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Arbeitshypothese und Fragestellung

O ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Die Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH) ist eine seltene Erkrankung mit schlechter
Prognose. Erhdhte Druckverhaltnisse im Lungenkreislauf fihren zu Rechtsherzbelas-
tung, Rechtsherzversagen und schlief3lich zum Tod (Galie et al. 2009b, Humbert et al.
2004, Humbert et al. 2010, Mocumbi et al. 2015). Der genaue zugrunde liegende Patho-
mechanismus ist noch nicht vollstandig verstanden, jedoch spielen vaskuléare Verande-
rungen und vor allem eine Dysfunktion des Endothels eine zentrale Rolle. Obwohl in den
letzten Jahren die Aufmerksamkeit fur die PAH gestiegen ist und die Prognose der Pati-
enten sich seither verbessert hat, bleibt die PAH eine unheilbare Erkrankung mit geringer
Lebenserwartung und stark eingeschréankter Lebensqualitdt (Humbert et al. 2010,
Mocumbi et al. 2015, Olschewski und Seeger 2002, Rosenkranz 2014).

Die unspezifische Symptomatik insbesondere im friihen Stadium, die ungentigende In-
formationslage auf Seiten der Mediziner (Olschewski und Seeger 2002) sowie der auf-
wandige diagnostische Algorithmus flihren meist zu einer spaten Diagnose der PAH.
Eine unabdingbare MalRnahme zur Verifizierung der Verdachtsdiagnose ist die invasive
Rechtsherzkatheteruntersuchung. Zur Erhéhung der Vortestwahrscheinlichkeit und so-
mit Vermeidung ,unnétiger” Rechtsherzkatheteruntersuchungen ware es winschens-
wert, weitere, vor allem nicht-invasive Untersuchungsverfahren zu etablieren. Dazu wer-
den in dieser Arbeit vier kardiovaskulare Biomarker (ADMA, SDMA, L-Arginin, Homoargi-
nin) bewertet. Mittels eines nicht-invasiven Verfahrens (EndoPat2000-System) wird zu-
dem die Endothelfunktion im Kontext der PAH untersucht. Dies soll einerseits zum bes-
seren Verstandnis des Erkrankungsmechanismus fiihren. Andererseits wird die Mdglich-
keit einer Schweregradeinteilung der PAH anhand der Endothelfunktion gepriift.

Die therapeutischen Mdglichkeiten bei PAH-Patienten sind limitiert. Das Therapiean-
sprechen auf das Endothel und somit eines wichtigen pathophysiologischen Ursprungs
dieser Erkrankung ist schlecht zu evaluieren. In dieser Arbeit soll daher au3erdem der
Therapieerfolg PAH-spezifischer Medikamente auf die Endothelfunktion mittels eines

nicht-invasiven Verfahrens (EndoPat2000- System) untersucht werden.

Die zu Uberprifenden Thesen dieser Studie lauten:

1. Die periphere Endothelfunktion bei PAH-/CTEPH-Patienten ist schlechter als bei
gesunden Kontrollprobanden. Dazu werden Baseline-Werte der Patientengrup-
pen mit gesunden Kontrollprobanden verglichen und die Endothelfunktion mit

etablierten Prognoseparametern der PAH korreliert.
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2. Die medikamentdse PAH-spezifische Therapie verbessert die Endothelfunktion.
Dazu wird die Endothelfunktion von zunéchst therapienaiven Patienten Uber ein

Jahr unter PAH-spezifischer Therapie analysiert.

Zur Bewertung der Endothelfunktion werden der RHI (Ergebnis der EndoPat2000-Mes-
sung) sowie die Biomarker ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin untersucht.



Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 PULMONALE HYPERTONIE

1.1.1 Definition der Puimonalen Hypertonie und Klassifikation

Die PH ist definiert durch eine Erhéhung des mittleren PAP auf = 25 mmHg in Ruhe
(Dorfmdaller et al. 2003, Galie et al. 2009b, Rose-Jones und McLaughlin 2015). Der
PCWP unterscheidet zwischen pra- (< 15 mmHg) und postkapillarer PH (> 15mmHg)
(Galie et al. 2009b).

Ursprunglich wurde die PH in zwei Kategorien eingeteilt (Fauzi 2000), abhangig davon,
ob es identifizierbare Risikofaktoren oder Ursachen gab (Olschewski und Seeger 2002,
Simonneau et al. 2009). Einige Literaturquellen, auf die im Rahmen dieser Arbeit zuriick-

gegriffen wurde, verwendeten diese anfanglich glltige Einteilung:

Primare PH (PPH) (entspricht in etwa der Nizza-Gruppe 1) (Rose-Jones und
McLaughlin 2015, Simonneau et al. 2009)
- Sekundéare PH (PH infolge einer Prim&rerkrankung).

Im flinf-Jahres-Rhythmus werden die Entwicklungen und Fortschritte in der Diagnostik
und Therapie im Rahmen einer Weltkonferenz erdrtert und darauf basierend werden in-
ternationale Leitlinien erarbeitet (Rosenkranz 2014). Seit 1998 (Weltkonferenz in Evian,
Frankreich) erfolgt die PH-Klassifikation in finf Gruppen (Simonneau et al. 2013). Die
zum jetzigen Zeitpunkt geltende PH-Klassifikation orientiert sich an der jingsten Konfe-

renz in Nizza, Frankreich (s. Tabelle 1).
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Tabelle 1: Klinische Klassifikation der PH nach Nizza 2013 (Simonneau et al. 2013)

1.

1 Pulmonale venookklusive Erkrankung (PVOD) und/oder pulmonalkapillare

Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH)

1.1. Idiopathische PAH
1.2. Hereditare PAH
1.2.1. BMPR2
1.2.2. ALK-1, ENG, Smad9, CAV1, KCNK3
1.2.3. Unbekannt
1.3. Medikamenten- oder toxininduziert
1.4. Assoziiert mit
1.4.1. Bindegewebserkrankung
1.4.2. HIV-Infektion
1.4.3. Portaler Hypertension
1.4.4. Angeborenem Herzfehler
1.4.5. Schistosomiasis

Hamangiomatose (PCH)
1" Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)

Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankung

2.1. Linksventrikulare systolische Dysfunktion

2.2. Linksventrikulare diastolische Dysfunktion

2.3. Klappenerkrankung

2.4. Kongenitale/ erworbene Ein-/ Ausflussobstruktion des linken Herzens und
kongenitale Kardiomyopathien

Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankung und/oder Hypoxie

3.1. Chronische obstruktive Lungenerkrankungen

3.2. Interstitielle Lungenerkrankung

3.3. Andere Lungenerkrankungen mit gemischt restriktivem/ obstruktivem Muster
3.4. Schlafbezogene Atemstoérungen

3.5. Alveolare Hypoventilationssyndrome

3.6. Chronischer Aufenthalt in grof3er Hohe

3.7. Pulmonale Fehlentwicklungen

Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)

o

Pulmonale Hypertonie mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen

5.1. Hamatologische Erkrankungen: chronisch-hamolytische Anamie, myelo-
proliferative Erkrankungen, Splenektomie

5.2. Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonale Histiozytose, Lymphan-
gioleiomatose

5.3. Metabolische Erkrankungen: Glykogenspeicherkrankheiten, Morbus Gau-
cher, Schilddriisenerkrankungen

5.4. Andere: tumordse Obstruktion, fibrosierende Mediastinitis, chronische Nie-
reninsuffizienz, segmentale Pulmonale Hypertonie

BMPR2 = bone morphogenetic protein receptor- 2, ALK-1 = activin receptor-like kinase
1, ENG= endoglin, Smad9 = mothers against decapentaplegic homolog 9, CAV = Cave-
olin 1, KCNK3 = Kalium-Kanal Subfamilie K Mitglied 3, HIV = human immunodeficiency
virus

Die fur diese Arbeit relevanten PH-Klassen sind fett gedruckt.
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Patienten, die an dieser Studie teilnahmen, hatten die Diagnose einer der folgenden

Nizza-Klassen:

PAH

Die Pulmonal arterielle Hypertonie (Nizza-Klasse 1) ist definiert durch einen mittleren
PAP 225 mmHg bei einem PCWP < 15 mmHg und bei einem normalen oder reduzierten
Herzzeitvolumen (Galie et al. 2009b). Bei positiver Familienanamnese fur eine PH und
nachweislichen genetischen Mutationen, meist Keimzell-Mutationen im BMPR2-Gen
(Cogan et al. 2006), handelt es sich um eine hereditare PAH. Eine Medikamenten- oder
Toxin-induzierte PAH liegt vor, wenn Risikofaktoren vorhanden sind (definitive Risiko-
faktoren: Einnahme von Aminorex, Fenfluraminen, Desfenfluraminen oder toxischem
Rapsdl (Simonneau et al. 2009)). Eine idiopathische PAH ist eine sporadische Erkran-
kung, welche nicht durch eine ursachliche Krankheit hervorgerufen wurde (Simonneau
et al. 2009). Eine assoziierte PAH tritt in Zusammenhang mit einer HIV-Infektion, einer
portalen Hypertension, einer rheumatologischen Grunderkrankung, angeborenen Herz-

fehlern sowie einer Schistosomiasis auf.

CTEPH

Die chronisch thromboembolische PH (Nizza-Klasse 4) tritt infolge chronischer pulmo-
naler thrombotischer Ereignisse auf (Rose-Jones und McLaughlin 2015). Sie ist definiert
durch einen mittleren PAP = 25 mmHg, einen PCWP < 15 mmHg und einen PVR > 2
Wood units mit multiplen chronischen okklusiven Thromben/ Emboli in den Pulmonalar-
terien (Galie et al. 2009b).

Auf andere PH-Klassen wird in dieser Arbeit nicht eingegangen.

11
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1.1.2 Epidemiologie
Die exakte Préavalenz der PH weltweit ist unbekannt (Mocumbi et al. 2015). Die PAH-
Inzidenz betragt 2,4 Félle/1.000.000 Menschen/Jahr (Humbert et al. 2006) und die
CTEPH tritt bei bis zu 4% der Giberlebenden Patienten nach einer akuten Lungenembolie
auf und ist eine der pravalentesten PH-Formen (Galie et al. 2009b, Olschewski und
Seeger 2002, Pengo et al. 2004).

Das mittlere Alter bei Diagnosestellung einer PAH liegt bei 54+18 Jahren (Humbert et al.
2010). Das Verhaltnis von Frauen zu Mannern war in einer Studie mit IPAH-Patienten
2,3:1 (Hoeper et al. 2013). Das Risiko einer Frau fur eine PPH-Entwicklung ist nach einer
Geburt um den Faktor 1,7 erhéht (Olschewski und Seeger 2002).

Die mediane Uberlebenszeit von untherapierten PPH-Patienten betrug in einer Studie
von D*Alonzo ab Diagnosestellung 2,8 Jahre (D'Alonzo et al. 1991). Eine aktuellere Stu-
die ergab eine 73,6-prozentige Dreijahresiiberlebenszeit (Hoeper et al. 2013) bei IPAH-
Patienten. Laut Olschewski und Seeger ist die Uberlebenszeit abhéngig vom initialen
mittleren PAP; sie betragt 10% bzw. 50% bei einem mittleren PAP von 50 mmHg bzw.
30 mmHg (Olschewski und Seeger 2002).

1.1.3 Pathophysiologie und -genese

1.1.3.1 PAH

Die prakapillare PH wird ausgeltst durch verschiedene Trigger-Faktoren (Inflammation,
Hypoxie, mechanischer Stress, idiopathische Faktoren, Genmutationen), welche zu Va-
sokonstriktion und vaskularem Remodeling in den kleinen Pulmonalarterien flhren
(Humbert et al. 2004, Jeffery und Morrell 2002, Rose-Jones und McLaughlin 2015). Die
pulmonalen Venen sind frei von Veranderungen (Galie et al. 2009b). Haufig tragen in
situ-Thrombosen zur Verstarkung dieser Prozesse und damit zur GefaRverdickung und
-versteifung bei und es kommt zu einer Verkleinerung der vaskularen Querschnittsflache
(Olschewski und Seeger 2002, Rose-Jones und McLaughlin 2015). Resultierend aus
einer Dysfunktion und vermehrten Proliferation der Gefaliwandzellen kommt es zu chro-
nischen Obstruktionen der GefalRe mit erhéhten Druckverhaltnissen im Lungenkreislauf,
welche zu Rechtsherzversagen und Tod fuhren (Galie et al. 2009b, Humbert et al. 2004,
Humbert et al. 2010, Loscalzo 1992, Mocumbi et al. 2015).

Im Folgenden werden die drei wichtigsten zugrunde liegenden Mechanismen (Vasokon-

striktion, Remodeling, Thrombosen) erlautert.
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1.1.3.1.1 Vasokonstriktion

Die pulmonale Vasokonstriktion ist eine frihe Komponente im Krankheitsprozess der
PAH (Humbert et al. 2004). Sie steht im Zusammenhang mit veranderten Kalium-Kana-
len und einer endothelialen Dysfunktion (Galie et al. 2009b, Jeffery und Morrell 2002).
Dadurch kommt es zu einer erniedrigten Produktion von Vasodilatatoren (NO, Prosta-
zyklin) durch das Endothel und einer erhdhten Freisetzung von Vasokonstriktoren
(Thromboxan A2, Endothelin-1) (Galie et al. 2009b, Humbert et al. 2004, Jeffery und
Morrell 2002). Vasokonstriktion, Proliferation, Thrombosierung und Inflammation werden
beginstigt (Olschewski und Seeger 2002).

Es ist noch unklar, ob das Ungleichgewicht der Mediatoren eine Ursache oder das Er-
gebnis der PAH ist (Olschewski und Seeger 2002). Laut Olschewski und Seeger gibt es
im Wesentlichen drei Mediator-Gruppen (Olschewski und Seeger 2002):

1) Vasokonstriktive und mitogene Wirkung: Endothelin-1, Thromboxan A2, An-
giotensin Il, Thrombin, PAF (platelet activating factor), Serotonin und weitere.
Diese Substanzen liegen in erhdhter Konzentration bei der PAH vor (Humbert
et al. 2004, Jeffery und Morrell 2002, Olschewski und Seeger 2002).

2) Wachstumsfaktoren und Entziindungsmediatoren: VEGF (Endothelzell-spe-
zifisch; bewirkt abnorme Endothelzellproliferation und Neoangiogenese in
plexiformen L&sionen), TNF, IL-1 und weitere. Diese Substanzen kdnnen bei
der PAH in erhohter Konzentration vorliegen (Jeffery und Morrell 2002,
Olschewski und Seeger 2002).

3) Vasodilatative und antiproliferative Wirkung: Prostazyklin, NO und weitere.
Diese Substanzen werden bei PAH-Patienten vermindert synthetisiert
(Jeffery und Morrell 2002, Olschewski und Seeger 2002).

13
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1.1.3.1.2 Vaskulares Remodeling
Im Prozess der PAH-Entwicklung verandern sich alle Schichten der GefaRwand (En-
dothel, Intima, Media, Adventitia) (Jeffery und Morrell 2002, Olschewski und Seeger

2002). Es treten folgende Veranderungen auf:

- Distale Muskularisierung von normalerweise nichtmuskularen Arterien
(Humbert et al. 2004, Jeffery und Morrell 2002, Olschewski und Seeger
2002).

- Gesteigerte Muskularisierung von muskularen (proximalen) Pulmonalarterien
bedingt durch erhdhten intraluminalen Druck (durch Vasokonstriktion und Re-
modeling in den kleinen peripheren Arterien) (Jeffery und Morrell 2002,
Olschewski und Seeger 2002).

- Bildung einer ,Neointima“ (Schicht aus Myofibroblasten und extrazellularer
Matrix zwischen dem Endothel und der Lamina elastica externa) in kleinen
und grofRen Arterien. Diese tragt in groRem Mal3e zur PVR-Erh6hung bei
(Galie et al. 2009b, Humbert et al. 2004, Jeffery und Morrell 2002, Olschewski
und Seeger 2002).

- Bildung plexiformer L&sionen durch unorganisierte Endothelzell-Proliferation
bei 80% der IPAH-Patienten (Cool et al. 1999, Galie et al. 2009b, Jeffery und
Morrell 2002, Olschewski und Seeger 2002). Es bilden sich Kanéle aus En-
dothelzellen, Matrix-Proteinen und Myofibroblasten (Humbert et al. 2004).

- Inflammation: Einige PAH-Formen sind mitimmunologischen Veranderungen
assoziiert (zirkulierende Antikorper, erhdéhte Konzentrationen von proin-
flammatorischen Zytokinen IL-1 und IL-6) (Dorfmuiller et al. 2003, Humbert et
al. 2004). Histologisch sind inflammatorische Infiltrate in Form von Makropha-
gen und Lymphozyten in der Umgebung von Gefa3lasionen und remodellier-
ten Pulmonalarterien zu finden (Dorfmiuller et al. 2003, Jeffery und Morrell
2002).

Die pulmonale Zirkulation ist normalerweise ein Niederdruck- Hochfluss-System mit vie-
len Reserve-Gefalien, die nicht dauerhaft perfundiert und relativ dinnwandig sind
(Jeffery und Morrell 2002). Die oben genannten Prozesse tragen allesamt zur Verdi-
ckung der GefaRwande, Veranderung der normalen Gefal3schichten, weiteren Prolifera-
tionsanregung und infolgedessen Erhdhung der pulmonal-arteriellen Driicke und Gefal3-
widerstande bei (Humbert et al. 2004, Jeffery und Morrell 2002, Olschewski und Seeger
2002). Das Gleichgewicht der Mediatoren verschiebt sich zu einem prothrombotischen
Uberschuss (Olschewski und Seeger 2002). Die Aktivitat von Matrix-Metalloproteasen
wird heraufreguliert, um die Migration von Fibroblasten in die Media und Intima zu er-
maoglichen (Humbert et al. 2004, Jeffery und Morrell 2002, Olschewski und Seeger 2002).
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Die glatten Gefalmuskelzellen der Media sezernieren Proteine der Extrazellularen Mat-
rix, wodurch es auch zu Verénderungen in der Adventitia und der Intima kommt (Galie
et al. 2009b, Olschewski und Seeger 2002). Durch die GefaBwandverdickung kommt es
zur Neovaskularisierung der Adventitia (und teilweise der Media), wodurch zirkulierende
Vorlauferzellen die Gefallwande erreichen kénnen und die Remodeling-Prozesse wie-

derum beschleunigen (Humbert et al. 2004).

1.1.3.1.3 In-situ-Thrombosen

Eine der Hauptfunktionen des intakten Endothels ist die Verhinderung von Thrombenbil-
dung (Jeffery und Morrell 2002). Bei der PAH ist diese Funktion beeintrachtigt und es
kommt zu thrombotischen L&sionen, Thrombozyten-Dysfunktion und permanenter in-
travaskularer Koagulation in den Pulmonalarterien (Galie et al. 2009b, Humbert et al.
2004). Zudem erzeugen Scherkrafte und Defekte der Lungengefalie eine thrombogene
Oberflache (Humbert et al. 2004). Thrombozyten dienen nicht nur zur Koagulation, son-
dern auch als Speicher fur vasokonstriktive Mediatoren (z.B. Thromboxan A2) (Humbert
et al. 2004). Es ist noch unklar, ob Thrombosen und Plattchendysfunktion Ursachen oder
Konsequenzen der PAH sind, jedenfalls treten Thromben in den Gefal3en auf, in denen
auch das hochste Ausmald an Remodeling zu finden ist (Humbert et al. 2004, Olschewski
und Seeger 2002).

1.1.3.2 CTEPH

Die pathologische Lasion der CTEPH ist charakterisiert durch residuelle organisierte
Thromben in den Pulmonalarterien (Galie et al. 2009b). In situ-Thromben und Emboli
werden durch prothrombotische Veranderungen der Gerinnungskaskade und Dysfunk-
tion der Endothelzellen und Thrombozyten nicht zersetzt und sie werden fibrotisch. Es
kommt zur mechanischen Obstruktion der Gefale. Auch PAH-charakteristische L&sio-

nen und inflammatorische Infiltrate kdnnen vorhanden sein (Galie et al. 2009b).
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1.1.4 Diagnostik der PAH und CTEPH
Orientiert an den Leitlinien der ESC (European Society of Cardiology) und ERS (Euro-
pean Respiratory Society) sollte der folgende Diagnose-Algorithmus fiir die PAH einge-

halten werden (Galie et al. 2009b, Rose-Jones und McLaughlin 2015). Dabei werden
zunachst die haufigeren PH-Formen (Gruppe 2, 3 und 4) identifiziert und die Diagnose-

stellung der PAH erfolgt nach Ausschlussverfahren:

- Anamnese und kdrperliche Untersuchung (klinische Symptome s. unten).

- EKG (zum Ausschluss einer rechtsventrikularen Hypertrophie).

- Transthorakale Echokardiografie (TTE) (mit Doppler). Die TTE ist das initiale
Instrument der PH-Diagnostik (Olschewski und Seeger 2002) und spielt auch
in der Verlaufsbeurteilung eine zentrale Rolle. Ebenfalls dient es als Scree-
ning-Verfahren bei Risikopatienten (Patienten mit einer Bindegewebserkran-
kung, Familienangehorige 1. Grades von PPH-Patienten, Patienten mit Por-
taler Hypertension, HIV-Infizierte, Patienten mit i.v. Drogen-Abusus und nach
Appetitziigler-Gebrauch (Olschewski und Seeger 2002)). Es ist eine Beurtei-
lung des (geschatzten) PAP, der rechtsatrialen und der rechtsventrikularen
Funktion und Grof3e sowie des rechten und linken Herzens méglich.

- Inder Ursachenforschung sind verschiedene Untersuchungen erforderlich:
V/P-Szintigrafie zum Ausschluss rezidivierender Lungenembolien, Réntgen-
und HR-CT-Aufnahmen des Thorax und gegebenenfalls kardiale MRT zum
Ausschluss der PH-Klassen 2 und 3, Blutanalysen (kleines und Differenzial-
Blutbild, Antikdrperbestimmung, HIV-Serologie, Leberfunktion, Schilddriisen-
funktion), Lungenfunktionstest und Blutgasanalyse, Schlafapnoe-Screening,
Sonografie des Abdomens zum Ausschluss einer Lebererkrankung.

- Die Rechtsherzkatheteruntersuchung gilt als Goldstandard zur definitiven Di-
agnosestellung. Es kann der Schweregrad der hamodynamischen Einschran-
kung beurteilt werden und differenziert werden zwischen pra- und postkapilla-
rer PH. Folgende Parameter sollten erfasst werden: Sauerstoffsattigung in
den Pulmonalarterien, der Venae cavae inferior und superior sowie im rech-
ten Vorhof und im rechten Ventrikel, RAP, RVP, systolischer, diastolischer
und mittlerer PAP, PCWP, CI, PVR. Zudem sollte bei jeder diagnostischen
Rechtsherzkatheteruntersuchung eines Patienten mit IPAH, hereditarer PAH
oder drogeninduzierter PAH eine Vasoreaktivitatstestung erfolgen. Das Test-
medikament der Wabhl ist inhalatives Stickstoffmonoxid (auf3erdem zul&ssig:
Adenosin i.v., Epoprostenol i.v., inhalatives llomedin). Bei einer Reduktion
des mittleren PAP um mindestens 10 mmHg auf unter 40 mmHg und keiner

gleichzeitigen Erniedrigung des CI gilt der Patient als Responder fir orale
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Kalziumkanal-Antagonisten (Olschewski und Seeger 2002, Rose-Jones und
McLaughlin 2015). Ein Therapieversuch mit Kalziumkanal-Antagonisten und
eine Kontrolle des Therapieversuches einschlie3lich einer erneuten Rechts-

herzkatheteruntersuchung sind indiziert (Galie et al. 2009b).

Eine (Re-) Evaluation des PH-Schweregrades und des Therapieverlaufs sollte alle drei
bis sechs Monate anhand von Parametern mit prognostischem Wert (McLaughlin und
McGoon 2006) erfolgen (Galie et al. 2013, Galie et al. 2009b):

- Klinische Anzeichen von Rechtsherzversagen und gegebenenfalls Synko-
pen. Die rechtsventrikulare Adaptation ist eine der wichtigsten Prognosefak-
toren fur PH-Patienten (Olschewski und Seeger 2002).

- Einschatzung der WHO-Funktionsklasse/ NYHA-Klasse (Olschewski und
Seeger 2002, Rose-Jones und McLaughlin 2015):

o Stadium I: keine Einschrankung durch Bewegung.

o Stadium II: leichte Einschréankung (Dyspnoe, Brustschmerz) bei nor-
maler Belastung.

o Stadium IlI: deutliche belastungsabhangige Einschrankung bei leich-
ter als normaler Betatigung.

o Stadium IV: Einschréankungen auch in Ruhe und Auftreten von Synko-
pen.

- Beurteilung der Belastungskapazitat: 6-Minuten-Gehtest (Erfassung der Geh-
strecke, Dyspnoe, Sauerstoff-Sattigung), Spiroergometrie (Beurteilung von
Gasaustausch und Ventilation).

- Biomarker-Analysen: NT-proBNP als Mal3 der rechtsventrikularen Funktion
(Nagaya et al. 2000), Troponin T und | als Marker flir akute pulmonale Embo-
lien.

- Echokardiografie.

- Invasive Hamodynamik (Rechtsherzkatheteruntersuchung).

CTEPH-Diagnostik

Patienten, die eine akute Lungenembolie tiberlebt haben, sollten stets hinsichtlich einer
CTEPH kontrolliert werden (Galie et al. 2009b). Ebenso sollten bei Patienten mit PH
ungeklarter Genese eine Ventilations-Perfusions-Szintigrafie und eine CT-Angiografie
durchgefihrt werden. Bei positivem Ergebnis sollte der Patient an ein spezielles CTEPH-
Zentrum Uberwiesen werden. Meist folgen eine Rechtsherzkatheteruntersuchung und

eine traditionelle Pulmonalisangiografie zur Therapieentscheidung.
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Klinische Symptome

Die Symptome sind unspezifisch (Galie et al. 2009b) und werden oftmals erst spét richtig
eingeordnet. Belastungsabhangige Atemnot und generelle Mudigkeit sind friihe Symp-
tome; auRerdem kénnen Brustschmerz, belastungsinduzierte Synkopen, trockener Hus-
ten, Raynaud-Phanomen, Lippen-Zyanose, erhohter jugularventser Druck, hepatoju-
gularer Reflux, Aszites, Hepatomegalie und Odeme der unteren Extremitat auftreten
(Galie et al. 2009b, Mocumbi et al. 2015, Rose-Jones und McLaughlin 2015).

1.1.5 Therapie
Leitlinien fur die Therapie von PH-Patienten werden durch Expertenkommitees der ESC
(European Society of Cardiology) und der ERS (European Respiratory Society) evaluiert
und festgelegt (Galie et al. 2009b). An dieser Stelle werden lediglich die Therapieoptio-
nen fur PAH- und CTEPH-Patienten beschrieben.

1.1.51 PAH

Es existieren PAH-spezifische Medikamente, welche zu einer signifikanten Verbesse-
rung der Symptomatik sowie zu einer langsameren klinischen Verschlechterung fiihren
(Galie et al. 2009b). Jedoch bleibt die PAH unheilbar (Galie et al. 2009b, Humbert et al.
2010, Mocumbi et al. 2015, Olschewski und Seeger 2002, Rosenkranz 2014). Die Be-
treuung von PAH-Patienten sollte an spezialisierten Zentren erfolgen (Simonneau et al.
2009).

1.1.5.1.1 Allgemeine MaRnhahmen

Leichte Betatigungen unter Supervision bis zur symptomatischen Grenze werden emp-
fohlen, jedoch sollte exzessive Betéatigung vermieden werden (Galie et al. 2013, Galie et
al. 2009b). Es sollte eine Schwangerschafts-Verhitung erfolgen, da schwangere PAH-
Patientinnen eine erhdhte Mortalitat aufweisen (Galie et al. 2009b). Zudem sollte es ein
Angebot fiir psychosoziale Unterstiitzung geben, da viele PAH-Patienten Angste und
Depressionen entwickeln (Galie et al. 2009b). Es sollten Impfungen gegen Pneumokok-

ken und Influenzaviren durchgefiihrt werden (Galie et al. 2009b).

1.1.5.1.2 Unterstitzende Therapie

Eine orale Antikoagulation wird empfohlen fir Patienten mit IPAH, hereditarer PAH und
PAH induziert durch Gebrauch von Appetitziglern, da haufig thrombotische Lasionen
auftreten und zusatzlich nicht-spezifische Risikofaktoren (Herzinsuffizienz, Immobilitat)
hinzukommen (Galie et al. 2009b, Simonneau et al. 2013).

Bei Zeichen der Rechtsherzinsuffizienz und Flissigkeits-Retention sollten Diuretika ver-
abreicht werden (Galie et al. 2009b, Simonneau et al. 2013).
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Eine Langzeit-Sauerstofftherapie ist bei arterieller Hypoxamie indiziert (Galie et al.
2009b, Simonneau et al. 2013).
Digoxin kann bei Patienten mit atrialen Tachyarrhythmien erwogen werden (Galie et al.
2009b, Simonneau et al. 2013).

1.1.5.1.3 PAH-spezifische Substanzklassen

Die therapeutischen Mdglichkeiten der PAH sind begrenzt (Rosenkranz 2014). Kombi-
nationstherapien, welche mehr als ein PAH-spezifisches Medikament umfassen, sind
etabliert, wenn Monotherapien keine Wirksamkeit aufweisen. Langzeit-Studien dazu
existieren noch nicht, ebenso wenig wie offizielle Empfehlungen fir Kombinationsstrate-
gien (Galie et al. 2009b). Daher wird in dieser Arbeit auf mdgliche Kombinationen nicht
eingegangen. Es folgt eine kompakte Darstellung der derzeit etablierten Therapie-M6g-
lichkeiten. Detaillierte Therapieschemata, Dosierungen und unerwiinschte Arzneimittel-

wirkungen werden an dieser Stelle nicht thematisiert.

Endothelinrezeptor-Antagonisten (ERA)

Substanzen: Bosentan, Ambrisentan, Macitentan.

Bei der PAH liegen erhohte Konzentrationen des Vasokonstriktors Endothelin-1 vor, wel-
cher sowohl an Endothelin-A- (auf glatten Gefalimuskelzellen; konstriktiver Effekt) als
auch an Endothelin-B-Rezeptoren (auf glatten GefalBmuskel- und Endothelzellen; kon-
striktiver und dilatativer Effekt) bindet (Galie et al. 2013, Galie et al. 2009b, Rosenkranz
2014).

Es gibt Rezeptor-A-selektive (Ambrisentan) und duale ERA (Bosentan) mit vergleichba-
ren Effekten (Galie et al. 2009b). ERA bewirken eine Verbesserung im 6-Minuten-Geh-
test, der kardiopulmonalen Hamodynamik und eine verzdgerte klinische Verschlechte-
rung (Galie et al. 2008b, Rubin et al. 2002). Die prominenteste UAW ist die Hepatotoxi-
zitat von Bosentan (Rose-Jones und McLaughlin 2015).

Phosphodiesterase-5 (PDE-5)-Inhibitoren

Substanzen: Sildenafil, Tadalafil.

Die Inhibition der Phosphodiesterase 5 (cGMP-abbauendes Enzym) bewirkt eine Va-
sodilatation Gber den NO-cGMP-Signalweg (Galie et al. 2009b). Diese Substanzklasse
ist ebenfalls zugelassen fir die Therapie der erektilen Dysfunktion (Galie et al. 2009b).
In einigen Studien haben sich Besserungen im 6-Minuten-Gehtest, der kardiopulmona-
len Hamodynamik und der Symptomatik gezeigt (Galie et al. 2009a, Galie et al. 2005).
Die prominentesten UAW sind Flushing, Ubelkeit und Kopfschmerzen (Rose-Jones und
McLaughlin 2015).
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Prostaglandin-Derivate

Substanzen: Epoprostenol (i.v.), lloprost (inhalativ), Treprostinil (inhalativ, i.v, s.c.), Be-
raprost (oral).

Das physiologisch in den Endothelzellen gebildete Prostazyklin verursacht Vasodilata-
tion, inhibiert die Thrombozyten-Aggregation und wirkt antiproliferativ (Galie et al.
2009b). Eine Studie Uber Epoprostenol wies eine Verbesserung des Uberlebens, der
Hamodynamik und der Symptomatik nach (Barst et al. 1996). Die prominentesten UAW
sind Kopfschmerzen, Flushing, Ausschlag, Diarrhd und Kieferschmerz (Rose-Jones und
McLaughlin 2015).

Stimulator der Ioslichen Guanylatzyklase

Substanz: Riociguat.

Riociguat stimuliert die l6sliche Guanylatzyklase (sGC) (Grimminger et al. 2009) und
wirkt synergistisch mit endogenem NO vasodilatativ (Galie et al. 2013). In der PATENT-
1 Studie bewirkte Riociguat eine Verbesserung des 6-Minuten-Gehtests, des PVR, der
NT-proBNP-Plasmakonzentration, der NYHA-Klasse und der TtCW bei PAH-Patienten
(Ghofrani et al. 2013b).

Kalziumkanal-Antagonisten

Substanzen: Amlodipin, Diltiazem, lang wirksames Nifedipin (in hoher Dosis).

Bei Patienten (vor allem IPAH-Patienten) mit positiver Vasoreaktivitatstestung wahrend
der Rechtsherzkatheteruntersuchung besteht die Indikation zum Einsatz hochdosierter
Kalziumkanal-Antagonisten (Galie et al. 2009b, Rose-Jones und McLaughlin 2015). Die
prominenteste UAW ist eine systemische Hypotension (Galie et al. 2009b, Rose-Jones
und McLaughlin 2015). Bei Nicht-Ansprechen dieser Therapie sollte auf PAH-spezifische

Medikamente zurtickgegriffen werden (Galie et al. 2009b).

1.1.5.1.4 Chirurgisch

Lungen-Transplantation

Die Lungen- oder Herz-Lungen-Transplantation stellt die einzige Heilungsoption fir
PAH-Patienten dar. Sie wird angestrebt bei Patienten, die nicht auf medikamentdse The-
rapien ansprechen (Rose-Jones und McLaughlin 2015). PH-Formen mit schlechterer
Prognose (z.B. PAH assoziiert mit Bindegewebserkrankungen oder angeborenen Herz-
erkrankungen) als andere (z.B. IPAH) haben bessere Chancen auf ein Transplantat
(Galie et al. 2013). Es werden auch Herz-Lungen-Transplantationen durchgefiihrt. Je-
doch ist unbekannt, ab wann ein Herz irreversibel verandert ist und auch eine Herztrans-

plantation indiziert ist (Galie et al. 2013).
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Atriale Septostomie

Bei der atrialen Septostomie wird ein inter-atrialer Rechts-Links-Shunt geschaffen, um
das rechte Herz zu entlasten und die Vorlast des linken Herzens und damit das Herz-
zeitvolumen zu erhdhen (Kurzyna et al. 2007). Diese Therapieoption wird angewandt bei
palliativen Patienten, die nicht fur eine Lungentransplantation in Frage kommen oder bei

Patienten, die auf der Warteliste fur ein Transplantat stehen (Galie et al. 2009b).

1.1.5.2 CTEPH

Die Therapie-Indikationen und —Optionen sollten durch CTEPH-Spezialisten erwogen
werden (Galie et al. 2009b, Kim et al. 2013, Rose-Jones und McLaughlin 2015). Die
CTEPH ist potentiell heilbar (Kim et al. 2013).

1.1.5.2.1 Pulmonale Endartherektomie (PEA)

Die operative Entfernung des thrombotischen Materials ist fir CTEPH-Patienten die The-
rapie der Wahl (Galie et al. 2009b, Kim et al. 2013, Rosenkranz 2014). Erfolgreich ope-
rierte Patienten haben einen nahezu normalisierten PVR und eine normale rechtsventri-
kulare Funktion (Galie et al. 2009b, Rose-Jones und McLaughlin 2015, Rosenkranz
2014). Die PEA findet bei einer Kiihlung der Kérpertemperatur auf ca. 20°C (deep hypo-
thermic circulatory arrest (DHCA)) statt (Kim et al. 2013). Die PEA erbringt bessere Lang-
zeit-Uberlebensraten als die medikamentose Therapie, es sind jedoch nur ca. zwei Drit-
tel aller CTEPH-Patienten geeignet fur diese Operation (Kim et al. 2013). Die Entschei-
dung zur PEA hangt ab von der Lokalisation und dem Ausmalf3 der Thromben in Relation
zum Ausmalf der PH sowie vom Alter des Patienten und seinen Komorbiditaten (Galie
et al. 2009b). Es sollte in der Regel keine medikamentdse Uberbriickung bis zur PEA
erfolgen (Kim et al. 2013).

1.1.5.2.2 Medikamentos

CTEPH-Patienten sollten eine lebenslange Antikoagulation (meist Vitamin-K-Antagonis-
ten) erhalten (Galie et al. 2009b).

Wenn die PEA keinen Erfolg hat (Re-Stenosen, CTEPH besteht fort) oder der Patient
inoperabel ist, ist eine medikamentdse Therapie indiziert (Kim et al. 2013, Rosenkranz
2014). Riociguat ist zugelassen fur die nicht-operable oder postoperativ persistierende
CTEPH (Galie et al. 2015). Bosentan erwies sich als weniger geeignet (Ghofrani et al.
2013a).
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1.2 STICKSTOFFMONOXID-STOFFWECHSEL

1.2.1 Stickstoffmonoxid (NO)

Das NO wurde 1980 als endothelium-derived relaxing factor (EDRF) von Furchgott und
Zawadzki entdeckt (Furchgott und Zawadzki 1980). Es ist der wichtigste Mediator fir die
Regulation des Gefaldtonus und der vaskularen Homoostase (Lineburg et al. 20144,
Moncada und Higgs 1993). Neben einer Induktion von Vasodilatation bewirkt NO eine
Inhibition der Thrombozyten-Aggregation und der Monozyten-Adhéasion sowie der
Proliferation glatter Gefalimuskelzellen (Furchgott und Zawadzki 1980, Lineburg et al.
2014a). Die Signalkaskade des NO besteht in einer Aktivierung der l6slichen Gua-
nylatzyklase und damit einer Erhéhung der cGMP-Konzentration in glatten Muskelzellen
(Budhiraja et al. 2004, Evgenov et al. 2006).

NO-Synthese
Die NO-Synthase (NOS) bildet NO und Citrullin aus L-Arginin (LUneburg et al. 2014a,

Michel und Feron 1997). Es gibt drei Isoformen der NOS: die neuronale NOS (Vorkom-
men u.a. im neuronalen Gewebe, im Skelettmuskel), die induzierbare NOS (Vorkommen
u.a. in Kardiomyozyten, Gliazellen, glatten Gefal3muskelzellen und in Makrophagen) und
die endotheliale NOS (Vorkommen u.a. in Endothelzellen, Kardiomyozyten, Thrombozy-
ten und im Hippocampus) (Michel und Feron 1997). Guanidino-substituierte L-Arginin-
Analoga (L-NMMA und ADMA) sind endogene Inhibitoren der NOS (Sessa 1994, Tran
et al. 2003).

1.2.2 Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA)
ADMA ist der potenteste endogen vorkommende Inhibitor aller NOS-Formen (Kielstein
et al. 2005, Vallance et al. 1992). Es liegt bei PAH- und CTEPH-Patienten in erhohter
Plasma- und Gewebekonzentration vor und ist assoziiert mit einer schlechteren Hamo-
dynamik und schlechterem Outcome (Kielstein et al. 2005, Pezzuto et al. 2015,
Pullamsetti et al. 2005, Skoro-Sajer et al. 2007).

Bildung
ADMA entsteht im Rahmen der posttranslationalen Modifikation von Proteinen durch

Methylierung von L-Argininresten. Das Methylgruppen-ibertragende Enzym ist die
PRMT (Protein-Arginin-Methyltransferase) Typ 1. Durch Proteolyse wird das L-Arginin-
Analogon freigesetzt (Tran et al. 2003, Vallance und Leiper 2004).
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Eliminierung

ADMA wird zu einem kleinen Teil renal ausgeschieden, jedoch hauptsachlich degradiert
durch das Enzym DDAH (Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase), welches ADMA zu
Dimethylamin und Citrullin hydrolysiert (Lineburg et al. 2014a, Tran et al. 2003).

Die ADMA-Konzentration hangt ab von der Aktivitat der auf- und abbauenden Enzyme
PRMT und DDAH (Vallance und Leiper 2004).

Klinischer Kontext

Neben der PAH sind erhohte ADMA-Plasmaspiegel bei Patienten mit verschiedenen kar-
diovaskularen und metabolischen Erkrankungen nachweisbar: arterielle Hypertonie
(Surdacki et al. 1999), terminale Niereninsuffizienz (Béger 2003, Vallance et al. 1992),
Hyperhomocysteindmie (Stihlinger et al. 2003), pAVK (Béger et al. 1997), Diabetes mel-
litus Typ Il (Abbasi et al. 2001) und weitere. ADMA ist ein Marker der endothelialen Dys-
funktion (Boger 2003).

1.2.3 Symmetrisches Dimethylarginin (SDMA)
SDMA inhibiert die NO-Synthese indirekt durch Reduktion der L-Arginin-Bioverfligbarkeit
und bewirkt einen Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies (Mangoni 2009). Einige Studien
titulierten SDMA als Marker fir die Nierenfunktion (Bode-Boger et al. 2006, Kielstein et
al. 2006). Bei PAH-Patienten liegen ebenfalls erhéhte Plasma- und Gewebekonzentrati-
onen von SDMA vor (Pullamsetti et al. 2005).

Bildung
SDMA ist ein durch die PRMT Typ 2 dimethyliertes L-Arginin-Analogon (LUneburg et al.

2014a, Mangoni 2009, Vallance und Leiper 2004).

Eliminierung
SDMA wird sowohl renal sezerniert (Béger 2003) als auch durch die AGXT2 (Alanin
Glyoxylat Aminotransferase 2) abgebaut (Lineburg et al. 2014b).

Klinischer Kontext

Neben PAH-Patienten weisen u.a. Schlaganfallpatienten (Lineburg et al. 2012), Patien-
ten mit kardiovaskularen Erkrankungen (Kiechl et al. 2009) und Patienten mit terminaler

Niereninsuffizienz erhéhte SDMA-Konzentrationen auf (MacAllister et al. 1996).
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1.2.4 L-Arginin
L-Arginin ist eine semiessentielle, proteinogene Aminoséaure (Béger 2007), die in vielen
Prozessen und Signalwegen eine physiologische Rolle spielt (s.u.). L-Arginin wird u.a.
eine Funktion in der Aufrechterhaltung des vaskuldren Tonus, der Hamodynamik
(Popolo et al. 2014) sowie in der Endothel-vermittelten vaskuladren Funktion (Vasodilata-
tion, verminderte Plattchen-Aggregation, reduzierte Monozyten-Adhasion) zugeschrie-
ben (Boger 2007).

Bildung
L-Arginin entsteht hauptsachlich durch Proteinmetabolismus und -umsatz und lediglich

zu 5-15% durch endogene Synthese (Popolo et al. 2014).

Umsatz

L-Arginin dient als Substrat vieler Enzyme: NOS, PRMT Typ 1 und 2, Arginase (zersetzt
L-Arginin zu Urea und L-Ornithin; kompetitiert mit der NOS um L-Arginin als Substrat
(Bdger 2007)), Arginin-Glyzin-Amidinotransferase (AGAT) (bildet Kreatin), L-Arginin-De-
carboxylase (ADC) (bildet Agmatin) (Popolo et al. 2014).

Klinischer Kontext

L-Arginin ist imstande, die Effekte von SDMA rlickgéngig zu machen (Bode-Bdger et al.
2006). Orale oder intravenfse L-Arginin-Supplementation hat einen positiven Effekt auf
u.a. kardiovaskulare, pulmonale, renale und immunologische Funktionen (Béger 2007,
Popolo et al. 2014) und spielt in der Pravention und Behandlung der endothelialen Dys-
funktion eine Rolle (Wu et al. 2009).
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1.2.5 Homoarginin
Homoarginin ist eine non-proteinogene Aminosaure (Atzler et al. 2015). Als Gegenspie-
ler von ADMA im kardiovaskularen System (Tsikas und Kayacelebi 2014) kann Ho-
moarginin die Endothelfunktion verbessern (Atzler et al. 2015).

Bildung
Der Synthese-Mechanismus ist noch nicht im Detail verstanden. Die AGAT scheint eine

wichtige Rolle fir den L-Arginin-abhangigen Synthese-Weg zu spielen (Kayacelebi et al.
2015Db).

Umsatz

Homoarginin ist dem L-Arginin strukturell ahnlich (Atzler et al. 2015) und kann ebenfalls
als Substrat der NOS dienen (Moali et al. 1998), jedoch mit geringerer Affinitat
(Kayacelebi et al. 2015a). Dartiber hinaus kann Homoarginin die Arginase inhibieren,

wodurch héhere L-Arginin- und NO-Konzentrationen vorliegen (Atzler et al. 2015).

Klinischer Kontext

Niedrige Homoarginin-Konzentrationen sind assoziiert mit erhohter kardiovaskularer
Mortalitat und Morbiditat (Atzler et al. 2015, Choe et al. 2013, Kayacelebi et al. 2015a,
Méarz et al. 2010, Pilz et al. 2015, Pilz et al. 2011). Die Homoarginin-Konzentrationen
sind stark abhangig von der Nierenfunktion (Choe et al. 2013, Marz et al. 2010, Pilz et
al. 2011). Ursachlich hierfur konnte sein, dass die AGAT hauptsachlich in der Niere ex-
primiert wird (Atzler et al. 2015).
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2 PATIENTEN UND METHODEN

2.1 STUDIENPROTOKOLL

Ziel dieser Studie war die Messung der Endothelfunktion bei Patienten mit PAH und
CTEPH. Dies erfolgte nicht-invasiv mit dem EndoPat2000-System und serologisch mit
Biomarkern. Die Korrelation der Messergebnisse mit Parametern des Schweregrads der
Erkrankung sowie mit etablierten Prognose-Parametern wurde analysiert. Zudem wurde
der Verlauf aller Parameter unter PAH-spezifischer Therapie zur Messung des Thera-
pieansprechens auf die Endothelfunktion bewertet.

Es handelte sich um eine offene, prospektive, kontrollierte Beobachtungsstudie durch-
gefuhrt in der Spezialambulanz fir Pulmonale Hypertonie (und der Pneumologie-Station)
am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE). Der Beobachtungszeitraum pro Pa-
tient sollte ein Jahr betragen mit insgesamt flinf Studienvisiten. Fur gesunde Kontrollpro-
banden gab es einen einzelnen Studientag.

Diese Studie wurde von der Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg gepriift und
genehmigt. Jedem Patienten und Probanden wurden die Hintergriinde der Studie und
das Procedere in einem Aufklarungsgesprach erlautert sowie Informationsmaterial aus-
gehandigt. Von jedem Studienteilnehmer wurde eine schriftliche Einverstandniserkla-

rung eingeholt.

2.1.1 Patientenkollektiv

Patienten mit Pulmonal arterieller Hypertonie, die sich routinemafig in der Pneumologi-
schen Ambulanz des UKE zur Verlaufskontrolle vorstellten, wurden nach Uberpriifung
der Einschlusskriterien (s.u.) tber diese Studie informiert. Diese Patienten, die bereits in
Behandlung waren, wurden der Studiengruppe 1 zugeordnet (pravalent).

Patienten, die zur Diagnosestellung und Klassifizierung der Pulmonalen Hypertonie im
UKE eine Rechtsherzkatheteruntersuchung erhielten und den Einschlusskriterien ent-
sprachen, wurden ebenfalls in die Studie aufgenommen. Diese am Einschlussdatum
noch therapienaiven Patienten bildeten die Studiengruppe 2 (inzident).

Es wurden insgesamt 34 Patienten der Studiengruppe 1 und 25 Patienten der Studien-
gruppe 2 untersucht. Zwei Drittel der Patienten waren weiblichen Geschlechts. Das
Durchschnittsalter betrug 59,2 Jahre (Standardabweichung: 16,26 Jahre).

Folgende Einschlusskriterien mussten erfillt sein:

- Diagnose einer Pulmonalen Hypertonie (mittlerer pulmonal-arterieller Druck
Uiber 25 mmHg) der Nizza-Klasse | (PAH) oder IV (CTEPH)
- Mindestalter 18 Jahre
- unterschriebene Einwilligungserklarung.
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2.1.2 Gesunde Kontrollprobanden
Gesunde Probanden ohne jegliche Medikation sowie ohne bekannte kardiovaskuléare
und pulmonale Erkrankungen dienten als Kontrollgruppe. Sie bildeten die Studiengruppe
3.
Insgesamt wurden im Rahmen dieser Studie 30 gesunde Probanden untersucht. Zwei
Drittel der Kontrollprobanden waren weiblichen Geschlechts. Das Durchschnittsalter be-
trug 49,9 Jahre (Standardabweichung: 17 Jahre).

Folgende Einschlusskriterien mussten erfillt sein:

- keine kardiopulmonale Erkrankung, zum Ausschluss wurde am Stu-
dientag eine Echokardiografie durchgefihrt

- keine Einnahme von Medikamenten

- Mindestalter 18 Jahre

- unterschriebene Einwilligungserklarung.

2.1.3 Untersuchungen im Rahmen der Studie

2.1.3.1 Patienten

Folgende Untersuchungen wurden durchgefthrt:

- Serologische Bestimmung der kardialen Risikomarker (Analyseverfahren s.
Abschnitt 2.2.3). Dazu wurde ein 7,5 ml- EDTA-Blutrdhrchen entnommen.
Dies erfolgte durch die zentrale Blutentnahmestelle des UKE, wo den Patien-
ten bei jedem Besuch in der Ambulanz Blut fur die Analyse von Routinepara-
metern im Rahmen der Behandlung der Pulmonalen Hypertonie entnommen
wurde.

- Nicht-invasive Bestimmung der Endothelfunktion mittels EndoPat2000-Sys-
tem (s. Abschnitt 2.2.2).

Die Patienten wurden in der Regel alle drei Monate in der Ambulanz vorstellig. In diesem
Rhythmus sollten auch die Studienuntersuchungen stattfinden. Der Beobachtungszeit-
raum sollte circa ein Jahr betragen, in dem dann funf Studienvisiten stattgefunden hat-

ten.
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2.1.3.2 Gesunde Probanden

Folgende Untersuchungen wurden durchgefthrt:

- Transthorakale Echokardiografie zum Ausschluss kardiopulmonaler Erkran-
kungen.

- Serologische Analyse der kardialen Risikomarker (Analyseverfahren s. Ab-
schnitt 2.2.3). Dazu wurde ein 7,5 ml- EDTA-Blutréhrchen entnommen.

- Nicht-invasive Bestimmung der Endothelfunktion mittels EndoPat2000-Sys-
tem (s. Abschnitt 2.2.2).

- Bestimmung ausgewahlter Laborparameter (CRP, Hb, Hkt, GOT, GPT, GGT,
Urea, Kreatinin, GFR; Untersuchung durch standardisierte und validierte Ver-
fahren). Dazu wurden ein 2,7 mlI-EDTA-Blutréhrchen sowie ein 7,5 ml-Serum-
Blutréhrchen entnommen.

- Ein 6-Minuten-Gehtest (nach allgemeingultigen Standards des UKE).

Dazu wurden die Probanden einmalig in die Pneumologische Ambulanz des UKE einbe-

stellt. Sie erhielten keine Medikation oder invasive Diagnostik.

2.1.4 Zusatzlich erfasste Basis- und Prognoseparameter
Neben den Ergebnissen der EndoPat2000- Messung und der Analyse der Plasmakon-
zentrationen von ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin wurden weitere Daten er-
hoben. Diese wurden Uiber den Zeitraum der Studie in einer separaten Tabelle (Microsoft
Excel) pseudonymisiert protokolliert und fur die Patienten bei jedem Besuch im Zentrum
fortgeschrieben.
Die Daten der Kontrollgruppe wurden einmalig nach standardisierten Verfahren, die Da-

ten der Studienpatienten routinemaRig in der Pneumologischen Ambulanz erhoben.

2.1.4.1 Studienpatienten

Patientendaten: Patientenidentifikationsnummer, Geburtsdatum, Geschlecht, Ge-

wicht, GréRe, Form der PH gemal Nizza-Klassifikation, aktuelle
Medikation, Komorbiditaten, Rauchverhalten.
Prognose-Parameter: NYHA-Stadium, 6-Minuten-Gehstrecke und BORG-Index, Kohlen-

monoxid-Diffusionskapazitat, arterieller Kohlendioxid-Partialdruck,
NT-proBNP-Spiegel und weitere Laborparameter (CRP, EVB, Hb,
Hkt, GOT, GPT, GGT, Urea, Kreatinin, GFR), Ergebnisse der
transthorakalen Echokardiografie (RVSP, Tei-Index, TAPSE), Er-
gebnisse der invasiven Rechtsherzkatheteruntersuchung (mPAP,
RAP, CI, SvO2, PCWP, PVR).

28



Patienten und Methoden

TtCW: Fur die Uberlebenszeitanalysen wurde als determinierendes Er-
eignis die klinische Verschlechterung gewéhlt. Folgende Ereig-
nisse wurden dabei als Clinical Worsening definiert (Pulido et al.
2013): Lungentransplantation, Tod, Therapieeskalation, Ver-
schlechterung der 6-Minuten-Gehstrecke um 15% (Bestatigung in
einem zweiten Gehtest), Verschlechterung des NYHA-Stadiums,

Hospitalisierung aufgrund der Pulmonalen Hypertonie.

2.1.4.2 Gesunde Probanden
Fur die gesunde Kontrollgruppe wurden einmalig neben den Studienergebnissen fol-
gende Daten nach standardisierten Verfahren erhoben und protokolliert:

Patientendaten: Patientenidentifikationsnummer, Geburtsdatum, Geschlecht, Ge-

wicht, GrofRe, Rauchverhalten.
Prognose-Parameter: NYHA-Stadium, 6-Minuten-Gehstrecke und BORG-Index, NT-

proBNP-Spiegel und weitere Laborparameter (CRP, Hb, Hkt,
GOT, GPT, GGT, Urea, Kreatinin, GFR).

2.1.5 Endpunkte der Studie
Als priméarer Endpunkt wurden Unterschiede des peripheren arteriellen Tonus im zeitli-
chen Verlauf und im Vergleich zur Kontrollgruppe festgelegt.
Sekundare Endpunkte waren Unterschiede und Veranderungen der Serumkonzentrati-
onen der kardiovaskularen Risikomarker sowie die Korrelation von PAT und Plasmakon-

zentrationen der Biomarker mit etablierten Prognosemarkern im 3-Monatsverlauf.
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2.2 BESCHREIBUNG DER STUDIENUNTERSUCHUNGEN

2.2.1 Vorbereitung der Patienten und Probanden
Um StorgréRen zu minimieren, sollten die Studienteilnehmer ab zwo6lf Stunden vor der
Messung keine Nahrung mehr zu sich nehmen, nicht rauchen und keine koffeinhaltigen
Getranke konsumieren. Die regelmafiige Einnahme der Medikamente sollte nicht unter-
brochen werden. Unmittelbar vor der Untersuchung mit dem EndoPat2000-System soll-
ten keine belastenden Tatigkeiten (z.B. 6-Minuten-Gehtest) durchgefuhrt werden. Es

sollten keine einschniirenden Schmuck- oder Kleidungsstiicke getragen werden.

2.2.2 EndoPat2000-System
Die nicht-invasive Diagnostik der Endothelfunktion erfolgte Gber das EndoPat2000-Sys-
tem (Itamar Medical Ltd., Caesarea, Israel). Diese Messung basierte auf einer reaktiven
Hyperamie. Nach einer temporaren externen Okklusion der Arteria brachialis wurde die
flussvermittelte Vasodilatation bestimmt (PAT-Signaltechnologie). Die Durchfiihrung der
Messung erfolgte nach der Beschreibung des Herstellers (Itamar EndoPat2000 User
Manual, Software Version 3.2.4, ltamar Medical Ltd., Caesarea, Israel).
Die Patienten wurden immer morgens und im selben Raum bei stetigen Temperaturver-
haltnissen untersucht. Wahrend der Messung befanden sich die Patienten in liegender
Position.
Nach einer funfminitigen Adaptionsphase der Patienten an den Untersuchungsraum
und Erreichen eines relaxierten Zustandes wurde der Blutdruck nach Riva-Rocci gemes-
sen. Die Druckmessung wurde am kontralateralen spateren Messarm durchgefihrt.
Anschlieend wurden an jedem Zeigefinger EndoPat2000-Messsonden angelegt. Hier-
uber erfolgte eine Aufzeichnung digitaler pulsatiler Volumenverénderungen (Finger-
plethysmographie) zur Bestimmung der Pulswellenamplitude und des peripheren arteri-
ellen Tonus (PAT). Die Messsonden waren Uber einen pneumoelektrischen Schlauch
mit dem Messgerat verbunden. Nach korrekter Positionierung am Zeigefinger wurden
integrierte Luftkissen dieser Clips aufgeblasen, um ein Verrutschen zu vermeiden. Die
Hande wurden mit Armstitzen auf Herzhfhe positioniert. Mittels Schaumstoffringen
wurde ein verzerrender Kontakt zwischen Zeige- und benachbarten Fingern vermieden
(s. Abb. 1). Die Messsonde am kontralateralen Messfinger diente als endogene Nega-

tivkontrolle.

30



Patienten und Methoden

Abb.1: Versuchsaufbau der Fingerplethysmographie (aus: Itamar EndoPat2000 User
Manual, Software Version 3.2.4, ltamar Medical Ltd., Caesarea, Israel, S. 35).

Eine Blutdruckmanschette wurde vorbereitend an den oberen Messarm angebracht,
aber noch nicht aufgepumpt.

Nach Beendigung der Vorbereitungen wurden die PAT-Signale (s. Abb. 2) zun&chst nur
beobachtet. Sobald eine Minute lang storfreie Ergebnisse vorlagen, wurde die Aufzeich-
nung der Signale aktiviert.
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Abb. 2: Darstellung der reinen PAT-Signale in der Pra-Okklusionsphase. Probe 1 und 2
stellen jeweils den linken und rechten Arm dar (aus: Itamar EndoPat2000 User Manual,
Software Version 3.2.4, ltamar Medical Ltd., Caesarea, Israel, S.37).
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Nach einer finfmindtigen Baseline-Bestimmung der Endothelfunktion wurden finf Minu-
ten in Ruhe aufgezeichnet. Danach wurde fiir exakt funf Minuten die Blutdruckman-
schette auf 100 mmHg Uber den systolischen Blutdruck aufgepumpt, um eine Okklusion
der Arteria brachialis zu erzielen. Nach abrupter Offnung der Manschette und damit aus-
geldster reaktiver und flussvermittelter Hyperamie folgten abschlieRend sieben Minuten
Messung in Ruhe.

Die Software des EndoPat2000-Systems wertete die Signale aus und errechnete den
Reactive Hyperemia Index (RHI). Dieser wurde gebildet aus dem Ratio aus postobstruk-
tiver Pulswellenamplituden-Messung und Baseline-Messung (s. Abb. 3).
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Abb. 3: Ergebnis der automatischen Analyse durch die EndoPat2000-Software. Probe 2
zeigt die Signale des okkludierten Messarmes, Probe 1 die Signale des anderen Armes
(aus: Itamar EndoPat2000 User Manual, Software Version 3.2.4, Iltamar Medical Ltd.,
Caesarea, Israel, S. 43).
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2.2.3 Biomarkerbestimmung
Die Bestimmung der Konzentrationen von ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin im
Plasma erfolgte mittels Hochdruckflissigkeits-Chromatographie mit Massenspektromet-
riekopplung (LC-MS/MS). Die Arbeitsschritte sind im Folgenden beschrieben.

2.2.3.1 Gewinnung der Blutproben

Die Entnahme von 7,5 ml vendsen Vollblutes in ein EDTA-Blutréhrchen erfolgte am je-
weiligen Studientag. Nach der Blutentnahme wurde das Rohrchen auf Eis gekuhlt. An-
schlielend wurde im Labor eine 20-minitige Zentrifugierung der Proben bei 4° C und
2000 Umdrehungen pro Minute (rpm) durchgefiihrt. Abpipettierte Plasmaproben wurden
bis zur gesammelten Untersuchung aller Proben zu einem spateren Zeitpunkt bei -80°

C aufbewabhrt.

2.2.3.2 Analyseverfahren mit LC-MS/MS
Die Quantifizierung der Biomarker erfolgte nach einer von Schwedhelm et al.
(Schwedhelm et al. 2007) modifizierten Methodik (mit LC-MS/MS). Wesentliche Arbeits-

schritte hierbei waren:

- Probenvorbereitung
- Derivatisierung der Arginin-Derivate zur besseren Retention auf der Trennséaule
- LC-MS/MS: chromatographische Trennung der Analyten und massenspektro-

metrische Quantifizierung.

Die Analyse der Konzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin erfolgte gemeinsam,

die Analyse der Homoargininkonzentrationen erfolgte davon separat.

2.2.3.2.1 Bestimmung von ADMA, SDMA und L-Arginin

Probenvorbereitung

Eine Multiscreen 96-Well-Filterplatte, welche einer 96-Well-Polypropylenplatte auflag,
wurde mit je 100 pL einer methanolischen internen Standard-Losung prapariert. Die
Standardlésung enthielt eine 50 pmol/L L-[?H7]-Argininlosung sowie eine 2 pumol/L [*Hg]-
ADMA-L6sung fur die Bestimmung von sowohl ADMA als auch SDMA. Durch das Me-
thanol wurde spater eine Proteinausfallung in den Proben hervorgerufen. Nachdem je
25 pL der Proben hinzupipettiert worden waren, wurden beide Platten auf einem Orbital-
Schiittler geschittelt (15 min, Raumtemperatur). Um die Analyten von den ausgefallten
Proteinen zu trennen, fand eine Zentrifugierung der auf der Polypropylenplatte liegenden
Filterplatte statt (10 min, 2000 rpm, 4 °C). AnschlieBend wurden die beiden Platten ge-
trennt und die Eluate auf der Polypropylenplatte bei 80°C fur zehn Minuten auf einem

Heizblock getrocknet.
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Derivatisierung

Die getrockneten Analyten wurden durch Zugabe von je 100 pL einer 1 N butanolischen
Salzsdure zu ihren Butylestern umgesetzt. Es folgte eine weitere Verdampfungsphase
auf einem Heizblock bei 80°C. Die Arginin-Derivate lagen nun in ihrer Butylester- Form

vor und die Derivatisierungs-Ldsung war verdampft.

LC-MS/MS

Zu den getrockneten Proben wurden je 100 pL Probenpuffer aus Methanol und destil-
liertem Wasser (50/50, v/v, pH 5) gegeben. Zum Ldsen der Proben wurde die Polypro-
pylenplatte mit Acetat-Klebefolie abgedeckt und auf dem Orbital-Schiuttler geschiittelt
(30 min, Raumtemperatur). Nach erneuter Zentrifugierung und Filtrierung durch eine
Multiscreen-Filterplatte (10 min, 2000 rpm) wurden je 10 yL des Probengemisches chro-
matographisch aufgetrennt (Flussrate 0,3 mL/min; mobile Phase: 0,1% Ameisensaure in
Wasser (Phase A) und Acetonitril (Phase B)). Hierbei erfolgte eine Retention der Arginin-
Derivate an der Trennsaule (C18-Phase vernetzt mit dem Antibiotikum Teicoplanin)
durch die Wechselwirkungen freier Hydroxylgruppen des Teicoplanins und der Analyten.
Die Quantifizierung der einzelnen Derivate ADMA, SDMA und L-Arginin erfolgte dann im
gekoppelten Massenspektrometer. Im Elektrospray-Interface erfolgte die lonisierung.
Nach der Fragmentation mit Argon (Kollisionsgas; Tragergas: Stickstoff, 90 L/h) wurden
zur ldentifizierung und Quantifizierung der Molekile folgende Massentibergange der lo-
nen gemessen: fir ADMA m/z 259,1 zu m/z 214,1; fir SDMA m/z 259,1 zu m/z 228,1;
fur L-Arginin m/z 231,1 zu m/z 70. Durch Vergleiche der Peakflachenverhaltnisse der
Analyten und der jeweiligen internen Standards wurden die Konzentrationen der einzel-

nen Arginin-Derivate ermittelt.

Tabelle 2: Weitere Parameter zur Bestimmung von ADMA, SDMA und L-Arginin

Chromatographische Parameter Massenspektrometrische Parameter
Autosampler Varian, Palo Alto, CA, USA | System Varian L1200 MS/MS
HPLC-System Varian ProStar model 210 Software Varian MS Workstation

Software 6.9
Flussmittel-Gra- 67/33, viv isokratisch lonisierung ESI, positiver Modus (ESI+)
dient

MS = Massenspektrometer, ESI = Elektrosprayionisation
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2.2.3.2.2 Bestimmung von Homoarginin

Die Bestimmung der Homoarginin-Konzentrationen im Plasma erfolgte im Wesentlichen
nach der in Abschnitt 2.2.3.2.1 beschriebenen LC-MS/MS-Methode. An dieser Stelle
werden die Unterschiede zur Analyse der ADMA-, SDMA- und L-Arginin-Konzentratio-

nen aufgefiihrt. Nicht weiter erwahnte Arbeitsschritte sind gleich:

- Interne Standardlosung: isotopenmarkiertes [**Cg4]-Homoarginin
- Probenpuffer: 75% destilliertes Wasser und 25% Methanol, pH-Wert= 5
- Trennséule: Polaris C18-Ether
- Mobile Phase B : Acetonitril/ Methanol (50/50, v/v) mit 0,1% Ameisenséaure
- Flussmittel-Gradient: 0:00 min 95/5, A/B
0:30 min 95/5
2:00 min 50/50
2:01 min 95/5
4:00 min 95/5

Injektionsvolumen: 22 L.

Zur ldentifizierung und Quantifizierung der Homoarginin-Molekiile wurde ein Ubergang
der lonen m/z 245,1 zu m/z 211,1 gemessen.
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2.3 DIE STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die erfassten Daten wurden mit dem Programm IBM SPSS Statistics fur Windows, Ver-
sion 22.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) ausgewertet. Dabei wurde wie folgt vorgegan-
gen:

Kategoriale Daten sind im Ergebnisteil mit ihren absoluten Haufigkeiten und prozentua-
len Anteilen angegeben. Fir Vergleiche kategorialer Daten wurde der Chi-Quadrat-Test
bzw. der Exakte Test nach Fisher verwendet.

Metrische Daten wurden zunachst mit dem Kolmogorow-Smirnow-Test auf Normalver-
teilung untersucht und anschlieRend wurde eine optische Beurteilung der Wertevertei-
lung vorgenommen. Normalverteilte Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben und mittels parametrischer t-Tests fur verbundene bzw. unverbundene Stich-
proben auf signifikante Unterschiede untersucht worden. Die Varianzanalyse (ANOVA)
fur wiederholte Messungen wurde fur den Vergleich von mehr als zwei Gruppen verwen-
det. Nicht normalverteilte Daten sind als Median mit Wertebereich (Minimum — Maxi-
mum) angegeben. Gruppenvergleiche erfolgten mit dem Mann-Whitney-U-Test und dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Zusammenhange der verschiedenen Variablen wur-
den mit Hilfe von Spearman-Korrelationskoeffizienten untersucht und bewertet.

Zur Darstellung der Uberlebenszeitanalyse wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt. Der
Logrank-Test wurde verwendet, um signifikante Unterschiede der Uberlebenszeitkurven
zu ermitteln.

Grafiken wurden mit der Software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA) erzeugt.

Als statistisch signifikant wurden p-Werte <0,05 betrachtet. Alle Tests wurden zweiseitig

durchgefinhrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 EINLEITUNG

Die Datenerhebung erfolgte vom 27.10.2010 bis zum 23.12.2014 in der Pneumologi-
schen Ambulanz des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE).

Gegenstand dieser Studie war die Untersuchung des Reactive Hyperemia Index (RHI)
sowie der Biomarker ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin bei Patienten mit Pul-
monaler Hypertonie. Nach einer Charakterisierung der Studienpopulation wurden zu-
nachst der RHI und die Biomarker mit anderen Parametern verglichen (Baseline-Werte).
AnschlieRend fand eine Verlaufsanalyse von RHI und Biomarkern Uber ein Jahr statt,
um Veranderungen in der therapienaiven Studiengruppe unter einer Therapieeinleitung
zu erfassen. Weiterhin sollten Analysen fir den Zusammenhang des RHI bzw. der Bio-
marker mit dem Schweregrad der Erkrankung im Verlauf und mit der Uberlebenszeit
durchgefuhrt werden.

Die Daten wurden getrennt nach Studiengruppen ausgewertet:

- Studiengruppe 1: zum Baseline-Zeitpunkt therapierte Patienten (pravalent)
- Studiengruppe 2: zum Baseline-Zeitpunkt therapienaive Patienten (inzident)
- Studiengruppe 3: gesunde Kontrollgruppe.

Prifung auf Normalverteilung

Auf die Ergebnisdarstellung der optischen und statistischen Tests auf Normalverteilung

wird verzichtet. Die Resultate waren bestimmend fir die Wahl der statistischen Tests.
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3.2 STUDIENPOPULATION

3.2.1 Baseline-Parameter

3.2.1.1 Charakteristika und Haufigkeitsverteilung der Studienpopulation

Es wurden insgesamt 89 Patienten und Probanden in die Auswertung der Studie einbe-
zogen. Die absolute Haufigkeitsverteilung nach Studiengruppe des Studienkollektivs
zum Baseline-Zeitpunkt wird dargestellt in Abb. 4.

33 Patienten waren an einer idiopathischen PAH, zwei Patienten an einer hereditaren
PAH, neun Patienten an einer PAH assoziiert mit Bindegewebserkrankungen, zwei Pa-
tienten an einer PAH assoziiert mit angeborenen Herzfehlern sowie ein Patient an einer
PAH assoziiert mit portaler Hypertension erkrankt. Zwolf Patienten hatten die Diagnose
einer CTEPH.
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_ = g Abb. 4: Balkendiagramm zur
g 307 gesun Darstellung der absoluten Hau-
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kollektivs nach Studiengruppe.
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Studiengruppe

Die nachfolgende Tabelle vermittelt einen Uberblick des Studienkollektivs aufgeschliis-
selt nach der Studiengruppe. In allen Gruppen herrschte ein weiblicher Uberschuss. Das
durchschnittliche Alter der gesunden Kontrollgruppe lag zehn Jahre unter dem durch-
schnittlichen Alter des Patientenkollektivs (p-Wert <0,05; t-Test). Die Mittelwerte des
Body-Mass-Index von Patientenkollektiv und gesunder Kontrollgruppe unterschieden
sich signifikant (p-Wert <0,05; t-Test). Ebenso war das Rauchverhalten des Patienten-
kollektivs gemessen in packyears gegeniber der Kontrollgruppe deutlich ausgepréagter
(p-Wert <0,05; t-Test).
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Tabelle 3: Baseline-Charakteristika der Studienpopulation

Ergebnisse

Studiengruppe

1 2 1&2 3

n/%von N 34/100% 25/100% 59/100% 30/100%
Mannlich 11/32,4% 8/32% 19/32,2% 10/33,3%
Weiblich 23/67,6% 17/ 68% 40/67,8% 20/66,7%
Alter [Jahre] 59,24 59,2 59,22 49,9

+14,93 +16,26 +15,37 * +17,0
BMI [kg/m2] 27,15 26,19 26,74 24,23

+6,37 +5,88 +6,13 * +3,58
Raucherstatus 14,09 25,64 19,07 4,3
[packyears] +19,54 +28,84 124,45 * 8,74

Angabe der absoluten Anzahl / % der Gesamtstichprobe bzw. der Mittelwerte + Stan-
dardabweichung, * = p-Wert <0,05; n = Grol3e der Teilstichprobe, N = Grol3e der Ge-
samtstichprobe, BMI = Body Mass Index
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3.2.1.2 Hamodynamische Parameter

Die hamodynamischen Parameter zur leitliniengerechten Diagnosestellung der Pulmo-
nalen Hypertonie wurden mittels Rechtsherzkatheteruntersuchung erhoben. Die Daten
fur therapierte Patienten wurden im Durchschnitt 17 Monate vor Studieneinschluss er-
hoben. Fur Patienten der Studiengruppe 2 lag das Datum der Rechtsherzkatheterunter-
suchung nah am Einschlussdatum. Tabelle 4 stellt die erhobenen Werte flir das Patien-
tenkollektiv dar. Es wurden Daten von 57 der 59 Studienpatienten analysiert. Responder
fur eine hochdosierte Kalzium-Antagonistentherapie wurden nicht ermittelt. Der mittlere
pulmonal-arterielle Druck sowie der pulmonalvaskulare Widerstand waren in der Stu-
diengruppe 1 gegenuber der Studiengruppe 2 signifikant erhdht (p< 0,05; Mann-Whit-
ney-U-Test).

Tabelle 4: Hamodynamische Parameter aus der Rechtsherzkatheteruntersuchung

Studiengruppe

1 2 1&2
mPAP [mmHg] 51,71 11,7 * 41,92 11,31 47,34 12,43
RAP [mmHg] 8,69 5,48 7,48 +4.8 8,1+5,14
CI [(/min)/m?] 1,84 0,5 2,06 +0,53 1,95 +0,52
SvO2 [%] 62,38 +8,67 64,04 +8,93 63,18 +8,75
PCWP [mmHg] 12,19 +6,01 11,64 +3,51 11,95 +5,02
PVR [dyn*sec*cm-5] 1014,68 706,45 879,06
+469,25 * +377,34 +454,14

Angabe der Mittelwerte + Standardabweichung, * = p-Wert <0,05; mPAP = Mittlerer
pulmonal-arterieller Druck, RAP = Rechtsatrialer Druck, CI = Herzindex, SvO2 = Ge-
mischtventse Sattigung, PCWP = Pulmonal-kapillarer Verschlussdruck, PVR = Pulmo-
nalvaskularer Widerstand
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3.2.1.3 Begleiterkrankungen des Studienkollektivs

In Tabelle 5 sind Begleiterkrankungen der Studienpatienten aufgelistet. Bei den gesun-
den Kontrollprobanden gab es keine Vorerkrankungen. Speziell kardiopulmonale Er-
krankungen wurden bei ihnen am Studientag mittels Echokardiografie ausgeschlossen.
Die Anzahl kardialer Risikofaktoren unterschied sich zwischen den Studiengruppen nicht
signifikant (p-Wert > 0,05; Mann-Whitney-U-Test).

Tabelle 5: Begleiterkrankungen der Studienpatienten

Studiengruppe

1 2 1&2
CRF 1,79 +1,47 1,8 +1,53 1,8 +1,48
DM 5/14,7% 3/12% 8/13,6%
KHK 4/11,8% 6/24% 10/16,9%
AHT 13/38,2% 15/60% 28/47,5%
VHF 12/35,3% 3/12% 15/25,4%
HC 12/35,3% 9/36% 21/35,6%
Vitien 9/26,5% 6/24% 15/25,4%
Red LVF 6/17,6% 3/12% 9/15,3%
COPD 4/11,8 % 4/16% 8/13,6%
GOLD | 0 0 0
GOLD Il 2/50% 2/50% 4/50%
GOLD I 1/25% 2/50% 3/37,5%
GOLD IV 1/25% 0 1/12,5%
Rheuma 9/26,5% 3/12% 12/20,3%

Angabe der absoluten Anzahl / % der Gesamtstichprobe bzw. der Mittelwerte + Stan-
dardabweichung; CRF = Kardiale Risikofaktoren, DM = Diabetes mellitus, KHK = Koro-
nare Herzkrankheit, AHT= Arterieller Hypertonus, VHF = Vorhofflimmern, HC= Hyper-
cholesterinamie, Red LVF = Reduzierte linksventrikulare Funktion, COPD = Chronic ob-
structive lung disease, GOLD I-IV = COPD-Stadieneinteilung nach der Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Disease, Rheuma = Erkrankungen des rheumatischen For-
menkreises

An Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises lagen im Patientenkollektiv eine
rheumatoide Arthritis, drei Lupus erythematodes, eine Mischkollagenose, eine Dermato-
myositis sowie mehrere systemische Sklerosen (drei CREST-Syndrome, eine systemi-
sche Sklerose sine Scleroderma, eine progressiv systemische Sklerose, eine klassische

Sklerodermie) vor.
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3.2.1.4 PAH-spezifische Medikation des Studienkollektivs

Tabelle 6 gibt einen Uberblick der PAH-spezifischen Medikamente, die im Beobach-
tungszeitraum von den Patienten eingenommen wurden. Fur die therapienaiven Patien-
ten sind die Medikamente, die zur Therapieeinleitung verschrieben wurden, aufgelistet.
Kein Patient erhielt hochdosierte Kalzium-Antagonisten. AuRerdem aufgelistet sind En-
dothel-beeinflussende Praparate (v.a. Beta-Blocker, ACE-Hemmer, Angiotensin-lI-Re-
zeptorblocker, niedrigdosierte Kalziumkanalblocker) und Marcumar. Von den gesunden

Kontrollprobanden wurden keine Medikamente eingenommen.

Tabelle 6: PAH-spezifische Medikation des Studienkollektivs

Studiengruppe

1 2 1&2
PDES5-I 28/82,4% 8/32% 36/61%
ERA 25/73,5% 19/76% 44/74,6%
PG 14/41,2% 3/12% 17/28,8%
Riociguat 1/2,9% 3/12% 4/6,8%
TKI 3/8,8% 0 3/5,1%
Marcumar 22/64,7% 12/48% 34/57,6%
Endothelm. 19/55,9% 18/72% 37/62,7%

Angabe der absoluten Anzahl / % der Gesamtstichprobe; PDE5-I = Phosphodiesterase
5-Inhibitoren, ERA = Endothelinrezeptor-Antagonisten, PG = Prostaglandinderivate,
TKI = Tyrosinkinaseinhibitoren, Endothelm. = Endothelmodulierende Medikamente

3.2.1.5 Serologische Parameter

Zum Baseline-Zeitpunkt wurden ausgewahlte Blutwerte der Patienten erfasst (Tabelle
7). Bei 15 gesunden Probanden wurden diese Laborwerte, auf3er der Erythrozytenver-
teilungsbreite, ebenfalls untersucht. Nach der National Kidney Foundation hatten 15 Pa-
tienten und acht Kontrollprobanden eine Niereninsuffizienz im Stadium I, 21 Patienten
im Stadium IIl und zwei Patienten im Stadium IV. EIf weibliche und funf mannliche Pati-
enten hatten zudem einen anamischen Hamoglobinwert (Hb < 12 g/dl bzw. 13 g/dI).
Der Mann-Whitney-U-Test diente zur Analyse von Unterschieden zwischen den Studien-
gruppen. Gesunde Kontrollprobanden hatten signifikant niedrigere CRP-, GGT- und Kre-
atinin-Werte als das Patientenkollektiv. Die Urea-Konzentrationen waren bei gesunden

Probanden jedoch signifikant héher.
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Tabelle 7: Zum Baseline-Zeitpunkt erhobene serologische Werte

Studiengruppe p-Werte
1 2 1&2 3 lvs.2  1vs.3 1&2vs.3  2vs.3
CRP [mg/l] 0 0 0 0 0,143 0,014* 0,005* 0,011*
(0-30) (0-32) (0-32) (0-0)
EVB [%] 14,9 14,9 14,9 0,602
(11,1-23,8) (12,6-20) (11,1-23,8)
Hb [g/dl] 12,85 13,7 13,5 13,6 0,17 0,104 0,32 0,978
(6,8-17) (10,5-16,9) (5,8-17) (12,3-15,7)
Hkt [%] 39,4 40,6 40,2 40,6 0,263 0,318 0,677 0,679
(30,5-51,2) (28,8-49,7) (28,8-51,2) (36,3-45,2)
GOT [U/] 26 24 24 23 0,276 0,745 0,995 0,679
(6-63) (13-70) (6-70) (12-41)
GPT [U/l] 18,5 24 21 26 0,237 0,106 0,185 0,507
(8-116) (9-41) (8-116) (15-49)
GGT [u/] 34 50 46 17 0,72 0,003* <0,001* <0,001*
(9-397) (16-242) (9-397) (12-44)
Urea [mg/dl] 19 16 18 29 0,341 0,001* <0,001* <0,001*
(8-57) (7-50) (7-57) (21-44)
Kreatinin [mg/dl] 1,02 0,9 1 0,78 0,558 0,001* 0,001* 0,005*
(0,7-2) (0,52-4,8) (0,52-4,8) (0,49-1,14)
GFR [ml/min] 70,12 77,47 74,26 79,61 0,662 0,134 0,108 0,164
(26,63-167,86) (22,57-146,8) (22,57-167,86) (60,12-189,17)

Angabe des Medians (Minimum — Maximum) und der p-Werte, *= signifikante Differenz der Mittelwerte; CRP = C-reaktives Protein, EVB =
Erythrozytenverteilungsbreite, Hb = Hamoglobin-Konzentration, Hkt = Hamatokrit, GOT = Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, GPT = Glu-
tamat-Pyruvat-Transaminase, GGT = Gamma-Glutamyltransferase, GFR = Glomerulare Filtrationsrate
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3.2.1.6 Etablierte PH-Prognoseparameter

In Tabelle 8 sind allgemein giiltige Prognoseparameter der Pulmonalen Hypertonie dar-
gestellt. Die Daten wurden zum Baseline-Zeitpunkt erhoben. Die meisten Studienpatien-
ten (40 von 59 Patienten) befanden sich zum Baseline-Zeitpunkt in den NYHA-Stadien
[l und IV (Abb. 5). Alle Kontrollprobanden befanden sich im NYHA-Stadium 1.

30
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Der 6-Minuten-Gehtest wurde bei 49 (von 59) Patienten und bei 29 (von 30) Kontrollpro-
banden durchgefiihrt. Gegentiber beiden Patientengruppen erzielten die gesunden Pro-
banden signifikant langere Gehstrecken innerhalb von sechs Minuten. Auch der BORG-
Index war signifikant besser bei gesunden Probanden. Die Kohlenmonoxid-Diffusions-
kapazitat, die Blutgasanalyse zur Erfassung des CO2-Partialdruckes sowie exakte echo-
kardiografische Parameter wurden nur bei den Patienten erhoben. In diesen Parametern
unterschieden sich therapierte von therapienaiven Patienten nicht. Der NT-proBNP-
Plasmaspiegel wurde zum Baseline-Zeitpunkt bei 58 Patienten und 15 Kontrollproban-
den erhoben. Signifikant niedrigere Werte gegentiber den Patientengruppen fielen bei
gesunden Probanden auf.
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Tabelle 8 : Etablierte PH-Prognoseparameter zum Baseline-Zeitpunkt

Studiengruppe

p-Werte

1 2 1&2 3 1vs.2 1/1&2/2vs.3
NYHA 2,71 +0,58 2,6 +0,58 2,66 + 0,58 1 0,49 < 0,001*
Gehstrecke [m] 410,14 119,81 369,62 392,78 631,97 0,431 < 0,001*
+125,08 +122,49 +79,16
BORG-Index 4,37 +1,94 4,95 +1,91 4,63 +1,93 0 0,297 < 0,001*
DLCO [mmol/min/kPa] 6,41 3,64 5,75 2,41 6,13 +3,17 0,879
DLCO [%] 74,79 +51,85 67,71 71,83 0,567
+25,04 +42,56
paCO2 [mmHg] 35, 92 +6,61 35,69 +5,41 35,82 +6,1 0,886
02 [L] 0,38 +1,1 0,3 +0,82 0,35 0,99 0,761
RVSP [mmHg] 59,80 +21,2 60,04 +21,38 59,91 +21,07 0,879
TAPSE [mm] 19,19 +12,24 18,31 +5,5 18,82 +9,91 0,567
Tei-Index 0,69 +0,16 0,69 +0,24 0,69 +0,19 0,729
NT-proBNP [ng/l] 613 1458 785,6 59 0,336 < 0,001*
(43 — 6861) (19 - 24578) (19 — 24578) (25 -120)

Angabe der Mittelwerte + Standardabweichung bzw. des Medians (Minimum — Maximum) sowie der p-Werte (*= signifikante Differenz der
Mittelwerte); NYHA = Klassifikation nach New York Heart Association, DLCO = Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat, paCO2 = Kohlendioxid-
Partialdruck, O2 = Sauerstoffzufuhr, RVSP = Right ventricular systolic pressure, TAPSE = Tricuspid annular plane systolic excursion, NT-

pro BNP= N-terminales pro B-natriuretisches Peptid
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3.2.2 Uberblick der Follow-Up-Messungen
Die durchschnittliche Anzahl an Monaten bis zu der jeweils ndchsten Messwiederholung
ist in Abb. 6 zusammengefasst. Die Follow-Ups zwei bis vier erfolgten im angestrebten
Rahmen nach drei, sechs und neun Monaten. Der flnfte Termin (nach zwolf Monaten)

wurde im Schnitt um drei Monate Uberschritten.

G5 : | Abb. 6: Balkendiagramm zur
X Darstellung der durchschnittli-
2 chen Zeitspanne vom Ein-
8 -4 HH schlussdatum zu den Zeit-
2 punkten der Messwiederho-
@ 37 HH lungen. Angabe der Mittel-
b werte und Standardabwei-
g . 2- HH chungen.
°© e o e ®
Monate

Zum Baseline-Erhebungsdatum waren alle Patienten anwesend. Mit jedem wiederholten
Termin nahm die Anzahl der Patienten ab. Zum letzten Follow-Up konnten die meisten

Patienten wieder rekrutiert werden (Abb. 7).
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3.2.2.1 PH-Prognhoseparameter im Verlauf

Die Veranderungen der Ergebnisse des 6-Minuten-Gehtests sowie der NT-proBNP-
Plasmakonzentrationen der einzelnen Studienvisiten sind in Abb. 8 und Abb. 9 darge-
stellt. Die Darstellung beschrénkt sich auf die Studiengruppe 2, da die Verlaufsbeurtei-
lung nur der initial therapienaiven Patienten erfolgen soll. Die zurtickgelegten Meter im
6-Minuten-Gehtest stiegen im Median bis zum zweiten Follow-Up an, sanken danach
wieder, um zum vierten Messzeitpunkt wieder anzusteigen (Abb. 8). Die medianen NT-
proBNP-Werte verhielten sich invers (Abb. 9), jedoch fand vom vierten zum flinften
Messzeitpunkt bei beiden Untersuchungsergebnissen ein Absinken der Werte statt. Mit-
tels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test konnte sowohl fir die Gehstrecke als auch fir die
NT-proBNP-Konzentration ein signifikanter (p-Wert =0,037 bzw. p-Wert=0,046) Anstieg
bzw. Abfall der Werte nach einem Jahr analysiert werden.
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Abb. 8: Balkendiagramm zur Darstel- Abb. 9: Balkendiagramm zur Dar-
lung der Gehstrecke im Verlauf (Stu- stellung der NT-proBNP-Konzentra-
diengruppe 2, Daten aller mindestens tionen im Verlauf (Studiengruppe 2,
zum ersten und letzten Messzeitpunkt Daten aller mindestens zum ersten
anwesenden Patienten). Angabe der und letzten Messzeitpunkt anwe-
Mediane und IQR. *= p-Wert <0,05. senden Patienten). Angabe der Me-

diane und IQR. *= p-Wert <0,05.
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3.3 REACTIVE HYPEREMIA INDEX

3.3.1 Baseline-Werte

Am Einschlussdatum fand die Messung des RHI mit dem EndoPat2000-System bei allen
Patienten und gesunden Probanden statt. Aus technischen Griinden konnte bei je einem
Patienten aus Gruppe 1 und aus Gruppe 2 der Baseline-RHI-Wert nicht berechnet wer-
den. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt. Die definierte Schwelle der endotheli-
alen Dysfunktion liegt bei einem RHI-Wert von 1,67 (Peled et al. 2008, Yinon et al. 2006).
Werte unterhalb von 1,67 lassen auf eine endotheliale Dysfunktion schlieRen. Nach Aus-
schluss von Kontrollprobanden mit Baseline-Werten unterhalb dieser Schwelle (neun
Probanden) wurde ein medianer RHI-Wert von 2,27 errechnet. Statistische Tests mit
dieser reduzierten Kontrollgruppe erbrachten Ergebnisse, die mit denen der kompletten
Kontrollgruppe vergleichbar waren. Daher wird im Folgenden auf die zusatzliche Dar-
stellung der Kontrollgruppe mit RHI-Werten ausschliel3lich groBer als 1,66 verzichtet.
Der Vollstandigkeit halber sind in Tabelle 9 zudem die medianen Werte fir PAH- und
CTEPH-Patienten angegeben. Weitere PH-Klassen-spezifische Analysen werden nicht
dargestellt, da die Gruppe der CTEPH-Patienten sehr klein (zwolf Patienten) war und
sich keine zuverlassigen analytischen Ergebnisse produzieren lie3en.

Tabelle 9: RHI-Werte zum Baseline-Zeitpunkt nach Studiengruppe und PH-Klasse

Studiengruppe PH-Klasse
1 2 1&2 3 PAH CTEPH
RHI 2,08 1,48 1,87 1,84 2,08 1,48

(1,19-5,05) (1,0-2,88) (1,0-505) (1,0-3,8) | (1,0-505)  (1,25-2,45)

Angabe des Medians (Minimum — Maximum); RHI= Reactive Hyperemia Index

Anhand der medianen RHI-Werte war ersichtlich, dass einerseits therapienaive Patien-
ten geringere RHI-Werte hatten als gesunde Probanden oder therapierte Patienten. An-
dererseits konnten auch bessere RHI-Werte bei therapierten Patienten als bei gesunden
Probanden ermittelt werden. Der RHI von therapienaiven Patienten der Studiengruppe
2 war signifikant niedriger als in den Studiengruppen 1 und 3 (p= 0,029 und p= 0,034;
Mann-Whitney-U-Test). Zwischen therapierten PH-Patienten und gesunden Probanden

gab es keinen signifikanten Unterschied (Abb. 10).
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n.s.
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Statistische Charakteristik des RHI

Der Test von Kolmogorov-Smirnov und auch die optische Uberpriifung der Verteilungs-
kurve zeigten, dass die Werte des RHI nicht normalverteilt waren. Der Median aller zum
Baseline-Zeitpunkt bei Pateinten erhobenen Werte lag bei 1,87. Dieser Wert galt daher
in diesem kleinen Studienkollektiv als Cutoff-Wert fir die Definition der endothelialen
Dysfunktion. Werte kleiner als 1,87 wurden als dysfunktional gewertet.

Durch Logarithmieren der RHI-Werte konnte eine Normalverteilung erreicht werden.

RHI und Rauchverhalten

Eine Spearman-Korrelationsanalyse erbrachte keine signifikanten Zusammenhange
zwischen dem Rauchverhalten der Studienteilnehmer gemessen in packyears und den
RHI-Werten (Patientenkollektiv: p-Wert=0,388, Korrelationskoeffizient (R)=-0,118; Kon-
trollgruppe: p-Wert=0,698, R=0,074).
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3.3.2 RHI und etablierte PH-Prognoseparameter
Um seine diagnostische und prognostische Relevanz in der Klinik zu Uberprifen, wurde
der RHI mit verschiedenen, bereits etablierten Prognoseparametern zur Verlaufsbeur-

teilung der Pulmonalen Hypertonie verglichen.

3.3.2.1 RHI und NYHA-Stadium

Die NYHA-KIassifikation ist ein wichtiger Prognosewert in der Behandlung von PH-Pati-
enten. In Abb. 11-13 sind die RHI-Werte nach NYHA-Stadien und Studiengruppen dar-
gestellt. Zusammengefasst wurden je die NYHA-Stadien | und Il sowie die Stadien 1lI
und IV. Es war ersichtlich, dass sich in allen Studiengruppen héhere RHI-Werte bei Pa-
tienten der NYHA-Klassen | und Il ergaben. Ein signifikanter Unterschied der RHI - Mit-
telwerte zwischen den NYHA-Stadien konnte nicht gefunden werden. Mittels Chi-Quad-
rat-Test konnte kein Zusammenhang zwischen hohem bzw. niedrigem RHI und niedri-

gem bzw. hohem NYHA-Stadium gezeigt werden (p-Wert >0,05).
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Abb. 11: Studiengruppe 1 Abb. 12: Studiengruppe 2

Abb. 11 - 13: Balkendiagramme zur

|_
—

Darstellung der RHI-Verteilung nach
14 NYHA-Klasse je Studiengruppe.
Angabe der Mittelwerte und
0 ' _ Standardabweichungen.
v\\\\ \\\\\4 n.s. = nicht signifikant.
& §X

Abb. 13: Studiengruppe 1 und 2
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3.3.2.2 RHI und 6-Minuten-Gehtest

Im 6-Minuten-Gehtest zum Baseline-Zeitpunkt wurde unter anderem die erreichte Geh-
strecke in Metern erhoben. Patienten mit geringerem RHI (entspricht einer endothelialen
Dysfunktion) legten weniger Meter zurtick als Patienten mit hdherem RHI (Abb. 14 fr
Patienten der Studiengruppen 1 und 2). Eine signifikante Differenz der mittleren Geh-
strecke zwischen hohen und niedrigen RHI-Werten konnte jedoch nicht gezeigt werden
(p=0,084; Mann-Whitney-U-Test). Untersuchungen mit dem RHI-Grenzwert 1,67 (Yinon
et al. 2006, Peled et al. 2008) erbrachten ahnliche Resultate (nicht dargestellt).

n.s.

Abb. 14: Balkendiagramm zur Darstel-

8007 —_ lung der Gehstrecke nach RHI-Wer-
E 6004 —1 ten. Abgebildete Ergebnisse des ge-
e samten Patientenkollektivs. Angabe
& 400+ der Mittelwerte und Standardabwei-
@ S —1 chungen (n.s.= nicht signifikant).
© 200
V]

0

Mittels Korrelationsanalysen wurde fiir das gesamte Patientenkollektiv ein signifikanter
positiver Zusammenhang zwischen dem RHI und der 6-Minuten-Gehstrecke (Abb. 17)
ermittelt. Bei Verbesserung des RHI war somit auch eine langere Gehstrecke im 6-Mi-
nuten-Gehtest zu erwarten. Fir die einzelnen Studiengruppen 1 und 2 resultierten eben-
falls positive Korrelationskoeffizienten, jedoch waren die zugehdrigen p-Werte nicht sig-
nifikant.
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Abb. 17: Studiengruppen 1 und 2

3.3.2.3 RHI und Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat
In allen Gruppen konnte mittels Korrelationsanalysen ein positiver, jedoch nicht signifi-
kanter Zusammenhang zwischen sowohl der absoluten als auch der prozentualen Koh-

lenmonoxid-Diffusionskapazitat und dem RHI gemessen werden (Tabelle 10).

Tabelle 10: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman mit den RHI-Werten
zum Baseline-Zeitpunkt

Studiengruppe
1 2 1&2
DLCO Ist [mmol/min/kPa] R 0,207 R 0,129 R 0,162
p 0,263 p 0,568 p 0,246
DLCO [%] R 0,196 R 0,077 R 0,137
p 0,291 p 0,732 p 0,329

R= Spearman-Korrelationskoeffizient, p= p-Wert, DLCO = Kohlenmonoxid-Diffusionska-
pazitat
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3.3.2.4 RHI und kapillare Blutgasanalyse

Als potentiell prognostischer Wert der Blutgasanalyse wurde der Kohlendioxid-Partial-
druck mit dem RHI korreliert. Es wurde kein signifikanter Zusammenhang ermittelt (Ta-
belle 11). Auch im Mann-Whitney-U-Test wurde kein Unterschied der Kohlendioxid-Par-
tialdricke zwischen supra- und inframedianen RHI-Werten festgestellt (vergleichbare Er-
gebnisse fur den RHI-Cutoff-Wert 1,67).

Tabelle 11: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman mit den RHI-Werten
zum Baseline-Zeitpunkt

Studiengruppe
1 2 1&2
paCO2 [mmHg] R 0,146 R -0,234 R -0,015
p 0,417 p 0,294 p 0,916

R= Spearman-Korrelationskoeffizient, p= p-Wert, paCO2 = Kohlendioxid-Partialdruck

3.3.2.5 RHI und NT-proBNP-Konzentration

In der Korrelationsanalyse konnte fir die Studiengruppe 1 ein signifikanter negativer Zu-
sammenhang zwischen dem RHI und der NT-proBNP-Plasmakonzentration nachgewie-
sen werden (Abb. 18). In den anderen Studiengruppen war der Zusammenhang eben-

falls negativ, jedoch geringer ausgepragt und nicht signifikant.

8000 R=-0,39 R=-0,22
= 0.023* 30000~ =0,
p=0,023 0= 0315

6000 °
° < 200004
4000+

20004 100004
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Abb. 18 : Studiengruppe 1 Abb. 19: Studiengruppe 2

30000, .
Py Abb. 18-20: Streudiagramme zur

Darstellung der Korrelationsanalysen
nach Spearman zwischen RHI und
10000- . der NT-proBNP-Konzentration zum
Baseline-Zeitpunkt. Darstellung der
Korrelationsgeraden mit 95%-Kon-
fidenzintervall (R= Spearman-Korre-
-10000- lationskoeffizient, p= p-Wert).

20000+
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Abb. 20: Studiengruppe 1 und 2
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3.3.2.6 RHI und echokardiografische Parameter

Die echokardiografische Untersuchung wurde bei Patienten der PH-Ambulanz im UKE
meist halbjéahrlich durchgefihrt. Im Durchschnitt lagen zwischen der Baseline-Messung
des RHI und der Echokardiografie 1,1 Monate. Zwischen RHI und den Parametern
RVSP, TAPSE und Tei-Index gab es keine signifikante Korrelation. Die Korrelationsko-
effizienten je Echokardiografieparameter unterschieden sich in den Studiengruppen
stark (Tabelle 12). Gesunde Kontrollprobanden erhielten eine orientierende Ultraschall-
untersuchung. Bei keinem Probanden fiel hier eine schwerwiegende kardiopulmonale

Verédnderung auf.

Tabelle 12: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman mit den RHI-Werten
zum Baseline-Zeitpunkt

Studiengruppe

1 2 182
RVSP [mmHg] R -0,05 R 0,098 R 0,051
p 0,799 p 0,665 p 0,722

TAPSE [mm] R -0,091 R 0,125 R -0,023
p 0,647 p 0,598 p 0,878

Tei-Index R-0,144 R 0,114 R 0,042

p 0,502 p 0,662 p 0,796

R= Spearman-Korrelationskoeffizient, p= p-Wert, RVSP = Right ventricular systolic pres-
sure, TAPSE = Tricuspid annular plane systolic excursion

3.3.2.7 RHI und hamodynamische Parameter
Es gab in keiner Studiengruppe signifikante Korrelationen der RHI-Werte mit den Ergeb-

nissen der Rechtsherzkatheteruntersuchung.
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3.3.3 RHIim Verlauf
Durch die mehrmalige Wiederholung der Datenerhebung konnte der RHI im Verlauf dar-
gestellt werden. Im Fokus der Analyse stand hierbei die Studiengruppe 2 mit therapie-
naiven Patienten, um eine mdgliche Veranderung des RHI nach Therapieeinleitung zu
erfassen. Es wurden daher nur therapienaive Patienten in die Verlaufsanalysen einbe-
zogen, die zuséatzlich mindestens zur ersten und zur Studienvisite nach einem Jahr an-
wesend waren. Insgesamt waren dies finfzehn Patienten. Lediglich fur einen Patienten
konnte aus technischen Griinden kein RHI fur das Follow-Up nach einem Jahr errechnet

werden.

3.3.3.1 Uberblick der Werte im Verlauf

Fur die Patienten der therapienaiven Studiengruppe 2 erfolgte die Therapieeinleitung
innerhalb von Tagen um den Studienbeginn herum. Fir diese Gruppe liel3 sich bis zum
dritten Messzeitpunkt ein Anstieg (nicht signifikant im Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test)
des RHI verzeichnen. Nach der dritten Datenerhebung sank dieser jedoch wieder ab.
Zum fluinften Messzeitpunkt fand eine leichte Erh6hung der Werte von 1,34 im Median
auf 1,42 statt (Abb. 21).

Eine Varianzanalyse (ANOVA) fir Messwertwiederholungen mit den logarithmierten und
dann normalverteilten RHI-Werten erbrachte keine ausreichenden p-Werte als Ausdruck
einer signifikanten Veranderung des RHI im Verlauf. Mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test wurde ein signifikanter Abfall der RHI-Werte von Messzeitpunkt 3 zu Messzeitpunkt
5 festgestellt (p-Wert= 0,028).

2.5+ : ' Abb. 21: Balkendia-

T gramm zur Darstellung
2.0 T der RHI-Werte im Verlauf
T T (Studiengruppe 2, Daten
_ 15- J_ 1 aller mindestens zum ers-
T - - ten und letzten Messzeit-
1.0 punkt anwesenden Pati-
enten). *= p-Wert <0,05.
0.5 Angabe der Mediane und

IQR.

00 T T T T T

Y v > ™ 1)
Messzeitpunkt
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3.3.3.2 RHI und Clinical Worsening und Uberleben

In die Analyse des Clinical Worsening wurden alle 25 Patienten der Studiengruppe 2
einbezogen. In die Uberlebenszeitanalyse wurden zusétzlich Patienten der Studien-
gruppe 1 einbezogen (n= 59).

Als Clinical Worsening wurden verschiedene Ereignisse betrachtet (s. Abschnitt 2.1.4.1).
Insgesamt sind im Beobachtungszeitraum finf Patienten in Studiengruppe 1 und zwei
Patienten aus Studiengruppe 2 verstorben. Fir einen Studienpatienten aus Gruppe 1
konnte bezuglich des Uberlebens keine Aussage getroffen werden (lost to follow-up).
Tabelle 13 stellt die Haufigkeiten einer eingetretenen klinischen Verschlechterung und
die Anzahl der Monate bis zum Eintreten der Verschlechterung in der Studiengruppe 2

sowie die Uberlebensdaten im gesamten Patientenkollektiv dar.

Tabelle 13: Darstellung wahrend der Studienzeit aufgetretener Ereignisse

CW Tod
Studiengruppe 2 12/48% 7/112% Studiengruppen 1&2
TtCW (Monate) Tod (Monate)
RHI < 1,87 35(1-19) 15 (10-50) RHI < 1,87
RHI 21,87 4(1-18) 24,5 (2-35) RHI 21,87

Angabe der absoluten Anzahl / % der Gesamtstichprobe bzw. des Medians (Minimum —
Maximum); CW = Clinical Worsening, TtCW = Time to Clinical Worsening, RHI = Reac-
tive Hyperemia Index

Die medianen Zeitspannen ohne Klinische Verschlechterung der therapienaiven Patien-
ten mit RHI-Werten groRRer-gleich und kleiner als 1,87 (Median der RHI-Werte im Pati-
entenkollektiv) unterschieden sich kaum (Tabelle 13). Die entsprechenden Kaplan-
Meier-Kurven zeigten einen Trend zu einer langeren ereignisfreien Zeit bei supramedia-
nen RHI-Werten (Abb. 22). AuRerdem dargestellt ist die Kaplan-Meier-Kurve fir die kli-
nische Verschlechterung mit dem RHI-Wert 1,67 als Grenzwert. Die Uberlebenszeiten
waren langer bei supramedianen RHI-Werten (Tabelle 13; p-Wert >0,05 im Mann-Whit-
ney-U-Test). Die entsprechenden Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurven (ebenfalls durch-
gefihrt fur den Cutoff-Wert 1,67) Uberlagerten sich stark (nicht abgebildet).

Mit dem Exakten Test nach Fisher konnte kein Zusammenhang zwischen hohem bzw.
niedrigem RHI-Wert und aufgetretener bzw. keiner klinischen Verschlechterung (Tod

bzw. kein Tod) gefunden werden.
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Abb. 22: Uberlebenszeitkurven bis zur klinischen Verschlechterung der Studiengruppe
2 getrennt nach dem RHI-Wert 1,87 bzw. 1,67. p=p-Wert ermittelt im Logrank-Test.
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3.4 BIOMARKER DER ENDOTHELIALEN DYSFUNKTION

3.4.1 Baseline Werte
Am Einschlussdatum fand die Bestimmung der ADMA-, SDMA-, L-Arginin- und Ho-
moarginin-Plasmakonzentrationen bei allen Patienten und 28 gesunden Probanden

statt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14: Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin zum
Baseline-Zeitpunkt nach Studiengruppe und PH-Klasse

Studiengruppe PH-Klasse
1 2 1&2 3 PAH CTEPH
ADMA 0,64 0,68 0,65 0,62 0,62 0,72
[uM] (0,42-0,95) (0,35-1,06) (0,35-1,06) (0,31-0,83) (0,35-1,06) (0,52-1,05)
SDMA 0,66 0,65 0,66 0,54 0,65 0,71
[uM] (0,4-1,39) (0,38-2,72) (0,38-2,72) (0,37-0,8) (0,38-2,72)  (0,51-1,02)
L-Arginin 82,3 81 81,15 98,4 80 91,2
[UM] (35,5-63,8) (43,3-155)  (35,5-163,8) (50,8-170,1) (35,5- (65,2-
163,8) 109,6)
Homoarginin 1,66 1,37 1,64 2,33 1,64 1,57
[UM] (0,49-3,19) (0,63-4,02)  (0,49-4,02) (1,16-6,62) | (0,49-4,02) (0,63-3,18)

Angabe des Medians (Minimum — Maximum); ADMA= Asymmetrisches Dimethylarginin,
SDMA= Symmetrisches Dimethylarginin

Anhand der medianen Plasmakonzentrationen war ersichtlich, dass gesunde Probanden
niedrigere ADMA- und SDMA- Konzentrationen aufwiesen als das Patientenkollektiv
(signifikant niedrigere Werte fur SDMA, s. Abb. 23).

Fur L-Arginin und Homoarginin wurden bei gesunden Kontrollprobanden signifikant ho-
here Konzentrationen im Plasma ermittelt als bei therapierten bzw. therapienaiven Pati-
enten.

Ein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen therapienaiven und therapierten

Patienten konnte fir keinen Biomarker ermittelt werden.
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Abb. 23: Box-Whisker-Plots zur Darstellung der ADMA- und SDMA-Konzentrationen
je Studiengruppe zum Baseline-Zeitpunkt. Angabe des Medians und des IQR. Die
Whisker sind definiert nach Tukey. AusreiRerwerte sind als Punkte dargestellt (*=p-
Wert < 0,05, n.s. = nicht signifikant).
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Abb. 24: Box-Whisker-Plots zur Darstellung der L-Arginin- und Homoargininkonzen-
trationen je Studiengruppe zum Baseline-Zeitpunkt. Angabe des Medians und des
IQR. Die Whisker sind definiert nach Tukey. Ausreil3erwerte sind als Punkte dargestellt
(*=p-Wert < 0,05, n.s. = nicht signifikant).

Statistische Charakteristik der Biomarker

Die ermittelten Plasmakonzentrationen der Biomarker aller Messzeitpunkte waren nicht
durchgehend normalverteilt. Daher erfolgte die Auswertung der Ergebnisse mit nicht-
parametrischen Tests.

Als Cutoff-Wert wurde je die mediane Baseline-Konzentration der einzelnen Biomarker
definiert (s. Tabelle 14).
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Biomarker und Parameter der Nierenfunktion

Das Kreatinin war im Patientenkollektiv signifikant korreliert mit ADMA (p-Wert=0,009,
Korrelationskoeffizient (R) = 0,339) und SDMA (p-Wert<0,001, R=0,696).

Fur die glomerulére Filtrationsrate und ADMA (p-Wert=0,001, R=-0,415), SDMA (p-
Wert<0,001, R=-0,736) und Homoarginin (p-Wert=0,009, R=0,339) wurden ebenfalls
signifikante Zusammenhange ermittelt (gesamtes Patientenkollektiv).

3.4.2 Biomarker und etablierte PH-Prognoseparameter
Um eine Aussage Uber die Tauglichkeit als Biomarker zur Prognoseabschatzung fur die
Pulmonale Hypertonie treffen zu kdnnen, wurden ADMA, SDMA, L-Arginin und Ho-

moarginin mit gangigen PH-Prognoseparametern verglichen.

3.4.2.1 Biomarker und NYHA-Stadium

Anhand der medianen Plasmakonzentrationen liel3 sich erkennen, dass die ADMA- und
SDMA-Konzentrationen hdher waren in héheren NYHA-Stadien. L-Arginin- und Ho-
moarginin-Werte waren niedriger in hoheren NYHA-Stadien (Tabelle 15).

Tabelle 15: Angabe der medianen Plasmakonzentrationen (Minimum-Maximum) von
ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin nach NYHA-Stadium fir das gesamte Pati-
entenkollektiv

ADMA [pM] SDMA [uM] L-Arginin [pM] Homoarginin [uM]
NYHA 1/l 0,62 0,59 94,3 1,96
(0,35-0,9) (0,38-1,31) (35,5-163,8) (0,78-3,02)
NYHA 1I/IV 0,69 0,69 79,2 1,43
(0,41-1,06) (0,4-2,72) (43,3-163,4) (0,49-4,02)

ADMA= Asymmetrisches Dimethylarginin, SDMA= Symmetrisches Dimethylarginin,
NYHA= Klassifikation nach New York Heart Association

Mit dem Mann-Whitney-U-Test konnten signifikante Konzentrationsunterschiede festge-
stellt werden fur SDMA in Studiengruppe 2 und knapp nicht signifikante Unterschiede fir
L-Arginin im gesamten Patientenkollektiv (Abb. 25 und Abb. 26). Fir Homoarginin und

ADMA wurden keine signifikanten Zusammenhénge mit dem NYHA-Stadium ermittelt.
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Abb. 25 und 26: Balkendiagramme zur Darstellung der SDMA- und L-Arginin-Konzen-
trationen nach NYHA-Klasse. Angabe der Mittelwerte und Standardabweichungen; p =
p-Wert.

Der Exakte Test nach Fisher zeigte keine signifikanten Zusammenhange zwischen ho-
hem bzw. niedrigem NYHA-Stadium und Plasmakonzentrationen der Biomarker ober-

bzw. unterhalb des jeweiligen Medianwertes.

3.4.2.2 Biomarker und 6-Minuten-Gehtest

Fur SDMA und ADMA ergab sich eine signifikant negative Korrelation mit der Gehstrecke
im 6-Minuten-Gehtest flir das gesamte Patientenkollektiv (s. Abb. 27 und 28). Zusétzlich
ergab sich eine signifikante Korrelation fiir SDMA bei therapienaiven Patienten

(R =-0,462, p=0,035). In allen anderen Analysen sowie fir L-Arginin und Homoarginin
wurden keine signifikanten Korrelationen beobachtet.
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Abb. 27: Studiengruppen 1&2 Abb. 28: Studiengruppen 1&2

Abb. 27 und 28: Streudiagramme zur Darstellung der Korrelationsanalysen nach Spe-
arman zwischen ADMA bzw. SDMA und der Gehstrecke zum Baseline-Zeitpunkt. Dar-
stellung der Korrelationsgeraden mit 95%-Konfidenzintervall (R= Spearman-Korrelati-
onskoeffizient, p= p-Wert).
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3.4.2.3 Biomarker und Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse der Spearman-Korrelationsanalyse zwischen der Koh-
lenmonoxid-Diffusionskapazitat und den Biomarkern dargestellt. Lediglich fur L-Arginin
gab es in der Gruppe der therapienaiven Patienten eine signifikante positive Korrelation.

Tabelle 16: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman mit den Biomarkern
zum Baseline-Zeitpunkt

Studiengruppe

1 2 1&2

DLCO Ist R -0,223 R 0,133 R -0,031 ADMA
[mmol/min/kPa] p 0,221 p 0,545 p 0,822
DLCO [%] R -0,168 R 0,173 R 0,018

p 0,358 p 0,431 p 0,899
DLCO Ist R -0,128 R -0,337 R -0,215 SDMA
[mmol/min/kPa] p 0,485 p 0,116 p 0,115
DLCO [%] R-0,111 R -0,237 R -0,147

p 0,544 p 0,277 p 0,285
DLCO Ist R -0,248 R 0,569 R 0,12 L-Arginin
[mmol/min/kPa] p 0,179 p 0,005 * p 0,388
DLCO [%] R -0,207 R 0,494 R 0,076

p 0,265 p 0,016 * p 0,586
DLCO Ist R -0,09 R 0,238 R 0,106 Homoarginin
[mmol/min/kPa] p 0,625 p 0,274 p 0,443
DLCO [%] R -0,123 R 0,099 R -0,008

p 0,503 p 0,653 p 0,956

R= Spearman-Korrelationskoeffizient, p= p-Wert, * = p-Wert <0,05, DLCO = Kohlenmo-
noxid-Diffusionskapazitat, ADMA= Asymmetrisches Dimethylarginin, SDMA= Symmetri-
sches Dimethylarginin

62



Ergebnisse

3.4.2.4 Biomarker und kapillare Blutgasanalyse
Tabelle 17 fasst die Korrelationsanalysen der Biomarker mit den kapillaren Kohlendioxid-

Partialdricken zusammen.

Tabelle 17: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman mit den Biomarkern
zum Baseline-Zeitpunkt

Studiengruppe

1 2 1&2

paCO2 [mmHg] R 0,081 R 0,316 R -0,196 ADMA
p 0,648 p 0,142 p 0,144
R -0,045 R 0,155 R 0,051 SDMA
p 0,802 p 0,479 p 0,706
R 0,392 R 0,089 R 0,284 L-Arginin
p 0,024 * p 0,686 p 0,034 *
R 0,126 R -0,001 R 0,057 Homoarginin
p 0,478 p 0,997 p 0,672

R= Spearman-Korrelationskoeffizient, p= p-Wert, * = p-Wert <0,05, paCO2 = Kohlendi-
oxid-Partialdruck, ADMA= Asymmetrisches Dimethylarginin, SDMA= Symmetrisches Di-
methylarginin

Fur L-Arginin und den Kohlendioxid-Partialdruck wurde ebenso im Mann-Whitney-U-
Test ein Zusammenhang bestétigt (Studiengruppe 1: p-Wert =0,013; Studiengruppe
1&2: p-Wert =0,005, s. Abb. 29). Fir SDMA, ADMA und Homoarginin gab es keine sig-

nifikanten Ergebnisse.

50
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3.4.2.5 Biomarker und NT-proBNP-Konzentration

Fur das gesamte Patientenkollektiv wurde eine signifikant positive (fir ADMA und
SDMA) bzw. negative (fur L-Arginin und Homoarginin) Korrelation ermittelt (s. Abb. 30).
Fur therapienaive Patienten wurde eine positive Korrelation mit ADMA (R=0,397;
p=0,054) und SDMA (R=0,561; p=0,004) gefunden; fir therapierte Patienten eine signi-
fikant positive Korrelation mit SDMA (R=0,411; p=0,016) und eine signifikant negative
Korrelation mit L-Arginin (R=-0,512; p=0,002).

R=0,314

300001 p=0,016* 30000+
= 20000+ = 20000-
(=2 =)
= =
% . . o
Z 10000+ . Z 100001
o o
o =
= £ 0 ,

1.5 3
ADMA [pM] SDMA [pM]
-10000- -10000-
300001 R=-0,297 30000+ R=-0,325
. p=0,025* . p=0,013*
= 200004 = 20000
o (o]
= k=
- - =
Z 10000+ z
° o
S S
s i
z Ly z
50 100 “50, 200
L-Arginin [uM] Homoarginin [ uM]
-10000- -10000-

Abb. 30: Streudiagramme zur Darstellung der Korrelationsanalysen nach Spearman zwi-
schen ADMA bzw. SDMA bzw. L-Arginin bzw. Homoarginin und der NT-proBNP-Kon-
zentration zum Baseline-Zeitpunkt fir das gesamte Patientenkollektiv. Darstellung der
Korrelationsgeraden mit 95%-Konfidenzintervall (R= Spearman-Korrelationskoeffizient,
p= p-Wert).
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3.4.2.6 Biomarker und echokardiografische Parameter

Zwischen ADMA bzw. SDMA und den echokardiografischen Untersuchungsergebnissen
gab es keinen signifikanten Zusammenhang.

L-Arginin und Homoarginin korrelierten signifikant negativ mit dem RVSP bzw. Tei-Index
(Tabelle 18).

Tabelle 18: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman mit den Biomarkern
zum Baseline-Zeitpunkt

Studiengruppe

1 2 1&2
RVSP [mmHg] R -0,217 R -0,037 R -0,149
p 0,249 p 0,867 p 0,286
TAPSE [mm] R -0,157 R -0,024 R -0,082 ADMA
p 0,415 p 0,916 p 0,573
Tei-Index R 0,147 R 0,182 R 0,143
p 0,485 p 0,471 p 0,359
RVSP [mmHg] R -0,042 R -0,332 R -0,198
p 0,826 p 0,121 p 0,155
TAPSE [mm] R -0,275 R 0,292 R -0,022 SDMA
p 0,149 p 0,199 p 0,879
Tei-Index R 0,248 R 0,267 R 0,283
p 0,231 p 0,285 p 0,066
RVSP [mmHg] R -0,368 R -0,07 R -0,266
p 0,049 * p 0,751 p 0,057
TAPSE [mm] R 0,092 R -0,317 R -0,091 L-Arginin
p 0,641 p 0,161 p 0,536
Tei-Index R -0,35 R -0,087 R -0,234
p 0,094 p 0,731 p 0,136
RVSP [mmHg] R -0,28 R 0,162 R -0,059
p 0,134 p 0,461 p 0,675
TAPSE [mm] R -0,005 R-0,11 R -0,066 Homo-
p 0,981 p 0,635 p 0,647 arginin
Tei-Index R -0,37 R -0,179 R -0,314
p 0,068 p 0,478 p 0,04 *

R= Spearman-Korrelationskoeffizient, p= p-Wert, * = p-Wert 0,05, RVSP = Right ventri-
cular systolic pressure, TAPSE = Tricuspid annular plane systolic excursion, ADMA=
Asymmetrisches Dimethylarginin, SDMA= Symmetrisches Dimethylarginin
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3.4.2.7 Biomarker und hdamodynamische Parameter

Weder fur ADMA, SDMA noch fur Homoarginin gab es signifikante Korrelationen mit
erhobenen Daten aus der Rechtsherzkatheteruntersuchung.

Fur L-Arginin ergaben sich positive signifikante Korrelationen in Studiengruppe 1 mit
dem Herzindex (R=0,486; p-Wert=0,014) und der gemischtvendsen Sauerstoffséttigung
(R=0,455; p-Wert= 0,02) sowie eine negative signifikante Korrelation mit dem Pulmonal-
vaskularen Widerstand (R=-0,433; p-Wert= 0,021).

3.4.3 Biomarker im Verlauf

3.4.3.1 Uberblick der Werte im Verlauf

Fur die Verlaufsanalysen der Plasmakonzentrationen wurden nur die Daten therapiena-
iver Patienten einbezogen, die mindestens zur ersten Studienvisite und nach einem Jahr
anwesend waren. Lediglich von einem Patienten lagen keine Biomarker-Ergebnisse vom
Messzeitpunkt nach sechs Monaten vor. Bis zum dritten Messzeitpunkt stiegen die
ADMA- und SDMA- Konzentrationen an, danach sanken sie. Die L-Arginin- und Ho-
moarginin-Konzentrationen erreichten am dritten bzw. zweiten Follow-Up maximale

Werte, ein Trend zum Fallen der Konzentrationen liel? sich anschlielRend beobachten.
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Abb. 31: Balkendiagramme zur Darstellung der Plasmakonzentrationen von ADMA,
SDMA, L-Arginin und Homoarginin im Verlauf (Studiengruppe 2, Daten aller mindestens
zur ersten und letzten Studienvisite anwesenden Patienten). Angabe der Mediane und
IQR. *= signifikanter Konzentrationsunterschied; p< 0,05.
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3.4.3.2 Biomarker und Clinical Worsening und Uberleben

Die Analysen zum Uberleben und zur klinischen Verschlechterung in Abhéngigkeit der
Plasmakonzentrationen wurden analog zu Abschnitt 3.3.3.2 durchgefihrt. Tabelle 19
stellt die Haufigkeiten einer eingetretenen klinischen Verschlechterung und die Anzahl
der Monate bis zum Eintreten der Verschlechterung in der Studiengruppe 2 sowie die
Uberlebensdaten im gesamten Patientenkollektiv dar.

Tabelle 19: Darstellung der Monate vom Studieneinschlussdatum bis zum Eintreten ei-
ner klinischen Verschlechterung bzw. des Todes

CwW Tod
Studiengruppe 2 12/ 48% 71 12% Studiengruppen 1&2
TtCW (Monate) Tod (Monate)
ADMA <0,65 4 (1-4) 50 (50) ADMA <0,65
ADMA 20,65 4 (1-19) 15,5 (2-35) ADMA 20,65
SDMA <0,66 4 (1-19) 30 (10-50) SDMA <0,66
SDMA 20,66 4 (1-17) 16 (2-35) SDMA 20,66
L-Arginin <81 2,5 (1-17) 24,5 (10-50) L-Arginin <81
L-Arginin 281 4 (2-19) 15 (2-35) L-Arginin 281
Homoarginin <1,64 3,5 (1-16) 15 (2-33) Homoarginin <1,64
Homoarginin 21,64 10,5 (1-19) 42,5 (35-50) Homoarginin 21,64

Angabe der absoluten Anzahl / % der Gesamtstichprobe bzw. des Medians (Minimum —
Maximum); ADMA= Asymmetrisches Dimethylarginin, SDMA= Symmetrisches Dime-
thylarginin, TtCW= Time to Clinical Worsening

Patienten mit supramedianen ADMA-Konzentrationen hatten ein signifikant schlechteres
Uberleben als Patienten mit inframedianen Werten (Kaplan-Meier-Kurve s. Abb. 32). Die
medianen Uberlebenszeiten in Monaten verhielten sich entsprechend (Tabelle 19). Hin-
sichtlich der TtCW waren hohe ADMA-Konzentrationen im Kaplan-Meier-Diagramm
ebenfalls mit einer geringeren ereignisfreien Zeit assoziiert (nicht abgebildet), jedoch
wurde im Logrank-Test kein signifikanter Unterschied ermittelt. Die absoluten medianen
Werte unterschieden sich nicht.

Fur hohe SDMA-Werte konnte anhand der Kaplan-Meier-Analysen eine geringere Zeit-
spanne bis zum Eintreten sowohl einer klinischen Verschlechterung (Abb. 33) als auch
des Todes ermittelt werden (nicht abgebildet). Im Logrank-Test war dieser Unterschied
nicht signifikant. Auch die medianen Werte (Tabelle 19) deuteten auf langere Uberle-

benszeiten bei inframedianen SDMA-Konzentrationen hin.
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Abb. 32: Uberlebenszeitkurve der Stu- Abb. 33: Uberlebensz_ei_tkurven bis
diengruppen 1&2 getrennt nach der zum Eintreten des Clinical Worse-
medianen ADMA- Konzentration. p = ning der Studiengruppe 2 getrennt
p-Wert ermittelt im Logrank-Test. nach der medianen SDMA- Kon-
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In der Kaplan-Meier-Analyse des L-Arginin tiberlagerten sich die Uberlebenskurven stark
(nicht abgebildet); die medianen Uberlebenszeiten waren langer bei niedrigen L-Arginin-
Konzentrationen (Tabelle 19). Die Kurven hinsichtlich der TtCW (nicht abgebildet) stell-
ten ein nicht signifikantes, langeres Uberleben bei niedrigeren Werten dar, dieser Trend
wurde auch in den medianen Zeitspannen ersichtlich.

Supramediane Homoarginin-Konzentrationen waren assoziiert mit langeren medianen
Uberlebenszeiten bzw. ereignisfreien Intervallen (Tabelle 19). Im Mann-Whitney-U-Test
wurde kein signifikanter Zusammenhang aufgezeigt. Abb. 34 zeigt die Kaplan-Meier-
Uberlebenszeitanalyse. Auch hier war ein positiver Zusammenhang zwischen Ho-
moarginin-Werten und Uberlebenszeit ersichtlich. In der Analyse der TtCW waren die
Kurven leicht Gberlagert (nicht abgebildet), es stellte sich jedoch ein Trend zum langeren
Uberleben mit hohen Homoarginin-Werten dar.
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Mit dem Exakten Test nach Fisher konnte kein Zusammenhang zwischen hohen bzw.
niedrigen Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin und
aufgetretener bzw. keiner klinischen Verschlechterung (Tod bzw. kein Tod) gefunden

werden.

3.5 REACTIVE HYPEREMIA INDEX UND BIOMARKER

Die Korrelationsanalyse der Baseline-Werte ergab signifikant negative Korrelationen fr
L-Arginin mit den RHI-Werten (Abb. 35) in Studiengruppe 1. Fir SDMA und ADMA wurde
ein signifikant negativer Zusammenhang mit den RHI-Werten zum Baseline-Zeitpunkt in
Studiengruppe 2 ermittelt (s. Abb. 35). FiUr die Homoarginin-Konzentrationen und die
RHI-Werte war kein signifikanter Zusammenhang ersichtlich.
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Abb. 35: Streudiagramme zur Darstellung der Korrelationsanalyse nach Spearman zwi-
schen den L-Arginin- bzw. den ADMA- und SDMA-Konzentrationen und den RHI-Wer-
ten zum Baseline-Zeitpunkt fur die Studiengruppe 1 bzw. 2.
Darstellung der Korrelationsgeraden mit 95%-Konfidenzintervall. R= Spearman-Korre-
lationskoeffizient, p= p-Wert.
Mittels Chi-Quadrat-Test bzw. Exaktem Test nach Fisher konnten keine Zusammen-
héange zwischen hohen bzw. niedrigen Plasmakonzentrationen der Biomarker und
supra- bzw. inframedianen RHI-Werten ermittelt werden (p-Werte> 0,05). Der Chi-
Quadrat-Test ermittelte einen signifikanten Zusammenhang zwischen supra- bzw.
inframedianer SDMA-Konzentration und RHI-Werten ober- bzw. unterhalb des Cutoff-
Wertes 1,67 (p-Wert=0,026 in Studiengruppe 1).
Mit dem Mann-Whitney-U-Test konnten signifikant hohere RHI-Werte bei Patienten mit
niedrigeren ADMA- (in Studiengruppe 2, p=0,011: s. Abb. 36; im gesamten Patienten-
kollektiv, p=0,031; im gesamten Studienkollektiv, p=0,026) und SDMA- Konzentrationen
(in Studiengruppe 2, p=0,024: s. Abb. 36) ermittelt werden.
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Abb. 36: Balkendiagramm zur Dar-
stellung des RHI nach infra- bzw.
supramedianen ADMA- und SDMA-
Werten. Abgebildete Ergebnisse
der Studiengruppe 2. Angabe der
Mediane und IQR (*= p-Wert
<0,05).
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3.6 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse wurden durch eine hohe Drop-Out-Rate im Ein-Jahresverlauf beein-
flusst.

RHI: Die Baseline-Werte therapienaiver Patienten waren signifikant niedriger als von

therapierten Patienten und gesunden Probanden. Nach Ausschluss von gesunden Pro-
banden mit RHI-Werten <1,67 lag der mediane RHI-Wert der Kontrollgruppe Gber dem
der therapierten Patienten.

Im Vergleich des RHI mit etablierten PH-Prognoseparametern ergaben sich signifikante

positive bzw. negative Korrelationen mit der 6-Minuten-Gehstrecke bzw. mit der NT-
proBNP-Plasmakonzentration. Im Trend waren niedrige RHI-Werte mit hohen NYHA-
Stadien assoziiert. Mit der Himodynamik standen die RHI-Werte in keinem statistisch
signifikanten Zusammenhang.

Die Kaplan-Meier-Diagramme zeigten bei hohen RHI-Werten deutliche Trends zu lange-

rem Uberleben und langerer Zeitspanne bis zur klinischen Verschlechterung.

Biomarker: Die Baseline-Werte von SDMA bzw. L-Arginin und Homoarginin waren in

der gesunden Studiengruppe 3 signifikant niedriger bzw. héher als in den Patientengrup-
pen 1 und 2. Fir ADMA wurde ein Trend zu niedrigeren Plasmakonzentrationen in der
Studiengruppe 3 gegeniber den Patientengruppen ermittelt.

Parameter der Nierenfunktion waren signifikant assoziiert mit den Plasmakonzentratio-
nen von ADMA, SDMA und Homoarginin.

Im Vergleich mit PH-Prognoseparametern gab es eine signifikante Korrelation aller Bio-

marker mit der NT-proBNP-Plasmakonzentration (fir SDMA und ADMA in positiver, fur
L-Arginin und Homoarginin in negativer Richtung). Fir die NYHA-Stadien Il und IV
wurde ein Zusammenhang mit hohen ADMA- und SDMA- Plasmakonzentrationen (fr
SDMA signifikant) bzw. niedrigen L-Arginin- und Homoarginin-Plasmakonzentrationen
(far L-Arginin nahezu signifikant) ermittelt. Die 6-Minuten-Gehstrecke war signifikant kor-
reliert mit ADMA- und SDMA-Plasmakonzentrationen (negativ). L-Arginin wies zahlrei-
che statistisch signifikante Korrelationen mit hamodynamischen Parametern (RVSP, Cl,
SvO2, PVR) sowie mit der Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat und dem kapillaren Koh-
lendioxid-Partialdruck auf. Homoarginin war signifikant korreliert mit dem Tei-Index (ne-
gativ).

Fur hohe ADMA- und SDMA-Plasmakonzentrationen ergaben sich im Kaplan-Meier-Di-

agramm kirzere Uberlebenszeiten (fir ADMA statistisch signifikant). Niedrige Ho-
moarginin-Plasmakonzentrationen waren im Trend assoziiert mit kiirzerem Uberleben.
RHI und Biomarker: Der RHI korrelierte signifikant positiv mit L-Arginin und signifikant
negativ mit ADMA bzw. SDMA.
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4 DISKUSSION

4.1 EINORDNUNG DER THEMATIK

Die Pulmonal arterielle Hypertonie ist eine seltene und mit einer schlechten Prognose
behaftete Erkrankung. Obwohl in den letzten Jahren viele Fortschritte im therapeuti-
schen Bereich erzielt wurden, bleiben erhebliche Einschrankungen der Lebenserwar-
tung und Lebensqualitat (Rosenkranz 2014). Bisher gibt es nur wenige (nicht-invasive)
Verfahren zur Diagnostik, Verlaufsbeurteilung und Therapie. Daher ist es von unbeding-
ter Relevanz, weitere Verlaufsparameter und potentielle diagnostische Angriffspunkte zu
finden (Khan und Rich 2015). Von besonderer Wichtigkeit in diesem Zusammenhang ist
auch ein besseres pathophysiologisches Verstandnis. Eine grof3e Rolle spielen hierbei

Umbauprozesse und Dysfunktionen im pulmonalen Endothel (Loscalzo 1992).

Ziel dieser Studie war es daher, die Endothelfunktion (als mdglichen Parameter des Er-
krankungsschweregrades und des Therapieansprechens PAH-spezifischer Medikation)
von PAH- und CTEPH-Patienten mit dem EndoPat2000-System und einigen Biomarkern
zu untersuchen. Dazu wurden die Baseline-Werte der Patienten mit einer Kontrollgruppe
verglichen und die Daten durch Vergleiche mit bereits etablierten Prognoseparametern
der Pulmonalen Hypertonie evaluiert. Zusatzlich wurde eine Verlaufsbeurteilung der Pa-
rameter unter einer PAH-spezifischen Medikation vorgenommen. Die Patienten wurden
am Studieneinschlusstermin in eine bereits therapierte und eine therapienaive Gruppe

eingeteilt und Uber ein Jahr lang in regelmafigen Studienvisiten beobachtet.

In einer Studie von Peled und Mitarbeitern (Peled et al. 2008) diente das EndoPat2000-
System zur nicht-invasiven Erfassung der Endothelfunktion. Sie stellten als erste fest,
dass die bei PAH-Patienten gestérte (pulmonale) Endothelfunktion mit dem Endo-
Pat2000-System auch peripher erfasst werden kann. Entwickelt wurde dieses Verfahren
urspriinglich zur Detektion koronarvaskularer Veranderungen. Dazu gibt es bereits ei-
nige Studien, welche die Reliabilitat der EndoPat2000-Untersuchung und deren Korre-

lation mit Herz-Kreislauferkrankungen belegen (Xu et al. 2014).

Fur die Validierung neuer Biomarker fir die Pulmonal arterielle Hypertonie wurden die
vier Molekile ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin untersucht. L-Arginin ist das
Vorlaufermolekil des NO (Palmer et al. 1988). Die endogenen L-Arginin-Derivate ADMA
und SDMA hemmen die L-Arginin-abhéngige NO-Synthese (Boger 2006, Hov et al.
2015, Lineburg et al. 2012, Vallance et al. 1992). In den letzten Jahren hat sich die
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endogene und non-proteinogene Aminosaure Homoarginin (Atzler et al. 2015) als viel-
versprechender Biomarker fiur das kardiovaskuldre Outcome herausgestellt (Marz et al.
2010), welche ebenso wie L-Arginin als Substrat fir die NO-Synthase dienen kann
(Moali et al. 1998). Die Biosynthese und biologischen Aktivitaiten von Homoarginin im
Menschen sind bisher nur unvollstéandig erforscht (Kayacelebi et al. 2015b).

Biomarker-Analysen stellen eine einfache und schnelle Methode dar, den Krankheits-
verlauf zu Uberprifen, jedoch missen diese bestimmte Kriterien erfiillen. Abgesehen
von wirtschaftlichen Aspekten, welche in dieser Studie nicht bertcksichtigt wurden, sollte
ein Biomarker molekulare Veranderungen in Abhangigkeit des Krankheitsverlaufs dar-
stellen (Poste 2011) sowie das Patiententberleben und Therapieansprechen reflektieren
(Pezzuto et al. 2015). Diese Kriterien wurden in den statistischen Auswertungen bertick-

sichtigt.
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4.2 DISKUSSION DER STUDIENERGEBNISSE

Die mittels dieser Studie zu Uberprifenden Hypothesen waren:

1. Die periphere Endothelfunktion bei PAH-/CTEPH-Patienten ist schlechter als bei
gesunden Kontrollprobanden. Dazu wurden Baseline-Werte der Studiengruppen
verglichen und die Endothelfunktion mit Prognoseparametern der Pulmonalen
Hypertonie korreliert.

2. Die medikamentdse PAH-spezifische Therapie verbessert die Endothelfunktion.
Dazu wurde die Endothelfunktion von therapienaiven Patienten Uber ein Jahr

analysiert.

Zur Bewertung der Endothelfunktion wurden der RHI (Ergebnis der EndoPat2000-Mes-

sung) sowie die Biomarker ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin untersucht.

4.2.1 These 1: Die periphere Endothelfunktion bei PAH-/CTEPH-Patienten ist
schlechter als bei gesunden Kontrollprobanden

4.2.1.1 RHI als Parameter der Endothelfunktion

4.2.1.1.1 Baseline-Werte

Therapienaive Patienten hatten signifikant niedrigere Baseline-RHI-Werte als therapierte
Patienten und Kontrollprobanden. Therapierte Patienten hatten &hnliche Werte wie Ge-
sunde; nach Ausschluss von Kontrollprobanden mit RHI-Werten <1,67 war der mediane
RHI leicht hoher als der der therapierten Patienten. Yinon et al. und Peled et al. verwen-
deten diesen Schwellenwert fur den RHI, welcher in einer Risikopopulation fur ischami-
sche Herzerkrankungen bestimmt wurde (Peled et al. 2008, Yinon et al. 2006). Werte
unterhalb von 1,67 wiesen auf eine endotheliale Dysfunktion hin. In unserer Studie wurde
der mediane RHI-Wert der Patientengruppe als Grenzwert verwendet, da so vergleich-
bar grof3e Gruppen mit statistischer Aussagefahigkeit entstanden sind. Zudem gibt es
fur die PAH keinen definierten Grenzwert der EndoPat2000-Untersuchung. Alle statisti-
schen Untersuchungen wurden zum Vergleich mit beiden Grenzwerten durchgefiihrt,

wie in Kapitel 3 ersichtlich.

Diese Ergebnisse bestéatigen die These, dass bei (therapienaiven) PAH- und CTEPH-

Patienten eine systemische endotheliale Dysfunktion vorliegt.
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Die Resultate unserer Studie werden gestitzt durch die Untersuchung von Peled und
Mitarbeitern (Peled et al. 2008). Sie fanden ebenfalls schlechtere RHI-Werte bei den
untersuchten Patienten (IPAH, CTEPH, Sklerodermie-assoziierte PAH) im Vergleich zu
Gesunden. Jedoch lag in unserer Studie der mediane RHI-Wert der therapierten Patien-
ten nicht signifikant unter dem Wert der Kontrollgruppe. Formal lag bei diesen pravalen-
ten Patienten keine endotheliale Dysfunktion vor. In der Kontrollgruppe gab es Proban-
den mit einer formalen endothelialen Dysfunktion. Dafir sollen im Folgenden Erklarungs-

ansatze diskutiert werden.

Die Ergebnisse der EndoPat2000-Untersuchung werden von mehreren Faktoren beein-
flusst. Dazu gehéren kardiovaskulare Risikofaktoren (Arterieller Hypertonus, Diabetes
mellitus) (Hamburg et al. 2011) und die Einnahme von endothelmodulierenden Medika-
menten (Beta-Blocker, ACE-Hemmer, Insulin; (Bruyndonckx et al. 2013); Lipidsenker,
antihypertensive Medikamente (Hamburg et al. 2011)). Diese Faktoren konnten fur un-
sere Studie in der gesunden Kontrollgruppe eliminiert werden, wéahrend die PH-Patien-
ten nach verschiedenen Therapieschemata weiterbehandelt wurden. Wechselnde The-
rapieschemata der PAH-spezifischen Medikamente kénnen die Endothelfunktion beein-
flussen (Peled et al. 2009).

Schnabel et al. postulierten, dass die Ergebnisse der EndoPat2000-Untersuchung mit
dem Nuchtern-Blutglucosewert korrelieren (Schnabel et al. 2011). Unsere Studienteil-
nehmer wurden angewiesen, eine Nahrungskarenz von zwdlf Stunden einzuhalten. Es

erfolgte jedoch keine Blutkontrolle der Glucose-Werte.

Die Kontrollprobanden dieser Studie waren verglichen mit der Patientengruppe durch-
schnittlich zehn Jahre jlnger (p-Wert < 0,05), wiesen ein signifikant geringeres Rauch-
verhalten sowie niedrigere BMI-Werte auf. Nach Studienlage ware zu erwarten gewe-

sen, dass diese Unterschiede zu besseren RHI-Werten in der Kontrollgruppe fuhren.

So beglinstigen laut Hamburg et al. intensives Rauchverhalten und hohe BMI-Werte die

Endotheldysfunktion (Hamburg et al. 2008, Hamburg et al. 2011) und rufen schlechtere
RHI-Werte hervor. In unserer Studie wurde jedoch keine Korrelation des Rauchverhal-

tens mit dem RHI ermittelt.

In der Literatur findet sich Evidenz fur einen positiven Effekt jingeren Alters auf die En-
dothelfunktion. Das Alter ist invers korreliert mit der flussmedierten Vasodilatation (FMD)
(Hamburg et al. 2011). Die FMD ist eine Ultraschall-basierte Methode und geeignet zur

Erfassung der Endothelfunktion (Anderson et al. 1995) und sie korreliert in ahnlicher
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Weise wie die EndoPat2000-Messung mit kardiovaskularen Ereignissen und dem Uber-
leben (Xu et al. 2014). Zudem ist die NO-Bioverfligbarkeit invers korreliert mit dem Alter
(Ungvari et al. 2010) und das EndoPat2000-System misst die reaktive Hyperamie, wel-
che durch NO und durch andere Mediatoren vermittelt wird (Xu et al. 2014).

Andererseits fanden Hamburg et al. gegenteilige Ergebnisse, d.h. schlechtere RHI-
Werte bei jingerem Alter (Hamburg et al. 2008). Dies fuhrten sie auf die enge Alters-
spanne in deren Studie zuriick oder auf alterungsbedingte Prozesse in den GefalRen der
Finger, wodurch die reaktive Hyperamie in diesen Gefal3en im Alter vorhanden bleibe
(Hamburg et al. 2011). Auch sei denkbar, dass in den Handen existierende arterioventse
Anastomosen das EndoPat2000-System daran hinderten, die altersbedingten Verande-
rungen zu registrieren (Hamburg et al. 2011). Der signifikante Altersunterschied zwi-
schen unserer Kontroll- und Patientengruppe kann somit nicht sicher als einseitig ver-

zerrender Faktor gewertet werden.

Zu diskutieren sind auch Uberlebens-Phanomene. Pravalente (Studiengruppe 1) Patien-
ten konnten einen Uberlebensvorteil besitzen, da sie langer mit der Erkrankung leben
und einige Patienten (ohne Uberlebensvorteil) bereits verstorben sein kénnen und die
Gruppe somit eine besondere Auswahl darstellt. Dieser Ansatz wird von den RHI-Werten
und von den vorteilhafteren Werten im 6-Minuten-Gehtest, der Kohlenmonoxid-Diffusi-
onskapazitat sowie der NT-proBNP-Konzentrationsanalyse der pravalenten gegentber
den inzidenten Patienten (Tabelle 8; nicht signifikant) gestiitzt.

Gegen diese These sprechen jedoch die hamodynamischen Parameter in Tabelle 4.
Hier haben therapienaive Patienten vorteilhaftere Werte als therapierte. Auch die PAH-
spezifische Therapie der pravalenten Patienten kdnnte unter Annahme eines Endothel-
funktion-verbessernden Effekts der Medikation die besseren RHI-Werte gegenlber der

therapienaiven Patientengruppe erklaren.

Nicht zuletzt ist zu erwdhnen, dass acht gesunde Probanden eine renale Insuffizienz
aufwiesen (s. Kapitel 3.2.1.5). Bei neun Probanden lag zudem formal eine endotheliale
Dysfunktion vor (RHI < 1,67). Auch diese Faktoren kdnnten die Messergebnisse des
EndoPat2000-Systems beeinflusst haben.

Letztlich kann festgestellt werden, dass die Patienten- und die Kontrollgruppe aufgrund
der Vielzahl an Einflussfaktoren inhomogene Gruppen fir die Endothelfunktionsmes-
sung waren. Nach Ausschluss von Kontrollprobanden mit dysfunktionalem RHI-Wert
(<1,67) lag der mediane RHI-Wert der Kontrollgruppe jedoch tber dem der gesamten

Patientengruppe.
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Neben der Studie von Peled et al. gibt es in der Literatur weitere Untersuchungen, die
unsere These, dass bei der PH eine systemische endotheliale Dysfunktion vorliegt, be-
legen. Hughes et al. (Hughes et al. 2005), Wolff et al. (Wolff et al. 2007) und Gabrielli et
al. (Gabrielli et al. 2011), deren Arbeitsgruppen die FMD bei IPAH-Patienten untersuch-
ten, haben deutlich niedrigere Dilatationsraten (als Reaktion auf eine Okklusion der Ar-
teria brachialis) bei den Patienten gemessen als bei gesunden Kontrollprobanden. Bull
et al. beobachteten eine vermehrte Anzahl an zirkulierenden Endothelzellen (CECSs) bei
Patienten mit Prim&rer und Sekundérer PH (Bull et al. 2003). Die Bestimmung der CECs
sei ein direkter Marker von endothelialen Defekten (Budhiraja et al. 2007). In der Guten-
berg-Studie, in welcher 5000 gesunde Probanden untersucht wurden, korrelierten die
Ergebnisse der EndoPat2000-Untersuchungen mit dem MR-proADM, CT-pro-Endothe-
lin und NT-proANP, welche Biomarker fur die vaskulare Funktion seien (Schnabel et al.
2012).

Fazit

Unsere Resultate bestéatigen, dass bei (therapienaiven) PAH- und CTEPH-Patienten
eine systemische endotheliale Dysfunktion vorliegt. Zahlreiche Studien (s.0.) stiitzen
diese These. Die Ergebnisse der Messungen mit dem EndoPat2000-System werden al-
lerdings von diversen Faktoren (Rauchen, Medikamente, Vorerkrankungen) beeinflusst
und die Patienten- und Kontrollgruppe waren diesbeziglich inhomogen. Dass dennoch
signifikante RHI-Unterschiede zwischen Patienten und gesunden Probanden ermittelt

wurden, weist jedoch auf die Wertigkeit des Systems hin.

4.2.1.1.2 Korrelation mit Prognoseparametern

Um den diagnostischen Wert der Endothelfunktionsmessung beurteilen zu kénnen, wur-
den die Ergebnisse der EndoPat2000-Messung mit bereits etablierten PH-Prognosemar-
kern (NYHA-Klassifikation, 6-Minuten-Gehtest, Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat,
Kohlendioxid-Partialdruck, NT-proBNP-Konzentration, Parameter der Echokardiografie

und der Rechtsherzkatheteruntersuchung) verglichen und korreliert.

NYHA-Stadium, NT-proBNP-Konzentration und 6-Minuten-Gehtest

Es zeigte sich eine deutliche Tendenz zu hoheren RHI-Werten in niedrigen NYHA-Sta-
dien, eine signifikant positive Korrelation mit der Gehstrecke sowie ein signifikant inver-
ser Zusammenhang mit der NT-proBNP-Plasmakonzentration.

Die Arbeitsgruppe um Peled ermittelte ebenfalls eine negative Korrelation des RHI mit
dem NYHA-Stadium sowie eine positive Korrelation mit der Gehstrecke (Peled et al.
2008).
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Bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHF) waren niedrige FMD-Werte, also
eine eigeschrankte Endothelfunktion, ebenfalls mit hohen NYHA-Stadien (Ciccone et al.
2011, Meyer et al. 2005) sowie mit hohen NT-proBNP-Konzentrationen und einer gerin-
gen Gehstrecke assoziiert (Ciccone et al. 2011). Pauriah et al. untersuchten eine Popu-
lation aus Gesunden und Probanden mit kardiovaskularen Risikofaktoren. Hier wurde
das NT-proBNP als unabhéngiger Pradiktor fir die Endothelfunktion (=Acetylcholin-ab-
hangige Vasodilatation) ermittelt (Pauriah et al. 2012). Demgegentiber steht eine Unter-
suchungsreihe der Normalbevdlkerung, in welcher kein Zusammenhang der Endo-
Pat2000-Messwerte mit der NT-proBNP-Konzentration bestand (Schnabel et al. 2012).

In einer Studie mit PH-Patienten in Assoziation mit angeborenen systemisch-pulmonalen
Shunts korrelierte die NT-proBNP-Plasmakonzentration mit der Plasmakonzentration
des von Willebrandt Faktor-Antigens (Brun et al. 2009), welches in erhdhter Konzentra-
tion durch dysfunktionale Endothelzellen von PAH-Patienten gebildet und freigesetzt
wird (Cracowski und Leuchte 2012, Veyradier et al. 2000). Das von Willebrandt Faktor-
Antigen ist daher ein Marker der endothelialen Dysfunktion bei PAH (Giannakoulas et al.
2014)

Die aufgefuhrten Studien weisen auf den Stellenwert der NT-proBNP-Bestimmung im
Krankheitsverlauf bei der PH hin und sie stellen einen Zusammenhang von NT-proBNP-
Konzentration und Endothelfunktion fest (Ausnahme: Schnabel et al. 2012, s.0.). Auch
der ermittelte Zusammenhang von RHI und NYHA-Stadium sowie 6-Minuten-Gehstre-
cke wurde bestatigt.

Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitdt, Kohlendioxid-Partialdruck, Echokardiografie-Para-

meter und Parameter der Rechtsherzkatheteruntersuchung

In unseren Analysen der Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat, des Kohlendioxid-Partial-
drucks sowie der Echokardiografieparameter und invasiven hamodynamischen Parame-

ter konnte keine Korrelation mit dem RHI ermittelt werden.

Wolff et al. konnten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen Pulmonaldricken und
der Endothelfunktion (gemessen als FMD) feststellen (Wolff et al. 2007).

Die folgenden Untersuchungen jedoch stellten z.T. Korrelationen fest. Peled et al. fan-
den einen inversen Zusammenhang zwischen RHI-Werten und den systolischen pulmo-
nalen Driicken (Peled et al. 2008). Bei Patienten mit Herzinsuffizienz und PH fanden

Farrero et al. eine inverse Korrelation zwischen FMD und PVR (Farrero et al. 2014).
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Aihara et al. untersuchten Patienten mit interstitieller Pneumonitis/Fibrose und zeigten,
dass der RHI mit der Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat und der Gehstrecke korrelierte,
aber nicht mit dem Kohlendioxid-Partialdruck (Aihara et al. 2013). Bull et al. und Blann
et al. haben herausgefunden, dass erhohte Mengen an zirkulierenden Endothelzellen
bei PH-Patienten mit den Pulmonaldriicken korrelieren (Blann et al. 2005, Bull et al.
2003).

Fazit

Die Ergebnisse hinsichtlich des Zusammenhangs von RHI und Hamodynamik sind inho-
mogen. In dieser Arbeit wurden keine Korrelationen erfasst; die bisherige Studienlage
ist nicht eindeutig. Die Studienergebnisse von Peled et al., Farrero et al., Bull et al. und
Blann et al. deuten jedoch darauf hin, dass die pulmonalen Druckverhaltnisse mit dem
Ausmald der Endotheldysfunktion korrelieren. Auch die in unserer Studie ermittelte sig-
nifikante Korrelation des RHI mit der NT-proBNP-Plasmakonzentration (als Parameter
der kardialen Funktion) unterstiitzt die Annahme eines Zusammenhangs mit der Hamo-
dynamik.

Die NYHA-Funktionsklasse, die NT-proBNP-Plasmakonzentration und die Gehstrecke
korrelierten sowohl in dieser als auch in o0.g. Studien mit dem RHI in erwarteter Weise.
Das Ausbleiben einer statistisch signifikanten Korrelation bei grafisch deutlich ersichtli-
chem Zusammenhang einiger Prognoseparameter (NYHA- Stadium, 6-Minuten-Geh-
strecke) mit dem RHI kdnnte auf die geringe Patientenzahl zurtickzufiihren sein. Die
periphere endotheliale Dysfunktion korreliert also mit Parametern der Schwere der Er-
krankung. Auch Loscalzo (Loscalzo 1992) stellte fest, dass die endotheliale Dysfunktion

bei PPH-Patienten die Wahrscheinlichkeit fir ein Krankheitsfortschreiten erhoht.

4.2.1.1.3 Assoziation mit Uberleben/TtCW

Hohe RHI-Werte waren im Trend assoziiert mit einer langeren Uberlebenszeit. Die Zeit
bis zum Eintreten einer klinischen Verschlechterung war im Kaplan-Meier-Diagramm
tendenziell langer bei hohen RHI-Werten. Fur beide Beobachtungen konnten keine sta-

tistisch signifikanten Testergebnisse erzielt werden.

Nach unserem Kenntnisstand ist dies die erste Studie, in welcher der RHI und das Uber-
leben bei PAH-Patienten untersucht wurden. Es war ein Trend zur kiirzeren Uberlebens-
zeit bzw. Zeit bis zur klinischen Verschlechterung bei endothelialer Dysfunktion zu be-
obachten. Es wurden jedoch verhaltnismafig wenige Todesfélle registriert, daher sind
die Uberlebenszeitanalysen kritisch zu bewerten. Da sich jedoch ein Trend zum Endot-
helfunktion-abhangigen Uberleben erkennen lieR, ist es sinnvoll, weitere Analysen mit

einem groRReren Patientenkollektiv durchzuftihren.
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Signifikante Korrelationen des RHI-Wertes wurden mit der im 6-Minuten-Gehtest erreich-
ten Gehstrecke erzielt sowie fur das NT-proBNP. Die Gehstrecke wurde von Sitbon et
al. als prognostisch firr das Uberleben bei PPH-Patienten bewertet (Sitbon et al. 2002),
ebenso wie das NT-proBNP (Nagaya et al. 2000). Hohe RHI-Werte waren in Studien mit
unterschiedlichen Patientenkollektiven und Gesunden unabhangige Préadiktoren fur
Uberleben und kardiovaskulare Ereignisse (Matsuzawa et al. 2013, Xu et al. 2014). Auch
eine Studie von Lerman et al. ergab, dass die endotheliale Dysfunktion stark assoziiert
ist mit kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat (Lerman und Zeiher 2005). Weiterhin
sage die FMD kardiovaskulare Events bei Gesunden vorher (Shechter et al. 2014).

Diese Ergebnisse bestétigen die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Hinweise auf ei-

nen Zusammenhang zwischen Outcome und RHI-Werten.

Fazit

Unsere Ergebnisse sprechen fir einen Zusammenhang zwischen der mittels Endo-
Pat2000-System erfassten Endothelfunktion und dem Uberleben bzw. der TtCW. Dies
und die Korrelation mit prognostischen Parametern stitzt die These, dass der RHI pra-
diktiv fur das Outcome von PAH-Patienten ist, auch wenn die Patientengruppe klein war
und im Untersuchungszeitraum wenige Ereignisse (Tod, Clinical Worsening) eingetreten

sind.

4.2.1.1.4 Zusammenfassung

Der RHI war bei therapienaiven PAH-Patienten gegentber gesunden Probanden signi-
fikant niedriger. Dies bestatigt die Annahme, dass bei PAH-Patienten eine endotheliale
Dysfunktion vorliegt.

Es zeigten sich deutliche Zusammenhange des RHI mit PH-Prognoseparametern wie
der NT-proBNP-Plasmakonzentration, der 6-Minuten-Gehstrecke und dem NYHA-Sta-
dium. Das EndoPat2000-System hat daher Potential zur Schweregradeinteilung der
PAH-Erkrankung. Zudem kann man eine Assoziation des RHI mit dem Outcome der
Patienten annehmen. Die Ergebnisse wurden in einem kleinen Patientenkollektiv erho-
ben, sodass haufig keine statistisch signifikanten Ergebnisse, jedoch deutliche Trends

zu beobachten waren.
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4.2.1.2 Biomarker als Parameter der Endothelfunktion

4.2.1.2.1 Baseline-Werte

Zum Baseline-Zeitpunkt wurden fir SDMA signifikant niedrigere bzw. fir L-Arginin und
Homoarginin signifikant héhere Plasmakonzentrationen bei Gesunden gegeniber den
therapienaiven und therapierten Patienten gemessen. Fir ADMA wurden keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Studiengruppen ermittelt. Diese Ergebnisse wurden
— aul3er fur ADMA — in der Literatur weitestgehend bestatigt. Im Folgenden werden die
Ergebnisse fur die einzelnen Biomarker diskutiert. Der Schwerpunkt liegt dabei auf
ADMA.

ADMA

ADMA inhibiert die NO-Synthase (Vallance et al. 1992), wodurch eine endotheliale Dys-
funktion und kardiovaskulare Ereignisse bedingt werden (Sibal et al. 2010, Stuhlinger et
al. 2003).

Hohe ADMA- Werte kdnnten durch eine Hypoxie-bedingte geringere DDAH-Aktivitat
(Stuhlinger et al. 2003) zustande kommen. Auch in unserer Studie hatten die Patienten
im Mittel eine pulmonalvendse Sauerstoff-Sattigung von 63%, wodurch ein gewisser
Grad an Gewebshypoxie ausgedrickt wird (Kielstein et al. 2005). Zudem sei es denkbar,
dass hohe ADMA-Konzentrationen die pulmonale Gefal3schadigung reflektieren
(Kielstein et al. 2005), da Endothelzellen groBe Mengen an ADMA freisetzen kdnnen
(Bdger 2003, Boger et al. 2000).

ADMA ist erhoht bei Patienten mit systemischen GefalRerkrankungen (Bdger 1997).
Wenn bei der PH von einer systemischen Endotheldysfunktion ausgegangen wird,
musste analog die ADMA-Konzentration erhdht sein. Pullamsetti und Mitarbeiter zeigten
sowohl im Ratten- (Monocrotalin-induzierte PAH-Ratten) als auch im Humanmodell (I-
PAH-Patienten), dass erhéhte SDMA- und ADMA-Konzentrationen vorlagen (Pullamsetti
et al. 2005). Die Ergebnisse unserer Studie folgten der These, jedoch nicht signifikant.

Mause, die demgegeniber eine Uberexpression der DDAH-1 aufweisen, seien ge-
schitzt vor endothelialer Dysfunktion (Dayoub et al. 2008). Bei IPAH-Patienten (Kielstein
et al. 2005, Pezzuto et al. 2015), bei CTEPH-Patienten (Skoro-Sajer et al. 2007) und bei
Patienten mit schwerer Pulmonaler Hypertonie und angeborenen Herzerkrankungen
(Gorenflo et al. 2001) waren die ADMA-Konzentrationen erhdht gegentiber Gesunden.
Bdger postulierte, dass hohe bzw. niedrige ADMA-Konzentrationen im Plasma zwischen
Patienten mit kardiovaskularer Erkrankung und Gesunden unterscheiden kénnen (Bbger

2006). Diese Beobachtungen konnten wir in unserem Studienkollektiv nicht bestétigen.
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Jedoch zeichnete sich eine Tendenz zu den hochsten ADMA-Konzentrationsbereichen

in der Studiengruppe 2 und den niedrigsten Werten in der Studiengruppe 3 ab.

Bei PAH-Patienten assoziiert mit chronischer Herzerkrankung waren die ADMA-Level
erhoht gegentiber Gesunden und gegentiber Patienten mit chronischer Herzerkrankung
ohne PAH (Fang et al. 2015). Auch Cooke (Cooke 2005) und Boger (Boger 2006) be-
statigen, dass erhéhte ADMA-Konzentrationen eine schlechte endotheliale Funktion,
welche mit der PAH assoziiert ist (Loscalzo 1992), anzeigen.

Unsere Studienresultate stimmten nicht mit den oben diskutierten Uberein. Es wurden
keine signifikant unterschiedlichen ADMA-Konzentrationen in den einzelnen Studien-
gruppen, jedoch richtungsweisende kleine Konzentrationsunterschiede festgestellt. Da-
bei muss beachtet werden, dass einige Faktoren die ADMA-Konzentration beeinflussen
konnen.

ADMA-Konzentrationen sind erhoht bei Patienten mit héherem Alter (Miyazaki et al.
1999), essentieller arterieller Hypertonie (Surdacki et al. 1999), Diabetes mellitus Typ Il
(Abbasi et al. 2001) und Hypercholesterinamie (Bbger et al. 1998). Zudem werden die
ADMA-Konzentrationen beeinflusst von ACE-Hemmern, Angiotensinrezeptor-Blockern
(Delles et al. 2002) sowie antidiabetischen Medikamenten (Asagami et al. 2002,
Stuhlinger et al. 2002). Diese verzerrenden Faktoren konnten nur in der Kontrollgruppe
eliminiert werden, das Patientenkollektiv war in dieser Hinsicht sehr unterschiedlich cha-
rakterisiert. Das Alter, die Komorbiditaten und die bestehende Medikation der Patienten
konnten der Diskrepanz zwischen den hier ermittelten und den Literatur-Daten zugrunde
liegen.

Daruber hinaus wurden die ADMA-Konzentrationen im Plasma bestimmt und nicht direkt
im umgebenden Gewebe der pathologisch veranderten Lungengefal3e. Es gibt jedoch
Hinweise, dass die unmittelbar lokalen ADMA-Konzentrationen hoher sind als in der Pe-
ripherie (im Plasma). Brouns et al. demonstrierten, dass bei Patienten mit einem akuten
ischamischen Schlaganfall mit zerebrovaskularer Erkrankung die ADMA-Konzentratio-
nen im Liquor erhoht waren, wahrend durch kardiale Emboli bedingte ischamische In-
sulte keine ADMA-Konzentrationserh6hung im Ligquor mit sich brachten (Brouns et al.
2009). Es sollte daher in Betracht gezogen werden, dass die in dieser Studie ermittelten
ADMA-Konzentrationen im Plasma niedriger sein konnten als die Konzentrationen direkt

im umgebenden Gewebe der Lungengefalie.
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SDMA

Erhohte SDMA-Konzentrationen wirken synergistisch mit ADMA in der Inhibition der en-
dothelialen NO-Synthase (Pullamsetti et al. 2005). Bode-Boger et al. erklarten, dass
SDMA die L-Arginin-Bioverfugbarkeit fir die NO-Synthase limitiert und somit eine en-
dotheliale Dysfunktion induziert werde (Bode-Boger et al. 2006). Dies erklart die Rolle
von SDMA fiir die Endothelfunktion und macht die in der vorliegenden Studie beim Pati-
entenkollektiv ermittelten signifikant hdheren SDMA-Werte gegeniber gesunden Pro-
banden nachvollziehbar.

L-Arginin

L-Arginin ist das Substrat der NO-Synthase (Vallance et al. 1992). L-Arginin-Gaben bei
Angina Pectoris —Patienten bzw. bei Monocrotalin-induzierten PH-Ratten senkten den
Endothelin 1-Spiegel und verbesserten die Endothelfunktion (Piatti et al. 2003, Sasaki et
al. 2004). Die gleichzeitige Inkubation von Endothelzellen mit L-Arginin und SDMA
machte den Effekt von SDMA riickgangig (Bode-Bdger et al. 2006). Demnach hatte L-
Arginin eine vasoprotektive Wirkung und kénnte den Einfluss von SDMA reversieren
(Bode-Boger et al. 2006, Bdger 2006).

In der vorliegenden Studie wurden erhdhte Werte in der Kontrollgruppe ermittelt. Diese
Resultate stitzen die These, dass es bei einer PH-Erkrankung zu einem L-Arginin-Kon-
zentrationsabfall und somit einer Verschlechterung der Endothelfunktion kommt.

Homoarginin
Uber Homoarginin im Zusammenhang mit der PH bzw. der Endothelfunktion gibt es bis-

her wenig Evidenz (Pilz et al. 2015). In der 4D- (Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il
und Hamodialyse) und in der LURIC-Studie (Patienten, die eine Koronarangiografie er-
hielten) war das Homoarginin assoziiert mit Markern der Endothelfunktion (Mérz et al.
2010). Atzler et al. zufolge kdnne Homoarginin die Endothelfunktion verbessern (Atzler
et al. 2015). In der 4D-Studie war der mittlere Homoarginin-Wert bei 1,2uM und in der
LURIC-Studie bei 2,6uM (Enescu 2010). Der mediane Wert, der in unserer Arbeit ermit-
telt wurde, betrug 2,33uM bei Gesunden (Normbereich: 2-3 uM (Atzler et al. 2015,
Meinitzer et al. 2007)). Im Vergleich mit der LURIC-Studie erscheint ein Wert von 2,6uM
fur ein Patientenkollektiv, das kardiovaskular beeintrachtigt ist, hoch. Dies verdeutlicht
die Schwierigkeiten bei der Festlegung eines allgemeinen Homoarginin-Wertebereiches,

welcher nicht zuletzt durch die Nierenfunktion beeinflusst wird.

Die Ergebnisse unserer Studie und der genannten Untersuchungen indizieren, dass Ho-

moarginin mit der Endothelfunktion positiv im Zusammenhang steht. Letztlich ist der
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Kenntnisstand Uber Homoarginin jedoch noch nicht ausgereift. Einerseits wird ihm die
Maoglichkeit zugeschrieben, die L-Arginin-abhangige NO-Synthese zu reduzieren (Moali
et al. 1998, van der Zwan et al. 2013), andererseits konne Homoarginin die Arginase
inhibieren und somit die L-Arginin- und auch die NO-Konzentrationen erhohen (Pilz et
al. 2015).

Fazit

Die SDMA-Plasmakonzentrationen waren im Patientenkollektiv - wie erwartet - signifi-
kant hoher als bei gesunden Probanden. Dieser Zusammenhang wird auch von anderen
in der Literatur vertffentlichten Studien bestétigt.

L-Arginin war bei gesunden Probanden signifikant erhéht gegenltber dem Patientenkol-
lektiv. Diese Resultate und weitere Untersuchungen (s.0.) stlitzen die These, dass es
bei einer PAH-Erkrankung zu einem L-Arginin-Konzentrationsabfall und somit einer Ver-
schlechterung der Endothelfunktion kommit.

Homoarginin verhielt sich in unserer Studie wie L-Arginin. Homoarginin ist zwar noch ein
wenig erforschter Biomarker, jedoch lassen unsere und auch andere Untersuchungen
einen gunstigen Effekt von Homoarginin auf die Endothelfunktion erwarten.

Hinsichtlich ADMA stimmten unsere Resultate nicht mit anderen Studienergebnissen
Uberein. Es wurden keine statistisch signifikant unterschiedlichen ADMA-Konzentratio-
nen in den einzelnen Studiengruppen, jedoch richtungsweisende kleine Konzentrations-
unterschiede festgestellt (hdchste Plasmakonzentrationen in Studiengruppe 2, nied-
rigste Konzentrationen in Studiengruppe 3). Das Alter, die Komorbiditaten und die Medi-
kation der Patienten konnten die Diskrepanz zwischen unseren und den Literatur-Daten
erklaren. Zudem sollte in Betracht gezogen werden, dass die in dieser Studie ermittelten
ADMA-Konzentrationen im Plasma niedriger sein kdnnten als die Konzentrationen im
unmittelbar umgebenden Gewebe der Lungengefal3e. Nicht zuletzt erfolgt an dieser

Stelle noch einmal der Hinweis auf das kleine Studienkollektiv.

4.2.1.2.2 Korrelation mit Prognoseparametern

ADMA

Es konnte in der vorliegenden Studie kein signifikanter Zusammenhang zwischen
ADMA-Konzentrationen und dem NYHA-Stadium festgestellt werden, jedoch lag eine
Tendenz zu niedrigeren ADMA-Konzentrationen in niedrigen NYHA-Klassen vor. Ahnlich
fanden auch Tutarel et al. in einer Studienpopulation von Patienten mit angeborenen
Herzerkrankungen, dass ADMA ein besserer Wert als das NT-proBNP war, um zwischen
den NYHA-Klassen zu unterscheiden (Tutarel et al. 2012).
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Zwischen ADMA und der Gehstrecke sowie der NT-proBNP-Plasmakonzentration lag
eine statistisch signifikante Korrelation vor. Auch in einer Studie mit Patienten mit chro-
nischer systolischer Herzinsuffizienz war ADMA positiv assoziiert mit dem NT-proBNP
(Wilson Tang et al. 2008). Dimitroulas et al. fanden ebenso einen starken Trend, jedoch
keine signifikante positive Korrelation von ADMA und NT-proBNP bei PAH-Patienten as-
soziiert mit systemischer Sklerose (Dimitroulas et al. 2008). Aul3erdem waren hier die
ADMA-Konzentrationen negativ korreliert mit dem 6-Minuten-Gehtest (Dimitroulas et al.
2008).

Fur die Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat und den Kohlendioxid-Partialdruck gab es in
unserer Studie keinen statistischen Zusammenhang. Ebenfalls gab es keine Korrelation
zwischen ADMA und den Parametern der Rechtsherzkatheteruntersuchung sowie der
Echokardiografie. Andere Studien mit IPAH-Patienten (Kielstein et al. 2005, Pezzuto et
al. 2015), mit Patienten mit PAH assoziiert mit chronischen Herzerkrankungen (Fang et
al. 2015) und mit CTEPH-Patienten (Skoro-Sajer et al. 2007) beobachteten Zusammen-
hange zwischen ADMA und hamodynamischen Parametern. Eine ADMA-Infusion bei
Gesunden induzierte héhere PVR (Kielstein et al. 2005). ADMA hat also offensichtlich
das Potential, auch die Hamodynamik zu reprasentieren. Jedoch war in unserer Studie
keine derartige Tendenz erkennbar. Auch Kielstein et al. stellten fest, dass zwischen
ADMA und prognostischen Markern Korrelationen bestehen, aber die physiologische
Rolle von ADMA bei der PH im Detail immer noch unklar ist (Kielstein et al. 2005).

SDMA

Es wurden signifikant schlechtere SDMA-Werte bei htheren NYHA-Stadien ermittelt.
Auch Meinitzer et al. stellten eine Assoziation der NYHA-Klasse mit der SDMA-Plasma-
konzentration bei Koronarangiografie-Patienten fest (Meinitzer et al. 2011).

Aulerdem bestand eine signifikante Korrelation sowohl mit der 6-Minuten-Gehstrecke
als auch mit der NT-proBNP-Plasmakonzentration. Bei Patienten mit chronischer systo-
lischer Herzinsuffizienz (Wilson Tang et al. 2008) und bei Patienten, die eine Koronaran-
giografie erhielten (Meinitzer et al. 2011), war SDMA ebenfalls positiv assoziiert mit dem
NT-proBNP.

Es bestand kein Zusammenhang mit der Himodynamik. Bei Patienten mit kardiogenem

Schock nach einem Myokardinfarkt war SDMA hingegen invers korreliert mit dem mPAP
und dem PVR (Nicholls et al. 2007).
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Insgesamt gibt es bisher wenige verlassliche Studien, welche SDMA mit Prognosepara-
metern der PH korrelieren. SDMA wies Tendenzen auf, dass ein Zusammenhang mit

der Hamodynamik besteht, jedoch ist die Tendenz nicht so stark wie fir ADMA.

L-Arginin

Beyer et al. fanden in einer Kohorte von IPAH-Patienten eine starke Korrelation der L-
Arginin-Konzentration mit der NYHA-Klasse (Beyer et al. 2008). Dieser Trend wurde in
unserer Studie ebenfalls aufgezeigt, war jedoch knapp nicht statistisch signifikant. Dies
ist wahrscheinlich auf die kleine Fallzahl im Studienkollektiv zurtickzufihren. Mit dem 6-
Minuten-Gehtest konnte kein Zusammenhang gefunden werden. Demgegeniber stehen
weitere Ergebnisse von Beyer et al., welche einen signifikanten Zusammenhang darstel-
len. Es bestand jedoch eine Korrelation zwischen L-Arginin und der NT-proBNP-Plas-
makonzentration. In einem Fall-Report eines CTEPH-Patienten war das L-Arginin eben-

falls invers korreliert mit der NT-proBNP-Plasmakonzentration (Ogata et al. 2010).

Als einziger der in dieser Studie untersuchten Biomarker korrelierte das L-Arginin signi-
fikant mit der Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat, dem Kohlendioxid-Partialdruck, dem
RVSP und mit Daten der Rechtsherzkatheteruntersuchung (Herzindex, Gemischtvenése
Sauerstoffsattigung, Pulmonalvaskularer Widerstand). Die Korrelation mit Parametern
der invasiven Hamodynamik wurde bestatigt bei Studiengruppen mit PPH-Patienten
(Sitbon et al. 2002) und IPAH-Patienten (Beyer et al. 2008). Die Ergebnisse lassen da-
rauf schlieRen, dass L-Arginin einen prognostischen Wert hat. Nicht zuletzt durch den
statistischen Zusammenhang, der zwischen L-Arginin und dem NT-proBNP sowie den
hamodynamischen Parametern (vor allem Pulmonalvaskularer Widerstand und Herzin-
dex) bestand, wurde dies belegt (Sitbon et al. 2002).

Homoarginin
Im Gegensatz zu unserer Studie fanden Atzler et al. bei Patienten im NYHA-Stadium I

oder IV signifikant niedrigere Homoarginin-Werte (Atzler et al. 2015). Unsere Werte gin-
gen in die gleiche Richtung, aber sie waren nicht signifikant. Pilz et al. und Vogl et al.
bestatigen mit ihren Studien tGiber Koronarangiografie- und Claudicatio intermittens-Pati-
enten die inverse Korrelation mit dem NT-proBNP, die bei unseren Studienpatienten er-
mittelt wurde (Pilz et al. 2011, Vogl et al. 2015). Aul3erdem lag eine statistisch signifi-
kante Korrelation mit dem Tei —Index vor. Laut Atzler et al. ist Homoarginin jedoch mit

weiteren Parametern der Herzinsuffizienz assoziiert (Atzler et al. 2015).
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Als Cutoff-Werte wurden jeweils die medianen Plasmakonzentrationen der Patientenpo-
pulation definiert. Hier ist es notwendig, durch grof3ere Langzeitstudien verlassliche
Grenzwerte zu definieren. Alle in dieser Arbeit aufgefiihrten Korrelationen sollten zudem
kritisch bewertet werden, da meist signifikante Zusammenhange lediglich in Subpopula-
tionen auftraten und nicht im gesamten Studienkollektiv.

In der Literatur finden sich gehauft Zusammenhénge der Biomarker-Plasmakonzentrati-
onen und der Nierenfunktion. Entsprechend korrelierten in unserer Studie ADMA, SDMA
und Homoarginin mit der Glomerularen Filtrationsrate und ADMA und SDMA mit dem
Kreatinin. Bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung ist ADMA prognostisch fir die
Progression (Eiselt et al. 2014). SDMA wird hauptsachlich renal eliminiert (Meinitzer et
al. 2011, Memon et al. 2013) und sei ein sensiblerer Marker der Nierenfunktion als alle
anderen bekannten Marker fir die GFR-Schatzung (Bode-Bdger et al. 2006). Ebenso
wird Homoarginin renal sezerniert (Enescu 2010). Unsere Ergebnisse unterstreichend
korrelierten SDMA (Kielstein et al. 2006, Lineburg et al. 2012) und Homoarginin (Marz
etal. 2010) auch in anderen Studien mit der Nierenfunktion. Laut Atzler et al. kann durch
eine Nierenfunktionsstdrung die Homoarginin-Konzentration sinken (Atzler et al. 2015).
Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisse machen deutlich, dass die Bewertung
der Biomarker-Konzentrationen im Plasma unter Beachtung der Nierenparameter erfol-

gen sollte.

Fazit

Die in unserer Studie ermittelten Zusammenhange zwischen ADMA bzw. SDMA und der
6-Minuten-Gehstrecke, der NT-proBNP-Plasmakonzentration sowie des NYHA-Stadi-
ums werden durch andere Studien gestitzt. Dagegen fanden wir jedoch keinen statisti-
schen Zusammenhang zwischen ADMA bzw. SDMA und hamodynamischen Parame-
tern. Zusammen genommen kdnnen ADMA und SDMA als potentielle Biomarker fir den
Schweregrad von PAH-Erkrankten angesehen werden.

L-Arginin zeigte sich als guter Parameter der Hamodynamik. Zudem wies er in unserer
und in weiteren Studien Assoziationen mit dem NYHA-Stadium sowie der NT-proBNP-
Plasmakonzentration auf.

Homoarginin war signifikant mit der NT-proBNP-Plasmakonzentration und dem Tei-In-
dex sowie diskret mit dem NYHA-Stadium assoziiert. Die Literatur bestatigt diese Ergeb-
nisse in anderen Studienpopulationen.

Alle Biomarker sollten unter Beachtung der Nierenparameter bewertet werden.
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4.2.1.2.3 Assoziation mit Uberleben/TtCW

ADMA

Niedrige ADMA-Konzentrationen waren mit langerem Uberleben assoziiert. Fur die
TtCW war eine Tendenz zu langerer ereignisfreier Zeit bei niedrigen ADMA-Konzentra-
tionen ersichtlich. ADMA war in dieser Studie der einzige untersuchte Biomarker, wel-
cher einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit der Uberlebenszeit aufwies.

In anderen Studien war ADMA bei IPAH-Patienten ebenfalls negativ korreliert mit dem
Uberleben (Kielstein et al. 2005, Pezzuto et al. 2015). Die mediane Follow-Up-Zeit in der
Untersuchungsreihe von Kielstein et al. betrug 26 Monate. In unserer Studie korrelierte
ADMA mit dem Uberleben, obwohl die mittlere Dauer bis zum letzten Follow-Up-Zeit-
punkt nur 15 Monate betrug. Das spricht fir eine starke Aussagekraft von ADMA. Auch
bei CTEPH-Patienten war das Uberleben bei ADMA-Konzentrationen oberhalb eines
Grenzwertes von 0,64 (in dieser Studie: 0,65) schlechter als mit Werten unterhalb
(Skoro-Sajer et al. 2007) und die Arbeitsgruppe um Boger (Boger et al. 2011) erklarte
ADMA als unabhéangigen Risikofaktor flr den Tod bei pAVK-Patienten.

Diese Ergebnisse unterstiitzen unsere Aussage, dass ADMA prognostisch fiir das Uber-
leben ist. Auch die Tendenz zur Prognosefahigkeit hinsichtlich der klinischen Ver-
schlechterung wird durch weitere Studien belegt, in denen ADMA bei verschiedenen Pa-
tientenpopulationen assoziiert war mit kardiovaskularen Erkrankungen (Boger et al.
2011, Hov et al. 2015, Kiechl et al. 2009, Sibal et al. 2010).

SDMA
Fur inframediane SDMA-Konzentrationen zeigten sich Trends zu langeren Uberlebens-

zeiten sowie langeren Zeitintervallen bis zur klinischen Verschlechterung.

Diese Ergebnisse werden von anderen Studien bekraftigt, denn SDMA war assoziiert
mit kardiovaskularen Erkrankungen in der Allgemeinbevdélkerung (Kiechl et al. 2009) und
bei Schlaganfallpatienten (Lineburg et al. 2012). Bei Patienten, welche eine Koronaran-
giografie erhielten, war SDMA assoziiert mit kardiovaskularer Mortalitat und mit der Ge-
samtmortalitdt (Meinitzer et al. 2011). Auch bei Patienten mit einer pAVK war SDMA
assoziiert mit der Mortalitat, aber diese Zusammenhange seien stark beeinflusst durch
die enge Relation zwischen SDMA und der Nierenfunktion (Bbger et al. 2011).

Da in dieser Studie keine statistisch signifikanten Resultate fiir SDMA als prognostischen
Faktor fiir das Uberleben und die klinische Verschlechterung bei PAH- und CTEPH-Pa-
tienten vorlagen, lasst sich auch in Anbetracht der Aussage von Boger 2011 keine finale

Aussage diesbeziglich machen.
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L-Arginin

Die Kaplan-Meier-Kurven hinsichtlich des Todes und der TtCW uberlagerten sich. Es
zeichnete sich eine Tendenz zu kiirzerem Uberleben bei hohen L-Arginin-Werten ab. In
anderen Studien wurde ein Zusammenhang von L-Arginin und Outcome bestétigt, je-
doch in entgegengesetzter Richtung (besseres Outcome bei héheren L-Arginin-Konzen-
trationen).

Bei Patienten mit pAVK war L-Arginin assoziiert mit kardiovaskuléaren Ereignissen (Vogl
et al. 2015). L-Arginin-Injektionen bei Ratten mit isch&mischer hinterer Extremitat (Jin
und D'Alecy 1995) und bei Monocrotalin-induzierten PH-Ratten (Ou et al. 2010) konnten
das Uberleben verbessern. Auch bei Patienten mit Sepsis-assoziiertem akuten Leber-
versagen war die L-Arginin-Plasmakonzentration ein frither Pradiktor fur das Uberleben
(Brenner et al. 2012). Reduzierte L-Arginin-Plasmalevel waren assoziiert mit hdherer

Mortalitat bei Patienten mit Sichelzellanamie und PH (Morris et al. 2005).

Homoarginin
Bei hohen Homoarginin-Werten zeichnete sich ein Trend fir langere Zeiten bis zum Ein-

treten des Todes bzw. der klinischen Verschlechterung ab.

Viele andere Studienergebnisse erharteten diese Resultate: Niedrige Homoarginin-
Werte waren in verschiedenen Patientenkollektiven assoziiert mit erhdhter kardiovasku-
larer (Enescu 2010, Mérz et al. 2010) und Gesamtmortalitdt (Enescu 2010, Méarz et al.
2010, Pilz et al. 2015, Pilz et al. 2011, Vogl et al. 2015). Demgegeniuber fanden Hov et
al. eine positive Korrelation von Homoarginin mit dem kardiovaskuléaren Risiko in einer
Population mit chronischen Nierenerkrankungen. Dies sei auf die eingeschrankte Nie-
renfunktion zurtickzufiihren, die das Homoarginin stark beeinflusse (Hov et al. 2015).
Auch in unserer Studie gab es eine Korrelation von Homoarginin mit Parametern der
Nierenfunktion, daher sollte die Interpretation der Homoarginin-Werte kritisch unter Ein-

beziehung der renalen Funktion erfolgen.

Fazit

ADMA zeigte sich in unserer Studie analog zu anderen Untersuchungen als prognostisch
fur das Uberleben. Auch kann ein Zusammenhang mit der Zeit zur klinischen Ver-
schlechterung angenommen werden.

SDMA und Homoarginin waren in den Kaplan-Meier-Diagrammen mit dem Uberleben
assoziiert (nicht signifikant), jedoch kdnnen diese aufgrund ihrer starken Beeinflussung
durch die Nierenfunktion nur eingeschrénkt bewertet werden.

L-Arginin war in unserer Studie nicht prognostisch fiir das Outcome der Patienten.
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4.2.1.2.4 Zusammenfassung

SDMA, L-Arginin und Homoarginin zeigten signifikante Plasmakonzentrationsunter-
schiede zwischen dem Patientenkollektiv und der Kontrollgruppe.

Alle Biomarker, vor allem ADMA und SDMA wiesen Zusammenhange mit PH-Progno-
separametern auf. L-Arginin war zudem stark assoziiert mit der Hamodynamik. Die Ab-
hangigkeit von ADMA, SDMA und Homoarginin von der Nierenfunktion muss unbedingt
beachtet werden. Vor allem die Aussagekraft von ADMA, SDMA und Homoarginin wird
dadurch beeintrachtigt.

Als signifikant prognostisch fir das Uberleben der Patienten stellte sich ADMA heraus.

SDMA und Homoarginin waren im Trend ebenfalls assoziiert mit der Uberlebenszeit.

ADMA ist der meist erforschte und ein vielversprechender Biomarker. In unserer Studie
bestéatigte sich dies nur teilweise. Die fehlende Korrelation mit der Hamodynamik sowie
der fehlende signifikante Konzentrationsunterschied zwischen Patienten und Gesunden
konnten auf das kleine Studienkollektiv zuriickzufiihren sein. Bestarkt wird diese Uber-

legung dadurch, dass unsere Ergebnisse zumindest im Trend denen der Literatur folgen.

4.2.1.3 Zusammenhang von RHI und Biomarkern

ADMA, SDMA und L-Arginin

SDMA und ADMA waren invers, L-Arginin positiv mit dem RHI assoziiert (statistisch sig-
nifikant).

ADMA inhibiert die endothelabhangige Vasodilatation in vitro (Stuhlinger et al. 2003,
Vallance et al. 1992) und beeintrachtigt somit die Endothelfunktion und ist erhdht bei
Patienten mit systemischen Gefal3erkrankungen (Boger et al. 1997). Die inverse Korre-
lation zwischen ADMA und dem RHI ist daher nachvollziehbar. Eine gleichsinnige Kor-
relation von RHI und ADMA fanden weitere Autoren bei Gesunden bzw. Probanden mit
kardiovaskularer Erkrankung (Cooke 2000, Ghebremariam et al. 2015, Juonala et al.
2007).

Diese Arbeit ist nach heutigem Kenntnisstand die erste Studie mit PH-Patienten, in der
ADMA mit dem RHI korreliert wurde. Weitere Studien liber andere Krankheitsbilder, in
denen die Quantifizierung der Endothelfunktion nicht anhand des RHI, sondern der FMD

erfolgte (Boger et al. 1998, Stuhlinger et al. 2003), stitzen unsere Ergebnisse.

Die Studienlage zum Zusammenhang von SDMA und L-Arginin und Parametern der En-
dothelfunktion ist weniger umfassend. Yilmaz et al. ermittelten keine Korrelation fir L-
Arginin und eine inverse Korrelation fir SDMA mit der FMD bei Patienten mit Proteinurie

und normaler GFR (Yilmaz et al. 2008). Bei chronisch nierenkranken Patienten wurden
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Korrelationen zwischen der FMD und SDMA (Memon et al. 2013) sowie L-Arginin (Chen
et al. 2015) ermittelt. Allerdings sei SDMA nicht wie ADMA ein direkter Inhibitor der NOS,
der Einfluss von SDMA auf das Endothel kdnne jedoch ebenso wichtig sein wie der von
ADMA (Memon et al. 2013). In der Normalbevoélkerung war L-Arginin positiv korreliert
mit der FMD in den Vorderarm-Widerstandsgefal3en (Lind et al. 2009). Diese Studien
geben Hinweise, dass ein Zusammenhang auch zwischen L-Arginin sowie SDMA und
der FMD besteht. Jedoch sollte vor allem die Rolle des SDMA noch weiter erforscht
werden. Die renale Eliminierung des SDMA erschwert unsere Studienauswertungen, da
viele der Patienten (und einige Kontrollprobanden) eine eingeschrankte Nierenfunktion

aufwiesen.

Homoarginin
Homoarginin wies in der vorliegenden Studie keinen Zusammenhang mit dem RHI auf.

Homoarginin ist ein weniger effektives Substrat der NOS als L-Arginin; die Kn-Werte des
Homoarginin sind 10-mal héher (Bretscher et al. 2003). Dies kdnnte erklaren, dass Ho-
moarginin nicht mit dem RHI korreliert, denn es hat weniger Auswirkungen auf die NO-
Synthase. Vogl et al. fihrten zudem an, dass dem Homoarginin eine breiter gefacherte
Rolle im Metabolismus zukomme als die Modulierung der Endothelfunktion (Vogl et al.
2015). In einer Studie mit schwangeren Frauen stellten Valtonen et al. fest, dass Ho-
moarginin mit der FMD assoziiert war (Valtonen et al. 2008).

Es gibt bisher wenige Untersuchungen zu diesem Thema. Eine verlassliche Aussage
bezlglich eines Zusammenhangs zwischen dem RHI und dem Homoarginin kann zurzeit

nicht formuliert werden.

Fazit

Vor allem ADMA, aber auch SDMA und L-Arginin stehen in Zusammenhang mit dem
RHI. Erhohte ADMA- und SDMA-Werte bzw. niedrige L-Arginin-Werte beglinstigen
eine endotheliale Dysfunktion, die wiederum mit niedrigen RHI-Werten verbunden ist.
Dieser Zusammenhang verdeutlicht noch einmal die Rolle der Endothelfunktion in der

Pathogenese der PAH.
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4.2.2 These 2: Die medikamenttse PAH-spezifische Therapie verbessert die
Endothelfunktion

4.2.2.1 RHI als Parameter der Endothelfunktion

Zur Prufung der These, ob die RHI-Werte therapieabhéngig reagieren, wurden die Ver-
laufswerte der EndoPat2000-Untersuchung betrachtet. Hierflr wurden die Daten von zu-
nachst therapienaiven Patienten verwendet, die nach der ersten Studienvisite eine The-
rapieeinleitung erfuhren. Zu erwarten war, dass die RHI-Werte sich daraufhin verbesser-
ten, also anstiegen. Fur diese Versuchsreihe wurden nur Patienten analysiert, die min-
destens zur ersten und zur letzten Studienvisite untersucht werden konnten. Daher ist

der Stichprobenumfang auf funfzehn Patienten geschrumpft.

In der Verlaufsbeurteilung des RHI fiel ein deutlicher, jedoch statistisch nicht signifikanter
Anstieg bis zum 6-Monats-Messzeitpunkt auf. Bis zum letzten Messzeitpunkt war da-
raufhin ein signifikanter Abfall zu verzeichnen. Es gab also einen messbaren Effekt der

Therapieeinleitung im Sinne einer RHI-Veranderung.

Die jedoch schwankenden Verlaufswerte liel3en einige Fragen aufkommen: Deutet der
RHI-Verlauf insgesamt auf eine klinische Veranderung im Sinne einer Krankheitspro-
gression hin, welche dann auch durch den Verlauf des NT-proBNP und der Gehstrecke
erklarbar sein misste? Analog zu dem RHI-Anstieg konnten bessere Werte im 6-Minu-
ten-Gehtest und der NT-proBNP-Konzentration am zweiten Follow-Up verzeichnet wer-
den. Diese kénnten als ,Vorboten® fur eine RHI-Besserung gelten. Auch andere Autoren
bewerteten das NT-proBNP als unabhangigen Pradiktor fir die Therapieantwort bei PH-
Patienten (Andreassen et al. 2006, Foris et al. 2013, Galie et al. 2008a). Wenn man
diesem Ansatz folgt, dann gibt es in unserer Studie eine zeitliche Verzdgerung zwischen
den Veranderungen der PH-Parameter und des RHI (RHI-Abfall vom dritten bis zum
vierten Follow-Up; Gehstrecken-Abnahme und NT-proBNP-Konzentrationsanstieg vom

zweiten bis zum dritten Follow-Up).

Eine alternative Erklarung fir den Werteabfall nach dem dritten Follow-Up kdnnte eine
Abschwachung des Therapieerfolges oder ein verandertes Therapieschema sein. Dar-
Uber hinaus kénnten auch Werteverfalschungen durch Komorbiditdten und veranderte
Begleittherapeutika (endothelmodulierende Medikamente) fur den uneinheitlichen RHI-
Verlauf verantwortlich sein. Fur eine genauere Beurteilung war die Stichprobe zu klein
und auch die Verlaufswerte zu unvollstandig. Bei einer Analyse von Patienten, die aus-
schlie3lich zu allen Follow-Ups erschienen sind, ware die Stichprobe zu klein (= sechs

therapienaive Patienten) geworden, um die Ergebnisse noch bewerten zu kénnen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es nach der Therapieeinleitung zu einer Ver-
anderung der Werte kam. Jedoch war es nicht mdglich, eine verlassliche Bestimmung
des Ausmaldes und der Richtung dieser Veranderung vorzunehmen. Es sollten ahnliche
Studien durchgefiihrt werden mit Patienten, die gleiche Therapieschemata haben. Die
vorliegende Studie kann nur Aussagen zur PAH-spezifischen Therapieeinleitung im All-

gemeinen machen.

In der Literatur waren nur wenige vergleichbare Untersuchungen zu finden. Bei ménnli-
chen Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il konnte durch tagliche Sildenafil-Gabe eine
Verbesserung der Endothelfunktion (gemessen an der FMD und der Endothelin-1-Kon-
zentration) erreicht werden (Aversa et al. 2008). EI-Sayed und Amin zeigten an Mausen,
dass der chronische Gebrauch (Studienzeitraum vier Wochen) von PDE-5-Hemmern
protektiv auf das Endothel wirkt (EI-Sayed und Amin 2015). Auch Ayala et al. fanden
heraus, dass PDE5-Hemmer der endothelialen Dysfunktion vorbeugen (Ayala et al.
2007). PDE5-Hemmer, welche haufig Teil der PAH-spezifischen Therapie in dieser Stu-
die waren, hatten also auch in anderen Studien einen messbaren Effekt auf das En-
dothel. Die Arbeitsgruppen um Wolff und Gabrielli fanden eine Korrelation der pulmona-
len Druckveranderungen nach inhalativer lloprost-Gabe mit der FMD (Gabrielli et al.
2011, Wolff et al. 2007). Dies lasst darauf schlie3en, dass das periphere Endothel das
Therapieansprechen im Lungenkreislauf wiedergeben kann. Um Therapieeffekte ge-
nauer beurteilen zu kdnnen, missen einzelne Therapieschemata untersucht werden;
dazu sind groRRere Stichproben und feste Therapieschemata fur die einzelnen Patienten-
gruppen erforderlich.

Fazit

Es kann festgehalten werden, dass diese Studie eine Veranderung der RHI-Werte nach
Therapieeinleitung bei PAH- und CTEPH-Patienten ermittelt hat. Das Patientenkollektiv
war jedoch zu klein und die Patientenmerkmale (Komorbiditaten, Begleitthera-
pieschema, PAH-spezifische Therapie) zu inhomogen, um eine verlassliche Aussage

machen zu kénnen.
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4.2.2.2 Biomarker als Parameter der Endothelfunktion

Zur Prifung der These, ob therapieabhangige Veranderungen der Biomarker-Konzen-
trationen vorlagen, wurden die Verlaufswerte der therapienaiven Patienten betrachtet.
Die Konzentrationen aller Biomarker stiegen tendenziell an und fielen bis zur letzten Stu-

dienvisite wieder ab. Fir Homoarginin und L-Arginin war die Steigung signifikant.

Eine Therapiewirkung auf das Endothel hatte erwarten lassen, dass die ADMA- und
SDMA-Konzentrationen sinken und die L-Arginin- und Homoarginin-Konzentrationen
steigen. Fur Homoarginin und L-Arginin gab es erwartungsgemal} zunachst starke An-
zeichen fiur einen Anstieg als Reaktion auf die Therapie.

ADMA und SDMA sind jedoch, entgegen den Erwartungen, nach der Therapieeinleitung
gestiegen. Mdgliche Erklarungen hierflr waren eine eventuelle Verzégerung der Werte-
veranderungen oder Werte-Verfalschungen.

Der ADMA-Verlauf stimmte auch nicht mit den Ergebnissen anderer Studien Uiberein. So
waren in einer Studie mit PAH- Patienten assoziiert mit angeborenen Herzerkrankungen
die ADMA-Level nach sechs Monaten einer Sildenafil-Therapie signifikant niedriger
(Fang et al. 2015). Der Einfluss von ET-Rezeptorantagonisten auf endogene Dimethyl-
arginine ist im Kontext der PAH noch nicht im Detail verstanden (Pullamsetti et al. 2005).
ET-Rezeptor-Antagonisten konnten jedoch bei chronischer Herzinsuffizienz einem
ADMA-Anstieg vorbeugen (Ohnishi et al. 2002).

Die Veranderungen der Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA, L-Arginin und Ho-
moarginin sind sehr vage. Analog zum RHI-Verlauf kann auch fir die Biomarker keine
eindeutige Tendenz der Verlaufswerte festgelegt werden. Fraglich bleibt auch, inwieweit
die Biomarker von den PAH-spezifischen Medikamenten beeinflusst werden und nach

welchem Zeitraum messbare Veranderungen zu registrieren sind.

Fazit

Circa bis zum dritten Messzeitpunkt erfolgte eine Veranderung der RHI- und Biomarker-
Werte. AnschlieRend befanden sich die gemessenen Werte annédhernd auf dem Aus-
gangsniveau. Es scheint also einen Therapieeffekt auf die hier untersuchten Parameter
der Endothelfunktion zu geben, eine anhaltende gleichsinnige Veranderung der Werte
konnte jedoch nicht festgestellt werden. Dazu beigetragen hat sicherlich die geringe Pa-
tientenzahl bzw. die geringe Follow-Up-Rate und die Inhomogenitét der Gruppe hinsicht-
lich der Art der PAH und der Art der Therapie.
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4.3 FEHLERQUELLEN UND LIMITATIONEN DER STUDIE

Probandenauswahl

Die Auswahl der Patienten orientierte sich an den in Abschnitt 2.1.1 genannten Ein-
schlusskriterien. Viele Patienten hatten kardiovaskulare Komorbiditaten, welche den RHI
beeinflusst haben kdnnten. Eine mogliche Reduktion dieser Verzerrung ware durch den
Ausschluss von Patienten mit Diabetes mellitus, koronarer Herzkrankheit, arteriellem
Hypertonus und Hypercholesterindmie denkbar, jedoch ist aus Tabelle 5 ersichtlich,
dass nahezu jeder Patient an einer der aufgefuihrten Erkrankungen litt. Ein Ausschluss
von Patienten mit Komorbiditaten ist daher unrealistisch und wiirde dartber hinaus das
Patientenprofil der PAH- und CTEPH-Erkrankten verféalschen. Aul3erdem erhielten die
meisten Patienten unterschiedliche Therapieschemata, welche sich auch im Studienver-
lauf veranderten. Viele nahmen weitere Endothel-beeinflussende Medikamente ein
(ACE-Hemmer, Beta-Blocker etc.), welche die Endothelfunktion sowie die Plasmakon-
zentrationen der Biomarker beeinflusst haben kdnnten. In einer Studie von Wilson Tang
(Wilson Tang et al. 2008) hatten Patienten mit einer Herzinsuffizienz niedrigere ADMA-
Werte unter Beta-Blocker-Einnahme.

Des Weiteren war das Matching mit der Kontrollgruppe nicht lickenlos; es gab Unter-
schiede im Rauchverhalten, hinsichtlich des BMI sowie des Alters. Auch wies die Pati-
enten-Population in sich ein inhomogenes Rauchverhalten auf. Zudem nimmt die Nie-
renfunktion u.a. auf die Biomarker Einfluss (s.0). Die Analysen sind daher kritisch zu
bewerten und es sollten in kommenden Studien Probanden und Patienten mit normaler
Nierenfunktion eingeschlossen werden und es sollte ein Matching bezlglich der Nieren-

parameter erfolgen.

Durchfihrung
Wahrend der Durchfiihrung der Studie waren die Follow-Up-Raten geringer als geplant.

Nur ca. die Halfte der anfangs eingeschlossenen therapienaiven Patienten erschienen
auch zum Messzeitpunkt nach einem Jahr. Die Drop-Out-Rate war also sehr hoch und
hatte maRgeblichen Einfluss auf die Studienergebnisse. Die zeitlichen Abstande zwi-
schen den Studienvisiten variierten zwischen den einzelnen Patienten. Fehler bzw. Ab-
weichungen bei der Durchfuhrung der Untersuchungen, Laboranalysen und Tests konn-
ten trotz festgelegter Standards nicht ausgeschlossen werden. Es lagen nicht von allen
Patienten alle Daten jeder Studienvisite vor. Der Beobachtungzeitraum dieser Studie war
vor allem hinsichtlich der Uberlebenszeitanalysen knapp (die mediane historische Uber-

lebenszeit von unbehandelten PPH-Patienten betrug laut D’Alonzo et al. 2,8 Jahre
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(D'Alonzo et al. 1991)). Ebenfalls kritisch zu bewerten waren die subjektiven Patienten-
aussagen hinsichtlich der Nuchternperiode und des Rauchverhaltens. Es wurde keine
Bestimmung der Glucose-Werte im Blut durchgefiihrt, um die Nahrungskarenz zu tber-

prufen.

Statistik

Diese Studie wurde durchgefiihrt mit einer kleinen Patientenzahl, jedoch war diese im
Vergleich zu anderen Studien zur PH &hnlich (im Vergleich: Studie von Peled und Mitar-
beitern (2008): 54 Patienten, 21 Kontrollprobanden). Weil behauptete: ,Je kleiner der
Stichprobenumfang ist, desto eher wird die Nullhypothese beibehalten* (Wei3 2013).
Daher ist es moglich, dass in dieser Studie nur aufgrund des geringen Stichprobenum-
fangs Ergebnisse nicht signifikant waren. Es ist jedoch schwierig, groRere Stichproben
Zu untersuchen, da die jahrliche Inzidenz der PPH bei 1-2 pro 1.000.000 Personen liegt
(Olschewski und Seeger 2002). Die Rekrutierung therapienaiver Patienten war ein zu-
satzlich erschwerendes Kriterium. Nicht zuletzt ist auch ein Selektionsbias (Weil3 2013)
zu erwahnen. Die Studienteilnahme erfolgte auf freiwilliger Basis und konnte auch ver-
weigert werden. So wurden z.B. sehr kranke Patienten ausgeschlossen, die sich zusatz-
liche Studienuntersuchungen nicht zumuten wollten. Auch wéahrend der Studiendurch-
fihrung gab es Ausscheider (,Drop Outs® (Weil3 2013)). Es war keine aussagekraftige
Analyse aufgeteilt nach der PH-Klasse méglich, da es zu wenige CTEPH-Patienten im
Studienkollektiv gab. Darlber hinaus waren die Korrelationsgeraden z.T. stark von Aus-
reilBer-Werten verzerrt. Diese Werte wurden jedoch bewusst nicht ausgeschlossen, um

die Patientenzahl nicht weiter zu reduzieren.

Zusammenfassend ist die hohe Drop-Out-Rate bei kleiner Patientenzahl als woma@glich
starkster Storfaktor der Studie zu benennen.
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4.4 AUSBLICK UND SCHLUSSFOLGERUNG

Angeregt durch die Studie von Peled et al. 2008 war das Ziel dieser Arbeit, zu untersu-
chen, ob der RHI gemessen mit dem EndoPat2000-System als Verlaufs- und Schwere-
grad-Parameter bei PAH- und CTEPH-Patienten geeignet ist. Zusatzlich wurde auch die

Eignung der vier Biomarker ADMA, SDMA, L-Arginin und Homoarginin analysiert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl der RHI als auch die Biomarker Po-
tential fir die Diagnostik der PAH und CTEPH haben. Die vorliegenden Ergebnisse stiit-
zen die Untersuchungen von Peled et al. Es gab Hinweise fiir eine prognostische Wer-
tigkeit des RHI hinsichtlich des Clinical Worsening. ADMA war assoziiert mit dem Uber-
leben. Fur SDMA, L-Arginin und Homoarginin gab es hier diskrete Zusammenhénge.
Alle Biomarker und der RHI korrelierten mit der NT-proBNP-Konzentration (und mit wei-
teren Prognose-Parametern).

Am Einschlussdatum gab es signifikante Konzentrationsunterschiede der Biomarker zwi-
schen Patienten und Kontrollprobanden, was auf eine Erhdhung der Werte im Krank-
heitsprozess der PAH/CTEPH hinweist. Fir ADMA wurde hier kein statistisch signifikan-
tes Ergebnis ermittelt, jedoch weisen weitere Studien auf ein solches hin.

Das Therapieansprechen konnte in dieser Studie nicht vollends bewertet werden. Trotz
knapper Datenlage war jedoch ersichtlich, dass es nach der Therapieeinleitung mess-

bare Veranderungen der RHI- und Biomarker-Werte gab.

Bei dieser Studie handelte es sich um eine prospektive Untersuchung. Angelehnt an die
Resultate sollten weitere Studien folgen, welche die aufgezeigten Tendenzen in einem
optimierten Studiendesign (s. Abschnitt 4.3) weiter hinterfragen. Vor allem die Reaktion
auf die Therapieeinleitung gibt Anlass, weiter und expliziter erforscht zu werden. Hierzu
kénnten Untersuchungen einzelner festgelegter Therapieschemata (Mono-, Kombinati-
onstherapien) sinnvoll sein. Insbesondere misste die therapienaive Studiengruppe
wachsen und zuverlassig engmaschig visitiert werden. Zur Ausweitung des Studienkol-
lektivs waren Multicenter-Studien hilfreich. AuRerdem sollten die Einschlusskriterien kri-
tisch gewahlt werden (Rauchverhalten, Nierenparameter). Eine Blutglucose-Kontrolle

ware sinnvoll, um die Nichternheit der Studienteilnehmer zu verifizieren.
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S5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Pulmonal arterielle Hypertonie ist eine seltene Erkrankung mit schlechter Prognose.
Durch das Zusammenspiel von Proliferation, Inflammation und insbesondere endotheli-
aler Dysfunktion kommt es zu erhdhten Druckverhéltnissen im Lungen-Kreislauf, welche
zu Rechtsherzinsuffizienz und schlie3lich zum Tod fuhren kénnen.

Bisher gibt es nur wenige (nicht-invasive) Verfahren zur Diagnostik, Verlaufsbeurteilung
und Therapie. Daher wurden in dieser Arbeit ein nicht-invasives Verfahren (Endo-
Pat2000-System) und vier kardiovaskulare Biomarker (ADMA, SDMA, L-Arginin, Ho-
moarginin), von denen vor allem ADMA als Inhibitor der NO-Synthase eine hohe Aner-
kennung als kardiovaskularer Préadiktor besitzt, zur Beurteilung der Endothelfunktion im
Kontext der PAH und CTEPH untersucht. Dazu wurden Baseline-Werte der Patienten
mit gesunden Kontrollprobanden verglichen und die Endothelfunktion mit Prognosepa-
rametern der Pulmonalen Hypertonie korreliert. AuRerdem wurde der Therapieerfolg
PAH-spezifischer Medikamente (in Hinblick auf die Endothelfunktion) in einem prospek-
tiven Studiendesign untersucht, in dieser Studie erstmals mit dem EndoPat2000-Sys-
tem. Anfangs therapienaive Patienten wurden dazu Uber ein Jahr lang in regelméafigen

Studienvisiten beobachtet.

Es konnte gezeigt werden, dass die mit dem EndoPat2000-System (Messwert RHI) ge-
messene periphere Endothelfunktion wie erwartet bei therapienaiven Patienten gegen-
Uber gesunden Probanden schlechter war. Der RHI korrelierte statistisch signifikant mit
PH-Prognoseparametern (6-Minuten-Gehstrecke, NT-proBNP-Plasmakonzentration).
Hohe RHI-Werte waren (nicht signifikant) assoziiert mit einer langeren Uberlebenszeit.
In der Untersuchung des Therapieeffekts PAH-spezifischer Medikamente auf den RHI
zeigte eine Verlaufsbeurteilung der therapienaiven Patientengruppe eine deutliche Ver-
anderung der Messwerte nach der Therapieeinleitung, die jedoch mit dem vorhandenen
Datenmaterial nicht hinreichend interpretiert werden konnte.

Die Biomarkeranalysen ergaben fiur SDMA, L-Arginin und Homoarginin bei Gesunden
gegenuber sowohl therapierten als auch therapienaiven Patienten bessere Werte. Fir
ADMA ergaben sich keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zwischen den Stu-
diengruppen. Alle vier Biomarker korrelierten mit der NT-proBNP-Plasmakonzentration
(und mit weiteren Prognoseparametern). L-Arginin wies als einziger Biomarker einen
statistisch signifikanten Zusammenhang mit Daten der invasiven Hamodynamik auf.
ADMA war in der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse signifikant mit dem Uberleben

assoziiert.
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Im Verlauf wurde bei therapienaiven Patienten eine signifikante Verbesserung der L-

Arginin- und Homoarginin-Werte nach Therapieeinleitung festgestellt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl das EndoPat2000-System als auch
die kardiovaskularen Biomarker Potential fur die Diagnostik der PAH und CTEPH auf-
wiesen. Vor allem die Reaktionen auf die Therapieeinleitung geben Anlass, weiter und

expliziter erforscht zu werden.
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6 SUMMARY

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a rare disease with a poor prognosis. Prolifer-
ation, inflammation and especially endothelial dysfunction contribute to increased pul-
monary artery pressure, which may result in a right heart failure and finally lead to death.
Currently only few (noninvasive) clinical methods of diagnosis, progress evaluation and
treatment are available. In this context this research analyzed a noninvasive procedure
(measurements with EndoPat2000 system) and four cardiovascular biomarkers (ADMA,
SDMA, L-arginine, homoarginine) to determine the endothelial function of patients with
PAH and CTEPH. In particular, ADMA as inhibitor of the NO synthase gained wide ac-
ceptance as cardiovascular predictor.

Baseline results of the patient group and of a healthy control group were compared and
the correlation between endothelial function and prognostic parameters of pulmonary
hypertension was analyzed. In addition, in a prospective study design, the therapeutic
success (related to the endothelial function) of PAH-specific medication was evaluated.
This study was the first to use results of EndoPat2000 in this context.

We were able to show that — as expected — the peripheral endothelial function, deter-
mined with EndoPat2000 (measured value “RHI*), of treatment-naive patients was worse
than of healthy controls. The RHI correlated significantly with PH prognostic parameters
(six-minute walk distance, NT-proBNP plasma concentration). High RHI values were as-
sociated with long survival times (not statistically significant).

The progress evaluation of the impact of PAH-specific medication on the RHI showed
significant changes after therapy start for the treatment-naive patient group, but this
could not be substantiated sufficiently with the available amount of data.

The analysis of SDMA, L-arginine and homoarginine yielded better values for healthy
patients compared to treatment-naive and also to treated patients. ADMA-levels were
very similar in each study group (no statistically significant differences). All of the four
biomarkers correlated with the NT-proBNP plasma level (and other parameters). L-argi-
nine was the only biomarker showing a significant correlation with invasive hemodynam-
ics. The survival analysis (Kaplan-Meier) showed a significant correlation between
ADMA and survival.

For treatment-naive patients a significant improvement of L-arginine and homoarginine
values could be observed after therapy start.

In summary, both the EndoPat2000 system and the investigated cardiovascular bi-
omarkers have substantial potential for clinical diagnostics of patients with PAH and
CTEPH. Especially the reactions at therapy start give reason to and demand for further

investigations.
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L-NMMA Monomethylarginin

LVF Linksventrikulare Funktion

m Meter

m? Quadratmeter

min Minute(n)

mi Milliliter

mm Millimeter

mmHg Millimeter Quecksilbersdule

mmol Millimol
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mPAP
MR-proADM
MRT

MS

n.s.

ng

NO

NOS
NYHA
NT-proANP
NT-proBNP
02

0.g.

Y

paCO2
PAF

PAH

PAP

PAT
pAVK

PCH
PCWP
PDE-5
PEA

PG

pH

PH

PRMT
PPH

PPHN

PVOD
PVR

RAP
RHI

rpm

Abklrzungsverzeichnis

Mittlerer pulmonal-arterieller Druck

Mid Regional pro-Adrenomedullin
Magnetresonanztomografie
Massenspektrometer

nicht signifikant

Nanogramm

Stickstoffmonoxid

NO-Synthase

New York Heart Association
N-terminales pro atriales natriuretisches Peptid
N-terminales pro B-natriuretisches Peptid
Sauerstoff

oben genannt

p-Wert

Kohlendioxid-Partialdruck

Platelet Activating Factor

Pulmonal arterielle Hypertonie
Pulmonal-arterieller Druck

Peripherer arterieller Tonus

Periphere arterielle Verschlusskrankheit
Pulmonalkapillare Hamangiomatose
Pulmonal-kapillarer Verschlussdruck
Phosphodiesterase-5

Pulmonale Endartherektomie
Prostaglandinderivat(e)

pH-Wert

Pulmonale Hypertonie
Protein-Arginin-Methyltransferase
Primare Pulmonale Hypertonie
Persistierende pulmonale Hypertonie des Neuge-
borenen

Pulmonale venookklusive Erkrankung
Pulmonalvaskularer Widerstand
Spearman-Korrelationskoeffizient
Rechtsatrialer Druck

Reactive Hyperemia Index

Umdrehungen pro Minute
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RVSP

S.C.
sec
S.0.
S.u.
SDMA
sGC
Smad9
SvO2
TAPSE
TKI
TNF
TtICW
TTE
u.a.
UAW
UKE
v.a.
VEGF
VHF
V/P-Szintigrafie
WHO
z.T.

ML
pmol

Abklrzungsverzeichnis

Right ventricular systolic pressure

Siehe

Subkutan

Sekunde

Siehe oben

Siehe unten

Symmetrisches Dimethylarginin

I6sliche Guanylatzyklase

Mothers against decapentaplegic homolog 9
Gemischtvendse Sattigung

Tricuspid annular plane systolic excursion
Tyrosinkinase-Inhibitor
Tumornekrosefaktor

Time to Clinical Worsening
Transthorakale Echokardiografie

unter anderem

Unerwiinschte Arzneimittelwirkung
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
vor allem

Vascular Endothelial Growth Factor
Vorhofflimmern
Ventilations-Perfusions-Szintigrafie
World Health Organization

zum Teil

Mikroliter
Mikromol
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