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1. Einleitung
1.1 Rolle des Adenosin im myokardialen Stoffwechsel

Adenosin wird heute in der klinischen Praxis zunehmend eingesetzt,
um im Rahmen bildgebender Verfahren (MRT, Myokardszintigraphie)
eine myokardiale Ischamie nachzuweisen. Primar fuhrt Adenosin zu
einer Vasodilatation.

Aufgrund der engen Kopplung an den zellularen Energiestoffwechsel
spielen die regulatorischen Effekte von Adenosin am Herzen eine
besondere Rolle. Im Rahmen einer Myokardischamie kommt es zur
extra- und intrazellularen Akkumulation von Adenosin, welches
wiederum Uber eine Vielzahl von Mechanismen einen
kardioprotektiven Summeneffekt ausubt. Adenosin ist deshalb als
homdostatisches Molekiil des Herzen bezeichnet worden '. Dabei
spielt die durch Adenosin vermittelte Regulation der lokalen
Durchblutung eine wichtige Rolle %7 Am Herzen bewirkt Adenosin

durch koronare Vasodilatation 82

eine Steigerung der myokardialen
Perfusion. Hierdurch wird bei zellularem Energiemangel durch die
resultierende Vasodilatation vermehrt Sauerstoff an den Ort des
Bedarfes im Sinne einer Autoregulation gesteuert. Allerdings kann es
durch diesen Effekt des Adenosins zu einem koronaren Steal-
Phanomen kommen. Hierbei fihrt Adenosin in bereits stenosierten
Gebieten zu einem verminderten Blutfluss wahrend nicht stenosierte
Versorgungsbereiche bzw. die Kollateralen besser durchblutet

273 Andererseits wird Adenosin bei Auftreten einer

werden
Myokardischamie vermehrt vom Herzmuskel produziert und kann in
erhohter Konzentration im Koronarsinus nachgewiesen werden, wie
in einigen Studien untersucht wurde'>18:5563.64,

Aufgrund seiner zentralen Rolle im myokardialen
Energiestoffwechsel als Basismolekil der energiereichen Phosphate
AMP, ADP und ATP kommt es bei Hypoxie oder Ischamie zur

50

intrazellularen Akkumulation und nachfolgend extrazellularer

Freisetzung von Adenosin *'8°%# 50 vermag Adenosin durch seine
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stark dilatierenden Eigenschaften eine Myokardischamie zu limitieren
und den Reperfusionsschaden nach Ischamie zu reduzieren '9%*,
Folglich bewirkt Adenosin durch Remodelling und Preconditioning

2528 Ind lindert die Schwere der

eine Begrenzung der InfarktgroRRe
postischamischen kontraktilen Dysfunktion des noch vitalen
Myokards (myokardiales stunning) 2>*. Bereits seit Jahren werden

4 am Herzen zur

elektrophysiologische Effekte des Adenosin
klinischen Diagnostik und zur Therapie spezifischer
Herzrhythmusstoérungen insbesondere supraventrikularer
Tachykardien genutzt *°. Adenosin wirkt durch eine Hyperpolarisation

37,38

am Sinusknoten negativ chronotrop und durch eine

dosisabhangige Blockade der Erregungsleitung am AV-Knoten
negativ dromotrop 34243,
Am adrenerg stimulierten Ventrikelmyokard wird ein negativ inotroper

Effekt von Adenosin beschrieben **%°.

Die pharmakologischen
Effekte von Adenosin werden uber zwei Rezeptoren (A1- und A2-)
vermittelt “°*8. A1-Rezeptoren hemmen die Adenylatzyklase-Aktivitat
und sind im Vorhof- und Ventrikelmyokard sowie im Sinus- und AV-
Knoten lokalisiert. A2-Rezeptoren, lokalisiert im Koronarendothel und
in der glatten Muskulatur, stimulieren die Adenylatzyklase %%

Der vasodilatatorische Effekt von Adenosin erfolgt hauptsachlich
uber A2-Rezeptoren. Die kardioprotektiven Effekte scheinen Uber die
A1-Rezeptoren vermittelt zu werden (,myocardial stunning“ und

25-26,69,71 Die

,preconditioning®) Rezeptoren konnen  durch

Methylxanthine inhibiert werden 9

1.2. Myokardialer Adenosin-Stoffwechsel

Eine schematische Darstellung des Adenosin-Metabolismus zeigt
Abbildung 1. Wahrend Ischamie erfolgt die Bildung von Adenosin
hauptsachlich Uber die Dephosphorylierung von 5-AMP durch die

5'Nukleotidase (EC 3.1.3.5.) *' die sowohl intrazelluldrzellular als

-11 -



auch als membrangebundenes Ekto-Enzym vorliegt *°. Bei
Normamie wird Adenosin Uber die Hydrolyse von S-
Adenosylhomocystein (SAH), das kontinuierlich irreversibel aus SAM
(S-Adenosylmethionin) produziert wird, mittels SAH-Hydrolase (EC
3.3.1.1.) gebildet ¢! Die Dephosphorylierung von 5-AMP zu
Adenosin erfolgt Uber die zytosolische Adenosin-Kinase (EC
2.7.1.20) °®. Der irreversible Abbau des Adenosin zu Inosin erfolgt
nach Desaminierung durch die extrazellulare Adenosin-Desaminase
(EC 3.5.4.4) 3,

Methionin
ﬁTﬁp SAM X
ADP
# ? X-CH,4
AMP SAH
5’-Nukleotidase
AMP- {AOPCP} SAH-
Desaminase %P Hydrolas,
Ad . Homocystein
enosin
NH, -Kinase ADO ‘ .
NH;“| Adenosin-Desaminase Cystein
IM\’ {EHNA}
5’-Nukleotidase INO
HYP
Urat

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Adenosin Metabolismus.
SAM, S-Adenosylmethionin; AMP, Adenin 5-Monophosphat; IMP, Inosin 5°
—Monophosphat; INO, Inosin; HYP, Hypoxanthin; EHNA, Erythro-9(2-
Hydroxy-3-Nonyl) Adenosin). Modifiziert nach Schrader J: Metabolism of
adenosine and site of production in the heart, in Berne RM, RallTW, Rubio
R (eds): Regulatory Function of Adenosin. Boston, Martinus Nijhoff
Publisher, 1983, pp 133-156 **.
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Bei Gewebshypoxie wird vermehrt Adenosin zu Inosin abgebaut *>*’.
Bei Normoxie erfolgt die Adenosin-Verstoffwechselung tberwiegend

5458 Endmetabolit des Adenosin-

durch die Adenosin-Kinase
Stoffwechsels ist Urat (Uber Hypoxanthin, Xanthin und Purinribosid).
Um Adenosin wahrend Hypoxie direkt zu bestimmen, ist es mdglich
dessen Abbau zu Inosin zu hemmen. Ein Inhibitor der Adenosin-
Desaminase ist Erythro-9(2-Hydroxy-3-Nonyl)Adenosin (EHNA) °°.
Andererseits kann der extrazellulare Verbleib von Adenosin
verlangert werden. Die zelluldare = Wiederaufnahme  von
extrazellularem Adenosin erfolgt Uber einen Nukleosidtransporter,
der durch Dipyridamol inhibiert werden kann °°. Bei unserer
Messmethode wurde die von Ontyd und Schrader entwickelte,
spezifische Stopp-Ldsung %2 yverwendet, die beide Stoffwechselwege
bertcksichtigt. In Abbildung 2 sind die intra- und extrazellularen

Soffwechselwege von Adenosin vereinfacht dargestellt.

AT
Intrazelluldrraum Extrazelluldrraum

5-AMP «——()—> 5-AMP

5"-Nukleo- Adenosin- Elto.57-
tidase Kinase Nukleotidase
Y
SAH &2 Adenosin 4—@—> Adenosin
Hiﬁcﬂése Nukleosid-
Lty Adenosin- lransporter

Desaminase

Y :
Inosin

Abbildung 2: Stoffwechselwege von Adenosin. Reproduziert aus Margit
Becker: Quantifizierung extra- und intrazellularer Adenosinproduktionsraten
am isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen,

Circulation 1999;99;2041-2047.
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1.3. Wertigkeit von Adenosin als Index einer myokardialen

Ischamie

Wegen ihrer strengen Kopplung an den  myozytaren
Energiestoffwechsel wurde die extrazellulare Adenosin-Freisetzung
in vielen Studien als biochemischer Indikator fir das Vorliegen einer

Myokardischamie herangezogen '318:°56364

Die Bedeutung des
Adenosin als sensitiver Marker °® fiir eine myokardiale Ischamie ist
sowohl tierexperimentell ®®” als auch am Menschen im Rahmen

64-6870  gQeit  der

klinischer  Studien untersucht worden
Erstbestimmung der myokardialen Laktat-Extraktion am Menschen
durch Gorlin " wird die sogennante Laktat-Umkehr als Index einer
Hypoxie des Myokards "> in klinischen Studien herangezogen. Eine
Laktat-Umkehr zeigt den Umschlag von Laktat-Extraktion zu Laktat-
Produktion. Fur die Bestimmung der Laktat-Konzentration im
menschlichen Blut stehen heute einfache und standardisierte
Messmethoden zur Verfugung. Dennoch wird bei Patienten mit
chronisch ischamischer Herzerkrankung die Laktat-Umkehr meist nur
bei starker Ischamie beobachtet. Deswegen ist es notig, sensitivere
Methoden zu entwickeln, wie zum Beispiel die Bestimmung von
Adenosin. Aber aufgrund der kurzen Halbwertzeit von wenigen

Sekunden 8

und aufgrund der eiweilhaltigen Bestandteile im
Plasma ist die Analyse von Adenosin im Blut problematisch und mit
aufwendigen analytischen Methoden behaftet. In den letzten Jahren
hat sich neben dem Radioimmunoassay (RIA) %" die Hochdruck-
Flussigkeits-Chromatographie als eine sensitive Methode zur
quantitativen Bestimmung von Adenosin herausgestellt %%,
Adenosin scheint als Indikator einer Myokardischamie eine hohe
Sensitivitat zu besitzen. Allerdings wurde jedoch der Zusammenhang
zwischen Myokardischamie, Adenosin—Produktion und
Arrhythmogenese bislang nicht hinreichend untersucht. Hierzu
entwickelten wir einen aufwendigen Untersuchungsansatz und

evaluierten diesen an 11 Patienten mit schweren Arrhythmien auf
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dem

Boden einer schweren Koronaren Herzerkrankung.

Zusammenfassend wurde folgende Ziele bei dieser Arbeit verfolgt:

Etablierung einer sensitiven und klinisch anwendbaren
Methode zur quantitativen Bestimmung von Adenosin im
menschlichen Blut.

Anwendung der Methodik im Rahmen einer klinischen
Pilotstudie bei Patienten mit ischamischer
Kardiomyopathie.

Untersuchung der Wertigkeit von Adenosin als Marker
einer myokardialen Ischamie im Vergleich zu Laktat.
Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der
myokardialen Adenosin - Konzentration und der
Arrhythmieauslosbarkeit wahrend elektrophysiologischer

Untersuchung (EPU) am ischamischen Herzen.
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2. Methodik

2.1 Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie

Die Entwicklung einer hochsensitiven Methode war notwendig, um
Adenosin und Inosin qualitativ und quantitativ zu messen, da die zu
messenden Konzentrationen im nanomolaren Bereich erwartet

wurden %,

Hierzu  wurde die Hochdruck-Flussigkeits-
Chromatographie (reversed-phase-high-pressure chromatography,
HPLC) in den letzten Jahren etabliert. Sie wurde bereits in vielen
Studien zur direkten Bestimmung von Adenosin und anderer
Nukleoside oder zur indirekten Bestimmung von Adenosin, z.B.

8 in mikro- bis nanomolaren

mittels reduzierter SAH-Hydrolase
Konzentrationen modifiziert und eingesetzt 628848 Prinzipiell
werden bei der HPLC die Nukleoside nach Durchlaufen einer
Trennsaule durch ultraviolettes Licht detektiert. Deren
Konzentrationen werden dann photometrisch ermittelt. Die HPLC zur
Bestimmung des Adenosin und Inosin besteht hier aus einer
Doppelhub-Pumpe S 1100 mit einer aktiven
Niederdruckmischkammer S 7110 (beide Sykam, Gilching,
Deutschland). Ein eingeschleiftes Injektionsventil 7125 (Rheodyne,
Cotati CA, USA) sowie ein kuhlbarer Probenaufgeber Triathlon
(Spark Holland, Emmen, Niederlande) werden an diese gekoppelt.
Die photometrische Messung erfolgt mit dem Detektor UVIS 200
(Linear Instruments, Reno NE, USA), bei einer
Extinktionswellenlange von 254 nm. Dabei wird eine Standard
Deuterium-Lampe (D2, 50 Watt, Lampenfrequenz 50-60 Hz)
verwendet. Der  Melbereich des am 1-Volt-Ausgang
angeschlossenen Detektors wird auf 0.1 - 0.005 AUFS (Absorption
Units, Full Scale) festgelegt. Die digitale Filterkonstante wird auf 0.3
Sekunden und der Photomultiplier auf 600 Volt eingestellt. Die
Steuerung der Pumpe und der Mischkammer fur den
Lésungsgradienten sowie die digitale Datenaufnahme erfolgen mit
dem Axxiom-System 727 (Moorpack, CA, USA).

-16 -



Als Saulen werden Reversed-Phase-Cig-Saulen (3,9 x 150 mm
innerer Durchmesser) mit einer Kdérnungsgrolle des
Trennungsmaterials von 10 ym sowie eine austauschbare Vorsaule
des gleichen Materials (beide Waters, Milford) verwendet. Das binare
Eluentensystem besteht aus dem Eluenten A, der sich aus 26
mmol/L Ammoniumazetatpuffer (Merck, Stuttgart, Deutschland) und
100% (v/v) Essigsaure LiChrosolv® (Merck) pH 4.8- 5
zusammensetzt. Eluent B bestent aus 70% (v/v) Methanol
LiChrosolv® (Merck). Der Ammoniumazetat-Puffer wird vor Eintritt in
das HPLC-System uber einen Membranfilter (0,2 upm Sartorius,
Gottingen, Deutschland) filtriert. Beide Eluenten werden 10 Minuten
mit Helium 5.0 (Linde, Hollriegelskreuth) begast und das
Gradientensystem schrittweise von 95 % Eluent A und 5% Eluent B
zunachst auf 75% A und 25% B (0-8 min) gefahren. Dieser Gradient
wird zunachst Uber 3 min konstant gehalten und dann auf 5% A und
95% B variiert (8-11 min). Bis zur 20. Minute wird dieses
Mischverhaltnis dann beibehalten. Anschliessend erfolgt die
Wiederherstellung des ursprunglichen Gradienten von 95% A und
5% B binnen 5 Sekunden. Die Eluenten A und B werden in der
Niederdruckmischkammer gemischt und dann Uber die
Hochdruckpumpe einer analytischen Trennsaule zugeflihrt. Die zu
analysierenden Proben werden durch den automatischen
Probenaufgeber Autosampler Triathlon (Spark Holland, Emmen,
Niederlande) Uber das Injektionsventil auf die Saule gegeben und die
Signale der getrennten Substanzen kontinuierlich im UVA-Detektor
detektiert. Die Datenaufnahme erfolgt Gber einen Standard PC mit
entsprechender Datenaufnahme-Software. Die Flussgeschwindigkeit
des Losungsmittels betragt konstant 1 mL/min. Eine schematische
Ubersicht ber den Aufbau der Applikation zeigt Abbildung 3. Um
Adenosin und Inosin in den Chromatogrammen identifizieren und
bestimmen zu konnen, werden externe Standards aus sieben

Bestandteilen mitgefuhrt.
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Analytische Saule
Ultaviolett A-Detektor
Vorsaule
) —
—p
..
HPLC-Pumpe Injektions-
ooeE \ 'y Ventil
Niederdruck-
mischkammer @
A B
[ o
,.
DT e s e
A i )
—
(]
PC
Eluenten A und B Automatischer Probenaufgeber Integrator

Abbildung 3: Darstellung der HPLC-Anlage zur Analytik von Adenosin und
Inosin. Die Eluenten wurden in der Niederdruckmischkammer gemischt und
anschlieend durch die Hochdruckpumpe auf die analytische Trennsaule
gebracht. Die zu analysierenden Substanzen wurden durch einen
automatischen Probenaufgeber Uber ein Injektionsventil auf die Saule
aufgegeben. Die Signale der getrennten Substanzen wurden kontinuierlich
im UVA-Detektor detektiert. Die Datenaufnahme erfolgte mit einem
Computer.

Die sieben Analyten waren Adenosin, Adenin, Hypoxanthin, Inosin,
Purinribosid, Urat und Xanthin (Sigma, Deisenhoven, Deutschland).
Von jeder Substanz wurden zunachst 1 mol/L Lésungen angesetzt,
und daraus Standards in aufsteigenden Konzentrationen hergestellt
(0,05 pmol/L, 0,1 pmol/L, 0,2 pmol/L und 0,5 pmol/L). Zur
Bestimmung der Retentionszeiten der einzelnen Purine wurden
Standards verschiedener Konzentration in der Trennsaule getrennt.
Die Identifizierung der zugehdrigen Peaks erfolgte anhand simultan
mitlaufender reiner Purinlosungen hoherer Konzentration, die
abwechselnd eingesetzt wurden. Die Flachenintegrale (AUC, “area
under the curve®) unter den jeweiligen Peaks wurden auf die
bekannten Konzentrationen geeicht. Das Injektionsvolumen betrug
bei allen Mefdreihnen 180 pyL und die Analysezeit 27 min bei einer
FluBrate von 1 mL/min. Ein Beispiel fur die Zuordnung der Peaks zu

den bestimmten Retentionszeiten zeigt die Abbildung 4.
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Abbildung 4: Originalchromatogramm zur Identifizierung der Purine und
Bestimmung der Retentionszeiten mit der HPLC. Anhand eines externen
0,5 pmol/L Standards ist die Zuordnung der einzelnen Peaks zu den
jeweiligen Purinen bei gegebenen Retentionszeiten dargestellt. Im
einzelnen sind dies: Urat bei 2,74 Minuten, Hypoxanthin 3,70 Minuten,
Xanthin 4,11 Minuten, Inosin 5,46 Minuten, Adenin 6,83 Minuten,

Purinribosid 7,95 Minuten und Adenosin bei 9,26 Minuten.
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21.1 Analytik im wassrigen Medium

Es wurden wassrige Standards eingesetzt, um Inosin — Eichreihen zu
erstellen, welche einerseits der ldentifizierung der Inosin - Peaks in
den analysierten Plasmaproben dienen sollten, andererseits aber
auch als Mal} fur die Adenosin—Konzentration nach enzymatischem
Peak—shift galten.

Der Mittelwert der ermittelten Flachenintegrale von jeweils zwei bis
drei Standards der Konzentrationen 0,05 ymol/L, 0,1 pymol/L und 0,2
umol/L (n=7) wurde dann auf die jeweilige Konzentration geeicht. Die
in der Plasmaprobe gemessene Inosin-Konzentration entsprach
folglich nach Korrektur mit dem Recovery-Faktor der eigenen

Eichreihe der Adenosin-Konzentration im Plasma (Abbildung 5).

35000 ~

30000 -

25000

20000

15000

Flacheneinheit

10000
r=0,997

5000 +

T
0,0 0,1 0,2 0,3
Inosin, pmol/L

Abbildung 5: HPLC — Bestimmung von Inosin in wassrigen Standards.
Die gemessenen Flacheneinheiten (AUC, ,area under curve®) dienten als
Funktion der eingesetzten Inosin - Konzentrationen in den verschiedenen
externen Standards. Die durch lineare Regression ermittelten Eichgeraden
in den Konzentrationsbereichen 0,05 — 0,2 umol/L dienten dem Nachweis
der Linearitat und Sensitivitat (Korrelationskoeffizient r = 0,997).
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21.2, Analytik im menschlichem Plasma

21.21 Aufarbeitung der Blutproben

Adenosin weist im menschlichen Blut eine Halbwertzeit von weniger
als zwei Sekunden auf '®. Aus diesem Grund ist eine sofortige
Aufarbeitung der Blutproben unmittelbar nach Blutentnahme
notwendig ®>. 6 — 7 mL Blut wurden direkt in vorbereitete 10 mL
Spritzen aufgezogen, in denen jeweils 1mL einer spezifischen
~otopp-Losung” vorgelegt wurde. Diese besteht aus Dipyridamol
(DIP, 20 pmol/L), Erythro-9(2-Hydroxy-3-Nonyl)-Adenin (EHNA, 4.2
umol/L) und Heparin 5000 IE (Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland). Dipyridamol blockiert den transmembrandsen
Transport von Adenosin in die zellularen Bestandteile des Blutes,
EHNA inhibiert den Abbau des Adenosin zu Inosin durch die

extrazellulare Adenosin-Desaminase 2>%*

. Das Heparin diente zu
Antikoagulation des Blutes. Mit dieser Stopp-Lésung konnte der
weitere Metabolismus des extrazellularen Adenosins direkt nach
Austritt aus dem Koronarsinus-Katheter verhindert werden. Diese
wurde zunachst unter sterilen Bedingungen angesetzt. Sofort nach
Blutentnahme wurden 2 mL der Vollblutproben flr 30 Sekunden bei
3,15 g zentrifugiert. Jeweils 750 pL des Plasmatlberstandes wurden
mit 750 pL Perchlorsaure 70 - 72% (z.A. Merck) zur
Deproteinisierung der Proben versetzt. Die so behandelten Proben
wurden bis zur weiteren Aufarbeitung kihl gelagert. Die Bestimmung
der Laktat-Konzentration (Nova biomedical, Stat profile 1) und der
Sauerstoffsattigung (Radiometer ABL System 615, Coppenhagen)
erfolgten aus dem verbliebenem Vollblut. Die gekuhlten,
deproteinisierten Plasma-Proben wurden mit einer 1 mol/L K3PO;-
Lésung pH 7.4 (Merck) neutralisiert und erneut bei 3,15 g flr 15 min
zentrifugiert. Daraufhin erfolgte die Filtartion des Plasmauberstandes
in einem Unterdruck-Filtersystem Adsorbex® (Merck, Stuttgart,
Deutschland). Zur Aquilibrierung wurde der Filter (Waters Cig)
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mehrfach im Wechsel mit 2 mL eines 1 pmol/L K;HPO4/KH,PO4-
Puffers (Merck) und 60% (v/v) Methanol LiChrosolv® (Merck)
gespult. Die Nukleoside der organischen Proben wurden mit 60%
(v/v) Methanol ausgewaschen. Anschlielend wurden die filtrierten
Proben zunachst bei 60° C mit N2 oder Druckluft (Linde,
Hollrigelskreuth) in einem Inkubator (Unitek HB 130, Deutschland)
getrocknet und jeweils in 250 pL HPLC-Wasser LiChrosolv® (Merck)

gelost.

21.2.2. Enzymatischer Peak-shift

Aufgrund von Stoérsignalen in der Plasmaprobe gelingt keine
eindeutige Identifizierung von Adenosin allein  durch die
Retentionszeit. Fur die saubere Auflosung der jeweiligen
Chromatogramme ist ein weiterer Analyseschritt notwendig. Zur
Identifizierung von Adenosin und Inosin wurde deshalb die Methode
des ,enzymatischen Peak-shiftes* verwendet °>*°*®2. Demnach wurde
zur Bestimmung der Adenosin-Konzentration eine zweifache
Trennung der Plasmaprobe im HPLC-System durchgefuhrt. Im ersten
Chromatographieschritt wurde die Adenosin enthaltende Eluat-
Fraktion aufgefangen. Das Adenosin wurde dann durch die Zugabe
von Adenosin-Desaminase spezifisch und aquimolar in Inosin
umgewandelt. Dieser Schritt wird Peakshift genannt. In einem
zweiten Chromatographieschritt wurde die Konzentration von Inosin
als direkter Marker der Adenosin-Konzentration mittels Inosin-
Eichgeraden bestimmt. Die Retentionszeit des Inosins variierte dabei
zwischen 6 — 7 Minuten. Die in den bestimmten Zeitintervallen
fraktionierten Adenosin-Proben wurden mittels eines automatischen
Probensammlers (Foxy Scientific Instruments, Basel, Schweiz) in
Reagenzrohrchen (ca. 3 mL) gesammelt. Parallel laufende Standards
wurden auf die gleiche Weise fraktioniert, um spater enzymatisch

umgewandelt zu werden. Anhand dieser Standards wurde das
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jeweilige Zeitfenster fur das Sammeln der Adenosin-Fraktion
ermittelt. Weiterhin konnten durch die Analyse der Standards
mogliche Analysefehler erkannt werden. Die Wiederfindungsrate
(Recovery) der jeweiligen Messreihe wurde ebenfalls mit Hilfe dieser
Standards bestimmt. Fur den Peakshift wurde die Adenosin-
Desaminase mit einem 1 pmol/L Ko;HPO4/KH,PO4-Puffer pH 7.4
Merck im Verhaltnis 1:100 gemischt. Jeder Probe der Adenosin
enthaltenden Eluat-Fraktion aus dem ersten Chromatographieschritt
wurde das Enzymgemisch auf ein Endvolumen von 200 pL
zugesetzt. Nach 30 minutiger Inkubationszeit wurde die
Enzymaktivitat mit 50 pL Perchlorsaure 70 - 72% (z.A. Merck)
unterbrochen. Es erfolgte nach weiteren 2 Minuten die
Neutralisierung der Losung mit 50 yL 1 mol/L KsPO4 pH 7.4 (Merck).
Nach 10 minutiger Zentrifugation mit 3,15 g bei 4° C (Sorval Super
T21, Du Pont, Wilmington, USA) wurden 250 pL des Uberstandes
aliquotiert und dem zweiten Chromatographieschritt zugefuhrt.
Flussrate, Injektionsvolumen und Analysedauer erfolgten analog zu
Schritt 1. Beispiele fur die Analyse einer filtrierten Plasmaprobe vor
und nach Peak-shift zeigen Abbildungen 6 A und B.
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Abbildung 6 A und B: Originalchromatogramme einer Plasmaprobe vor
und nach Peak-shift. Nach Sammeln der Adenosin-Fraktion im ersten
Analyseschritt erfolgt die Bestimmung der Inosin-Konzentration als Marker
der Adenosin-Konzentration nach enzymatischem Peak-shift in einem
zweiten Analyseschritt. Zur Identifizierung des Inosin-Peaks (*) dient ein 0,1

pmol/L Standard (**).
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2.1.2.3. Bestimmung der Adenosin - Konzentration

FUr die Analyse wurden die ermittelten Peaks auf diejenigen der
Standards projiziert. Dies erleichterte die Identifikation der Inosin-
Peaks. Die errechneten Flachenintegrale ergaben dabei Inosin-
Mengen, mit denen die ursprunglichen Inosin- bzw. Adenosin-
Konzentrationen der jeweiligen Proben anhand des bekannten
Injektionsvolumens und der durchgefuhrten Eichreihen ermittelt
werden konnten. Die nach dem ersten Chromatographieschritt
gesammelten Standards  wurden nach anschliessendem
enzymatischen Peak-shift in einem zweiten Chromatographieschritt
analysiert. Anhand dieser Standards konnte so die jeweilige
Widerfindungsrate (Recovery) ermittelt werden. Die errechneten
Adenosin-Konzentrationen der Plasmaproben wurden dann im
letzten Schritt mit den jeweiligen Recovery-Faktoren korrigiert
(Abbildung 7).

L ORAEH K
:; R

ALl M.
BROR @ T L
A FH R

e e
o5 | Extinktion,Aunits 1 !

aEa |,

0,5 pmol/L Standard
nach Peak-shift
*Inosin-Peak

** Inosin-Peak eines
0,2 pmol/L Standards
ohne Peak-shift

Abbildung 7: Bestimmung des Recovery-Faktors anhand eines
Originalchromatogrammes einer Standardprobe nach Peak-shift. Bei einer
Retentionszeit von 5,77 Minuten kann der Inosin-Peak des enzymatisch
umgewandelten 0,5 umol/L Standards durch den darunter projizierten 0,2
pmol/L externen Standard deutlich identifiziert werden. Anhand der
jeweiligen Eichreihe ergibt die Flache unterhalb des markierten Peaks eine
Inosin-Konzentration von 276 nmol/L. Somit betragt hier die
Wiederfindungrate (Recovery) fir Adenosin 55 %.
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21.3. Biochemisch—-metabolische Messungen

2.1.3.1. Adenosin

Extrazellulares Adenosin wird mittels Adenosin—-Desaminase zu
Inosin umgewandelt. So kann nach der enzymatischen Umwandlung
(stochiometrisches Verhaltnis von 1 : 1) der Plasmaprobe (Peak-
shift) die gemessene Inosin-Konzentration, nach Korrektur mit der
entsprechenden  Wiederfindungsrate  (Recovery-Faktor),  der
ursprunglichen Adenosin-Konzentration der Plasmaprobe
gleichgesetzt werden. Folgendes Beispiel zeigt die Berrechnung der
Adenosin-Konzentration einer Plasmaprobe mit Hilfe eines externen

Standards bzw. des zugehoérigen Recoveryfaktors:

¢ Die Eichreihe hatte ergeben:
Die Injektion von 180 pL des Standards (0,1 umol/ L) ergibt
18 pmoles Inosin bei einer gemessenen Flache von 7219
AUC (Area Under Curve)

7219 AUC = 18 pmoles
e Verdunnungfaktor in den Analyseschritten: 250/180 x 300/ 180
= 2,3

e Flache des Inosin-Peaks in der Plasmaprobe
3631 AUC 3631x18/7219x 2,3
= 20,82 pmol/ 750 pL Plasma
= 27,76 nmol/ L

e Recovery =41,7%
= 27,76 nmol/ L x100 / 41,7
= 66,57 nmol/ L

Die ursprungliche Adenosin-Konzentration der Plasmaprobe betragt

demnach 67 nmol/ L.
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2.1.3.2. Myokardiale Laktatextraktion und
Sauerstoffgehalt

In der klinischen Diagnostik wird die myokardiale Laktatextraktion
bzw. eine Umkehr der myokardialen Laktatextraktion zu
Laktatproduktion als biochemischer Marker einer akuten
Myokardischamie gesehen *7"'% Ein Ziel der Studie war es, die
Wertigkeit von Adenosin als Marker fur Ischamie im Vergleich zu
Laktat zu untersuchen. Somit wurden neben der
Adenosinbestimmungen die Laktat-Konzentrationen in den
arteriellen und  koronarvendsen Vollblutproben mit einem
photometrischen Standardmessverfahren (Nova biomedical, Stat
profile) gemessen. Zur Bestimmung der myokardialen Laktat-
Extraktion wurde die arteriokoronarvendse Laktatdifferenz aus der
arteriellen und koronarvenosen Laktatkonzentration (mmol/ L)
gebildet.

Nach einem standardisiertem Routineverfahren (Radiometer, ABL
System 615, Copenhagen) wurden desweiteren die O,-Sattigungen
und der Hamoglobin- Gehalt aus den gleichen Proben photometrisch
bestimmt, um den Sauerstoffgehalt der Probe zu errechnen.
Diese lasst sich mit der folgenden Formel ermitteln: (1 g Hb bindet
1,39 ml Oy)

O2-Gehalt = Hb x 1,39 x Sp2 x 10 [mL Oz /L Blut]
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2.2, Klinisch-elektrophysiologische
Untersuchung

2.21. Patientenkollektiv

Die Adenosin-Messungen im Rahmen der elektrophysiologischen
Untersuchung wurden an insgesamt 11, ausschlie3lich mannlichen
Patienten, im mittleren Alter von 68 Jahren (min. 63 Jahre, max. 79)
durchgefuhrt: Diese befanden sich in einem Zeitraum zwischen Juni
1996 bis Dezember 1997 in stationarer Behandlung in der
Medizinischen Klinik B der Heinrich-Heine-Universitat. Anamnestisch
war bei allen Patienten mittels einer Standard - Koronarangiographie
eine koronare Herzerkrankung gesichert worden. In allen Fallen
waren kurz zuvor lebensbedrohliche, ventrikulare Herzrhythmus-
stérungen (anhaltende ventrikulare Tachykardie oder
Kammerflimmern) aufgetreten, die Reanimationsmalinahmen
inklusive externer Defibrillation erforderlich gemacht hatten.
Demzufolge war bei allen Patienten die Indikation zu einer invasiven
elektrophysiologischen Herzkatheteruntersuchung gegeben. Diese
Untersuchung diente dem Nachweis bzw. Ausschlul3 einer
belastungsinduzierten Myokardischamie als mdgliche Ursache der
malignen Herzrhythmusstérung. Des weiteren sollte die ventrikulare
Vulnerabilitdt als Voraussetzung flr eventuell notwendige
weiterfuhrende elektrotherapeutische MalRRnahmen (Medikation/
implantierbarer Kardioverter/ Defibrillator, ICD) ermittelt werden. Mit
Ausnahme von zwei Patienten mit einer Koronaren-Zwei-
GefalRerkrankung waren in den anderen neun Fallen alle drei
Koronararterien (RCA, RIVA und RCX) mittel- bis hochgradig
stenosiert. Sechs der insgesamt elf Patienten wiesen einen bis
mehrere  Myokardinfarkte in der Anamnese auf (4 x
Hinterwandinfarkt, 1 x Vorderwandinfarkt und 1 x Hinterwand- und
Vorderwandinfarkt). Bei vier Patienten war bereits eine operative
Myokardrevaskularisierung (Ein- bis Mehrfach-ACVB-Operation)

erfolgt. Die Ejektionsfraktion als Maldstab fur die Funktion des linken
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Ventrikels, sowie mdgliche Bewegungsstorungen im Bereich der
Ventrikelwand waren zuvor bei allen Patienten im Rahmen der
Linksherzkatheter-Untersuchung lavokardiographisch ermittelt
worden. Im Gesamtkollektiv betrug die mittlere linksventrikulare
Ejektionsfraktion LVEF 49 + 10 %. Die einzelnen Befunde sind aus

der Tabelle 1 zu entnehmen.
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Tabelle 1: Patientenkollektiv

LCA RCA
Myokard- LV-
Gruppe Nr. KHK ACVB
Infarkt Funktion RIVA RCX RIVP
Diffus hochgradig RIVA-Abbruch nach Abgang des . . RCA 50%ige Stenose im
. Hoéhergradige
A 1 keinen eingeschrankt, 3 nein Diagonalastes (D), hochgradige mittleren Drittel (m/3), RIVP mit
Abgangstenose .
EF = 39% Abgangstenose des D 60-70%iger Abgangstenose
Hochgradig Hochgradige Abgangstenose
. . . . RIVA hochgradige . Proximaler Abbruch der RCA,
2 keinen eingeschrankt, 3 ja der RCX, Abbruch im m/3,
Abgangstenose, IMA-Bypass zu EV offen
EF = 40% Einzelvene (EV) offen
Schwere Hypokinesie
Hinterwand (HW) und Filiforme Stenosierung des RIVA .
. . Héchstgradige Funktioneller Verschluss der
. Posterolateral-wand . nach Abgang der Diagonalaste | .
3 keinen . 3 nein . Abgangstenose des RCX, RCA mit subtotaler
(PLW), méassige und Il, maRBiggradige Stenosen
funktioneller Verschluss Stenosierung des RIVP
Hypokinesie Septum in Dlund DI
und Apex, EF = 50%
Septumhypokinesie, . . .
ittelaradi Hoéhergradige Stenose des RIVA | Subtotale Stenose des RCX Ostiumstenose der RCA,
mittelgradi
Hinterwand- g . g am Abgang des Diagonalastes nach Abgang der drei hochgradige Abgangstenose
4 eingeschrankte 3 nein
infarkt und Stenose im m/3, D Marginaldste (M I-lll), M I - 1ll | des R. ventrikularis Il, proximal
Pumpfunktion ( PF), . . . . .
EF = 64% hochgradig stenosiert diffus sklerosiert grenzwertige Stenose des RIVP
- (]
Hypokinesie
Vorderwand (VW), 90%ige Abgangstenose des 70%ige Stenose der RCA an
Vorderwand- RIVA-Verschluss direkt am
5 Apex, Septum und 3 nein RCX, vor Abgang des der Crux cordis, Verschluss
infarkt Stamm

basale Regionen,
EF =55%

Marginalastes 70%ig

des RIVP
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Inferobasale Akinesie,

Hypokinesie VW und

RCX im m/3 50-60%ig

Septum, PF stenosiert, subtotale Proximal funktioneller
6 keinen . nein RIVA proximal 40%ig stenosiert
hochgradig Abgangstenose des Verschluss der RCA
eingeschrankt, Marginalastes
EF = 50%
Vorderwand-
Lokale Akinesie an
und Proximaler Abbruch des RCX, | Proximaler Abbruch der RCA,
7 der HW und VW, nein Keine Stenosierung des RIVA
Hinterwand- gut kollateralisiert relativ gut kollateralisiert
EF = 60%
infarkt
Hypokinesie VW, RCX proximal 50%ig
Hinterwand- Apex, Hypo- bis stenosiert, distal subtotale,
RIVA vor Apex hochgradig
8 infarkt und Akinesie im Bereich nein ¢ ert langstreckige Stenose, Proximaler Abbruch der RCA
stenosie
Reinfarkt der Hinterwand, Marginalaste | und Il diffus
EF =37% stenosiert
Inferobasale Akinesie,
Hypokinesie des RIVA proximal 60%ig RCX ab m/3 subtotale,
Hinterwand-
. restlichen Myokards, . stenosiert, im m/3 diffuse langstreckig diffuse .
9 infarkt und . ja . . Abbruch im m/3
Reinfarkt PF hochgradig Stenosierung, IMA offen, EV am Stenosierung, EV auf
einfar
eingeschrankt, Diagonalast offen Marginalast offen
EF=37%
Lokale Hypokinesie
Stammnaher Abbruch des
inferobasal, PF 70%ige Stammstenose, RIVA-
RCX, Sequentialvene auf Funktioneller Verschluss der
10 keinen mittelgradig ja Abbruch, IMA offen, EV auf . .
. . . Marginalast | 40-50%ig RCA
eingeschrankt, Diagonalast offen
stenosiert
EF =50 %
RIVA im proximalen Drittel
Hypokinesie gesamte . . .
. . héhergradig stenosiert, IMA
HW und im Berich der .
Hinterwand- funktionsuntiichtig, proximaler, | Proximaler Abbruch des RCX, Verschluss der RCA am
11 PLW, Hypokinesie Ja
infarkt EV auf den Diagonalast offen, EV auf den Marginalast offen Ostium, EV offen

basale VW,
EF =51%

retrograde Versorgung des
RIVA
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2.2.2. Untersuchungsprotokoll

Die koronarvendsen und arteriellen Proben wurden wahrend der
elektrophysiologischen Untersuchung am Herzen von insgesamt 11
Patienten entnommen. Alle Untersuchungen wurden aus klinischer
Indikation  bei  gesicherter  Koronarer  Herzkrankheit und
stattgehabtem Ereignis einer malignen ventrikularen Arrythmie
(anhaltende ventrikulare Tachykardie oder Kammerflattern/-flimmern)
durchgefuhrt. Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden
nach einem standatisierten Stimulationsprotokoll '° durchgefiihrt.
HierfUr wurden drei Elektrodenkabel Uber die V.femoralis (5F oder 6F
Schleusen, Cordis, Johnson&Johnson) in den rechten Vorhof
eingefuhrt und im hohen rechten Vorhof (HRA), am HIS- Blndel
(HBE) und der ventrikularen Spitze (RVA) positioniert. Ein weiterer
diagnostischer Hamodynamik-Katheter wurde in den Koronarsinus
(Multipurpose-Katheter mit Seitenl6chern, 6F, Cordis,
Johnson&Johnson) zur koronarvendsen Blutentnahme platziert. In
die A. femoralis wurde eine 5F Schleuse (Cordis, Avanti,
Johnson&Johnson) zur arteriellen Blutentnahme eingelegt. Bei den
elektrophysiologischen  Kathetern kamen zur  Anwendung:
quadripolarer Elektroden-Katheter in HRA- (Vaiking Bard™),
bipolarer Katheter in HIS- und RVA-Position (Cordis). Die Stimulation
erfolgte Uber einen routinemassig verwendeten Stimulator (Universal
Heart Stimulator UHS 20, Biotronik). Hieriber wurde zunachst
schrittweise mit steigenden Frequenzen im rechten Vorhof (HRA-
Position) stimuliert. Analog erfolgte anschlieRend die Stimulation im
rechten Ventrikel (RVA-Position). Die abgeleiteten intrakardialen
Elektrokardiogramme wurden Uber das Quinton- Pulmokard EPU
System (Pulmokard, Herdecke) aufgezeichnet und vermessen. Es
erfolgte zunachst eine fixfrequente Stimulation Gber zehn Minuten im
hohen rechten Vorhof mit einer Zykluslange von 500 ms
entsprechend 120  Schlagen/Minute, darauffolgend  eine
zehnminutige fixfrequente Stimulation an der ventrikularen Spitze

(RVA) ebenfalls mit gleicher Zykluslange. Anschliessend wurde mit
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der programmierten Ventrikelstimulation begonnen, zunachst im
Sinusrhythmus mit ein und zwei vorzeitig angekoppelten Schlagen
(RVA SR S2 S3). Hiernach folgten fixfrequente Stimulationen mit
Basiszykluslangen zwischen 500 und 330 ms (entsprechend 120 —
180 Schlagen/ Minute) Uber jeweils acht Zyklen mit Ankopplung von
ein, zwei und drei Extrastimuli (RVA S2 S3 S4; S1=500, 430, 370
und 330 ms) und einer Pausenlange von drei Sekunden. Die
Stimulation wurde beim Auftreten einer anhaltenden ventrikularen
Tachykardie oder beim Auftreten gravierender klinischer Symptome
(Angina Pectoris, Luftnot) umgehend beendet. Die Blutabnahmen
aus Arterie und Koronarsinus erfolgten jeweils simultan, als
Ruhebasiswert vor Beginn der Stimulation. In die mit Stopp-Ldsung
praparierten Spritzen wurde jeweils 6 - 7mL Blut aufgezogen. Nach
zehnminutiger fixfrequenter atrialer und ventrikularer Stimulation mit
Frequenzen zwischen 120 und 180 Schlagen/Minute wurden weitere
Proben simultan aus Koronarsinus und A. femoralis enthommen. Bei
Auftreten anhaltender ventrikularer Tachykardien mit
Defibrillationspflichtigkeit wurde auf eine Blutentnahme zu diesem
Zeitpunkt verzichtet. Nach einer zehnminutigen Erholungphase folgte
die dritte bzw. vierte Blutabnahme. Sofort nach der Entnahme
wurden 2 mL aus den jeweiligen Blutproben bei 3,15 g fur 30
Sekunden zentrifugiert und den in 2.1.2.1 naher erlauterten
Analyseschritten zugefthrt. In den restlichen 4 — 5 mL Vollblut
wurden die Laktat-Konzentration und die Sauerstoffsattigung
photometrisch bestimmt. Die arteriokoronarvendse Differenz der
Adenosin-Konzentrationen  (AVD-ADO) in den  einzelnen
Plasmaproben wurde aus den Einzelkonzentrationen ermittelt, um
eine myokardiale Adenosin-Nettoproduktion bzw. —Extraktion
feststellen zu kdnnen. Dabei wurde die koronarvendse Konzentration
von der arteriellen subtrahiert. Analog dazu wurden die
arteriokoronarvendse Laktat-Differenz  (AVD-Laktat) und die

arteriokoronarvenose Sauerstoff-Differenz (AVDo,) bestimmt.
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2.2.3. Ventrikulare Vulnerabilitat

Aufgrund der Ergebnisse der Elektrophysiologischen Untersuchung
(EPU) wurde das Patientenkollektiv in zwei Gruppen unterteilt. In die
Gruppe A wurden Patienten mit leicht erhdhter bis normaler

t 106108 Bai diesen konnte im

ventrikularer Vulnerabilitat eingeteil
Rahmen der Ventrikelstimulation bei der Katheterposition in der
rechtsventrikularen Spitze (RVA) keine oder bei der Katheterposition
im rechtsventrikularen Ausflusstrakt (RVOT) nur schwer (bis zu drei
vorzeitigen Stimulationen) eine anhaltende ventrikulare Tachykardie
(VT) ausgelost werden. Bei den Patienten in der Gruppe B mit
deutlich erhohter ventrikularer Vulnerabilitat konnte hingegen leicht
(mit maximal zwei vorzeitigen Stimulationen) eine anhaltende
ventrikulare Tachykardie induziert werden.

Folgende Kriterien wurden zur Einteilung der Patienten in die Gruppe
A mit normaler bis erhdhter und in die Gruppe B mit deutlich erhohter

ventrikularer Vulnerabilitat festgelegt:
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Gruppe | Kriterien der ventrikularen Vulnerabilitat

Normale bis leicht erhdohte ventrikulare Vulnerabilitat

Definition | Schwer auslésbar, d.h. in RVA bei bis zu drei vorzeitigen
Extraschlagen (S4) oder in RVO bei bis zu zwei vorzeitigen

Extraschlagen (S3) nicht ausldsbare oder anhaltende VT
B Deutlich erhohte ventrikulare Vulnerabilitat
Leicht auslésbar, d.h. in RVA bei bis zu zwei vorzeitigen

Definition | Extraschlagen (S2 S3) auslésbare, anhaltende VT oder

Kammerflimmern
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2.2.4. Mathematisch-statistische Methoden

Alle statistischen Daten wurden als Mittelwerte (x) + Standardfehler
(SEM) angegeben. Zweizeitige P-Werte von <0,05 wurden als
statistisch signifikant betrachtet. Zunachst wurden die Daten mit dem
Kolgomorow-Smirnow-Test auf Normalverteilung Uberprift. Wenn
eine Normalverteilung anhand dieses Tests nicht ausgeschlossen
werden musste, wurde der t-Test zur Prufung signifikanter
Differenzen herangezogen. Lag keine Normalverteilung vor, so
wurden die Werte mit dem Wilcoxon-rank-Test auf maogliche
Signifikanzen getestet. Die Analyse der Daten wurde mittels der
Software SPSS fur Windows (Statistical Package for Analysis ans
Social Sciences, Version 5.0.1.; SPSS-Inc., Chicago, ILL USA)
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. HPLC

3.1.1. Messungen im wassrigen Milieu

Zur Uberprifung einer Linearitdst (r > 0,99) zwischen der
Konzentration von Adenosin bzw. Inosin und Detektorsignal wurden
15 externe Standards unterschiedlicher Konzentration (0,05 pmol/L,
0,1 ymol/L, 0,2 ymol/L und 0,5 pmol/L) in einer Messreihe analysiert.
Der Korrelationskoeffizient lag sowohl bei Inosin als auch bei
Adenosin jeweils > 0,997. Diese Linearitat war bei jeder erneut
durchgeflihrten Messreihe reproduzierbar. Sie ist in Abbildung 8 A
und B dargestellt. Der Variationskoeffizient bei Aufgabe eines 0,5
pmol/L Standards betrug 4% fur Inosin und 3% fur Adenosin. (bei
0,05 pmol/L Standard fur Inosin 15% und fur Adenosin 6%). Bei der
Analyse von wassrigen Proben blieben die Retentionszeiten der
einzelnen Purine innerhalb der einzelnen Messreihen konstant. Bei
Vorhandensein von organischen Proben und bei zunehmender
Abnutzung der Trennsaule kam es jedoch zu Verschiebungen der
Retentionszeiten, so dass sowohl innerhalb einer als auch zu jeder
neuen Analysesequenz mehrfach Eichreihen neu definiert wurden.
So konnten die einzelnen Purine weiterhin eindeutig identifiziert
werden. Die Anderungen der Retentionszeit fir Standards lag im
wassrigen Milieu bei Inosin bei 1,2 — 3,6 %, bei Vorhandensein von
Plasmaproben jedoch bei 2,5 — 8,9 %.

Nach der Analyse der Inosin—Eichreihen bei Vorhandensein von
Plasmaproben wurde die Wiederfindungsrate (Recovery-Faktor)
bestimmt. Die gemessenen Inosin—Konzentrationen in den einzelnen
Plasmaproben wurden mit dem jeweils ermittelten Recovery - Faktor
aus der eigenen Messreihe korrigiert. Der Recovery — Faktor variierte
zwischen 0,412 — 0,556 bzw. es ergaben sich Widerfindungsraten
von 41 - 54%.
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Abbildung 8 A und B: HPLC-Bestimmung von Adenosin und Inosin. Die
gemessenen Flacheneinheiten (AUC,“area under the curve®) dienten als
Funktion der eingesetzten Konzentrationen an Adenosin und Inosin in den
verschiedenen externen Standards im wassrigen Milieu. Die durch die
lineare Regression ermittelten Eichgeraden in en Konzentrationen 0,05 —
0,5 umol/L dienten zum Nachweis der Linearitdt und Sensitivitat.
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3.1.2. Messungen im menschlichen Blut
3.1.2.2 Myokardiale Adenosin - Konzentration

Von jeder enthommenen Plasmaprobe aus der Arteria femoralis und
dem Koronarsinus  wurden  jeweils  Doppelbestimmungen
durchgefiuihrt und der Mittelwert aus diesen als Ergebnis der
Messung interpretiert. Ein signifikanter Anstieg der Adenosin-
Produktion, erkennbar an einer Zunahme der arteriokoronarvendsen
Adenosin-Differenz wurde als eine mdglicherweise durch Belastung
(programmierte  Vorhof- bzw. Ventrikelstimulation) induzierte
Ischamie gedeutet. Im Vergleich dazu wurden die arteriovendsen
Laktat-Differenzen in den Blutproben bestimmt im Hinblick auf eine
.Laktat-Umkehr® (Umkehr von myokardialer Laktat-Extraktion zu
Laktat-Produktion) als  bislang  Ublichen Indikator einer
Myokardischamie. Ungeachtet der Auslosbarkeit einer ventrikularen
Tachykardie wurde zunachst das Gesamtkollektiv auf eine Ischamie
wahrend Stimulation Uberprift. In Abbildung 9 sind die Mittelwerte
der arteriellen und koronarvenosen Adenosin-Konzentrationen in
Ruhe und wahrend Stimulation dargestellt. Die arteriokoronarvendse
Adenosin-Differenz (AVD ADO) betragt in Ruhe —4,3 + 13,8 nmol/L
(arteriell 77,2 + 22,6 nmol/L, koronarvends 81,4 + 19,3 nmol/L) und
steigt tendentiell warend Stimulation auf —-31,1 + 8,6 nmol/L (art.
52,8 + 11,8 nmol/L, c.v. 84,0 + 16,7 nmol/L) an. In der nachfolgenden

Ruhemessung (Ruhe’) betragt sie noch —16,3 + nmol/L.
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Abbildung 9: Adenosin-Konzentration vor, wahrend und nach
Schrittmacherstimulation. Die arteriokoronarvendése Differenz der Adenosin-
Konzentration (AVD ADO, n=11) nimmt unter Stimulation als Zeichen einer
myokardialen Adenosin-Netto-Produktion zunachst tendentiell zu (p>0,05).

Nach zehnminutiger Stimulationspause (Ruhe‘) nahert sie sich wieder dem
Basiswert vor Stimulation.

Die einzelnen Ergebnisse der jeweiligen Versuchsreihen sind in der
Tabelle 3 aufgelistet:
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Gruppe EPU

10

11

arteriell

[nmol/l]
3,8

22,5
56,5
223,4
58,4
26,8
39,7
123
49,4
208,3

37,1

Ruhe

Koronar-
venos
[nmoll/l]

4,2
23,2
113,4
228,8
132,3
28,1
70,8
66,4
55,2
119,8

53,4

AVD

[nmoll/l]
-0,4

-1,2
-56,9
-5,4

-74,0

Stimulation
arteriell

[nmoll/l]
41

35,9

12,1

87,2

82,5

38,9

37,1
130,4
28,2

91

33,7

Koronar-
venos
[nmoll/l]

6,9
49,2
45,8
104,9
103,2
58,9
46,5
218

110,9
105,0

74,2

AVD

[nmol/l]
-2,8

13,3
-33,7
17,7
-20,6
-20,0
9,4
-87,6
82,8
14,0

-40,5

arteriell

[nmol/l]
3,3

251
56,5
45,6
31,6
26,8
39,7
123
49,4
63,9

36,9

Stimulation

Koronar-
venos
[nmoll/l]

10,0
20,5
113,4
95
104,7
32,74
70,8
66,4
19

49,7

98,7

AVD

[nmol/l]
-6,7

4,6

-56,9
-49,4
73,1
-5,97
-31,1
56,6
30,4
14,2

-61,9
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3.1.2.2. Myokardiale Laktat-Extraktion und
Sauerstoffgehalt

Die arteriovendse Laktat-Differenz ergab in Ruhe 0,16 + 0,06
mmol/L (art. 0,81 £ 0,05mmol/L, c.v. 0,65 + 0,07 mmol/L). Unter
Stimulation nahm die Laktat-Extraktion auf 0,01 + 0,08 mmol/L
(art.0,95 + 0,08 mmol/L, c.v. 0,94 = 0,12 mmol/L) ab. Nach
Stimulation stieg sie erneut auf 0,16 + 0,06 mmol/L (art. 0,97 + 0,06
mmol/L, c.v. 0,06 + 0,07 mmol/L) an. Abbildung 10 zeigt die
arteriokoronarvendse Differenz der Laktat-Konzentration in Ruhe und

wahrend Stimulation.

Bl arteriell
I koronarvends
1,2 - [ AVD Laktat
1,0 T
<| 0,8_
E T
0,6
% 0,4
|
0,2 1 1
0,0 —/—/—+—7—+ :—.—..#_.—._ '
Ruhe Stimulation Ruhe'

Abbildung 10: Laktat-Konzentration vor, wahrend und nach
Schrittmacherstimulation. Die arteriokoronarvenose Laktat-Differenz (AVD
Laktat, n=11) bleibt unter Stimulation positiv. Es erfolgt keine Laktat-
Umkehr als Zeichen einer akuten Myokardischamie bzw. einer
myokardialen Laktat-Nettoproduktion. Die in Ruhe gegebene myokardiale
Laktat-Extraktion nimmt wahrend Stimulation tendentiell ab und erreicht
nach zehn Minuten wieder den Ausgangswert (Ruhe®).

Die Einzelergbnisse der Laktat-Messungen sind in der Tabelle 4

aufgelistet:
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Gruppe EPU

10

11

arteriell

[mmol/l]
0,7

0,7
1
1

0,9

0,5

0,9

0,7

0,9

0,9

0,7

koronar-
venos
[mmol/l]

0,5
0,7
0,7
1,1
0,8
0,5
0,3
0,7
0,8
0,5

0,5

AVD

[mmol/l]
0,2

0
0,3
0,1
0,1
0
0,6
0
0,1
0,4

0,2

Stimulation
arteriell koronar-
venos

[mmol/l] [mmol/l]
0,8 0,7
0,7 0,5

1 1

1 1,3
11 0,9
0,5 0,4
1,4 0,9
11 1,2
1 1,1
0,7 0,6
11 1,7

AVD

[mmol/l]
0,1

0,2
0
-0,3
0,2
0,1

0,5

nach Stimulation

arteriell

[mmol/l]
1

0,5
1
1,2
1,1
1
0,9
1,1
1,1
0,8

1

koronar-
venos
[mmol/l]

0,8
0,7
0,7
1,2
0,8
1
0,3
1
1
0,7

0,7

AVD

[mmol/l]
0,2

-0,2
0,3
0
0,3
0
0,6
0,1
0,1
0,1

0,3
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Mittels arterieller und koronarvendser Sauerstoffsattigung wurde der
Sauerstoff-Gehalt (O,-Gehalt) des Blutes errechnet und die
arteriokoronarvendse Sauerstoffdifferenz (AVDO;) bestimmt. Die
AVDO, blieb wahrend des Stimulationsvorgangs weitgehend
konstant. Sie betrug in Ruhe 9,3 + 0,4 mL O,/100 mL (art.14,8 + 0,7
mL O,/100 mL, c.v. 5,4 mL O,/100 mL + 0,6 mL O2/100 mL ), unter
Stimulation 9,3 + 0,4 mL O,/100 mL (art. 14,6 £ 0,7 mL O/100 mL,
c.v. 5,4 + 0,4 mL O/100 mL) und nach Erholung 9,4 + 0,7 mL O,/100
mL (art. 14,9 £ 0,8 mL O,/100 mL, c.v. 5,5 + 0,6 mL O,/100 mL).
In Abbildung 11 ist die arteriokoronarvendse Sauerstoffdifferenz

unter Stimulationsbedingungen dargestellt.
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Abbildung 11: Sauerstoffgehalt des Blutes vor, wahrend und nach
Stimulation. Die arteriovenése Sauerstoffdifferenz (AVDO2, n=11) bleibt
unter Stimulationsbedingungen weitgehend konstant.

Die Einzelergebnisse der O, —Messungen sind in der Tabelle 5

aufgelistet:
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Gruppe EPU Stimulation nach Stimulation

arteriell koronar- AVD arteriell koronar- AVD arteriell koronar- AVD
[ml/L venos [ml/L [ml/L venos [ml/L [ml/L venos [ml/L
Blut] [ml /L Blut] Blut] Blut] [ml /L Blut] Blut] Blut] [ml /L Blut] Blut]
A 1 170 85 85 171 65 106 176 77 99
2 140 62 78 142 65 77 142 60 82
3 146 42 104 136 48 88 146 42 104
4 113 33 80 112 33 79 112 30 82
5 148 52 96 149 50 99 148 49 99
B 6 198 89 109 198 77 121 200 58 142
7 170 65 52 169 63 106 168 68 100
8 146 40 102 147 54 93 152 53 99
9 142 46 96 138 51 87 141 40 101
10 117 43 74 119 41 78 119 33 86
11 132 33 99 134 44 90 134 95 39
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3.2. Ventrikulare Vulnerabilitat

Um die Relation einer tachykardieinduzierten Myokardischamie
zur ventrikularen Vulnerabilitat differenziert zu analysieren, wurde
das Patientenkollektiv in zwei Gruppen A und B getrennt
untersucht. Dabei wurde je nach Ergebnis  der
elektrophysiologischen Untersuchung am Herzen (EPU) das
Patientenkollektiv in Gruppe A mit normaler oder leicht erhéhter
ventrikularer Vulnerabilitdt (n=5) und Gruppe B mit deutlich
erhohter ventrikularer Vulnerabilitét (n=6) eingeteilt (Kriterien
siehe 2.2.3.). Einzelergebnisse der EPU mit jeweils Endpunkt der
Untersuchung und eine sich daraus ergebene
Defibrillationspflicht, sowie eine Ubersicht der Adenosin- und

Laktat-Einzelbestimmungen zeigt Tabelle 5:
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PU-Nr.

10

11

Gruppe

Ventrikulare Vulnerabilitat

Normal; in RVA und RVO bis 330 S3 bzw. 500 S4
Normal; in RVA und RVO bis 500 S4

Leicht erhoht; in RVO bei 430 S3 160 Kammerflattern, durch
Defibrillation terminiert, in RVA bis 500 S4 keine VT-Induktion

Leicht erhoht; in RVO bei 330 S3 170 Kammerflattern, durch
Defibrillation terminiert, in RVA bis 500 S4 hochstens 13 ventrikulare

Extrasystolen auslésbar

Normal; in RVA und RVO bis 500 S4

Erhoht; in RVA bei 500 S3 230 Auslosung einer ventrikuldaren

Tachykardie (VT), durch Overdrive terminierbar

Erhoht; in RVA bei 500 S3 200 hochfrequente VT (230-250 ms), durch

Defibrillation terminiert

Erhoht; in RVA bei 430 S3 VT (330 ms), nach Uberstimulation

Akzeleration in Kammerflimmern, terminiert durch Defibrillation

Erhoht; in RVA bei 330 S3 170 Kammerflimmern, bei 500 S4 190

Kammerflattern, beide durch Defibrillation terminiert

Erhoht; in RVA bei SR S2 320 anhaltende VT, Akzeleration mittels

Overdrive und Terminierung durch Defibrillation

Erhoht; in RVA bei 430 S3 220 Kammerflimmern, durch Defibrillation

terminiert
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Endpunkt

Kein Abbruch
Kein Abbruch
Synkope,

Kammerflattern

Kammerflattern

Keine

Anhaltende VT

Hochfrequente,
anhaltende VT

Anhaltende VT

Kammerflimmern

Anhaltente VT

Kammerflimmern

Defibrillation

Keine

Keine

Ja

Ja

Nein

Defibrillationspflicht

bei Anlage des
Katheters, da

Kammerflattern

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja



3.21. Adenosin—Konzentration in Relation zur

ventrikularen Vulnerabilitat

In Gruppe A war die arteriokoronarvendse Adenosin-Differenz (AVD
ADO) sowohl in Ruhe als auch unter Stimulation als Zeichen einer
myokardialen Adenosin-Netto-Produktion negativ. Sie betrug in Ruhe
—27,6 £ 15,7 nmol/L (arteriell 72,9 £ 39,1 nmol/L, koronarvends 100,4
+ 41,0 nmol/L) und anderte sich unter Stimulation nicht signifikant auf
-17,6 £ 5,0 nmol/L (art. 44,4 + 17,1 nmol/L, c.v. 62 + 18,7 nmol/L).
Nach zehnminutiger Stimulationspause betrug diese  -36,3 + 15
nmol/L (art. 32,4 + 9 nmol/L, c.v. 68,7 = 22,1 nmol/L) ohne einen
signifikanten Anstieg. In Abbildung 12a ist die arteriokoronarvendse
Adenosin-Differenz in Gruppe A dargestellt.

In Gruppe B zeigte sich als Zeichen der akuten Ischamie ein
signifikanter Anstieg der myokardialen Adenosin-Produktion. Es
erfolgte ein signifikanter Umschlag von Adenosin-Extraktion in Ruhe
zu einer Adenosin—Produktion unter Stimulation. In Ruhe betrug die
arteriokoronarvenoése Differenz 15,1 + 19,1 nmol/L (art. 80,7 + 29,2
nmol/L, c.v. 65,6 £+ 12,4 nmol/L), und unter Stimulation war sie
signifikant auf -32,5 + 24,4 nmo/L (art. 59,9 + 17 nmol/L, c.v. 102,3 +
25,3 nmol/L; p<0,05) abgefallen. Die Differenz lag nach
zehnminutiger Erholungspause bei 0,4 + 17,5 nmol/L (art. 50,0 +
nmol/L, c.v. 56,2 + 11,7 nmol/L; p<0,05). Abbildung 12 b zeigt die
arteriokoronarventse Differenz der Adenosin-Konzentration in

Gruppe B.
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Abbildung 12 a und b: Adenosin-Konzentrationen vor, wahrend und nach
Schrittmacherstimulation in Gruppe A und B. Die arteriokoronarventse
Differenz (AVD ADO, n=5) in der Gruppe A mit normaler bis leicht erhéhter
ventrikularer Vulnerabilitdt ist sowohl in Ruhe als auch unter Stimulation
negativ und andert sich nicht signifikant. In der Gruppe B mit deutlich
erhéhter ventrikularer Vulnerabilitat erfolgt eine Umkehr von Adenosin-
Extraktion unter Ruhebedingungen zu myokardialer Adenosin-Produktion
unter Stimulation (*p<0,05 vs. Ruhe und Ruhe'=10 Minuten nach
Stimulation)
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3.2.2. Laktat-Konzentration in Relation zur ventrikuldaren
Vulnerabilitat
Vergleichend zu den Adenosin-Bestimmungen wurden die
arteriokoronarvendsen Differenzen der Laktat-Konzentrationen in den
Gruppen A und B ermittelt. In Gruppe A mit normaler bis leicht
erhohter ventrikularer Vulnerabilitat zeigte sich eine Abnahme der
myokardialen Laktat-Extraktion unter Stimulation. Die
arteriokoronarvenose Laktat-Differenz ergab in Ruhe 0,14 + 0,10
mmol/L (art.0,92 + 0,07 mmol/L, c.v. 0,76 + 0,10 mmol/L) und fiel
unter Stimulationsbedingungen auf 0,04 + 0,1 mmol/L (art. 0,92 +
0,07 mmol/L, c.v. 0,88 + 0,14 mmol/L) ab. Nach zehnminutiger
Erholung stieg sie auf 0,19 + 0,10 mmol/L (art. 0,96 + 0,12 mmol/L,
cv. 0,84 £+ 0,10 mmol/L) an. Die arteriokoronarvendse Laktat-
Differenz in Gruppe A ist in Abbildung 13 a dargestellt. In Gruppe
B mit deutlich erhdhter ventrikularer Vulnerabilitat zeigte sich als
Zeichen der akuten Ischamie eine signifikante Laktat-Umkehr von
Laktat-Extraktion in Ruhe zu myokardialer Laktat-Produktion unter
Stimulationsbedingungen. Die arteriovendse Differenz lag in Ruhe
bei 0,21 + 0,1 mmol/L (art. 0,78 + 0,1 mmol/L, c.v. 0,58 + 0,08
mmol/L) und betrug unter Stimulation —0,02 + 0,15 mmol/L (art. 1,0 =
0,12 mmol/L, c.v. 1,02 + 0,17 mmol/L). In der nachfolgenden
Ruhephase stieg die arterievendse Differenz mit 0,21 + 0,09 mmol/L
(art. 1,02 £ 0,03, c.v. 0,78 + 0,11 mmol/L) wieder auf den Ruhe-
Basiswert an. Abbildung 13 b zeigt die arteriovendse Laktat-

Differenz unter Stimulation in Gruppe B.
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Abbildung 13 a und b: Laktat-Konzentration vor, wahrend und nach
Schrittmacherstimulation in Gruppe A und B. Die arteriokoronarvenotse
Differenz der Laktat-Konzentration (AVD Laktat, n=5) zeigt in Gruppe A mit
normaler bis leicht erhohter ventrikularer Vulnerabilitét keine signifikanten
Anderungen in Ruhe und unter Stimulation. Als Zeichen der myokardialen
Ischamie zeigt sich in Gruppe B (n=6) mit deutlich erhéhter ventrikularer
Vulnerabilitat eine signifikante Laktat-Umkehr unter Stimulation (*p<0,05 vs.
Ruhe und Ruhe‘ = nach zehn Minuten Stimulationspause). Es erfolgt ein
Umschlag von Laktat-Extraktion unter Ruhebedingungen zu Laktat-
Produktion unter Stimulation.
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3.23 Sauerstoffgehalt im Blut in Relation zur

ventrikularen Vulnerabilitat

Der Sauerstoffgehalt der arteriellen und koronarvendsen
Vollblutproben wurde anhand der Sauerstoffsattigung des
Hamoglobingehaltes (Hb in mg/ dL)ermittelt. In der Gruppe A und in
der Gruppe B fanden keine signifikanten Anderungen des O»-Gehalts
wahrend Stimulation und in der Erholungsphase statt (Abbildung 14
a und b). Der arterielle Wert betrug in der Gruppe A: 143,4 £ 9,14
ml/L Blut in Ruhe, 142 £ 9,56 ml/L Blut wahrend Stimulation und
146,8 + 8,64 ml/ L Blut nach der Erholungsphase.

Die koronarvendsen O»-Werte verhielten sich analog zu den
arteriellen Konzentrationen. Der O,-Gehalt fiel von 54,8 £ 8,97 ml/ L
in Ruhe auf 52,2 + 6,0 ml/ L wahrend Stimulation und nach zehn
Minuten Pause auf 51,6 £ 8,0 ml/ L Blut. Die arteriokoronarvendsen
Differenz AVDO, zeigte als Zeichen des akuten myokardialen
Sauerstoffverbrauches keinen signifikanten Unterschied unter
Stimulation. Sie betrug 88,6 + 4,96 ml/ L Blut, unter Stimulation 89,8
1+ 5,61 ml/ L und in der Erholungsphase 93,2 + 4,66 ml/ L Blut.

In Gruppe B ergab der arterielle O,-Gehalt sowohl vor als auch
wahrend Stimulation 150,8 + 11,82 ml/ L Blut (bzw. 11,6) und lag in
der Erholungsphase bei 152,3 + 11,7 ml/ L. Der koronarvendse O,-
Gehalt betrug in Ruhe 52,7 + 8,5 ml/ L Blut, unter Stimulation 55 +
5,42 ml/ L und lag nach der Stimulationspause bei 57,8 £ 9,02 ml/ L.
Im Gegensatz zu Gruppe A kam es in Gruppe B zu einem
tendentiellen Anstieg der AVDO, von 82,5 + 9,85 ml/ L Blut in Ruhe
auf 95,8 + 6,30 ml/ L Blut (nicht signifikant) unter Stimulation. In der
Erholungsphase blieb die AVDO; mit 94,5 + 13,54 ml/ L Blut

weiterhin erhoht.
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Abbildung 14 a und b: O,-Gehalt vor, wahrend und nach
Schrittmacherstimulation in  Gruppe A und B. Die
arteriokoronarvendse Sauerstoffdifferenz zeigt weder in Gruppe A
mit normaler bis erhdhter ventrikuldrer Vulnerabilitdt noch in
Gruppe B mit deutlich erhdhter ventrikularer Vulnerabilitat
signifikante Anderungen. Tendentiell kommt es in der Gruppe B
zu einem Anstieg der AVDO, unter Stimulation, welche in der
Erholungsphase erhoht bleibt (nicht signifikant).
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3.3. Klinische Untersuchungen

3.31. Ejektionsfraktion als MaR fiir die

linksventrikulare Pumpfunktion

Im Rahmen klinischer Routine — Untersuchungen war bei allen der in
der Studie teilnehmenden Patienten die Ejektionsfraktion (EF) als
Mal fur die linksventrikulare Pumpfunktion angiographisch bestimmt
worden (EF% = [(Linksventrikulares enddiastolisches Volumen
wveovy— Linksventrikulares endsystolisches Volumen) / LVEDV] x
100). Bei der Betrachtung der Mittelwerte in den Gruppen A und B
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Ejektiosfraktion (EF). In Gruppe A betrug die EF 50 £ 5 % und in
Gruppe B 48 + 4 % In der Abbildung 14 sind die Ejektionsfraktionen

beider Gruppen gegenlbergestellt:

80
70
60
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40

EF %

30
20
10

0_

Gruppe A Gruppe B

Abbildung 14: Ejektionsfraktion als Mall fur die linksventrikulare
Pumpfunktion. Beim Vergleich der Mittelwerte der Ejektionsfraktionen (EF)
in Gruppe A und B zeigte sich kein signifikanter Unterschied
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4, Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine klinisch anwendbare
Methode mit hoher Sensitivitat und Spezifitat zur Quantifizierung von
Adenosin im menschlichen Plasma zu etablieren und diese im
Rahmen einer klinischen Pilotstudie bei Patienten mit schwerer
koronarer Herzerkrankung anzuwenden. Hierzu wurde die Wertigkeit
von Adenosin als Marker einer akuten myokardialen Ischamie wie
der von Laktat verglichen. Des Weiteren wurde die Relation der
myokardialen Adenosin-Konzentration zur Arrhythmieausldsbarkeit
am ischamischen Herzen wahrend elektrophysiologischer
Untersuchung gepruft.

Es ist in dieser Studie gelungen, in einem mehrschichtigen Ansatz
diese Ziele zu erreichen. Im wassrigen Milieu erlaubt die HPLC als
sensitive Methode eine parallele Messung von Adenosin und seiner
Metaboliten in nanomolaren Konzentrationen. Doch im menschlichen
Plasma ist aufgrund eiweisshaltiger Bestandteile die Identifizierung
von Adenosin durch eine einfache chromatographische Trennung
nicht mdglich. Mit Hilfe der von Schrader entwickelten
Peakshiftmethode ist es dennoch madglich, Adenosin nach
enzymatischer Umwandlung zu Inosin als solche zu identifizieren und
quantitativ zu bestimmen. Es ist uns gelungen durch kombinierte
Anwendung beider Methoden und Modifizierung der Analyseschritte,
Adenosin ausreichend sensitiv zu messen.

Die Eignung der Methode zur klinischen Anwendbarkeit wurde im
Rahmen einer klinischen Pilotstudie zur tachykardieinduzierten
Myokardischamie bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und
malignen ventrikularen Tachykardien getestet. Ein temporarer,
frequenzinduzierter Anstieg des myokardialen Sauerstoffverbrauchs
bei einem limitierten koronaren Sauerstoffangebot kann eine akute

Ischamie verursachen.
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Eine Laktat-Umkehr, d.h. der Umschlag von myokardialer Laktat-
Extraktion zur Laktat-Produktion gilt als Index flir eine akute
Ischamie. In der klinischen Diagnostik sind bereits standardisierte,
einfache Messverfahren zur Laktat-Bestimmung etabliert. Ziel war es
die Wertigkeit von Adenosin als Marker einer myokardialen Ischamie
im Vergleich zu Laktat zu untersuchen. Es konnte im Rahmen
elektrophysiologischer Untersuchungen am Herzen bewiesen
werden, dass zur Ischamiediagnostik eine Adenosin-Bestimmung im
Koronarsinus trotz seiner kurzen Halbwertzeit moglich, und im
Vergleich zu Laktat ebenso klinisch anwendbar ist. Dartber hinaus
zeigte die Pilotstudie, dass mit Hilfe von Adenosin als
Ischamieindikator klinisch und differenzialdiagnostische Aussagen
getroffen werden kdnnen. Im Rahmen der elektrophysiologischen
Untersuchungen konnte ein signifikanter Anstieg der Adenosin-Netto-
Produktion als Zeichen einer akuten Myokardischamie bei den
Patienten mit deutlich erhdhter Vulnerabilitdt und Ausldsbarkeit
anhaltender ventrikularer Tachykardien nachgewiesen werden. Dies
spricht flr die kausale Bedeutung einer myokardialen Ischamie fir
die Induktion einer ventrikularen Tachyarrhythmie — zumindest bei

Patienten mit koronarer Herzkrankheit.
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41. Methodenvergleich zur Bestimmung von Adenosin

im menschlichen Blut

41.1. Adenosin-Metabolismus — Entwicklung einer

Stopplosung

Adenosin, ein ubiquitdr vorkommendes Nukleosid wird nach
Hydrolyse durch die 5'-Nukleosidase zu Adenosin-5'-Phosphat
(AMP) umgewandelt °'. Durch die Adenosin-Desaminase, welche
sowohl intra- als auch extrazellular vorhanden ist, wird Adenosin zu
Inosin verstoffwechselt °>**. Durch den rapiden Abbau von Adenosin
zu Inosin und die Wiederaufnahme in Erythrozyten weist Adenosin
eine extrem kurze Halbwertzeit von weniger als zehn Sekunden im
Blut auf "®. Somit ist die quantitative Bestimmung von Adenosin im
Blut zeitlich limitiert und einer Analyse schwer zuganglich. Im
Rahmen vergangener Studien wurden sogenannte ,Stopp-Losungen®
entwickelt %2%*°  um den Adenosin-Stoffwechsel zu hemmen.
Capogrossi et al ® hatten bei Gesunden nur in den Plasmaproben
Adenosin messen konnen, denen sofort nach der Blutenthnahme 2'-
Desoxycoformycin (DCF) - ein Inhibitor der Adenosin-Desaminase -
hinzugeflgt worden war. Die Plasmakonzentration betrug hier 0,07 -
1 umol/L. In anderen Studien wurde neben EHNA (erythro-9(2-
Hydroxy-3-Nonyl)-Adenin) oder MnCl, — ebenfalls Inhibitoren der
Adenosin-Desaminase — zusatzlich Dipyridamol der Stopp-LOosung

t 4%8% um die Wiederaufnahme von Adenosin in die Zelle zu

beigeflig
verhindern. Dabei wurden hohere Plasma-Konzentrationen
gemessen. Diese betrugen 0,22 — 0,67 ymol/L, wobei Adenosin im
Koronarsinus von Patienten mit ischamischer Herzerkrankung
gemessen wurde. Fur die Gewinnung von Blut aus dem
Koronarsinus sind lange Katheter notwendig. Ontyd und Schrader
fuhrten die ,double-syringe“— Katheter-Technik ein, um das

enthommene Blut aus dem Koronarsinus direkt nach Durchtritt aus
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dem Katheter in die Stopp-Lésung aufzufangen. Der Abbau von
Adenosin im Katheterlumen konnte jedoch nicht verhindert werden.

Feldman et al ¥

entwickelten einen ,double-lumen metabolic*-
Katheter, bei der das Blut direkt an der Spitze des Katheters mit der
Stopp-Lésung vermischt werden konnte. Sie hatten trotz der
verbesserten Entnahmetechnik geringere Adenosin-Konzentrationen
gemessen als in vergleichbaren Studien, die keinen 5‘-Nukleosidase-
Inhibitor verwendet hatten. Diese hatten die sogennante
artefaktbedingte Adenosin-Produktion ** aus Adenin-Nukleotiden, die
bei der Platichen-Aggregation freigesetzt werden, mit berlcksichtigt
und neben Dipyridamol und EHNA zusatzlich einen 5-Nukleotidase-
Inhibitor (AOPCP) und EDTA verwendet % Die im Koronarsinus
gemessene Adenosin-Konzentration betrug in dieser Studie im
Durchschnitt 0,132 pmol/L. Sovelli et al ® hatten Indomethacin
eingesetzt, um wahrend der Zentrifugation die Freisetzung von
Adenin-Nukleotiden aus den Plattchen zu verhindern. Die
koronarven6se  Adenosin-Konzentration bei  Patienten  mit
ischamischer Herzerkrankung und instabiler Angina pectoris ergab
hier durchschnittlich 0,22 umol/L.

Im Rahmen unserer Pilotstudie verwendeten wir eine Stopplosung
mit den Bestandteilen EHNA, Dipyridamol und Heparin. Schrader
hatte in Vorversuchen (im eigenen Labor) bei dieser
Zusammensetzung der Stopplésung eine Wiederfindungsrate von ca.
50% nach externer Zugabe definierter Adenosinmengen zu
Blutproben nachgewiesen. Auf den Einsatz eines 5°-Nukleotidase-
Inhibitors wurde in dieser Studie verzichtet, zumal Versuche
diesbeziglich keinen signifikanten Vorteil erbrachten. Fur die
Blutentnahme aus dem Koronarsinus wurden sogenannte
weiterentwickelte Hamodynamik-Katheter (Cordis, Johnson &
Johnson) eingesetzt. Diese weisen mehrere Seitenlocher auf, und
kénnen weniger aufwendig in den Koronarsinus platziert werden.
Anders als beim ,double lumen“-Katheter wird das Blut erst nach

Durchtritt durch den langen Katheter in die Stopplosung aufgefangen.
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Unter dem Aspekt der einfacheren Handhabung und der
Verringerung des Infektionsrisikos im Vergleich zur ,double lumen®-

Technik wurde ein weiterer Verlust an Adenosin in Kauf genommen.

4.1.2. Etablierung einer sensitiven Messmethode

Zur  Quantifizierung von Adenosin  wurden verschiedene
Messmethoden entwickelt, um entweder Adenosin direkt oder
indirekt Gber seine Metabolite (Inosin, Hypoxanthin u.a.) im Blut zu

93,95

bestimmen. Neben spektrophotometrischen und fluorimetrischen

1097 Methoden kamen auch radioimmunologische Messmethoden

68,79 | 97 eine

zum Einsatz. Zum Beispiel hatten Gardiner et a
fluorimetrische Methode entwickelt, bei der Adenosin und Inosin
zunachst zu Hypoxanthin enzymatisch abgebaut wurden. Nach
Zugabe von Xanthin-Oxidase war deren Konzentration anhand des
anfallenden Hydrogenperoxids indirekt bestimmt worden. Schrader et
al verwendeten einen Radioimmunoassay (RIA), wobei spezifische
Antikorper gegen ein Adenosin enthaltendes Antigen eingesetzt
wurden. Einige wenige Methoden mittels HPLC-(Hochdruck—
Flussigkeit-Chromatographie) Technik fur die Analyse von Adenosin
werden seit Ende 1970 beschrieben. Pfadenauer und Tong %
isolierten das Plasma-Adenosin in einem Gel, welches den
Ribosidanteil des Adenosins bindet. Das Eluat analysierten sie dann
mittels HPLC in einer ,reversed-phase“-Saule mit Phosphatpuffer (pH
3,5) als mobile Phase. Die freie Adenosin-Konzentration, gemessen
an sechs gesunden Probanden betrug durchschnittlich 62 ug/ L.

Die unterschiedlichen Ergebnisse der Adenosin-Konzentration im
Plasma sind nicht zuletzt auf den schnellen Metabolismus von
Purinen im Blut zurlckzufuhren. Neben der Optimierung der
Entnahmetechnik und dem Versuch, den vorzeitige Abbau von
Adenosin  moglichst zu  verringern  wurden  verschiedene

Filtrationstechniken etabliert, um Adenosin und seine Metabolite vor
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der analytischen Trennung mittels HPLC zunachst zu isolieren.Trotz
der Ultrafiltration kbnnen andere im Plasma enthaltene Substanzen
mit Adenosin eluiert werden, die die direkte Analyse von Adenosin
mittels HPLC erschweren. Ontyd und Schrader °? entwickelten daher
die ,Peak-shift‘-Methode zur indirekten Bestimmung von Adenosin im
menschlichen Plasma. Bei dieser Methode wird das Adenosin in
einem ersten Chromatographieschritt zunachst gesammelt. Die
gesammelte Adenosin-Fraktion wird dann durch Adenosin-
Desaminase in einem stochiometrischen Verhaltnis von 1 : 1 in
Inosin umgewandelt. In einem zweiten Chromatographieschritt wird
dann die Inosin-Konzentration bestimmt, und der ursprunglichen

Adenosin-Plasmakonzentration gleichgesetzt.

4.2. HPLC

Aufgrund der methodischen Schwierigkeiten zur Bestimmung von
Adenosin im menschlichen Plasma mittels HPLC und nicht zuletzt
aufgrund geringer Sensitivitat der anderen oben gennanten
Methoden hat sich Adenosin in der klinischen Routine-Diagnostik
einer akuten Myokardischamie bislang nicht durchgesetzt. In
Einzelpublikationen wurde die Analyse von Adenosin mittels
Radioimmunoassay als eine ausreichend sensitive und spezifische
Methode dargestellt. Sie ist jedoch aufwendig und an bestimmte
Zentren gebunden.

Um die Anwendbarkeit in der klinischen Forschung zu gewahrleisten,
wurde daher in dieser Studie versucht, einen Kompromiss zwischen
hoher Sensitivitat, geringem Aufwand bei der Entnahmetechnik und
kurzer Analysedauer mittels HPLC zu finden. Mittels Stopp-Losung
(Ontyd und Schrader) und sofortiger Zentrifugation und
Deproteinisierung durch Perchlorsaure sollte der Abbau zu Inosin

und die Produktion von Adenosin aus Adenin-Nukleotiden durch die
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5-Nukleosidase weitgehend verhindert werden. Es wurde durch
Ultrafiltration mit einer C'®-Sep-Pak-reversed-phase-Saule und
Methanol das Adenosin aus dem Plasma isoliert und anschlieRend
vaporisiert. Bei dieser Aufarbeitung war mit einem weiteren Verlust
an Adenosin von ca. 10% zu rechnen. Trotz der Ultrafiltration vor der
Analyse mittels HPLC konnte keine vollstandige Isolierung des
Adenosin von anderen Substanzen erreicht werden, so dass eine
zweifache Trennung der Probe durch die HPLC-S&ule notwendig
wurde. Im ersten Chromatographieschritt war eine Quantifizierung
des Adenosin nicht moglich, da Stérsubstanzen den Adenosin-Peak
Uberlagerten. Hierbei wurde die Adenosin-Fraktion mit den
gleichzeitig die Saule verlassenden Substanzen zunachst
gesammelt. Dadurch, dass Inosin zu einer friheren Retentionszeit
als Adenosin die Saule verlasst, befand sich das zuvor im Plasma
vorhandene Inosin nicht in dieser Fraktion. Die Adenosin-Fraktion
wurde mittels Peak-shift-Methode mit Adenosin-Desaminase
enzymatisch zersetzt, und theoretisch alles Adenosin in Inosin
umgewandelt. Der Kontrolle dienten externe Standardldsungen, die
ebenfalls die zuvor genannten Analyseschritten durchliefen. Im
zweiten Chromatographieschritt konnte das zu Inosin umgewandelte
Adenosin von den in der Fraktion enthaltenen Substanzen deutlich
getrennt und quantifiziert werden. Die Wiederfindungsrate (Recovery)
fur Adenosin nach Peak-shift betrug durchschnittlich 49%. Anhand
der externen Standards sah man in einigen Fallen, dass nicht alles
Adenosin zu Inosin umgewandelt worden war. In anderen Fallen war
die Abnutzung der Saule nach der Analyse mehrerer Plasmaproben
fur den Verlust an Adenosin verantwortlich zu machen. Dies zeigte
sich an Peakdeformitaten der mitanalysierten Standards. So wurde
die Saule nach jeder 40. — 50. Plasma-Probe erneuert. Rasch
ansteigende Gradienten bis 95% mit 70%igem Methanol gegenlber
5% Ammoniumazetat am Ende jeder analysierten Probe dienten der
Sauberung der Saule von noch haftenden Storsubstanzen. In diesem

System betrug die gerade noch messbare Adenosin-Konzentration
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3,3 nmol/L. Somit ist der Aufwand zur Analyse von Adenosin im
menschlichen Koronarsinus zur Beurteilung einer myokardialen
Ischamie mittels HPLC mit einem insgesamt guten Ergebniss

(Recovery von 49%) vertretbar und klinisch anwendbar.

43. Myokardischamie

4.31. Laktat als Marker einer akuten

Myokardischamie

In klinischen Studien wurde bislang die myokardiale Freisetzung von
Laktat als Marker fur die quantitative Beurteilung einer starken
Myokardischamie  herangezogen. Sie zeigt die anaerobe
Stoffwechsellage des Myokards bei negativer Sauerstoffbilanz
(Sauerstoffangebot < Sauerstoffverbrauch) an. In einigen wenigen
Studien konnte auch der Zusammenhang zwischen einer
myokardialen Laktat-Produktion und der Auslésung einer ischamisch
getriggerten ventrikularen Arrhythmie wahrend programmierter
Schrittmacherstimulation bei Patienten mit schwerer koronarer
Herzerkrankung eruiert werden 99-102

In der vorliegenden Studie wurden 11 Patienten mit einer schweren
koronaren Herzerkrankung und stattgehabtem spontanen Ereignis
einer malignen ventrikularen Tachykardie (VT/VF) einer Laktat-EPU
(elektrophysiologische Untersuchung mit arteriokoronarvendser
Laktatmessung) mit vergleichbarem Protokoll und vergleichbarer
Methodik unterzogen. Ein Umschlag von myokardialer Laktat-
Extraktion zu einer Laktat-Produktion (Laktat-positiv = bzw.

Laktatumkehr) wurde als Zeichen einer akuten Myokardischamie
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gedeutet. Ohne Berucksichtigung der Ausldsbarkeit kam es wahrend
der Stimulation bei der Betrachtung des Gesamtkollektivs (n=11) zu
einer Abnahme der Laktat-Extraktion (von 0,16 mmol/L auf 0,01
mmol/L). Die arteriokoronarvendse Sauerstoffdifferenz blieb unter
Stimulationsbedingungen weitgehend konstant (9,3 ml O,/100 mL in
Ruhe und unter Stimulation). Im Einzelnen wiesen vier der
Untersuchten — alle mit deutlich erhdhter ventrikularer Vulnerabilitat
eine Laktat-Umkehr auf, ohne signifikante Anderungen der
arteriokoronarvendsen Sauerstoffdifferenz.  Aufgrund fehlender
Bestimmung des koronaren Blutflusses kann anhand des
arteriovenosen Sauerstoffgehaltes allein kein Ruckschluss auf den

myokardialen Sauerstoffverbrauch gezogen werden.

4.3.2. Adenosin als Ischamiemarker im

Vergleich zu Laktat

Untersuchungen zur Bedeutung des Adenosins als klinischer Marker
fur eine akute Myokardischamie bei Menschen waren bislang
unterschiedlich. Nur bei systemischer Applikation von Dipyridamol
vor dem Stimulationsvorgang konnten Fox et al '®'% einen Anstieg
der koronarvendsen Adenosin-Konzentration mittels RIA messen.

In der eigenen Studie konnte mittels HPLC eine myokardiale
Adenosin-Produktion unter Stimulation ohne die systemische
Anwendung von Dipyridamol nachgewiesen werden.

Ungeachtet der Arrhythmieauslésbarkeit stieg in unserer Studie bei
der Betrachtung des Gesamtkollektivs die Netto-Adenosin-Produktion
von 4,3 nmol/L auf 31,1 nmol/L (Faktor 7,2) tendentiell an (statistisch
nicht signifikant).

Im Einzelnen kam es bei acht der Patienten zu einem Anstieg der
Adenosin-Produktion um den Faktor 7,8. Bei den anderen drei jedoch

wurde eine Zunahme der Adenosin-Extraktion um den Faktor 2,9
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beobachtet. Vier der acht ,Adenosin-positiven“ wiesen gleichzeitig
eine Laktat-Umkehr auf (bzw. alle ,Laktat-positiven® waren auch
,<Adenosin-positiv)“. Alle ,Adenosin-negativen” zeigten ebenso wenig
eine Laktat-Umkehr. Anhand der unten angefuhrten Vierfeldertafel

sind die Zusammenhange veranschaulicht:

Adenosin-Anstieg
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Im Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich bei der Betrachtung
des Gesamtkollektivs zusammenfassen, dass Adenosin im Vergleich
zu Laktat als Marker fur eine akute myokardiale Ischamie

nicht besser geeignet ist (Anderungen der Konzentrationen bei

beiden nicht signifikant).
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4.4. Ventrikulare Vulnerabilitat
44.1. Zusammenhang mit Laktat

Um den Zusammenhang zwischen Myokardischamie und
Auslosbarkeit einer ventrikularen Tachyarrhythmie zu untersuchen,
wurde in einigen Studien die arteriokoronarvendse Laktatdifferenz
wahrend programmierter Ventrikelstimulation bei Patienten mit
hochgradiger koronarer Herzerkrankung und anamnestisch
stattgehabten spontan anhaltenden und nicht anhaltenden VT/VF-

Ereignissen simultan gemessen %9192

. Vor der Auslosung einer
anhaltenden VT wahrend programmierter Stimulation war es bei den
Patienten zu einer pathologischen Laktatproduktion (Laktat-positiv)
des Myokards gekommen, die einen ausgepragten
KoronargefalRbefall im Hinblick auf Anzahl und Graduierung der
Stenosen hatten. Diese wiesen zu dem noch ein signifikant hoheres
Maf szintigraphisch erfassbarer, belastungsinduzierter
Myokardischamien auf. Im Ruhe-Myokardszintigramm unterschied
sich die globale linksventrikulare Pumpfunktion bei Laktat-positiven
jedoch nicht signifikant von den Laktat-negativen Patienten, die aber
mehr dyskinetische Myokardareale (Narbe, Aneurysma) aufwiesen.
In zwei vergleichbaren Studien von Morady % und Vester *° betrug
der Anteil Laktat-positiver Patienten vor der Auslosung einer VT/VF
53% bzw. 60%. Die Auslosbarkeit einer ventrikularen
Tachyarrhythmie war nach Beseitigung der Myokardischamie durch
operative (ACVB-Operation) oder interventionelle Revaskularisation
(PTCA, perkutane transluminale koronare  Angioplastie)
elektrophysiologisch nachuntersucht worden. Anders als Morady "%

hatte Vester %

auch postinterventionell die arteriokoronarvendse
Laktat-Differenz  des gesamten Patientenkollektivs simultan
gemessen, um die pradiktive Bedeutung des spezifischen

myokardialen Laktatmetabolismus eines Patienten fur die
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Induzierbarkeit von VT/VF nach Myokard-Revaskularisation zu
beurteilen. Die Sensitivitat eines Laktat-positiven Ergebnisses flr die
Nichtauslosbarkeit nach Revaskularisation betrug 89%, die Spezifitat
75% und der positiv pradiktive Wert 94%. Die Ergebnisse der Studie
zeigten, dass bei 50% der Patienten mit VT/VF auf dem Boden einer
schweren ischamischen Herzerkrankung die Myokardischamie einen
bedeutsamen Kofaktor fur die Triggerung der Tachyarrhythmie
darstellt.

In der eigenen Studie war bei funf von elf Patienten eine anhaltende
VT nur schwer (Gruppe A, normale bis leicht erhdhte ventrikulare
Vulnerabilitat), bei sechs jedoch leicht auslosbar (Gruppe B deutlich
erhohte ventrikulare Vulnerabilitat). In Gruppe A war ein Patient
Laktat-positiv, d.h. hier war eine myokardiale Laktatproduktion als
Zeichen einer akuten Myokardischamie wahrend programmierter
Ventrikelstimulation erfolgt. Ein anderer zeigte erst nach der
Stimulationspause eine deutliche Laktatumkehr (-0,2 mmol/L).
Insgesamt jedoch zeigte sich in Gruppe A eine Zunahme der
myokardialen Laktat-Extraktion (von 0,04 auf 0,14 mmoll/L). In
Gruppe B mit leicht auslosbarer VT waren drei von sechs Patienten
als Zeichen einer akuten Myokardischamie Laktat-positiv. Insgesamt
war in dieser Gruppe die myokardiale Laktat-Extraktion signifikant
(p<0,05) gesunken (von 0,21 auf 0,02 mmol/L). Bei einem Patienten
war jedoch eine Zunahme der Laktatextraktion unter Stimulation zu
verzeichnen. In der folgenden Vierfeldertafel sind die

Einzelergebnisse in den beiden Gruppen veranschaulicht.
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Laktat Gruppe A Gruppe B

Unter der Annahme, dass eine akute Myokardischamie als
wesentlicher Kofaktor fur die erhdhte ventrikulare Vulnerabilitat mit
Auslosung einer ventrikularen Tachykardie fungiert, betrug die
Sensitivitat eines Laktat-positiven Ereignisses fur die Auslosbarkeit
50%, die Spezifitat 60%.

442, Zusammenhang mit Adenosin

Der Zusammenhang zwischen myokardialer Adenosin-Produktion als
Zeichen einer Myokardischamie und Arrhythmieausldsung ist bislang
in keiner vergleichbaren Studie beschrieben worden. In der
vorliegenden Studie zeigte sich in Gruppe A mit normaler bis leicht
erhohter ventrikularer Vulnerabilitdt insgesamt bereits in Ruhe eine
myokardiale Netto-Adenosin-Produktion, die unter Stimulation
tendentiell abnahm (von 27,6 nmol/L auf 17,6 nmol/L). Eine Umkehr
von Adenosin-Extraktion zu Netto-Adenosin-Produktion unter
Stimulation und eine deutliche Zunahme der myokardialen Adenosin-
Freisetzung in den Koronarsinus wurde als Zeichen einer akuten
Myokardischamie gedeutet (Adenosin-positiv). Im einzelnen wiesen
in Gruppe A drei von finf eine Zunahme der Adenosin-Produktion

unter Stimulation auf, die absoluten Konzentrationen (von 0,4 — 5,4

-67 -



nmol/L auf 2,8 — 17,7 nmol/L) lagen jedoch eher im niedrigen
Bereich. Zwei von diesen wiesen bis zum Ende des
Stimulationsprogrammes  keine ventrikulare Tachykardie auf.
Kammerflattern konnte jedoch bei dem Patienten ausgeldst werden,
der die hochste Adenosin-Produktion von 17,7 nmol/L in dieser
Gruppe aufwies. In Gruppe B mit deutlich erhdéhter ventrikularer
Vulnerabilitat war als Zeichen der akuten Ischamie ein signifikanter
Umschlag von Adenosin-Extraktion in Ruhe zu Adenosin-Produktion
unter Stimulation (von 15,1 nmol/L Extraktion zu 32,5 nmol/L
Produktion, p<0,05) zu verzeichnen. Im einzelnen zeigten funf der
sechs Patienten eine deutliche Zunahme der myokardialen
Adenosin-Produktion wahrend Stimulation (Faktor 8,2). Die
Absolutwerte lagen zwischen 14 nmol/L — 87,6 nmol/L. Einer von
sechs zeigte eine Abnahme der Adenosin-Produktion (von 31,1
nmol/l auf 9,4 nmol/L, Faktor 3,3). In der folgenden Vierfeldertafel

sind die Einzelergebnisse in den beiden Gruppen veranschaulicht.

Adenosin Gruppe A Gruppe B
- 2 1
+ 3 5

Unter der Annahme, dass eine akute Myokardischamie als
wesentlicher Kofaktor fur die erhdhte ventrikulare Vulnerabilitat mit
Auslosung einer ventrikularen Tachykardie fungiert, betrug die
Sensitivitat eines  Adenosin-positiven  Ereignisses  fur  die
Ausldsbarkeit 83%, die Spezifitat 80%.

Verglichen mit Laktat zeigt Adenosin unter dem oben genannten

Aspekt folglich eine hohere Sensitivitat und Spezifitat.
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5. Klinische Bedeutung und Ausblick

Adenosin ist an einer Reihe von Regulationsmechanismen
insbesondere im Herzen beteiligt. Bislang galt die myokardiale
Laktat-Produktion als der Goldstandard fir die quantitative Erfassung
einer akuten Myokardischamie. Die Stellung von Adenosin als
Ischamiemarker wurde ebenfalls in einigen Studien unter Anwendung
verschiedener Messmethoden untersucht. Einige Messmethoden
waren jedoch nicht ausreichend sensitiv oder zu kompliziert in ihrer
Handhabung. Und nicht bei allen konnte ein signifikanter Anstieg der
Adenosin—Produktion wahrend akuter Myokardischamie
nachgewiesen werden. In einigen wenigen Studien **'%? konnte auch
der Zusammenhang zwischen einer myokardialen Laktat-Produktion
und der Auslosung einer ischamisch getriggerten ventrikularen
Arrhythmie wahrend programmierter Schrittmacherstimulation bei
Patienten mit koronarer Herzerkrankung eruiert werden. Studien im
Zusammenhang mit ventrikularer Arhythmie und Adenosin mit
gleicher Fragestellung wurden bislang jedoch nicht veroffentlicht.

Wir konnten im Rahmen dieser Studie Adenosin ausreichend sensitiv
messen. Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass in Relation zur
ventrikularen Vulnerabilitat im Hinblick auf die Arrythmieauslésbarkeit
(Myokardischamie als Kofaktor fiur eine erhdhte ventrikulare
Vulnerabilitat) Adenosin im Vergleich zu Laktat eine hohere
Sensitivitat und Spezifitat aufweist (Sensitivitdt 83% und Spezifitat
80% versus Sensitivitat 50% und Spezifitdt 60%).

Die Relevanz dieser Untersuchung flr den klinischen Alltag ergibt
sich aus der Bedeutung eines spezifischen Ischamiemarkers fur
Patienten mit koronarer Herzerkrankung. Eine Myokardischamie ist
als ein madglicher Risikofaktor flr klinisch relevante ventrikulare
Herzrhythmusstorungen unumstritten. Bei der Frage nach der
Ursache und der Therapie einer gerade stattgehabten ventrikularen

Tachykardie kann die Bestimmung der koronarvendsen Adenosin —
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Konzentration im Rahmen einer elektiven elektrophysiologischen
Untersuchung fur das weitere therapeutische Vorgehen wegweisend
sein. Zum Beispiel konnte eine erhdohte Adenosin-Netto-Produktion in
Zweifelsfallen als zusatzliche Indikation zu einer (erneuten)
Revaskularisierung (ACVB bzw. perkutane Koronarangioplastie/
Stent-Implantation), zur Implantation eines Defibrillators (ICD bei
Ausschopfung  revaskularisierender  Moglichkeiten) oder  zur
Erweiterung der medikamentdosen antiarrhythmischen Therapie
dienen.

Es sind jedoch weitere Untersuchungen zur Korelation von Adenosin-
Produktion und ventrikularer Vulnerabilitat zum besseren Verstandnis
notwendig. AuRerdem mussten die Ergebnisse unserer Studie an
grélkeren Patientenkollektiven geprift werden.

Durch die Anwendung der HPLC-Analyse und durch die Peakshift-
Methode konnten weitere Einblicke in den Adenosin-Haushalt bei

Menschen gewonnen werden.

6. Limitationen

Die Hauptbedeutung der Studie liegt in der Darlegung der
Zusammenhange zwischen induzierbarer Ischamie, Adenosin- und
Laktat-Produktion und Auslosung ventrikularer Tachyarrythmien.

In der Praxis sind beide Bestimmungsmethoden relativ kompliziert
und aufwendig in der Handhabung, so dass ihre Bedeutung fur die
klinische Routine-Diagnostik von KHK-Patienten mit ventrikularen

Tachykardien begrenzt sein durfte.
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10. Zusammenfassung

Adenosin als Marker fiir eine akute Myokardischamie bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung — Relation zur ventrikuldren Vulnerabilitat.

Vorgelegt von Bita Gholamalizadeh

Wahrend Myokardischdmie kommt es zur extra- und intrazelluldaren Akkumulation
von Adenosin, welches wiederum Uber eine Vielzahl von Mechanismen einen
kardioprotektiven Summeneffekt ausibt. Die Bedeutung des Adenosins als
sensitiver Marker fir eine myokardiale Ischamie ist sowohl tierexperimentell als
auch am Menschen im Rahmen klinischer Studien gesichert worden. In vielen
klinischen Studien wurde jedoch die sogennante Laktat-Umkehr als Index einer
Hypoxie des Myokards verwendet. In einigen wenigen Studien konnte auch der
Zusammenhang zwischen einer myokardialen Laktat-Produktion und der
Auslésung einer ischamisch getriggerten ventrikuldren Arrhythmie wahrend
programmierter Schrittmacherstimulation bei Patienten mit schwerer koronarer
Herzerkrankung eruiert werden. Der Zusammenhang zwischen Myokardischamie,
Adenosin—Produktion und Arrhythmogenese ist jedoch bislang nicht hinreichend
untersucht. In dieser Studie ist erstmals die Wertigkeit von Adenosin im Hinblick
auf die Arrhythmogenese im Vergleich zu Laktat untersucht worden.

Fur die Bestimmung der Laktat-Konzentration im menschlichen Blut stehen
einfache und standardisierte Messmethoden zur Verfiigung. Die Laktat-Umkehr
wird bei Patienten mit chronisch ischamischer Herzerkrankung meist nur bei
starker Ischamie beobachtet. Es erscheint daher sinnvoll, einen sensitiveren
Marker wie zum Beispiel Adenosin einzufthren. Fir die Quantifizierung von
Adenosin sind verschiedene Messmethoden (z.B. HPLC, RIA) beschrieben
worden. Aufgrund der kurzen Halbwertzeit im Blut von wenigen Sekunden missen
bei der Bestimmung von Adenosin im Blut bereits wahrend der Entnahme Verluste
in Kauf genommen werden. Die HPLC ist dennoch eine geeignete und einfache
Methode die Adenosin— Konzentration nach der Anwendung der Peakshift-
Methode zu messen.

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. In dieser Studie wurde die HPLC- und Peakshiftmethode verfeinert und
Adenosin im nanomolaren Bereich sensitiv gemessen.

2. Es konnte gezeigt werden, dass unter Stimulationsbedingungen bei Patienten
mit koronarer Herzerkrankung eine myokardiale Adenosin—Netto-Produktion
stattfindet. Adenosin zeigt sich hierbei als Ischdmiemarker im Vergleich zu Laktat
weder uber- noch unterlegen.

3. Adenosin bietet in Relation zur ventrikularen Vulnerabilitdt im Hinblick auf die
Arrythmieauslésbarkeit im Vergleich zu Laktat eine héhere Sensitivitdt und
Spezifitat (Sensitivitat 83% vs. 50%, Spezifitat 80% vs. 60%).

Beurteilung: Adenosin kann in vergleichbarer Weise wie Laktat zur quantitativen
Bestimmung einer Myokardialen Ischamie verwendet werden. Es zeigt sich ein
Zusammenhang zwischen Adenosin-Produktion und Induktion ventrikuldrer
Arrhythmien, wobei eine héhere Sensitivitdt und Spezifitdt gegentber Laktat zu
bestehen scheint. Es sind jedoch weitere Untersuchungen zur Korrelation von
Adenosin-Produktion und ventrikularer Vulnerabilitdt notwendig. Daruberhinaus
mussen die Ergebnisse unserer Studie an groReren Patientenkollektiven tberpriift
werden.

genehmigt:

(Prof. Dr. med. E.G. Vester)

-84 -



