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1 Hintergrund

1.1 Myeloperoxidase (MPO)

Das Enzym Myeloperoxidase (MPO) ist physiologisch ein wichtiger
Bestandteil der angeborenen zellularen Immunabwehr 4. Die MPO st ein
Hamprotein aus der Familie der Peroxidasen und mit einem Anteil von etwa
funf Prozent am Proteingehalt von polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN) stellt sie eines der am haufigsten vorkommenden
Proteine dieser Zellen dar ™. Nach deren Aktivierung wird sie hauptséachlich
von diesen, aber in geringerem MalRe auch von Monozyten und
gewebsstandigen Macrophagen sezerniert *°®. Bei der Abwehr von
Mikroorganismen tragt sie zum sogenannten ,oxidative burst® bei, indem sie
hochreaktive Sauerstoffradikale produziert . Hauptsachlich katalysiert sie
die Umwandlung von Wasserstoffperoxid (H2O,) zu hypochlorischer Saure
(HOCI-) 58,

1.2 Pathophysiologische Bedeutung von MPO bei der koronaren
Herzkrankheit (KHK)

Neben ihrer physiologischen Rolle gibt es zunehmend Hinweise, dass
die MPO auch an der Pathogenese der koronaren Herzkrankheit (KHK)
beteiligt sein konnte. So liegt es nahe, dass auch die Eignung von MPO als
zusatzliches diagnostisches Werkzeug bei der KHK, insbesondere bei
akutem Koronarsyndrom (ACS) erforscht wurde. Verschiedene Arbeiten
konnten fur die Bestimmung des MPO Spiegels einen potenziellen Nutzen

als prognostischen Parameter beschreiben.
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1.2.1 Mechanismen bei der Pathogenese der Atherosklerose

Verschiedene Mechanismen wurden beschrieben, durch die MPO bei
der Pathogenese der Athersklerose und méglicherweise bei der Plaqueruptur
beim ACS beteiligt sein konnte >3, Dabei steht die Hypothese einer MPO-
assoziierten vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im
Vordergrund 614151

Zum Einen wird vermutet, dass MPO die Bildung von oxidierten Low

(16]

density Lipoproteinen beglnstigt und zur Akkumulation von

n 1720 Des Weiteren

dysfunktionellem High density Lipoprotein fuhren kan
wurde gezeigt, dass MPO am Katabolismus von Stickstoffmonoxid, einem
wesentlichen Mediator der Vasodilatation, beteiligt ist ???. Die MPO
vermittelte Reduktion der Bioverflugbarkeit von NO kdnnte eine endotheliale
Dysfunktion auslésen 2.

Obwohl die pathophysiologische Beteiligung von MPO bei der
Atherosklerose nur lickenhaft bekannt ist, konnte MPO durch Induktion einer
Endotheldysfunktion und inflammatorischer Vorgange im Plaque eine
Plaqueruptur fordern. Letzteres ist ein entscheidender Schritt bei der
Pathogenese eines ACS #!, zu dem MPO direkt beitragen kann, da neben
MPO sezernierenden Leukozyten 24! auch freie MPO in ihrer enzymatisch
aktiven Form in atheromatdsen Plaques aus humanen GefaRwanden isoliert
werden konnte . Dort kann sie durch Aktivierung von Matrix-

Metalloproteasen 272!

und der Produktion von hypochlorischer Saure
(HOCI-), die in Endothelzellen eine Apoptose induzieren kann [ direkt zur
Destabilisierung der Kappe eines atheromattsen Plaques beitragen und
durch verstarkte Freisetzung von endothelialem Gewebsfaktor die

Thrombusbildung begtinstigen **2°,
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1.2.2 Potenzial als diagnostischer Marker bei der KHK

Aufgrund der Mdglichkeit einer pathophysiologischen Beteiligung von
MPO bei der Genese der Atherosklerose, liegt es nahe, dass auch
Untersuchungen zur Eignung von zirkulierender und im peripheren Blut
bestimmbarer MPO als diagnostischem Biomarker bei atherosklerotischen
Gefallerkrankungen unternommen wurden. Dabei fanden sich erhéhte
Blutkonzentrationen von MPO sowohl bei Patienten mit stabiler KHK 233
als auch bei ACS 23133361 op die Bestimmung des MPO Spiegels bei ACS,
zusatzlich zu den bekannten etablierten Myokardmarkern (insbesondere des
Troponins T bzw. 1), einen additiven Nutzen zur Diagnosestellung eines ACS

hat, wird derzeit noch kontrovers diskutiert [13:2%:87-40.41.42]

1.2.3 Potenzial als prognostischer Marker bei der KHK

Andere Studien geben Anlass zu der Annahme, dass eine MPO
Bestimmung ein nutzlicher Baustein bei der Risikostratifizierung und der
Prognose kardiovaskularer Ereignisse sein kdonnte. So gingen erhéhte MPO
Spiegel bei scheinbar gesunden Erwachsenen mit einem erhdhten Risiko fur
die Entwicklung einer KHK einher 3!,

Ein besonderer Fokus ist die Rolle von MPO bei ACS: Bei Patienten,
die sich mit Brustschmerz vorstellten, waren hohere MPO
Plasmakonzentrationen pradiktiv fir das Auftreten eines Myokardinfarkts
bzw. kardialer Ereignisse “**. Bei Patienten, bei denen bereits ein
manifestes ACS vorlag, zeigte sich MPO préadiktiv fur das Auftreten von
kiinftigen kardialen Ereignissen “® sowie fir die Kurzzeit- 7! und Langzeit-
Mortalitat 8. Dabei fanden sich positive Korrelationen mit weiteren
inflammatorischen Markern, wie dem B-natriuretischem Peptid (BNP) &0
und dem C-reaktiven Protein (CRP) P,
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Jedoch konnte sich die Messung der MPO Konzentration zu
prognostischen Zwecken in der klinischen Routine (noch) nicht durchsetzen

und wird weiterhin zum Teil kontrovers diskutiert 1352531,

1.2.4 Rolle der zirkulierenden MPO bei der Diagnostik der KHK

Obwohl zahlreiche Studien belegen, dass zirkulierende MPO im
peripheren Blutstrom bei Patienten mit KHK, insbesondere bei ACS, erhéht
nachzuweisen ist, bleibt die Quelle der MPO letztlich unklar. Die bisherige
Theorie ist, dass PMNs durch eine Plaqueruptur im Rahmen eines ACS 2554
oder einer Verletzung der GefaRwand durch eine Koronarintervention mit
Stentimplantation (PCI) ©°°¢ |okal vermehrt aktiviert und rekrutiert werden
und somit eine gesteigerte Sezernierung von MPO resultiert. In Anbetracht
der Nachweisbarkeit von freier MPO in atherosklerotischen Plaques [, ist
allerdings auch eine direkte Freisetzung von MPO in den Blutstrom nach
einer Verletzung von Koronarplaques durch eine PCI oder bei ACS denkbar.

Jedoch spielen PMNs auch eine bedeutende Rolle bei myokardialen
Ischamie/Reperfusions-Reaktionen (I/R), indem sie durch diese aktiviert
werden und durch Freisetzung verschiedener reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS), Proteinasen und Adhasionsmolekile und der dadurch
hervorgerufenen Gewebeschadigung, zu einem sogenannten I/R-Schaden
beitragen P79, Bereits unmittelbar nach einer I/R Reaktion lieR sich eine
vermehrte Adhasion von PMNs an der GefaRwand nachweisen %Y. Dies
geht mdglicherweise mit einer raschen Freisetzung von MPO in die
Zirkulation einher. Ob dieses Phanomen auch bei einer transienten
belastungsinduzierten myokardialen Ischamie zu beobachten ist, wurde

bisher nicht untersucht.
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2 Ziele dieser Untersuchung

Aufgrund dieser Uberlegungen, sollte die vorliegende Studie
untersuchen, unter welchen pathophysiologischen Umstanden und aus
welcher Quelle MPO bei der KHK in die Koronarstrombahn und schlief3lich in
die systemische Zirkulation freigesetzt wird. Dazu sollten in Blutproben von
verschiedenen Patientengruppen und in in vitro Experimenten folgende

Fragestellungen uberpruft werden:

e Wie hoch ist die Konzentration von zirkulierender MPO in verschiedenen

Patientengruppen?

e Gibt es Hinweise fir eine direkte Freisetzung von MPO aus

atherosklerotischen Koronarplaques?

e Gibt es Hinweise darauf, dass MPO von PMNs sezerniert wird, die durch
eine  belastungsinduzierte Ischamie/Reperfusion-Reaktion in  der

Koronarstrombahn aktiviert wurden?

e Konnte MPO, bzw. die von ihr Kkatalysierte Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen, die Thrombozytenaggregation steigern und somit
moglicherweise prothrombotische Effekte im Rahmen eines akuten

Koronarsyndroms ausiiben?
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3 Probanden, Methoden und Materialien

3.1 Probanden

3.1.1 Einschlusskriterien

Fur diese Untersuchung wurden folgende Gruppen von Patienten mit
KHK eingeschlossen:

1. Patienten mit Verdacht auf eine hamodynamisch relevante KHK, die einer
Ischamiediagnostik mittels Belastungs-Myokardperfusionszintigrafie (MPS)
zugefuhrt wurden. Bei Ischamie positiven Patienten wurde das Auftreten
einer transienten Ischamie/Reperfusions-Reaktion erwartet.

2. Patienten mit symptomatischer, stabiler, angiografisch gesicherter KHK,
die eine elektive perkutane Koronarintervention (PCI) mit Ballonangioplastie
(PTCA) und Stentimplantation erhielten. Die daraus resultierende Lasion der
GefalBwand diente in dieser Studie als Modell fir eine Plaqueruptur (via
Ballondilatation und Stentimplantation).

3. Patienten mit einem ACS [ST-Strecken-Hebungsinfarkt (STEMI) oder
Nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt bzw. instabiler Angina pectoris (NSTEMI-
ACS)], die mit einer primaren Akut-PCIl behandelt wurden, hier als ein Modell
fur eine Ischamie/Reperfusions-Reaktion (Reperfusion des betroffenen
Gefalles, entweder spontan oder durch die PCIl) und eine Plagueruptur
(spontan als Ausloser des ACS bzw. via Ballondilatation und
Stentimplantation).

Zusatzlich wurden augenscheinlich gesunde Probanden ohne
relevante Vorerkrankungen, die fir mindestens zwei Wochen keine
Medikamente eingenommen hatten, als Kontrolle in die Untersuchung
einbezogen.

Mit Ausnahme von zwei zusatzlichen Blutentnahmen wurden die
diagnostischen und therapeutischen Malinahmen an allen Patienten durch

die Studie nicht beeinflusst. Sadmtliche Prozeduren und Vorgehensweisen
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erfolgten im Einklang mit der Deklaration von Helsinki. Nachdem die hiesige
Ethikkommission zu diesem Vorhaben ein positives Votum abgegeben hatte,
wurden alle Patienten schriftlich und mundlich Gber Sinn und Zweck, sowie
Uber mogliche Risiken der Studie aufgeklart. Patienten wurden erst nach
eigenhandiger Unterschrift der Einwilligungserklarung in die Studie

aufgenommen.

3.1.2 Auschlusskriterien

Von der Teilnahme an der Studie ausgeschlossen wurden Patienten,
bei denen mindestens eines der folgenden Kriterien vorlag: Kardiale
Revaskularisierung innerhalb des letzten Monats, Herzinsuffizienz der NYHA
Klasse 1ll und IV, schwere kardiale Vitien, eine immunsupprimierende
Erkrankung oder immunsuppressive Therapie, akute oder chronische
entziindliche Erkrankungen, schwere Leber- oder Nierenfunktions-

einschrankungen und maligne Erkrankungen.

3.1.3 Patientengruppen und —anzahl

Insgesamt wurden prospektiv 311 konsekutive Patienten fur die Studie
befragt und deren Daten erhoben. Nach Uberprifung samtlicher Ein- und
Ausschlusskriterien wurden schlie3lich 192 Patienten in die Untersuchung
eingeschlossen und deren Daten ausgewertet. Die Patienten teilten sich
folgendermalRen auf die verschiedenen Gruppen auf: 76 Patienten mit
Verdacht auf eine hdmodynamisch relevante KHK, bei denen eine MPS
durchgefuihrt wurde; 57 Patienten mit stabiler KHK, die eine elektive PCI
erhielten; 59 Patienten mit ACS, die eine Akut-PCI erhielten und schliel3lich

12 gesunde Probanden.
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3.2 Methoden
3.2.1 Belastungs-Myokardperfusionsszintigrafie

Alle  Belastungs-Myokardperfusionsszintigrafien  (MPS)  wurden
entsprechend den Empfehlungen des American College of Cardiology und
der American Heart Association Task Force on Practice Guidlines
durchgefihrt 3. Von allen Patienten wurde eine schriftliche Einwilligung zur
Bereitschaft der Teilnahme an der Studie eingeholt. Die MPS wurde anhand
eines Ein-Tages Protokolls fur Belastungs- und Ruheuntersuchung
durchgefiihrt. Als radioaktiver Tracer wurde routineméaRig **"Technetium?®
methoxyisobutylisonitril (**"Tc-MIBI) verwendet. Fur die
Belastungsuntersuchung wurde eine gewichtsadaptierte Dosis von 4 MBq
pro kg Korpergewicht (mindestens jedoch 300 MBq) **"Tc-MIBI appliziert, fiir
die Ruheuntersuchung 10 MBq pro kg Kérpergewicht (mindestens jedoch
700 MBq). Die Belastung erfolgte entweder auf dem Fahrradergometer oder
pharmakologisch. Dabei wurde Dypiridamol mit einer Dosierung von 0,14 mg
pro kg Kdrpergewicht pro Minute tUber 4 Minuten kontinuierlich intravends
verabreicht. Die Applikation des radioaktiven Tracers “"Tc-MIBI fir die
Belastungsuntersuchung erfolgte als Bolus etwa 30 Sekunden vor Abbruch
der ergometrischen Belastung, bzw. 3 Minuten nach Ende der Infusion von
Dypiridamol. Die Bildakquisation fir die Belastungsuntersuchung erfolgte 45
bis 60 Minuten nach Belastungsende in SPECT (single photon emission
computed tomography)-Technik. Die Applikation des Tracers fur die
Ruheuntersuchung erfolgte als Bolus etwa 120 Minuten nach
Belastungsende, die Bildakquisation etwa 45 bis 60 Minuten danach.
Anschlielend wurden aus den Datensatzen computerbasiert transversal-
oblique, sagittale und koronare Schnittbilder entlang der Herzachse
rekonstruiert. Gleiche Schichten der verschiedenen Schnittebenen wurden
getrennt nach Belastungs- und Ruheuntersuchung zur Auswertung

zusammengefugt.
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Zunachst erfolgte eine nicht quantitative Befundung und Einteilung der
Patienten in Ischamie positiv und negativ. Der positive Nachweis einer
belastungsinduzierten Myokardischdmie wurde postuliert, wenn ein
Perfusionsdefekt in der Belastungsuntersuchung auftrat, der sich in der
Ruheuntersuchung reversibel darstellte. Als Ischamie negativ wurden
diejenigen Untersuchungsergebnisse klassifiziert, die keine reversiblen
Perfusionsdefekte, bzw. umschriebene Perfusionsdefekte an gleicher
Lokalisation sowohl in der Belastungs-, als auch in der Ruheuntersuchung
(entsprechend einer Myokardnarbe) aufwiesen. Die Erstellung der Befunde
erfolgte fir jede Untersuchung durch zwei erfahrene Nuklearmediziner,
denen die Ubrigen Ergebnisse der Studie nicht bekannt waren.

Darlber hinaus wurde semiquantitativ das Ausmald
belastungsinduzierter Minderperfusion des linksventrikularen (LV) Myokards
bestimmt. Diese Auswertung erfolgte computergestitzt automatisiert mit der

Perfit™ (Hermes Medical Solutions Inc.) Software [©364,

Die Ergebnisse
wurden in Volumenprozent des ischamischen Areals des LV Myokards unter
Belastung angegeben und in drei Kategorien unterteilt: keine relevante (< 5%
LV), maRige (5-10% LV) und schwere (> 10% LV) belastungsinduzierte

Ischamie.

3.2.2 Koronarangiografie und perkutane Koronarintervention

Alle Koronarangiografien und perkutanen Koronarinterventionen (PCI)
wurden nach den Richtlinien der Européaischen Gesellschaft fur Kardiologie
durchgefihrt %71 Die koronarangiografischen Befunde wurden jeweils von
zwei erfahrenen Kardiologen, denen die ubrigen Studienergebnisse nicht
bekannt waren, unabhangig voneinander interpretiert.

Fur die Koronarangiografien und PCls wurde ein transfemoraler oder
radialer Zugang Uuber eine arterielle Schleuse (GroRe 6F) etabliert.
Unfraktioniertes Heparin wurde intravends verabreicht, bis eine ACT
(activated clotting time) von mehr als 250 Sekunden erreicht war. Vor der
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Koronarintervention wurde intrakoronar 0,25 - 0,5 mg Nitroglycerin appliziert.
Zur Implantation von Koronarstents wurde nach Ermessen des Untersuchers
entweder eine Vordilatation (perkutane transluminale Ballonangioplastie,
PTCA), oder eine direkte Stentimplantation durchgefiihrt. Bei unzureichender
Stentexpansion (angiografisch bzw. im intravaskularen Ultraschall) erfolgte
eine Nachdilatation. Unbeschichtete Stents (bare metal stents) oder
Medikamente freisetzende Stents (drug eluting stents) wurden in
Abhangigkeit von der klinischen Situation und nach den aktuellen
Empfehlungen der kardiologischen Fachgesellschaften verwendet. Alle
Patienten wurden mit einer dualen antithrombozytaren Therapie, bestehend
aus Acetylsalicylsaure (100 mg/d) und Clopidogrel (bei Erstbehandlung mit
einer sog. ,loading dose®“: 600 mg; Erhaltungsdosis: 75 mg/d) behandelt,

sofern keine Kontraindikationen vorlagen.

3.2.3 Gewinnung und Préaparation von Blutproben fur die Bestimmung

der MPO Plasmakonzentration

Zum Zwecke der Bestimmung der MPO Plasmakonzentration wurden
mit Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) versetzte Blutproben verwendet.
Dafur wurden je 7,5 ml Blut in ein mit 12 mg EDTA befllltes Probenbehéltnis
(Monovettenm, Fa. Sarstedt) abgezogen. Die Blutentnahmen bei Patienten
zur MPS und bei gesunden Probanden erfolgten aus einer peripheren Vene.
Bei Patienten, die eine PCI erhielten, wurden die Blutproben aus der
arteriellen Schleuse entnommen.

Die Blutentnahmen bei der MPS wurden jeweils direkt vor, sowie 45
bis 60 Minuten nach Ende des Belastungstests durchgeftihrt. Die Blutproben
im Herzkatheterlabor wurden direkt vor der Stentimplantation und 45 bis 60
Minuten nach der PCI entnommen. Alle Blutproben wurden sofort nach der
Abnahme auf Eis gekihlt und innerhalb einer Stunde bei 4 °C fur 15 Minuten
mit 1500 g zentrifugiert. Die Plasmauberstande wurden abpipettiert und die

Plasmaproben bei -80 °C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt.

-10 -
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3.2.4 Bestimmung der MPO Plasmakonzentration mittels ELISA

Die Bestimmung der MPO Plasmakonzentration erfolgte mittels eines
kommerziell erhaltlichen enzyme linked immunosorbent assays (ELISA).
Dabei wurde nach den Vorgaben des Herstellers (Immundiagnostik AG,
Bensheim, Deutschland) vorgegangen. Das Testprinzip basierte auf der
sogenannten ,Sandwich“-ELISA Technik. Dabei wurden zwei polyklonale
Antikdrper vom Kaninchen gegen humane MPO verwendet. Die Vertiefungen
(wells) von 96-well Mikrotiterplatten waren mit hochaffinen anti-human MPO
Antikorper beschichtet. Darauf wurden die Proben der Patienten pipettiert. In
diesem Inkubationsschritt wurde die im Plasma vorhandene MPO durch die
anti-human MPO Antikdrper gebunden. In einem zweiten Inkubationsschritt
erfolgte die Markierung mit einem Peroxidase-gekoppelten MPO
Zweitantikbrper. Nach mehrfachem Waschen der Mikrotiterplatten wurde
Tetramethylbenzidin als Substrat der Peroxidase zugegeben, die zu einem
Farbumschlag von Blau nach Gelb fihrte. Diese enzymatische Reaktion
wurde nach 20 Minuten durch Zugabe von verdinnter Schwefelsaure
unterbrochen. Die Lichttransmission dieser chromogenen Lésung ist der
MPO Konzentration direkt proportional. Die Lichtabsorption wurde direkt
nach Beendigung der Farbreaktion in einem Mikrotiterplattenphotometer
(,Sunrise“, Tecan) gemessen. Mit Hilfe von standardisierten Losungen mit
einer definierten MPO Konzentration wurde eine Eichreihe erstellt, anhand
derer die MPO Plasmakonzentrationen in den Proben der Patienten ermittelt
wurde. Samtliche Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefihrt
und die Mittelwerte berechnet. Die MPO Plasmakonzentration wurde in ng/ml

angegeben.
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3.2.5 Gewinnung und Praparation von Blutproben fir die

Thrombozytenaggregometrie

Fur die in vitro Experimenten zur mdglichen Beeinflussung der
Thrombozytenaggregation durch MPO wurden von gesunden freiwilligen
Probanden ohne relevante Vorerkrankungen, die fir mindestens 14 Tage
keinerlei Medikamente eingenommen hatten, Blutproben (20 ml Citrat-
antikoaguliertes Blut, Monovettenm, Fa. Sarstedt) aus einer peripheren Vene
entnommen. Zur Gewinnung von plattchenreichem Plasma (PRP) wurden die
Citrat-Blutproben unmittelbar nach der Entnahme bei 37 °C fir 10 Minuten
bei 1800 g zentrifugiert. Zur Verwendung als PRP wurden nur die obersten
zwei Drittel des Uberstandes abpipettiert, um eine Kontamination mit
Leukozyten zu vermeiden. Um plattchenfreies Plasma (PPP) zu erhalten,
wurden 1,5 ml PRP bei 37 °C fur 5 Minuten bei 5000 g zentrifugiert und

wiederum nur die obersten zwei Drittel des Uberstandes verwendet.

3.2.6 Messung der Thrombozytenaggregation mittels
Lichttransmissionsaggregometrie nach Born

Die Messung der Thrombozytenaggregation erfolgte nach der von
Born beschriebenen Methode der Lichttransmissionsaggregometrie [©8.
Dabei wurde in einem Aggregometer (,Model 700 Chrono-Log), einem
speziellen Photometer, die Lichtdurchlassigkeit des PRP gemessen. Durch
Zugabe eines spezifischen Aktivators wurde die thrombozytare Aggregation
gestartet. Nach Bildung von Thrombozytenagglutinaten stieg die
Lichtdurchlassigkeit des PRP. Die Anderung der Lichtdurchlassigkeit wurde
als Kurve (Uber der Zeit dargestellt. Als Referenz wurde die
Lichtdurchlassigkeit des PPP verwendet. Alle Messungen erfolgten als
Doppelbestimmungen und die Mittelwerte wurden berechnet. Die Ergebnisse

wurden als Prozent der maximalen Aggregation angeben.
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Um den Effekt einer MPO-vermittelten Aktivierung von Thrombozyten
Uber eine vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen zu
untersuchen, wurden verschiedene in vitro Versuchsansatze unternommen.
Daflr wurde gereinigte, enzymatisch aktive MPO (2 mU) mit ihrem Substrat
Wasserstoffperoxid (H.O,, 220 uM) versetzt und die Starke der
Thrombozytenaggregation bestimmt. Als bei der Aggregometrie nach Born
standardmalligem Aktivator fur die Thrombozytenaggregation wurde
Adenosindiphosphat (ADP, 4 uM) verwendet.

3.2.7 Statistische Auswertung

Zum Vergleich zweier Kollektive mit normal verteilten Werten wurde
der t-Test verwendet. Wenn keine Normalverteilung vorlag, wurde eine
Rangsummenanalyse mittels U-Test nach Wilcoxon-Mann-Whitney heran
gezogen. Das Vorliegen einer Normalverteilung wurde mit dem Kolmogorov-
Smirnov  Test  Uberprift.  FiOr  Vergleiche innerhalb  derselben
Probandengruppen (,davor versus danach®) wurde der gepaarte t-Test
verwendet. Zum Vergleich von mehr als zwei Kollektiven erfolgte eine
ANOVA Varianzanalyse. Fur kategorische Variablen wurde ein chi-square
Test verwendet. Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde fur p-
Werte<0,05 angenommen. Die Daten wurden in der Regel als Mittelwert mit
dem zugehdrigen Standardfehler angegeben.

Alle statistischen Berechnungen wurden mit der Software SigmaPlot
mit SigmaStat Integration, Version 10.0 (Systat Software Inc.) fir Windows®

durchgefihrt.
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3.3 Liste der Materialen

— ELISA Kit: MPO, Fa. Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland

— Mikrotiterplattenphotometer: ,Sunrise®, Fa. Tecan Group Ltd, Mannedorf,
Schweiz

— Aggregometer: ,Model 700 (2-Kanal), Chrono-Log Corp., Havertown, PA,
USA

— Pipetten: Einkanal: 0,5-10pl; 10-100ul; 100-1000ul; 8-fach Mehrkanal: 0,1-
100ul; Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

— Reagenzien: MPO, H,O, und ADP, Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

— Blutprobengefal3e: EDTA und Citrat Monovetten, Fa. Sarstedt AG & Co.,
Numbrecht, Deutschland
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4 Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika

Von initial insgesamt 311 evaluierten Patienten, wurden nach
Bertcksichtung aller Ein- und Ausschlusskriterien, schliel3lich die Daten von
192 Patienten analysiert. Die Kklinischen Basisdaten der verschiedenen
Patientengruppen zum Zeitpunkt des Einschlusses in die Studie sind in
Tabelle 1 aufgelistet. Es ergaben sich folgende signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen:

Die Patienten, die sich mit einem ACS prasentierten, waren
durchschnittlich junger als Patienten mit Verdacht auf eine KHK, die einer
MPS zugefuhrt wurden. An kardiovaskularen Krankheiten und Ereignissen
fanden sich bei den Patienten mit bekannter KHK, die aktuell eine elektive
Koronarintervention erhielten, ofter frihere kardiale Revaskularisierungen
(sowohl PCls, als auch aortokoronare Bypassoperationen). In beiden
Patientengruppen mit bekannter KHK (elektive PCI und ACS) lag eine
hdhere Pravalenz einer linksventrikularen Pumpfunktionseinschrankung vor.
Patienten mit einem ACS wiesen ein hoheres kardiovaskulares Risikoprofil
auf: Sie waren haufiger Raucher und wiesen im Schnitt héhere LDL Werte
als die beiden anderen Gruppen und niedrigere HDL Werte als die Patienten
mit Verdacht auf eine KHK auf. Als einziger weiterer signifikanter Unterschied
der klinischen Laboranalysen fand sich in der ACS Kohorte naturgemal eine
gering erhodhte Leukozytenanzahl im Blutbild. Die medikamentdse Therapie
unterschied sich im Wesentlichen dahingehend, dass die Patienten mit
gesicherter KHK (elektive PCI und ACS) haufiger beta-Blocker, ACE-
Hemmer bzw. Angiotensin-Rezeptorblocker, Statine, ASS und Clopidogrel
erhielten. Kalziumantagonisten, sowie Schleifen- und Thiaziddiuretike kamen

haufiger bei Patienten mit KHK-Verdacht und stabiler KHK zur Anwendung.
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MPS Stabile KHK ACS p
Anzahl 76 57 59 -
weiblich | 29 (38%) 20 (35%) 17 (29%) 0,52
Alter 68+ 1 67 1 631 0,02
Kardiovaskulare Anamnese
Friherer Myokardinfarkt| 16 (21%) 19 (33%) 10 (17%) 0,09
Frihere PCI| 18 (24%) 34 (60%) 7 (12%) <0,01*
Friihere aortokoronare Bypass OP 7 (9%) 12 (21%) 2 (3%) <0,01*
Eingeschrankte LV-Funktion 5 (7%) 10 (18%) 13 (22%) 0,03*
Friiherer Schlaganfall 6 (8%) 6 (11%) 4 (7%) 0,74
pAVK| 12 (16%) 11 (19%) 6 (10%) 0,38
Arterielle Hypertonie [ 58 (76%) 46 (81%) 38 (64%) 0,11
Diabetes mellitus [ 26 (34%) 25 (44%) 14 (24%) 0,07
Hyperlipidamie [ 38 (50%) 36 (63%) 36 (61%) 0,25
Rauchen [ 17 (22%) 15 (26%) 31 (53%) | <0,01*
Medikament6se Therapie
Beta Blocker [ 55 (72%) 52 (91%) 54 (92%) | <0,01*
ACE-Hemmer /ARB | 55 (72%) 49 (86%) 57 (97%) | <0,01*
Kalziumkanalblocker | 15 (20%) 14 (25%) 1 (2%) <0,01*
Diuretika | 35 (46%) 31 (54%) 16 (27%) | <0,01*
Aldosteronantagonisten [ 3 (4%) 2 (4%) 2 (3%) 0,99
Statine | 45 (59%) 42 (74%) 50 (85%) | <0,01*
Aspirin | 48 (63%) 53 (93%) 58 (98%) | <0,01*
Clopidogrel | 19 (25%) 57 (100%) 57 (97%) | <0,01*
Laborwerte
Leukozyten [G/][ 6,9+0,2 6,8+0,3 10,2+44 | <0,01*
Hamoglobin [g/dl]| 13,9+0,2 14,0+0,2 144+18 0,07
Thrombozyten [G/l]| 234+38 2157 232+8 0,20
Troponin T positiv (n) - - 33 (56%) -
C-reaktives Protein [mg/dl] | 0,61 +0,13 | 0,34+0,10 | 0,85+0,20 0,05
Cholesterin [mg/dl]{ 1935 18917 204 +6 0,16
LDL [mg/dll{ 113+4 9+6 13116 <0,01*
HDL [mg/d] 522 49+3 46+3 0,04*
Triglyzeride [mg/dl]| 1439 257 £ 63 145+ 14 0,72
Kreatinin [mg/dl]| 1,0 £0,03 1,0 £ 0,04 1,0+ 0,04 0,73

Tabelle 1: Patientencharakteristika

pAVK: periphere arterielle Verschlusskrankheit; ACE: angiotensin converting enzyme;
ARB: Angiotensin-Rezeptorblocker; LDL: low density lipoprotein; HDL: high density
lipoprotein; Troponin T positiv: 4-fache Erhohung tber den Normwert (0,010 ng/ml)
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42 MPO Plasmakonzentration

4.2.1 Basale MPO Plasmakonzentration

Die Messungen der basalen MPO Plasmakonzentrationen vor
Durchfihrung der Ischamietests bzw. Koronarinterventionen sind in Tabelle 2
aufgelistet. Die MPO Plasmakonzentration der gesunden Probanden
unterschieden sich nicht wesentlich von den Patienten der Kohorte mit
Verdacht auf KHK, die einer Ischamiediagnostik mittels MPS zugefihrt
wurden (26 = 2 vs. 28 = 2 ng/ml; p=0,75) (= Abbildung 1). Demgegenuber
war die MPO Plasmakonzentration bei gesicherter KHK deutlich erhoht.
Patienten mit stabiler KHK hatten eine etwa um das 3-fache erhohte MPO
Konzentration (83 + 8 vs. 26 + 2 bzw. 28 + 2 ng/ml; p<0,01), wahrend ACS
Patienten einen ca. 4,5-fach erhohten Wert aufwiesen (131 + 14 vs. 26 + 2
bzw. 28 £ 2 ng/ml; p<0,01). Selbst gegenlber Patienten mit stabiler KHK war
die MPO Konzentration bei ACS noch signifikant erhdht (131 + 14 vs. 83 £ 8
ng/ml; p<0,03) (= Abbildung 1).

Gesunde
Probanden MPS Stabile KHK ACS p
- (n=12) (n=76) (n=57) (n=59)
MPO [ng/ml] <0,01 bzw.

0,03 (ACS vs. stabile KHK)

26+ 2 ‘ 2842 ‘ 83+8 ‘131114

Tabelle 2: Basale MPO Plasmakonzentrationen
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160 1
% %
140 1 T
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E 100 1 *
£ I
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=
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40 -
5= X
20 ~
Gesunde Verdacht auf KHK  Stabile KHK ACS
Probanden (MPS, vor Belastung)  (vor PCI) (vor PCI)
(n=12) (n=76) (n=57) (n=59)

Abbildung 1: Basale MPO Plasmakonzentrationen

Patienten mit gesicherter KHK wiesen einen hdheren MPO Spiegel als die gesunden Probanden (83 +
8 bzw.131 £ 14 vs. 26 £ 2 ng/ml; p<0,01) und die Patienten mit Verdacht auf KHK (83 + 8 bzw.131 +
14 vs. 28 + 2 ng/ml; p<0,01) auf. Bei ACS war die MPO Konzentration nochmals signifikant héher als
bei Patienten mit stabiler KHK (131 £ 14 vs. 83 + 8 ng/ml; p=0,03). Die MPO Konzentration der
gesunden Probanden und der Patienten mit Verdacht auf KHK unterschieden sich nicht (26 £ 2 vs. 28
* 2 ng/ml; p=0,75).

-18 -



Die Rolle von Myeloperoxidase als diagnostischer Biomarker bei der koronaren Herzerkrankung

- Ergebnisse -

4.2.2 Einfluss von Koronarinterventionen auf die MPO Konzentration

In beiden Patientengruppen mit angiografisch gesicherter KHK,
elektiver PCI bei stabiler KHK bzw. Akut-PCI bei Patienten mit ACS, zeigte
sich zeitnah nach der PCI jeweils ein deutlicher MPO Anstieg in der
peripheren Zirkulation. Bei Patienten, die eine elektive Stentimplantation
erhielten, stieg die MPO Konzentration im Mittel um das 2-fache im Vergleich
zum Ausgangswert an (83 £ 8 vs. 108 + 8 ng/ml (199 + 25 % der Kontrolle);
p<0,01). Bei den Patienten, die aufgrund eines ACS eine notfallmaRige
Koronarangiografie und PCI erhielten, lie3 sich ein etwa 2,5-facher Anstieg
verzeichnen (131 + 14 vs. 170 + 12 ng/ml (248 + 33 % der Kontrolle); p<0,01)
(= Abbildung 2).

Referenz
{vor PCI)

Stabile KHK
(n=57)

ACS
(n=359)

0 50 100 150 200 250 300 % (bezogen auf den Wert vor PCI)

Abbildung 2: MPO Anstieg nach PCI

Unmittelbar nach PCI fand sich sowohl bei Patienten, die eine elektive Stentimplantation erhielten (83
1 8vs. 108 £ 8 ng/ml (199 £ 25 % der Kontrolle); p<0,01), als auch bei Patienten mit ACS (131 + 14
vs. 170 = 12 ng/ml (248 £ 33 % der Kontrolle); p<0,01) ein deutlicher Anstieg der MPO
Plasmakonzentration im peripheren Blutstrom.
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4.2.3 Einfluss einer belastungsinduzierten transienten Myokard-

ischamie auf die MPO Konzentration

Bei Patienten, die sich aufgrund des Verdachts auf eine KHK einem
Ischamietest mittels MPS unterzogen, wurde durch die visuelle
Befundinterpretation bei 50 % der Patienten eine reversible
belastungsinduzierte Myokardischamie diagnostiziert (= Tabelle 3).
Bemerkenswerterweise war die basale MPO Konzentration bei denjenigen
Patienten mit positivem Ischamienachweis bereits vor dem Belastungstest
hoher als bei Patienten, die keine Ischamie aufwiesen (24 + 3 vs. 32 £ 3
ng/ml; p=0,03). Allerdings zeigte sich, dass die Belastung selbst, unabhangig
davon, ob mit (32 £ 3 vs. 31 £ 3 ng/ml; p=0,87) oder ohne (24 £ 3 vs. 24 + 3
ng/ml; p=0,55) belastungsinduzierter Ischamie, keinen zusatzlichen Anstieg
des MPO Spiegels induzierte (= Abbildung 3).

Die semiquantitative Auswertung der Befunde der MPS erlaubte eine
Analyse der MPO Konzentration in Abhangigkeit von der Ausdehnung der
belastungsinduzierten LV Ischamie (= Tabelle 4). Lag eine schwere
Ischamie (>10% des LV Myokards) vor, so war der MPO Spiegel bereits vor,
sowie auch nach dem Belastungstest, hoéher als bei Patienten ohne
Ischamienachweis (37 + 5 vs. 26 + 2 ng/ml; p=0,03 bzw. 36 £ 5 vs. 25 + 2
ng/ml; p=0,03). Jedoch fand sich auch bei der semiquantitativen Analyse des
Ausmaflles der Ischéamie, ebenfalls kein Hinweis fir eine
belastungsabhangige Steigerung der Plasmakonzentration von MPO (<5%:
26 £ 2 vs. 25 £ 2 ng/ml; p=0,40 bzw. 5-10%: 24 + 4 vs. 27 + 4 ng/ml; p=0,33
bzw. >10%: 37 + 5 vs. 36 £ 5 ng/ml; p=0,33) (= Abbildung 4).
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Ohne Ischdmie
Ischamienachweis positiv
(n=38) (n=38) p
vor Belastung 24+3 32+3 0,03*
MPO [ng/ml]
nach Belastung 243 313 0,07
p 0,55 0,87

Tabelle 3: MPO Konzentration und belastungsinduzierte Ischamie nach MPS

entsprechend der visuellen Befundinterpretation

35 » [ vor Belastung *
1 nach Belastung T -l-

30 1
= 2 I I
£
=
[—"] 20 -
O
o
=

15 1

10 1

5 -
Ohne Ischamienachweis Ischamie positiv
(n=38) (n=38)

Abbildung 3: Kein MPO Anstieg nach belastungsinduzierter Ischédmie

Sowohl bei Patienten ohne belastungsinduzierter Myokardischamie (24 + 3 vs. 24 + 3 ng/ml;
p=0,55) entsprechend der visuellen Befundinterpretation, als auch bei Patienten mit positivem
Ischamienachweis (32 £ 3 vs. 31 * 3 ng/ml; p=0,87), lieR sich keine signifikante Anderung der MPO
Spiegel nach dem Belastungstest objektivieren. Jedoch wiesen Patienten mit belastungsinduzierter
Ischémie einen héheren MPO Ausgangswert auf (24 + 3 vs. 32 + 3 ng/ml; p=0,03). Nach Belastung
war dieser Unterschied rechnerisch nicht mehr signifikant (24 + 3 vs. 31 £ 3 ng/ml; p=0,07).
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Keine Ischamie:

MaRige Ischamie:

Schwere Ischamie:

<5%LV 5-10% LV >10% LV
(n=44) (n=16) (n=16) p
vor Belastung 26+2 2414 375 0,03*
MPO [ng/ml]
nach 252 2744 365 0,03*
Belastung
p 0,40 0,33 0,69

Tabelle 4: MPO Konzentration und belastungsinduzierte Ischamie nach MPS entsprechend

der semiquantitativen Auswertung

*
10 1 [ vor Belastung
1 nach Belastung
30 1 '|'
E
E e A
2 20
= 20
10 1
0 ] - ]
Keine Ischdmie: MaRige Ischamie: Schwere Ischamie:
< 5% 5-10% >10%
(n=44) (n=16) (n=16)

Abbildung 4: MPO Konzentration in Abhangigkeit des AusmaRes der belastungsinduzierten

Ischamie

Patienten mit ausgedehnter belastungsinduzierter Ischédmie (>10% des LV Myokards entsprechend der
semiquantitativen Auswertung) wiesen sowohl vor, als auch nach dem Belastungstest eine hohere
MPO Konzentration als Patienten ohne Ischdmienachweis (<5%) auf (37 + 5 vs. 26 + 2 ng/ml; p=0,03
bzw. 36 + 5 vs. 25 + 2 ng/ml; p=0,03). Allerdings fand sich unabhéngig von der Ausdehnung der
Ischamie, keine (<5%: 26 + 2 vs. 25 + 2 ng/ml; p=0,40), mafige (5-10%: 24 + 4 vs. 27 + 4 ng/ml;
p=0,33) oder schwere (>10%: 37 £ 5 vs. 36 + 5 ng/ml; p=0,33), keine relevante Anderung der MPO

Konzentration nach der Belastungsuntersuchung.
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4.2.4 Einfluss des Ausmaldes der Myokardischamie bzw. des Infarkt-
gefales auf die MPO Konzentration bei ACS

Bei Patienten mit ACS wurde eine differenzielle Analyse durchgefihrt,
um eine mdogliche Korrelation der MPO Konzentration mit dem Ausmal3 der
Myokardischamie oder dem Infarktgefald zu Uberprifen. Dafir wurden
folgende Parameter untersucht: Vorliegen eines ST-Strecken-Hebungsinfarkt
(STEMI), oder eines Nicht-ST-Strecken-Hebungs-ACS (NSTEMI-ACS),
Abhangigkeit vom Koronarstromgebiet [linke Koronararterie mit LAD (left
anterior descending artery) bzw. LCX (left circumflex artery) oder rechte
Koronarie (RCA)], oder ob initial ein hoher Troponin T Wert vorlag (Troponin
T positiv: 4-facher Anstieg Gber die Norm (0,010 ng/ml). Wie in Abbildung 5
gezeigt, waren keine signifikanten Differenzen der MPO Konzentrationen zu
objektivieren: STEMI (n=24) vs. NSTEMI-ACS (n=35): 131 + 20 vs. 131 + 20
ng/ml; p=0,73. LAD (n=29) vs. LCX (n=11) vs. RCA (n=19): 128 + 18 vs. 104
+ 24 vs. 152 + 32 ng/ml; p=0,51. Troponin T positiv (n=33) vs. negativ
(n=26): 134 £ 19 vs. 127 *+ 22 ng/ml; p=0,65.
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(n=33) (n=26)

Abbildung 5: ACS Subgruppen

Bei ACS gab es keine Unterschiede in der MPO Konzentration zwischen Patienten mit STEMI vs.
NSTEMI-ACS (131 + 20 vs. 131 + 20 ng/ml; p=0,73), dem betroffenem Koronaratromgebiet (LAD vs.
LCX vs. RCA: 128 + 18 vs. 104 £ 24 vs. 152 + 32 ng/ml; p=0,51) oder einer Troponin T Erh6hung
(Troponin T positiv vs. negativ: 134 + 19 vs. 127 £ 22 ng/ml; p=0,65).

STEMI: ST-Strecken-Hebungsinfarkt; NSTEMI-ACS: Nicht-ST-Strecken-Hebungs-ACS; LAD: left
anterior descending artery; LCX: left circumflex artery; RCA: right coronary artery; Troponin T positiv:
4-fache Erhdhung tGber den Normwert (0,010 ng/ml)
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4.3 Einfluss von MPO auf die Thrombozytenaggregation in vitro

In verschiedenen Testansatzen wurde eine mdgliche thrombogene
Eigenschaft von MPO mittels Lichttransmissionsaggregometrie nach Born
uberpruft. Eine Ubersicht der Mittelwerte, der im jeweiligen Testansatz
induzierten Thrombozytenaggregation, ist in Tabelle 5 aufgefthrt.

Wahrend die isolierte Zugabe von MPO oder H,0, jeweils zu keiner
messbaren Aktivierung von Thrombozyten fiihrte (= Abbildung 6 B, C),
induzierte der typische Plattchenaktivator Adenosindiphosphat (ADP) eine
deutliche Aggregation (Positivkontrolle) (= Abbildung 6 A). Die sequenzielle
Hinzugabe von MPO nach der Aktivierung durch ADP hatte keinen
zusatzlichen steigernden Effekt auf die Thrombozytenaggregation im
Vergleich zur alleinigen Aktivierung mit ADP (24 + 2 vs. 25 £+ 2 %; p=0,68) (=
Abbildung 6 D). Dagegen war mit HyO, eine zusatzliche
Thrombozytenaktivierung nachzuweisen (45 £ 3 vs. 25 + 2 %; p<0,01) (-
Abbildung 6 E). Verglichen dazu, liel3 sich durch gemeinsame Inkubation mit
MPO und H;O, keine weitere Steigerung der Thrombozytenaggregation
erreichen (45 = 3 vs. 45 + 3 %; p=0,86) (= Abbildung 6 F).

ADP MPO H20: ADP+MPO | ADP+H:0: | ADP+MPO+H:02
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=16) (n=16)
0,
jodermax | 954 | 342 | 242 | 242 | 4543 ’ 4543
ggregation

Tabelle 5: Thrombozytenaggregometrie nach Born
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Abbildung 6 A-F: Thrombozytenaggregometrie nach Born

A: Thrombozytenaggregation nach standardmaRiger Aktivierung mit ADP (Positivkontolle). B-C: Keine
messbare Aggregation induzierbar durch MPO oder H,0.. D: MPO bewirkte keine Steigerung der
Aggregation zusatzlich zu ADP. E: H,0- hatte einen additiven Effekt auf die Aggregation verglichen mit
der alleinigen Thrombozytenaktivierung durch ADP (45 £ 3 vs. 25 + 2 %; p<0,01). F: Eine sequenzielle
Aktivierung mit ADP, MPO und H.0; fiihrte zu keiner starkeren Aggregation als eine Kombination von
ADP und H.0; (45 + 3 vs. 45 + 3 %; p=0,86).
Die Graphen stellen exemplarisch ausgewahlte Messungen dar und entsprechen nicht dem
statistischen Mittel. ADP: Adenosindiphosphat; H,O,: Wasserstoffperoxid
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5 Diskussion

5.1 Quelle der zirkulierenden MPO

Das Hauptziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob zirkulierende
MPO, neben ihrer Sekretion durch PMNs, auch aus der atherosklerotischen
Plaque oder durch eine belastungsinduzierte I/R-Reaktion freigesetzt werden
kann. Die vorliegenden Befunde deuten darauf hin, dass MPO eher aus der
Plague selbst stammt und nicht durch eine Aktivierung von PMNSs Uber eine

transiente I/R-Reaktion vermehrt in die Zirkulation freigesetzt wird.

5.1.1 Erhohte systemische MPO Konzentration bei ACS

Bei Patienten mit ACS war der MPO Spiegel gegentiber den anderen
untersuchten Kollektiven, einschlie3lich den Patienten mit angiografisch
gesicherter, stabiler KHK, deutlich erhoht. BekanntermalRen kommt es bei
einem ACS zur Ruptur bzw. Erosion eines instabilen Plaques ?°, der freie,
enzymatisch aktive MPO enthalt ?®.. Eine histopathologische Studie an
GefaRwéanden von Koronarien aus Patienten mit ACS fand bei rupturierten
Plaques eine deutlich dichtere Infiltration mit PMNs, an deren Proteingehalt
MPO eine groRen Anteil hat, als bei erodierten Plaques ?*.

Jedoch fanden Ferrante und Kollegen hdhere systemische MPO
Konzentrationen bei Patienten mit erodierten Plaques im Vergleich zu
rupturierten %, Zwei weitere Untersuchungen konnten bei ACS einen
verminderten intrazellularen MPO Gehalt in PMNs, als Hinweis auf eine
gesteigerte Leukozytenaktivierung nachweisen %*¥. Allerdings fand sich in
selektiven, dem linken bzw. rechten Koronarstromgebiet entsprechenden
Blutproben, ein verminderter intrazellularer MPO Gehalt, unabhangig davon,
ob die fir das ACS verantwortliche L&sion in der linken oder rechten

Koronarie lokalisiert war % Daher lasst sich nicht ausschlieRen, dass
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erhohte MPO Konzentrationen bei akuten Koronarsyndromen auch einer
vermehrten Sezernierung durch PMNs, die durch eine koronaren I/R-
Reaktion aktiviert wurden 7°8 geschuldet sind.

5.1.2 MPO Freisetzung unmittelbar nach PCI

Fur eine Freisetzung von MPO wiederum direkt aus der
Koronarplaque spricht auch die Beobachtung, dass die systemische MPO
Plasmakonzentration zeitnah nach PCI einen deutlichen Anstieg aufwies.
Dies galt sowohl fur stabile Patienten mit elektiver PCI, die einen etwa 2-
fachen MPO Anstieg aufwiesen, als auch fur Patienten mit ACS, bei denen
der Anstieg rund das 2,5-fache betrug. Eine Koronarintervention mit
Ballondilatation und Stentimplantation, wobei es regelhaft zu einer
Verletzung der Gefallwand und Freilegung subendothelialer Strukturen im
Bereich atherosklerotischer Plague kommt, wurde hier als Modell fur eine
Plaqueruptur angesehen. Bei anderen Studien mit ahnlichem Setting fand
sich ebenfalls ein MPO Anstieg nach PCI bei stabilen Patienten °°:70
Wahrend in einer Untersuchung ein MPO Anstieg sowohl bei stabiler KHK,
als auch bei Patienten mit instabiler Angina pectoris beobachtet werden
konnte ©®° fand sich in einer weiteren Arbeit sehr wohl ein Anstieg bei
stabiler KHK, nicht jedoch, wenn ein akuter Myokardinfarkt vorlag "%\, Diese
diskrepanten Ergebnisse kénnten mit der Heterogenitat von Patienten mit
ACS (STEMI vs. NSTEMI-ACS) erklart werden bzw. in Problemen bei der
Praanalytik begriindet sein (= Abschnitt 5.5.1).

Als Ursache fur den MPO Anstieg nach PCI ware grundsatzlich auch
eine gesteigerte Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten durch die
Freilegung subendothelialer Strukturen mit Expression von
Adhasionsmolekiilen denkbar "> Allerdings bleibt fraglich, ob dies allein
tatséachlich zu einem so raschen und unmittelbaren Anstieg nach PCI fuhren

kann.
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5.2 Eignung als diagnostischer Biomarker bei KHK

5.2.1 Assoziation der MPO Konzentration mit dem Ausmali der
koronaren Plaquelast und dem klinischen Schweregrad einer
KHK

Aus den vorliegenden Ergebnissen ergeben sich weiterhin Hinweise
darauf, dass die in der peripheren Zirkulation messbare MPO Konzentration
mit der Ausdehnung der koronaren, atherosklerotischen Plaquelast und dem
klinischen Schweregrad einer KHK assoziiert ist: Bei Patienten mit
angiografisch dokumentierter, klinisch stabiler KHK wurden hdhere MPO
Werte gefunden, als bei augenscheinlich gesunden Probanden und
Patienten mit Verdacht auf das Vorliegen einer stenosierenden KHK. Im
Akut-Stadium einer KHK, bei Patienten, die sich mit einem ACS
prasentierten, war die periphere MPO Konzentration nochmals signifikant
hoher. Dartber hinaus fand sich ein erhdhter basaler MPO Spiegel bei einem
positivem Ischamienachweis mittels Belastungstest (MPS), verglichen zu
Patienten, bei denen eine belastungsinduzierte Myokardischdmie und somit
relevante Koronarstenosen ausgeschlossen werden konnten.

Es gibt bisher nur wenige vergleichbare Daten zu den verschiedenen
Auspragungsformen der KHK. In einer Studie mit verschiedenen
Patientenkollektiven, die alle eine Koronarangiografie erhielten, wurden —
entsprechend den hier vorliegenden Befunden — jeweils hdéhere MPO
Konzentrationen beobachtet bei Patienten mit ACS, als bei Patienten mit
stabiler KHK bzw. mit unauffilligem koronarangiografischem Befund Y.
Zudem wurden in dieser Arbeit nochmals signifikant hbhere MPO Werte bei
STEMI als bei NSTEMI-ACS gemessen. Diese Differenz war in der
vorliegenden Untersuchung nicht objektivierbar.

Gleichwohl existieren fir die Situation bei ACS noch diskrepante
Ergebnisse. In Ubereinstimmung mit den hier vorliegenden Ergebnissen,
fanden auch de Azevedo et al. keine positive Korrelation zwischen MPO und

74]

Troponin Werten . In derselben Arbeit fand sich auch keine Assoziation
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des MPO Spiegels mit der angiografischen Schwere der KHK entsprechend
einer Klassifikation nach Gensini [®\, Hingegen konnten Naruko und Kollegen
an Patienten mit instabiler Angina pectoris eine Korrelation von hoheren
MPO Konzentrationen mit angiografisch komplexen Koronarlasionen im
Gegensatz zu einfachen Lasionen (in Anlehnung an eine Graduierung nach
Ambrose "®) zeigen 7],

In der vorliegenden Untersuchung war die periphere systemische
MPO Konzentration unabhangig von der Lokalisation des Infarktgefalles.
Andere Studien zeigten jedoch, dass mit Hilfe selektiver Blutentnahmen aus
den Zielgefal3en eine signifikant hohere MPO Konzentrationen als in der
peripheren Zirkulation gemessen werden kann 2678,

Zusammengefasst weisen diese Beobachtungen auf einen positiven
Zusammenhang des Gehalts an MPO in der Zirkulation und der Schwere der
atherosklerotischen Veranderungen in den Koronararterien hin. Denkbar
jedoch ist auch, dass eine groRere Ausdehnung der Athersklerose eine
gesteigerte entzindliche Aktivitdt bedingt und wiederholte transiente I/R-
Reaktionen, z. B. im Rahmen von schweren Angina pectoris-Episoden
auslost. Beide pathophysiologischen Situation kodnnten eine vermehrte

Leukozytenaktivierung und MPO Sezernierung zur Folge haben.

5.2.2 Uberprifung der MPO Freisetzung durch belastungsinduzierte
Myokardischdmie bzw. transiente I/R-Reaktion

Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine transiente
belastungsinduzierte Myokardischamie nicht zu einer gesteigerten MPO
Freisetzung fuhrt. Wie bereits beschrieben, war der MPO Spiegel bei
denjenigen Patienten, bei denen eine Myokardischamie diagnostiziert wurde,
bereits vor dem Belastungstest erh6ht, jedoch zeigte sich kein zusatzlicher
Anstieg der MPO  Konzentration nach dem  Auftreten der
belastungsinduzierten Ischamie. Noch anschaulicher wird dies, durch

Betrachtung der Kohorte mit schwerer (> 10% des LV Myokards)
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belastungsinduzierter Ischamie. Hier war die periphere MPO Konzentration
sowohl vor, als auch nach der Belastungsuntersuchung hoher als bei
Patienten ohne Nachweis einer relevanten Ischamie (< 5% des LV
Myokards). Jedoch liel3 sich auch bei den Patienten mit schwerer Ischamie
keine relevante Anderung des MPO Spiegels zwischen dem basalen Wert
vor und der Messung nach dem Belastungstest objektivieren. Moglicherweise
ist der aktivierende Stimulus auf PMNs durch eine belastungsinduzierte,
transiente I/R-Reaktion, etwa im Vergleich zu einer I/R-Reaktion bei einer
totalen GefalRokklusion (STEMI), nicht stark genug, um eine vermehrte und
im peripheren Blut detektierbare MPO Freisetzung auszultsen. In dieser
Konstellation ware allerdings mit den hier verwendeten Methoden eine
Differenzierung der Quelle von MPO — Plaqueruptur versus I/R-Reaktion —
nicht maglich.

In der Literatur existieren kaum vergleichbaren Daten zur Dynamik der
MPO Konzentration bei klinischen Untersuchungen zum Nachweis einer
Myokardischamie. Fir B-natriuretisches Peptid (BNP), dessen Bestimmung
derzeit klinisch v. a. bei der Herzinsuffizienz von Bedeutung ist, konnte eine
gesteigerte Freisetzung nach positivem Ischamienachweis durch einen
Belastungstest gezeigt werden 98%. Wiersma und Kollegen fanden kiirzlich
keine Assoziation zwischen MPO und pathologischen Befunden in der MPS
1 Allerdings wurden in dieser Studie nur Patienten mit einer Diabetes
mellitus Typ Il Erkrankung untersucht und noch entscheidender, es erfolgten
keine seriellen Blutentnahmen und MPO Bestimmungen, was erst die
Detektion eines Anstiegs der MPO Konzentration, bedingt durch eine
belastungsinduzierte I/R-Reaktion, ermdglicht hatte. Bemerkenswerterweise
fanden Biasucci et al., die den intrazellularen MPO Gehalt in PMNs als Maf3
der Leukozytenaktivierung untersuchten, keinen Hinweis auf eine vermehrte
MPO Freisetzung durch I/R-Reaktionen. Zwar war der intrazellulare MPO
Gehalt bei ACS vermindert (durch vermehrte Sezernierung als Hinweis auf
eine gesteigerte Aktivierung), nicht jedoch nach Angina pectoris-Episoden
bei stabiler KHK und Patienten mit positivem Ischamienachweis in einem

Belastungstest 4.
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Unter diesen Gesichtspunkten scheint MPO als Biomarker zur
Diagnostik (voribergehender) myokardialer Ischamien derzeit nicht in Frage
zu kommen. Trotzdem konnte MPO als Indikator fur das Ausmald koronarer
atherosklerotischer Veranderungen und der Diagnostik des akuten
Koronarsyndroms fir klinische Fragestellungen von Relevanz sein. Wie
eingangs erwahnt, ist dies derzeit noch Gegenstand intensiver Forschungen

und wird teilweise kontrovers diskutiert, [133437-40:41 ,42,82-85]

5.3 Uberprifung einer gesteigerten Thrombozytenaggregation
durch MPO in vitro

Da die Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung bei der
Pathogenese des ACS eine wichtige Rolle spielt ?® und gezeigt werden
konnte, das reaktive Sauerstoffmolekile (ROS) die

[86,87]

Thrombozytenaggregation steigern kdnnen lag es nahe zu

untersuchen, ob MPO selbst, das wie beschrieben bei einem ACS vermehrt
nachweisbar ist und an seiner Pathogenese beteiligt zu sein scheint **29,
einen zusatzlichen steigernden Effekt auf die Thrombozytenaggregation

haben konnte [

Allerdings lieR sich in der vorgelegten Arbeit in
verschiedenen Versuchsansatzen mit enzymatisch aktiver MPO und einem
ihrer Substrate (Wasserstoffperoxid) eine vermehrte
Thrombozytenaggregation in vitro nicht nachweisen. Die Versuche erfolgten
nach dem derzeitigen Gold-Standard der Plattchenaggregometrie, der

Lichtrransmissionsaggregometire nach Born [

, wobei die Messung in
Leukozyten-depletiertem Plattchen-reichem Plasma erfolgen. Mdglicherweise
konnten zuklnftige Versuche mit neueren Verfahren zur Bestimmung der
Thrombozytenaggregation, wie  beispielsweise dem  Prinzip  der

Impedanzaggregometrie &

differenzierte Ergebnisse liefern. Bei der
sogenannten ,Multiplen-Elektroden-Impedanzaggregometrie“ erfolgt die
Messung der Aggregation in, lediglich mit physiologischer Kochsalzlésung

verdiinntem Vollblut ¥, Durch Stimulierung von PMNs zur Sezernierung von
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MPO, konnte ihr Einfluss auf Thrombozyten dabei in einem

~physiologischeren“ Milieu beobachtet werden.

5.4 Limitationen dieser Untersuchung

Schlief3lich sind bei der Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden

Untersuchung einige Einschrankungen zu bedenken:

5.4.1 Freisetzung von MPO durch Heparin

In Studien an Patienten, die mit Hamodialyse behandelt wurden %%,

n B899 wurde nach intravendser

oder eine Koronarangiografie erhielte
Verabreichung von unfraktioniertem %9493 oder niedermolekularem
Heparin ein Anstieg der MPO Plasmakonzentration beobachtet, der durch die
Freisetzung von an der GefaRwand adharenter MPO erklart wird %4, Daher
kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den erhoht
gemessenen MPO Werten von Patienten, die eine Koronarangiografie und —
Intervention erhielten, um eine zumindest teilweise Heparin-assoziierte
Erhéhung des MPO Plasmaspiegel handelt. Im klinischen Alltag erscheint es
schwer moglich Blutproben vor der Heparingabe zu akquirieren, da z. B. bei
Patienten mit einem ACS, es aus ethischer Sich nicht mdglich ist, die
Heparingabe im Notarztwagen oder in der Notaufnahme zu verwehren #6567,

Nichtsdestotrotz zeigte sich in Studien, die den Anstieg des MPO
Spiegels nach der Verabfolgung von Heparin systematisch untersuchten,
dass der markante Anstieg der MPO Plasmakonzentration nicht ganzlich auf
die Heparinwirkung zuriickzufiihren sein kann: Bei Patienten mit
angiografisch nachgewiesener KHK stieg die MPO Plasmakonzentration
nach Herparingabe starker an, als bei Patienten mit unauffalligen
Koronarangiografien 2. Bei Patienten mit stabiler KHK fand sich tiber den

separat quantifizierten MPO Anstieg nach Heparingabe, noch ein weiterer
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Anstieg nach Verletzung der GefaBwand via PCI ®°. Lag ein STEMI vor,
fuhrte Heparin ebenfalls zu einem Anstieg des systemischen MPO Spiegels;
durch selektive Blutenthnahme aus den Koronararterien, liel3 sich im
Infarktgefa3 allerdings lokal nochmals eine hohere MPO Konzentration

nachweisen %81,

Die Verwendung von Bivalirudin, einem direkten
Thrombininhibitor, als Antikoagulanz bei der PCI, fihrte zu keinem
systemischen Anstieg der MPO Konzentration, weder bei Patienten mit
stabiler KHK, noch bei Vorliegen eines STEMI 8%l im InfarktgefaR war
jedoch wiederum eine erhthte MPO Konzentration zu objektivieren . Somit
scheinen erhdhte MPO Konzentrationen, zumindest bei ACS, nicht allein auf

eine ,artifizielle” Freisetzung durch Heparin zurtickzufihren zu sein.

5.4.2 Messung der MPO Konzentration in der peripheren Zirkulation

Anhand der genannten Beispiele wird deutlich, dass die Bestimmung
der MPO Konzentration aus selektiven Blutproben aus den Koronararterien
zusatzliche Hinweise, nicht nur auf die Bedeutung des Infarktgefal3es,
sondern eventuell auch auf die Art und Ausdehnung der Koronarplaques
geben kdnnte. Zusammen mit ergdnzender Bildgebung zur Angiografie, wie
z. B. dem intravaskularem Ultraschall (IVUS), der optischen Kohéarenz-
Tomografie (OCT) oder der Koronar-Computertomografie, lieRen sich
Korrelationen der lokalen MPO Konzentration mit der Komplexitdt und
Beschaffenheit von atherosklerotischen Gefal3lasionen tberprifen.

Die Tatsache, dass in der vorliegenden Studie die MPO
Plasmakonzentration ausschlie3lich in peripheren Blutproben bestimmt
wurde, konnte eine weitere Ursache dafir sein, dass sich nach einer
transienten belastungsinduzierten Myokardischamie keine Dynamik des
MPO Spiegels beobachten lie3. Mittels Messung der arteriellen MPO
Konzentration aus der proximalen Aorta ascendens und der vendsen aus
dem Koronarsinus lasst sich ein trans-koronarer MPO-Konzentrations-

10,56]

Gradient erstellen ! . Durch Bestimmung eines solchen trans-koronaren
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Gradienten und der selektiven Messung der lokalen MPO Konzentration in
den Koronararterien, hétte sich moglicherweise eine belastungsinduzierte
I/R-Reaktion assoziierte Differenz objektiveren lassen. Jedoch wéare ein
solches Vorgehen im Rahmen der Ischamiediagnostik in der Kklinischen

Routine nicht praktikabel.

5.4.3 Fehlende Standardisierung der MPO Messung

Zusétzlich zum Ort der Blutentnahme spielen noch weitere Faktoren
eine wichtige Rolle bei der Analytik des MPO Spiegels ®. So fanden sich bei
Patienten mit STEMI Tageszeit abhangige Schwankungen der MPO

Konzentration [,

Auch die Préaanalytik hat beachtenswerten Einfluss.
Entsprechend dem Vorgehen in dieser Studie, scheint eine Lagerung der
Blutproben bei -20 bis -80 °C, zumindest Uber einen Zeitraum von 6
Monaten, unproblematisch °”. Als Antikoagulanz scheint die hier benutzte
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) gegenlber einer Verwendung von
Heparin oder Citrat empfehlenswert °®%. Dariiber hinaus fehlt bisher ein
allgemein  anerkannter  definierter = Normbereich  fir die MPO
Plasmakonzentration. Daher wurden in dieser Arbeit iberwiegend Vergleiche
zwischen verschiedenen Kollektiven angestellt und gesunde Probanden als
Kontrollgruppe zusétzlich bericksichtigt. Vor einer Etablierung der MPO
Bestimmung im klinischen Alltag, ist eine Standardisierung und
Harmonisierung der (Pra-)Analytik und der Definition eines Referenzbereichs

zwingend.
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6 Zusammenfassung

Myeloperoxidase (MPO), ein Enzym das hauptsachlich aus aktivierten
polymorphkernigen  neutrophilen  Granulozyten (PMN) stammt, ist
physiologischerweise ein wichtiger Bestandteil der angeborenen zellularen
Immunantwort. Pathophysiologische Bedeutung wird ihr bei der Pathogenese
der Atherosklerose zugeschrieben. Zu den identifizierten Mechanismen
zahlen die Generierung von dysfunktionellen Lipoproteinen durch Oxidation,
die Aggravierung einer Endotheldysfunktion durch Katabolismus von
Stickstoffmonoxid und die Destabilisierung atheromatdser Plagues durch
Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen.

Wahrend die MPO Plasmakonzentration bei Vorliegen einer koronaren
Herzerkrankung (KHK) generell erhoht ist, werden die hochsten MPO Werte
bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS) gemessen. Bei Patienten
mit einem ACS scheinen hohe MPO Konzentrationen mit einem erhdhten
Risiko fur kardiale Ereignisse und einer schlechteren Prognose
vergesellschaftet zu sein, wéahrend bei koronargesunden Probanden hohere
MPO Werte ein erhéhtes Risiko fur das zukinftige Auftreten einer koronaren
Herzerkrankung zu haben scheinen. Daher wird MPO als vielversprechender
Biomarker zur Diagnostik und Risikostratifizierung bei der KHK und
insbesondere beim ACS betrachtet.

Die vorgelegte Arbeit beschaftigte sich mit den pathophysiologischen
Grundlagen der MPO Freisetzung, insbesondere mit dem Umstand der
Freisetzung von MPO aus PMNs. Bisher ist namlich nicht geklart, ob die im
(peripheren)  Blutstrom  zirkulierende MPO direkt aus in der
atherosklerotischen (Koronar-)Plaque lokalisierten PNMs freigesetzt wird.
Alternativ  kbnnte eine transiente  Myokardischamie Uber eine
Ischdmie/Reperfusions (I/R)-Reaktion eine Aktivierung von PMNs in der
peripheren Zirkulation auslosen, die dann konsekutiv zu einer vermehrten

MPO Sezernierung fihren kann.
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Zur Klarung dieser Fragen erfolgte die Bestimmung der MPO
Plasmakonzentrationen in  unterschiedlichen Patientengruppen  mit
Modellcharakter: Patienten mit Verdacht auf eine hamodynamisch relevante
KHK, die einer Belastungs-Myokardszinitgrafie (MPS) zugefihrt wurden
(milde I/R-Reaktion); Patienten mit angiografisch gesicherter KHK mit
geplanter elektiver Koronarintervention (PCIl) (Plaqueruptur durch
Ballondilatation); sowie Patienten mit einem ACS, die eine notfallmaRlige
Akut-Koronarintervention erhielten (I/R-Reaktion und Plaqueruptur). Als
Kontrollgruppe wurden augenscheinlich gesunde, freiwilige Probanden
miteinbezogen. Bei allen Patientengruppen wurden longitudinale Messungen
der MPO Plasmakonzentration vorgenommen. Es wurden die basale und die
MPO Konzentration nach Ischamietestung bzw. Koronarintervention mittels
standardisierten ELISA Messungen bestimmt. Um zu untersuchen, ob die
freigesetzte MPO an der instabilen Koronarplaque pathophysiologisch bei
einer Thrombozytenaktivierung involviert ist, wurden zusatzlich unter in vitro
Bedingungen, die Effekte von MPO auf die Thrombozytenagreggation mittels
der Lichttransmissionsaggregometrie nach Born gemessen.

Die basale MPO Plasmakonzentrationen von Patienten mit Verdacht
auf eine KHK (vor MPS) und gesunden Probanden unterschieden sich nicht
wesentlich (26 + 2 vs. 28 + 2 ng/ml; p=0,75). Demgegeniber war die MPO
Plasmakonzentrationen bei Patienten mit angiografisch gesicherter KHK
(elektive PCI und ACS) signifikant erhdht (83 + 8 vs. 26 + 2 bzw. 28 + 2
ng/ml; p<0,01 und 131 + 14 vs. 26 £ 2 bzw. 28 £ 2 ng/ml; p<0,01). Dabei
wiesen Patienten mit einem ACS nochmals deutlich héhere MPO Werte auf,
als Patienten mit stabiler KHK (131 = 14 vs. 83 += 8 ng/ml; p<0,03). Bei
Patienten mit einer Koronarintervention (elektive und akute Eingriffe als
Modell fur eine Plaqueruptur) fand sich bereits ca. 10-30 Minuten nach der
Ballondilatation ein 2- bzw. 2,5-facher Anstieg der MPO Konzentration (83 +
8 vs. 108 = 8 ng/ml; p<0,01 bzw.131 £+ 14 vs. 170 + 12 ng/ml; p<0,01).

Bei Patienten mit Verdacht auf eine KHK und positivem
Ischdmienachweis in der MPS (Modell fir I/R-Reaktion), war die MPO

Plasmakonzentration bereits vor Durchfiihrung der Belastungsuntersuchung
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signifikant hoher, als bei Patienten ohne nachweisbare belastungsinduzierte
Myokardischamie (24 £+ 3 vs. 32 + 3 ng/ml; p=0,03). Allerdings fand sich kein
zusatzlicher Anstieg der MPO Konzentration bei Patienten mit positivem
Ischamienachweis unter Belastung (32 + 3 vs. 31 = 3 ng/ml; p=0,87). Auch
fand sich bei Patienten mit einem ACS keine Korrelation zwischen der
Ausdehnung der Myokardischamie (ST-Hebungsinfarkt vs. Nicht ST-
Hebungs-ACS) und der Hohe der MPO Plasmakonzentration.

Die in vitro Versuche an isolierten humanen Thrombozyten zeigten
insgesamt, dass die Anwesenheit von enzymatisch aktiver MPO und ihres
Haupt-Substrates (Wasserstoffperoxid), zumindest nicht zu einer weiteren
Verstarkung der Sauerstoffradikal-induzierten Thrombozytenaktivierung fuhrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie erlauben folgende
Schlussfolgerungen: Die positive Korrelation zwischen einer erhhten MPO
Plasmakonzentration ~und dem  Schweregrad einer  koronaren
Herzerkrankung findet Bestatigung. Als Quelle der in die Zirkulation
freigesetzten MPO konnen aktivierte PMNs in atherosklerotischen (Koronar-)
Plagues vermutet werden. Nach einer Plaqueruptur (Verletzung durch eine
Koronarintervention oder im Rahmen eines ACS) werden lokale,
wandstandige PMNs aktiviert und sezernieren vermehrt MPO in die
Umgebung. Die Untersuchungsergebnisse weisen weiterhin darauf hin, dass
eine Aktivierung von PMNs in der Mikrozirkulation im Rahmen einer
Ischdmie/Reperfusions-Reaktion hingegen nicht maf3geblich zu einer MPO
Freisetzung beitragt.

MPO konnte daher als diagnostischer Marker fur den Schweregrad
einer koronaren Herzerkrankung und das Ausmald der Atherosklerose
angesehen werden. MPO scheint jedoch keinen diagnostischen Nutzen als
ein sensitiver Indikator fur eine transiente Myokardischdmie zu besitzen.
Obwohl die MPO einen attraktiven Biomarker flr bestimmte Patienten mit
KHK darstellen kdnnte, scheint aufgrund der methodischen Problematik bei
der Analytik der MPO-Plasmakonzentration eine valide Standardisierung der

Messmethode notwendig zu sein.
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- Curriculum vitae -

8 Verzeichnis der am haufigsten  verwendeten

Abklrzungen
ACS Akutes Koronarsyndrom
I/R Ischamie/Reperfusion
KHK Koronare Herzkrankheit
LV linker Ventrikel, linksventrikular
MPO Myeloperoxidase
MPS (Belastungs-)Myokardperfusionsszintigrafie

NSTEMI-ACS Nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt-ACS

PCI Perkutane Koronarintervention
PMN Polymorphkerniger neutrophiler Granulozyt
STEMI ST-Strecken-Hebungsinfarkt
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