zunahme
von 36 % (£24 %). Das PAB Uber 7 Tage unterschied sich diesbeztiglich nicht signifikant
von einem PAB Uber 21 Tage (42 % + 27 % vs. 28 % + 18 %; P = 0,3302). Bei den
scheinoperierten Tieren zeigte sich keine signifikante Veranderung der Ees (Tabelle 9).
Wie auch in der Baseline, war die Ees nach Infusion von lloprost bei scheinoperierten
Tieren signifikant niedriger als bei den Tieren mit PAB.
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Abbildung 25: Einzelne Werte von Ees vor und nach der intravendsen Verabreichung von
lloprost in a) der PAB-Gruppe (p = 0,002) und b) der Scheinoperations-Gruppe (p = 0,471). Die

rote Markierung entspricht dem Mittelwert, der blaue Marker entspricht + 1 Standardabweichung.

424 Ea

Erwartungsgemal blieb die Ea bei den Tieren mit durch PAB fixierter Nachlast nach
Infusion von lloprost nahezu unveréandert (2,00 £ 0,88 vs. 1,95 + 0,89, p = 0,145). Bei
gleichzeitig zunehmender Kontraktilitt fihrte dies zu einer signifikanten Zunahme des
endsystolischen Druckes (48,0 £ 17,3 vs. 56,0 + 18,5, p = 0,043). Bei den scheinope-
rierten Tieren zeigte sich ein Trend zu einem leichten Abfall der Ea, der aufgrund der
kleinen Stichprobe knapp statistische Signifikanz verfehlt (0.51 £ 0.09 vs. 0.44 + 0.11, p
= 0.053).
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Abbildung 26: Einzelne Werte von Ea vor und nach der intravendsen Verabreichung von lloprost
in a) der PAB-Gruppe (p = 0,145) und b) der Scheinoperations-Gruppe (p = 0,053). Die rote Mar-

kierung entspricht dem Mittelwert, der blaue Marker entspricht + 1 Standardabweichung.

425 Ees/Ea

Durch die Zunahme der Ees bei konstanter Ea fulhrte die Infusion von lloprost bei Tieren
mit PAB zu einem signifikanten Anstieg des Ees/Ea-Verhaltnisses gegeniiber der Base-
line (0,61 + 0,27 vs. 0,85 £ 0,38; p < 0,001). Im Mittel entsprach dies einer Zunahme von
41 % + 25 %. Das PAB Uber 7 Tage unterschied sich diesbeziiglich nicht signifikant von
einem PAB uber 21 Tage (48 % + 30 % vs. 32 % + 13 %; P = 0,2943). Nach Scheinope-
ration zeigte die Infusion von lloprost keinen signifikanten Effekt auf das Ees/Ea-Verhalt-
nis. Als Ausdruck des verbesserten RV-PA Couplings bzw. der verbesserten Kontraktili-
tat zeigte sich bei den Tieren mit PAB eine signifikante Zunahme der EF (14,7 + 6,0 vs.
17,4 +6,2; p < 0,001), des Schlagvolumens (27 + 14 vs. 32 £ 13; p = 0,002) und des CO
(7724 * 4443 vs. 9018 + 4437, p = 0,018) bei tendenziell eher fallender Herzfrequenz
(277,5 [270,6 — 292,2] vs. 266,5 [248,1 — 291,6]; p = 0,182). Auch die scheinoperierten
Tiere zeigten ein solches Verhalten. Anders als in den klinischen Versuchen zeigte sich
bei durch PAB fixierter Nachlast keine signifikante Abnahme des endsystolischen oder

enddiastolischen Volumens.
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Abbildung 27: Einzelne Werte von Ees /Ea vor und nach der intraventsen Verabreichung von
lloprost in a) der PAB-Gruppe (p < 0,001) und b) der Scheinoperations-Gruppe (p = 0,125). Die

rote Markierung entspricht dem Mittelwert, der blaue Marker entspricht + 1 Standardabweichung.
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Abbildung 28: Exemplarische Messungen fiir den Effekt von lloprost auf Ees, Ea und Ees/Ea
bei Tieren mit PAB (Baseline = blau, lloprost = Violett). Die gestrichelte griine Linie entspricht Ea,

der rote Pfeil entspricht der Ees gemessen durch Vorlastreduktion.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit konnten Akuteffekte von PH-spezifischen Therapien auf das RV-PA
Coupling nachgewiesen werden. Es konnte sowohl im klinischen als auch im Tierexpe-
rimentellen Setting gezeigt werden, dass lloprost die rechtsventrikuléare Ejektionsfraktion
und das Herzzeitvolumen bei Patienten mit PAH durch eine Kombination aus verringer-
ter Nachlast und erhéhter RV-Kontraktilitat akut erhoht, wahrend nicht-prostanoide Inter-
ventionen zu einer gleichzeitigen Abnahme der Nachlast und Kontraktilitat fihren und
keinen signifikanten Einfluss auf das RV-PA Coupling und Herzzeitvolumen nehmen.
Auch konnte als Akuteffekt der Inhalation von lloprost eine Verbesserung der diastoli-
schen Funktion gezeigt werden.

5.1 lloprost

Obwohl die rechtsventrikuldre Funktion - darstellbar durch das RV-PA Coupling - die
Hauptdeterminate von Symptomatik und Prognose bei pulmonalarterieller Hypertonie ist,
haben nur sehr wenige Studien bisher untersucht, ob zugelassene PAH-Medikamente
direkt die lastunabhangige RV-Kontraktilitat und somit das RV-PA Coupling beeinflus-
sen. Insbesondere existiert in der Literatur beztiglich einer méglichen inotropen Wirkung
von Prostazyklinen - die ein wichtiger Faktor im klinischen Management von Patienten
mit PAH sein kdnnten - kein einheitliches Bild. Tiermodelle und In-vitro-Myokardgewe-
bepréaparate zeigten entweder keinen Einfluss auf die Kontraktilitdt (Wauthy et al. 2003;
Holmboe et al. 2017; Kerbaul et al. 2007; Axelgaard et al. 2017), eine reduzierte Kon-
traktilitat (Rex et al. 2008; Vanderpool et al. 2017) oder haufiger eine Kontraktilitatsstei-
gerung (Metsé-Keteld 1981; Fassina et al. 1983; Kemming et al. 2005; Holmboe et al.
2013; Zeineh et al. 2014; Pavlovi¢ et al. 1995).

Nur einige dieser Tiermodelle haben die ventrikulare Funktion mittels der Analyse von
PV-Loops im Hinblick auf das Ees/Ea-Verhaltnis untersucht und sind somit vergleichbar.
Zeineh et al. konnten mittels PV-Loops ebenfalls eine Steigerung der Kontraktilitdt des
rechten Ventrikels der Ratte durch lloprost messen (Zeineh et al. 2014). Diese Arbeit ist
insofern beachtenswert, da mit der gleichen Messtechnik wie in dieser Arbeit &hnliche
Daten erhoben wurden. Mittels Monocrotalin wurde eine PAH und RV-Hypertrophie bei
den Versuchstieren erzeugt. In der Druck-Volumen Katheterisierung konnte ebenfalls
eine Steigerung der Ees gemessen werden, welche zusammen mit einer Reduktion von
Ea zu einer Verbesserung des RV-PA Couplings fuhrte. Es konnte jedoch keine akute
Verbesserung des Herzminutenvolumens oder eine Anderung der Herzfrequenz beo-

bachtet werden. Des Weiteren konnten Zeineh et al. eine dosisabhéngige Steigerung
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der cAMP-Konzentration in den Kardiomyozyten der Versuchstiere durch lloprost zeigen
und lieferten damit auch einen mdglichen molekularen Mechanismus fir die Steigerung
der Kontraktilitat. Die Expression von Prostazyklinrezeptoren im Myokard wurde bereits
gezeigt (Nakagawa et al. 1994). Kemmig et al. untersuchten den Effekt von inhalativem
lloprost und Epoprostenol auf die RV und LV-Funktion bei gesunden Schweinen ohne
pulmonale Hypertonie oder RV-Hypertrophie (Kemming et al. 2005). Wie auch in dieser
Arbeit konnte eine Verbesserung der RV-EF, Reduktion des enddiastolischen Volumens
gezeigt werden. Weiterhin konnte eine deutliche Steigerung der linksventrikularen Kon-
traktilitat (LV-Ees) gezeigt werden. Die Inhalation von lloprost und i.v.-Epoprostenol fihr-
ten zu denselben Effekten. Beachtenswert ist, dass auch die scheinoperierten Tiere in
dieser Arbeit eine Verbesserung des Schlagvolumens, der RV-EF und des Herzzeitvo-
lumens zeigten. Drei von vier Tieren zeigten zudem einen Anstieg der LV-Ees. In einem
Hundemodell mit mittels PAB induziertem akuten Rechtsherzversagen zeigten Kerbaul
et al. ein verbessertes Ees/Ea-Verhdltnis als Reaktion auf intraventses Epoprostenol,
was hauptséachlich auf seine pulmonal-vasodilatatorische Wirkung zurtickgefihrt wurde
(Kerbaul et al. 2007). Dennoch stieg auch in dieser Studie Ees im Vergleich zur Baseline
nach Induktion des Rechtsherzversagens leicht an (0,54 + 0,02 vs. 0,63 = 0,10
mmHg/ml). Anzumerken ist, dass in dieser Arbeit ausschlie3lich eine Singlebeat Me-
thode zur Berechnung von Ees angewendet wurde und die Volumetrie Uber eine relative
Anderung des Flusses in der Pulmonalarterie berechnet wurde. Axelgaard et al. unter-
suchten die Auswirkungen der chronischen Infusion von Treprostinil bei PAB-Ratten
(Axelgaard et al. 2017). Die Autoren zeigten, dass eine mittel- und hochdosierte Behand-
lung mit Treprostinil tber 6 Wochen die RV-Funktion weder bei kompensierter noch bei
dekompensierter Rechtsherzinsuffizienz verbesserte. Obwohl das verwendete Tiermo-
dell dem in dieser Arbeit verwendeten ahnelt, ist ein wichtiger Unterschied zu dieser
Arbeit, dass die chronische Wirkung von Prostanoiden auf die RV-Funktion bei PAB-
Ratten untersucht wurde und nicht der Akuteffekt. Im Kontrast zu den zuvor genannten
Untersuchungen zeigten Rex et al. bei Schweinen mit durch hypoxische Vasokonstrik-
tion akut induzierter pulmonaler Hypertension eine globale Verbesserung der globalen
Hamodynamik durch die Inhalation von lloprost, welche primér der pulmonalen Vasodi-
latation und Wiederherstellung der linksventrikuléren Vorlast zugeschrieben wurde (Rex
et al. 2008). Die Reduktion der Ea war in dieser Arbeit von einem gleichzeitigen Abfall
der rechtsventrikularen Kontraktilitat (Ees) begleitet, weshalb das Coupling unverandert
blieb. Es ist jedoch fraglich, inwiefern die akute durch Hypoxie induzierte pulmonale Hy-
pertension reprasentativ fir klinische Falle ist, bei denen chronische Veranderungen der

Lungenstrombahn und des rechten Ventrikels vorliegen.
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Generell gibt es bisher keine Studie, die den Effekt einer Prostazyklintherapie auf die
lastunabhangige Kontraktilitat mittels in Echtzeit aufgezeichneten PV-Loops im Klini-
schen Setting untersucht hat. Diverse klinische Studien haben jedoch gezeigt, dass
Prostazyklin und seine Analoga das Herzzeitvolumen und die Leistungsfahigkeit von Pa-
tienten mit pulmonaler Hypertonie verbessern (Olschewski et al. 2002; Olschewski et al.
2010; McLaughlin et al. 2006; Gall et al. 2016). Eine dieser klinischen Studien konnte
sogar zeigen, dass inhalatives lloprost bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie das
Herzzeitvolumen stérker erhoht als inhalatives NO (Hoeper et al. 2000). Diese Beobach-
tung entspricht auch den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit. Montalescot et al. un-
tersuchten den Effekt von i.v.-Prostanoiden bei Patienten mit sekundarer pulmonaler Hy-
pertonie als Folge einer Linksherzinsuffizienz und konnten einen inotropen Effekt im
Sinne einer gesteigerten Kontraktionsgeschwindigkeit des linken Ventrikels messen
(Montalescot et al. 1998). Allen genannten klinischen Studien ist jedoch gemeinsam,
dass keine genaue Aussage dartber getroffen werden kann, ob die verbesserte RV-
Funktion (und somit das RV-PA Coupling) alleine durch eine Senkung der Nachlast oder
tatsachlich auch durch eine Anderung der lastunabhéngigen Kontraktilitat entsteht. Eine
einzige Studie hat bisher das Ees/Ea-Verhaltnis bei der Therapie mit Prostanoiden im
klinischen Setting dezidiert untersucht: Vanderpool et al. konnten zeigen, dass nach drei-
monatiger Therapie mit Treprostinil eine nachhaltige Reduktion der Nachlast (Ea) bei
gleichzeitig verringerter Kontraktilitat eintritt (Vanderpool et al. 2017). Das RV-PA Coup-
ling insgesamt blieb unberihrt. Jedoch konnte, wie auch in der vorliegenden Arbeit, eine
Abnahme ventrikularer Volumina und der diastolischen Steifigkeit (Eed) gezeigt werden.
Es ist anzumerken, dass die PV-Loops in der genannten Arbeit nicht in Echtzeit aufge-
zeichnet wurden, sondern im Nachhinein aus MRT-Volumendaten und Driicken aus ei-
ner Rechtsherzkatheteruntersuchung konstruiert wurden. Auch wurde hier ein Langzeit-

effekt beobachtet, wahrend die vorliegende Arbeit einen Akuteffekt beschreibt.

Aus der bisher veroffentlichten Literatur und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
ergibt sich, dass einige Unterscheidungen getroffen werden missen, welche die unter-

schiedlichen Ergebnisse zum Teil erklaren kdnnten:

Im Tierversuch ist es wahrscheinlich, dass die Wahl des Tiermodells bzw. die Weise wie
eine pulmonale Hypertension und Rechtsherzbelastung erzeugt wurde, eine Rolle spielt.
Es konnte einen Unterschied machen, ob das Prostanoid auf ein chronisch belastetes
und umgebautes Myokard (Holmboe et al. 2013; Zeineh et al. 2014) trifft oder nur auf
ein fur kurze Zeit belastetes (Rex et al. 2008; Kerbaul et al. 2007). Auch kdnnte eine
inotrope Wirkung auf das RV-Myokard durch eine Senkung der RV-Nachlast maskiert

werden. Sicherlich ist hier die genaue Messung der Ees und Ea weniger ,fehleranfallig*
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als die alleinige Beurteilung von lastabhangigen Parametern. Um den durch eine Ande-
rung der Nachlast entstehenden Fehler méglichst gering zu halten, wurde in dem Tier-
modell der vorliegenden Arbeit die Nachlast durch das Banding der Pulmonalarterie fi-
xiert. Dennoch kdnnte die gesteigerte RV-Kontraktilitdt auch in diesem Modell zum Tell
durch eine Zunahme der sympathischen Aktivitat durch die systemische Wirkung von
intravendsem lloprost verursacht sein. Eine Zunahme der sympathischen Aktivitat sollte
sich jedoch auch in einer Zunahme der Herzfrequenz auf3ern, die sowohl im Tiermodell
als auch in der klinischen Untersuchung nicht beobachtet wurde. Jedoch kann ein sys-
temischer Effekt des lloprost auf die in dieser Arbeit gemessenen direkten inotropen Ef-
fekte nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Ein weiterer Unterschied konnte in den verabreichten Prostazyklin-Analoga und deren
Weg der Verabreichung liegen. Die Wirkung der verschiedenen Prostazyklinderivate ist
moglicherweise nicht identisch, da die einzelnen Substanzen jeweils unterschiedliche
Affinitaten zu den verschiedenen bekannten Prostzyklinrezeptoren aufweisen (Lang und
Gaine 2015). Auch konnte sich die inhalative Verabreichung von der i.v.-Verabreichung
unterscheiden, jedoch erscheinen bis zu 76 % einer einzelnen inhaltierten Dosis lloprost
fir mindestens 20 Minuten auch systemisch intravaskular (Olschewski et al. 2003;
Schermuly et al. 2006). Somit sind auch die identischen Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit hinsichtlich einer positiven inotropen Wirkung in der klinischen Studie (inhalatives

lloprost) und im Tiermodell (i.v.-lloprost) erklarbar.

Weiterhin ist es mdglich, dass der Akuteffekt unmittelbar nach Verabreichung nicht dem
messbaren Effekt nach mehrmonatiger Therapie entspricht. So wére es denkbar, dass
der rechte Ventrikel sich Uber eine langanhaltende Nachlastsenkung 6ékonomisiert und
die Kontraktilitdt reduziert, um das Ees/Ea-Verhaltnis mit niedrigerem Energieeinsatz
aufrecht zu erhalten. Eine solche Okonomisierung wurde bereits postuliert (Vanderpool
et al. 2017; Rex et al. 2008) und auch die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Effekte
der Wirkung von NO und Riociguat deuten auf einen solchen Mechanismus hin. Der
positiv-inotrope Effekt von Prostanoiden konnte moglicherweise begrenzt auf die initiale
Anflutung des Medikamentes sein und dann abnehmen. Eine mégliche Erklarung hierfir
konnte in der Pharmakokinetik bedingt durch die inhalative Verabreichung liegen, da die
Serumhalbwertszeit von lloprost viel kiirzer ist als die Halbwertszeit der pulmonalen va-
sodilatatorischen Wirkung (Olschewski et al. 2003). Das heif3t, dass das Medikament
eine verlangerte lokale Vasodilatation hervorruft, die nicht durch die Serumspiegel er-
klarbar ist. Der inotrope Effekt hingegen kdnnte einen Zusammenhang mit der Biover-

fugbarkeit (dem Prozentsatz an vernebeltem lloprost, der intravaskular erscheint) haben.
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Uber die zeitliche Dimension der Kontraktilitatssteigerung kann mittels der in dieser Ar-
beit gemessenen Daten keine Aussage getroffen werden. Studien, welche die Kontrak-
tilitat zu mehreren Zeitpunkten nach Inhalation erfassen und gleichzeitig Daten zur Phar-

makokinetik erheben, sollten diese Frage jedoch beantworten kénnen.

5.2 Inhalatives NO und Riociguat

Die Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Inhalation von NO bei pulmonalar-
terieller Hypertonie keinen Einfluss auf das RV-PA Coupling hat. Wahrend durch die
pulmonale Vasodilatation die Nachlast deutlich abféllt, findet sich keine signifikante An-

derung der Kontraktilitéat. Der identische Effekt wurde fir Riociguat gezeigt.

Wahrend der Inhalation von NO konnte der Effekt einer Senkung der Nachlast durch
eine Erweiterung des Gefal3querschnittes der pulmonalen Strombahn mittels der ange-
wandten Methodik eindeutig gezeigt werden. Die arterielle Elastance und der endsysto-
lische Druck wurden bei allen Patienten deutlich gesenkt. Der physiologische Mechanis-
mus zur Kompensation der erhéhten Nachlast bei pulmonalarterieller Hypertonie ist eine
Steigerung der Kontraktilitdt, um das RV-PA Coupling aufrecht zu erhalten. Erst wenn
dieser Mechanismus erschdpft ist, setzt eine zunehmende Entkopplung von Kontraktilitat
und Nachlast ein. Die Daten dieser Arbeit legen als akuten Effekt einer Nachlastsenkung
mit inhalativem NO eine teilweise Umkehr dieses Mechanismus nahe. Das heil3t, dass
bei sinkender Nachlast die Kontraktilitat ebenfalls sinkt, um das RV-PA Coupling mit
niedrigerem Energieeinsatz aufrecht zu erhalten (alle acht Patienten zeigten eine deut-
liche Abnahme der Ees). Dies entspricht den Beobachtungen von Wauthy et al. die den
gleichen Effekt an Ferkeln mit Shunt-induzierter pulmonalarterieller Hypertonie zeigen
konnten (Wauthy et al. 2003). Es ist jedoch anzumerken, dass drei der acht Patienten
sogar ein verbessertes Coupling unter Inhalation von NO zeigen. In diesen Féllen fiel die
Reduktion der Kontraktilitat geringer aus als die der Nachlast. Ein Erklarungsansatz ware
hier, dass der chronisch belastete und an diese Belastung angepasste rechte Ventrikel
sich auf diesem Wege ,6konomisiert” und das Bestreben hat, das Coupling nicht nur
aufrechtzuerhalten, sondern weiter in den optimalen Bereich zu verschieben. Eine Ver-
besserung des RV-PA Couplings wahrend einer Vasoreagibilitdtstestung bei einer Pati-
entin mit pulmonalarterieller Hypertonie wurde auch von Tello et al. mittels Multi-Beat-
Messungen gezeigt (Tello et al. 2019a). Es zeigt sich, dass diese Arbeit lediglich eine
Senkung der Nachlast durch inhalatives NO sicher demonstrieren kann. Ob daraus je-

doch eine Verbesserung des Couplings resultiert, kann nicht sicher beantwortet werden.
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Nach der Einnahme von Riociguat konnte im Rahmen dieser Studie eine signifikante
Senkung der arteriellen Elastance als Ausdruck einer effektiven Nachlastsenkung durch
das Medikament gezeigt werden. Dementsprechend fiel auch der endsystolische Druck
in Folge der Reduktion des pulmonalvaskularen Widerstands ab. Wie auch bei inhalati-
vem NO zeigte sich bei allen Patienten eine Abnahme der endsystolische Elastance.

Erwartungsgemal blieb das Ees/Ea-Verhaltnis erhalten.

5.3 Bedeutung dieser Studie

Dies ist die erste Arbeit, welche akute Effekte von PH-spezifischen Therapien auf das
RV-PA Coupling in einem klinischen Setting und mit Goldstandard-Messtechnologie zei-
gen konnte. Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis einer kom-
binierten pulmonalvaskularen und RV-inotropen Wirkung von lloprost, die sowohl im Kkli-
nischen Setting als auch im Tierexperiment gezeigt werden konnte. Die medikamenttse
Stimulation des NO-cGMP-Signalwegs hingegen zeigte neben einer pulmonal vasodila-
tatorischen Wirkung keinen solchen Effekt. Dies impliziert, dass beide pharmakologische
Ansatze bei &hnlichen pulmonal vasodilatatorischen Eigenschaften unterschiedliche
Wirkungen auf den rechten Ventrikel haben. Dementsprechend zeigte die rechtsventri-
kulare Ejektionsfraktion und das Herzzeitvolumen ein starkeres Ansprechen auf inhala-
tives lloprost als auf NO oder Riociguat unter den Bedingungen der pulmonalen Hyper-
tonie. Der in dieser Arbeit gezeigte Akuteffekt auf die rechtsventrikulare Kontraktilitat
muss jedoch nicht zwingend zu klinischen Langzeiteffekten fiihren. Diese Arbeit kann
jedoch Grundlage fur gréf3er angelegte klinische Studien sein, welche dieser Frage
nachgehen. Bemerkenswerterweise wurde der inotrope Effekt von lloprost auch bei Pa-
tienten beobachtet, die bereits mit einer pulmonal vasoaktiven Therapie behandelt wa-

ren.

Des Weiteren konnte diese Arbeit zeigen, dass der Nachweis von Reaktion des RV-PA
Couplings auf pharmakologische Interventionen mittels der gewéhlten Methodik prinzi-
piell gelingen kann. Die Messung des RV-PA Couplings kénnte somit als Baustein von
Studien, die die Wirkmechanismen spezifischer Therapien bei PAH untersuchen zu ei-

nem besseren Verstandnis der beobachteten klinischen Wirkung fihren.

5.4 Limitationen

Die vorliegende Studie ist limitiert durch die kleine Anzahl der untersuchten Patienten.
Dies betrifft vor allem die Gruppe der Patienten mit inhalativem NO oder Riociguat. Die

pulmonalarterielle Hypertonie ist jedoch eine seltene Erkrankung und die verwendete
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Messtechnik ist invasiv und sehr aufwéandig, was es schwierig macht, die Studie mit
deutlich groerer Patientenzahl zu wiederholen. Auch wurden keine pharmakokineti-
schen Daten erhoben, weshalb eventuelle dosisabhéngige Effekte nicht erfasst werden
kénnen. Da die Studie jedoch bereits zugelassene Medikamente mit einer vorgeschrie-
benen Dosierung untersucht, verbieten sich selbstverstandlich Abweichungen davon

aus Grinden der Patientensicherheit.

Weiterhin kann keine Aussage uber die zeitliche Dimension des Effektes getroffen wer-
den. Es kann daher nur ein Akuteffekt beschrieben werden und die gesteigerte Kontrak-
tilitat durch die Inhalation von lloprost kdnnte auf diesen beschrankt sein. Auch ist unklar,
ob dem gezeigten Akuteffekt eine klinische Konsequenz entspringt. Dies muisste in gro-
Rer angelegten klinischen Studien mit definierten Endpunkten gezeigt werden.

Fur die Bestimmung von Ees wurden unterschiedliche Methoden verwendet. So wurde
bei einigen Patienten zur Reduktion der Vorlast das Valsalva-Manover verwendet und
nicht der Goldstandard der Ballonokklusion der vena cava inferior. Das Valsalva-Man6-
ver als Alternative zur VCI-Okklusion wurde jedoch bereits validiert (Tedford et al. 2013).
Um diese Methode jedoch nochmals ,abzusichern®, wurden die Patienten mit Valsalva-
Mandver nochmals mittels der Singlebeat-Methode analysiert. Eine gute Korrelation der
Multi- und Single-Beat Methodik wurde jedoch gezeigt (Inuzuka et al. 2018; Richter et
al. 2020). Auch in den Daten dieser Arbeit zeigte sich eine gute Korrelation zwischen

Singlebeat- und Multibeatdaten.

Grundsatzlich ist die Ubertragbarkeit von Tiermodellen auf den Patienten nur einge-
schrankt moglich. Insbesondere entspricht die durch das PAB akut induzierter Rechts-
herzbelastung nicht dem klinischen Bild einer PAH als chronische Erkrankung mit ent-
sprechenden Veranderungen am Myokard, Gefal3system und abhangigen Organen. Das
Tiermodell wurde jedoch gewahlt, da es ermdglicht, die gefalRerweiternde Wirkung von
lloprost auf das Lungengefal3system durch Fixierung der Nachlast zu egalisieren. So
konnen die Effekte des Medikamentes isoliert auf den rechten Ventrikel beurteilt werden.
Trotz den Limitationen des Modells konnte beobachtet werden, dass das Banding der
Pulmonalarterie hinsichtlich der Coupling-Parameter zu der gleichen Konstellation fuhrt,
wie sie bei chronischem Rechtsherzversagen zu beobachten ist: Das Banding fuhrte zu
einem Anstieg der Kontraktilitdt gegenliber den scheinoperierten Tieren. Die Kontraktili-
tat versucht sich der akut gestiegenen Nachlast also anzupassen. Jedoch zeigten die
PAB-Tiere trotzdem ein gegenlber den scheinoperierten Tieren deutlich niedrigeres
Ees/Ea-Verhaltnis. Obwohl die Kontraktilitdt steigt, kann die Nachlast nicht vollstandig

kompensiert werden und das RV-PA Coupling verschlechtert sich.
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Es wurden verschiedene Wege der Applikation von lloprost im Tiermodell und in der
klinischen Studie verwendet. Pharmakokinetische Daten zeigen jedoch, dass bis zu
76 % einer inhalierten lloprostdosis auch in der systemischen Zirkulation erscheint (Ol-
schewski et al. 2003).
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6 Zusammenfassung

Hintergrund - Die rechtsventrikulére Funktion - darstellbar durch das RV-PA Coupling -
ist die Hauptdeterminate von Symptomatik und Prognose bei pulmonalarterieller Hyper-
tonie (Vonk-Noordegraaf et al. 2013). Die zur Behandlung einer pulmonalarteriellen Hy-
pertonie eingesetzten Medikamente bewirken durch eine pulmonale Vasodilatation
hauptséachlich eine Abnahme der rechtsventrikularen Nachlast und senken den mittleren
pulmonalarteriellen Druck (mPAP), jedoch wird insbesondere bei Prostazyklinen auch
eine positive inotrope Wirkung auf den rechten Ventrikel immer wieder vermutet (Mon-
talescot et al. 1998; Kemming et al. 2005; Fassina et al. 1983). Da der rechte Ventrikel
sich im Verlauf der Krankheit durch zunehmende Kontraktilitdt (Ees) der steigenden
Nachlast (Ea) anpasst (Naeije und Manes 2014), kdnnte eine medikamenteninduzierte
Abnahme der Nachlast von einer scheinbar paradoxen Abnahme der Kontraktilitat be-
gleitet sein, was zu einem erhaltenen RV-PA Coupling fihren wiirde (Kerbaul et al. 2007;
Vanderpool et al. 2017). Bei einer parallelen Steigerung der intrinsischen Kontraktilit&t
hingegen, misste eine Verbesserung des RV-PA Couplings messbar sein.

Methoden — Diese Arbeit untersucht daher die akute Wirkung des Prostazyklinanalo-
gons lloprost auf die intrinsische rechtsventrikulare Kontraktilitdt basierend auf invasiv,
mittels Conductance-Katheter gemessenen PV-Loops. Inhalatives lloprost (2,5 ug)
wurde mit inhalativem Stickstoffmonoxid (NO, 10 ppm) oder oral verabreichtem Rioci-
guat (1 mg) bei Patienten mit PAH (n = 19, 8 bzw. 5) verglichen. Die PV-Loops wurden
unmittelbar vor und nach der Einnahme aufgezeichnet, wobei der Zeitpunkt der Messung
nach Intervention nach pharmakokinetischen Gesichtspunkten gewahlt wurde. Belas-
tungsunabhangige Kontraktilitéat (Ees) und Nachlast (Ea) wurden entweder mit der Mult-
ibeatmethode mit Vorlastreduktion durch Ballonokklusion der unteren Hohlvene oder bei
Patienten, die diesem Verfahren nicht zustimmten, mit dem Valsalva-Manoéver und er-
ganzender Singlebeat-Analyse bestimmt. Aufgrund der Stimulation desselben zellularen
Signalweges (NO-sGC-cGMP-Signalweg) wurden die Riociguat- und NO-Patienten als
eine Gruppe analysiert. Zur Bestatigung unter standardisierten Bedingungen wurde die
Wirkung von lloprost im Tiermodell bei zwdlf Ratten mit Banding der Pulmonalarterie und
vier scheinoperierten Tieren untersucht. Die PV-Loops wurden hier vor und zehn Minu-
ten nach der kontinuierlichen intravendsen Infusion von lloprost 100 ng/kg/min aufge-

zeichnet und mittels der Multibeat Methode ausgewertet.

Ergebnisse — Die lloprost und NO/Riociguat Gruppe zeigten sich hinsichtlich der Aus-
gangsparameter vergleichbar und unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich des
Alters (59 + 14 vs. 57 £ 14 Jahre), der Distanz im 6-Minuten Gehtest (366 + 125 vs. 417
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+ 100m), dem mPAP (44 £ 12 vs. 40 £ 11 mmHg), dem PVR (583 + 249 vs. 481 + 224
dyn-s/cm®) und der Verteilung innerhalb der funktionellen WHO-Klassen (1, 8 und 10
Patienten vs. 0, 5 und 8 Patienten in den Klassen I, 1l bzw. Ill). Sowohl in der lloprost als
auch in der NO/Riociguat Gruppe kam es zu einer signifikanten Abnahme von Ea ge-
genlber der Baseline (lloprost: 0,66 [0,41-0,86] auf 0,54 [0,34-0,75] mmHg/ml; NO/Ri-
ociguat 0,56 [0,48-1,33] auf 0,48 [0,36—1,11]). In der lloprost Gruppe kam es zu einer
Zunahme von Ees (0,56 [0,40-0,79] auf 0,63 [0,53—0,90] mmHg/ml), wahrend es in der
NO/Riociguat-Gruppe zu einer Abnahme der Ees kam (0,70 [0,51-1,04] auf 0,59 [0,45—
0,74] mmHg/ml). Als Konsequenz verbesserte sich das Ees/Ea-Verhaltnis in der lloprost
Gruppe (0,93 + 0,44 auf 1,46 = 0,70), wahrend es in der NO/Riociguat Gruppe anna-
hernd konstant blieb. Beide Gruppen zeigten eine Abnahme des rechtsventrikuléren Vo-
lumens bei gleichzeitig zunehmender Ejektionsfraktion. Jedoch erhdhte nur die Inhala-
tion von lloprost das Schlag- und Herzzeitvolumen signifikant. Es zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen der Riociguat und NO Untergruppe.

Im Tiermodell fihrte sowohl das Banding der Pulmonalarterie fiir sieben Tage (n=7) als
auch das fur 21 Tage (n = 5) gegenlber den scheinoperierten Tieren zu einem deutli-
chen Anstieg der Ees (0,49 + 0,12 auf 1,22 + 0,69 mmHg/ml) und Ea (0,51 + 0,09 auf
2,00 = 0,88 mmHg/ml). Das Ees/Ea-Verhaltnis verringerte sich durch das PAB deutlich
(0,99 £ 0,26 auf 0,61 + 0,27). Die intravendtse Infusion von lloprost fihrte bei den PAB-
Ratten zu einem signifikanten Anstieg der Ees (1,22 = 0,69 auf 1,66 + 0,97 mmHg/ml),
wahrend Ea sich nicht signifikant veranderte (Nachlast fixiert durch PAB). Infolgedessen
kam es zu einem verbesserten Ees/Ea-Verhéltnis (0,61 + 0,27 auf 0,85 + 0,38), einem
Anstieg der EF (14,7 + 6,0 auf 17,4 + 6,2 %), des Schlagvolumens (27 + 14 auf 32 + 13
RVU) und Herzzeitvolumens (7724 + 4443 auf 9018 + 4437 RVU/min). Bei den schein-

operierten Tieren kam es zu keiner signifikanten Anderung der Ees.

Schlussfolgerungen — In dieser Arbeit konnten akute Effekte von PH-spezifischen me-
dikamentdsen Therapien auf das RV-PA Coupling gezeigt werden. Insbesondere konnte
eine kombinierte pulmonalvaskuléare und RV-inotrope Akutwirkung von lloprost, sowohl
im Kklinischen Setting als auch im Tierexperiment gezeigt werden. Die medikamentdse
Stimulation des NO-cGMP-Signalweges hingegen zeigte neben einer pulmonal vasodi-
latatorischen Wirkung keinen solchen Effekt. Dies impliziert, dass beide pharmakologi-
sche Ansatze bei ahnlichen pulmonal vasodilatatorischen Eigenschaften unterschiedli-
che Wirkungen auf den rechten Ventrikel haben. Dementsprechend zeigte die rechts-
ventrikulare Ejektionsfraktion und das Herzzeitvolumen ein starkeres Ansprechen auf

inhalatives lloprost als auf NO oder Riociguat unter den Bedingungen der pulmonalen
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Hypertonie. Ob dem gezeigten Akuteffekt eine klinische Relevanz entspringt, muss in

weiteren Studien untersucht werden.
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7  Abstract

Background — Right ventricular function - represented by RV-PA coupling - is the main
determinant of symptoms and prognosis in pulmonary arterial hypertension (Vonk-Noor-
degraaf et al. 2013). Pharmacological therapies in the treatment of pulmonary arterial
hypertension mainly act via pulmonary vasodilatation causing a decrease in right ven-
tricular afterload and mean pulmonary arterial pressure (mPAP). However, a positive
inotropic effect on the right ventricle, particularly in the case of prostacyclins, was repeat-
edly suspected (Montalescot et al. 1998; Kemming et al. 2005; Fassina et al. 1983). Over
the course of the disease the right ventricle adapts to increased afterload (Ea) by in-
creasing contractility (Ees) (Naeije und Manes 2014). A drug-induced decrease in after-
load might therefore be accompanied by paradoxical decrease in contractility, resulting
in conserved RV-PA coupling (Kerbaul et al. 2007; Vanderpool et al. 2017). With a par-
allel increasing intrinsic contractility by prostacyclins, on the other hand, an improvement
in RV-PA coupling should be measurable.

Methods - Therefore, this study investigates the acute effect of the prostacyclin ana-
logue iloprost on the intrinsic right ventricular contractility based on invasive PV loops
measured with a conductance catheter. Inhaled iloprost (2.5 ug) was compared to in-
haled nitric oxide (NO, 10 ppm) or oral riociguat (1 mg) in patients with PAH (n=19, 8,
and 5, respectively). The PV loops were recorded immediately before and after interven-
tion, with the time of measurement being chosen according to pharmacokinetic aspects.
Load-independent contractility (Ees) and afterload (Ea) were determined using either the
multibeat method with preload reduction via balloon occlusion of the inferior vena cava
or in patients who not consented to this procedure with the valsalva maneuver and sup-
plementary singlebeat analysis. Due to the stimulation of the same cellular signaling
pathway (NO-sGC-cGMP signaling pathway), the riociguat and NO patients were ana-
lyzed as one group. For confirmation under standardized conditions, the effect of iloprost
was studied in an animal model with twelve pulmonary artery banded rats and four sham
operated animals. The PV loops were recorded before and ten minutes after the contin-
uous intravenous infusion of iloprost 100 ng/kg/min and assessed using the multibeat

method.

Results - There were no significant differences between the iloprost and NO/riociguat
groups in age (mean * standard deviation, 59 *+ 14 years vs 57 + 14 years), 6-minute
walk distance (366 + 125 m vs 417 £ 100 m), mPAP (44 + 12 mm Hg vs 40 £ 11 mm Hg),
PVR (583 + 249 dyn-s/cm® vs 481 + 224 dyn-s/cm®), and distribution of World Health

Organization functional classes (1, 8, and 10 patients vs 0, 5, and 8 patients in classes
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I, I, and lll, respectively) (all P > 0.05). There was a significant decrease in Ea compared
to baseline in both the iloprost and the NO/riociguat group (iloprost: 0.66 [0.41-0.86] vs.
0.54 [0.34-0.75] mmHg/ml; NO/riociguat 0.56 [0.48-1.33] to 0.48 [0.36—1.11]). In the
lloprost group Ees increased after inhalation (0.56 [0.40-0.79] to 0.63 [0.53-0.90]
mmHg/ml), while decreasing in the NO/riociguat group (0.70 [0.51— 1.04] to 0.59 [0.45—
0.74] mmHg/mL). Consequently, the Ees/Ea ratio improved in the iloprost group (0.93 +
0.44 to 1.46 + 0.70), while remaining approximately constant in the NO/riociguat group.
Both iloprost and NO/riociguat decreased RV volumes and increased RV ejection frac-
tion (EF). However, only iloprost inhalation increased stroke volume and cardiac output
(CO). There were no significant differences between the inhaled NO and riociguat sub-
groups.

In the animal model, banding of the pulmonary artery for seven days (n = 7) as well as
for 21 days (n = 5) led to a significant increase in Ees compared to the sham-operated
controls (0.49 + 0.12 to 1, 22 + 0.69 mmHg/ml) and Ea (0.51 = 0.09 to 2.00 + 0.88
mmHg/ml). The Ees/Ea ratio decreased significantly with the PAB (0.99 £ 0.26 to 0.61 +
0.27). Intravenous infusion of iloprost in PAB rats resulted in a significant increase in Ees
(1.22 + 0.69 to 1.66 + 0.97mmHg/ml), while Ea did not change significantly (afterload
fixed by PAB). Consequently, there was an improved Ees/Ea ratio (0.61 + 0.27 t0 0.85 +
0.38), an increase in EF (14.7 £ 6.0 to 17.4 + 6.2%), stroke volume (27 + 14 to 32 + 13
RVU) and cardiac output (7724 + 4443 to 9018 + 4437 RVU/min). In sham-operated

controls, iloprost did not affect Ees.

Conclusions — This study was able to demonstrate acute effects of a PH-specific ther-
apy on RV-PA Coupling. Foremost, a combined pulmonary vascular and RV inotropic
acute effect of iloprost was detected in the clinical setting as well as in a rodent model of
pulmonary hypertension. Pharmacological stimulation of the NO-cGMP signaling path-
way (Riociguat and NO), on the other hand, only led to a pulmonary vasodilatory effect.
This implies that although both pharmacological approaches have similar pulmonary
vasodilatory properties, they have different effects on the right ventricle. Accordingly,
right ventricular ejection fraction and cardiac output showed a greater response to in-
haled iloprost than to NO or riociguat. Whether this acute effect implies a clinical rele-

vance is subject to further investigation.
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Abkurzungsverzeichnis
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endotheliale NO-Synthetase
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Guanosintriphosphat

Herzfrequenz (1/min)

Herzzeitvolumen (L/min)

Intravenos

mittlerer pulmonalarterieller Druck (mmHg)
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pulmonalarterielle Hypertonie
Lungenkapillarenverschlussdruck (mmHg)
Phosphodiesterase 5
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tricuspid annular plane systolic excursion (mm)
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Tabelle 1: Ubersicht iiber Studien, welche die akute Wirkung von Prostanoiden mittels in
Echtzeit aufgezeichneter PV-Loops untersucht haben. * statistisch nicht signifikant. LV
= linker Ventrikel. 12
Tabelle 2: Basischarakteristika der lloprost und Non-Prostanoid (Riociguat und inhalatives NO)
Gruppe. Die Werte entsprechen dem Mittelwert + 1 Standardabweichung oder dem
Median (Interquartilsabstand). *Riociguat n =5, NO n = 8. 35
Tabelle 3: Therapiestatus der Patienten in der lloprost und Non-Prostanoid (Riociguat und
inhalatives NO) Gruppe zum Zeitpunkt des Einschlusses. *Riociguat n =5, NO n = 8. 36
Tabelle 4: Effekte der Inhalation von lloprost auf Ees und Ees/Ea in der gepoolten Singlebeat-
und Multibeatanalyse gegeniber der reinen Multibeatanalyse. SB = Singlebeat, MB =
Multibeat. *VCI-Ballonokklusion und Valsalva-Manover. 38
Tabelle 5: Effekte von NO/Riociguat auf Ees und Ees/Ea in der gepoolten Singlebeat- und
Multibeatanalyse gegenlber der reinen Multibeatanalyse. SB = Singlebeat, MB =
Multibeat. *VClI-Ballonokklusion und Valsalva-Manéver. 38
Tabelle 6: Ergebnisibersicht der Conductance-Katheter Messungen vor und nach
Verabreichung des entsprechenden Medikamentes. *Riociguat n =5, NO n = 8. **Zwei
fehlende Werte in der lloprost-Gruppe (n = 17). **Ees gemessen mittels der
Multibeatmethode (Vorlastreduktion durch VCI-Okklusion oder Valsalva-Manoéver). 39
Tabelle 7: Ergebnisiibersicht der Conductance-Katheter Messungen vor und nach
Verabreichung des entsprechenden Medikamentes. *Ees gemessen mittels der
Multibeat Methode (Vorlastreduktion durch VCI-Okklusion oder Valsalva-Manéver). 45
Tabelle 8 zeigt die Baseline-Charakteristika der Versuchstiere. * Der anschlieRende post-hoc
Test (Games-Howell) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen einem
Pulmonalarterienbanding nach 7 und 21 Tagen. PAB = Banding der Pulmonalarterien.
RVU = Relative Volume Units. 49
Tabelle 9: Ergebnisibersicht der Conductance-Katheter Messungen im Tiermodell vor und nach

der intravendsen Verabreichung von lloprost. *PAB fur 7 Tagen =7, 21 Tagen=5. 50
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