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1. Einleitung

1.EINLEITUNG

1.1. Der akute Myokardinfarkt (AMI

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist nach wie vor die héufigste Todesursache
und eine der haufigsten Ursachen fir eine chronische Herzinsuffizienz in
Deutschland und den anderen Industrienationen. Obwohl seit mehr als zehn
Jahren die KHK - Préavalenz in diesen Landern abnimmt, steigt sie weltweit. So ist
es seit dem Zusammenbruch der Sowjetunion 1989 zu einer alarmierenden
Zunahme der koronaren Arteriosklerose in den ehemaligen Ostblocklandern
gekommen. Laut WHO haben die nichtinfektiosen Erkrankungen die infektiosen
Krankheiten als Todesursache weltweit Gbertroffen. Aus diesen Griinden ist eine
effektive Prophylaxe der KHK weltweit dringender denn je geboten (33).

Bis Ende der siebziger Jahre war trotz vieler Studien nicht entgultig geklart, in
welcher Beziehung die Léasionen der Koronararterien und der akute
Myokardinfarkt (AMI) zueinander stehen. Es bestand sogar zum Teil die Ansicht,
dass die Koronarthrombose die Folge des AMI sein kénnte (139). Weitere Studien
(34, 38, 139) konnten dann aber aufzeigen, dass in den meisten Fallen ein
okkludierender Thrombus die Ursache fir den akuten Myokardinfarkt ist. Ein
Thrombus im betreffenden Infarktgefass als Ursache des AMI bietet somit einen
kausalen Ansatz fir die thrombolytische Therapie. Die Pathogenese des AMI ist
damit weitgehend geklart: Ausgehend von einem auf dem Boden einer
Atherosklerose der Koronararterien enstandenen atheromatdsen Plaque
kommt es durch Ruptur der Plaquekappe mit nachfolgender Exposition stark
thrombogenen Materials (Kollagen Typ | und Ill, Lipidkomponenten) zur
Thrombusbildung. Die hierdurch bedingte akute Verminderung bzw. das Sistieren
des koronaren Blutflusses resultiert in einem akuten Koronarsyndrom (ACS),
dessen klinisches Bild von einer Vielzahl von Faktoren abhangig ist (Stenosegrad
der Arterie, Morphologie des rupturierten Atheroms, Lokalisation im
Koronarsystem, Ausmass der Kollateralversorgung) (163).

Die Thrombolyse als die kausale Therapie des AMI hat nach zahlreichen Studien
weltweite Akzeptanz erlangt. Unter dieser Medikation kann die Mortalitdt um circa
25% und in Kombination mit Acetylsalicylsaure um bis zu 42% gesenkt werden
(131).
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1. Einleitung

Das primare Ziel der thrombolytischen Therapie ist die schnelle und vollstandige
Er6ffnung der Infarktarterie (200). Je friher mit der Fibrinolyse begonnen wird,
desto grosser ist der Nutzen (32, 114). In der Ubersicht der Fibrinolytic Therapy
Trialists™ (FTT) Collaborative Group (43), welche neun grosse Lysestudien bis
1994 erfasst, wurde eine hoch signifikante Reduktion der Mortalitat mit Rettung
von 30 Patientenleben bei 1000 therapierten Patienten ermittelt, wenn das
Fibrinolytikum innerhalb von sechs Stunden nach Infarkteintritt eingesetzt wurde,
innerhalb von sieben bis zwdlf Stunden waren es noch 20 Patientenleben und
uber zwolf Stunden war der Benefit statistisch nicht mehr gesichert.

Streptokinase, ein indirekter Plasminogenaktivator und Fibrinolytikum der ersten
Generation, konnte in kleineren (77, 98) und grosseren Studien (45, 72, 73) die
Infarktgrosse und Mortalitat signifikant senken. Besonders hervorzuheben ist die
Tatsache, dass dieser Benefit fur einen Zeitraum von zehn Jahren nach
Therapiebeginn erhalten blieb. Dieser Uberlebensvorteil war um so grésser, je
friher mit der Thrombolyse begonnen wurde (45). Ein Thrombolytikum der
zweiten Generation, Anistreplase oder anisoylated plasminogen streptokinase
activator complex (APSAC) ist ein effektives und verhaltnisméassig sicheres
Thrombolytikum mit langer Wirkdauer (1, 2). Vergleiche zwischen Streptokinase
und Anistreplase bei AMI fanden in einigen Studien (3, 74) statt, ohne dass sich
eines der beiden Medikamente als Uberlegen herausstellte. Die aus dem
menschlichen Urin gewonnene Urokinase fuhrt nicht wie Streptokinase und
APSAC zu Antikdrperbildung und kann damit wiederholt angewandt werden (153).
Urokinase ist ein potentes Thrombolytikum, welches als Bolus verabreicht werden
kann (113). Die bisher am besten untersuchte, fibrinselektive, thrombolytisch
wirksame Substanz ist der Gewebe - (oder tissue — type —) Plasminogenaktivator
(t - PA), der in rekombinanter Form (rt - PA) biotechnisch hergestellt wird und fir
den klinischen Einsatz zur Verfugung steht (147). Unter Berucksichtigung
mehrerer Studien (19, 20, 56, 61, 125, 135) hat sich die t - PA - Applikation nach
.akzeleriertem” Schema (oder ,Neuhaus* — Schema: Initial 15 mg als Bolus, dann
50 mg dber 30 min und 35 mg Uber 1 h) bei AMI durchgesetzt, da dieses
Therapiekonzept im Vergleich zum tblichen Schema (100mg rt - PA Uber 3h) zu
einer schnelleren kompletten koronaren Reperfusion und somit zu einer
geringeren Mortalitat fuhrte (58). Reteplase (r - PA), ein in Escherichia coli

exprimiertes neuartiges Thrombolytikum der dritten Generation (200), ist eine
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1. Einleitung

nichtglykosylierte KoP - Deletionsmutante von t - PA, welche die Kringel 2 — und
die Protease - Doméne enthalt, aber nicht die Kringel 1 -, Finger - und
Wachstumsfaktor - Domane von Alteplase (3, 76, 102, 108, 112, 157, 159). Auf
Grund der - im Vergleich zu t — PA - langeren Halbwertszeit von r - PA sowie der
Maglichkeit zur Bolusgabe bei erhaltener Fibrinselektivitat (99, 102, 105, 108, 112)
und erfolgversprechenden Versuchen an Kaninchen (99, 102, 105, 108, 109), die
zum Teil eine hohere lytische Potenz fur r— PA als fur t — PA ergaben, erwartete
man in den danach folgenden Studien bei Patienten mit AMI &ahnlich gute
Ergebnisse. In diesen Studien (3, 59, 60, 70, 157) zeichnete sich gegeniber den
Fibrinolytika Streptokinase und der t — PA - Standarddosis (100 mg uber drei
Stunden) zwar eine Uberlegenheit von Reteplase als Doppelbolus mit 10 + 10 MU
(Zeitabstand zwischen den Boli 30 min.) bei der Therapie des AMI ab, die
Fibrinolyse mit r — PA war aber der mit ,frontloaded” — rt — PA (100 mg tber 90
min), die ja insbesondere in der GUSTO — 1 -Studie (59) die besten Patencyraten
nach 90 Minuten aufwies und effektiver war als nach dem ublichen S20, 58, 125,

135), nicht Gberlegen.

1.2. Ziele der eigenen Untersuchungen

Die K,P - Deletionsmutante Reteplase stellt ein in Escherichia coli exprimiertes,
neuartiges Thrombolytikum dar. Eine erstmalige Verabreichung als Einzelbolus
mit 10 bzw. 15 MU an insgesamt 142 AMI - Patienten fand im Rahmen der
multizentrischen  Dosisfindungsstudie GRECO | (German Recombinant
Plasminogen Activator Expressed in Escherichia coli) (122) statt. Trotz der dort
ermittelten, gegenuber rt - PA 2 bis 5 - mal langeren HWZ von ca. 19 min (121),
stellten die 90 min - Patencyrate von 76 % und eine Frihreokklusionsrate von 13
% in der hoheren Dosisgruppe noch keine befriedigenden Ergebnisse dar. Eine
weitere Dosissteigerung des Einzelbolus erschien nicht zweckmassig, da die
Mutante aufgrund der bei hoher Dosierung verringerten Fibrinselektivitat bereits
eine deutliche systemische Fibrinolyse zeigte. An Hunden konnte auch gezeigt
werden, dass nicht die Erhéhung der Dosis des Einzelbolus, sondern die
Doppelbolus - Gabe eine Erh6hung des maximalen Koronarblutflusses bewirkte
(109). Die Pilotstudie GRECO Il (163) untersuchte erstmals an 52 Patienten mit
AMI dieses veranderte Applikationsschema vor allem unter

pharmakodynamischen Gesichtspunkten und ermittelte unter der Therapie mit
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1. Einleitung

Reteplase (10 + 5 MU, Zeitabstand zwischen den Boli 30 min.) eine 90 - Minuten
— Patency (TIMI — Grad 3) von 58% und eine Reokklusionsrate von 13,2 %. Ziel
der in dieser Arbeit vorgestellten Monocenterstudie GRECO Il war es, die Antigen
— und Aktivitdtswerte von r — PA nach Thrombolyse mit Einzel — oder Doppelbolus
— Reteplase unter pharmakokinetischen Gesichtspunkten zu vergleichen und
unter Berucksichtigung der Studienlage zu interpretieren. Zuséatzlich sollte als
pharmakodynamischer Parameter die PAI — 1 Aktivitait gemessen und in
Beziehung zu den klinischen Ergebnissen gesetzt werden.
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2. Patienten, Material und Methoden

2. PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

2.1. Studienprotokoll GRECO MF 4292 - Monocenter-Studie

2.1.1. Reteplase, eine K,P - Deletionsmutante von t - PA

Die Mutante, auch als t - PA del (V4 - E175) oder t - PA AFEK1 (unglykosyliert)
bezeichnet, wurde in E. coli exprimiert. Die Entfernung der Sequenzen fir die
ersten drei Domanen (Finger -, EGF - und Kringel - 1 - Domé&ne) an Hand der
bekannten Intron - Exon - Organisation (128) der t - PA - DNA resultierte in einer
cDNA, die fur ein Protein von 356 AS codiert (Abb.1). Nach Abspaltung der N -
terminalen AS Methionin durch die E. coli - eigene Methioninaminopeptidase
entsteht somit eine Primarsstruktur mit einem N - terminalen Serin, welche die
ersten drei N - terminalen AS, den kompletten Kringel 2 (AS 176 - 275) und die
gesamte Proteasedomane (AS 276 - 527) von nativem t - PA enthalt. Aufgrund
des in Bakterien fehlenden endoplasmatischen Retikulums fehlt der Mutante die
dem t — PA eigene Glykosylierung. Ziel der Herstellung von Reteplase war es,
unter weitestgehendem Erhalt der Fibrinselektivitat, die fir die schnelle Clearance
verantwortlichen Doménen des t - PA - Molekuls zu deletieren. Zusammengefasst
stellt der mit gentechnischen Methoden in Escherichia coli hergestellte
rekombinante Plasminogenaktivator Reteplase eine K,P — Deletionsmutante von
humanem t - PA bei Fehlen der Finger -, EGF — und Kringel - 1 - Domé&nen dar.
Biochemisch ist die Mutante ein Protein mit einem Molekulargewicht von 39 kD
und einer spezifischen Aktivitat von ca. 650.000 - 700.000 IU/mg Protein, welches
einen konstanten N - Terminus (AS Serin) besitzt und vollstandig in seiner
einkettigen Form vorliegt.

Die plasminkatalysierte Spaltung von sc-r - PAin tc - r - PA erfolgt an derselben
Stelle wie bei t - PA und fihrt zu einer ebensolchen Erhéhung der katalytischen
Aktivitdt. Erwartungsgemass erfahrt Reteplase eine komplette Suppression der
Fibrinaffinitdt durch € — Aminocapronsaure (¢ - ACA), welche die
Lysinbindungsstellen des Kringel 2 belegt. Diese Befunde und die gleichartige
Hemmung beider Plasminogenaktivatoren durch PAI - 1 belegen die korrekte

dreidimensionale Faltung der Doméanen im Renaturierungsprozess der Mutante
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2. Patienten, Material und Methoden

und die Unabhéangigkeit der biochemischen Eigenschaften des Kringel 2 und der
Proteasedomane von den drei deletierten N - terminalen Doméanen.

Der Nachweis der Wirksamkeit und der Sicherheit erfolgte zunéchst imTiermodell
an Kaninchen, Hunden und Primaten (100, 101, 102, 107, 108) sowie spater an
gesunden mannlichen Probanden (Ubersichten bei 99, 103, 104). Verantwortlich
fur diese Arbeiten waren die Forschungsgruppen um U. Kohnert und U. Martin
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland).

Die Firma Boehringer Mannheim stellte Reteplase in lyophylisierter Form in
Ampullen zu je 10 MU bzw. 18 mg zur Verfigung. Auflésen der Lyophilisats einer
Ampulle in 9, 2 ml des beigefiigten Wassers fir Injektionszwecke ergab 10 ml
Losung einer Konzentration von 1 MU/ml. Im Gegensatz zu rt - PA, welches fast
ausschliesslich hepatisch eliminiert wird, konnten Martin et al. im Tierversuch an
Ratten (106, 110) zeigen, dass fur die Elimination von Reteplase hauptsachlich
die Nieren und nur in zweiter Linie die Leber verantwortlich sind. Dies beruht
neben dem Fehlen der fur die Leberclearance verantwortlichen Domanen auf dem
geringeren Molekulargewicht der Mutante. Dass die begleitende i. v. -
Heparingabe zur Aufrechterhaltung der Patency notwendig ist, wurde im
Hundemodell und auch nach erfolgreichem Abschluss der ersten Studie mit

Einsatz an AMI - Patienten nochmals gezeigt (111).

2.1.2. Rationale der Prifung

Obwohl Reteplase mit ti2q von ca. 19 min (121) eine ca. 4 - mal lAngere HWZ als
nativer t - PA besitzt und sich somit flr eine Bolusapplikation anbietet, wurde in
der Dosisfindungsstudie GRECO | (122) klar, dass auch nach Verabreichung
eines einzelnen 10 MU - bzw. 15 MU - Bolus noch kein optimaler thrombolytischer
Effekt erzielt werden kann. Die 90 min - Patency der Infarktgefasse, d. h. der
Anteil der Gefasse mit Blutfluss der TIMI — Grade 2 oder 3, lag bei 67 bzw. 76 %
fur die 10 MU — bzw. 15 MU - Behandlungsgruppe (126). Als optimales Ergebnis
ware eine frihe Patencyrate (TIMI 2/3) von ca. 85 % winschenswert. Zum
Zeitpunkt der ersten Angiographien (30 und 60 min) entsprachen die Raten noch
in etwa den Erwartungswerten. Bis zur 90 min - Angiographie erfolgten jedoch
bereits Frihreokklusionen (17 % bei 10 MU bzw. 13 % bei 15 MU). Da schon 15

MU zu einem Verlust an Fibrinselektivitat fihrten, erschien eine weitere
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2. Patienten, Material und Methoden

Dosissteigerung eines Einzelbolus problematisch. Desgleichen war der
Unterschied in den Offenheitsraten zwischen den beiden Einzelbolus -
Dosierungen nicht sehr deutlich ausgepréagt. Dies deutet darauf hin, dass nicht die
Hochstkonzentration, sondern eher die Zeitdauer thrombolytisch wirksamer

Plasmaspiegel fir den Prozentsatz offener Gefasse entscheidend ist.
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Abbildung 1: Zweidimensionale schematische Darstellung der Primarstuktur

von Reteplase (nach U. Martin)

v = Plasmin - Spaltungsstelle von scr - PA in tcr - PA
o = AS des aktiven Zentrums der Serinprotease
= Disulfidbriicken

Numerierung der AS gemass der des nativen t - PA nach Pennica et al. (133)

Aus diesem Grund und anhand der Daten der Pharmakokinetik - Substudie (121)
wurde in der zweiten Pilotstudie GRECO Il (163) die Aufteilung des 15 MU - Bolus
in einen anfanglichen 10 MU - und einen 30 min spater zu verabreichenden 5
MU — Bolus bei der Therapie des AMI in Erwédgung gezogen. Mit einer 90 min —
Patency (TIMI 2/3) von 78% und angiographisch nachgewiesener
Reokklusionsrate von 13,2% ergab sich gegeniber GRECO | lediglich eine

geringe Verbesserung der Patency bei (gleichzeitig diskret hdherer
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2. Patienten, Material und Methoden

Reokklusionsrate (GRECO [: 13%). Da dieses Lyseregime unter Berlcksichtigung
der Ergebnisse noch nicht als ausreichend wirksam angesehen wurde, wurde die
dritte Pilotstudie GRECO Il initiiert, in der verschiedene r - PA - Doppelboli (10 +
10 MU, 10 + 5 MU) mit dem Einzelbolusregime (15 MU) verglichen werden sollten.
Insbesondere sollte die Fragestellung erértert werden, ob das neue Lyseregime
10 + 10 MU Reteplase die Zeitspanne thrombolytisch wirksamer r — PA -

Plasmaspiegel weiter verlangern kann.

2.1.3. Studienziele

Das Hauptziel war die Abschéatzung der thrombolytischen Wirkung verschiedener
Doppel - Boli Reteplase (10 + 5 MU und 10 + 10 MU, 1. Bolus jeweils t = 0 gefolgt
vom 2. Bolus nach 30 Minuten) und eines Reteplase - Einzelbolus von 15 MU bei
Patienten mit AMI anhand der Patency - Rate 90 Minuten nach Verabreichung
des 1. Bolus. Weitere Ziele waren die pharmakokinetischen Untersuchungen, die
Bestimmung und Interpretation der PAI - 1 — Verlaufswerte sowie die Sicherheit

und Vertraglichkeit der verschiedenen Lyseregimes.

2.1.4. Studiendesign

Die Studie war eine offene, randomisierte, monozentrische und dreiarmige
Pilotstudie. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkomission der
Universitatsklinik Ulm geprift und gebilligt. Alle Patienten, die die Auswahlkriterien
erfillten und ihr Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie schriftlich erklarten,
wurden in die Studie eingeschlossen. Vor Beginn der Behandlung mit Reteplase
erhielten alle Patienten intraven6és 5000 I|E Heparin als Heparininfusion
(therapeutischer Bereich: 2 - 3 - faches des oberen Norm - Grenzwertes) uber
eine Zeitdauer von 48 Stunden. Zusatzlich bekamen alle Patienten initial
intravends 500 mg Aspirin gefolgt von oral 100 mg/Tag Aspirin in den darauf
folgenden Tagen. Alle anderen Medikamente wurden nach individueller Indikation
verabreicht. Gemass randomisierter Zuteilung erfolgte bei den Patienten die
intravendse Injektion eines der folgenden drei r - PA - Lyseregimes zur
Thrombolyse:

Gruppe A (10 + 5 MU) bekam einen intravenésen Doppelbolus von 10 MU
Reteplase (= 18 mg) bei t = 0 min gefolgt von 5 MU nach 30 Minuten.
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Gruppe B (10 + 10 MU) bekam einen intravendsen Doppelbolus von 10 MU
Reteplase bei t = 0 min gefolgt von 10 MU nach 30 Minuten.

Gruppe C (15 MU) bekam einen intraventsen Einzelbolus von 15 MU Reteplase
(=27 mq) bei t =0 min.

Die Injektionsgeschwindigkeit betrug 5 MU/min. Die Applikation erfolgte Uber
einen separaten Venenzugang. Eine erneute Applikation von Reteplase Uber die
zweimalige Bolusgabe hinaus war nicht gestattet. Vor, wahrend und nach Gabe
der Boli fand eine engmaschige Uberwachung der Vitalparameter und Laborwerte
(Hamatokrit, Gerinnungsparameter) statt. Die Patienten wurden 90 Minuten
nach der ersten Bolusinjektion des Thrombolytikums einer selektiven
Koronarangiographie unterzogen. Zeigte die Angiographie nach 90 Minuten einen
kompletten Verschluss (TIMI - Grad 0 bzw. 1), so wurde nach arztlicher
Indikationsstellung eine PTCA durchgefiihrt. Die TIMI — Grade 0 oder 1 bedeuten
hierbei ein verschlossenes, TIMI - Grad 2 oder 3 ein offenes Infarktgefass. Die
TIMI — Klassifikation des koronarangiographisch bestimmten Blutflusses durch die
vormals okkludierte Stelle (TIMI — Grade 0 — 3) ist das weitverbreitetste
Quantifizierungsmass (178) fur eine thrombolytische Rekanalisation der
Koronarterien.

2.1.5. Ein - und Ausschlusskriterien

Nach entsprechender Aufklarung und dokumentiertem Einverstdndnis, mindlich
oder schriftlich, wurden alle Patienten mit typischer Infarktsymptomatik von mehr
als 30 min und weniger als sechs Stunden bis zum Injektionsbeginn eingeschlos -
sen. Im EKG waren ST - Hebungen in mindestens zwei Standardableitungen
gefordert, die mindestens 2 mm in den Extremitdten - und 3 mm in den
Brustwandableitungen betragen mussten.

Ausschlusskriterien:

- Lebensalter des Patienten unter 18 bzw. tGber 75 Jahre
- Kdrpergewicht des Patienten unter 65 kg

- Zustand nach Infarkt im gleichen Areal

- Vorangegangener Infarkt vor < als 14 Tagen

- Zustand nach ACVB (aortokoronarer Venenbypass)

- Hamorrhagische Diathese
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- Orale Antikoagulantien - Behandlung

- Nachgewiesenes Ulcus oder gastrointestinale Blutung wahrend der letzten drei
Monate

- Colitis, Oesophagusvarizen, Aortenaneurysma

- Schwere Leber - oder Niereninsuffizienz

- Erhebliche arterielle Hypertonie (systolischer Blutdruck trotz Behandlung > 200
mmHg, diastolischer Blutdruck > 100 mmHg)

- Zustand nach Herzmassage, evtl. Subclavia - oder Jugularis - Interna -
Punktion, kiinstliche Beatmung

-Trauma oder Operation innerhalb der letzten acht Wochen (besonders am
Schédel)

- Apoplex wahrend der letzten sechs Monate

- Ungeklarter akuter Kopfschmerz oder Sehstérungen

- Klinisch apparente Endokarditis bzw. Sepsis

- Kompletter Linksschenkelblock

- Schwangerschaft und Stillzeit

- Teilnahme an einer klinischen Prifung mit einem anderen Arzneimittel innerhalb
der letzten 30 Tage vor Beginn der Studie.

- Jede andere Erkrankung, die nach Ansicht des behandelnden Arztes eine mog -
liche Gefahrdung des Patienten durch die Studienmedikation oder studien -

bedingte Massnahmen mit sich bringen kdnnte.

2.1.6. Blutprobenabnahme und ihre Aufbereitung

Die Blutentnahmen fur die Kinetikuntersuchungen wurden unmittelbar vor r - PA -
Gabe und zu folgenden Zeitpunkten nach Injektion des 1. Bolus durchgefihrt:

5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 75 und 90 Minuten; 2, 4, 8, 24, 48 und 72
Stunden; 6, 9, 12, 15 und 18 Tage; fur die Bestimmung der PAI - 1 - Aktivitat :

30 und 60 Minuten; 2, 4, 8, 24, 48 und 72 Stunden; 6, 9, 12, 15 und 18 Tage. Alle
Blutabnahmen erfolgten aus einem periphervendsen Zugang an dem nicht fur die
Reteplase - Applikation verwendeten Arm. Nach Verwerfen der ersten 2 ml
wurden jeweils 9 ml Blut auf 1 ml Natriumcitrat (als Antikoagulanz in Sarstedt
Monovette R 10 ml, Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland, mit Endkonzentration von
11mM/l) abgenommen. Die Blutproben wurden direkt in ein vorbereitetes,
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silikonisiertes und mit lyophilisiertem t - PA - und Reteplase - spezifischem (122)
Inhibitor (PPACK, ) versehenes Glasréhrchen umgefillt, gemischt und fuar 20
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Blutproben fir die Bestimmung von
Reteplase - und PAI - 1 - Aktivitat wurden nicht mit PPACK inkubiert, um die in
vitro — Inaktivierung von Reteplase zu vermeiden. Danach erfolgte eine Zentrifu -
gation der Probe bei + 4 ° C und 4000 Umdrehungen/min (entsprechend 2000 g)
fur sieben Minuten in einer Kuhlzentrifuge (Heraeus Minifuge T®, Heraeus
Sepatech GmbH, Overath, Deutschland). Das daraufhin abgetrennte Plasma
musste in einem beschrifteten Plastikrohrchen bei -20°C bis zum Transport
zwischengelagert werden. Unter Einhaltung der Kuhlkette erreichten die Proben
unser Labor, wo die Identifikation und Kontrolle der Plasmen erfolgte. Die weitere
Behandlung bestand in schnellem, schonendem Auftauen bei 37°C im
Wasserbad, Aliquotierung in kleine Kunstoffgefasse (1.5 ml Eppendorf
Reaktionsgefasse 3810, Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland) sowie
Schockgefrieren und Endlagerung bei -70°C bis zur endgultigen
Laborbestimmung.

Das oben erwahnte kunstliche Tripeptid PPACK (D - Phe - Pro - Arg - CH,CI oder
D - Phenylalanyl - Prolyl - Arginyl - Chloromethylketon der Fa. Calbiochem,
Frankfurt) wahlten wir als spezifischen Inhibitor der in den Proben enthaltenen
Reteplase, um eine in vitro - Plasminogenaktivierung zu verhindern. Es stand in
Rohrchen mit je 12, 6 ug Lyophilisat zur Verfigung, d. h. die Endkonzentration in
der Blutprobe betrug 2 umol/l. Dieser als Thrombinhemmstoff bekannte Inhibitor,
der spezifisch und irreversibel das aktive Zentrum von t - PA inaktiviert (92), hatte
sich in mehreren Untersuchungen (147, 148, 166) als wirksame Substanz zur
Verhinderung von in vitro - Artefakten in Blutproben nach thrombolytischer
Therapie mit rt - PA herausgestellt und war bereits in GRECO | (122) und Il (163)
mit Erfolg eingesetzt worden, nachdem seine Wirksamkeit auch fur Reteplase

belegt werden konnte.
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2.2. Laborbestimmungen

2.2.1. Labormethodik fur Patientenproben

2.2.1.1. Amidolytische, spektralphotometrische Aktivitatsbestimmungen

2.2.1.1.1. r - PA (t - PA)-Aktivitét

Dieser Test wird an Hand der von Lill (92) modifizierten Verheijen - Methode (153)
durchgefuhrt. Die Euglobulinfallung beruht auf einer "Titrations" - Ansduerung der
verdiinnten Plasmaprobe, der Prazipitation und dem Abzentrifugieren, dem
Dekantieren des Uberstandes und der Resuspension des Pellets in Puffer. Die
Euglobulinfraktion der Patientenplasmaprobe wird zusammen mit Cyanbromid -
Fibrin(ogen) - Fragmenten (FCB - 2) als t - PA - Stimulatoren (122) und
Plasminogen inkubiert. Durch die Euglobulinfallung werden Inhibitoren aus dem
Plasma entfernt: Sie werden mit dem Uberstand dekantiert. Das durch das t - PA
der Patientenprobe aus Plasminogen aktivierte Plasmin spaltet vom kinstlichen
Substrat Tos - Gly - Pro - Lys - 4 - nitroanilid (Chromozym® PL, Boehringer
Mannheim GmbH) das Chromophor 4 - Nitroanilin ab, dessen Farbintensitat der t -
PA - Aktivitat der Probe proportional ist und bei 405 nm im Spektralphotometer

gemessen wird.

Durchfihrung:
1. 200 pl Patientenplasmaprobe + 1800 pl eiskaltes bidestilliertes Wasser

150 pl eiskalte Essigsaure (0, 25 %) unter Schutteln tropfenweise

30 min. auf Eis inkubieren

10 min. bei 2000 Umdrehungen/min. abzentrifugieren

Uberstand abgiessen und Niederschlag in 200 pl Tris — Puffer aufnehmen

mit Tris — Puffer weiter bis in den Messbereich verdiinnen (0, 5 — 2, 5 1U/ml)

N o g~ wD

25 pl der ,Euglobulin — Losung” + 25 ul Tris — Puffer in Mikrotiterplatte

(Doppelbest.)

8. 200 ul Reagenzgemisch (t — PA — Stimulator (FCB — 2) + Substrat + Plasminogen
in Trispuffer (erst kurz zuvor gemischt))

9. schitteln * und sofort EO (Ausgangsextinktion) bei 405 nm bestimmen”

10. bei 37°C inkubieren und Messung nach t = 30, 60, 90 und 120 min. wiederholen
11. AE Probe — (EProbet_ EProbe O) - (ELeerwertt_ E Leerwert 0)
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12. mittels AEprone an der Standardkurve 1U t — PA/ml Probe ablesen (evtl.

Verdinnungsfaktor beriicksichtigen)

* = Varishaker - Incubator Dynatech; ~ = SLT - Photometer, SLT - Labinstruments Deutschland
GmbH, Overath

Es wir eine Standardkurve zur Auswertung der Testergebnisse (A Epiope) in 1U/mI
erstellt: Die Extinktionsédnderungen der Patientenproben (AEprone) kOnnen an der
Standardkurve in IU/ml abgelesen und - da die spezifische Aktivitat von Reteplase
bekannt ist (1 IU/ml = 1,8 ng/ml) - in die entsprechende Proteinmenge
umgerechnet werden, um einen direkten Vergleich mit der immunologischen t -
PA - Bestimmung mittels ELISA (s.u.) zu ermdglichen. Zu diesem Zweck wird aus
einer t - PA - Standardlésung mit bekannter Aktivitdt (Boehringer Mannheim
GmbH; kalibriert am internationalen Standard fir t — PA) eine Verdunnungsreihe
erstellt und die Messwerte der einzelnen Verdinnungen gegen die berechneten
Aktivitaten in IU/ml aufgetragen

Unter Normalbedingungen, d. h. keiner vermehrten t - PA - Freisetzung oder
therapeutischen Zufuhr, ist t - PA nur in Spuren nachweisbar. Nach Entfernung
der Inhibitoren durch die Euglobulinfallung wurden von Martin et al. (104) an
gesunden Freiwilligen Werte < 0, 5 IU/ml gemessen.

Magliche Ursachen von Fehlbestimmungen sind tageszeitliche Schwankungen der
t - PA - und Inhibitoren - Aktivitdten (51, 78, 166), allen voran PAI - 1, und erhdhte
t - PA - Spiegel nach Venenstauung. (s. 0. ) Diese spielen aber bei den hohen
therapeutischen Spiegeln keine Rolle, wohl aber ein Verlust an t - PA - Aktivitat
durch Einfrier - /Auftau - Vorgédnge und langere Aufbewahrung der Proben bei

Raumtemperatur. Die exakte Einhaltung des Analyseablaufes ist fir die

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unabdingbar.

Die Methode dieses Tests wurde erstmals von Nilsson et al. (127)
beschrieben:.Zur unverdiinnten Patientenplasmaprobe wird t - PA im Uberschuss
gegeben. In der Probe vorhandenes aktives PAI 1 bildet mit einem Teil dest - PA
schnell inaktive Komplexe. Durch darauffolgende Zugabe des t - PA - Stimulators
FCB - 2 (122) aktiviert das restliche t - PA Plasminogen zu Plasmin, welches das
chromogene Substrat <Glu - Phe - Lys - pNA (S 2403, KABI Diagnostika, MdIndal,
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Schweden) in das Peptid und para — Nitroanilin (PNA) spaltet. Die Menge an pNA
und damit die Extinktionszunahme bei 405 nm nach einer definierten Inkubations -
zeit ist proportional zur Plasminmenge, die gebildet wurde und damit auch
proportional zur t - PA - Restmenge. Damit ergibt sich hier eine umgekehrte
Proportionalitdt zur PAI - 1 - Aktivitdt der Plasmaprobe, d. h. je grdsser die
Plasminaktivitat und damit die Extinktionszunahme, desto niedriger ist die PAI —
1 - Aktivitat in einer Probe. Die PAIl - 1 - Aktivitat wird in diesem fur PAI 1
spezifischen Test in Hemmeinheiten/ml Plasma (= arbitrary units/ml) gemessen. 1
arbitrary unit/ml (AU/ml) ist dabei als diejenige Menge an Inhibitor definiert, die
unter den gegebenen Bedingungen 1 U t - PA/ml Plasma hemmt. Extinktion und
PAI - 1 - Aktivitat stehen im Bereich von 0 bis 40 AU/ml in linearer Beziehung, bei
hoheren PAI - 1 - Konzentrationen muss das Plasma entsprechend mit PAI - 1 -

Mangelplasma verdinnt werden.

Durchfiihrung

1. 25 ul Plasmaprobe + 25 ul t — PA — Arbeitslosung (t — PA + Tris — Puffer; Konz. t —
PA: 40 1U/ml) in Polystyrolréhrchen

2. 10 min. bei Raumtemperatur inkubieren; dabei Standards herstellen: Nullstandard:

25 pl t — PA — Arbeitslosung + 25 pl PAI 1 — Mangelplasma; 40 AU/ml — Standard:

25 pl Tris - Puffer + 25 ul PAI 1 — Mangelplasma

4 ml bidestilliertes Wasser dazu und gut mischen

100 ul vorverd iinnte Probe oder Standard in Mikrotiterplatte (immer Doppelbest.)

100 ul Lésung X (Plasminogen: S 2403: Trispuffer = 1:1:3; 4 — 8 °C!)

50 pl t — PA — Stimulatorlésung (in Tris — Puffer; 20 °C)

gut mischen und 50 min. bei 37 °C inkubieren*

50 pl Stoppldésung (Essigsaure 20%) dazu und gut mischen*

© ®© N o g~ w

mischen und Absorption bei 405 nm messen (Referenzwellenlange: 492 nm)”; PAI

— 1 - Gehalt der Proben von Standardkurve ablesen

* = Varishaker - Incubator Dynatech; ~ = SLT - Photometer, SLT - Labinstruments Deutschland
GmbH, Overath

Eine Verdiunnungsreihe wird aus den beiden Grundstandards, dem Null - und dem
40 AU/ml - Standard durch Mischen hergestellt, welche PAI - 1 - Aktivitdten
zwischen 0 und 40 AU/mI wiedergibt, der Test damit durchgefuhrt und die

erhaltenen Absorptionswerte gegen die errechneten PAI - 1 - Aktivitaten der
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einzelnen Verdunnungsstufen aufgetragen. Zur Kontrolle wird auf jeder Platte
sowohl ein hohe als auch eine niedrige Probe mit bekannten PAI - 1 — Aktivitaten

mitgefuhrt. Alle Bestimmungen erfolgen im Doppelansatz

Bei Untersuchung von gesunden méannlichen Freiwilligen (20 - 40 - jahrig) wurden
Werte zwischen 2 und 40 AU/ml gefunden (Median: 6, 7 AU/ml); 92 % dieser
Freiwilligen hatten PAI - 1 - Aktivitdten kleiner 15 AU/ml. Die nicht normalverteilten
PAI - 1 - Aktivititen zeigen bereits in einer solch relativ homogenen Gruppe
betrachtliche interindividuelle und tageszeitliche (4, 51, 79) Schwankungen.
Patienten mit akutem Myokardinfarkt zeigen im Durchschnitt erhéhte PAI -
Aktivitaten (Akute Phase). Uberlebende eines AMI mit hohen PAI - 1 - Spiegeln
haben eine deutlich schlechtere Prognose beziglich Reinfarkten (Ubersicht bei
83). Zur Vermeidung von Fehlbestimmungen ist die madglichst schnelle
Durchfihrung des Tests nach der Verdinnung der Patientenproben bzw. der
Herstellung der Arbeitslosungen wichtig, da die jeweiligen Losungen sehr instabil
sind. Eine ausreichende Kuhlzentrifugation (z. B. 2000 g; 4°C) ist erforderlich, um
die Thrombozyten mdglichst vollstandig aus der Plasmaprobe zu entfernen: Hohe
Thrombozytenzahlen fiihren zu falsch hohen PAI - 1 - Werten durch PAI - Release

aus den a - Granula der Plattchen (157).

2.2.1.2. Reteplase—Antigen- ELISA ( Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Dieser Sandwich - ELISA (MAk/Reteplase/POD-MAK) zur Bestimmung von
Reteplase - Antigen (Ag) besteht primar aus einem monoklonalen Antikorper
gegen t - PA (Kringel 2) welcher an die Festphase (= Mikrotiterplatte) gebunden
wird. Zur Absattigung der unspezifischen Bindungen der Platte wurde ein Protein -
Nachbelademedium gewahlt (2% Milchpulver in 50 mmol Kaliumphosphatpuffer
(KPP)/). Nach drei Waschschritten mit Waschpuffer (50 mmol KPP/l pH 7, 0 mit
0, 1% Tween 20®) werden verdinnte bzw. unverdinnte Plasmaproben in den
wells der Mikrotiterplatte inkubiert. In den Proben enthaltene Reteplase bindet
neben den Spuren nativen t - PAs an den wandstandigen Antikérper (“capture” -

MAK). Nach weiteren Waschschritten, welche der Entfernung der Ubrigen
Plasmabestandteile dienen, erfolgt der Nachweis von Reteplase uber einen
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zweiten MAK, der mit Peroxidase (POD) markiert wurde ("tagging" MAK). Nicht
gebundener Antikdrper wird durch mehrere Waschschritte weggewaschen. Die
Visualisierung der zur Reteplase - Proteinkonzentration proportionalen, an die
Festphase gebundenen ("Sandwich" - Prinzip) Peroxidaseaktivitat erfolgt durch
die POD - Nachweisreaktion mit Perborat und ABTS (2 — 2 — Azinobis — 3 —
ethylbenzthiazolinesulfonsaure). Die entstehende Farbintensitat, die im
Spektralphotometer bei 405 gegen 492 nm bestimmt wird, ist - Gber die Menge
immobilisierter POD - von der Menge von Reteplase und t - PA in der

Plasmaprobe abhangig.

Durchfiihrung
1. 125 pl Beschichtungslosung (5 pg/ml MAk<t— PA>IIl — M — IgG in 50 mmol KPPI;
pH 7, 0) /well

30 min. bei Raumtemperatur unter Schitteln® (300 U/min.) inkubieren
Beschichtungslésung ausschitten; Platte auf Zellstoff gut ausklopfen
150 ul Nachbeschichtungsldsung (2% Milchpulver in 50 mmol KPP/l)/well

30 min. bei Raumtemperatur (RT) inkubieren

o g M~ w N

wahrend Inkubation: Herstellung einer ,Verdinnungsreihe* aus Nullstandard und

500 ng Reteplase/ml — (normale Testversion) bzw. 50 ng Reteplase/ml — Standard

(sensitive Testversion)

7. nur Plasmaproben aus Abnahmen zwischen 5 min. und 60 min. (s. 0. ) werden 1 +
9 in Nullstandard (t— PA — Mangelplasma) verdunnt

8. alle Proben und Standards werden 1 + 50 (normale Testversion; 20 ul Probe +
1000 ul LH — FSH — Puffer) bzw. 1:5 (sens. Version; 50 ul Plasma + 200 pl Puffer)
in LH— FSH Puffer verdinnt

9. Platte 3 x mit Waschmedium (s. o. ) waschen*

10. 100 pl der verdiinnten Proben bzw. Standards/well (immer Doppelbestimmungen)

11. 60 min. bei RT unter Schitteln * inkubieren

12. Platte 3 x mit Waschmedium waschen* (ca 350 pl/well)

13. 100 p verdiinnte POD — Konjugatlijsung# (s. o)/well
14. 60 min. bei RT unter Schitteln® inkubieren

15. Platte 3 x mit Waschmedium waschen*
16. 100 yl ABTS Substrat — Farbstoff — Losung/well
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17. bei RT ohne Schiitteln inkubieren bis zur kraftigen Farbentwicklung des hdchsten
Standards (ca. 30 min.); bei 405 nm (Referenzfilter: 492 nm)”" Extinktionsmessung

durchfuhren; Probenwerte an der jeweiligen Eichkurve ablesen

* = SLT - Waschgerat, SLT - Labinstruments Deutschland GmbH, Overath; ° = Varishaker -
Incubator Dynatech; » = SLT - Photometer; # = Nachweisantikérper - POD - Konjugat -

Die untere Nachweisgrenze dieses ELISA betragt 3 ng/ml. Diese immunologische
Nachweismethode fiir Reteplase - Ag wird durch PAI 1 nicht beeinflusst (Ubersicht
bei 99) . Es wurden zwei Testversionen entwickelt: Eine sensitive Testversion (O -
50 ng Reteplase/ml) und eine normale Testversion (0 - 500 ng Reteplase/ml),
wobei die sensitive Testversion bei allen Plasmaproben mit einem Reteplase -

Ag - Gehalt < 50 ng/ml zusatzlich eingesetzt wurde.

Auf jede Platte wird mindestens eine Standardverdinnungsreihe pipettiert und
nach Durchfihrung des Test die gemessenen Extinktionen gegen die errechneten
Verdinnungen aufgetragen. An Hand dieser Eichkurve konnen dann die
Patientenproben in ng/ml ausgewertet werden. Durch Mischen des Nullstandards
mit dem 500 ng Reteplase/ml - Standard fir die normale Testversion bzw. dem
1:10 in Nullstandard verdinnten 500 ng Reteplase/ml - Standard (50 ng
Reteplase/ml - Standard fir die sensitive Testversion) erhalt man eine Standard -
Verdunnungsreihe von 0, 50, 100, 250 und 500 ng Reteplase/ml fur die normale

und 0, 5, 10, 25 und 50 ng Reteplase/ml flr die sensitive Testversion.

Fur die normale Testversion dieses ELISA gilt eine untere Nachweisgrenze von
3 ng/ml (103), fur die sensitive Testversion liegt sie tiefer.

2.3. Datenanalyse und statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Pharmakokinetikuntersuchungen der Ulmer
GRECO MF 4292 - Monocenterstudie erfolgte geméss den nachstehenden
Gesichtspunkten: Nach den labortechnischen, analytischen Messungen der
Plasmakonzentrationen und -aktivitaten von Reteplase wurde Uuber die
pharmakokinetischen Parameter oder Kenngréssen eine "Zusammenfassung"

dieser Messwerte vorgenommen. Ermittlung solcher pharmakokinetischen
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Kenngréssen dient sowohl diagnostischen Zielen als auch der Vorausberechnung
einer klinischen Dosierung des neuen Pharmakons bzw. eines uberlegenen
Dosis - Regimes. Bevor eine Rohdatenauswertung fur die pharmakokinetische
Analyse durchgefuhrt wurde, wurden die basalen t - PA - Spiegel, welche aus den
Vorwertbestimmungen sowohl von r - PA - Antigen als auch r - PA - Aktivitat
bekannt waren, von allen Messpunkten abgezogen, um eine alleinige Bewertung
des applizierten Plasminogenaktivators ohne die physiologische t - PA - "Stérung”
zu ermoglichen Tabelle 1 zeigt die verwendeten pharmakokinetischen
Kenngrdssen, die Formeln zur Berechnung derselben und ihre Einheiten sowie
ihre  Bedeutung. Die terminale Eliminationskonstante iz wurde nach
Logarithmieren der Konzentrationswerte zu den einzelnen Abnehmezeitpunkten
(In zur Basis e) und Erstellung einer Grafik mit den logarithmierten Werten, aus
dem linearen, terminalen Teil der resultierenden Kurve bestimmt. Die negative
Steigung dieser Regressionsgeraden ist die gesuchte Eliminationskonstante.

Die Flache unter der Plasmakonzentrations - Zeit - Kurve (AUCy..) entspricht dem

Integral der Plasmakonzentration Uber die Zeit und wurde Uber die Trapezregel
berechnet. Die Flache wurde mit Hilfe von A, nach unendlich extrapoliert. Das
Verteilungsvolumen V; stellt diesen Proportionalitéatsfaktor wahrend der terminalen
Eliminationsphase dar.

Die weitere statistische Auswertung erfolgte in Anlehnung an das Lehrbuch
"Statistik in der Praxis" von P. Zofel computergestitzt mit Hilfe des NCSS -
Softwarepakets der Abteilung Innere Medizin IlI der Universitatsklinik Ulm. Der
Verlauf der einzelnen Merkmale wurde graphisch in Form eines Polygonzugs
dargestellt. Als Mass flr die zentrale Tendenz der Parameter wurde der Median
und als Streumasse die 25. und 75. Perzentile gewahlt. Zum Vergleich der drei
Lyse - Gruppen wurde der U — Test nach MANN und WHITNEY gerechnet. Die
Ergebnisse obiger Berechnungen wurden nur angegeben, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit p (= probability) fir einen Fehler erster Art kleiner oder
gleich 0,05 war (P < 0,05). Nur dann wurde die Nullhypothese: "Die Stichproben
entstammen der gleichen Grundgesamtheit" abgelehnt. Die Daten der GRECO -
Monocenterstudie sind auf Grund der geringen Stichprobenumfange vorsichtig zu

beurteilen.
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2. Patienten, Material und Methoden

Tabelle 1: Pharmakokinetische Parameter

Variable

Einheit

Formel bzw. Bestim-

mungsverfahren

Bedeutung

C max (Maximalkonzen-

ng/ml bzw. IU/ml

Gemessene Werte —

héchster gemessener

tration) Vorwerte Plasmaspiegel
Az(,Lamda z" = Durch log — lineare

terminale Uh Regression der Grundlage der

Eliminationskon — terminalen weiteren
stante Bestimmungen Berechnungen
t12q DEStimmt durch )
tu2altiizg ) _ Verweildauer der

min. feathering™*; t,5 =

(Halbwertszeiten)

N2 /A,

Substanz im Plasma

AUC,... (,area under

Integral Gber der

Konzentrations-Zeit-

i} ng-h-mr* bzw. _ Biologische

curve” = Flache 1 Funktion ]

IUh-ml Verfugbarkeit
unter der Kurve®) (Trapezregel)

_ _ Eliminationsrate der
ClI (Clearance) ml/min. appl. Dosis/AUC
Substanz
V, ) Gewebeverteilung
Liter Cl/ A,

(Verteilungsvolumen)

Gewebebindung

* = Feathering: Die initiale Halbwertszeit wird durch graphische Subtraktion des terminalen Anteils

(tyzg) in der log - linearen Transformation der Konzentrations - Zeit - Kurve und darauffolgende

Bestimmung der Steigung der verbliebenen Geraden festgelegt.
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3. Ergebnisse

3. ERGEBNISSE
3.1. Patienten der Studie

Vom 03.12.1992 bis 13.04.1994 wurden an der Universitat Ulm insgesamt 25
Patienten mit akutem Myokardinfarkt in die Studie eingeschlossen. An der Studie
waren die Abteilungen der Inneren Medizin 1l (Abteilung fur Kardiologie/
Pulmonologie/Nephrologie: Arztlicher Direktor Prof. Dr. Hombach) und Inneren
Medizin Il (Abteilung fur Hamatologie/Hamostaseologie/Infektiologie: Ehemaliger
Arztlicher Direktor: Prof. Dr. Heimpel; aktueller Arztlicher Direktor: Prof. Dr.
Dohner) beteiligt. Die Patientencharakteristika sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. Acht
Patienten sind in die Gruppe A randomisiert worden, in der ein Doppelbolus von
10 + 5 MU Reteplase gemass Studienprotokoll appliziert wurde. Ein Patient
musste aus der Analyse ausgeschlossen werden, da er den zweiten Bolus
versehentlich schon funf Minuten nach dem initialen Bolus bekommen hatte und
die Blutabnahmen nicht korrekt durchgefuhrt wurden. Blutungskomplikationen
traten bei diesem Patienten nicht auf. Die Infarktarterie war hier nach 90 Minuten
offen und der Patient konnte nach komplikationslosem Aufenthalt wenige Tage
nach der Lyse aus der Klinik entlassen werden. Acht Patienten wurden in die
Gruppe B und neun Patienten in die Gruppe C randomisiert. Bis auf eine
Ausnahme (1 Patient in der Gruppe A, siehe oben) konnten alle Patienten gemass

Studienprotokoll therapiert werden.

Tabelle 2: Patientencharakteristika

Parameter Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(10 + 5 MU) (10 + 10 MU) (15 MU)
(n=7) (n=8) (n=9)

Alter* 67 (52/71) 63, 5 (56/72) 64 (55/66)

Geschlecht (w/m) 1/6 216 1/8

Korpergewicht* (kg) | 77 (70/85) 78 (74/86) 78,5 (72/81)

Infarktlokalisation

(anterior/inferior) 3/4 2/6 4/5

KHK — Anamnese |5/7 4/8 5/9

Alter AMI 1/7 0/8 0/9

Symptomdauer bis

zum ersten Bolus* |163 (140/225) 228 (143/328) 190 (150/238)

(min)

e Median (Minimal

-/Maximalwert)
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3. Ergebnisse

3.2. Klinische Ergebnisse

3.2.1. Patency, Reokklusionen und Revaskularisierungen

Ein anteriorer (inferiorer) Myokardinfarkt konnte bei drei (vier) Patienten in der
Gruppe A, bei zwei (sechs) Patienten in der Gruppe B und bei vier (funf) Patienten
in der Gruppe C diagnostiziert werden. Nur ein Patient in der Gruppe A hatte in
seiner Vorgeschichte bereits einen Myokardinfarkt erlitten (s. Tab: 2). Eine
Patency (TIMI 2, 3) der koronaren Infarktarterie nach 90 Minuten wurde in der
Gruppe A bei funf von sieben, in der Gruppe B bei vier von acht und in der Gruppe
C bei acht von neun Patienten nachgewiesen. Insgesamt mussten sieben
perkutane transluminale koronare Angioplastien (PTCA) in der Akutphase
durchgefuhrt werden, um den normalen koronaren Blutfluss wiederherzustellen.

Aortokoronare Venenbypésse waren nicht notwendig.

3.2.2. Komplikationen

Es trat keine symptomatische intrazerebrale Blutung auf. Ebenso wurden keine
transfusionspflichtigen Blutungen beobachtet. Nur bei je einem Patienten in der
Gruppe B und in der Gruppe C wurden katheterbedingte lokale Hamatome
festgestellt. Ein Apoplex wurde bei keinem Patienten beobachtet. Todesfalle traten
wahrend der gesamten Hospitalphase nicht auf. Allergische Reaktionen auf die

Injektion des Studienmedikaments wurden nicht verzeichnet.

3.3. Pharmakokinetik

3.3.1. r— PA — Antigen

Die pharmakokinetischen Parameter aller drei verschiedenen Reteplase -
Gruppen sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Im tabellarischen Anhang vor dem
Literaturverzeichnis finden sich die r — PA — Antigen - und r — PA — Aktivitats -
sowie die PAI 1 — Aktivitats - Verlaufe. Die Basis — Reteplase — Antigen —

Konzentrationen befanden sich unter der Nachweisgrenze der Assays. Die
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3. Ergebnisse

medianen Plasma — r — PA — Antigen - Profile der Gruppen A, B und C sind in den
Abbildungen 2 - 5 aufgefuhrt.

In den Gruppen A (10 + 5 MU), B (10 + 10 MU) und C (15 MU) betrugen die
maximalen medianen Plasma — Reteplase — Antigen — Konzentrationen jeweils
3874, 4218 bzw. 5189 ng/ml, die finf, 35 bzw. funf Minuten nach Gabe des
initialen Bolus erreicht worden sind. Zwischen den maximalen medianen
Antigenkonzentrationen der beiden Dosisgruppen A und C konnte ein statistisch
signifikanter Unterschied im U — Test nach MANN und WHITNEY nachgewiesen
werden (p = 0.0009). Zwischen Gruppe A und B bestand kein signifikanter
Unterschied. Die meisten pharmakokinetischen Parameter der 10 + 5 — Gruppe A
waren mit den Resultaten der 10 + 10 — Gruppe B vergleichbar (siehe Tabelle 6).
Durch Aufteilung der identischen Gesamtdosis von 15 MU in einen Doppelbolus
von 10 + 5 MU befand sich die mediane Antigenkonzentration 15 bis 20 Minuten
langer Uber der ,kritischen Grenze" von 1000 ng/ml (Beobachtungszeit ab 30
Minuten nach Applikation des ersten Bolus) als in der Gruppe C. Unter der
.Kritischen Konzentration“ versteht man den Mindestspiegel von Reteplaseantigen
bzw. — aktivitat, der notwendig ist, um eine effiziente Thrombolyse zu ermdglichen.
Er stellt einen wichtigen Pradiktor fur den Lyseerfolg dar. Nach Gabe einer
identischen zweiten Dosis 10 MU konnte im Vergleich zur Gruppe A (10 MU + 5
MU) dieser wichtige Mindestspiegel um weitere 30 Minuten Uberschritten werden.
Die Abnahme des Antigenspiegels war in der Gruppe C mit einer medianen
Halbwertszeit von 21,2 min gegeniber Gruppe B mit 16,8 min und Gruppe A mit
16,2 min am langsamsten. Die medianen Werte fiir t,,; der Gruppe A waren mit
den Resultaten der Gruppe B und C vergleichbar. Die mediane Gesamtclearance
von Reteplase-Antigen war in der Gruppe A mit 152 ml/min am héchsten, gefolgt
von der Gruppe C mit 145 mil/min. Den kleinsten Wert wies die Gruppe B mit 115
ml/min auf. Die Ausgangs — Antigen — Konzentrationen wurden nach 48 h post
injektionem erreicht. Die Flachen unter den medianen Antigenzeitkurven
(AUCago.«) betrugen in der Gruppe B (10 MU+ 10 MU) 4979 und in den Gruppen
A und C (= identische Gesamtdosis) nahezu identische Werte, ndmlich 2971 und
2925 ng-h/ml. Der mediane Wert fur AUCago... in der Gruppe B (10 MU+ 10 MU)
war im Vergleich mit der 15 MU — Gruppe signifikant héher (p = 0.012). Ein
statistisch signifikant hoherer Wert bestand ebenso im Vergleich mit der 10 + 5
MU — Gruppe (p = 0.0018).

Seite 28



3. Ergebnisse

3.3.2. r— PA — Aktivitat

Um die r — PA — Aktivitats — Zeit — Verlaufe, die in aU/ml angegeben wurden, mit
den r - PA — Ag — Werten in ng Protein/ml vergleichen zu kdnnen, wurden die
Aktivitaten mit Hilfe des Umrechnungsfaktors 1,8 entsprechend der spezifischen
Aktivitdt von Reteplase (1 aU r — PA — Aktivitat/ml ~ 1,8 ng Protein/ml) in ng
Protein/ml umgerechnet. Es wurden folgende Aktivitdtswerte ermittelt (die
entsprechenden Reteplase — Aktivitats — Zeit — Profile sind in den Abbildungen 6 -
9 dargestellt): Nach medianen Vorwerten von 0,38 aU/ml (0,68 ng/ml), 0,26 aU/ml
(0,47 ng/ml) bzw. 0,20 aU/ml (0,36 ng/ml) (Gruppe A:10 + 5 MU/B:10 + 10
MU/C:15 MU) betrugen die maximalen Reteplase — Aktivitatswerte in den Gruppen
A, B und C 1190 aU/ml (2142 ng/ml), 2002 aU/ml (3604 ng/ml) und 1636 aU/ml
(2945 ng/ml). Dies bedeutet im Vergleich zu den r — PA — Ag — Spitzenspiegel,
dass nur 55 %, 85 % bzw. 57 % (10 + 5 MU/10 + 10 MU/15 MU) der mit dem
ELISA gemessenen Maximalkonzentrationen als Aktivitaten messbar waren. War
der maximale mediane Reteplase — Antigen — Wert in der Gruppe C (15 MU) am
hochsten, so wurde der Hochstwert flr die maximale mediane Reteplaseaktivitat
in der Gruppe B 35 Minuten nach der ersten Bolusgabe bestimmt.
Basisaktivitdtskonzentrationen wurden 24 h post injektionem erreicht. Die Flachen
unter den medianen Aktivitatszeitkurven (AUCacty.) ergaben 1200, 2058 und
1023 aU-h-ml* und waren somit fir die Gruppen A und C vergleichbar. Die
mediane AUCact,... war nach Applikation von 10 + 10 MU verglichen mit der
Gesamtdosis von 15 MU Reteplase (Gruppe A+C) signifikant héher (p = 0.02).
Zwischen den beiden Gruppen A (10 + 5 MU) und B (10 + 10 MU) bestand
ebenso ein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0.0038). Durch die Aufteilung
der Gesamtdosis von 15 MU in zwei Boli 10 und 5 MU konnte der Zeitraum (ab
Zeitpunkt 30 Minuten nach Gabe des ersten Bolus), in der sich die
Aktivitdtskonzentration Uber der ,kritischen® Grenze von 1000 ng/ml befand, um 15
bis 20 Minuten verlangert werden. Im Vergleich zur Einzelbolusgruppe verlangerte
sich dieses Zeitintervall mit dem 10 + 10 MU — Doppelbolusregime um weitere 35
Minuten. Der mediane Gesamtclearancewert der Plasmaaktivitat war in der
Gruppe C mit 415 ml/min am hochsten, gefolgt von der Gruppe A mit 354 ml/min
und der Gruppe B mit 275 ml/min. Die ,h6heren“ r — PA — Ag und ,niedrigeren” —

Aktivitatsverlaufe zeigten statistisch signifikante Unterschiede in der 10 + 5 MU —
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3. Ergebnisse

und 15 MU - Gruppe zwischen allen Abnahmezeitpunkten mit p mindestens
kleiner 0.05 im WILCOXON - Test fur Paardifferenzen, in der 10 + 10 — Gruppe
jedoch waren die r — PA — Antigen - versus r — PA - Aktivitatswerte zu den
Abnahmezeitpunkten 35, 50, 60 und 75 Minuten nicht signifikant unterschiedlich.
Die medianen Plasmakonzentrations — Zeit — Verlaufe von r — PA — Antigen und —
Aktivitat sind in den Abbildungen 10 - 12 dargestellt. Im tabellarischen Anhang

zeigen die Tabellen 1 - 3 in einer Gegeniberdarstellung die r — PA — Antigen —
und r— PA — Aktivitats — Verlaufe.

3.4. Pharmakodynamischer Parameter PAIl 1

3.4.1. PAIl 1 — Aktivitat

Ausgehend von einer PAI 1 — Aktivitat von 9,5 aU/ml, 12,1 aU/ml bzw. 18,3 au/ml|
(Gruppe A: 10 + 5 MU/Gruppe B: 10 + 10 MU/Gruppe C: 15 MU) fielen die PAI —
1 — Aktivitatswerte 30 Minuten nach dem initialen Bolus in allen Gruppen auf 0
aU/ml ab (p < 0.02 fur alle Gruppen vs. den Ausgangswerten). Nach zwei bzw.
vier Stunden wurde in allen Gruppen ein Wiederanstieg der Aktivitdtswerte
beobachtet, gefolgt von einem Rebound — Phanomen mit Spitzenwerten, die in der
Gruppe A nach vier Stunden mit 183 % des Ausgangswerts (AW) (p = 0.03), in der
Gruppe B nach 24 h mit 179 % des AW (p = 0.018) und in der Gruppe C nach 24 h
mit 109 % des AW (nicht signifikant gegentber AW) erreicht waren. Danach
erfolgte in den Gruppen ein kontinuierlicher Abfall der PAI 1 — Aktivitat bis in den
Ausgangsbereich nach 18 Tagen (86 %, 107 % bzw. 54 % der AW). Die PAI 1 —
Spiegel waren in allen Gruppen zwischen 0 und 60 Minuten nach der
Medikamentenapplikation signifikant gegen den Vorwert erniedrigt (p mind. <
0.018). Nach zwei Stunden konnte in allen Gruppen ein Wiederanstieg der PAI 1 —
Akt. beobachtet werden. Zu keiner Zeit wichen die PAI 1-Aktivitaten zwischen den
einzelnen Therapiegruppen signifikant voneinander ab. Die PAlI 1 -
Aktivitatsverlaufe finden sich in den Abbildungen 13 - 16 und den Tabellen 4 — 6
im tabellarischen Anhang, eine Gegenuberdarstellung der oben dargestellten r —
PA — Aktivitats — mit den PAI 1 — Aktivitatsverlaufen ist in Abb. 17 - 19 realisiert.
Es zeigte sich, dass die PAI 1 — Aktivitatsspiegel negativ mit den r — PA — Akt. -
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Spiegeln korreliert sind: Der PAI 1 — Wiederanstieg erfolgte in allen Dosisstufen zu
einem Zeitpunkt, an dem die r — PA — Aktivitaiten praktisch auf 0 auU/ml

zurckgefallen waren.

Tabelle 3: Pharmakokinetische Parameter der verschiedenen
intravenosen Reteplase — Boli

Parameter | GruppeA | GruppeB | GruppeC p
(10+5MU) | (10+10MU) | (15 MU)

Crwag (ng/mi) 3874 42175 5189 Gruppe A vs. C:
ma@g (N (3039/3943) | (3736/4925) | (4776/5541) |p = 0.0009
Gruppe B vs. C:
AUCago.- 2971 4979 2025  |p=0012,
(nghml") | (2540/3142) | (4341/5527) | (2467/4241) |Avs. B:
r- PA- p=0.0018
Antigen: t : 16.2 16.8 21.2
1289 (M) | qoige) | (15022) | @1216)
sz 1) 541 55 5
(4.05/6.47) | (5.1/5.9) (4.9/6)
Cl- ag 1515 1146 1453
(mimin) | (135.3/166.7) | (105.5/130.6) |(100.2/172.2)
ot (U] 1190 20015 1636
(991/1263) | (1483.5/2292) | (1182/1835)
AUCact- 1200 2058 1024 S?gp&B vs.C:
h-mi N
. @Uhmi) | (873/1301) | (173012681) | (853/1165) |} 50-0 00as
Aktivitat : | typ,act (min) 13.2 12.6 15
a (11.4114.4) | (10.81162) | (1217.4)
wzmact (1) 165 138 35
p (143237) | (1.1512.28) | (2.87/5.79)
Cl— act 354 2754 4152
(miimin) | (326.6/486.8) | (225.1/327) |(367.5/498.3)

Alle Parameter stellen Medianwerte dar (25./75. Perzentile). Cmaag: maximale Antigenkonzentration; AUCago-«:
Flache unter der Reteplaseantigen — Kurve; tiz,ag: Initiale Halbwertszeit von Reteplaseantigen; tiz;ag: Terminale
Halbwertszeit von Reteplaseantigen; Cl — ag: Gesamiclearancerate von Reteplaseantigen im Plasma; ...act: Die

jeweiligen Parameter fir die Reteplase-Aktivitat.
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Abbildung 2: Zeitlicher Verlauf der Reteplase - Antigenwerte nach intravendser
Applikation von 10 + 5 MU Reteplase (Gruppe A; n = 7 AMI-Patienten)
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Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf der Reteplase - Antigenwerte nach intravendser
Applikation von 10 + 10 MU Reteplase (Gruppe B; n = 8 AMI-Patienten)
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Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der Reteplase - Antigenwerte nach intravendser
Applikation von 15 MU Reteplase (Gruppe C; n = 9 AMI-Patienten)
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Abbildung 5: Zeitliche Verlaufe der medianen Reteplase - Antigenspiegel nach
Applikation von 10+5 MU, 10+10 MU und15 MU Reteplase (Gruppen A, B und C)
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der Reteplase - Aktivitatswerte nach intravendser
Applikation von 10 + 5 MU Reteplase (Gruppe A; n = 7 AMI-Patienten)
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der Reteplase - Aktivitdtswerte nach intravendser
Applikation von 10 + 10 MU Reteplase (Gruppe B; n = 8 AMI-Patienten)
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Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf der Reteplase - Aktivitdtswerte nach intravendser
Applikation von 15 MU Reteplase (Gruppe C; n = 9 AMI-Patienten)
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Abbildung 9: Verlaufe der Reteplase - Aktivitat nach Applikation von 10+5, 10+10
oder 15 MU Reteplase (Gruppen A (n=7), B (n=8) und C (n=9) Patienten)
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Abbildung 10: Gegeniberstellung der medianen r-PA-Ag- und der r-PA-Akt.
Plasmaspiegelverlaufe in der 10+5 MU Dosisgruppe ( h= 7 AMI-Patienten)
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Abbildung 11: Gegenuberstellung der medianen r-PA-Ag- und der r-PA-Akt.
Plasmaspiegelverlaufe in der 10+10 MU Dosisgruppe ( h= 8 AMI-Patienten)
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Abbildung 12: Gegeniberstellung der medianen r-PA-Ag- und der r-PA-Akt.
Plasmaspiegelverlaufe in der 15 MU Dosisgruppe ( n=9 AMI-Patienten)
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Abbildung 13: Zeitlicher Verlauf der PAI 1-Aktivitat nach Applikation von 10+5 MU
Reteplase (Gruppe A; n = 7 AMI-Patienten)
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Abbildung 14: Zeitlicher Verlauf der PAI 1 - Aktivitat nach Applikation von 10+10 MU
Reteplase (Gruppe B; n = 8 AMI-Patienten)
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Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf der PAI 1 - Aktivitat nach Applikation von 15MU
Reteplase (Gruppe C; n = 9 AMI-Patienten)
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Abbildung 16: Verlaufe der medianen PAI 1-Aktivitdt nach Applikation von 10+5,
10+10 oder 15 MU Reteplase (Gruppen A (n=7 Patienten), B (h=8) und C (n=19))
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Abbildung 17: Gegenuberstellung der medianen r-PA- und PAI 1-Aktivitats-
Plasmaspiegelverlaufe in der 10+5 MU Reteplase Gruppe (n=7 AMI-Patienten)
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Abbildung 18: Gegenuberstellung der medianen r-PA- und PAI 1-Aktivitats-

PAIl 1-Aktivitat in AU/mI

Plasmaspiegelverlaufe in der 10+10 MU Reteplase-Gruppe (h=8 AMI-Patienten)
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Abbildung 19: Gegenuberstellung der medianen r-PA- und PAI 1-Aktivitats-
Plasmaspiegelverlaufe in der 15 MU Reteplase-Gruppe (h=9 AMI-Patienten)
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4. DISKUSSION

4.1. Grundlagen der Gerinnung und der Fibrinolyse

Der kontinuierliche Blutfluss in den Blutgefassen wird durch ein komplexes
Zusammenspiel von Gefasswand, den zellularen Komponenten des Blutes,
insbesondere den Thrombozyten und der plasmatischen Gerinnung,
gewabhrleistet. Fibrinbildung und Fibrinolyse stehen in einem hamostatischen
Gleichgewicht. Die Verschiebung dieses Gleichgewichts bedingt entweder eine
hamorrhagische oder thrombophile Diathese. Die Fibrinolyse ist ein proteolytischer
enzymatischer Prozess im Blut, der die Funktion hat, intravaskulare thrombotische
Vorgéange ortlich zu begrenzen und thrombotisch verschlossene Gefasse wieder
zu er6ffnen. Das Hauptenzym des Fibrinolysesystems ist die aktive Protease
Plasmin, die durch Aktivierung der inaktiven Vorstufe Plasminogen durch
sogenannte Plasminogenaktivatoren Uber eine limitierte Proteolyse entsteht
(Ubersicht bei 149, 153)

4.2. Plasminogenaktivatoren

Plasminogenaktivatoren (PA) sind Substanzen, die Plasminogen in Plasmin um -
wandeln konnen. Fibrinselektivitat bedeutet Aktivierung des fibringebundenen und
Schonung des zirkulierenden Plasminogens. Eine Unterscheidung zwischen
physiologischen und pathologischen Thromben ist jedoch auch bei fibrinselektiven

PA nicht moglich.

4.2.1. Streptokinase

Dieses aus B - hamolysierenden Streptokokken der Lancefield Gruppe C
gewonnene, nichtphysiologische und nicht - fibrinselektive Thrombolytikum wirkt
als indirekter, nicht - enzymatischer Aktivator und wurde bereits in vielen Studien
erfolgreich eingesetzt (45, 72, 73, 77, 98). Die HWZ betragt ca. 30 min (95). Nach
1:1 - Bindung an Plasminogen erlangt der Komplex Plasminaktivitat und vermag

andere Plasminogenmolekille zu Plasmin zu aktivieren. Nachteile sind die
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hierdurch induzierte Plasmindmie mit Plasminogen - und Fibrinogenverbrauch und
ein somit zumindest theoretisch erhdhtes Blutungsrisiko sowie die Antigenitat, die
wegen moglicher allergischer Reaktionen eine kurzfristige Therapiewiederholung
nicht erlaubt, bzw. eine Wirkungsabschwachung durch Antikérperbildung nach
friheren Streptokokkeninfekten bedingt (Ubersichten bei 22, 55, 95, 147, 153).

4.2.2. APSAC

Durch in vitro - Komplexierung von SK und Lys - Plg sowie reversibler Vereste -
rung des aktiven Zentrums des Komplexes mit p - Aminodiphenyl - p - Anisat -
HCL entsteht der primér inaktive anisoylated plasminogen - streptokinase -
activator - complex (APSAC), dessen langsame (tp5 = 40 - 100 min) Aktivierung
durch spontane Deacylierung in vivo erfolgt. Von Vorteil ist die lAngere Plasma -
HWZ (tos = 90 - 110 min), die eine Bolusapplikation ermdéglicht, jedoch sind
zusétzlich zu obigen Nachteilen der SK der hohere Preis und ein zumindest
theoretisch mdgliches Infektionsrisiko durch das verwendete humane
Plasminogen zu beriicksichtigen (Ubersichten bei 22, 55, 95, 147, 153).

4.2.3. Urokinase - Typ - Plasminogenaktivatoren (u - PA)

Das Ausgangsmolekil dieser Gruppe von direkt enzymatisch wirkenden,
endogenen und somit nicht immunogenen PA, die vor allem in Nierentubuluszellen
gebildet und aus Urin gewonnen werden, stellt die fibrinspezifische Prourokinase
oder scu - PA (= single chain urokinase - type plasminogen activator) dar. Durch
limitierte Protolyse der Lys158 - lle159 — Peptidbindung entsteht hochmolekulare
zweikettige Urokinase (HMW - tc - UK) und durch nachfolgende Abspaltung des
N - terminalen Anteils der Schwerkette zwischen Lysl135 - Lysl36 die
niedermolekulare Form (LMW - tc - UK), die beide nicht mehr fibrinspezifisch sind.
Das aktive Zentrum dieser Serinproteasen liegt im C — terminalen Teil, wahrend
der N - terminale Teil Domanenstruktur mit EGF — und Kringel - Doméne besitzt.
(Ubersichten bei 27, 95, 149, 153).
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4.2.4. Tissue - type Plasminogen - Activator (Gewebeplasminogenaktivator oder
t—PA)

Dieser wichtigste physiologische fibrinselektive PA (s. Abb. 20) besteht aus 527
AS mit einem Molekuilgewicht (ohne Glykosylierung) von 59008 Dalton, wird vor
allem in Endothelzellen synthetisiert und auf verschiedene Stimuli (Anstrengung,
Venenstau, Adrenalin etc.) in die Blutbahn freigesetzt, wo er in sehr geringer
Konzentration von ca. 4 - 5 ng/ml und zu 95% mit Plasminogenaktivator - Inhibitor
Typ - 1 (PAI - 1) komplexiert zirkuliert. Anfang der 80er Jahre gelang die Isolierung
aus humanem Uterusgewebe und Melanomzellkulturen (21, 30) sowie
anschliessend der erste klinische Einsatz bei AMI - Patienten (182). Nach
Klonierung und Exprimierung des auf Chromosom 8 lokalisierten t - PA - Gens in
E. coli 1983 (133) konnte durch cDNA - Sequenzierung indirekt die primare AS —
Struktur ermittelt werden (Ubersichten bei 8, 11, 12, 22, 30, 27, 28, 82, 90, 91, 93,
95, 140, 147, 149, 153, 168, 193). Das in einkettiger Form (sc - t - PA) sezernierte
native Molekul kann, besonders an Fibrinoberflachen, durch Plasmin - katalysierte
Peptidspaltung (Arg275 - lle276), in zweikettige tc - t - PA Uberfiihrt werden. Die
N - terminale Schwerkette (A - Kette, AS 1 - 275) besteht aus der Fingerdoméane
(AS 6 - 43) mit Homologie zur Fingerdomane von Fibronektin, der EGF (epidermal
growth factor = Wachstumsfaktor) - Domane (AS 44 - 91) und schliesslich den
Kringel — 1 - (AS 92 - 173) und Kringel - 2 - (AS 180 - 261) Doménen, die &hnlich
auch in Plasminogen, Urokinase, Faktor Il und Faktor Xl vorkommen. Am
Molekilanfang liegen Signal - und Pro - Sequenz. Die C - terminale Leichtkette (B
- Kette, AS 276 - 527) beinhaltet das katalytische Zentrum mit den AS His322,
Asp371 und Serd478, welches Homologien zu anderen Serinproteasen wie

Plasmin, Urokinase, Thrombin, Trypsin etc. aufweist.
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Abbildung 20: Zweidimensionale schematische Darstellung der Primar-
struktur von humanem t - PA

(entnommen aus (147), S.18; modifiziertes Modell nach Ny et al.

(128))
v = Plasmin - Spaltungsstelle von sct - PA in tct - PA
[ = AS des aktiven Zentrums der Serinprotease
— = Disulfidbriicken
\'A'AY = Glycosylierungsstellen
EGF = epidermaler Wachstumsfaktor

4.2.4.1. Struktur— Wirkungs - Beziehungen von t - PA

Wahrend die A - Kette fur Fibrin - und Endothelbindungsfahigkeit,
Fibrinstimulierbarkeit und Clearance verantwortlich ist, liegt die enzymatische
Aktivitat in der Leichtkette (35, 69). Bereits die einkettige Form besitzt
Enzymaktivitat, die jedoch nur in Anwesenheit von Fibrin der zweikettigen Form
entspricht, indem sct - PA auf der Fibrinoberflache eine Konformationsanderung
erfahrt (94). Die Bindung an Fibrin und, davon nicht sicher abgrenzbar, auch die
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Stimulation der Proteaseaktivitdt durch Fibrin konnten der Finger - und der
Kringel - 2 — Doméane zugeordnet werden (16, 36, 37, 69, 85, 185, 186, 201). Die
initiale hochaffine Bindung an intaktes Fibrin, wahrscheinlich Gber "intrachain" —
Lysinreste, scheint durch die Fingerdomane bedingt, wahrend nach
plasmininduzierter partieller Proteolyse mit Entstehung freier C - terminaler
Lysinreste eine Bindungsverstarkung und Aktivitatssteigerung vor allem tber die
Lysinbindungsstelle des Kringel - 2 (35, 36). Die Fingerdomane spielt in
Abwesenheit von Plasminogen und bei niedriger Fibrinkonzentration eine
ubergeordnete Rolle, wahrend t — PA Uber eine Lysinbindungsstelle der Kringel
2 — Doméne, gebildet aus den AS Asp236, Asp238 sowie Glu254, erst bei
hoheren Plasminogen - /Fibrin — Konzentrationen zusammen mit Plasminogen
unter Ausbildung des sog. terndren Komplexes (68) auf der Fibrinoberflache
bindet. Ein weiterer Faktor der Fibrinselektivitat besteht, neben der Fibrinbindung,
in der Steigerung der plasminogenaktivierenden Kapazitat des t - PA durch Fibrin.
Hoylaerts et al. zeigten ein Absinken der Michaelis - Konstanten K, der Glu - Plg -
Aktivierung von 65 uMol ohne Fibrin auf 0,16 pMol mit Fibrin bei fast
unveranderter katalytischer Konstante kcat und somit eine Zunahme des
katalytischen Effektes von t - PA auf das 200 - 400 - fache (68). Vermittelt wird
dieser Effekt hauptsachlich durch den Kringel 2, schwéacher wohl auch durch die
Fingerdomane (186). Der genaue Mechanismus ist nicht bekannt. Dieser
theoretische Vorteil der viel geringeren Plasminogen - Aktivierung im Plasma
gegenuber der Fibrinoberflache wird jedoch bei der therapeutischen Fibrinolyse
dadurch teilweise aufgehoben, dass auch I6sliche Fibrinspaltprodukte eine
Oberflache fir gesteigerte Plg - Aktivierung bieten (187, 199). Dies wird als eine
der Ursachen fir die systemische Plasmindmie und den Fibrinogenabbau
angesehen Die sehr kurze Halbwertszeit von t - PA, ermittelt bei Gesunden (150,
170, 195) und bei AMI - Patienten (46, 47, 151, 172, 173, 192), betragt bei einer
zumindest zweiphasigen Plasmaclearancekurve nur 3 - 6 Minuten fur die
dominante initiale o - Phase und 26 - 70 Minuten fur die anschliessende B -
Phase. Eine beobachtete dritte (y) - Phase mit HWZ von 3,7 - 9 h tragt nur
geringfugig zur Gesamtclearance bei. Den prozentual starksten Anteil besitzt die
o - Phase.

Diese Werte wurden sowohl bei gesunden Freiwilligen (150, 170), als auch bei
Patienten mit AMI ermittelt (46, 47, 151, 172, 173, 192). Wahrend sich im
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Tierexperiment bei sehr hohen t — PA — Gaben eine sattigbare Clearance zeigt, ist
die Elimination von t — PA beim Menschen im therapeutischen Dosisbereich linear
(151, 173, Ubersicht bei 171).

Eliminationsorte fur t - PA sind die Parenchym -, Endothel - und von Kupf -
fer’'schen Sternzellen der Leber, die abhangig von der Art des verwendeten t - PA
fur ca. 55, 40 und 5 % der Clearance verantwortlich sind. Die Endozytose in Pa -
renchymzellen geschieht mittels eines spezifischen Rezeptors, der am ehesten die
EGF - und die Fingerdoméne, evtl. auch den Kringel 1 erkennt (26, 29, 39, 201),
wahrend auf Endothelzellen vornehmlich ein unspezifischer Mannose - (141, 169)
oder Galactoserezeptor (160) fir die Clearance verantwortlich ist. Im Anschluss an
intrazellularen lysosomalen Abbau erfolgt v. a. die renale Ausscheidung der t -
PA — Abbauprodukte.

Nach obigen Erkenntnissen kann somit gefolgert werden, dass Mutanten von t -
PA mit Deletion der fir die Clearance relevanten Doménen bzw. Kohlenhydrat -
Seitenketten (67, 203) langere HWZ und teilweise auch hohere Aktivitaten
besitzen (Ubersicht bei 171).

4.2.5. Tenecteplase (TNK —t - PA)

TNK -t - PA oder Tenecteplase ist eine gentechnisch hergestellte glykosylierte
Tripelkombinationsmutante von t - PA, die in einigen Pilotstudien (7, 17, 18, 183)
erfolgreich getestet worden ist. Durch drei gerichtete Mutationen an der
Bindungsstelle fir PAI - 1 einerseits und an der Bindungsstelle, Uber die t — PA an
die Leberzellen bindet andererseits, ist die TNK — Mutante des t — PA entstanden.
An folgenden Stellen sind AS - Substitutionen vorgenommen worden:

Ein Threonin wurde durch Asparagin in Position 103 ersetzt, ein Asparagin wurde
in Position 117 durch Glutamin ersetzt und vier AS, Lysin, Histidin und zwei
Arginine, wurden in den Positionen 296 - 299 durch vier Alanine ersetzt (Ubersicht
bei 200). Die an den drei Positionen ersetzten AS Threonin, Asparagin und Lysin
haben die Einzelbuchstaben — Symbole T, N und K, was zur Namensgebung , TNK
— Mutante* fuhrte. Die Substitutionen resultieren in einer reduzierten
Plasmaclearance (HWZ ca. 18 min) (17, 196, 200), einer gesteigerten Fibrin -
spezifitat und einer Resistenz gegeniber dem Plasminogenaktivator — Inhibitor —
Typ 1 (PAI 1) (133). Die im Vergleich zum nativen Gewebe — Plasminogen —
Aktivator auf das Doppelte erhdhte katalytische Aktivitdt und die zusatzlich auf ein
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Zehntel verminderte PAI 1 — Inaktivierbarkeit (80 - fach héhere ,PAI 1 - Resistenz”
verglichen mit nativem t-PA) bewirken, dass die TNK — Variante eine hundertfach
erhohte katalytische Konversionskonstante Kcat/Km aufweist. Auf Grund der
veranderten pharmakokinetischen Parameter ist die Einzelbolusgabe von TNK -t -
PA bei Herzinfarktpatienten ausreichend (17, 183), um vergleichbar gute
Ergebnisse mit hohem Sicherheitsprofil zu erzielen wie unter der Therapie mit
Jrontloaded” t — PA (7, 18). Somit kann das Fibrinolytikum ausserhalb und
innerhalb des Krankenhauses schnell appliziert werden (7).

4.2.6. Lanoteplase (n - PA)

N — PA, oder auch n(ovel) — PA genannt, ist eine glykosylierte Deletionsmutante
von Alteplase mit Fehlen der Finger — und EGF — Doménen sowie Verlust der
Mannose — Seitenkette in Position 117 infolge Ersatz der AS Asparagin durch
Glycin (Ubersicht bei 200). Die anderen Seitenketten bleiben dagegen wie im
nativen t — PA — Molekul erhalten, da Lanoteplase in CHO — Zellen (Chinese
hamster ovary cells), also eukaryontischen Zellen, exprimiert wird. Durch die
genannten Verdnderungen hat n — PA eine geringere Fibrinspezifitat und
niedrigere Clearancerate als rt — PA, weil die Bindung an die Rezeptoren der
Leber wesentlich vermindert wird. Da die HWZ (30 — 45 min) ca. zehnfach langer

ist als die von t— PA, kann die Mutante als Einzelbolus appliziert werden (196).

4.2.7. Monteplase und YM866

Monteplase ist eine modifizierter Gewebeplasminogenaktivator, welcher durch
Substitution einer Aminosaure Cystein in der Position 84 durch Serin in der EGF —
Domane aus den Nierenzellen von syrischen Babyhamstern hergestellt wurde.
Der Plasminogenaktivator hat eine verlangerte HWZ von mehr als 20 min im
Vergleich zum nativen t — PA (vier Minuten). Eine andere Mutante von t — PA stellt
YM866 dar, bei welcher die Aminosauren 92 bis 173 der Kringel — 1 — Doméne

entfernt und Arginin in Position 275 durch Glutaminsdure ersetzt wurde, was zu
einer verlangerten HWZ der Mutante gefihrt hat (196).
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4.2.8. Saruplase (Prourokinase)

Die Prourokinase (= single chain urokinase — type plasminogen activator (scu —
PA)) ist das fibrinspezifische Ausgangsmolekul, das durch limitierte Proteolyse der
Lys158 — 1le159 — Peptidbindung in hochmolekulare zweikettige Urokinase
(HMW - tc — UK) umgewandelt wird. Durch Abspaltung eines N — terminalen An -
teils der aminoterminalen Schwerkette von HMW — tc — UK an der Spaltungsstelle
Lys135 — Lys136 entsteht die niedermolekulare Form (LMW - tc — UK). tc — UK
besitzen keine Fibrinspezifitdit mehr. Beide tc — UK — Formen, deren zwei Ketten
durch eine Disulfidbricke verbunden bleiben, aktivieren Plasminogen direkt
enzymatisch (122, Ubersicht bei 200).

4.2.9. Staphylokinase

Neben einigen Streptokokken — Stdmmen verflgen auch bestimmte
Staphylokokken — Arten uber ein Enzymsystem mit Plasminogen — aktivierenden
Eigenschaften: die Staphylokinase. Staphylokinase, ein Protein bestehend aus
136 AS mit einem Molekulargewicht von 16,5 kD, wird von Staphylococcus
aureus - Stammen produziert und hat eine hohe Fibrinselektivitat mit
unbekanntem Mechanismus. Staphylokinase formt mit Plasminogen einen 1:1 -
Komplex, welcher in einer Folgereaktion weitere Plasminogenmolekiile zu Plasmin
aktivieren kann. In der Abwesenheit von Fibrin ist Staphylokinase nicht in der
Lage, die Konversion von Plasminogen zu Plasmin zu katalysieren. Der indirekte
Plasminogenaktivator mit einer HWZ von sechs Minuten fuhrt zu einer effizienten
und schnellen Rekanalisation (196). Die Elimination erfolgt tberwiegend renal. Auf
Grund des bakteriellen Ursprungs kann das Protein nach der Applikation die
Antikorperbildung und nach wiederholter Gabe eine Resistenz induzieren. Jedoch
haben die ersten Studien angedeutet, dass die Immunogenitat von Staphylokinase
durch Punktmutationen reduziert werden kann (Ubersicht bei 200).
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4.3. Pharmakokinetik

4.3.1. Struktur- Wirkungs-Beziehungen von Reteplase

Die Clearance von t — PA kann, wie oben erlautert, durch Entfernung spezifischer
Domanen der aminoterminalen Schwerkette wie Finger-, EGF- und /oder Kringel 1
— Domane (26, 116, 201) reduziert werden. Nichtglycosylierte t — PA — Mutanten
erreichen in vivo ebenfalls langere Halbwertszeiten, weil t — PA — neben anderen
Eliminationswegen (84) — auch Uber Mannose — und Galactose — Rezeptoren in
der Leber aus der Zirkulation entfernt wird (67, 160, 169). Das Fehlen dieser
Kohlenhydrat (KH) — Seitenketten erhoht die fibrinolytische Aktivitat solcher t —
PA - Abkdmmlinge, vermutlich auch deshalb, weil die KH — Seitenketten die t —
PA — Fibrin — Interaktion durch ihre Ladung und sterische Anordnung behindern
(203). Unglycosylierte Mutanten sollten bei Erhaltung von Kringel 2 — und
Protease — Domane nur geringfigig an Fibrinstimulierbarkeit ihrer
plasminogenaktivierenden Eigenschaften verlieren, denn die Stimulierbarkeit
durch Fibrinoberflachen und in eingeschranktem Umfange auch die Fibrinbindung
von t — PA werden durch Kringel 2 und die Fingerdomane mediiert (36, 37, 185,
186).

Der Verlust von Finger -, EGF — und Kringel 1 — Domé&ne sowie der Glycosylierung
(E. coli besitzt kein ER) bei Erhalt von Kringel 2 — und Proteasedomane fuhrt bei
Reteplase zu einer reduzierten Clearance und einer dadurch verlangerten
Halbwertszeit. Dartber hinaus sollte r — PA eine reduzierte Fibrinspezifitat bei
grosstenteils erhaltener Fibrinstimulierbarkeit aufweisen. Martin et al. (106) zeigten
im Tierversuch an Ratten, dass die Nieren und nicht die Leber (110) die
hauptsachlichen Eliminationsorgane fiir Reteplase darstellen. Diese interessante
Tatsache beruht neben dem Fehlen der fur die Leberclearance verantwortlichen
Domanen auf dem geringeren Molekulargewicht der Mutante und steht im
Gegensatz zu der fast ausschliesslich hepatischen Elimination von Alteplase.
Kohnert et al. (80) verglichen die in vitro — Eigenschaften von Reteplase mit
denjenigen von t - PA und konnten a&hnliche amidolytische sowie
plasminogenolytische Aktivitdten in Abwesenheit von Cyanbromid — Fragmenten
von Fbg feststellen. Demgegenuber zeigt sich in vitro eine niedrigere
plasminogenolytische Aktivitat von Reteplase in Anwesenheit von FCB. Die
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gleichartige Hemmung beider PA, sowohl von Reteplase, als auch von nativem t —
PA, durch PAI 1 und die o. a. Befunde zeigen die korrekte dreidimensionale
Faltung der Domanen im Renaturierungsprozess von Reteplase und die
Unabhangigkeit der biochemischen Eigenschaften des Kringels 2 und der

Proteasedomane von den drei N — terminalen, bei r — PA entfernten Domé&nen an.

4.3.2. 15 MU Einzelbolus r — PA versus 10 + 5 MU Doppel — Bolus

Die Aufteilung der identischen Gesamtdosis von 15 MU Reteplase in zwei Boli von
10 und 5 MU ergab in den Gruppen A und C nahezu identische AUCago... und

AUCacty... Unter Bertcksichtigung der Parameter t,,,,, t;; und CI (siehe Tabelle
6) kann man bei Reteplase von einer linearen, dosisabhéngigen Veranderung der
pharmakokinetischen Parameter ausgehen, die auch friher bei Alteplase
beobachtet wurde (171). Die maximale mediane Antigenkonzentration war in der
Einzelbolus — Gruppe signifikant (p = 0.0009) hoher als in den Doppelbolus —
Gruppen, der Unterschied zwischen deren medianen maximalen Aktivitdten
erreichte keine statistische Signifikanz (p = 0.12). Jedoch wurden in
vorausgegangenen Studien an Hunden gezeigt, dass insbesondere die Dauer des
Zeitintervalls, in welchem eine kritische* Konzentration von Reteplaseantigen
bzw. — aktivitat Uberschritten bleibt, einen wichtigeren Pradiktor fir den Lyseerfolg
darstellt als die maximale Antigenkonzentration oder die Aktivitdt (109). Von
Seifried et al. (151) wurden in einer Pharmakokinetikstudie an 12 AMI — Patienten,
die mit 100 mg rt — PA uber 2,5 Stunden behandelt worden waren, eine
,Grenzkonzentration® von 1000 ng rt — PA/ml postuliert, die als ,Mindest* —
Plasmaspiegel fur eine effektive Koronarthrombolyse und Verhinderung von
frihen Reokklusionen erforderlich ist. Die in der GRECO | — Multicenterstudie
(126) beobachtete hohe Reokklusionsrate von 20 % bzw. 12,5 % in der 10 MU -
bzw. 15 MU — Gruppe in der Zeit zwischen den 30 - min. — und 90 — min. —
Angiographien koénnte ihre Erklarung unter anderem auch in der kurzen
Zeitspanne der ,lytisch wirksamen Konzentrationen* finden. In der Nachfolgestudie
GRECO II (163) wurde zwar unter dem Doppelbolusregime von Reteplase (10 + 5
MU) eine geringgradig hohere Gesamt — Patency erreicht als in der
Vorgangerstudie, der Anteil komplett offener Gefasse (TIMI — Grad 3) war jedoch

in der ersten Nachfolgerstudie geringer, so dass unter Bericksichtigung des
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kleinen Patientenkollektivs weitere grossere Studien notwendig waren, um den
Benefit der Doppelbolusthrombolyse gegentber den Einzelbolusregimes zu
belegen.

Nach Aufteilung der Gesamtdosis von 15 MU Reteplase auf zwei Boli 10 und 5
MU und Gabe des zweiten Bolus von 5 MU Reteplase 30 Minuten nach der
Initialdosis wurden der Antigenlevel und die Aktivitatskonzentration bis 60 Minuten
langer Uber der kritischen® Grenze von 1000 ng/ml aufrechterhalten. Die
Zeitunterschiede waren aber nicht signifikant unterschiedlich. Trotzdem konnte die
Verlangerung der Dauer der Reteplase — Antigenkonzentration bzw. - Aktivitat um
15 bis 20 min Uber jener kritischen Grenze, ebenso wie in friheren Klinischen
Studien beobachtet (126, 174), zu mehr kompletten koronaren Thrombolysen und

zur Verminderung von Frihreokklusionen fuhren.

4.3.3. 15 MU Einzelbolus r — PA versus 10 + 10 MU Doppel — Bolus

Das Gros der Ergebnisse der 10 + 5 MU — Gruppe sind auch auf die 10 + 10 MU —
Gruppe ubertragbar. Durch Aufteilung in zwei gleiche Boli zu je 10 MU wurden die
Dauer des Antigen - bzw. Aktivitatsspiegels tber 1000 ng/ml bis auf 90 min bzw.
75 min verlangert (p < 0.05, siehe Abbildungen 2 - 5 und 6 - 9). Frihere Studien
mit dem Einzelbolusregime waren mit einer hohen Fruhreokklusionsrate
verbunden, meistens innerhalb der ersten 90 Minuten nach Applikation des
Thrombolytikums (126); in Einklang mit friheren Studien (174, 183) kdnnte mittels
10 + 10 MU — Regime mit den entsprechenden Antigen — und Aktivitatsspiegel die
kritische Zeit von 90 min fast vollstdndig erfasst und die thrombolytische Wirkung
somit verlangert werden. In der randomisierten, doppel — blind gefihrten
INJECT — Studie (70), die an insgesamt 6010 Patienten r - PA (Applikation als
Doppelbolus 10 + 10 MU, Zeitabstand 30 Minuten, n = 3004) und Streptokinase
(2,5 MU uber 60 min., n = 3006) verglich, zeigten sich beide Fibrinolytika gleich
effektiv (Primérer Endpunkt Mortalitdt nach 35 Tagen: 9,02% in der r — PA —
Gruppe und 9,53% in der Streptokinase — Gruppe). Die RAPID - Studie (157)
rekrutierte weniger Patienten, insgesamt 606, und beinhaltete neben der
Fibrinolyse mit 100 mg Alteplase Uuber drei Stunden (n = 154) ebenso
verschiedene Therapieschemata mit r - PA, namlich als Einzelbolus mit 15 MU (n
= 146), als Doppelbolus mit 10 + 10 MU (n = 154, Zeitabstand zwischen den Boli
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30 min.) und als Doppelbolus mit 10 MU + 5 MU (n = 152, Zeitabstand 30 min.).
Die Administration von 10 MU r - PA gefolgt von der gleichen Dosis nach 30
Minuten war der Therapie mit dem Standarddosis t - PA hinsichtlich der TIMI 3 -
Patencyrate nach 90 Minuten und nach 14 Tagen Uberlegen. Das Blutungsrisiko
aller r - PA - Therapieschemata waren mit dem von t - PA vergleichbar. In der
RAPID - 2 — Studie (3) konnten fur Reteplase signifikant hohere
Frihreperfusionsraten der betreffenden Infarktarterie erzielt werden, welche zu
weniger akuten koronaren Interventionen fuhrte als fir ,frontloaded” t — PA (100
mg rt— PA tber 90 min.).

Um Klinisch relevante Folgerungen abzuleiten, war eine grossere Studie
notwendig, denn mit einer Fallzahl von 324 Patienten war die Aussagekraft von
RAPID 2 zu gering. Im Jahre 1997 erschien die grosse Mortalitatsstudie GUSTO —
3 (60), welche die beiden Therapiestrategien an insgesamt 14 674 Patienten mit
AMI verglich (n =9885: 10 + 10 MU r — PA, n = 4789: frontloaded t — PA). Primarer
Endpunkt der Studie war die Mortalitdtsrate nach 30 Tagen. Nach einem Follow -
up von 30 Tagen und einem Jahr kam es zu keinem signifikantem Unterschied in
den Mortalitatsraten zwischen r - PA und t - PA. Wahrend der Follow - up -
Phase war im Vergleich zu den friheren Studien ein Anstieg der Mortalitatsrate zu
verzeichnen, welcher wohl durch die héhere Anzahl von Risikopatienten (Alter
uber 75 Jahre, weibliches Geschlecht, Vorderwandinfarkt, hoher Blutdruck bei

Aufnahme) in beiden Studienarmen bedingt war.

4.3.4. Pharmakokinetikdaten - Vergleich von rt — PA mit den

ermittelten Reteplase-Ergebnissen

Betrachtet man die in der internationalen Literatur veroffentlichten
Pharmakokinetikdaten zu rt — PA, so sind dort initiale HWZ (t,,,,) im Bereich von 3,
5 bis 9,1 Minuten (24, 25, 46, 47, 48, 151, 172, 173, 192) aufgefuhrt und damit
konnte in unserer Studie mit ti2, von ca. 16 min in der Gruppe A, 17 min in der
Gruppe B und 21 min in der Gruppe C eine deutlich l&angere initiale HWZ (GRECO
I: t1,, = ca. 19 min (122)) bestimmt werden. Tebbe et al (173) zeigten in einer 50
mg rt — PA — Bolusstudie an sieben AMI — Patienten eine im Verhaltnis zu
Reteplase knapp vierfach erhdhte Alteplase - Clearance und eine initiale HWZ, die

nur wenig mehr als einem Viertel der HWZ von r — PA entspricht. In einer weiteren
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Bolus — Studie von Gemmill et al (48) wurden 33 AMI — Patienten zwei 35 mg rt —
PA — Boli in 30 — minutigem Abstand verabreicht. t,, war mit 5,9 min deutlich
geringer, die Clearance ergab einen knapp dreifachen ,Reteplase — Wert".
Tiefenbrunn et al. (177) fanden in einer an 12 Patienten durchgefiihrten rt — PA —
iV — bzw. — ic — Studie mit 20 — 40 mg rt — PA Uber 30 — 60 min eine initiale HWZ
fur t — PA von 8,3 Minuten. Auch Collen und vandeWerf (25) bestimmten in einer
Prourokinase — rt — PA — Kombinationsstudie die initiale HWZ von rt — PA mit 8
Minuten. Tanswell et al. (172) stellten in einer Pharmakokinetikstudie zur TAPS —
Studie, einer Vergleichsuntersuchung von APSAC mit einem ,frontloaded” — rt —
PA — Regime, eine fur rt — PA verglichen mit r — PA um den Faktor 4,7 hohere
Clearance und eine ti2, von 3,5 min fest. Eine weitere rt — PA — Bolusstudie (78)
schloss 14 Patienten ein, denen vier konsekutive 25 mg Boli in 20 min -
Abstanden  verabreicht wurden. Obwohl diese  Studie nicht als
Pharmakokinetikstudie ausgelegt war, wurden die rt — PA — Ag — Spiegel wéahrend
der Medikamentenapplikation dreimal bestimmt: Wahrend der ersten Stunde
zeigten sich durchgehend Plasmaspiegel > 1000 ng/ml. Trotz dieser — wenn auch
nur knappen — Uberschreitung der Grenzkonzentration Uber mindestens eine
Stunde zeigten zwei der 14 Patienten nach 24 Stunden eine Reokklusion. Auch
die terminale HWZ mit Literaturwerten von 16 — 75 Minuten fur rt — PA und den
eigenen Ergebnissen mit 300 min bis 330 min fur r— PA - Antigen (GRECO I:
379 min (122)) ist fur r-PA signifikant verlangert. In einigen Studien (151, 173)
liessen sich Verteilung, Metabolismus und Elimination von t - PA in drei Phasen
einteilen, wobei t,,, allerdings nur einen sehr geringen Anteil der Gesamtkinetik
ausmachte. Dadurch sind die sehr kurzen tiz von 16 bzw. 17 min in solchen
Studien erklarbar. Vergleicht man die HWZ fir rt — PA mit der von r — PA in
unserer Studie, so wird fir Reteplase eine finffach langere t;,; gefunden.
Vergleiche von (rt — PA -) Clearancewerten aus der Literatur, die mit 355 — 640
mi/min und einem in einer Studie gemessenen Maximalwert von 1000 ml/min
angegeben werden, und unseren GRECO Il — Studienergebnissen (GRECO I:
122 ml/min (122)) von durchschnittlich 137,1 ml/min ergaben eine 2,6 bis 4,7 —
fach niedrigere Clearance (GRECO I: 2,9 — 5,3 — fach (122)) fir Reteplase.

In klinischen Studien erbrachte das 10 + 10 — Regime hdhere Patencyraten als 15

MU (3, 157), d. h., dass eine htéhere und verlangerte thrombolytische Aktivitat in
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der akuten Phase des AMI mit einer verbesserten koronaren Thrombolyse ohne
Anstieg der Komplikationsrate verbunden war (3, 71, 157).

Die beobachteten Reteplase — Antigen — Halbwertszeiten t,,,, und t,,,, waren 1,3
und 1,8 — fach langer und die Clearancerate 1,3 — fach geringer als die Werte bei
gesunden Probanden (103), was wahrscheinlich durch die veranderte
hamodynamische Situation der AMI — Patienten bedingt war mit der Konsequenz
einer verminderten Nieren - und Leberdurchblutung und somit einer
verlangsamten Clearance bei den Patienten (39). Wie oben beschrieben, zeigte
Reteplase Halbwertszeiten t,,, und t;,; welche 3,8 bzw. 18,9 — mal langer waren
und eine Clearance, die 3,4 mal geringer war als die entsprechenden Werte von
Alteplase (173). Diese Daten zeigen, dass Reteplase die entsprechenden
pharmakokinetischen Eigenschaften fir die Bolusapplikation besitzt.

4.3.5. Pharmakokinetik im Tierversuch bzw. an Freiwilligen

Auch die Reteplase - Tierversuche (99 - 102, 107) bzw. eine erste
Dosisfindungsstudie an gesunden Freiwilligen (104) fuhrten zu Ergebnissen, die
durch unsere Pharmakokinetikresultate bestatigt werden: Martin et al. (107) fan -
den in Pharmakokinetikuntersuchungen an Ratten, Hunden und Affen bei einem
Aktivitatsvergleich von Alteplase mit Reteplase eine — je nach Spezies variierende
— HWZ fur Reteplase, die das 4,3 — 4,9 — fache der jeweiligen Alteplase — HWZ
betrugen. Alteplase zeigte dagegen eine 3,4 — 5,7 — fach héhere Clearancerate im
Vergleich zu r — PA. In einem Jugularvenen - Thrombosemodell am Kaninchen
(96) wurde eine HWZ ermittelt, die das Neunfache von Alteplase betrug, und eine
Clearancerate, die 4,3 — fach niedriger als die rt — PA — Clearancerate war. Ein
Koronararterien — Thrombosemodell bei Hunden (102) ergab in einer gleichzeitig
durchgefuihrten Pharmakokinetikstudie fur rt — PA, verglichen mit r — PA, eine 3,1 —
6,4 — fach hohere Clearancerate. Die in den beiden letztgenannten Studien
postulierte 4,6 — 11,5 — fach héhere thrombolytische Potenz von Reteplase im
Vergleich zu Alteplase ist durch die — je nach Spezies — 4,5 - 10,2 — fach langere
HWZ und die 3 — 8,4 — fach geringere Clearancerate im Vergleich zu Alteplase
bedingt (99). Diese hohere thrombolytische Potenz im Tierversuch trotz
niedrigerer spezifischer Aktivitat von Reteplase im Verhaltnis zu Alteplase
(Reteplase: 550 kU/mg; Alteplase: 800 kU/mg (95)) ist vorsichtig zu beurteilen und
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darf nicht einfach auf den Menschen tbertragen werden: Eine durch verlangsamte
Ausscheidung bedingte hohere thrombolytische Potenz erzeugt theoretisch auch
einen hoheren systemischen Gerinnungsdefekt, obwohl dieser in den
Tierversuchen mit zu Alteplase aquipotenten Dosen nicht beobachtet wurde (100,
102).

4.4. Pharmakodynamik

4.4.1. PAl — 1 — Aktivitat

In dieser Arbeit wurde neben der Pharmakokinetikuntersuchung auch die PAI 1 —
Aktivitat als einziger pharmakodynamischer Parameter erfasst. Die Untersuchung
der eigentlichen Pharmakodynamik war einer zweiten Dissertationsarbeit
vorbehalten.

In allen drei Behandlungsgruppen konnten nach Injektion von Reteplase
signifikante Veranderungen der PAI 1 - Werte verzeichnet werden (s. Abbildungen
13 - 16 und Tabellen im Anhang). Die Gesamtveranderungen der PAI 1- Spiegel
waren in den Gruppen A und C miteinander vergleichbar, was wohl darauf
zurlckzufihren ist, dass die Verdnderungen eher mit der verabreichten
Gesamtdosis als mit dem Applikationsmodus korrelieren. Die erhOhte applizierte
Reteplase — Gesamtdosis in Gruppe B von 20 MU (entsprechend 133 % der in
den Gruppen A und C applizierten Gesamtdosis) fiihrte zu einem geringgradig
schnelleren Abfall der PAI 1 — Aktivitaten auf ,,0“ als im Vergleich zu den Gruppen
A und C, wohingegen die Unterschiede zwischen den 15 MU -
Gesamtdosisgruppen A und C vernachlassigbar gering waren. Dies steht im
Einklang mit den Beobachtungen bei der Applikation von 100 mg Alteplase (173).
Der aus Thrombozytengranula nach Aktivierung freigesetzte PAI — 1 kann zu einer
weiteren Verschiebung des hamostatischen Gleichgewichts hin zur Thrombophilie
fuhren. Die leicht erhbhte PAI 1 — Aktivitdt, die bei unseren Patienten vor
Lysebeginn gemessen wurde, fand sich auch bei anderen Untersuchern in
Plasmen von AMI — Patienten (123, 145, 162). Auch bei Patienten mit KHK (132)
wurden erhoéhte PAI 1 — Aktivitaten beobachtet. Ob diese erhoéhten PAI — 1 —
Spiegel in ursachlichem Zusammenhang mit einer spezifischen Erkrankung
stehen, kann bezweifelt werden, da PAI — 1 ein ,Akut — Phase — Protein* darstellt
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und damit eher die akute Krankheit als solche reprasentiert (157). Dass aber
erhohte PAlI 1 — Spiegel bei Uberlebenden eines AMI mit einem erhohten
Reinfarktrisiko korreliert sind (Ubersicht bei 83), steht ausser Frage.

Sofort nach Bolusgabe liess sich fur 1,5 h keine PAI — Aktivitat im Plasma unserer
Patienten mehr nachweisen. Der daran anschliessende Wiederanstieg in
Aktivitatsbereiche, die die Vorwerte bei weitem Ubertrafen (s. Abbildungen 16 -
19), wurde in der GRECO | (122) und in geringerem Ausmass auch in anderen
Studien beobachtet (96) und koénnte wenigstens zum Teil durch endotheliale
Neusynthese im Sinne eines Reboundph&anomens bedingt sein (Signifikanzen s.
Tabellen im Anhang). Dartber hinaus konnte r — PA, wie auch bei Alteplase
beobachtet, durch Stimulation der PAI 1 — Freisetzung aus Thrombozyten und
Endothelzellen selbst zum rasanten und ausgepragten Wiederanstieg der PAI 1 —
Aktivitat beitragen (12). Diese letzte Erkenntnis kdnnte das rasche Rebound —
Phanomen mit PAI — 1 — Maximalaktivitditen nach 4 — 24 h erklaren, das durch
alleinige Neusynthese in dieser kurzen Zeit nicht erklarbar ist. Der Verlauf der
PAIl -1 - Aktivitat korrelierte negativ mit den r — PA — Aktivitatsspiegeln und zeigte
keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen A,
B und C. Zum Zeitpunkt 2 h nach Gabe des ersten Bolus wurde in der Gruppe B
ein deutlich niedrigerer medianer PAI 1 — Wert gemessen als in den Gruppen A
und C. Hier zeigte sich jedoch aufgrund der zu diesem Zeitpunkt breiten Streuung
der Aktivitdtswerte in den Gruppen A und C (Streubreite: 29,3 aU/ml und 22,1
aU/ml gegendber 8,3 aU/ml in der Gruppe B) kein statistisch signifikanter
Unterschied. Die PAlI — 1 — Verlaufe, die bei Normalpersonen ausgepragte
interindividuelle und tageszeitliche Schwankungen aufweisen (51, 79, 166),
zeigten — trotz der aus klinischen Grinden nicht immer zur gleichen Tageszeit
erfolgten Blutabnahme bei den einzelnen Patienten — mit geringen
Schwankungsbreiten bei allen Patienten die gleichen prinzipiellen Eigenschaften:
Von leicht erhthten Ausgangswerten erfolgte ein primarer Abfall ,auf Null®
anschliessend ein ausgepragtes Rebound — Phanomen mit Spitzenwerten, die in
der Gruppe A nach vier Stunden mit 183 % des Ausgangswerts (AW), in der
Gruppe B nach 24 h mit 179 % des AW und in der Gruppe C nach 24 h mit 109 %
des AW erreicht waren und die Ruckkehr in den Ausgangsbereich. Dies spricht far

ein allgemein gultiges Verlaufsmuster der PAI — 1 — Aktivitat bei r — PA — Lyse,
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das durch die 0. g. Storgréssen bei den einzelnen Patienten nur geringgradig
variiert wurde.

4.5. Wirksamkeit und Sicherheit

4.5.1. Patency / Mortalitat

Die Bolusthrombolyse mit Reteplase wurde sowohl in der Einzelbolus - als auch
in den Doppelbolusgruppen von allen Patienten gut vertragen. Es kam zu keinen
allergischen  oder anderen  unerwarteten  Komplikationen.  Grdssere
Blutungsereignisse wurden nicht beobachtet. Ob dies zumindest teilweise mit den
spezifischen Eigenschaften von Reteplase, zusammenhéngt, ist rein
hypothetisch und bedarf weiterer Untersuchungen. Ebenso ist in diesem
Zusammenhang unklar, ob Reteplase im Vergleich zu Alteplase hinsichtlich der
unerwinschten Lyse von alteren Thromben ein geringeres Risikopotential besitzt
(112).

Unsere Studie war zu klein, um verlassliche Angaben Uber klinische Endpunkte zu
machen, aber trotzdem ist erwahnenswert, dass die Patencyraten in den Gruppen
A und B entgegen unserer Erwartungen deutlicher niedriger waren als in anderen
Studien (3, 70, 126, 157, 174). In der Dosisfindungsstudie GRECO | (122, 126)
betrug die 90 min — Patency mit einem 15 MU — Einzelbolus Reteplase 76 % und
erreichte somit fast die Ergebnisse der zeitaufwendigeren Standard -
Lysetherapie mit so genanntem ,frontloaded” — rt — PA (100 mg rt — PA Uber 90
min). Die GRECO Il — Pilotstudie (163) konnte mit einem an 52 Patienten erstmals
angewendeten Doppelbolusregime mit 10 + 5 MU eine Patency von 78 %
aufzeigen, wobei die Reokklusionsrate im Vergleich zur Vorgangerstudie nicht
gesenkt werden konnte. Noch wahrend der Durchfiihrung von GRECO Il wurde
auf Grund von Ergebnissen aus Tierstudien die internationale Angiographie —
Studie RAPID | (157) an 606 Patienten begonnen. Hauptprifziel war der Vergleich
der 90 min — Patency nach Gabe von verschiedenen Reteplasedosen (15 MU —
Einzelbolus oder 10 + 5 bzw. 10 + 10 MU Doppelbolus) gegeniuber 100 mg rt — PA
uber drei Stunden. Nach 10 + 5 MU fand sich zwar eine zu GRECO Il identische
60 min — Patency von 72 %, jedoch kam es trotz unverénderter antithrombotischer
Begleitmedikation verstarkt zu sehr frihen Reokklusionen, die einen Abfall der
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Patency auf 66,7 % nach 90 min bedingten. Im Gegensatz dazu konnte mittels
eines 10 + 10 MU — Doppelbolusregimes eine 90 min —Patency (TIMI 2/3) von 85,
2 % erreicht werden. Ein statistisch signifikanter Unterschied lag jedoch lediglich
zwischen der 10 + 5 MU — und der rt — PA - Gruppe (90 min — Patency: 77,2 %)
vor. Der Anteil an komplett offenen Infarktgefassen mit TIMI — Grad 3 — Fluss zum
Zeitpunkt 90 min betrug nach Gabe von 10 + 10 MU mit 62,7 % signifikant mehr
als nach rt — PA mit 49 % (p = 0.019). Der Vergleich mit rt — PA nach dem
Jfrontloaded” - Schema wurde in der RAPID Il — Studie (13) bis Oktober 1994 an
324 Patienten ohne oberes Alterslimit und bis zu 12 h Zeitdauer seit Infarktbeginn
durchgefiihrt. Das Konzept mit 10 + 10 MU Reteplase zeigte einen deutlichen
Vorteil gegeniiber einer gewichtsadaptierten Dosis von rt — PA Uber 90 min.
Wahrend unter rt — PA - Lyse eine Patencyrate von 73,3% nach 90 min erzielt
wurde, konnte mit Reteplase eine Patency — Rate von 83,4 % erreicht werden. Der
Anteil an komplett offenen Gefassen (TIMI 3) war unter Reteplase ebenfalls hoher
mit 59,9 versus 45,2 %. Dass dieses neue Therapiekonzept sich in der Studie dem
Jrontloaded” — Schema Uberlegen zeigte, sollte im Anbetracht der geringen
Patientenzahl nicht Gberbewertet werden, zumal das schlechtere Resultat fir rt —
PA in RAPID II im Vergleich zu GUSTO 1 (59) sicherlich auch durch die etwas
ungunstigere Patientenselektion (Patienten mit langerer Infarktdauer) bedingt war.
Schlie3t man in RAPID Il namlich diejenigen Patienten aus, die mit einer
Infarktdauer l&nger als sechs Stunden rekrutiert wurden, nahert sich die 90 min —
Patency fur rt— PA mit 77, 2 % in RAPID Il derjenigen in GUSTO | mit 81 % an. Im
Jahre 1997 erschien die grosse GUSTO Il — Studie (60), in welcher 10 + 10 MU
r — PA und frontloaded t — PA bei der Therapie des AMI miteinander verglichen
wurden. Hier zeigte sich die r — PA — Lyse der mit t — PA wahrend der Follow —
up — Phase beziglich der Mortalitdtsrate nicht Gberlegen. Auffallend waren im
Vergleich zu friheren Studien die héheren Mortalitatsraten in beiden Gruppen, die
wahrscheinlich in dieser Studie durch Rekrutierung einer hoheren Anzahl von
Risikopatienten bedingt waren.

Unsere Ergebnisse konnten auf Grund der geringen Grésse der Studiengruppen
auch zufallsbedingt sein. Folgender Faktor konnte unter anderem eine Rolle
gespielt haben, welcher die niedrigen Patencyraten in den Gruppen A und B (die
Gruppen mit der Doppelbolus — Lyse) erklaren konnte: Der Zeitintervall bis zur

Behandlung war in der Gruppe B (228 min), der Gruppe mit der niedrigsten
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Patencyrate) deutlich langer als in den Gruppen A (163 min) und C (190 min) und
in anderen Studien, z. B. RAPID Il (150 min) (13). Dass ein kurzes Zeitintervall
von Symptom — bis Lysebeginn einen starken Pradiktor fir den Thrombolyseerfolg

darstellt, ist allgemein akzeptiert (14).

4.5.2. Die Frih — bzw. Spatlyse bei AMI

Dass fiur eine erfolgreiche thrombolytische Therapie jegliche unnétige
Verzogerung zwischen Symptom —und Lyse — Beginn vermieden werden sollte,
ist eine allgemein akzeptierte Tatsache (154). In unserer Studie betrugen die
Zeitspannen bis zum ersten Bolus (ab Symptombeginn) in den Gruppen A (10 +5
MU), B (10 + 10 MU) und C (15 MU) 163, 228 und 190 min (Medianwerte) und
liegen z. B. im Vergleich mit der RAPID Il — Studie (150 min.) (13) zumindest fur
Gruppe B deutlich hdher. Die Verlegung der Lysetherapie in die Prahospitalphase
musste auf Grund der Zeitersparnis zu noch besseren Patencyraten fihren. Da
besonders Patienten mit kurzer Symptomdauer (max. 3 — 4 h) von einer sofortigen
Fibrinolyse profitieren, gewinnt die Tatsache eine besondere Bedeutung, dass
etwa zwei Drittel aller Infarktpatienten im Rettungsdienst bereits innerhalb der
ersten beiden Stunden behandelt werden kodnnen (7). Die initial dazu
durchgefiihrten Studien erbrachten aber nicht die erwarteten Ergebnisse. Die
diesbeziglich erste randomisierte, doppelblind durchgefuhrte Untersuchung mit
Urokinase (2 « 10° Einheiten) ergab trotz eines Zeitgewinns von 45 Minuten keine
bedeutsame Verkleinerung des Infarktausmasses, jedoch in Anbetracht der
geringen Patientenzahl (n = 78) sind die Ergebnisse kritisch zu bewerten (115).
Auch Roth et al. (143) (n = 118) konnten mit einer Zeitersparnis von 44 Minuten
keinen signifikanten Vorteil der Fruhlyse demonstrieren. Jedoch koénnte die
Ursache fur das schlechte Abschneiden der Frihlyse auch an dem ungtinstigen
Lyseregime in dieser Studie gelegen haben, da hier 120 mg rt — PA Uber sechs
Stunden gegeben wurde. Neuere Metaanalysen zeigen jedoch Ubereinstimmend,
dass die prahospitale Thrombolyse, sofern sie innerhalb von sechs Stunden nach
Symptombeginn durchgefihrt wird, einen eindeutigen Vorteil gegenuber der erst
intrahospital eingeleiteten Lyse besitzt (7). Dabei kam es im Vergleich zwischen
der pra — und der intrahospitalen Lyse zu einer signifikanten Senkung der
Sterblichkeit von 10,7 % auf 8,9 % (p = 0.01). Die Fibrinolytic Therapy Trialists’
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(FTT) Collaborative Group (43) zeigte in ihrer Ubersicht, dass die thrombolytische
Therapie die Mortalitat bei AMI noch um 14 % reduzierte, wenn die Patienten
zwischen sieben und zwo6lf Stunden nach Symptombeginn behandelt wurden. Der
Ruckgang der Mortalitat (5 %) war bei insgesamt 9000 Patienten, die erst nach
zwolf Stunden lysiert wurden, nicht signifikant. Die LATE — Studie (86) (n = 5711)
ergab eine signifikante Reduktion der Mortalitat, wenn Alteplase (100 mg tber 3 h)
spatestens zwolf Stunden nach Infarkteintritt verabreicht wurde mit einer Mortalitét
nach 35 Tagen von 8,90 % (Placebo: 11,97%, p = 0.0229), wohingegen die
Applikation in einem Zeitintervall von 12 und 24 h nach Symptombeginn mit einem
nicht mehr signifikanten Uberlebensvorteil zu Gunsten der fibrinolytischen
Therapie verbunden war (8,7 % vs. 9,2 %). Die im gleichen Jahr verotffentliche
EMERAS — Multicenterstudie (41) schloss insgesamt 4534 AMI — Patienten ein,
die 24 h (oder spater) nach Symptombeginn in der Klinik aufgenommen wurden.
Die Patienten wurden entweder in die Verumgruppe randomisiert, die intravends
1,5 MU Streptokinase bekam oder in die Placebogruppe. Es zeigte sich auch hier
ein positiver, jedoch nicht statistisch signifikanter Trend zugunsten der
fibrinolytischen Therapie (Mortalitat wahrend des Krankenhausaufenthalts 11,9 %
vs. 12,4 %). Als Ursachen fur die gunstigen Auswirkungen der Spatlyse werden
positive Effekte auf das ventrikulare Remodeling und die Reduktion des

linksventrikularen enddiastolischen Volumens diskutiert (15).

4.5.3. t— PA — Mutanten und andere Plasminogenaktivatoren

Reteplase stellt den ersten erfolgreichen Vertreter der so genannten
,orittgenerations — Thrombolytika“ dar. Es befinden sich aber auch zahlreiche
andere gentechnisch hergestellte Varianten des t — PA — Moleklls in der
klinischen Erprobung (s. auch Tabelle 4). Erfolgreich klinisch gepruft ist auch
Tenecteplase (TNK — t — PA; siehe oben!) mit verlangerter Halbwertszeit,
ausgepragter Fibrinselektivitdt und verminderter Inhibition durch PAI 1. Die TIMI
10A — Studie (n = 114) zeigte nach einem 30 (n = 41) bzw. 50 mg (n = 22) Einzel -
Bolus dieser Substanz eine 90min — Patency (TIMI 2/3) von 88 bzw. 86 % und
eine TIMI 3 — Patency von 59 bzw. 64 % (15). Die Nachfolgestudie TIMI 10B an
886 Patienten ergab nach 40 mg TNK —t - PA bzw. 100 mg frontloaded — rt — PA
eine identische 90 min (TIMI 3) - Patency von jeweils 63 % (18). Die Gabe der 50
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mg — Dosis Tenecteplase musste auf Grund von gesteigerten intracraniellen
Blutungen gestoppt und auf 40 mg reduziert werden (1,9 % fir 40 mg und 3,8 %
fur 50 mg). Nach 30 mg TNK —t — PA war im Vergleich zu rt - PA die Patency mit
54,3 % signifikant niedriger (p = 0.035). In den Phase Il — Studien ASSENT - 1
(183) und — 2 (7) erwies sich die Einzelbolusgabe von Tenecteplase genauso
effektiv wie die Applikation von ,frontloaded” t — PA (ASSENT — 2, n = 16949:
Primarer Endpunkt Gesamtmortalitdt nach 30 Tagen: 6,18 % fur TNK —t — PA und
6,15 % fur Alteplase). Die Rate der intracraniellen Blutungen waren in beiden
Gruppen fast identisch (0,93 % vs. 0,94 %).

Ahnliche klinische Ergebnisse erzielte auch Lanoteplase, auch n (novel) — PA
genannt (siehe ebenfalls oben!): Ein Einzelbolus von 120 IU/kg KG bewirkte in der
INTIME - | - Studie eine TIMI 3 — Patency von 57 % gegenuber 46 % flur rt — PA
(200).

In der grossen Nachfolgestudie InTime — Il (71) wurde an 15078 Patienten die
Gabe eines Einzelbolus Lanoteplase (120 KU/kg KG) mit einem akzelerierten (100
mg Uber 90 min.) Alteplase - Regime bei Patienten mit AMI verglichen. Primérer
Endpunkt war die Gesamtmortalitdt nach 30 Tagen. Der klinische Benefit
unterschied sich nicht zwischen den Thrombolytika (Gesamtmortalitat nach 30
Tagen: 6,61 % nach Alteplase und 6,75 % nach Lanoteplase), so dass n — PA
hinsichtlich effektiver Thrombolyse und Risikoprofil mit Alteplase vergleichbar ist.
Jedoch traten in der Lanoteplase — Gruppe gehéauft hamorrhagische Schlaganfalle
auf (1,12 % vs. 0,64 %, p = 0.004). Die Mortalitatsraten nach sechs Monaten
betrugen in der Alteplase — Gruppe 8,8 % und 8,7 % in der Lanoteplase — Gruppe.
Das Regime der Einzelbolusgabe kdnnte das Zeitintervall bis Lysebeginn
verkirzen und stellt insbesondere in der Notfallaufnahme oder ausserhalb des
Krankenhauses eine einfacher durchzufihrende Therapieform dar. Eine in Japan
entwickelte t — PA — Mutante (E6010) mit Austausch der AS 84 (Cystein) gegen
Serin und dadurch verlangerter Halbwertszeit von >23 min zeigte in einer
Einmalbolus — Dosierung von 0,16 bzw. 0,33 mg/kg KG an je 50 AMI — Patienten
eine 60 min — Reperfusionsrate (TIMI 2/3) von 73 bzw. 84 % (75).
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Tabelle 4: Vergleich der verschiedenen Plasminogenaktivatoren
Thrombolytika Reteplase (r— PA) Tenecteplase (TNK —t — Lanoteplase (n — PA)
PA)
MW (kD) 39 70 53.5
Fibrinspezifitat vorhanden stark ausgepragt vorhanden
HWZ (min.) Ca. 21 18- 24 30- 45
Dosierung 10 + 10 MU Einzelbolus 30 - 50 mg Einzelbolus (120 kU/kg)

(Zeitabstand zwischen
den Boli 30 min.)

Patency nach 90 min. 60— 63 63 57
(TIMI 3)
(%)

GUSTO 1l (60), n = TIMI 10 A — Phase | - InTIME - 1 -
15059: 10+ 10 MU r — Studie (17), n = 113: Dosisfindungsstudie
PA vs. frontloaded“ t— | Einzelboli Tenecteplase | (201), n=31: 15, 30, 60
PA (100 mg uber 90 (5, 7.5, 10, 15, 20, 30, 40, | oder 120 kU/kg
min.), Endpunkt: 50 mg) bei AMI, Lanoteplase vs.
Mortalitat nach 30 Endpunkt: TIMI 3 — Jrontloaded" Alteplase,
Tagen: ldentische Patencyrate nach 90 Endpunkt: Patency (TIMI 3)
Mortalitatsraten in min.: Verglichen mit nach 90 min.: 57,1 % vs.
beiden Gruppen niedrigeren Dosen 46,4 %.
RAPID I (157), n = 606: | signifikant (p = 0.032) INTIME - 2 — Studie (71), n
r —PA (15, 10 + 5 oder héhere Patencyraten fur =15078: 120 kU/kg
10 + 10 MU) vs. 100 mg | 30 —50 mg, fir 30 mg Lanoteplase vs.

Studien t— PA Uber 3 h, TNK —t— PA 59 % und Jfrontloaded" Alteplase (100

Endpunkt: Patency
(TIMI 2/3) nach 90 min.:
10 +10 MU: 85 %, t —
PA: 78 %, p = 0.084.
Niedrigere
Patencyraten fir 15 und
10 + 5 MU.

RAPID Il (13), n = 324:
10+ 10 MU r — PA vs.
Jrontloaded" t — PA (=
Neuhaus — Schema,
100 mg rt — PA tber 90
min.)

Endpunkt: Patency
(TIMI 2/3 u. TIMI 3)
nach 90 min.:

TIMI 2/3: 83,4 % vs.
73,3 %, p =0.03.

TIMI 3: 59,9 % vs. 45,2
%, p = 0.01.

50 mg 64%.

TIMI 10 B — Phase Il -
Studie (18), n = 886:
Einzelbolus (30, 50 mg)
Tenecteplase vs.
Jrontloaded" Alteplase
Endpunkt: Patency (TIMI
3) nach 90 min.: Wegen
vermehrten
intracraniellen Blutungen
Reduktion der 50 mg -
Dosis auf 40 mg, 62,8 %
fur 40 mg Tenecteplase
u. 62,7 % fur t — PA,
signifikant niedrigere
Patency fur 30 mg
Tenecteplase mit 54,3 %
(p = 0.035).

ASSENT Il (7),n =
16949: Einzelbolus
Tenecteplase (30 — 50
mg, gewichtsadaptiert)
vs. frontloaded” t — PA,
Endpunkt:
Gesamtmortalitat nach 30
Tagen: 6,18 % vs. 6,15 %

mg rt — PA Uber 90 min.)
Endpunkt: Gesamtmortalitat
nach 30 Tagen: 6,8 % vs.
6,6 %, unter Lanoteplase
signifikant vermehrt
hamorrhagische
Schlaganfalle (1,12 % vs.
0,64 %, p = 0.004).

In vivo - Studien (87, 198) konnten hinsichtlich einer effektiven Fibrinolyse viel -

versprechende Ergebnisse mit verkapselten Fibrinolytika zeigen, deren lytische

Komponenten in mehrere Mikrokapsel - Polymere eingebettet worden sind. Die

Verkapselung hat dabei

Schutzschild vor

Inaktivierung schitzt

den Vortelil,

dass sie das Medikament wie ein

und somit die Halbwertszeit des
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Fibrinolytikums zu verlangern vermag. Dies wirde auch bedeuten, dass eine
niedrigere Dosis des Thrombolytikums verwendet werden konnte, um
gleichwertige Effekte zu erzielen wie ohne die Verkapselungstechnik. Anfangliche
Versuche, die Verkapselung mit Liposomenfraktionen durchzufihren, schlugen
fehl, weil die Fettsaureanteile der Lipidmolekile nach mehreren Tagen oxidiert
wurden, was zur Folge hatte, dass die lytischen Komponenten durch die
Liposomen zerstort wurden. Bessere Erfolge erzielte man mit wasserloslichen
Polymeren, die eine kontrollierte Freisetzung des Thrombolytikums ermaéglichen.
Jedoch kann die Freisetzung des Fibrinolytikums Wochen bis Monaten dauern,
was fur die thrombolytische Therapie in der Akutsituation undenkbar ware. Im
Karotisarterien — Thrombosemodell am Kaninchen zeigte Streptokinase mit
Polyethylenglykol (PEG) gegenuber einer ublichen Streptokinase — Lyse
signifikant geringere Reperfusionszeiten (87, 198). Auch konnte lichtmikroskopisch
eine bessere Penetration des ,PEG-ylierten* Fibrinolytikums in den Thrombus
beobachtet werden. Um aber klinisch relevante Folgerungen ableiten zu kdnnen,
sind in der Zukunft weitere Studien notwendig, die die neue Therapiestrategie mit
den jetzt zur Verfigung stehenden Thrombolytika, zum Beispiel in einer Pilotstudie
mit angiographischen Endpunkten (TIMI — Flussrate), vergleichen.

4.6. Die perkutane koronare Angioplastie (PTCA) mit oder ohne

STENT — Implantation bzw. die additive Gabe von Glykoprotein —
lib/llla - Inhibitoren im Vergleich zur medikamentbésen

Thrombolyse bei AMI

Neben der einfach zu handhabenden und ebenso breit verfligbaren Thrombolyse
besteht als weitere effektive und sichere Therapiemdglichkeit die perkutane trans -
luminale koronare Angioplastie (PTCA). Seit den Untersuchungen von Hartzler et
al. (64) im Jahre 1983 an Patienten mit Myokardinfarkt ist bekannt, dass eine
thrombotisch verschlossene Koronararterie mit gutem Erfolg mechanisch
rekanalisiert und die zugrunde liegende arteriosklerotische Stenose dilatiert
werden kann. Im Jahre 1993 wurde uber die ersten 1000 konsekutiven Patienten
berichtet (130). Die Klinikletalitat war mit 8 % niedrig. Sie betrug bei Patienten
unter 70 Jahren nur 6 %, bei alteren Patienten 13%. Mehrere kleinere Studien
(54, 129, 156, 179, 180, 196, 206, 207) haben die Thrombolyse und PTCA bei der
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Therapie des AMI miteinander verglichen beziehungsweise die Kombination
beider Therapieformen Uberprift. Zusammenfassend zeichneten sich bessere
Kurzzeitergebnisse fur die PTCA ab, jedoch waren die untersuchten
Patientenpopulationen zu klein und es fehlen Langzeitergebnisse, um letztendlich
Schlussfolgerungen abzuleiten.

In der PAMI - Studie (Primary Angioplasty in Myocardial Infarction) (53) wurden
395 Patienten entweder in die PTCA (n = 195) — oder in die Lysegruppe (100 mg
rt — PA Uber drei Stunden, n = 200) randomisiert. Die Wiederer6ffnungsrate bei
den mittels PTCA behandelten Patienten betrug 97,1%. Die Klinikletalitat (2,6%
versus 6,5%) war in der PTCA - Gruppe deutlich niedriger als in der Lyse -
Gruppe. Der Vorteil war noch groéf3er bei der Behandlung von Risikopatienten
(2,0% versus 10,4%) mit einem Vorderwandinfarkt, einer Herzfrequenz >
100/Minute oder einem Lebensalter > 70 Jahren. Apoplexe traten in der PTCA -
Gruppe nicht auf, wohl aber in der Lyse -Gruppe mit 2%. Die klinischen Endpunkte
Reinfarkt und Tod waren in der PTCA - Gruppe signifikant seltener als in der
Lyse - Gruppe (5,1% versus 12,0%). Gleiches gilt fir die Ergebnisse nach sechs
Monaten (8,5% versus 16,8% fur Reinfarkt und Tod). Die linksventrikulare
Ejektionsfraktion sechs Wochen nach Infarkt war mit jeweils 53% nicht
unterschiedlich. Bei dieser Studie muss jedoch bertcksichtigt werden, dass die
PTCA - Technik mit einem Lyseschema verglichen wurde (100 mg rt - PA tber 3
h), welches nicht das optimale Lyseregime darstellt.

In der grosseren Studie von Every et al. (42) wurden Uber 3000 Patienten mit
gesichertem AMI entweder mit einer thrombolytischen Therapie (Alteplase,
Streptokinase oder Prourokinase) oder primar mit der PTCA behandelt. Das Er -
gebnis fiel fur die PTCA - Gruppe enttauschend aus, da wahrend des
Krankenhausaufenthaltes (5,6 % vs. 55 %, p = 0,93) und der
Langzeitbeobachtung kein signifikanter Rickgang in der Mortalitatsrate
verzeichnet werden konnte. Eine der Ursachen, warum die Thrombolyse in der
Studie von Every besser abschneiden konnte als zum Beispiel in der PAMI -
Studie (53) konnte die schnellere Applikation des Fibrinolytikums (Zeit bis zur
Applikation: 198 Minuten) gewesen sein (PAMI: 230 Minuten). Des Weiteren war
eine gegenuber der PAMI — Studie niedrigere PTCA — Erfolgsrate (98 % vs. 89 %)
auffallend (= geringere Erfahrung in der PTCA — Technik?).
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Schomig et al. (146) verglichen die koronare Stentimplantation und Abciximab mit
frontloaded t - PA an insgesamt 140 Patienten mit AMI (Stent + Abciximab: n =71,
Alteplase n = 69). Die Kombinationstherapie bestehend aus Stentbehandlung und
Abciximabgabe resultierte nach sechs Monaten in einer kleineren Infarktgrosse als
bei der Fibrinolyse mit Alteplase (14,3 % vs. 19,4 %, p = 0.002). Die kumulative
Inzidenz von Tod, Reinfarkt und Schlaganfall war in der Stent — Gruppe ebenso
signifikant niedriger als in der Alteplase — Gruppe (8,5 % vs. 23,2 %, p = 0.02). Die
Autoren kamen somit zu der Schlussfolgerung, dass eine koronare Stent —
Behandlung mit Abciximabgabe bei Patienten mit AMI zu einer geringeren
Infarktgrosse und Verringerung der kumulativen Inzidenzrate von Tod, Reinfarkt
und Schlaganfall fuhrt als die Fibrinolyse mit rt — PA. Weil Pilotstudien (71, 171)
gunstige Effekte einer Kombination aus niedrigdosiertem Plasminogenaktivator
und Glykoprotein - llb/llla - Antagonisten auf die myokardiale Reperfusion
aufgezeigt hatten, wurde die grosse GUSTO - 5 - Studie (61) initiiert, die diesen
Zusammenhang untersuchen sollte. Insgesamt wurden 16 588 Patienten in die
Standarddosis - Reteplase - Gruppe (10 + 10 MU, Zeitabstand zwischen den Boli
30 min.) oder in die Niedrigdosis — Gruppe Reteplase (5 + 5 MU, Zeitabstand
zwischen den Boli 30 Minuten) plus Abciximab (0.25mg/kg KG als Bolus und dann
0.125 pg/kg KG pro Minute fur 12 h)) randomisiert. Beziiglich der Mortalitat konnte
keine Uberlegenheit der Kombinationstherapie iber der alleinigen Lysetherapie
mit 10 + 10 MU Reteplase nach 30 Tagen nachgewiesen werden, jedoch traten
mehr nicht - intracranielle Blutungen in der Kombinationsgruppe auf, so dass
weitere Analysen inklusive eines Follow - ups Uber mindestens ein Jahr notwendig
sind, um diejenige Patienten ausfindig zu machen, die von der
Kombinationsbehandlung profitieren. Im Jahr 2004 erschien die GRACIA — 1 —
Studie (50), in der an 500 Patienten mit AMI die alleinige t — PA — Lyse mit der
Kombinationsbehandlung bestehend aus initialer Lyse mit ,frontloaded” t — PA und
nachfolgender invasiver Diagnostik (ggf. mit PTCA und Stent) innerhalb von 24 h
verglichen wurde. In der konservativen Gruppe wurde erst nach einem
Ischamienachweis katheterisiert. Primarer Endpunkt der Studie war die
Kombination aus Tod, Reinfarkt oder Revaskularisierung innerhalb der folgenden
zwolf Monate. 80 % der Patienten in der frih — invasiven Gruppe wurden mit
einem Stent versorgt, 6 % operativ revaskularisiert. In der konservativen Gruppe

wurden vor Entlassung 20 % der Patienten interventionell behandelt. Nach einem
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Jahr kam es bei den Patienten, die die Kombinationsbehandlung aus Fibrinolyse
und PCI (= ,percutaneous coronary intervention) bekommen hatten, in 9 % zum
primaren Endpunkt, in der konservativen Gruppe in 21 % (p = 0.0008). Dieser
positive Effekt war in der frih — invasiven Gruppe umso grosser, je spater die PCI
durchgefuhrt wurde (mdgliche Grinde: weniger katheterinduzierte Blutungen,
bessere logistische Voraussetzungen z. Bsp. PTCA zur Tageszeit) (190). Die
Hospitalisierungsdauer war in der frih — invasiven Gruppe kurzer. Die Rate
schwerer Blutungen oder Gefasskomplikationen war nicht erhoht. Patienten der
konservativen Gruppe mussten wegen Ischamien haufiger rehospitalisiert werden.
Die Ergebnisse der GRACIA — 1 - Studie stehen in Kontrast zu denjenigen
friherer randomisierter  Studien (167, 178), in denen unter der
Kombinationsbehandlung aus Thrombolyse und PCI kein Benefit fir die Patienten
erhoben wurde. Diese Resultate missen aber insofern relativiert werden, als
dass damals die Stent - Anwendung und die neueren
Thrombozytenaggregationshemmer, wie zum Bsp. die Glykoprotein - lib/llla —
Rezeptorenblocker, noch nicht zur Verfigung standen. Die Studienleiter von
GRACIA zogen somit die Schlussfolgerung, dass die koronare Angioplastie in
den ersten 24 h nach der Fibrinolyse mit t— PA im Vergleich zur alleinigen t —
PA — Lyse bei Patienten mit akuten Koronarsyndromen in der Ara moderner
Antikoagulantien und Materialien fur Stents Vorteile bringen kann. Um Aussagen
uber die Langzeitsterblichkeit zu machen, sind aber Studien mit hdheren
Fallzahlen notwendig.

Unter Berlcksichtigung der Studienlage scheint die Angioplastie mit der
Stentimplantation die erfolgreichste Reperfusionsmethode zu sein. Der Vorteil der
PCI ist im Vergleich zur Fibrinolyse umso grosser, je erfahrener die
Katheterzentren sind (184). Die Erfolgsrate der primaren PCl durch den
routinemassigen Gebrauch von Stents und Glykoprotein — lIb/llla — Antagonisten
ist in den letzten Jahren auf mehr als 90 % gestiegen, ohne dass dadurch
vermehrt zerebrale Blutungen in Kauf zu nehmen sind, wohingegen bei der
Fibrinolyse mit intrazerebralen Blutungen von ca. 1 % Haufigkeit zu rechnen ist
und trotz aller Verbesserungen der Fibrinolytika und der Begleittherapie die
Reperfusionsrate bei etwa 70 % eine nicht Uberwindbare Schwelle zu erreichen
scheint (64). Prinzipiell ermutigende Hinweise fur das Grundkonzept der

Jfacilitated PCI“, d. h. einer der Intervention vorausgehenden Lyse, ergaben sich in
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einigen Studien (5, 50). Die Studien zeigten Uberraschend hohe frihe
Offenheitsraten und auch sehr gute Langzeitergebnisse. Mehrere randomisierte
Studien haben aber auch ergeben, dass die Fibrinolyse bei Patienten mit AMI mit
kurzer Symptomdauer (< 3h) der PTCA ebenbirtig zu sein scheint, bei einer
Symptomdauer unter 2 h scheint die Thrombolyse sogar geringgradig effektiver zu
sein, so dass AMI — Patienten mit kurzer Symptomdauer in Krankenh&usern, die
kein Katheterlabor besitzen, einer Fibrinolyse zugefuhrt werden sollten. Eine
Indikation fur die PTCA ergabe sich erst dann, wenn die Fibrinolyse kontraindiziert
oder nicht erfolgreich ist, sich ein kardiogener Schock entwickelt, die
Symptomdauer des AMI langer als drei Stunden betragt oder wenn die
Transportzeit bis zur nachst geeigneten Klinik mit einer Kathetereinrichtung nicht
langer als 60 Minuten dauern wirde (75). Zur Akut — PTCA ist kritisch
anzumerken, dass die logistischen Probleme gross sind. Ein erfahrenes
Katheterteam muss Uber 24 h an sieben Tagen in der Woche verfigbar und
innerhalb von 30 bis 60 Minuten einsatzbereit sein. Weiterhin muss die
Intensivstation aufnahmebereit sein. Es ist bekannt, dass sich die Situation fir den
Patienten weiter verschlechtern kann, wenn die Rekanalisation nicht gelingt. Eine
unmittelbare Operationsbereitschaft auch nachts ist zwingend erforderlich, um
symptomatische Patienten mit zum Beispiel katheterinduzierter, nicht angehbarer
intrakoronarer  Dissektion, schwerer koronarer Zwei - oder Drei -

Gefasserkrankung oder Hauptstammstenose zu versorgen.

4.7. Schlussfolgerung

Gegenuber rt — PA zeigt die untersuchte neue t — PA - Mutante Reteplase (r-PA)
eine auf das knapp Vierfache verlangerte HWZ durch eine entsprechende
Clearancereduktion. Damit wird die Bolusapplikation beim akuten Myokardinfarkt
maoglich. Durch die 10 + 5 MU — bzw. 10 + 10 MU - Doppelbolusstrategie wurde im
Vergleich zum 15 MU - Schema die Antigenkonzentration 15 min. bzw. 45 min.
signifikant langer tber der kritischen* Grenze von 1000 ng/ml, welche fir einen
klinischen Lyseerfolg als bedeutsam erachtet wird, aufrechterhalten, so dass unter
dem 10 + 10 MU — Regime die langste Zeitspanne an thrombolytisch wirksamer
Antigenkonzentration beobachtet werden konnte. Dass Reteplase auf Grund der

deutlich verlangerten Plasmahalbwertszeit in einer Bolusform klinisch effektiv
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appliziert werden kann, konnte mittels GRECO | — Il auch im Einklang mit
grosseren klinischen Studien gezeigt werden. Nachfolgende grossere Studien
haben gezeigt, dass das Doppelbolusregime mit 10 + 10 MU Reteplase klinisch
die effektivste Applikationsform darstellt und in Bezug auf Patency und
Mortalitatssenkung eine vergleichbare thrombolytische Potenz besitzt wie
Alteplase nach dem ,frontloaded” — Schema (100 mg Alteplase Giber 90 min).

Letztlich wird die Zukunft zeigen, wo die medikamentése Thrombolyse mit den
modernen Drittgenerations - Fibrinolytika neben der perkutanen koronaren
Intervention wie PTCA mit oder ohne Stent - Implantation ihren Platz in der

Therapie des akuten Myokardinfarktes findet.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

I. Vorbemerkung

Das neue Thrombolytikum Reteplase (r — PA), eine unglycosylierte, in
Escherichia coli exprimierte, rekombinante Deletionsmutante des

Gewebeplasminogenaktivators (t — PA) besitzt nur die fur Fibrinspezifitat bzw.
Plasminogenaktivierung notwendigen Kringel 2 (K,) - bzw. Protease (P) —

Domaénen von t— PA (K,P — Deletionsmutante).

Il. UImer Monocenterstudie MF 4292

Die Zielsetzung dieser Dissertationsarbeit war die Ermittlung der Pharmakokinetik

und die Bestimmung der Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI 1) — Werte
unter den verschiedenen r — PA — Bolus - Dosisregimes 10 + 5 MU (Gruppe A), 15
MU (Gruppe C) sowie unter dem neuen Regime 10 + 10 MU (Gruppe B).
Anschliessend erfolgte der Vergleich dieser Daten mit unseren Pilotstudien
GRECO 1 + 2 und der internationalen Literatur.

Klinische Ergebnisse: Von den 24 eingeschlossenen Patienten mit einem akuten
Myokardinfarkt wurden sieben mit einem 10 + 5 MU (Mega - Units) — Doppelbolus,
acht mit einem Doppelbolus 10 + 10 MU und neun mit einem 15 MU - Einzelbolus
r — PA behandelt. Eine 90 min. — Patency (TIMI 2, 3) wurde in der 10 + 5 MU —
Gruppe bei fiinf Patienten von sieben (71%), in der 10 + 10 MU — Gruppe bei vier
von acht (50%) und in der 15 MU — Gruppe bei acht von neun (89%) Patienten
angiographisch nachgewiesen. Todesfélle, intracranielle Blutungen, allergische
Reaktionen nach Reteplase — Gabe oder transfusionspflichtige Blutungen wurden
nicht beobachtet. Unsere Studie war zu klein, um verlassliche Angaben Uber
klinische Endpunkte zu erlauben. Trotzdem fielen die niedrigen Patencyraten in
den Doppelbolusgruppen auf. Auf Grund der geringen Fallzahl der Studie kénnte
dieser Unterschied rein zufallig sein. Andere Faktoren wie das langere Zeitintervall
bis zum Therapiebeginn in der 10 + 10 MU — Gruppe konnten eine zusétzliche
oder kausale Rolle gespielt haben.

Pharmakokinetische Ergebnisse: Serielle Blutabnahmen erfolgten vor der
ersten Bolusgabe und in regelmassigen Abstanden danach. Bei den r — PA —
ELISA — Messungen (r — PA — Antigen (Ag), Medianwerte) ergaben sich in den
Gruppen A, B und C eine initiale Halbwertszeit (HWZ) von 16,2, 16,8 und 21,2

min. und eine terminale HWZ von 5,4, 5,5 und 5 h, sowie eine Clearancerate (Cl)
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von 151,5, 114,6 und 145,3 ml/min. Bei der medianen Aktivitdtsbestimmung wurde
die initiale HWZ mit 13,2, 12,6 und 15 min. und die terminale HWZ mit 1,65, 1,38
und 3,5 h berechnet. Die CI betrug 354, 275 und 415 ml/min. Dartber hinaus
wurde PAI 1 in seiner Aktivitat Gber den zeitlichen Verlauf gemessen: 30 min nach
dem initialen Bolus fielen in allen Gruppen die PAI — Aktivitatswerte auf O ab, um
dann nach vier Stunden auf normale oder leicht erhdohte Werte anzusteigen. In der
Gruppe B (10 + 10 MU) wurde zum Zeitpunkt 2 h nach Gabe des ersten Bolus
eine niedrigere mediane Aktivitdt gemessen als in den Gruppen A (10 + 5 MU) und
C (15 MU), was dafur sprechen wirde, dass durch den zweiten Bolus 10 MU mehr
PAI - 1 verbraucht wurde als in den anderen Gruppen. Jedoch war dieser
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen wie zu den Ubrigen Zeitpunkten
auf Grund der grossen Streubreite der Daten statistisch nicht signifikant. Eine
klinische Bedeutung, z. B. in Hinblick auf ein Reokklusionsrisiko, kann hieraus

nicht abgeleitet werden.

lll. Gesamtbeurteilung

r — PA zeigt eine gegenuber rt — PA auf das knapp Vierfache verlangerte HWZ
durch eine entsprechende Clearancereduktion. Damit wird die Bolusapplikation
moglich. Durch die 10 + 5 MU — bzw. 10 + 10 MU - Doppelbolusstrategie wurde im
Vergleich zum 15 MU - Schema die Antigenkonzentration 15 min. bzw. 45 min.
signifikant langer Uber der ,kritischen* Grenze von 1000 ng/ml, welche flr einen
klinischen Lyseerfolg als bedeutsam erachtet wird, aufrechterhalten, so dass unter
dem 10 + 10 MU — Regime die langste Zeitspanne an thrombolytisch wirksamer
Antigenkonzentration beobachtet werden konnte. Dass Reteplase auf Grund der
deutlich verlangerten Plasmahalbwertszeit in einer Bolusform klinisch effektiv
appliziert werden kann, konnte mittels GRECO | — Il auch im Einklang mit
grosseren klinischen Studien gezeigt werden. Nachfolgende grossere Studien
haben gezeigt, dass das Doppelbolusregime mit 10 + 10 MU Reteplase klinisch
die effektivste Applikationsform darstellt und in Bezug auf Patency und
Mortalitdtssenkung eine vergleichbare thrombolytische Potenz besitzt wie
Alteplase nach dem ,frontloaded” — Schema (100 mg Alteplase tiber 90 min).
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7. Tabellarischer Anhang

7.TABELLARISCHER ANHANG

Tabelle 1: r - PA — Antigen - und — Aktivitatsverlauf unter Thrombolyse mit 10 + 5 MU r - PA bei
sieben Patienten (alle Werte: Median (1. Quartil — 3.Quartil); Wahrscheinlichkeit (probability (p))
eines statistisch signifikanten Unterschieds zwischen r - PA - Antigen (ng/ml) und — Aktivitat
(ng/ml) zu jedem Abnahmezeitpunkt in Klammern in der jeweils untersten Reihe (WILCOXON -
Test fiir Paardifferenzen); Angaben nur bei p < 0.05; Probengewinnung zu den o. a.
Zeitpunkten).

Parameter | 5 Minuten 10 15 20 25 30 35 40
Minuten Minuten Minuten Minuten Minuten Minuten Minuten

r-PA-Ag 3607 2450 1761 1262 941 704 2564 1851
(3265- (2077- (1647- (1154- (791- (657-809) (2138- (1542-
3932) 2845) 1901) 1380) 1088) 2922) 2073)

r-PA-Ak 2127 1606 1151 842 551 466 1558 1101
(1940- (1428- (1059- (666-997) | (452-650) | (359-546) (1380- (971-
2243) 1780) 1292) 1831) 1244)

r-PA-Ag/r- (p =0.02) | (p=0.02) | (p=0.02) | (p=0.02) | (p=0.03) | (p=0.03) | (p=0.02) | (p=0.03)
PA-Akt. stat.

sign. Diff.?
Parameter 45 Minuten 50 Minuten 60 Minuten 75 Minuten 90 Minuten 2h
r-PA-Ag 1432 1118 685 398 275 163
(1271-1521) (1030-1306) (614-823) (351-466) (224-342) (158-165)
r-PA-Ak 856 651 417 206 117 31
(711-973) (578-706) (304-531) (147-239) (82-150) (19-38)
r-PA-Ag/r-PA- (p =0.018) (p=0.02) (p=0.02) (p=0.02) (p=0.02) (p =0.02)
Akt. stat. sign.
Diff.?
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Tabelle 2: r - PA - Antigen — und - Aktivitatsverlauf unter Thrombolyse mit einem 10 + 10 MU r-
PA - Bolus bei acht Patienten (alle Werte: Median (1. Quartil - 3. Quartil); Wahrscheinlichkeit
(probability (p)) eines statistisch signifikanten Unterschieds zwischen r — PA - Antigen (ng/ml)
und — Aktivitat (ng/ml) zu jedem Abnahmezeitpunkt in Klammern in der jeweils untersten Reihe
(WILCOXON - Test fiir Paardifferenzen); Angaben nur bei p < 0.05; Probengewinnung zu den o.
a. Zeitpunkten).

Parameter 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten
r-PA-Ag 3370 2621 2113 1619 1261 938 4255 3792 3101
(ng/ml) (2780- (2316- (2031- (1592- (1158- (918- (3736- (3111- (2623-
3871) 2924) 2322) 1717) 1347) 1039) 4662) 4710) 3820)
r-PA-Ak 2257 1766 1260 969 754 604 3343 2941 2451
(ng/ml) (1842- (1420- (1091- (859- (561- (466- (2670- (2385- (1718-
2565) 2074) 1542) 1047) 955) 672) 3917) 3637) 3085)
r-PA-Agir- (p= (p= (p= (p= (p= (p= (p= (p=
PA- 0.01) 0.01) 0.01 0.01 0.01) 0.02) 0.04 0.03)
Akt. stat.
sign.
Diff.?
Parameter 50 Minuten 60 Minuten 75 Minuten 90 Minuten 2h
r-PA-Antigen 2493 1792 1039 665 333
(ng/ml) (1986-3223) (1370-2079) (772-1144) (511-733) (278-334)
r-PA-Aktivitat 2112 1260 716 399 127
(ng/ml) (1625-2548) (911-1317) (326-767) (229-298) (53-91)
r-PA-Ag/r-PA- (p = 0.03) (p = 0.02)
Akt. stat. sign.
Diff.?
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Tabelle 3: r — PA - Antigen- und — Aktivitatsverlauf unter Thrombolyse mit einem intravenés
applizierten 15 MU r - PA — Bolus bei neun Patienten (alle Werte: Median (1. Quartil - 3. Quartil);
Wahrscheinlichkeit (probability (p)) eines statistisch signifikanten Unterschieds zwischen r -
PA - Antigen (ng/ml) und — Aktivitdt (ng/ml) zu jedem Abnahmezeitpunkt in Klammern in der
jeweils untersten Reihe (WILCOXON - Test fiir Paardifferenzen); Angaben nur bei p < 0.05;
Probengewinnung zu den o. a. Zeitpunkten).

Parameter 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten | Minuten
r-PA-Ag 5176 3772 2862 2507 1804 1469 1216 1026 816
(ng/ml) (4776- (3168- (2258- (1819- (1362- (1047- (834- (688- (597-
5541) 4019) 3459) 2913) 2067) 1901) 1474) 1337) 941)
r-PA-Akt. 2601 2023 1596 1399 1039 832 643 582 461
(ng/ml) (1978- (1606- (1147- (942- (648- (473- (373- (380- (236-
3127) 2444) 2201) 1625) 1233) 907) 689) 660) 436)
r-PA-Ag/r-
PA- (p= (p= (p= (p= (p= (p= (p= (p= (p=
Akt. stat. 0.008) 0.008) 0.008) 0.01) 0.008) 0.008) 0.008) 0.01) 0.008)
sign. Diff.?
Parameter 50 Minuten 60 Minuten 75 Minuten 90 Minuten 2h
r-PA-Ag 712 560 422 303 205
(ng/ml) (508-812) (374-756) (262-620) (195-430) (141-233)
r-PA-Akt. 375 260 205 97 41
(ng/ml) (207-367) (131-256) (66-367) (32-126) (5-54)
r-PA-Ag/r-
PA-AKkt. stat. (p = 0.008) (p = 0.008) (p=0.01) (p =0.008) (p = 0.008)
sign. Diff.?
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Tabelle 4: PAI 1 - Aktivitatsverlaufe unter Thrombolyse mit 10 + 5 MU r — PA (n

7 AMI-

Patienten) (alle Werte: Median (1. Quartil - 3. Quartil); Wahrscheinlichkeit (probability (p)) eines
statistisch signifikanten Unterschieds zwischen Vorwert und dem entsprechenden Wert zum
Zeitpunkt x fiir jeden Parameter (in der jeweils untersten Reihe) in Klammern (WILCOXON -
Test fiir Paardifferenzen); Angaben nur bei p < 0.5).

Parameter | Vorwerte 30 60 2h 4h 8h 24h 48h 72h
Minuten | Minuten
PAI1 -
Aktivitat 9.6 0 0 55 17.4 11 17.2 16.6 15.1
(aU/ml) (6.5-11.6) (0-0) (0-0) (0-6.8) | (5.6- (o- (6.9- (11.12- | (11.3-
in10+5 (p<0.02) | (p<0.02) 29) 22.6) 28.2) 17.5) 15.7)
Gruppe
Vorwerte vs. 60 Minuten - Werte: p =0.018
60 Minuten - Werte vs. 8h - Werte: p=0.11
60 Minuten - Werte vs. 24h - Werte: p = 0.03
60 Minuten - Werte vs. 48h - Werte: p = 0.018
Parameter 6d ad 12d 15d 18d
PAI 1 — Aktivi-
tat (au/ml) 9.2 111 14.5 15 8.2
in10+5 (3.6-12.6) (8-11.1) (10.5-20.5) (10-18) (4.9-11.8)
Gruppe

Tabelle 5: PAI 1 - Aktivitatsverlaufe unter Thrombolyse mit intravenos applizierten 10 + 10 MU
r - PA bei acht Patienten (alle Werte: Median (1. Quartil - 3. Quartil); Wahrscheinlichkeit
(probability (p)) eines statistisch signifikanten Unterschieds zwischen Vorwert und dem
entsprechenden Wert zum Zeitpunkt x fiir jeden Parameter (in der jeweils untersten Reihe) in
Klammern (WILCOXON - Test fiir Paardifferenzen); Angaben nur bei p < 0.05).

Parameter | Vorwerte 30 60 2h 4h 8h 24h 48h 72h
Minuten Minuten
PAI 1 - 12.1 0 0 1 18.3 19.6 216 9 14.7
Aktivitat (6.1-16.7) (0-0) (0-0) (0-0) (11.9- (6.6- (18.4- (7.8- (11-
(@u/ml) in (p<0.02) | (p<0.02) (p< 26.1) 33.1) 27.2) 12.6) 16.1)
10 + 10 - 0.02)
Gruppe
Vorwerte vs. 60 Minuten - Werte: p = 0.018
Vorwerte vs. 2h - Werte: p = 0.018
60 Minutenwerte vs. 8 Stundenwerte: p = 0.018
60 Minutenwerte vs. 24 Stundenwerte: p = 0.018
Parameter 6d 9d 12d 15d 18d
PAI 1 -
Aktivitat 13.9 14.5 9.7 15.5 12.9
(@U/ml)in 10 (8-16.7) (10.2-19.3) (7.1-10.3) (13.2-16) (11.6-14.1)
+ 10 -Gruppe
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Tabelle 6: Zeitlicher Verlauf der PAI 1 - Aktivitaten unter Thrombolyse mit 15 MU r-PA bei neun
Patienten (alle Werte: Median (1. Quartil - 3. Quartil); Wahrscheinlichkeit (probability (p)) eines
statistisch signifikanten Unterschieds zwischen Vorwert und dem entsprechenden Wert zum
Zeitpunkt x fiir jeden Parameter (in der jeweils untersten Reihe) in Klammern (WILCOXON -Test
fiir Paardifferenzen); Angaben nur bei p < 0.05).

Parameter | Vorwerte 30 60 2h 4h 8h 24h 48h 72h
Minuten Minuten
PAI1 -
Aktivitat 18.3 0 0 4 15.4 18.3 20 13.1 16.4
(au/ml) in (11-26) (0-0) (0-0) (0-0) (5.2- (10-29) | (13.2-26) | (9.7-14) (12-
der 15 MU - (p=0.01) | (p=0.01) (p< 29.9) 22.8)
Gruppe 0.02)
Vorwerte vs. 60 - Minutenwerte: p = 0.012

60 - Minutenwerte vs. 4 - Stundenwerte: p = 0.018

60 - Minutenwerte vs. 8 - Stundenwerte: p = 0.012

60 - Minutenwerte vs. 24 - Stundenwerte: p = 0.008

Parameter 6d 9d 12d 15d 18d

PAI1 -
Aktivitat 11.6 11.6 10.6 9.2 9.8
(@u/ml) in der (7.7-14) (9-12.7) (7-13.1) (5.8-13) (7.5-13.2)
15MU -
Gruppe
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