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Abstrakt

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des GPIlIb/llla- Antagonisten
Tirofiban auf die Vollblut-Konzentration des Phospholipase D Metaboliten
Cholin (2- hydroxyethyltrimethylammonium, ,whole blood cholin“, WBCHO) bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom untersucht. Die Phospholipase D hat
eine SchlUsselfunktion bei der Destabilisierung atherosklerostischer Plaques,
Aktivierung von Thrombozyten und Sekretion von Matrixmetalloproteinasen
durch  Makrophagen. Als Analyseverfahren flr Cholin wurde die
Hochleistungsflussigkeits-Chromatographie (HPLC) in Verbindung mit der
Massenspektrometrie (MS) eingesetzt. Die Klassifikation der Patienten erfolgte
nach den aktuellen Richtlinien der European Society of Cardiology (ESC) und
des American College of Cardiology (ACC) fur das akute Koronarsyndrom. Aus
einem Kollektiv von 342 Patienten wurden 32 Patienten mit akutem
Koronarsyndrom in diese Studie aufgenommen, in zwei Gruppen mit jeweils 16
Patienten mittels matched pairs Technik unterteilt und analysiert. Eine Gruppe
erhielt zusatzlich zur Standard- Therapie Tirofiban. Es wurden Blutabnahmen
bei Aufnahme, nach 3-6 Stunden und nach 12-24 Stunden gewonnen. Hieraus
wurden Troponin | und T, Myoglobin, Kreatinkinase Isoenzym MB, sowie
Vollblut-Cholin bestimmt. Es gab einen signifikanten Verlauf der WBCHO-
Konzentration (p = 0,006) in der mit Tirofiban behandelten Gruppe im
Gegensatz zur Gruppe die nur die Standardtherapie erhielt (p = 0,174). Fur den
Verlauf der Standardmarker (Myoglobin, Kreatinkinase, Troponin | und T),
wurde keine signifikante Beeinflussung durch die Therapie mit Tirofiban
nachgewiesen. Im Vergleich zu Troponin | und T, Myoglobin und Kreatinkinase
hatte WBCHO das zeitlich frGheste Maximum. WBCHO konnte als
Markersubstanz der Phospholipase D Aktivitat zusatzliche Informationen Uber
die Maoglichkeit einer Destabilisierung einer atherosklerotischen Plaque bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom geben. Dies kdnnte in Kombination mit
anderen Markern eine verbesserte Risikostratifizierung in der Frihphase des
akuten Koronarsyndroms ermoglichen. Zusatzlich scheint ein Monitoring der

Tirofiban Therapie durch die WBCHO Konzentration mdglich zu sein.
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Abstract S

Abstract

This research work deals with the measurement of the phospholipase D
metabolite choline in patients with acute coronary syndrome (ACS) undergoing
GPIlIb/llla antagonist therapy. The influence of GPIlIb/llla antagonists on
concentration levels of the PLD metabolite 2- hydroxyethyltrimethylammonium
in blood (whole blood choline, WBCHO) was studied. The activation of
phospholipase D (PLD) has a key function in plaque destabilisation, activation
of platelets and secretion of matrixmetalloproteinases by macrophages. For the
detection of the PLD metabolite WBCHO high pressure liquid chromatography
(HPLC) with a mass spectrometer (MS) was used. The classification of patients
was performed according to the current guidelines of the European Society of
Cardiology (ESC) and the American College of Cardiology (ACC). 32 patients
with ACS out of a 342 patient study were included and analysed by matched
pairs technique as two groups with 16 patients. One group was treated with
Tirofiban (aggrastrat) in addition to standard therapy. Blood samples were taken
at admission, after 3-6 hours and after 12-24 hours and in addition to the
troponines, myoglobin and creatinkinase Isoenzyme MB, whole blood choline
was analyzed. There was a significant (p = 0,006) decrease of WBCHO level in
the group treated with Tirofiban in contrast to the reference group with no
significant decrease (p = 0,174). The levels of conventional markers as troponin
| and T, CK-MB mass and myoglobin had no significant changes in relationship
to the Tirofiban therapy. WBCHO had the earliest maximum in contrast to all
other markers. We concluded that WBCHO can be used as an additional early
risk marker in ACS. Since GPIlb/llla- antagonist- therapy may influence

WBCHO level, WBCHO has potential to be used for monitoring of therapy.

Acute coronary Syndrome, GPIlIb/llla-antagonist, phospholipase D,
choline, HPLC-MS
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Abkurzungsverzeichnis

ACC American College of Cardiology

ACS Acute coronary syndrome (Akutes Koronarsyndrom)
AHA American Heart Association

AMI Akuter Myokardinfarkt

AP Angina Pectoris

CK Kreatinkinase

CRP C-reaktives Protein

cTnT /cTnl Cardiales Troponin T bzw. |

ESC European Society of Cardiology

GP Glycoprotein

HPLC High Performance Liquid Chromatography
IL Interleukin

kD Kilo Dalton

LDL Low Density Lipoprotein

lysoPC Lysophosphatidylcholin
MS Massenspektrometrie

NSAID Non-Steroidal Antiinflamatoric Drugs

oxLDL Oxidiertes LDL

PKC Protein Kinase C

PLC Phospholipase C

PLD Phospholipase D

PTCA Percutaneous Transluminal Coronary Angioplasty, (perkutane

transluminale Koronarangioplastie)
RhoA Ras-homology-protein

WBCHO Whole blood choline, Vollblut-Cholin
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1 Einleitung

Herzkreislauferkrankungen stellen in Deutschland mit 47% pro Jahr die
haufigste Todesursache dar. Nach dem Statistischen Bundesamt entsprach
dies im Jahre 2001 391.300 Verstorbenen. Unter den
Herzkreislauferkrankungen ist das akute Koronarsyndrom (ACS) mit seinen
verschiedenen Verlaufsformen anteilig besonders haufig. Das American
College of Cardiology (ACC) und die American Heart Association (AHA) haben
die verschiedenen Manifestationen des akuten Koronarsyndroms in lhrer
aktuellen Richtlinie (2002) zur Diagnostik und Therapie des akuten
Koronarsyndroms, wie in  Abbildung 1 schematisch  dargestellt,

zusammengefasst.

Akutes Koronarsyndrom

2N

Keine ST-Hebung ST-Hebung

ﬂ NSTAMI @
% Q-Zacken Infarkt

Instabile

Nicht Q-Zacken Infarkt

Angina pectoris

Abbildung 1: Nomenklatur des akuten Koronarsyndroms der ACC/AHA Richtlinie 2002 zum
Therapiemanagement von Patienten mit akutem Koronarsyndrom und nicht ST-Hebungs Infarkt
Ubersetzt aus dem Englischen [1]. Das Diagramm verdeutlicht, dass Patienten mit
Brustschmerz unterteilt werden mussen, in die Gruppen mit ST-Hebungen und ohne ST-
Hebungen. Die meisten Patienten mit ST-Hebung im EKG entwickeln einen Q-Zacken Infarkt
und nur ein kleiner Anteil imponiert mit einem nicht-Q-Zacken Infarkt. Patienten, die keine
diagnostischen Veranderungen im EKG aufweisen, haben entweder eine instabile Angina
Pectoris oder einen Infarkt ohne ST-Hebung im EKG (NSTAMI), wobei die Differenzierung
durch den Nachweis oder das Ausbleiben eines Anstiegs kardialer Marker gefuhrt wird.

Die Klassifizierung der akuten Koronarsyndrome durch die ESC/ACC hat durch

die Redefinition des Myokardinfarktes eine erhebliche Anderung erfahren.
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Besonders Patienten mit ansteigenden Troponin Werten im Rahmen einer
Angina Pectoris Episode werden nach der neuen Definition als Myokardinfarkt
bezeichnet und nicht mehr als instabile Angina Pectoris eingestuft. Diese
Neudefinition ist umstritten und die klinische Umsetzung in Deutschland ist
immer noch uneinheitlich. Da die internationale Anerkennung und Umsetzung
der ESC/ACC Richtlinie zum akuten Koronarsyndrom aber unstrittig ist, basiert
die Klassifikation und Diagnostik des akuten Koronarsyndroms in dieser Arbeit
auch auf dieser Neudefinition.

Ursachlich beteiligt an der Entstehung des ACS sind atherosklerotische
GefalRveranderungen, wobei bei diesem Prozess die Thrombozyten eine
Schlusselrolle einnehmen. Besonderen Stellenwert haben hierbei der
Glykoprotein-(GP-)lIb/llla  Oberflachenrezeptor und die intrazellulare
Signalvermittlung der Thrombozyten durch Phospholipase D und dem
Spaltprodukt Cholin bei der Plaqueformierung. Weiterhin werden die Diagnostik
mit biochemischen Markern, die Therapie mit GPIIb/llla-Antagonisten und die

Madglichkeiten zur Risikostratifizierung dargestellt.

1.1 Das akute Koronarsyndrom

Nach den aktuellen Richtlinien der American Heart Association (AHA) wird
unter dem Oberbegriff des akuten Koronarsyndroms der Infarkt mit ST-Hebung
und ohne ST-Hebung und die Instabile Angina Pectoris zusammengefasst [2].
Die Bezeichnungen Nicht-Q-Zacken- und Q-Zacken-Infarkt (Non-Q-wave- und
Q-Wave-Infarkt) sind in ihrer klinischen Bedeutung etwas in den Hintergrund
getreten, da diese Einteilung haufig erst im Verlauf mdglich ist, wahrend flr
klinische Entscheidungen frihzeitige Differenzierungen notwendig sind.
Dennoch konnen die einzelnen Krankheitsbilder teilweise flieRend ineinander
ubergehen. Aus diesem Grund ist eine frihe eindeutige Diagnosestellung zur
schnellen Einleitung der gezielten Therapie in vielen Fallen schwierig. Es
wurden viele Neuerungen, entsprechend dem aktuellen Stand der Forschung,
in den Ablauf des diagnostischen Vorgehens aufgenommen. Die AHA hat zur
Diagnosestellung und Therapie bei Verdacht auf Vorliegen eines akuten

Koronarsyndroms die in Kapitel 1.2 dargestellte Vorgehensweise prasentiert.
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1.2 Diagnostik und Risikostratifizierung des akuten
Koronarsyndroms

Die klinische Diagnostik des akuten Koronarsyndroms lasst sich in die initiale
Notfalldiagnostik und die weiterfuhrende Diagnostik gliedern. Zusatzlich zur
eigentlichen Diagnostik, erfolgt eine Risikostratifizierung zur Einschatzung der
Prognose des Patienten und Auswahl der geeigneten Therapie. Ein
wesentliches Standbein der Risikostratifizierung ist die Bestimmung
biochemischer Marker [3]. Es erscheint sinnvoll, die einzelnen Substanzen in

gesonderten Abschnitten zu betrachten.

1.2.1 Notfalldiagnostik und friihe Risikostratifizierung

Die Diagnostik bei Aufnahme des Patienten lasst sich weiter in die
Anamneseerhebung und klinische Untersuchung, die Elektrokardiogramm-
(EKG)-Diagnostik und die Diagnostik mit biochemischen Markern unterteilen.
Zunachst wird die Anamnese und Kklinische Symptomatik des Patienten
betrachtet. Die Hauptbeschwerdesymptomatik des Patienten mit akutem
Koronarsyndrom ist haufig der akute Brustschmerz. Dieser kann z.B. in Arme
oder Abdomen ausstrahlen oder auch nur auf den Thorax begrenzt sein. In
vielen Fallen kommt noch eine Dyspnoe mit vegetativer Begleitsymptomatik
hinzu. Da diese Symptome vielfaltige Ursachen haben konnen, muss in der
ersten Untersuchung auch eine nicht-ischamische Ursache wie zum Beispiel
eine Perikarditis oder Myokarditis und eine Lungenarterienembolie bedacht
werden. Zur weiteren Diagnostik und Abklarung wird ein EKG geschrieben. Zur
Differenzierung des akuten Koronarsyndroms wird besonders auf ST-
Veranderungen geachtet. Keinesfalls schlief3t ein normaler EKG-Befund das
Vorliegen eines akuten Koronarsyndroms aus. In diesem Zusammenhang sind
die haufigsten EKG Veranderungen ST-Strecken-Veranderungen, Q-
Veranderungen oder T-Wellen-Veranderungen. Ein erhohtes Risiko haben auch
Patienten mit akutem Koronarsyndrom und Linksschenckelblock oder
elektrokardiographischen Zeichen der linksventrikularen Hypertrophie [1]. Nach
den aktuellen Empfehlungen der AHA[1] soll der Patient mit akutem
Koronarsyndrom nach der Anamnese, der klinischen Untersuchung und den
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ersten Schritten der Notfalldiagnostik, entweder der Gruppe mit ST-Hebung im
EKG oder der Gruppe ohne ST-Hebung zugeordnet werden.

Zusatzliche Informationen zur Diagnose liefern die biochemischen Marker.
Durch sie soll haufig eine Prognose und Therapiefestiegung, sowie eine
Eingruppierung in die verschiedenen Subklassen des akuten Koronarsyndroms
erfolgen. Die Richtlinien der ESC/ACC zur Redefinition des Myokardinfarktes
empfehlen ebenfalls die kardialen Troponine (cTnT/cTnl), wegen ihrer hohen
myokardialen Spezifitat, eindeutig als die bevorzugten Biomarker flir die
Diagnostik. Die myokardiale Kreatinkinase (CK-MB) Masse ist entsprechend
dem Consensus-Dokument lediglich die beste Alternative, wenn Troponine
nicht verfugbar sind. Das kardiale Risiko wird uber das mdgliche Auftreten von
kardialen Ereignissen definiert. Unter kardialen Ereignissen werden in der
Regel ,major cardiac events“ (MACE) verstanden, wie der plotzliche Herztod,
Myokardinfarkt bzw. Reinfarkt, erneute Instabile Angina Pectoris (mit
Krankenhausaufnahme), hamodynamische Komplikationen, schwerwiegende
Herzrhythmusstorungen und die Notwendigkeit interventioneller oder operativer
Koronarinterventionen. Die Wertigkeit der einzelnen oder kombinierten
Anwendung kardialer Marker zur Notfalldiagnostik ist kompliziert und wird daher
in einzelnen Abschnitten betrachtet (siehe Kapitel 1.2.2).

Neben den biochemischen Methoden haben Risiko Klassifikationen (Scores)
immer noch eine wichtige Bedeutung. Neben alteren Klassifikationen wie Peel-
Index [4], Norris Prognostic Score [5] und Killip-Klassifikation [6, 7] sind einige
besondere Scores und Klassifikationen fur das akute Koronarsyndrom von
Bedeutung. Zur Klassifizierung der Patienten und Einschatzung des jeweiligen
Risikos weiterer kardialer Ereignisse gibt es verschiedene Modelle, von denen
hier die Klassifikation nach Braunwald und der TIMI-Risk Score naher
beschrieben werden sollen. In der Klassifikation nach Braunwald werden die
Patienten mit instabiler Angina Pectoris in drei Stadien, entsprechend der
Beschwerden, nach Erstangina () und Ruheangina vor (1) oder innerhalb der
letzten 48 Stunden (lIl), eingeteilt. Zusatzlich erlaubt die Einteilung in sekundare
instabile Angina (A), primare instabile Angina (B) und 2 Wochen post Infarkt
(C), eine genauere Differenzierung. Unter Einbeziehung des Troponin-Tests soll

die Gruppe IIIB weiter in Test-positiv und Test-negativ unterteilt werden [8, 9].
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Troponin-positive Patienten mit akutem Koronarsyndrom werden allerdings
nicht mehr als instabile Angina Pectoris, sondern als Myokardinfarkt klassifiziert
(Redefinition ESC/ACC 2000). Der TIMI-Risk-Score definiert 7 verschiedene
Faktoren, mit deren Hilfe eine Risikostratifizierung moglich ist. Diese sind Alter
uber 65 Jahre, Uber drei Atherosklerose-Risikofaktoren, bekannte
Koronarstenose groRer 50%, Einnahme von Aspirin innerhalb der letzten 7
Tage, wiederholt Angina Pectoris Beschwerden innerhalb der letzten 24
Stunden, erhohte biochemische Herzmarker und ST-Veranderungen im EKG.
Jeder dieser Faktoren gibt jeweils bei Vorliegen einen Punkt. Abhangig von der
Summe, ist eine Einschatzung Uber die Wahrscheinlichkeit weiterer Ereignisse
wie Tod oder ischamische Ereignisse mdoglich [10, 11]. Auch andere
Moglichkeiten sind zur Klassifizierung der Risikopatienten evaluiert worden. So
soll allein Uber die Beurteilung der Brustschmerzen oder durch ein
mathematisches Model das Risiko fur ein kardiales Ereignisse abgeschatzt

bzw. berechnet werden [12, 13].

1.2.2 Weiterfiihrende biochemische Diagnostik

Die ausfuhrliche Diagnostik des akuten Koronarsyndroms stutzt sich auf
biochemische Marker. Hierbei gelten einige aktuell als Goldstandard, andere
viel versprechende Marker sind noch in der klinisch-laborchemischen

Evaluation.

1.2.2.1 Konventionelle Marker

Unter konventionelle Marker werden im Rahmen dieser Arbeit die myokardiale

Kreatinkinase (CK-MB), deren Isoenzyme und Myoglobin verstanden.

Kreatinkinase und Isoenzyme

Die Bestimmung der CK-MB als Masse oder Aktivitat wurde bis vor einiger Zeit
noch als der Goldstandard der biochemischen Diagnostik des akuten
Myokardinfakrtes (AMI) angesehen. Die Bedeutung der CK-MB ist durch
Redefinition des AMI im Rahmen der aktuellen Richtlinien der AHA und ACC in
den Hintergrund getreten (siehe auch Kapitel 1.2.1). Es besteht aber

weitgehend Einigkeit dartber, dass die CK-MB Masse gegenuber der CK-MB
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Aktivitat zu bevorzugen ist und dass die alleinige Bestimmung der Gesamt-CK
zur Infarktdiagnostik obsolet ist. Die Bestimmung weiterer CK-MB-Isoformen
scheint zwar vorteilhaft fur eine Fruhdiagnostik zu sein (<4 Stunden) [2], hat
sich aber klinisch bisher nicht durchgesetzt. Die CK-MB Masse ist ein wichtiger
prognostischer Marker [14][15] hat aber das Problem einer langsamen
Freisetzungskinetik, so dass eine diagnostische Sicherheit erst nach mehrere
Stunden vorliegt.

Myoglobin

Myoglobin kommt als Sauerstoffspeicher in den verschiedenen Muskelzellen
von Myokard und Skelettmuskulatur vor. Myoglobin ist als erster Marker schon
2-4 Stunden nach einem Infarkt im Serum nachweisbar. Bereits nach 12-24
Stunden kommt es wieder zu einem Absinken auf den Normalwert. Aufgrund
dieser Kinetik ist Myoglobin als eine fruhe Markersubstanz zur Diagnostik
einsetzbar [16]. Da Myoglobin auch in der Skelettmuskulatur vorkommt, ist es
nicht myokardspezifisch, was in diesem Zusammenhang oft problematisch ist.
Daher eignet sich Myoglobin in der Fruhphase eher in Kombination mit einem
Troponin-Test zur Diagnostik und Risikoklassifizierung des akuten
Koronarsyndroms [17]. Auch andere Untersuchungen zeigten, dass Myoglobin
als zeitlich sehr friher Marker ischamische Veranderungen am
Herzmuskelgewebe anzeigen kann, jedoch auch hier aufgrund der geringen
Spezifitat eine Kombination mit anderen Markern empfohlen wird [16]. Die
aktuellen Richtlinien der AHA/ACC empfehlen Myoglobin als Einzelmarker
lediglich zum Ausschluss eines akuten ischamischen Ereignisses durch ein
negatives Testergebnis. Bei einem positiven Testergebnis wird ein weiterer Test

mit erhohter Spezifitat gefordert, um die Diagnose zu bestatigen.

1.2.2.2 Troponin

Zahlreiche Studien belegen die grof3e prognostische Aussagekraft von Troponin
| oder Troponin T [18][19][20] Dabei steigt das Sterblichkeitsrisiko mit der
Zunahme der Troponin | oder T Konzentration an. Problematisch ist allerdings,
wie bei zahlreichen anderen Markern auch, die langsame Freisetzungskinetik

der kardialen Troponine und die Zeitspanne vom Schmerzbeginn bis zum
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Zeitpunkt einer hohen diagnostischen Sicherheit (>95%), welche bis zu 12 h
oder mehr betragen kann [21]. Ein weiteres Problem ist die fehlende
Standardisierung der Troponin | Tests. Da von verschiedenen Herstellern
Gerate und Methoden zur Bestimmung des Tnl Wertes im Serum angeboten
werden, kommt es bedingt durch die abweichenden Testverfahren und
Antikérper zu unterschiedlichen Messwerten, was die Dringlichkeit fur die
Einflhrung eines Standard Verfahrens deutlich macht. Ein erster Schritt ist die
Standardisierung der Troponin Cut-offs Uber die 99%-Percentile und den
Variationskoeffizienten mit <10% [22].

In retrospektiven Analysen der CAPTURE Studie (c7E3 Fab Antiplatelet
Therapy in Unstable Refractory Angina) profitierten Patienten mit positivem
Troponin T Test vom Einsatz eines GPIIb/llla-Antagonisten (Abciximab) [23].
Abciximab wurde auch in anderen klinischen Studien eingesetzt (EPIC (Use of
a Monoclonal Antibody Directed against the Platelet Glycoprotein llb/llla
Receptor in High-Risk Coronary Angioplasty), EPILOG (Evaluation in PTCA to
Improve Long-term Outcome with abciximab GP lIb/llla blockade), RAPPORT
(ReoPro And Primary PTCA Organization and Randomized Trial),
EPISTENT;(Evaluation of Platelet lIb/llla Inhibitor for Stenting) [24, 25, 26, 27]).
Es konnte eine absolute Reduktion fur das Erreichen der primaren Endpunkte
nach 30 Tagen (Tod, Reinfarkt, erneute PTCA, Bypass-OP) bewiesen werden.
Einschrankend ist hier das Kollektiv der Patienten, da in alle Studien nur
Patienten nach oder vor PTCA eingeschlossen wurden.

Der klinische Einsatz von Eptifibatide wurde in den IMPACT-II (Integrilin to
Minimise Platelet Aggregation and Coronary Thrombosis-Il) [28] und PURSUIT
Studien untersucht (Platelet Glycoprotein lIb/llla in Unstable Angina: Receptor
Suppression Using Integrilin Therapy) [29]. Hierbei kam es in der IMPACT-II
Studie nur unter Low-Dosis-Therapie zu einer signifikanten Reduktion der
primaren Endpunkte. Das Ergebnis der PURSUIT Studie [29] war eine
signifikante Reduktion der primaren Endpunkte nach 30 Tagen unter
Eptifibatide Therapie. Hier wurden Patienten mit akutem Koronarsyndrom ohne
weitere Intervention eingeschlossen, wogegen bei IMPACT-Il [28] zusatzlich
eine PTCA oder ACVB Operation durchgefihrt wurde. In den Studien PRISM
(Platelet Receptor Inhibition in Ischemic Syndrome Management) [30], PRISM-
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PLUS (Platelet Receptor Inhibition in Ischemic Syndrome Management in
Patients limited by Unstable Signs and Symptoms) [31] und RESTORE
(Randomized Efficacy Study of Tirofiban for Outcomes and REstenosis) [32]
wurde der Einsatz von Tirofiban evaluiert. Subanalysen der PRISM Studie
zeigten, dass Troponin T und | positive Patienten von der Therapie mit Tirofiban
profitieren [33]. Eine signifikante Reduktion der primaren Endpunkte (Tod,
Herzinfarkt, Bypass-Intervention) innerhalb der ersten 30 Tage, konnte in der
RESTORE Studie fir den Einsatz von Tirofiban bewiesen werden [34]. In der
PRISM-PLUS Studie konnte eine Reduktion der Ereignisrate (Tod, Herzinfarkt,
refraktare Ischamie) durch die Kombination von Tirofiban mit Aspirin und
Heparin erreicht werden [31].

In der GUSTO IV--ACS Studie (Global Use of Strategies To Open Occluded
Coronary Arteries IV--Acute Coronary Syndrome) wurde der Einsatz von
Abciximab ohne zusatzliche interventionelle Therapie gepruft. Die Therapie
fuhrte im Gegensatz zu den anderen Studien bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom zu keiner signifikanten Reduktion der primaren Endpunkte [35,
36]. In der TACTICS-TIMI-18 Studie (Treat Angina with Aggrastat and
determine Cost of Therapy with an Invasive or Conservative Strategy.
Thrombolysis In Myocardial Infarction) erhielten alle Patienten mit akutem
Koronarsyndrom ASS, Heparin und Tirofilban und zusatzlich nach
Randomisierung eine invasive Therapie mittels PTCA [37]. Es wurde eine
signifikante Reduktion flr das Erreichen der primaren Endpunkte in der frih-
invasiven Gruppe festgestellt, wobei besonders Patienten mit erhohten

Troponin Werten profitierten.

1.2.2.3 C-reaktives Protein und B-Typ natriuretisches Peptid

Das C-reaktive Protein (CRP) ist als akute Phase Protein ein wichtiger Mediator
in der humoralen Entzindungsreaktion. Es konnte gezeigt werden, das die CRP
Bestimmung eine prognostische Einschatzung bei kardiovaskularen Hochrisiko-
Patienten erlaubt [38, 39, 40]. Eine CRP Erhdhung bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom ist unabhangig von einem Anstieg der Troponine, weshalb
dem CRP besonders in der Frihphase des akuten Koronarsyndroms eine

Bedeutung zukommen kénnte. Im Gegensatz zu den Troponinen wird deshalb
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eine frihe CRP Bestimmung nach Symptombeginn sowie eine engmaschige
Verlaufskontrolle vorgeschlagen [40].

Zur prognostischen Beurteilung fur kardiale Ereignisse innerhalb von sechs
Monaten nach Infarkt zeigte sich die CRP Bestimmung dem Troponin T
signifikant Uberlegen. Dies gilt insbesondere fur Patienten nach erfolgter
Revaskularisation [41]. Neue Untersuchungen zeigten hier, das CRP positive
Patienten mit akutem Koronarsyndrom vom Einsatz eines Medikaments aus der
Gruppe der Statine profitierten konnen. Ob dies eine weitere Therapie-Option
ist, muss noch geklart werden [42, 43]. Generell profitierten Patienten mit
akutem Koronarsyndrom von einem frihen Einsatz eines Statins in der MIRACL
Studie (Effects of Atorvastatin on Early Recurrent Ischemic Events in Acute
Coronary Syndromes) [44]. Aufgrund fehlender kardialer Spezifitdt des CRP,
mussen zahlreiche andere Ursachen mit entzindlicher Genese fur eine CRP
Erhohung berlcksichtigt werden.

Im Hinblick auf die Therapie mit GPIIb/llla-Antagonisten hatten durchgefuhrte
Studien zum Teil ein gegensatzliches Ergebnis. In der GUSTO-IV-ACS Studie
war die Therapie mit Abciximab bei erhdhtem CRP mit einem Anstieg der
Letalitat verbunden [35]. Im Gegensatz dazu wurde im Rahmen des vier Jahres
Follow-up der CAPTURE Studie kein Zusammenhang zwischen der CRP-
Konzentration und dem Einsatz eines GPIIb/llla-Antagonisten gefunden [45].
Inwieweit CRP-positive Patienten von einer Therapie mit GPIIb/llla-
Antagonisten tatsachlich profitieren, missen in diesem Fall weitere Studien
zeigen.

.B-type natriuretic peptide” (BNP) wird von Herzmuskelzellen synthetisiert und
in Abhangigkeit von der ventrikularen Dilatation freigesetzt. BNP ist ein
Neurohormon und greift regulativ in die Einstellung des Blutdrucks Uber
Vasodilatation ein [46].

Far Myokardinfarkt Patienten konnte eine Erhdhung der Plasma BNP-
Konzentration nachgewiesen werden [47]. Es wird ein direkter Zusammenhang
zwischen einer BNP Erhdéhung und dem Schadigungsgrad des Herzmuskels,
auch ohne Ausbildung einer Nekrose, vermutet [46]. Andere Studien belegen
einen Nutzen der BNP Bestimmung eher fur die Langzeitprognose [48]. Obwohl

diese Ergebnisse Anlass zu weiteren Studien mit BNP als Risikomarker geben,
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ist der BNP Anstieg in erster Linie als Reaktion auf eine Pump-Dysfunktion des
Ventrikels zu interpretieren [46] und kann nicht die entztundliche, dynamische
Komponente in der Entstehung des akuten Koronarsyndroms anzeigen. Diese
fehlende Spezifitat fur das akute Koronarsyndrom schrankt daher den Einsatz
von BNP als Frihmarker deutlich ein. In wieweit der Einsatz von BNP in
Kombination mit anderen Markern zur Diagnostik und Risikoklassifizierung des
akuten Koronarsyndroms genutzt werden kann, mussen weitere Studien
zeigen.

In einer aktuellen Studie aus dem Jahr 2003 wurde das ,N-terminal pro-brain
natriuretic peptide® (NT-proBNP) untersucht [49]. BNP entsteht durch
enzymatische Spaltung des Prohormons pro-BNP. Hierbei wird das N-terminale
Ende des Molekuls abgespalten (NT-proBNP). Anhand des Studienkollektivs
aus der GUSTO-IV-ACS Studie konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung
von NT-proBNP im Serum mit einem Anstieg der 1-Jahres Mortalitat korreliert.
Im Vergleich mit Troponin und CRP war das NT-proBNP der starkere Pradiktor
[49].

1.2.2.4 Andere biochemische Marker

Interleukine

Interleukine haben als Zytokine der Immunregulation unter anderem eine
wichtige Funktion bei der zellularen Regulation der entzundlich-endothelialen
Dysfunktion. Zusatzlich vermitteln Interleukine (IL) zellulare Adhasion, womit die
Bedeutung auch flr das akute Koronarsyndrom deutlich wird. Es wurden
verschiedene Studien zu den einzelnen Interleukinen (IL-2, IL-6, IL-8)
durchgefuhrt. Hierbei zeigten sich in Abhangigkeit des jeweiligen Interleukins
zum Teil gegensatzliche Ergebnisse. Im akuten Myokardinfarkt kommt es zum
Anstieg von IL-6 [50], wogegen die Konzentration von IL-2 und IL-8 abnahm
[51]. Alle Studien zu Interleukinen zeigen die enge Verknupfung der zellularen
Mediatoren mit den endothelialen Veranderungen. Interleukine sind nicht

herzspezifisch und kdnnen somit nur unterstitzende Informationen liefern.

Ischamisch verandertes Albumin

Albumin ist ein in der Leber synthetisiertes Protein, welches cirka 60% des
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Gesamteiweiles im Blutplasma ausmacht. Unter Sauerstoffmangel entstehen
unter anderem freie Radikale, die Uber eine Enzyminduktion am
Albuminmolekul eine N-terminale Sequenzanderung hervorrufen. In ersten
Untersuchungen konnte ein Anstieg des ischamisch veranderten Albumins
(ischaemia modified Albumin, IMA) bei hypoxisch bedingten kardiovaskularen
Veranderungen bewiesen werden [52]. Im Hinblick auf die Frihdiagnostik des
akuten Koronarsyndroms konnte hierbei der sehr fruihe Anstieg des IMA im
Plasma als Reaktion auf eine Hypoxie interessant sein. Folgestudien konnten
einen Anstieg der Sensitivitdt in Kombination mit einem Troponin-l Test
belegen. Die Autoren folgern hieraus einen mdglichen Gewinn in der Triage des

akuten Koronarsyndroms [53].

Annexin V

Annexin V ist ein Calcium bindendes Protein, welches in vielen Geweben des
Korpers vorkommt. Es konnte gezeigt werden, dass es nach einem
Myokardinfarkt zu einer Konzentrationserhohung kommt, welche als Reaktion
auf die einsetzende Apoptose zu interpretieren ist [54, 55, 56]. Als Marker in der
ischamischen Fruhphase scheint Annexin V aufgrund der geringen Spezifitat

jedoch nur eingeschrankt geeignet zu sein [57].

Phospholipase A2
Das Enzym Phospholipase A2 (PLA2) katalysiert die Calciumabhangige

Freisetzung von Arachidonsaure (AA) aus der Phospholipidmembran der Zelle.
Die Arachidonsaure ist unter anderem an der Bildung des Eicosanoids
Thromboxan A2, einem Aktivator der Thrombozytenaggregation, beteiligt. Es
konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen des akuten Koronarsyndroms zu
einer erhohten Konzentration von PLA2 im Plasma kommt [58]. Aufgrund des
ubiquitaren Vorkommens des Enzyms im Korper erscheint die Spezifitat fur das

akute Koronarsyndrom eher niedrig [59].

CDA40 Ligand

Das transmembrane CD40 Protein wird von verschiedenen Zellen auf der
Oberflache prozessiert. Im Zusammenhang mit der Expression auf

Thrombozyten konnte die Funktion des naturlichen Bindungspartners CD40
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Ligand (CD40L) bei der Formation von Thromben und der gleichzeitigen
Vermittlung der Freisetzung von Chemokinen sowie die erhdhte Expression von
Adhasions-Moleklilen nachgewiesen werden [60]. Die durch die Chemokin-
Freisetzung vermittelte Rekrutierung von Leukozyten verdeutlicht die Rolle der
Thrombozyten im Rahmen einer inflammatorischen Reaktion an der betroffenen
Zellwandstruktur. Aktuell wurde im April 2003 eine erneute Auswertung des
Patienten Kollektivs der CAPTURE Studie im Hinblick auf ein mogliches
erhohtes Risiko fur kardiale Ereignisse durch die verstarkte Expression von
CD40 auf den Thrombozyten durchgeflihrt. Hier zeigte sich bei ACS Patienten
mit erhohter CD40L Konzentration eine signifikant erhdhte Ereignisrate
innerhalb von sechs Monaten [61]. Eine hierauf durchgefuhrte Therapie mit dem
GPlIb/llla-Antagonisten Abciximab fuhrte zu einer signifikanten Reduktion von
kardialen Ereignissen. Im Hinblick auf die Spezifitat flir myokardiale Prozesse
stellt die erhdhte CD40 Expression im Rahmen von Tumorerkrankungen und
leukamischen Erkrankungen jedoch eine Einschrankung bei der Diagnostik des

akuten Koronarsyndroms dar [62].

Weitere Marker des akuten Koronarsyndroms

Die in Tabelle 1 dargestellten Substanzen sind Marker, die in der
Standarddiagnostik des akuten Koronarsyndroms nicht eingesetzt werden, aber
in verschiedenen Studien auf ihre mdgliche Aussagekraft und Verwendung zur
Diagnostik untersucht wurden. In der Tabelle werden zur jeweiligen Substanz
deren Eigenschaften in Verbindung mit der Diagnostik genannt und den

zugehdrigen Literaturstellen gegenubergestellt.
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Tabelle 1: Darstellung weitere Marker-Substanzen, welche im Rahmen der Diagnostik des
akuten Koronarsyndroms in verschiedenen Untersuchungen evaluiert wurden.

Markersubstanz Eigenschaften Literatur
GPBB Glykogen Glykogenolyse Schlisselenzym, | [63, 64, 65]
Phosphorylase BB Isoenzym BB liegt im Gehirn
und Herz vor, Anstieg bei
Hypoxie
MMP Matrix- Enzyme sind bei entziindlichem | [66]
Metalloproteinasen Gewebeabbau aktiv, d.h. auch

nachweisbar bei atheromatdsen
Plaque-Veranderungen

TAT Thrombin- Konzentration erhoht bei [67, 68, 69]
antithrombin-I11- aktivierter plasmatischer
Komplex Gerinnung, d.h.

hyperkoagulatorisches System
mit Prognoseverschlechterung

bei ACS
F1.2 Thrombinfragment Spaltprodukt der [70,71,72]
F1.2 Thrombingenese

Anstieg zeigt das
thrombembolische Risiko

ATP Adenosin-Tri-Phosphat | Konzentrationserhéhung bei [73, 74]
Aktivierung der Thrombozyten

TxA2/ TxB2 | Thromboxan A2/ B2 Nachweis des Metaboliten TxA2 | [75, 76, 77]
Uber Spaltprodukt TxB2 zur
Beurteilung der Zyklooxygenase
abhangigen Thrombozyten-
Aktivierung

1.2.2.5 Kombination von Marker-Substanzen

Troponine werden heute wegen ihrer Uberlegenen Eignung bevorzugt als
Marker in der Diagnostik des akuten Koronarsyndroms eingesetzt. Es muss
jedoch berucksichtigt werden, dass auch die Troponine als Einzelmarker nur
eine eingeschrankte Aussagekraft in der Diagnostik haben, da auch Troponin
negative Patienten ein hohes Risiko zur Entwicklung eines akuten
Koronarsyndroms haben kénnen [78]. Bei der Kombination von Troponin mit
anderen kardialen Markern wie Myoglobin und CK-MB Masse steigt die
diagnostische Sicherheit an [16, 17, 79]. Auch die Risikostratifizierung kann
durch die Bestimmung von Troponinen in Kombination mit CRP und BNP
verbessert werden [38]. Durch die Verwendung von zwei oder mehreren

Markern (Multimarker Analyse) kann in der Regel eine groliere Anzahl an
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Risiko-Patienten erkannt werden [79]. Multimarker Analysen zeigen eine
erhdhte Sensitivitat bezlglich der Kombination der Marker, auch wenn diese flr
sich genommen nicht herzspezifisch sind. In einer aktuellen Analyse der
Multimarker Strategie bei der Diagnostik des akuten Koronarsyndroms kommen
Morrow et al. zu der Schlussfolgerung, dass die Kombination verschiedener
Substanzen zur Risikostratifizierung die sicherste Einschatzung des Risikos
liefert [3]. Hierbei wird die Kombination von Troponin als herzspezifischer
Marker mit Substanzen wie BNP und NT-pro BNP als Marker der
hamodynamischen Stressreaktion und CRP als Marker einer inflammatorischen
Komponente des akuten Koronarsyndroms empfohlen. Zusatzliche
Informationen konnten durch weitere Addition verschiedener Substanzen wie
CD40, Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und modifiziertes Albumin gewonnen

werden [3].

1.3 Medikamentose Therapie des akuten Koronarsyndroms mit
GPlib/llla-Antagonisten

In die Gruppe der GPIIb/llla-Antagonisten gehoéren die Substanzen Eptifibatide,
Abciximab und Tirofiban. Diese binden Uber unterschiedliche Mechanismen an
den GPIIb/llla-Rezeptor auf der Thrombozyten Oberflache und hemmen so
selektiv die Thrombozyten Aggregation. Hierbei ist die Fibrinogenbindung an
den Rezeptor blockiert und dadurch die Vernetzung der Thrombozyten
untereinander aufgehoben. Die Bildung komplexer Thromben, insbesondere
nach der Plaque Ruptur, wird so verhindert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde speziell die Wirkung des GPlib/llla-
Antagonisten Tirofiban (siehe Abbildung 2) untersucht. Hierbei handelt es sich
um ein nicht-peptidisches Tyrosinderivat mit einem Molekulargewicht von 495
kD, welches spezifisch und kompetitiv eine definierte Aminosauresequenz des
Rezeptors imitiert und die Fibrinogenbindung verhindert [80]. In Abbildung 2 ist
die Strukturformel von Tirofiban (Aggrastat®, MSD) dargestellt. Die Ergebnisse
aktueller Studien zur Tirofibanmedikation werden im Folgenden Kkurz

zusammengefasst.
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Abbildung 2: Darstellung der Strukturformel von Tirofiban

Seine Wirksamkeit als Thrombozyten Aggregationshemmer konnte in den
PRISM, PRISM-PLUS und RESTORE (siehe auch Kapitel 1.2.2.2) Studien
nachgewiesen werden. Hierbei ergab sich insgesamt, dass durch zusatzliche
Gabe von Tirofiban zur Standardtherapie (Medikation von ASS und Heparin),
die Letalitat und Morbiditat bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom,
unabhangig von der weiteren Therapie, gunstig beeinflusst werden kann [30,
31, 31, 31].

In die PRISM und PRISM-PLUS Studie wurden ACS Patienten, mit instabiler
Angina Pectoris oder akutem Myokardinfarkt ohne Q-Zacken Veranderung,
eingeschlossen und zusatzlich zur Standardtherapie mit Heparin oder Tirofiban
(PRISM) und Kombination von Heparin und Tirofiban oder nur Heparin (PRISM-
PLUS) untersucht. Hierbei gab es zum Teil widerspruchliche Ergebnisse fur den
Einsatz von Tirofiban. In der PRISM-PLUS Studie hatten besonders Patienten
ohne ST-Hebung und mit erhdohtem Troponin | oder T den grofdten
Therapiegewinn durch den Einsatz von Tirofiban. Der Studienarm mit alleiniger
Tirofiban Medikation wurde aufgrund erhohter Letalitat abgebrochen. In der
PRISM Studie konnte der grote Erfolg mit der Kombination von Tirofiban und
Heparin erzielt werden. Die alleinige Therapie mit Tirofiban ergab hier keine
erhohte Letalitat. Eine Erklarung hierfur konnte die unterschiedlich lange
Einschlussphase sein (PRISM-PLUS innerhalb 12 Stunden, PRISM innerhalb
24 Stunden) und ein unterschiedliches Therapie-Management bezlglich der
Dauer der Tirofiban-Infusion (PRISM-PLUS 71,3+20 Stunden, PRISM 48
Stunden). In der PRISM-Plus Studie wurden viele Patienten mit bestehender
Heparintherapie eingeschlossen, welche dann bei Randomisierung in die

Tirofiban Monotherapiegruppe abgebrochen wurde. Eine Beeinflussung im
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Sinne eines Heparin Rebound Phanomens und damit verbundene Erhdhung
der ischamischen Ereignisse, ist deshalb ebenfalls nicht auszuschlieRen. Die
Autoren selbst fuhren auch Zufall als weitere Interpretation dieser Unterschiede
an, da die Ereignisrate innerhalb des abgebrochenen Studienteils insgesamt
gering war.

In der TACTICS-TIMI-18 Studie erhielten alle Patienten mit akutem
Koronarsyndrom ASS, Heparin und Tirofiban, und zusatzlich nach
Randomisierung erhielt ein Teil eine invasive Therapie mittels PTCA. Es wurde
eine signifikante Reduktion fur das Erreichen der primaren Endpunkte (,Major
Cardiac Events“; MACE: plétzlicher Herztod, Myokardinfarkt bzw. Reinfarkt und
erneuter instabile Angina Pectoris) in der invasiven Gruppe festgestellt, wobei
besonders Patienten mit erhdohten Troponin Werten profitierten [37, 81].
Verschiedene GPIIb/llla-Antagonisten wurden in der TARGET Studie (Impact of
Clinical Syndrome Acuity on the Differential Response to 2 Glycoprotein lIb/llla
Inhibitors in Patients Undergoing Coronary Stenting) miteinander verglichen
[82]. Hier hatte die Gruppe unter Therapie mit dem chimeren monoklonalen
Antikdrper Abciximab (c7E3Fab) zunachst eine insgesamt niedrigere
Ereignisrate, als die Vergleichsgruppe unter Tirofibantherapie. Dieses Ergebnis
konnte im 6-Monate Follow-up statistisch nicht mehr belegt werden [82].
Einschrankend ist hier weiterhin anzumerken, dass lediglich Patienten zur
Stent-Implantation eingeschlossen wurden.

In der RESTORE Studie wurden ACS Patienten mit instabiler Angina Pectoris
nach PTCA eingeschlossen und mit Tirofiban oder Placebo zusatzlich zur
bestehenden Heparin Therapie behandelt [32]. Durch die Tirofiban Therapie
konnte hier eine deutliche Reduktion weiterer ischamischer Ereignisse nach
PTCA erreicht werden.

Im Vergleich zu den meisten Untersuchungen unter einer Tirofiban Medikation,
kommt die GUSTO-IV-ACS Studie, bei der der GPlIb/llla-Antagonist Abciximab
untersucht wurde, zu einem anderen Ergebnis [35]. Es wurden Patienten mit
ACS ohne ST-Hebung und ohne weitere geplante PTCA randomisiert. Die
Multicenterstudie mit insgesamt 7800 Patienten konnte keine Reduktion der
primaren Endpunkte (Tod oder Myokardinfarkt) fir die Abciximab Therapie

zeigen. Der Vorteil fur die GPIIb/llla-Therapie war in Subgruppenanalysen der
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Tirofiban Studien teilweise auch nur gering in den Gruppen ohne perkutane
Intervention, aber statistisch belegbar. Mdoglicherweise spielt hier auch die
langere Thrombozyteninhibierung durch Abciximab im Vergleich zum
kleinmolekularen Tirofiban eine Rolle.

Der therapeutische Nutzen fir den Patienten mit akutem Koronarsyndrom ist
gerade mit den GPIlIb/llla-Antagonisten besonders in der Frihphase der
Erkrankung hoch. Die Identifizierung dieser Risikopatienten gerade in einem
frihen Stadium ist haufig schwierig, da hier oft EKG-Veranderungen transient
sein koénnen, und kein Anstieg kardialer Marker messbar ist. An dieser Stelle
wird der potentielle Vorteil eines Markers deutlich, welcher schon friih ein
mogliches Risiko zur Entwicklung von weiteren ischamischen Komplikationen
aufzeigen kann. Die Konsequenz, vorausgesetzt das Risiko einer progredienten
Verschlechterung der Versorgung des Herzmuskelgewebes wird noch in der
Entstehung entdeckt, kdnnte eine noch schnellere Applikation von GPIIb/llla-
Antagonisten zur Unterbrechung der dynamischen, thrombozytaren Kaskade
sein.

Verschiedene Studien zeigen, dass bestimmte Patientengruppen von der
Therapie mit einem GPIIb/llla-Antagonisten profitieren. In der bereits
dargestellten CAPTURE Studie [23] profitierten besonders Troponin positive
Patienten vom Einsatz eines GPIlIb/llla-Antagonisten. In Subanalysen der
PRISM-PLUS Studie [83] profitierten ebenfalls Troponin positive Patienten von
der Therapie mit Tirofiban durch eine signifikante Senkung von Tod und
Myokardinfarkt innerhalb des 30 Tage Follow-up. Es wird zurzeit diskutiert, ob
auch Patienten mit ST-Hebungen im EKG vom Einsatz eines GPlIb/llla-
Antagonisten profitieren kénnten. In der INTEGRITI Studie (Integrilin and
tenecteplase in acute myocardial infarction) [84] wurde bei Patienten mit ST-
Hebungs-Infarkt eine Kombination einer reduzierten Dosis Tenecteplase und
Eptifibatide mit der Tenecteplase Monotherapie verglichen. In der
angiographischen  Kontrolle zeigte sich in der Gruppe unter
Kombinationstherapie ein besseres Ergebnis des TIMI Grad 3 Flusses und eine
Ruckbildung der EKG Veranderungen. Diese Kombination mit einem GPIIb/llla-
Antagonisten bei ST-Hebungen wird hier aber aufgrund erhdhter

Blutungskomplikationen nicht allgemein empfohlen.
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Die Guidelines der ESC 2003 zum Management des ST-Hebungs-Infarktes [85]
empfehlen den Einsatz der GPIIb/llla-Antagonisten ebenfalls nicht generell, da
es auch hier insgesamt zu erhohten Blutungskomplikationen durch den
zusatzlichen Einsatz gekommen ist. Da es aber zur Senkung der Reinfarkt-Rate
im Rahmen einer percutanen Intervention durch diese medikamentdse
Zusatztherapie kommt, koénnten GPIlIb/llla-Antagonisten fir Hochrisiko
Patienten eingesetzt werden. Diese medikamentose Therapie von ST-Hebungs-
Infarkten und das Risiko von Komplikationen soll laut ESC in weiteren Studien
untersucht werden. In der TIGER-PA Studie (Results of the Tirofiban Given in
the Emergency Room before Primary Angioplasty Pilot Trial) [86] wurde bei
Patienten mit ST-Hebungs-Infarkt in einer Gruppe Tirofiban sofort bei Aufnahme
gegeben, und in der Vergleichsgruppe erst wahrend der perkutanen Katheter
Intervention. Im 30 Tage Follow-up gab es weniger Ereignisse (Tod, Reinfarkt)
in der Gruppe unter Tirofiban Frih-Therapie, jedoch ohne statistische
Signifikanz. Ebenfalls nicht signifikant war der Vergleich von Komplikationen
durch Blutungen zwischen den Gruppen. Insgesamt wurde eine geringe
Blutungs-Rate gefunden. Die frihe Applikation des GPIlIb/llla-Antagonisten
zeigte aber eine signifikant Uberlegene Wiederherstellung des TIMI Grade 3
Flusses gegenuber der spateren Applikation direkt zum Zeitpunkt der Katheter-
Intervention.

Diese Ergebnisse verdeutlichen den weiteren Studienbedarf fir den Einsatz von
GPIIb/llla-Antagonisten, insbesondere im Hinblick auf Komplikationen durch
Blutungen, zeigen aber auch ein besseres Ergebnis der Reperfusion durch eine
frGhe Applikation.

1.4 Pathophysiologie der atherosklerotischen Plaques

Es gibt verschiedene Hypothesen zur Entstehung von Plaques im Rahmen
einer Koronarsklerose. Als allgemein anerkannt gilt heute, dass es sich bei der
Koronarsklerose nicht primar um eine degenerative Erkrankung handelt. Die
Koronarsklerose ist eine entzundlich-fibroproliferative GefaRwand-Veranderung.
Zur Einteilung der verschiedenen Stadien der Plaque-Struktur wird hier die

Einteilung nach Stary verwendet.
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1.4.1 Stabile Plaque

Die stabile atherosklerotische Plaque ist das Resultat einer chronischen
Entzindungsreaktion, an der Endothel, Monozyten, Makrophagen und glatte
Muskelzellen beteiligt sind. Ausloser fur das stufenweise Entstehen der Plaque
ist die endotheliale Dysfunktion, unter der man den Verlust der endothelialen
Barrierefunktion und den Verlust zur Fahigkeit der metabolischen Regulation
versteht. Die Abnahme der physiologischen Endothelfunktion wird durch die
bekannten  Risikofaktoren = wie  Hypercholesterinamie  und  andere
Fettstoffwechselstorungen, arteriellen Bluthochdruck, Rauchen und Diabetes
mellitus gefordert, welche in der Framingham Studie erstmalig evaluiert wurden
[87].

Die Entstehung der Plaque beginnt mit der aktiven Aufnahme und Einlagerung
von ,Low density Lipoprotein“ (LDL) in die Intima (Typ | Lasion nach Stary/
AHA). Die anschliellende Expression von Adhasionsmolekilen und Exozytose
chemotaktischer Substanzen durch die Endothelzellen fuhrt zur Adhasion und
Migration von Blutmonozyten in die Intima. Das eingedrungene LDL wird durch
verschiedene Enzyme und freie Sauerstoffradikale modifiziert, so dass es zur
unkontrollierten Aufnahme von oxidiertem LDL in die Makrophagen kommt
(Fatty streaks) [88]. Durch Zusammenwirken von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren aus stimulieten Monozyten, Lymphozyten und
Makrophagen werden glatte Muskelzellen aktiviert (Typ Il Lasion). Diese
produzieren nach Einwanderung in die Intima vor allem Proteine der
bindegewebigen Matrix, in denen sich die extrazellularen Lipide aus den
zugrunde gegangenen Makrophagen einlagern (Typ lll Lasion). Lasionen des
Typs | — lll fUhren zu keiner Stenosierung des Gefaldes und finden sich meist
auch schon bei Patienten jungeren Alters. Das extrazellulare Lipid konfluiert
(Typ IV Lasion) und wird durch eine Kappe aus Bindegewebe luminal
abgedeckt. Die Plaque ist stabil, wenn diese Kappe eine hohe Zahl an
Muskelzellen und nur wenige Entzindungszellen enthalt [89]. Hierbei handelt
es sich, weitgehend unabhangig vom Stenosegrad des Gefales, um das

pathomorphologische Korrelat der stabilen Angina Pectoris.
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1.4.2 Instabile Plaque

Die instabile Plaque ist durch eine hohe entzlindliche Aktivitat und einen
erhohten Lipidgehalt gekennzeichnet [88]. Durch Scherkrafte und Ermidung
oder durch eine entzindlich bedingte Erosion kommt es zur Fissur oder Ruptur
der Plaquekappe [90]. Plaquefragmente oder eine mogliche Einblutung in die
Plaque stellen einen Reiz flir das Gerinnungssystem dar. Die zellulare
Komponente des Gerinnungssystems bilden die Thrombozyten. Diese lagern
sich an die Plaqueoberflaiche an (Adhasion), so dass es im Verlauf zur
Zusammenlagerung von Thrombozyten kommt (Aggregation). Unter Mitwirkung
verschiedener Inhaltsstoffe der Thrombozyten (besonders a-Granula) und
Faktoren des Gerinnungssystems (v.Willebrand Faktor) kommt es zur Adhasion
der Zellen an das Endothel [91]. Weiterhin flUhrt durch die verletzten Zellen
freigesetztes Adenosindiphosphat (ADP) und Adrenalin zur Aggregation, die
zunachst reversibel ist. Die irreversible Aggregation wird dann verzogert unter
Mitwirkung von Thrombin eingeleitet. Hierbei kommt es zu einer intrazellularen
Signaltransduktion, an deren Ende Endoperoxide und Thromboxan A 2
freigesetzt werden [92]. Nach Strukturauflésung und verstarkter Aggregation
der Thrombozyten kann es zum partiellen oder kompletten GefalRverschluss
kommen. Die Thrombozytenaggragation wird durch den Glykoprotein-libllla-
(GPIIb/llla) Rezeptor unterstitzt und verstarkt [80]. Die Thrombozyten
exprimieren den Rezeptor auf der Oberflache, welcher durch die Bindung von
Fibrinogen zur Aggregation der Zellen fuhrt. Bei diesem rasch progredienten
Verlauf liegt haufig das klinische Bild einer instabilen Angina Pectoris oder
eines Myokardinfarktes ohne vorher bekannte Koronarveranderungen und

entsprechende Beschwerden vor.

1.5 Der GPIlIb/llla-Rezeptor

Bei der in Abschnitt 1.4.2 beschriebenen Thrombusbildung nimmt der
GPIlIb/llla-Rezeptor eine Schlusselposition ein. Bei der Struktur des Rezeptors
handelt es sich um ein Membranglykoprotein auf der Thrombozytenoberflache.
Auf einer Zelle kénnen zwischen 60.000 und 100.000 dieser Rezeptoren

vorliegen. Der Rezeptor ist ein Heterodimer und besteht aus einer a-
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Untereinheit (GPIIb) und einer B-Untereinheit (GPIlla) [80]. Der Rezeptor bindet
Fibrinogen oder andere Glykoproteine nur im aktivierten Zustand. Durch
Stimulierung der Thrombozyten andert sich die Konformation und damit auch
die Bindungsfahigkeit des Rezeptors. Zusatzlich kommt es zu einer erhdhten
Expression des Rezeptors nach Stimulation. Die Thrombozyten werden durch
eine unregelmallige Gefaloberflache oder Defekte im Endothelverband
ausreichend stimuliert. Nach Adhasion der Zellen kommt es zur Aktivierung der
Thrombozyten (siehe Kapitel 1.4.2) und zur Zunahme der Affinitat des
interzellularen Rezeptors fur Fibrinogen. Die Bindung von Fibrinogen durch den
Rezeptor fiihrt zur Ausbildung von Plattchenaggregaten. Die Uberfiihrung von
Fibrinogen zu Fibrin durch Thrombin flihrt dann im Verlauf zur Ausbildung eines

Thrombus. Dieser Vorgang lasst sich durch Calcium stimulieren [93].

1.6 Phospholipase D
Bei der Plaque Destabilisierung nimmt die Phospholipase D (PLD) Aktivierung

in den beteiligten Zellen (Thrombozyten, Makrophagen und Endothelzellen)
eine wichtige Rolle ein. Die PLD hat einige Besonderheiten in der
biochemischen Struktur, und ihr kommt eine besondere Schlisselfunktion in

den beteiligten Zellen zu.

1.6.1 Phospholipase D Isoformen

Die Phospholipase D ist Teil eines wichtigen intrazellularen ,second
Messenger” Systems. Bei Saugetieren sind zwei Isoformen der PLD bekannt
[94]. Funktionell unterscheiden sich die PLD1 und PLD2 dadurch, dass nur die
PLD1 durch GTPasen (Guanosintriphosphatasen), RhoA (Ras-homology-
protein), ARF (ADP-ribosylation factor) und Protein Kinase C (PKC) stimuliert
wird und spezifisch fur Phosphatidylcholin (PC) ist [95, 96, 97]. Alle PLD
Isoformen hydrolysieren Phosphatidylcholin und generieren Phosphatidat und
Cholin [98, 99]. Phosphatidat ist im weiteren Verlauf ein wichtiger Vorlaufer
verschiedener ,second Messenger® wie beispielsweise Diacylglycerol, das
wiederum eine Rolle bei Entzindungsreaktionen und Atherogenese spielt [100].
In Abbildung 3 ist die intrazellulare Signallbertragung zwischen Plattchen und

den bisher bekannten Substanzen graphisch dargestellt. Durch verschiedene
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Faktoren kommt es zur Aktivierung der Signalkaskade an der Membran der
Thrombozyten. Bei der Aktivierung der Phospholipase D Reaktion wird Cholin
freigesetzt. Das Wissen um die Mechanismen der Aktivierung und
Signallibertragung der Thrombozyten ist standigen Anderungen unterworfen, da

diese Kaskade noch nicht vollstandig aufgeklart ist.

extracellular

lysoPC Fibrinogen
PA
oxlDL _ \{ ~ l
~u 7~
Pllb/llla- Rezeptor
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Abbildung 3: Mechanismen der Signallibertragung bei der Thrombozythenaktivierung.
PLD: Phospholipase D, PLC: Phospholipase C, PIP2: Phosphoinositol-4,5-biphosphonat, IP3:
Inositol-1,4,5-triphosphonat, PKC: Proteinkinase C, DAG: Diacylglycerol, PLA2: Phospholipase
A2, TXA2: Thromboxan A2, oxLDL: oxidiertes ,low densitiy“ Lipoprotein, PA: Phosphatidat, lyso
PC: Lysophosphatidylcholin.

1.6.2 Phospholipase D in Makrophagen und Plattchen

Im Zusammenhang mit der Bildung und Destabilisierung von Plaques kommt
der Phospholipase D in Makrophagen und Plattchen eine besondere Bedeutung
zu. Experimentell konnte gezeigt werden, dass Plattchen durch Kollagen,
Calcium und Thrombin stimuliert werden kénnen. Weiterhin konnte festgestellt
werden, dass Makrophagen bei der Sekretion von Matrixmetalloproteinasen

eingebunden sind, und die Stimulation durch oxLDL zu einer Aktivierung der
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PLD durch Lysophosphatidylcholin (lysoPC) fuhrt [100, 101, 102, 103, 104].
Daher muss angenommen werden, dass die PLD-Aktivierung eine zentrale
Bedeutung fur verschiedene Signal-Transduktionswege hat, die gemeinsam die
Bildung einer instabilen Plaque hervorrufen, bzw. zur erhdhten Aggregation der
Thrombozyten fuhren kénnen [95, 96].

Cholin als komplementares Spaltprodukt der PLD-Reaktion stellt einen
naturlichen Aktivitatsmarker fur die PLD dar. Daher wird vermutet, dass Cholin
eine prognostische und diagnostische Bedeutung bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom haben kénnte, besonders im Hinblick auf die am Ende der
Kaskade stehende Aggregation und Entzundungsreaktion. Eine erhohte PLD-
Aktivierung und damit eine erhohte Cholin Konzentration konnte also als Marker
fur das Risiko der Plaque Destabilisierung des Patienten genutzt werden. In
diesem Zusammenhang muss auch die Frage gestellt und geklart werden, ob
es maoglich ist, den Erfolg der Therapie mit einem Thrombozyten Inhibitor aus
der Gruppe der GPIIb/llla-Antagonisten durch eine Veranderung der Cholin

Konzentration zu belegen.

1.7  Vollblut-Cholin

Die Bestimmung der Cholin Konzentration ermdglicht einen Ruckschluss auf die
Aktivitat der Phospholipase D. Wegen intrazellularer Transportprozesse
zwischen Serum und Blutzellen ist dabei die Messung von Cholin in Vollblut
(WBCHO) durchzufuhren. Die Messung im Vollblut stellt dabei hohe

Anforderungen an das Labor.

1.7.1 Messung der Phospholipase D Aktivitat

In vorangegangenen experimentellen Studien wurde die Auswertung von
hochaufgelosten '"H-NMR-(,Nuclear-Magnetic-Resonance*)-Spektren als
Screening-Verfahren eingesetzt. Dazu wurde Vollblut Ultrafiltrat untersucht, das
aus Vollblut hergestellt wurde, indem mit einem Ultrafilter alle Substanzen mit
einem Gewicht >10000 Dalton abgetrennt wurden. Die Ergebnisse zeigten eine
erhdhte Cholin-Konzentration im Vollblut (WBCHO; Whole Blood Cholin) bei
Patienten mit ACS. WBCHO konnte als Prediktor flr kardiale Ereignisse bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom identifiziert werden [105]. Insbesondere
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auch in der Gruppe der Troponin | negative Patienten konnten eine erhohte
WBCHO Konzentration bei Aufnahme als prognostischer Marker fur das
Erreichen der primaren- (kardial bedingter Tod, plotzliche Asystolie) und
sekundaren- (Arrhytmien, plotzlicher Herztod und koronar Angioplasty)
Endpunkte gewertet werden [105]. In der Friherkennung von Risikopatienten ist
das Vollblut-Cholin anderen Substanzen Uberlegen, da es im Falle eines
aktivierten thrombozytaren Systems direkt detektiert werden kann und nicht erst
nach einer zeitlichen Verzégerung ansteigt, wie sie bei anderen Markern durch
Auswaschungsprozesse aus dem geschadigten Gewebe entsteht. Hier stellt
sich auch die Frage, ob das Vollblut-Cholin zur Verlaufskontrolle von Therapien
zur Hemmung der Thrombozyten-Aggregation verwendet werden kann. In
vorangegangenen Studien wurde der optimale Cut-off-Wert mittels einer
.Receiver-Operating-Characteristics“-Kurve ~ (ROC-Kurve) ermittelt  und
festgelegt. Auf der Grundlage der Vermutung, dass eine erhdéhte Vollblut-
Cholin-Konzentration ein Indikator fur ein erhohtes Risiko einer instabilen
Plaque ist, wurde diese Berechnung fur Patienten mit einer Instabilen
Hochrisiko-Angina  Pectoris, ohne  vollstdndigen  Verschlul3d  eines
Koronargefalies, durchgefiihrt. In dieses Kollektiv wurden auch Patienten mit
minimaler Lasion des Myokards ,minor cardial damage® (Troponin erhoht, CK-
MB nicht signifikant erhoht) eingeschlossen. Hierbei lag der Cut-off-Wert far
Vollblut-Cholin bei 28,2 umol/L. Die Vollblut-Cholin Analyse ist patentrechtlich
geschutzt (DE 19836617C2, PCT/EPP 99/05911).

1.7.2 Prognostische Aussagekraft von Cholin

Im Rahmen der unter 1.7.1 vorgesteliten Studie ' wurde nach der Kaplan-
Meier-Methode eine Uberlebenszeitanalyse durchgefihrt. Untersucht wurden
145 Patienten der Studie mit der Diagnose Akutes Koronarsyndrom. Innerhalb
der ersten 30 Tage nach Einschluss in die Studie und Bestimmung der
Laborparameter war das Erreichen der primaren Endpunkte (kardial bedingter
Tod, plotzliche Asystolie) signifikant haufiger, wenn ein positives Cholin
Testergebnis (> 28.2 ymol/L) bei Aufnahme des Patienten (18,2% vs. 4,4%,
Hazardrate 4,31, 95% Konfidenzintervall 1,96-9,51, p <0,001) vorlag. Erhdhte

Cholin Quartile ergaben eine signifikante Erhdhung des Risikos flur kardial
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bedingten Tod oder eine plétzliche Asystolie (Risikoanstieg 2,5%, 5,1%, 7,5%,
17,5%, Cox Regression p = 0,0013, Log-Rang-Test p = 0,0005). Dies
verdeutlicht den moglichen Stellenwert von Vollblut-Cholin (WBCHOQO) im

Rahmen der prognostischen Einschatzung der ACS-Patienten.
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2 Fragestellung
Ziel dieser Arbeit war es, den Verlauf des Phospholipase D Metaboliten Cholin
(Vollblut-Cholin, whole blood cholin, WBCHO) unter Therapie mit oder ohne
Einsatz des Thrombozyten- Aggregationshemmers Tirofiban (GPllb/llla-
Antagonist) bei Notfall- und Intensivpatienten mit akutem Koronarsyndrom zu
untersuchen.
Es soll beantwortet werden,

1. ob es mdglich ist, den Erfolg der Therapie mit einem Thrombozyten

Inhibitor aus der Gruppe der GPIlIb/llla-Antagonisten durch eine

Veranderung der Cholin Konzentration zu belegen und

2. ob der Einsatz von GPIIb/llla-Antagonisten die Konzentrationen der

Standardmarker Troponin, Myoglobin und Kreatinkinase beeinflusst.



Methodik 36

3 Methodik

3.1 Studienprotokoll

Das  Studienprotokoll  beinhaltet die  Festlegung der  mdglichen
Patientenpopulation, Ein- und Ausschluss-Kriterien sowie Vorstellung der
Studie bei der Ethik Kommission. Zusatzlich wurde im Protokoll die Therapie
und Gruppenauswahl der Studienpatienten, sowie die Probengewinnung und

Probenvorbereitung festgelegt.

3.1.1 Studienpopulation

In der Rettungsstelle und der Intensivstation der Charité, Campus Virchow
Klinikum, wurden 342 Patienten im Zeitraum von August 1999 bis Oktober 2000
in die Studie eingeschlossen. In der Anamnese wurden besonders die aktuellen
Beschwerden, Vorerkrankungen einschliellich Familienanamnese, die
kardialen Risikofaktoren und die aktuelle Medikation erfragt. Im Anschluss
erfolgte die klinische Untersuchung der Patienten. Als letztes wurde die
Blutabnahme durchgefuhrt. Das Studienprotokoll wurde vor der Studie durch
die Ethik Kommission der Charité genehmigt. Das Einschlusskriterium fur alle
Patienten war das Symptom Brustschmerz. Als Ausschlusskriterium wurde ein
Hb < 7 g/dL, aktive Blutung, Symptome nicht kardialen Ursprungs und stabile
Angina ohne aktuelle Symptome definiert. Die Aufnahme in die Studiengruppe
erfolgte dann nach Aufklarung und Einwilligung des Patienten. Um einen
modglichst reibungslosen Einschluss der Patienten in die Studie zu
gewahrleisten, war es erforderlich, eine 24-Stunden-Rufbereitschaft
einzurichten. Es wurde jeweils nach 30 Tagen und 12 Monaten ein Follow-up in

der Studiengruppe durchgefuhrt.

3.1.2 Einschluss der Studienpatienten

Bei den Patienten wurde entsprechend des Studienprotokolls eine Anamnese
und klinische Untersuchung durchgeflhrt. Zusatzlich zur Blutentnahme fur die
Routineparameter wurde eine Vollblutprobe fir die WBCHO-Bestimmung

abgenommen. Die Therapie erfolgte dann durch den Aufnahmearzt nach denen
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im Jahr 1999/2000 aktuellen Guidelines, insbesondere auch der Einsatz eines
GPIIb/llla-Antagonisten. Die Therapie Entscheidungen wurden ohne Kenntnis

der WBCHO Konzentration getroffen.

3.1.3 Selektion der Gruppen

Die Patienten wurden retrospektiv in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe
erhielt wie unter 3.1.2 beschrieben das Medikament Aggrastat® (GPlIb/llla-
Antagonist) zusatzlich zur Standardtherapie (im Folgenden Gruppe 1). Die
andere Gruppe wurde ohne zusatzliche GPIIb/llla-Antagonisten Medikation
therapiert (Gruppe 0). Alle Patienten waren nach der ACC/AHA Definition ACS
Patienten. Weiterhin sollte die WBCHO-Konzentration bei Aufnahme > 20
pmol/L sein, da speziell der Effekt der Therapie auf Patienten mit aktivierter
Phospholipase D untersucht werden sollte. Zur Paar-Bildung wurden Patienten
aus Gruppe 1 entsprechenden Patienten aus Gruppe 0 zugeordnet. Hierbei
wurden Diagnose, Geschlecht, Alter und Anzahl der Risikofaktoren
bertcksichtigt (Tabelle 2). Nach diesem Auswahlverfahren lagen 16 Paare zur
Analyse vor. Die Analyse entspricht einer retrospektiven ,Matched Pairs"®

Analyse.

3.1.4 Probengewinnung

Die Bestimmung des WBCHO im zeitlichen Verlauf machte eine zusatzliche
Blutabnahme zu der jeweiligen Routineabnahme an drei verschiedenen
Zeitpunkten erforderlich. Die erste Probe wurde bei Aufnahme des Patienten,
die zweite nach 4-6 Stunden und die dritte nach 12-24 Stunden abgenommen.
Zur Blutenthahme wurden Lithium-Heparin/ Kalium-Fluorid Monovetten der Fa.
Sarstedt (Deutschland, 9ml Volumen) verwendet. Die Vollblutproben wurden bei
-80°C eingefroren und gelagert. Der Transport der Proben bis zum Einfrieren

erfolgte auf Eis mit einer maximalen Dauer von 30 Minuten.

3.1.5 Probenbearbeitung
Um die Blutproben fir eine weiterfihrende Cholin-Analytik zuganglich zu
machen, wurden alle Bestandteile mit einem Gewicht groRer 10000 Dalton mit

Ultrafiltern abgetrennt.
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Dazu wurden Ultrafilter (Fa. Millipore, UFV4BGCO00, Cut-off 10 kD) durch
Zentrifugation (3 min bei 3645 x g) mit 2 mL Wasser (Aqua Braun) gewaschen;
das Auffanggefal® mit filtriertem Wasser wurde verworfen. Die Filter wurden in
ein neues Auffanggefal® (14 mL Falkon Tube) gesteckt. Filter und Falcon Tubes
wurden mit der entsprechenden Probennummer beschriftet. Die bei —80°C
gelagerten Proben wurden im Wasserbad bei 37°C fir 20 min unter Rutteln (60
u/min) kontrolliert aufgetaut. Hiernach wurden die Proben bis zur endgultigen
Abfullung zur Vermeidung ungewollter Enzymreaktionen auf Eis gelagert. Jede
Probe von ca. 6-8 mL Vollblut wurde durch Schuitteln homogenisiert und
aufgeteilt. 2 mL Vollblut wurden als Rickstellprobe bei —80°C wieder
eingefroren. Das restliche Vollblut wurde auf 2 Ultrafilter aufgeteilt.

Es erfolgte nun die Zentrifugation in einer Kuhlzentrifuge bei 15°C und 3645 x g
fur 120 min zur Abtrennung der Ultrafiltrate. Diese wurden anschliel3end
homogenisiert und 300ul zur Analyse in ein Glas-Vial (Supelco, Nr. 27087, 1 mi;
mit PTFE-Silikon Septum) abgefullt. Bis zur Analyse wurde das Vial bei —20°C
eingefroren. Das verbleibende Ultrafiltrat wurde als Ruckstellprobe bei -80°C
eingefroren. Der Prozess der Ultrafiltration wurde validiert. Die
Wiederfindungsrate von Cholin nach der Ultrafiltration betragt 100% (siehe
Kapitel 3.2.2).

3.2 Analyse- und Trennverfahren

Die Messung von Cholin in der komplexen Matrix Blut stellt besondere
Anforderungen an moderne Detektions- und Trennverfahren. In dieser Arbeit
wurde die analytische Hochleistungskopplungstechnik HPLC-MS (High
Performance Liquid Chromatographie- Massenspektrometrie) eingesetzt.

Mit diesem Verfahren werden komplexe Substanzgemische mittels HPLC
analytisch getrennt und online selektiv und spezifisch mit einem
Massenspektrometer analaysiert. Die Kopplung der beiden Methoden erfolgte
mit einem Electrospray lonization (ESI-) - Interface (HPLC-ESI-MS).

Far die mal3gebliche Weiterentwicklung der ESI als Bindeglied zwischen Trenn-
und Detektionstechniken wurde 2002 der Chemie-Nobelpreis an Professor John

B. Fenn der Universitat Yale verliehen.
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3.21 HPLC

Als mdgliches Trennverfahren zur Untersuchung polarer Substanzen, wie z.B.
Cholin in Biomatrices, wird die Chromatographie, insbesondere die
lonentauscher- und die Umkehrphasen- (,Reversed Phase®, RP)
Chromatographie, in Verbindung mit geeigneten Detektionssystemen
eingesetzt. Die Trennung erfolgt durch unterschiedliche Wechselwirkungen der
einzelnen Bestandteile des Stoffgemisches mit einer flissigen mobilen und
einer festen stationaren Phase. Die Wechselwirkungen sind im Wesentlichen
abhangig vom Verteilungskoeffizienten der einzelnen Komponenten des
Gemisches. Die stationare Phase befindet sich bei der HPLC in dicht
gepackten, hochdruckstabilen Saulen.

Bei der HPLC bestimmt die Partikelgrolle der stationaren Phase den
Stromungswiderstand. Abhangig davon ist auch der bendtigte Druck um die
mobile Phase durch die Saule zu pumpen. Die Selektivitat der Trennung mittels
HPLC erfolgt unter Anderem in Abhangigkeit von Polaritat und Partikelgroflie
der stationaren Phase, sowie den pH-Werten von Analyt und mobiler Phase.

Bei der Flussigkeitschromatographie wird grundsatzlich je nach Eigenschaft der
stationaren Phase zwischen Normalphasen (NP)- und Umkehrphasen (RP)-
Chromatographie  unterschieden. Als stationare Phase der NP-
Chromatographie wird Uberwiegend Kieselgel oder Aluminiumoxid verwendet.
Bei der RP-Chromatographie wird die Polaritadt der stationaren Phase durch
chemische Anbindung einer hydrophoben Verbindung (meist eine apolare
Alkylgruppe unterschiedlicher Lange) an die Tragersubstanz umgekehrt. So
erfolgt eine Modifizierung der Trenneigenschaften durch Einbringen
funktioneller Gruppen in die stationare Phase.

Die Trennung der Analyte erfolgt dann aufgrund unterschiedlich starker
Wechselwirkungen zu den Alkylgruppen der stationaren Phase. In der RP-
Chromatographie wird besonders haufig mit Octadecylsilylresten modifiziertes
Kieselgel als stationare Phase eingesetzt (ODS-Saulen, RP-C-18 Material). Die
fur die Cholin-Trennung eingesetzten ODS-Saulen werden zur Verbesserung
der Trenneigenschaften mit EDTA behandelt, um Reste an Schwermetallionen

zu entfernen, die besonders bei Substanzen wie Cholin zu Peakverbreiterungen
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durch Tailing (Interaktion der Analysesubstanz mit Schwermetallionen der
Saule flhrt haufig zu Peakverbreiterung und erschwert somit die Analyse der
einzelnen Peaks) fuhren. In dieser Arbeit wurde als analytische Saule eine
vorbehandelte Inertsil ODS-3 Saule (250x 3.0 mm, TeilchengrdRe 5 ym; VDS
Optilab, Deutschland) verwendet. Die Flussrate betrug 650 pL/min, die
analytische Saule wurde im Saulenofen auf 45°C temperiert. Der Druck Uber
der Saule betrug zwischen 105 und 120 bar. Es wurden 5 pL Probenvolumen
injiziert.

Bei der RP-Chromatographie besteht die mobile Phase meist aus polaren
Ldsungsmitteln wie Methanol, Wasser, aquatischen Pufferlésungen oder
Acetonitril. Die Wechselwirkungen der Analyte zwischen mobiler und stationarer
Phase - bedingt durch unterschiedliche pH-Werte, Polaritaten,
Verteilungsgleichgewichte und Hydrophobizitaten - fuhrt zu unterschiedlichen
Retentionszeiten der Substanzen und somit zur Trennung.

Wegen der Polaritat des Analyt-lons (Cholin) wird ein spezielles Puffergemisch
als mobile Phase eingesetzt. Dieses Puffergemisch wurde speziell fur die
WBCHO-Analytik entwickelt und setzt sich aus einer wassrigen Lésung von 10
mmol/L  monobasischem Natriumphosphat (NaH,HPO,4), 10 mmol/L
dibasischem Natriumphosphat (Na;HPO4), 5% (v/v) Acetonitril und 50 mg/L N-
Octylsulfat zusammen. Da Vollblut-Proben ohne Probenvorbereitung das
Injektionssystem und die Trennsaule schadigen und verstopfen wirden, werden
Vollblut-Ultrafiltrate analysiert (3.1.5). Samtliche LC-Parameter wurden fur die
WBCHO-Analytik hinsichtlich eines hohen Probendurchsatzes und hoher
Stabilitat optimiert. Die Optimierung erfolgte anhand der
Phosphatzusammensetzung (Na;HPO,4, NaH,PO4) und Additivkonzentrationen
wie Acetonitrii sowie Zusatz verschiedener Modifier (N-Octylsulfat,
Natriumdodecylsulfat und Natrium-Pentasulfat). Weiterhin wurden verschiedene
analytische Chromatographie Saulen (C-18 polymer Saulen, Spheisorb ODS-2
und Inertsil ODS-3) zur WBCHO-Analytik evaluiert. Ergebnis der Optimierung
ist die oben angegebene Eluent-Zusammensetzung, welche die besten

Trenneigenschaften in Verbindung mit der ODS-3-Saule fur Cholin aufweist.
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3.2.2 Massenspektrometrie mittels Elektrospray-lonisation

Nach Trennung des Stoffgemisches mittels HPLC erfolgt die Detektion der
Substanzen. Zur Detektion wird in der Cholin-Analytik wegen seiner Selektivitat
haufig ein Enzymreaktor eingesetzt, der unter Ausnutzung der Cholinoxidase-
Reaktion arbeitet. Da Enzymsysteme bei der Analyse komplexer Matrices
anfallig fur Kreuzreaktionen sind, ist diese Technik jedoch oft problematisch. Da
Cholin kein Absorptions-Spektrum im UV-visuellen Bereich hat, kann auch nicht
der in der Chromatographie weit verbreitete Dioden-Array-Detector (DAD)
verwendet werden (Messung der Absorptionsspektren von UV-Licht mittels
Diodenfeld).

In den letzten Jahren hat sich mit der fortschreitenden Entwicklung von
Atmospharendruck lonisationstechniken (z.B. Electrospray lonization, ESI) die
Massenspektrometrie (MS) als leistungsfahiges Detektionssystem fur die
Flissigchromatographie etabliert. Fur viele analytische Fragestellungen ist die
Selektivitat und Spezifitdt eines Massenspektrometers sogar so hoch, dass auf
eine chromatographische Trennung komplett verzichtet werden kann und so
Probleme einer HPLC-MS-Kopplung vermieden werden konnen. Bei der
Analytik komplexer Matrices ist eine chromatographische Vortrennung des
Analysats jedoch meistens erforderlich, da es zu Querstérungen mit anderen
Matrixbestandteilen kommen kann. Die Kopplung zwischen HPLC und MS ist in
diesen Fallen unverzichtbar.

Die ESI-Kopplungstechnik ermoglicht es, die hohe Trennleistung der
Chromatographie mit den selektiven und spezifischen Eigenschaften der
Massenspektrometrie zu kombinieren und dabei die Probleme dieser
Kopplungstechnik (z.B. die Uberfiihrung und lonisierung einer im HPLC-Eluat
gelésten Substanz ins Hochvakuum des Massenspektrometers unter
Abtrennung der Ldsungsmittelmatrix) zu minimieren. Diese Technik wurde
daher auch in dieser Arbeit fur die Cholin-Analytik eingesetzt.

Die lonisierungstechnik der ESI ist vergleichsweise schonend, so dass die
Analyte vorwiegend als geladene Molekul-lonen neben wenigen Fragment-
lonen detektiert werden kénnen. Wegen ihrer schonenden

lonisierungseigenschaften ist die ESI auch gut flr die Analytik thermolabiler
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Substanzen geeignet, die sonst schwer zerstérungsfrei ionisiert und in die
Gasphase Uberfuhrt werden kénnen. Die bei herkdmmlichen Massenspektren
ublichen komplexen Fragmentierungsmuster (bekannt vor allem aus der
Elektronenstol3-lonisation) treten unter Normalbedingungen der ESI nicht auf.
Daher kénnen Fragmentierungsmuster auch nicht zur Identifikation unbekannter
Analyte herangezogen werden. Die Identifikation erfolgt meist mit Hilfe von
Standards uber das Molekul-lon und die Retentionszeit einer definierten
Chromatographie.

Bei der Kopplung eines Massenspektrometers an die HPLC werden die Analyte
aus der flissigen, mobilen Phase abgetrennt und in die Gasphase Uberfuhrt.
AnschlieBend gelangen die ionisierten Substanzen zur Detektion in den
Vakuumbereich des Massenspektrometers. Dieser Prozess wird bei dem in
dieser Arbeit eingesetzten Gerat durch eine Orthogonalspray lonenquelle
erreicht, welche besonders robust und stabil bei der Kopplung der HPLC an
Massenspektrometer arbeitet. Durch die Robustheit der Orthogonalspray
lonenquelle  kdnnen  sogar massenspektrometrische  Analysen  mit
hochkonzentrierten salzhaltigen Puffersystemen durchgefuhrt werden. Diese
sind mit herkdbmmlichen linearen Spraysystemen nahezu unmdglich, da das
Massenspektrometer durch Bildung von Salzkristallen aus der mobilen Phase
verklebt und unbrauchbar wird. Diese Eigenschaft ist besonders bei der
Chromatographie polarer und geladener Teilchen wie Cholin wichtig, da diese
Substanzen meist nur mit komplexen Puffersystemen getrennt werden kénnen.
In Abbildung 4 ist der Aufbau der HPLC-ESI-MS schematisch dargestellt. Es
wird die Kopplung der HPLC mit der MS mittels ESI gezeigt, sowie die parallele
Detektion mittels DAD zur Kontrolle der Messungen (Qualitatskontrolle der
Analyse).

Die mobile Phase der HPLC wird im Sprayraum des ESI-Interface durch die
Nebulizer Nadel mit Stickstoff-Gas zu einem Aerosol verspriht, das durch
Anlegen einer Hochspannung zwischen Nadel und Transferkapillare ionisiert
wird. Durch die Verdampfung des Trennpuffers im Gegenstrom mit Trockengas
(ebenfalls Stickstoff) wird die Tropfchengrolie immer weiter reduziert und dabei
die Ladungsdichte auf dem Tropfen gleichzeitig erhoht. Der Analyt geht nach

vollstandiger Verdampfung des Losungsmittels ionisiert in die Gasphase Uber.
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Autosampler/Injector Pumpe Saulenofen mit DAD
LC-Séaule

-I_ usD

Trennung | Detektion |

Kopplung durch ESI

Abbildung 4: Stark vereinfachte schematische Darstellung des Aufbaus der gekoppelten
Analyse- und Trennsysteme der HPLC-ESI-MS. Die Probe wird im Autosampler automatisch in
den von einer binaren Hochdruckpumpe erzeugten HPLC-Fluss injiziert und auf der
thermostatisierten LC-Saule getrennt. Danach durchlaufen die Substanzen einen Dioden-Array-
Detektor (DAD) und gelangen Uber das ESl-Interface ionisiert in das Massenspektrometer.
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In Abbildung 5 ist das Prinzip der Elektrospray lonisation dargestellt.

Spray-Raum Transportregion/ Vorvakuum Massenanalysator/ Hochvakuum
1T
[1]
L ) E -

I [ 5]

* I
Oo%h | |
0,0
000" & |
[z 0 [ ] : —

Abbildung 5: Schematische Darstellung der HPLC-ESI MS. Im Spray-Raum wird das HPLC-
Eluat zu einem feinen Aerosol verspriht. Die ionisierten Analyte werden elektrostatisch
orthogonal Uber die Transferkapillare und den Octopol in den Analysatorraum Uberflhrt und dort
massenselektiv detektiert. [1] Nebulizer-Nadel, [2] Aerosol, orthogonal abgelenkte lonen, [3]
Transferkapillare, [4] Skimmer 1 und 2, [5] Octopol, [6] Quadrupol, [7] Multiplier (ndhere
Erlduterungen siehe laufenden Text unter 3.2.2).

Es wird der lonenfluss nach lonisation in den Analysatorraum verdeutlicht. Die
geladenen Analyte werden nun durch elektrostatische Anziehung orthogonal
aus der Flussrichtung heraus abgelenkt und in die Transferkapillare Uberfuhrt,
durch welche sie in den Vorvakuumsbereich des Massenspektrometers
gelangen. Die Ldsungsmittelfracht und sich bildende Salzkristalle flieRen in
HPLC-Sprayrichtung ab, ohne den weiteren Weg der geladenen Analyte ins
Massenspektrometer zu  beeintrachtigen  (Abbildung 5). An den
Skimmerblenden werden letzte FlUssigkeits- und Salzrickstande abgeschieden
(Die Skimmer sind Blenden, welche den lonenstrom der schweren Molekile
durch elektromagnetische Fokussierung optimieren und die leichteren Partikel,
wie Helium und Losungsmittelreste abscheiden). Die Analyte gelangen darauf

durch den Qctopol (stabférmige Metallelektrode zur weiteren Flussoptimierung)
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in den unter Hochvakuum stehenden Analysatorraum. Das im Analysatorraum
anliegende Vakuum muss besonders hoch sein, um das Grundrauschen des
Gerates zu minimieren und Entladungen der Analyte durch Kollisionen mit
Restluftmolekilen zu verhindern. Die ionisierten Molekule werden im Quadrupol
(vier parallele, stabformige Metallelektroden, die durch ein Wechsel- und
Gleichspannungsfeld  beeinflusst werden) des Massenspektrometers
entsprechend ihres Masse/ Ladung (m/z) Verhaltnisses selektiv getrennt und
abschlieRend mit einem Multiplier (Verstarker, der lonenkontakt in ein
elektronisches Signal umsetzt) detektiert.

Die massenspektrometrische Detektion kann im Full-Scan-Modus und im SIM
(,Single-lon-Monitoring“)-Modus erfolgen. Im Full-Scan-Modus wird fur jeden
Datenpunkt des Chromatogramms ein komplettes Spektrum eines definierten
Massenbereiches aufgenommen (z.B. 50 bis 1000 Dalton). Diese Technik ist
sinnvoll, wenn man eine Ubersicht Uber ein unbekanntes Substanzgemisch
bendtigt, um dann die Unbekannten an Hand der Spektreninformationen zu
identifizieren. Die Aufnahme eines Full-Scan Spektrums bendtigt jedoch
vergleichsweise viel Zeit, so dass in einem definierten Abschnitt eines
Chromatogramms  nur  wenige  Datenpunkte sind, wodurch die
Nachweisempfindlichkeit beeintrachtigt wird. Durch ,Single lon Monitoring® kann
die Nachweisempfindlichkeit ca. um Faktor 10 verbessert werden. Sind die zu
analysierenden lonen bekannt, kann der Scan auf nur wenige, oder gar eine
Einzelmassen beschrankt werden. Dadurch lassen sich in der gleichen
Zeiteinheit eines Full-Scans ein Vielfaches an Datenpunkten gewinnen, was in
der Summe zur wesentlich verbesserten Empfindlichkeit fuhrt. FUr die Cholin-
Analytik wird daher der selektive SIM-Modus eingesetzt (siehe Kapitel 3.2.3).
Die Massenspektrometrie (MS) mittels Elektrospray lonisation (ESI) wurde in
dieser Arbeit im positiv Modus (Parameter: Fragmentorspannung 100 Volt,
Trockengas-Temperatur 350 °C, Nebulizer Gasdruck 20 psi, Vcap 3000 Volt)
mit selektivem lonen Monitoring von positiv geladenen Cholin-lonen (m/z = 104,
Retentionszeit 4,96 min) eingesetzt. Die MS-Parameter wurden flr die Cholin-
Analytik optimiert. Als Trocken-und Nebulizer Gas wurde 99%-iger, Uber einen
Filter gereinigter, Stickstoff verwendet. Das HPLC-MS Verfahren wurde fur
einen Konzentrationsbereich des WBCHO von 0,5-1000 pmol/L gemal}
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laborinterner Standardarbeitsanweisung (StAA Nr.2, 1999 1. Fassung,
,Bestimmung von Cholin in Blutproben mit HPLC/MS*, Abteilung fir Innere
Medizin mit Schwerpunkt Nephrologie und Intensivmedizin, MS-Labor, CVK,
Charite Berlin) und Validierungsprotokoll optimiert.

Zur Kontrolle des Detektionsvorgangs wurde online ein Dioden-Array-Detektor
(DAD, Wellenlangen: 200 und 360 nm) eingesetzt. Die genaue technische
Herstellerbezeichnung der in dieser Arbeit verwendeten Hochleistungs-
FlUssigkeitschromatographie Apparatur lautet: Agilent Technologies HPLC 1100
Series/ Hewlett Packard, bestehend aus einem G1322A Degasser, einer
G1322A bindren Pumpe, einem G1313A Autosampler, einem G1316A
Saulenthermostat und einem G1315A Dioden-Array-Detektor. Das System ist

uber ein Electrospray-Interface an ein G1946B Massenspektrometer gekoppelt.

3.2.3 Messung und Interpretation

Fur die WBCHO-Analyse wurden in verschiedenen Konzentrationen (5, 50, 500
pmol/L) Kalibrierlésungen hergestellt. Die Kalibrationsstandards wurden zur
Quantifizierung der Ergebnisse verwendet. Als Ldsungsmittel fur die
Verdunnungsreihe wurde Kochsalzlosung (0,9 %ige NaCl-Losung) zur Matrix-
Nachstellung der Ultrafiltrate verwendet. Eine weitere Absicherung und
Kontrolle der Ergebnisse erfolgte durch unabhangig hergestellte Proben zur
Qualitatskontrolle (QC) in verschiedenen Verdinnungen (12,5, 125, 200
gmol/L). Nach vier Realproben wurde eine QC-Messung zur Kontrolle
durchgefuhrt und eine neue Kalibrierkurve erstellt. Ein HP Kajak XA PC mit der
LC/MSD ChemStation Software (Version 8.03) wurde zur Gerate-Steuerung
und Auswertung eingesetzt. Die computer-gestutzte Auswertung der
Ergebnisse umfasste Peakerkennung, Integration, Kalibrierung und
Quantifizierung. Der Reportausdruck liefert neben dem Cholingehalt der

Analyseprobe auch die aktuelle Kalibration.
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In Abbildung 6 ist das Massenspektrum von Cholin dargestellt. Das ESI-positiv
Fullscan Massenspektrum wird durch das positiv geladene Cholin-Molekdl-lon
(m/z 104) dominiert. Das Fragment mit m/z 60 entspricht dem protonierten
Trimethylammoniumion. In einer WBCHO-Analyse wird selektiv das Molekul-lon

im SIM-Modus (Single-lon-Monitoring) vermessen.
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Abbildung 6: ESI-positiv. Massenspektrum von Cholin (original Abbildung LC/MSD
Chemstation). Das Spektrum wird vom positiv geladenen Cholin-Molekul (m/z 104) dominiert.
Das Fragment mit m/z 60 entspricht dem protonierten Trimethylammoniumion.

In Abbildung 7 ist ein Reportausdruck der LC/MSD Chemstation dargestellt. Der
Reportausdruck liefert ein massenselektives Chromatogramm der ,Selective lon
Monitoring“-Analyse (m/z = 104, ESI positiv, SIM-Modus) (1), den Cholingehalt
der Probe (2) in ymol/L und die Kalibrationskurve (3), aus der der Cholingehalt
berechnet wird.
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Abbildung 7: Reportausdruck LC/MSD Chemstation. Dargestellt sind ein massenselektives

Chromatogramm (1), sowie der Cholingehalt der Probe (2) und die Kalibrationskurve (3).
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3.3 Untersuchte Laborwerte

Die gemessenen Laborparameter wurden mit Standard-Methoden bestimmit.
Hierbei wurden die Richtwerte der aktuellen Leitlinien der ESC/ACC [78]
zugrunde gelegt und berucksichtigt. Die folgenden Parameter wurden im
Plasma bestimmt und sind mit der 99-sten Perzentile eines Normalkollektivs
angegeben: Troponin | -Stratus (Stratus® CS; Dade Behring; 0.22 ug/L).
Myoglobin (Roche; >90 ug/L) und CK-MB Masse (Elecsys 2010; Roche; >7
pg/L). Die Bestimmung durch die Gerate ACS Centaur, Elecsys und Roche
wurden im Institut fur klinische Chemie der Klinik durchgefiihrt. Die Messungen
am Stratus-Gerat erfolgten direkt bei Aufnahme vor Ort in der Rettungsstelle
der Klinik. Als weiterer Parameter wurde WBCHO im Vollblut Ultrafiltrat im
Labor der Arbeitsgruppe mittels HPLC-ESI-MS bestimmt.

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der erhobenen Daten erfolgte mit der SPSS© Software
(Version 10.0) und der SAS-Software (SAS Release 8.1). Zur graphischen
Darstellung der Ergebnisse wurde SPSS und EXCEL (Microsoft, Office XP
professionell) verwendet. Die Analyse mittels Histogramm und Q-Q Plot ergab
keine Normalverteilung der Daten innerhalb der selektierten Gruppen. Aus
diesem Grund erfolgte eine nicht parametrische Varianzanalyse [106] mit zwei
Wiederholungsfaktoren. Die Analyse zu mehr als zwei Zeitpunkten innerhalb
der gebildeten Gruppen wurde mit dem Friedman-Test durchgefihrt. Die
Analyse zwischen den Gruppen an den Abnahmezeitpunkten erfolgte mit dem
Wilcoxon-Test flr nicht parametrische Daten. Das Signifikanzniveau wurde mit
a=0,05 angenommen. Die graphische und tabellarische Darstellung und
Auswertung der Daten erfolgt durch Angabe des Median, der Perzentile (25;75)

und dem 95% Konfidenzintervall.
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4 Ergebnisse

Die beiden Patientengruppen, die entweder mit Tirofiban behandelt wurden
(Gruppe 1) oder nicht (Gruppe 0), wurden retrospektiv in einer ,matched pairs®
Analyse untersucht. Fur die gemessenen Laborparameter und das WBCHO ist
ein Vergleich des Verlaufs zwischen beiden Gruppen und eine Beurteilung des

Verlaufs des jeweiligen Markers innerhalb jeder Gruppe mdglich.

41

Es wurden zur Charakterisierung der beiden untersuchten Gruppen Basisdaten

Charakteristika der Patienten

erhoben. Von den 32 eingeschlossenen Patienten waren 30 mannlich und 2
weiblich. Die gesicherten Diagnosen verteilen sich in beiden Gruppen zu 50%
(absolut 16) auf Myokardinfarkt mit ST-Hebung (STAMI) und Myokardinfarkte
ohne ST-Hebung (NSTAMI). Die Patienten kamen 2,8 + 2,6 Stunden nach
Schmerzbeginn in die Aufnahme. Die Zeit von Schmerzbeginn bis zur ersten
Blutabnahme betrug 3,8 £ 3,0 Stunden. In Tabelle 2 sind die Basismerkmale

der Gruppen 1 und 0, nach denen die Paar-Bildung erfolgte, dargestellit.

Tabelle 2: Basis Merkmale der Gruppen: *Median, ** absolute Zahlen;( ) Perzentile (25/75)

Variable Einheit _|Gruppe 1 (n=16) |Gruppe 0 (n=16)
Diagnose STAMI ™ : :
g NSTAMI ** 8 8
56,5* 62,50
Alter [Jahre] (48,00/70,50) | (58,00/72,50)
@ | Geschlecht mar.m!lch 10 v
£ weiblich 1 1
= . . 89* 78"
@ |Herzfrequenz [Schlage/min] (66,25/106,00) | (66,25/116,50)
g 160* 146*
= Systole | [mmHg] (140/180) (132/157)
c Blutdruck * *
< Diastole [mmHg] 50 o
S (80/100) (72/100)
< 26.99* 28,20*
2 ) t
= Body Mass Index [kg/m?] (24,96/30,75) (24,20/29,74)
WBCHO t1>20 ** 16 16
Tnl positiv Abnahme t1 * i e
P Abnahme t2*1 16 15
GPlIb/llla ** 16 0
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Tabelle 3 zeigt die Verteilung der Risikofaktoren, bekannte Medikation und akut

Medikation, sowie Therapie der Patienten.

Tabelle 3: Darstellung der Risikofaktoren, Medikation und Therapie innerhalb der beiden

Patientengruppen.
Variable Gruppe 1 (n=16) Gruppe 0 (n=16)

absolut relative Haufigkeit(%) Konfidenzintervall] absolut relative Haufigkeit(%) Konfidenzintervall

S Raucher 11 0,73 [0,4490;0,9221] 7 0,43 [0,1975;0,7012]
oS Hy perlipoproteinémie 8 0,50 [0,2465;0,7535]] 10 0,62 [0,3543;0,8480]
f‘g arterieller Bluthochdruck 8 0,50 [0,2465;0,7535] 9 0,56 [0,2988;0,8025]
g Diabetes mellitus 4 0,25 [0,0727;0,5238] 5 0,31 [0,1102;0,5866]
% bekannter Herzinfarkt 6 0,37 [0,1520;0,6457] 5 0,31 [0,1102;0,5866]
bekannte Angina Pectoris 10 0,62 [0,3543;0,8480] 7 0,43 [0,1975;0,7012]
bekannte PTCA 5 0,31 [0,1102;0,5866] 5 0,31 [0,1102;0,5866]
begannte ACVB 2 0,12 [0,0155;0,3835]] 3 0,18 [0,0405;0,4565]

5 B-Blocker 3 0,18 [0,0405;0,4565]] 2 0,12 [0,0155;0,3835]
= Glykoside 1 0,06 [0,0016;0,3023] 1 0,06 [0,0016;0,3023]
% Ca-Antagonisten 2 0,12 [0,0155;0,3835] 2 0,12 [0,0155;0,3835]
% ACE-Hemmer 6 0,37 [0,1520;0,6457] 1 0,06 [0,0016;0,3023]
) Nitrat 2 0,12 [0,0155;0,3835]] 3 0,18 [0,0405;0,4565]
% ASS 5 0,31 [0,1102;0,5866] 8 0,50 [0,2465;0,7535]
3 Lipidsenker 0 0,00 [0,0000;0,2059]] 2 0,12 [0,0155;0,3835]
< Antikoagulation 1 0,06 [0,0016;0,3023]] O 0,00 [0,0000;0,2059]
5 B-Blocker 8 0,50 [0,2465;0,7535]] 10 0,62 [0,3543;0,8480]
E ACE-Hemmer 6 0,37 [0,1520;0,6457] 3 0,18 [0,0405;0,4565]
3 ASS 15 0,93 [0,6977;0,9984]] 12 0,75 [0,4762;0,9273]
% Heparin UF 16 1,00 [0,7941;1,0000]] 16 1,00 [0,7941;1,0000]
< Diuretika 4 0,25 [0,0727;0,5238] 1 0,06 [0,0016;0,3023]
konservativ 1 0,06 [0,0016;0,3023]] 4 0,25 [0,0727;0,5238]

,063_ Thrombolyse 1 0,06 [0,0016;0,3023]] 2 0,12 [0,0155;0,3835]
I akut PTCA 10 0,62 [0,3543;0,8480] 6 0,37 [0,1520;0,6457]
§ CABG OP 1 0,06 [0,0016;0,3023]] O 0,00 [0,0000;0,2059]
elektive PTCA 1 0,06 [0,0016;0,3023]] 4 0,25 [0,0727;0,5238]

Lyse + Notfall-PTCA 2 0,12 [0,0155;0,3835]] O 0,00 [0,0000;0,2059]

c

'% < PTCA 0 0,00 [0,0000;0,2059] 1 0,06 [0,0016;0,3023]

X0

E E PTCA + Stent 13 0,81 [0,5435;0,9595] 8 0,50 [0,2465;0,7535]

@

N4 PTCA ohne Erfolg 0 0,00 [0,0000;0,2059] 1 0,06 [0,0016;0,3023]
g normal 3 0,18 [0,0405;0,4565]] 2 0,12 [0,0155;0,3835]
w
8 ST-Senkung/ T-Negativierung 3 0,18 [0,0405;0,4565] 6 0,37 [0,1520;0,6457]
}g ST-Hebung/ post-AMI ST-Senkung| 0,56 [0,2988;0,8025] 8 0,50 [0,2465;0,7535]
B Linksschenkelblock 1 1 0,06 [0,0016;0,3023]] © 0,00 [0,0000;0,2059]

Zusatzlich zu den Basis

Markern, die beim akuten

Merkmalen der Patienten und den eigentlichen

Koronarsyndrom bestimmt werden, wurden noch

weitere Parameter im Routine Labor gemessen. In Tabelle 4 sind diese

Parameter entsprechend der Gruppen-Verteilung dargestellt.
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Tabelle 4: Routine Laborparameter, Darstellung des Median und der Perzentilen (25/75).
Signifikante Unterschiede werde mit dem p-Wert angegeben, bei nicht signifikanten (n.s.)
Differenzen erfolgt keine Angabe des p-Wertes.

Variable Einheit Gruppe 1 Gruppe 0 p-Wert
0,65 0,60 s
C-reaktives Protein mg/d| (0,20/1,55) (0,20/0,70) e
1,00 1,00 s
Kreatinin mg/d| (0,82/1,00) (0,80/1,40) e
35,00 37,00 ns
Harnstoff mg/dl (26,50/42,50) (28,00/49,00) o
14,90 14,10 _
Hb g/dl (14,12/15,75) (12,95/14,97) p=0023
0,45 0,42 s
Hkt % (0,42/0,47) (0,39/0,45) o
201,00 210,00 s
Cholesterin mg/% (136,25/249,25) (175,50/231,00) o
168,00 152,00 s
Triglyceride mg/dl (111,00/209,00) (105,50/198,50) o
11,400 9,22 ns.
Leukozyten 1/ul (9,25/12,60) (8,36/11,62)
212,50 233,50 s
Thrombozyten 1/l (192,25/269,00) (213,25/275,25) B

4.2 Verlauf der Marker-Substanzen

Es wurden Troponin |, Troponin T, Myoglobin und die Isoenzyme der

Kreatinkinase an allen 3 Abnahmezeitpunkten bestimmt.

4.2.1

Bei den Patienten wurde Troponin | (Tnl) am Stratus Gerat direkt in der

Verlauf der Troponine

Patientenaufnahme bestimmt. Das Tnl Stratus steigt in beiden Gruppen nach
der ersten Abnahme weiter an und erreicht in der zweiten Abnahme ein
Maximum (Tabelle 5). Zur dritten Abnahme sinken die Werte in beiden Gruppen
(0,1), bleiben aber tber dem Ausgangswert. In der Varianzanalyse der Gruppen
insgesamt zeigte sich eine signifikante Differenz im Zeitverlauf (p<0,01). Der
Unterschied der Werte Uber die Zeit innerhalb der Gruppen ist fur Gruppe 1
(p<0,01) und Gruppe 0 (p=0,002) signifikant. Im Vergleich zwischen den
Gruppen zum Zeitpunkt t1 (p=0,266), t2 (p=0,093) und t3 (p=0,730) gibt es
keine signifikanten Unterschiede. In Abbildung 8 ist der Tnl-Verlauf, gemessen im
Stratus Gerat, zu den Abnahmezeitpunkten (t1, t2, t3) in den beiden Gruppen
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dargestellt.
Tnl Stratus
| |
P=0,730
40 +
35 + -
- 30 + P=0,093
F=)
3 25 +
£ 20
c
S 45 . P=0,266
o
= 10 +
5 | I
% & -8 .8
t1 t2 t3

Abbildung 8: Verlauf Tnl innerhalb der Gruppen (1= B (Gruppe mit zusatzlicher GPIlIb/llla-
Antagonisten Therapie); 0= O (Gruppe ohne zusatzliche GPIIb/llla-Antagonisten Therapie)).
Die Blutabnahme Zeitpunkte sind durch t1 (Aufnahme), t2 (4-6h) und t3 (12-24h) angegeben.
Dargestellt sind Median mit Perzentilen (25;75), AusreilRer-Werte sind nicht dargestellt;* Verlauf
Uber die Zeit innerhalb Gruppe 0 (p=0,002) und Gruppe 1 (p<0,01).

4.2.2 Verlauf von Myoglobin

Myoglobin wurde durch das Stratus-Gerat bestimmt. Es zeigte sich insgesamt
ein Maximum der Werte zum Zeitpunkt t2. Bei der Analyse ergab sich
insgesamt ein signifikanter Verlauf Uber die Zeit (p=0,0015). In der
Einzelanalyse der Gruppen lag nur in Gruppe 0 ein signifikanter Unterschied vor
(p=0,016). Der Verlauf der Werte innerhalb Gruppe 1 und zwischen den
Gruppen zu den Abnahmen t1, t2 und t3 ergab keine signifikanten Unterschiede
(Gruppe 1 p=0,062; t1 p=0,796, t2 p=0,266, t3 p=0,346). In Abbildung 9 ist der
Myoglobin-Verlauf zu den Abnahmezeitpunkten (i1, t2, t3) in den beiden
Gruppen dargestellt.
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Abbildung 9: Verlauf Myoglobin innerhalb der Gruppen (1= B (Gruppe mit zusatzlicher
GPIIb/llla-Antagonisten Therapie); 0= O (Gruppe ohne zusatzliche GPIlIb/llla-Antagonisten
Therapie)). Die Blutabnahme Zeitpunkte sind durch t1 (Aufnahme), t2 (4-6h) und t3 (12-24h)
angegeben. Dargestellt sind Median mit Perzentilen (25;75), AusreilRer-Werte sind nicht
dargestellt;* Verlauf Gber die Zeit in Gruppe 0 (p=0,016) und Gruppe 1 (p nicht signifikant).

4.2.3 Verlauf der Kreatinkinase

Im Institut fur klinische Chemie der Charite wurde die Kreatinkinase (CK) Masse
(Isoenzym MB) bestimmt. Fir die CK-MB-Masse konnte insgesamt ein
signifikanter Verlauf Gber die Zeit berechnet werden (CK-MB-Masse p=0,0005).
In der Berechnung der einzelnen Gruppen lag ein signifikanter Unterschied
beider Gruppen vor (Gruppe 0 p=0,047; Gruppe 1 p=0,002). Der statistische
Vergleich zwischen den Gruppen zum Zeitpunkt t1, t2 und t3 fiel auch negativ
aus (CK-MB-Masse: t1 p=0,179, t2 p=0,215, t3 p=0,684). In Abbildung 7 ist der
CK-MB Masse-Verlauf zu den Abnahmezeitpunkten (t1, t2, t3) in den beiden
Gruppen dargestellt.
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Abbildung 10: Verlauf CK-MB Masse innerhalb der Gruppen (1= B (Gruppe mit zusatzlicher
GPIlIb/llla-Antagonisten Therapie); 0= O (Gruppe ohne zusatzliche GPIlIb/llla-Antagonisten
Therapie)). Die Blutabnahme Zeitpunkte sind durch t1 (Aufnahme), t2 (4-6h) und t3 (12-24h)
angegeben. Dargestellt sind Median mit Perzentilen (25;75), Ausreiller-Werte sind nicht
dargestellt; * Verlauf Gber die Zeit in Gruppe 0 (p=0,047) und Gruppe 1 (p=0,002).

4.3 WBCHO-Verlauf
Es wurde der Verlauf der WBCHO-Konzentration Uber die Zeit (Blutabnahme t1

bis t3) innerhalb der Gruppen 1 und O verglichen und der Gesamtverlauf
analysiert. Insgesamt lag ein signifikanter Verlauf Gber die Zeit vor (p=0,00029).
Im Vergleich zeigte sich innerhalb der Gruppe 1 eine signifikante Differenz der
WBCHO-Konzentration uUber die Zeit (p=0,006). In der Gruppe 0 konnte
hingegen im Verlauf der WBCHO-Konzentration kein signifikanter Unterschied
ermittelt werden (p=0,174). Ebenfalls statistisch nicht signifikant war die
Differenz zwischen beiden Gruppen zum Zeitpunkt der ersten Blutabnahme, t1,
(p=0,163). Zu den Abnahmezeitpunkten t2 und t 3 unterscheiden sich die
Gruppen signifikant (t2 p=0,039, t3 p=0,049). In Abbildung 11 ist der WBCHO-
Verlauf zu den Abnahmezeitpunkten (11, t2, t3) in den beiden Gruppen
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dargestellt.
WBCHO
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Abbildung 11: Verlauf WBCHO innerhalb der Gruppen (1= B (Gruppe mit zusatzlicher
GPIlIb/llla-Antagonisten Therapie); 0= O (Gruppe ohne zusatzliche GPIIb/llla-Antagonisten
Therapie)). Die Blutabnahme Zeitpunkte sind durch t1 (Aufnahme), t2 (4-6h) und t3 (12-24h)
angegeben. Dargestellt sind Median mit Perzentilen (25;75), Ausreiller-Werte sind nicht
dargestellt; * Verlauf Gber die Zeit in Gruppe 0 (p=0,174) und Gruppe 1 (p=0,006).
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In Abbildung 12 wurden zum erleichterten Vergleich mit anderen Arbeiten die

Mittelwerte der Gruppenanalysen zu den Abnahmezeitpunkten dargestellt.

WBCHO

Q 35
Q [+ = —
2% a | —
S 2 20 —
©
£
= 15

t1 t2 t3

Abnahme Zeitpunkte

Abbildung 12: Verlauf WBCHO innerhalb der Gruppen (1= B (Gruppe mit zuséatzlicher
GPIIb/llla-Antagonisten Therapie); 0= O (Gruppe ohne zusatzliche GPIlIb/llla-Antagonisten
Therapie)). Die Blutabnahme Zeitpunkte sind durch t1 (Aufnahme), t2 (4-6h) und t3 (12-24h)
angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte.

AbschlieRend werden in Tabelle 5 die biochemischen Marker
zusammengefasst dargestellt.
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Marker.* Zentrallabor, ** Stratus. *** HPLC-MS, M
(Median), P25 und P75 (Perzentile), ® Darstellung der p-Werte der Gruppen 1 und O im
zeitlichen Verlauf von t1 (Aufnahme), t2 (4-6h) und t3 (12-24h).

Variablen
CK MB Masse * | Troponin | ** Myoglobin ** WBCHO ***
[Ug/L] [ug/L] [Hg/L] [Umol/L]
= Gruppe 1 4,13 0,20 204,50 24,36
g upp (2,11/11,89) (0,12/4,20) | (38,75/981,25) | (21,59/29,37)
N -
Py Gruooe 0 9,95 0,42 110,50 27,05
2 PP (2,36/36,81) (0,28/5,97) | (45,00/491,75) | (22,88/37,39)
o Gruppe 1 59,07 10,20 143,50 21,20
g PP (6,60/117,12) | (2,04/17,67) |[(78,25/1212,75) | (19,52/26,31)
N
s Gruppe 0 14,63 225 93,50 29,32
2 PP (2,84/97,86) (0,37/23,11) | (48,75/281,25) | (21,33/39,63)
a Gruppe 1 31,41 8,16 72,00 20,12
g PP (7,79/58,53) (3,37/35,84) | (41,50/140,00) | (17,25/24,07)
N
Py Gruppe 0 11,84 3,14 62,00 25,77
2 PP (2,18/73,16) (0,25/13,85) | (43,00/121,00) | (21,46/33,72)
Wert @ p (1)=0,002 p (1)<0,01 p (1)=n.s. p (1)=0,006
P p (0)=0,047 p (0)=0,002 p (0)=0,016 p(0)=n.s.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob der Einsatz des GPIIb/llla-
Antagonisten Tirofiban bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom einen
Einfluss auf die Konzentration von Vollblut-Cholin, einem biochemischen
Marker der Phospholipase-D-Aktivitat, hat. Zusatzlich wurde eine madgliche
Beeinflussung der Konzentrationen von Troponin, Myoglobin und Kreatinkinase-

MB durch die Therapie untersucht.

5.1 Diskussion der Methode

In die vorliegende Arbeit wurden Patienten gemall den Einschlusskriterien
aufgenommen (siehe Kapitel 3.1.1). Das Studiendesign war retrospektiv. Das
Studienkollektiv setzt sich zusammen aus Patienten, die zwischen August 1999
bis Oktober 2000 in der Rettungsstelle und der Intensivstation der Charité,
Campus Virchow Klinikum, die Einschlusskriterien erfullt haben. Insgesamt
konnte nur eine geringe Fallzahl untersucht werden, da eine allgemeine
Empfehlung fir den Einsatz von GPIlb/llla-Antagonisten fir Hochrisiko-
Patienten mit akutem Koronarsyndrom durch die ESC erst mit den Guidelines
2003 erfolgte. Die statistischen Ergebnisse der Berechnungen der Gruppen von
jeweils 16 Patienten kdnnten deshalb nur eine eingeschrankte Aussage haben.

Die Analyse der Proben und Messung der Cholin-Vollblut Konzentration erfolgte
im eigenen Labor der Arbeitsgruppe mittels HPLC-MS. Die HPLC-MS-Analyse
wurde anhand einer eigenen internen Standardarbeitsanweisung zur
Bestimmung von Phosphorylcholin-Targetspezies in Blutplasma mit HPLC/MS
und eines Labor internen Protokolls validiert und optimiert (siehe Kapitel 3.2.2).
Durch die in die Analysephase integrierten Messungen von Kalibrations- und
Qualitats-Kontroll-Lésungen bekannter Konzentrationen (Kalibrations-Losungen
mit Konzentrationen 5, 50, 500 ymol/L und Loésungen zur Qualitatskontrolle
12,5, 125, 200, 400 umol/L) konnte die Messgenauigkeit Uberpriuft werden. Die
Reproduzierbarkeit der Messungen wurde fur die verschiedenen Kontroll-
Losungen gemaly Validierungsprotokoll geprift. Zur Quantifizierung der
Spezifitat der Ergebnisse wurde eine mogliche Beeinflussung der Analyse

durch Medikamente untersucht. Eine Abweichung der Ergebnisse hierdurch



Diskussion 60

konnte ausgeschlossen werden. Da bisher in keiner Arbeit Vollblut-Cholin
bestimmt wurde, liegt hierzu kein Vergleichsmaterial vor.
Vollblut-Cholin ist ein komplementares Spaltprodukt der Phospholipase D
Reaktion, welche eine zentrale Bedeutung fur die Signaltransduktion auf
humoraler Ebene, besonders bei der Plattchen-Aggregation und Aktivierung,
hat (siehe auch 1.6). Mit der Detektion von Vollblut-Cholin ist es mdglich,
indirekt auf die Aktivitat der PLD zu schlieRen. Hierzu lassen sich zwei
Hypothesen aufstellen:

1. erhéhte Cholin Konzentrationen sind Ausdruck einer Plaque

Destabilisierung und

2. die Vollblut-Cholin Konzentration steigt in ischamischen Geweben bei
hamodynamisch instabilen Patienten im Rahmen der inflammatorischen

endothelialen Dysfunktion an.

Es wurde deshalb in dieser Arbeit untersucht, ob eine GPIIb/llla-Antagonisten
Therapie bei Risiko-Patienten zu einer Beeinflussung der Vollblut-Cholin
Konzentration fuhrt (,prove of concept®). Als mdglicher Hinweis fur die
Effektivitat der Therapie mit Tirofiban wurde eine Abnahme der Vollblut-Cholin
Konzentration innerhalb der behandelten Gruppe gewertet. Zusatzlich wurde
eine mogliche Beeinflussung der bekannten Standardmarker (Troponine,

Kreatinkinase-MB und Myoglobin) durch die Tirofiban Therapie untersucht.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Troponine sind zurzeit die wichtigsten Markersubstanzen in der
Risikoklassifizierung des akuten Koronarsyndroms und wurden in zahlreichen
Studien bereits im Hinblick auf die Diagnostik des akuten Myokardinfarktes
untersucht (siehe Kapitel 1.2.2.2). Prognostisch weil3t ein erhdhter Troponin-
Wert auf eine hdhere kardiale Morbiditat und Letalitédt hin. In verschiedenen
Studien wurde retrospektiv ermittelt, das Troponin positive Patienten von einer
Therapie mit einem GPIlIb/llla-Antagonisten profitiert haben (PRISM, PRISM-
PLUS)[30, 31]. Eine mdgliche Beeinflussung der Serum Konzentration der
Troponine als Reaktion auf die Therapie wurde hierbei aber nicht untersucht.

Der in dieser Arbeit festgestellte Verlauf der Troponine, innerhalb der
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untersuchten Studienpopulation, gibt den entsprechend ihrer
Freisetzungskinetik erwarteten und typischen Konzentrationsverlauf Gber die
Zeit wieder. Zwischen den Gruppen 0 und 1 zeigte sich kein signifikant
unterschiedlicher Verlauf. In dieser Arbeit hat der zusatzliche Einsatz von
Tirofiban keinen Einfluss auf den Verlauf der Konzentration der Troponine
(siehe Kapitel 4.2.1). Dies ergab auch die Analyse der Messungen von CK-MB
und Myoglobin. Insgesamt kam es im Vergleich der Gruppen nicht zu einer
statistisch signifikanten Beeinflussung der Plasma-Konzentration des jeweiligen
Markers durch den Einsatz von Tirofiban. Die Konzentrationen von
Kreatinkinase-MB und CK-MB  Masse verlaufen gemal ihrer
Freisetzungskinetik mit einem erwarteten Maximum zum zweiten Abnahme
Zeitpunkt (siehe Kapitel 4.2.3). Der Verlauf des Myoglobins zeigte insgesamt
auch ein Maximum zum Zeitpunkt t2.

Bei den gemessenen Substanzen handelt es sich um Enzyme und
Proteinkomplexe des intrazellularen Stoffwechsels. Voraussetzung eines
Anstiegs der Plasmakonzentration dieser Substanzen ist eine Schadigung der
jeweiligen Zelle und Zerstérung der Membran. Da keiner dieser Marker den
Vorgang der Aktivierung von Plattchen und Leukozyten erfasst, lasst sich
vermuten, dass diese deshalb auch vom Einsatz der GPIIb/llla-Antagonisten
unbeeinflusst geblieben sind, da ihre Konzentration ausschlieBlich durch die
bereits zugrunde gegangenen Zellen bestimmt wird. Fur die Diagnostik sind
diese Substanzen geeignet, da sie laut einer aktuellen Studie von Morrow et al.,
besonders in Kombination, eine hohe Sensitivitat und Spezifitat erreichen [3].
Dies qilt insbesondere fur kardiales Troponin, welches auch zur Klassifizierung
des Risikos des einzelnen Patienten geeignet und empfohlen ist. Die verzogerte
Freisetzungskinetik dieser Substanzen und das dadurch zeitlich zum Ereignis
versetzte spate Maximum im Serum sind fur die Diagnostik in der Frihphase
problematisch. Mit Myoglobin wurde ein relativ frath anzeigender Marker
gefunden, der aber aufgrund geringer Sensitivitat und Spezifitdt nicht als
Einzelmarker in der Frihdiagnostik geeignet ist. Im Gegensatz dazu ist
WBCHO eine Substanz, die sich in Freisetzungskinetik und Synthese-Ort stark
von den Standardmarkern unterscheidet. WBCHO erreicht ein Maximum zum

ersten Abnahmezeitpunkt (t1). Ein weiterer Anstieg wurde nicht beobachtet.
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Hiermit liegt das Maximum zeitlich deutlich vor denen der anderen Marker. Hier
konnte das Potential als moglicher Marker im Fruhstadium des Akuten
Koronarsyndroms und somit als zusatzliche Entscheidungshilfe zur Einleitung
der optimalen Therapie liegen.

Die Plaque-Dynamik kann mit WBCHO relativ frih erfasst und bewertet werden.
Dies geschieht zeitlich mehrere Stunden vor Detektion des Zelluntergangs und
Freisetzung der bisher bekannten Marker. Der Abfall von WBCHO ist in der mit
Tirofiban behandelten Gruppe (1) signifikant, im Gegensatz zur unbehandelten
Gruppe (0), welche keinen signifikanten Abfall der WBCHO Konzentration
aufweist. Daraus lasst sich ableiten, dass die Therapie mit Tirofiban
moglicherweise den Verlauf der WBCHO-Konzentration beeinflusst. WBCHO
konnte aus diesem Grund als Kontroll-Substanz wahrend der Therapie mit
Tirofiban eingesetzt werden, da das WBCHO den dynamischen Prozess und
somit das Ausmall der Plaque-Destabilisierung und Plattchenaktivierung
anzeigt.

Eine weitere Moglichkeit ware der Einsatz von WBCHO als Marker in der
Frihphase der Entwicklung einer instabilen Plaque. Patienten mit unklarer
klinischer Symptomatik oder vermeidlich stabiler Angina Pectoris kdnnten als
ersten Hinweis auf eine Neu- oder Weiterentwicklung eines ACS ein erhohtes
WBCHO bei sonst noch unauffalligem biochemischen Labor aufweisen, da in
diesem Stadium noch keine Zellen zerstort worden sind. Hiervon kdnnten auch
Patienten mit asymptomatischen Stenosen und hoher Plaque-Dynamik
profitieren. Da WBCHO als Signal-Molekdl auch im Blut von gesunden
Probanden nachweisbar ist, muss der Cut-off Punkt berucksichtigt werden. In
Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass gesunde Probanden eine
individuelle WBCHO Konzentration haben, welche aber in einem sehr schmalen
Intervall relativ konstant bleibt. WBCHO ist ebenfalls eine primar intrazellulare
Substanz, welche aber im Rahmen der Aktivierung der Thrombozyten vermehrt
freigesetzt wird. Hierbei werden verschiedene Mechanismen vermutet. Die
beiden wichtigsten sind zum einen Diffusion aufgrund eines Konzentrations-
Gradienten an der Thrombozyten Membran, bedingt durch den intrazellularen
Konzentrationsanstieg bei erhdhter Thrombozyten Aktivitat. Zum anderen gibt

es vermutlich auch aktive Membran-Transport-Proteine fur Cholin, welche im
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Rahmen der Aktivierung zu einem zusatzlichen Transport nach extrazellular
fuhren. Pathophysiologisch lasst sich eine Beeinflussung der WBCHO
Konzentration durch GPIlIb/llla-Antagonisten durch verschiedene Parameter
vermuten. Wie unter 1.6.2 dargestellt, wird Cholin durch die intrazellulare
Phospholipase D Reaktion mafRgeblich in Thrombozyten und Makrophagen
freigesetzt[104]. Die PLD ist daher vermutlich an der Regulation des GPlIIb/llla-
Rezeptorkomplexes bei der Thrombozyten-Aktivierung beteiligt. Die WBCHO
Konzentration ist somit abhangig von der PLD Aktivitat und koénnte im
Umkehrschluss den Aktivierungszustand des thrombozytaren Systems
anzeigen. Eine wichtige Frage ist, in wie weit diese Ergebnisse bei der Auswahl
und Beantwortung der Frage helfen konnen, welche Patienten vom Einsatz
eines GPlIb/llla-Antagonisten profitieren.

Es wird =zurzeit kontrovers diskutiert, welche Patienten mit akutem
Koronarsyndrom mit einem GPIIb/llla-Antagonisten behandelt werden sollten
und ob im Rahmen dieser Therapie zusatzlich invasiv, mittels Herzkatheter,
oder nur konservativ behandelt werden sollte. Die aktuellen Richtlinien der AHA
empfehlen den Einsatz von GPIIb/llla-Antagonisten wie bereits dargestellt fur
Risiko Patienten mit ACS ohne ST-Hebung im EKGJ[1]. Diese Patienten sind
meistens mit Aspirin und Heparin vorbehandelt und sollen einer Herzkatheter-
Intervention unterzogen werden.

Ebenfalls empfohlen sind GPIIb/llla-Antagonisten fir ACS Patienten, wenn bei
diesen der Troponin T oder Troponin | Test positiv ist, eine kontinuierliche
Ischamie vorliegt oder andere Hochrisiko Faktoren. In einer aktuellen
Publikation wurde der CD40 Ligand als moglicher Marker fur die frihe
Therapieentscheidung mit GPIlIb/llla-Antagonisten und seine mdgliche
Prognostische Aussagekraft evaluiert [61]. Bei Patienten mit einem Anstieg des
CD40L im Serum fuhrte eine GPIIb/llla-Antagonisten Therapie zu einer
signifikanten Reduktion der primaren Endpunkte. Da es aber auch bei Tumor
Erkrankungen und chronisch entzindlichen Erkrankungen zur erhdhten
Expression von CD40 und Sekretion von CD40L kommt, erscheint das CD40L
Molekul nicht zur alleinigen Therapieentscheidung und Selektion der Patienten
fur eine GPIIb/llla-Antagonisten Therapie geeignet (siehe auch Kapitel 1.2.2.4).

Der therapeutische Nutzen von GPIlb/llla-Antagonisten scheint in der
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Frihphase, bei hoher Aktivitat der Thrombozyten, am groften. Diese Hochrisiko
Patienten sollten deshalb schon in dieser Phase mit GPIIb/llla-Antagonisten
behandelt werden. Die Identifizierung und Kkorrekte Klassifizierung nach
individuellem Risiko des Patienten in der FriUhphase konnte ein erweitertes,
zeitlich nah am Ereignis liegendes Einsatzgebiet der GPIlIb/llla-Antagonisten
aufdecken. Dass die Bestimmung von Surrogat-Markern, wie den Troponinen,
bei dieser Entscheidung nur bedingt helfen kann, zeigte sich in der GUSTO-IV-
ACS Studie, wo Troponin positive Patienten nicht von der Abciximab Therapie
profitieren konnten[35].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Beeinflussung von WBCHO
durch GPIlIb/llla-Antagonisten moglich ist. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
dass WBCHO in der Fruhphase des ACS anderen Substanzen aufgrund eines
frih detektierbaren Maximums Uberlegen ist. In weiteren Studien muss geklart
werden, ob die Aussagekraft von WBCHO in Kombination mit anderen
Substanzen erhoht werden kann. Eine Beeinflussung der Konzentration der
Standardmarker Troponin, Myoglobin und Kreatinkinase durch den Einsatz der
GPIIb/llla-Antagonistentherapie gab es in dieser Arbeit nicht.
Zusammenfassend lasst sich vermuten, dass es sich bei WBCHO um einen
Marker zur Klassifikation von ACS Risikopatienten handelt. Um mdoglichst in der
FrGhphase des ACS eine Therapie einleiten zu kdnnen, erscheint die frihe
Freisetzung von WBCHO eine weitere Mdglichkeit zur Detektion und zum
Monitoring der ACS Patienten in der Frihphase zu er6ffnen. Im Hinblick auf
therapeutische Mallnahmen muss in weiteren Studien belegt werden, ob diese
zu einer Beeinflussung der WBCHO Konzentration im Verlauf fUhren und somit
den Therapieerfolg anzeigen konnten. Weiterhin muss die WBCHO
Konzentration im Hinblick auf lhre Beeinflussung durch eine PTCA untersucht
werden und die Frage geklart werden, in wie weit andere GPIIb/llla-
Antagonisten, neben Tirofiban, die WBCHO Konzentration bei Patienten mit
ACS beeinflussen. Fur die Zukunft kdnnte der Einsatz von WBCHO als
Frihmarker bei Hochrisiko ACS Patienten zu eine friihen Einleitung mit einem
GPIlIb/llla-Antagonisten und unter Umstanden zur Reduktion von invasiven
Therapien fuhren. Zusatzlich scheint ein Monitoring bei der Therapie mit
GPIlIb/llla-Antagonisten  durch die = WBCHO-Konzentration maglich.
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6 Zusammenfassung
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Verlauf des Phospholipase D Metaboliten
Cholin bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom untersucht. Besonders
berlcksichtigt wurde hierbei die Therapie mit dem GPIIb/llla-Antagonisten
Tirofiban.
Beim akuten Koronarsyndrom stehen nach den aktuellen Richtlinien der AHA,
ACC und der ESC die instabile Angina Pectoris, der Nicht-ST-Hebungsinfarkt
und der ST-Hebungsinfarkt im Vordergrund. Fir die Diagnostik mit
biochemischen Markern werden in erster Linie Troponin | und T, Kreatinkinase-
MB und Myoglobin empfohlen. Fur diese Patientengruppe ist ein Marker, der
aufgrund hoher Sensitivitat, Spezifitat und durch eine frihe Freisetzungskinetik
geeignet ist, Patienten in der Frihphase des Akuten Koronarsyndroms zu
detektieren, im Sinne einer frihen Therapieeinleitung, besonders wichtig. Eine
zentrale Bedeutung flr das akute Koronarsyndrom hat unter anderem die
atherosklerotische Plaque, bei deren Destabilisierung die Phospholipase D eine
Schlusselfunktion hat. Die Detektion von Cholin im Blut, ein komplementares
Spaltprodukt der PLD Reaktion, ermoglicht es, indirekt auf die Aktivitat der PLD
zu schliel3en. Hieraus lassen sich zwei Hypothesen aufstellen:

1. erhdhte Cholin Konzentration sind Ausdruck einer Plaque

Destabilisation und

2. die Vollblut-Cholin (WBCHO) Konzentration steigt in ischamischen
Geweben bei hamodynamisch instabilen Patienten im Rahmen der

inflammatorischen, endothelialen Dysfunktion an.

Ziel der Arbeit war es, zu klaren, ob der Einsatz des GPIIb/llla-Antagonisten
Tirofiban zu einer Beeinflussung der Cholin- und Standardmarker-Konzentration
im Blut fihrt.

Zur Messung von WBCHO wurde die Hochleistungs-
FlUssigkeitschromatographie in  Verbindung mit der  Elektrospray-
Massenspektrometrie verwendet (HPLC-ESI-MS). Es wurden 342 Patienten in
die Studie eingeschlossen. Aus diesem Kollektiv wurden retrospektiv 32
Patienten mit akutem Koronarsyndrom in diese Arbeit aufgenommen, in zwei

Gruppen mit jeweils 16 Patienten mittels ,matched pairs“-Technik unterteilt und
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analysiert. Eine Gruppe erhielt zusatzlich zur Standard-Therapie Tirofiban. Es
wurden Blutabnahmen bei Aufnahme, nach 4-6 Stunden und nach 12-24
Stunden gewonnen und weiterhin ein 30 Tage und 12 Monate Follow-up
durchgefuhrt. Es gab einen signifikanten Verlauf der WBCHO-Konzentration (p=
0,006) in der mit Tirofiban behandelten Gruppe im Gegensatz zur Gruppe die
nur die Standardtherapie erhielt (p= 0,174). Es gab keine signifikanten
Veranderungen in den Konzentrationen der Standardmarker im
Zusammenhang mit der Tirofiban Therapie. Im Vergleich zu Troponin | und T,
Myoglobin und Kreatinkinase hatte WBCHO das zeitlich friheste
Konzentrations-Maximum. Hier konnte das Potential als moglicher Marker im
Fruhstadium des ACS und somit als zusatzliche Entscheidungshilfe zur
Einleitung der optimalen Therapie liegen. Die Plaque-Dynamik kann mit
WBCHO relativ frih erfasst und bewertet werden. Dies geschieht zeitlich
mehrere Stunden vor Detektion des Zelluntergangs und Freisetzung der bisher
bekannten Marker.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Beeinflussung von WBCHO
durch GPIlIb/llla-Antagonisten madglich ist. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
dass Vollblut-Cholin in der Frihphase des Akuten Koronarsyndroms anderen
Substanzen aufgrund eines fruh detektierbaren Konzentrations-Maximums
uberlegen ist. Eine Beeinflussung der Konzentration der Standardmarker
Troponin, Myoglobin und Kreatinkinase durch den Einsatz der GPlIb/llla-
Antagonistentherapie gab es in dieser Arbeit nicht.

AbschlielRend Iasst sich vermuten, dass es sich bei WBCHO um einen Marker
zur Kilassifikation von ACS Risikopatienten handelt. Um mdglichst in der
Frihphase des Akuten Koronarsyndroms eine Therapie einleiten zu kdnnen,
erscheint die frihe Freisetzung von Vollblut-Cholin eine weitere Moglichkeit in

der Diagnostik von ischamischen Myokardveranderungen zu eroffnen.
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