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Zusammenfassung/ Abstract

Die plasmatische Gerinnungshemmung ist entscheidend bei akutem Nierenversagen mit
Notwendigkeit zur kontinuierlicher Nierenersatztherapie. Die Antikoagulation mit Heparin
stellt eine Alternative zur Citrat- Antikoagulation dar. Bei der Unvertraglichkeit beider Sub-
stanzen ist die Kenntnis Uber eine dritte Alternativsubstanz essentiell. In der vorliegenden
Studie wurde kontinuierlich verabreichtes Heparin (UFH) mit diskontinuierlich verabreich-
tem Hirudin im Vergleich bei CVVH hinsichtlich der plasmatischen Gerinnungsaktivierung
untersucht. Die intermittierende Hirudin Gabe kann zur Antikoagulation bei kontinuierli-
cher extrakorporaler Nierenersatztherapie sicher eingesetzt werden. Die diskontinuierli-
che Hirudin Anwendung war gegenuber der kontinuierlichen Heparin Applikation in Bezug
auf Blutungskomplikationen nicht unterlegen. Die vorliegende Studie zeigte, dass unfrak-
tioniertes Heparin bei der Hemmung der Gerinnungsaktivierung Vorteile besitzt. Unter
kontinuierlicher Heparin Applikation ist eine engmaschige Anpassung der Heparin Dosis
maoglich. Dies ermdglicht im Vergleich der hier dargelegten Applikationsform des Hirudin
weniger Gerinnungsaktivierung und damit langere Filterlaufzeiten. Die vorgelegte Studie
wies nach, dass Hirudin hinsichtlich der dargelegten Applikationsform zu mehr plasmati-

scher Gerinnungsaktivitdt bezogen auf den Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT) fuhrt.

The plasmatic anticoagulation is crucial for the efficacy of renal replacement therapy due
to acute renal failure. Heparin- Anticoagulation is an alternative to Citrate- Anticoagula-
tion. An intolerance of both substances results in an important need to know a third alter-
native substance. The present study is a comparison between continuous application of
unfractionated heparin versus discontinuous application of recombinant Hirudin due to
continuous renal replacement therapy and the activation of plasmatic coagulation. The
study showed Benefits in using continuous application of Heparin due to the adjustment.
Results were a lower activation of plasmatic coagulation and therefore a longer filter
runtime. Discontinuous applicated Hirudin is a safe treatment and noninferior to Heparin
treatment related to bleeding complications. Hirudin showed a significant activation of

plasmatic coagulation referred to Thrombin-Antithrombin-Complex (TAT).



1 Einleitung

Die Ausscheidungen von Stoffwechselendprodukten, die Steuerung der Osmose und des
intra-, extrazellularen Wasser- und Elektrolythaushaltes sowie die Aufrechterhaltung
einer optimierten Saure-Basen-Konstellation bedarf einer suffizienten Nierenfunktion
(Morgera, 2005). Nach der KDIGO Richtlinie (clinical practice guideline for acute kidney
injury) ist eine haufige Komplikation intensivpflichtiger Patienten ein akutes
Nierenversagen (ANV) (Kaufmann & Voit, 2019; Khwaja, 2012; Lopes et al., 2008;
Morgera, 2005; Samimagham et al., 2011; Vanmassenhove et al., 2017; Weinreich,
2020). Der Anstieg des Kreatinins i.S. (Leitsymptom) von mehr als 0,3 mg/dl (SI-Einheit
> 26,5 ymol/l) innerhalb von 2 Tagen (48h) oder sowie mehr als das 1.5fache des
Ausgangswertes (= 50 %) im Verlauf einer Woche (7 Tage (168 h)) charakterisieren des
ANV (Bienholz & Kribben, 2013; Herold, 2012). Eine progrediente Abnahme der Urin-
Ausscheidung, welche mindestens weniger als 0,5 ml/kg/h in mehr als 6 Stunden
betragen muss ist ebenfalls charakteristisch (Bienholz & Kribben, 2013; Herold, 2012;
Kaufmann & Voit, 2019; Lopes et al., 2008; Moore et al., 2018).

Die KDIGO Kriterien (Bienholz & Kribben, 2013) erlauben eine Aussage beziiglich einer
Remission des Nierenversagens sowie der Erfordernis einer extrakorporalen
Nierenersatztherapie. Das ANV als alleinige Organdysfunktion gilt als unabhéngiger
Risikofaktor fur Morbiditat und Mortalitdt der Patienten auf Intensivstation (Bienholz &
Kribben, 2013; Kaufmann & Voit, 2019; Lo et al., 2009; Samimagham et al., 2011). Ein
im Rahmen eines Multiorgan-Dysfunktionssyndrom (MODS) (Baue, 2006) aufgetretenes
ANV hat eine Mortalitat bis zu 90 % (Guérin et al., 2002; Samimagham et al., 2011).
Frihe Studien von Mangano (Mangano et al., 1998) und Guerin (Guérin et al., 2002)
konnten zeigen, dass das Mortalitatsrisiko von 63% und 66% signifikant gesteigert ist
gegenuber Patienten ohne Nierenversagen (0,9 % und 15 %). Wird das ANV Uberlebt,
so ist die Prognose der vollstandigen Wiederherstellung der Nierenfunktion mit ca. 90 %
sehr gut (Kaufmann & Voit, 2019).

Der Grund fir ein akutes Nierenversagen ist héufig ein Volumenmangel (ca. 60%),
welches zu einer renalen Minderperfusion fuhrt (Herold, 2012; Moore et al., 2018). Am
zweithaufigsten kommt es durch direkte Nierenschadigungen zu einem intrarenal

bedingtem Nierenversagen (ca. 35%). Ca. 85% dieser renalen Form des ANV ist durch
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Tubulusnekrosen bedingt (Herold, 2012; Moore et al., 2018). Auch eine lange Periode
préarenalen Volumenmangels fuhrt zu Tubulusnekrosen. Postrenale
Abflussbehinderungen haben ca. 5% Anteil am ANV (Herold, 2012; Kaufmann & Voit,
2019; Moore et al., 2018). Tubulusnekrosen begriinden sich vielfach in einer durch
Mikroembolien ausgelosten  zirkulatorischen Inkompetenz, und damit einer
unzureichenden Sauerstoffversorgung des Nierengewebes (Guérin et al., 2002; Herold,
2012; Moore et al., 2018). Diese Hyperkoagulopathie wird primar durch eine erhdhte
Thrombinaktivierung, welche eine irreversible Plasminaktivator-Inhibitor Hemmung
verursacht (Himmelreich & Riess, 1999). Ein Thrombinanstieg, welcher durch erhohte
Ausschittung von Gewebsthromboplastin und dessen Komplexierung mit aktiviertem
FVII entsteht, konnte bei Trauma, Sepsis und Myokardinfarkt beobachtet werden (Gulba
et al., 1991; Himmelreich & Riess, 1999). Die primaren therapeutischen Optionen des
ANV  nach KDIGO Dbeinhalten allgemein gehaltene, Stadien basierte
Handlungsempfehlungen nach drei Stadien, welche im Acute Kidney Injury Network

zusammengefasst wurden (Bienholz & Kribben, 2013; Khwaja, 2012).

Schweregrad des ANV

HOHES RISIKO 1 2 3

Nephrotoxische Substanzen soweit es geht absetzen
Ausreichenden Volumenstatus und Perfusionsdruck sicherstellen
Funktionelles Hamodynamisches Monitoring in Betracht ziehen
Serumkreatinin und Urinausscheidung Uberwachen
Hyperglykdmien maoglichst vermeiden
Alternativen zur Kontrastmittelgabe in Betracht ziehen
Nichtinvasive Diagnostik anstreben
Invasive Diagnostik in.“B_;tracht ziehen

Medikamentendosierung uberpriifen
Nierenersatz_\Lerfahren in Betracht ziehen

Verlegung auf Intensivstation in Betracht ziehen
S;chlaviakatheter vermeiden

Abbildung 1: Schweregrad des ANV nach KDIGO-Leitlinien zum akuten Nierenversagen:
Bienholz, A. & Kribben, A. Nephrologe (2013) 8: 247. https://doi.org/10.1007/s11560-013-0752-1 (Bienholz

& Kribben, 2013).

Ziel ist es eine suffiziente Sauerstoffversorgung der Nieren durch eine optimierte
Perfusion des Nierengewebes zu etablieren. Volumensubstitution und die Sicherung
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eines stabilen Herzzeitvolumens sind hierbei primar (Bellomo et al., 2004; Bienholz &
Kribben, 2013; Khwaja, 2012; Vanmassenhove et al.,, 2017). Auch missen bei
weitgehendem oder vollstdndigem Nierenversagen die ausfallenden Funktionen der
Nieren tbernommen werden (Bienholz & Kribben, 2013; Herold, 2012; Lo et al., 2009;
Wald et al., 2009). Neben nicht-extrakorporalen Methoden (Peritonealdialyse) kommen
sogenannte extrakorporale Verfahren (Hamodialyse, Hamofiltration sowie die
Hamodiafiltration) zur Anwendung (Bienholz & Kribben, 2013; Macedo & Mehta, 2016;
Weinreich, 2020). Bei der Hamodialyse kommt es durch Osmose zwischen zweier
Flissigkeiten, die durch eine semipermeable Membran getrennt sind, zu einer
Angleichung der Konzentration kleinmolekularer Substanzen (Barenbrock & Schaefer,
2004; Palmer et al., 2012). Dies kann kontinuierlich und diskontinuierlich angewendet
werden (Weinreich, 2020). Die semipermeable, pordse Filtermembran (Morgera, 2005),
ermoglicht eine Filtrierung kleinmolekularer Teile, wie Harnstoff, Harnsaure, Wasser und
Elektrolyte. Korpuskulare Elemente, wie Blutzellen und Eiweil3e werden hingegen
zurickgehalten (Barenbrock & Schaefer, 2004; Palmer et al., 2012). Bei den
Filtermembranen handelt es sich um Materialien aus Cellulose oder aus synthetischen
Stoffen,  wie  Polysulfon,  Polyamid, Polyacrylnitrit, ~ Polykarbonat  oder
Polymethylmethacrylat (Jorres et al., 1999; Palmer et al.,, 2012). Die synthetischen
Hamofilter haben sich bereits frih zur Behandlung des akuten Nierenversagens etabliert
(Morgera, 2005; Schiffl et al., 2002; Weinreich, 2020). Die vend-vendse Hamofiltration ist
physiologisch, als auch hamodynamisch besser vertraglich (Bellomo et al., 1999; J6rres
et al., 1999; Wendon et al., 1989), daher ist sie die intensivmedizinische Therapie der
Wahl bei ANV (Bienholz & Kribben, 2013; Kaufmann & Voit, 2019; Kretschmer, 2006;
Lopes et al., 2008; Schiffl et al., 2002; Weinreich, 2020). Aufgrund einer hydrostatischen
Druckdifferenz (Barenbrock & Schaefer, 2004) an der semipermeablen Membran kommt
es zum Abscheiden einer Ultrafiltration, welche durch Substitution einer physiologischen
Elektrolytlosung ersetzt wird. Die Anwendung dieses Verfahrens erfolgt in der Regel
kontinuierlich (Barenbrock & Schaefer, 2004; Weinreich, 2020). Die Hamodiafiltration ist
ein Verfahren bei der Hamodialyse (Prinzip der Diffusion) und Hamofiltration (Prinzip der
Konvektion) in Kombination angewendet werden und ermdglicht die Entfernung von
nieder- und mittelmolekularen Substanzen, ohne dass ein Dialysat verwendet wird
(Barenbrock & Schaefer, 2004; Macedo & Mehta, 2016).


http://de.wikipedia.org/wiki/Nierenversagen
http://de.wikipedia.org/wiki/Niere

Insgesamt gilt fir alle Verfahren: FiltergroRe, Flussraten und vendser Druck missen
aufeinander abgestimmt werden (Barenbrock & Schaefer, 2004; Weinreich, 2020). Eine
zu kurze Filterlaufzeit, zum Beispiel durch eine gesteigerte Koagulationsneigung
(“clotting”) fuhrt zum Wechsel desselbigen und zu einer erneuten Aktivierung der
Gerinnungskaskade und der Akute Phase Reaktion (Barenbrock & Schaefer, 2004;
Schetz, 2001). In Bezug auf die plasmatische Gerinnung kommt es vor allem zu einem
Anstieg der Fibrinogen Konzentration, was zu einer verschlechterten Hamorheologie
fuhrt (Scharf, 2010). Deshalb ist die Antikoagulation von klinischer Relevanz (Schetz,
2001; Vargas-Hein et al., 2004; Weinreich, 2020). Es lasst sich postulieren, dass das
zentrale Problem der Nierenersatzverfahren eine Fremdoberflachen-Kontaktaktivierung
(Schetz, 2001; Vanholder & Dhondt, 1999) des plasmatischen Gerinnungssystems und
des durch Aggregation und Adhasion von Thrombozyten, und Leukozyten bestimmten
zellularen Gerinnungssystems ist (Calatzis et al., 2004; Késtering et al., 1977; Lindhout
T, 1994, Scharf, 2010; Schetz, 2001). Neben der Aktivierung des ehemals als extrinsisch
bezeichneten Gerinnungssystems durch Freisetzung von Gewebsthromboplastin (tissue
factor) (Scharf, 2010) kommt es durch Fremdoberflachenkontakt zu einer sekundéren
Aktivierung von Faktor Xl (XII -> Xlla, klassischer Marker der Kontaktaktivierung des
ehemals intrinsisch bezeichneten Gerinnungssystems) und weiteren Gerinnungsfaktoren
(FXI, FIX, FVII) (Scharf, 2010). Diese dienen der Bildung eines Komplexes aus FXa/FVa,
dem sogenannten Prothrombinkomplex. Dieser Komplex leitet die proteolytische
Spaltung von Prothrombin (FII) zu Thrombin (Flla) ein, dass seinerseits eine Aktivierung
der Thrombozyten sowie Leukozyten und Endothelzellen einleitet (Hirsh et al., 2005;
Hoffman & Monroe, 2001; Scharf, 2010; Schetz, 2001). Aufgrund der Kkurzen
Halbwertszeit des Thrombin (5sek.) im Plasma kann es fast nur als Thrombin-
Antithrombin-Komplex (TAT-Komplex) nachgewiesen werden. Eine Erhéhung der TAT-
Konzentration im Plasma korreliert unter Umstanden eng mit einer verkirzten
Filterlaufzeit (Schetz, 2001; Vargas-Hein et al., 2004). Eine Modulation erfahrt dieser
Gerinnungsprozess durch verschiedene Protease Inhibitoren. Antithrombin (AT I1lI)
hemmt vorrangig Thrombin und FXa. Es entstehen Thrombin-AT-Komplexe (TAT) bzw.
FXa-AT-Komplexe (Scharf, 2010). Protein C mit dem Cofaktor Protein S hemmt nach
Aktivierung durch Thrombin das endotheliale Thrombomodulin sowie die Aktivierung von
Faktor V und Faktor VIII. In der Endstrecke der Gerinnung bilden sich Fibrinmonomere,

-5-



die zunéchst zu l6slichen und unter dem Einfluss von durch Thrombin aktiviertem FXIII
(FXllla) zu unléslichem Fibrin polymerisieren (Scharf, 2010). Der Ort dieser
Gerinnungsvorgdnge befindet sich Uberwiegend auf der Oberflache aktivierter
Thrombozyten, die Uber die Fibrinmonomere zu einem stabilen Thrombus vernetzt
werden. Dieses Modell stellt neben der Virchowschen Trias (vendse Stase,
Hyperkoagulabilitat, Gefal3endothelverletzung) das moderne Verstandnis des Systems

der zellularen Hamostase dar (Hoffman & Monroe, 2001; Scharf, 2010).

Die Antikoagulation mit Citrat wird in der Kkontinuierlicher extrakorporalen
Nierenersatztherapie primar bevorzugt (Bienholz & Kribben, 2013). Ohne eine relevante
systemische Beeintrachtigung (systemische Blutungen, allergische Reaktion,
Kreuzreaktion), zahlt sie zu der sogenannten lokalen Antikoagulation am Hamofilter
(Bohrer & Nawroth, 1999). Trinatriumcitrat bindet als Chelatkomplex ionisiertes Calcium
und inhibiert damit den Beginn der plasmatischen und zum Teil korpuskularen
Gerinnungskaskade. Trotz der uUberwiegend positiven Eigenschaften koénnen
Kontraindikationen und sich entwickelnde Komplikationen (metabolische Alkalose,
Hypernatridmie, Hyperkalzamie) (Bohrer & Nawroth, 1999) den Gebrauch von
alternativen Antikoagulantien notwendig machen (Ronco et al., 2007; Schneider et al.,
2000; Shah et al., 2000; Warkentin et al., 2008).

Ein haufiges, auf Intensivstationen verwendetes Antikoagulans ist das aus
Polyschwefelsdureester eines Mucopolysachariden bestehende Heparin (Bienholz &
Kribben, 2013; Ronco et al., 2007; Warkentin et al., 2008; Weinreich, 2020). Je nach
MolekulgrofRe unterscheidet man hochmolekulare (unfraktioniert) und niedermolekulare
(fraktioniert) Heparine (Barth, 1998; Harenberg et al., 1997). Das Molekulargewicht von
unfraktioniertem Heparin betradgt zwischen 3 und 30 kDa (im Mittel ca. 4-6 kDa) (Barth,
1998; Harenberg et al., 1997). Heparin wurde 1916 in der Hundeleber entdeckt (Haas,
1997) und in den 30 er Jahren erstmalig am Menschen zur Hemmung der Blutgerinnung
eingesetzt. Unfraktioniertes, hochmolekulares Heparin bindet an Antithrombin und
beschleunigt die Inaktivierung von Gerinnungsfaktoren um das 1000fache (Visentin &
Aster, 1995). Dazu muss das Heparin mindestens eine Kettenlange von 18 oder mehr
Monosacchariden aufweisen. Unfraktioniertes Heparin inaktiviert neben Thrombin (Flla)

auch den aktivierten FX. Neben der Applikationsart (i.v. vs. s.c.) erklart sich dadurch auch
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die schnellere gerinnungshemmende Wirkung von unfraktioniertem Heparin gegeniber
fraktioniertem, niedermolekularem Heparin. Ferner werden die Faktoren Xa, Vlla, IX
(AntihAmophiler Faktor B bzw. Christmas Faktor), XI (Hagemann Faktor) und Kallikrein
inaktiviert. Bei unfraktioniertem Heparin betragt die Halbwertzeit bei i. v. Gabe 1 Stunde,
nach s.c. Applikation 2 Stunden (Harenberg et al., 1997). Fraktioniertes Heparin zeigt
eine Halbwertszeit von 2h nach i.v. und 4h nach s.c. Gabe. Heparin dissoziiert nach
Bindung an Thrombin und Faktor Xa aus dem Heparin-Antithrombin-Komplex und kann
erneute Komplexe mit Antithrombin bilden (Luxembourg et al.,, 2007). Das
Retikulohistiozytdre System eliminiert den inaktivierten Proteasen-Antithrombin-
Komplex. Durch die ausschlie3liche Hemmung des freien Thrombin kommt es zu einer
Inhibierung der Polymerisation von Fibrin durch reduzierte Produktion von
Fibrinmonomeren. Insgesamt wird der aktivierte Faktor V und die

Thrombozytenaggregation gehemmt (Lammle & Griffin, 1985).

Neben Blutungskomplikationen ist das Heparin Ursache der sogenannten Heparin-
Induzierten-Thrombozytopenie (HIT) (Greinacher et al., 2003; Warkentin, 2010, 2018;
Warkentin et al., 2008). Innerhalb von 5-10 Tagen kommt es entweder zu einer
proaggregatorisch, voribergehenden (HIT Typ 1) oder immunologisch, IgG vermittelten
(HIT Typ Il) Form (Petros, 2008). Hierbei erworbene IgG-Antikérper binden an Heparin-
Plattchenfaktor 4-Komplexe und induzieren die weitere Freisetzung von Plattchenfaktor
4 (PF4), sodass es zu einer kaskadenartigen Ausweitung der thrombozytéren
Aggregation kommt (Greinacher et al., 2003; Petros, 2008; Warkentin, 2018). Die
Inzidenz der HIT Typ Il wird auf 1 bis 3% (Greinacher et al., 2003) bei postoperativen
Patienten und 0.2 bis 0.5% (<1%) (Petros, 2008; Warkentin, 2010) geschatzt. Bei
konservativ mit unfraktioniertem Heparin behandelten Patienten tritt sie mehr als bei
Therapie mit niedermolekularem Heparin auf (Greinacher et al., 2003; Petros, 2008). Eine
Unvertraglichkeitsreaktion auf Heparin erfordert das sofortige Absetzen von Heparin und
die Umstellung auf alternative Antikoagulanzien (Fischer et al., 1999; Petros, 2008;
Ronco et al., 2007; Vanholder et al., 1994).

Die in dieser Studie untersuchte Substanz “Hirudin“, wurde 1884 erstmals durch Haycraft
gefunden und von Jakobi 1904 (Junren et al., 2021) benannt. Markwardt (Markwardt et

al., 1991) charakterisierte es erstmals 1955. Es ist ein hochwirksames
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gerinnungshemmendes Polypeptid aus 65 Aminosduren des Blutegels “hirudo
medicinalis® mit einem Molekulargewicht von ca. 7000 Dalton (Markwardt, 1991, 1994).
Die Applikation erfolgt parenteral, die Bioverfluigbarkeit nach s.c. Injektion betragt ca.
85%. Die Halbwertzeit betrdgt 60 Minuten nach i.v. und 120 Minuten nach s.c. Applikation
(Hirsh et al., 2005; Vanholder et al., 1994). Fir medizinische Zwecke wird es als
rekombinantes Hirudin (Lepirudin und Desirudin) aus gentechnologisch verdnderten
Hefen (Saccharomyces cerevisiae) (Park et al.,, 1995) hergestellt. Aufgrund der
strukturellen Gegebenheiten des Thrombins an seinem N-Ende mit drei paar Disulfid-
Bindungen (Junren et al, 2021) kann es eine 1:1 Bindung an der
Fibrinogenbindungsstelle des Thrombins eingehen und dieses hemmen (Hirsh et al.,
2005; Vanholder et al., 1994). Und das unabh&ngig von einem Cofaktor wie AT Ill. Es
hemmt irreversibel das aktive Zentrum von freiem und fibringebundenem Thrombin,
wodurch dessen Wirkung auf Fibrinogen durch Inhibition der Zwischenprodukte sowie
der Faktoren V, VIII und XIIl gehemmt wird (Hirsh et al., 2005; Junren et al., 2021; Ronco
et al., 2007; Vanholder et al., 1994; Vanholder & Dhondt, 1999). Neben der Wirkung auf
die plasmatische Gerinnung bewirkt Hirudin auch eine Hemmung von Zellfunktionen. So
wird das Fibroblastenwachstum gehemmt, wobei rHirudin nur die thrombininduzierte,
fibrinabh&ngige Plattchenaggregation, nicht aber die Plattchenaggregation durch andere
Aggreganzien wie ADP und Kollagen hemmt (Fa. Celgene, 2008; Junren et al., 2021).
Die rHirudin Aktivitdt ist nach Herstellerangaben mit einer spezifischen Aktivitat von
16.000 ATE (ATE= Antithrombineinheit) angegeben (Fa. Celgene, 2008). Dabei
entspricht eine AT Einheit, derjenigen Menge von Hirudin, ,die eine Einheit der WHO
Zubereitung 89/588 von Thrombin neutralisiert® (Fa. Celgene, 2008). rHirudin ist bei
Patienten mit einer HIT Typ Il erfolgreich angewandt worden (Hirsh et al., 2005;
Schneider et al., 2000; Vanholder et al., 1994; Vargas-Hein et al., 2004). Allerdings liegen
keine ausreichenden Ergebnisse zur Sicherheit der Antikoagulation mit rHirudin bei
niereninsuffizienten Patienten, welche eine Hamofiltration bendétigen, vor (Bienholz &
Kribben, 2013; Bucha et al., 1990; Fischer et al., 1999; Kiser et al., 2010; Markwardt et
al.,, 1991). Da die Elimination nur renal erfolgt (Hirsh et al., 2005), kommt es im
Nierenversagen zu einer deutlichen Verlangerung der Eliminations-Halbwertszeit
(Vanholder et al., 1994; Vanholder & Dhondt, 1999) und somit zu einem erhéhten Risiko
von Nebenwirkungen, insbesondere von Blutungen (Kern et al., 1999; Vargas-Hein et al.,
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2005). Rekombinantes Hirudin ist fur folgende Anwendungen untersucht worden: Akuter
Myokardinfarkt (Global Use of Strategies to Open Occluded Coronary Arteries (GUSTO)
lIb investigators, 1996), instabile angina Pectoris und Koronarangioplastie (Aggarwal et
al., 2002; Hirsh et al., 2005), Herzchirurgische Eingriffe mit und ohne Unterstitzung einer
Herz-Lungen-Maschine (Koster et al., 2006) sowie postoperative Thromboseprophylaxe
(Junren et al., 2021; Slaughter & Greenberg, 1997).

Die direkte Thrombin-Inhibition ist ein Hauptziel der HIT Il Therapie (Greinacher &
Warkentin, 2006; Schneider et al., 2000; Shah et al., 2000; Warkentin, 2018). Durch die
Thrombin-Hemmung bei Patienten mit Heparin-induzierter Thrombozytopenie vom Typ |
ist rHirudin in der Lage, weiteren thromboembolischen Komplikationen vorzubeugen und
zeigt neben den potenten Thrombin-inhibierenden Eigenschaften auch eine im Vergleich
zu Heparin verminderte Plattchenaggregation (Beiderlinden et al., 2018; Junren et al.,
2021; Kobsar et al.,, 2012; Mollnes et al., 1988) die vielleicht eine wirksamere
Thromboembolie Prophylaxe bei arthrogenem Risikoprofil darstellen kénnte, als es mit
unfraktioniertem Heparin moglich ist. Der Vertrieb von rHirudin (Refludan®) ist in der
Europdaischen Union ab dem 1. April 2012 vom Hersteller einseitig eingestellt worden (Fa.
Celegene, 2011). Aktuell kommt es durch die Diskussionen um Vakzin vermittelte ventse
Thromboembolien im Rahmen der COVID19 Pandemie zu erneuten Betrachtungen
direkter Thrombin-Inhibitoren (Greinacher et al., 2021).

1.1 Fragestellung und Ziel der Untersuchung

Hintergrund dieser Pilotstudie war die hohere Blutungsinzidenz unter kontinuierlicher
Hirudingabe bei CVVH-Therapie (Muller et al., 1999; Shah et al., 2000; Vargas-Hein et
al., 2005). Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, dieses Risikoprofil durch die
intermittierende Gabe von rekombinantem Hirudin (rHirudin) zu reduzieren und in Bezug
auf die Hemmung der plasmatischen Gerinnungsaktivierung zu untersuchen. Die
antithrombotische Wirksamkeit wurde bereits in mehreren Thrombosemodellen (Fischer
et al., 1999; Kobsar et al., 2012; Markwardt, 1991, 1994) nachgewiesen, jedoch fehlten
im Kontext der Niereninsuffizienz weiterhin klare Aussagen zur
gerinnungsphysiologischen Effektivitat von rHirudin fir die Anwendung bei langerfristiger

kontinuierlicher extrakorporaler Nierenersatztherapie des ANV. In der Kontrollgruppe
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dieser Untersuchung wurde unfraktioniertes Heparin (UFH) kontinuierlich appliziert.
Mithilfe  etablierter  Testverfahren sollte neben dem  Monitoring  von
Gerinnungsparametern, den Hirudinspiegeln im Serum und Aktivierungsmarkern der
plasmatischen Gerinnung die Effektivitdt beider Antikoagulanzien Uber einen Zeitraum
von 96h untersucht werden. Die wesentlichen Fragestellungen dieser Untersuchung

waren.:

1.) Wird die Gerinnungsaktivierung durch die zu untersuchenden Antikoagulanzien
unterschiedlich beeinflusst?

2.) Hat dies einen Einfluss auf die Laufzeiten des Hamofilters und damit auf die Effektivitat

der CVVH zwischen den Gruppen?

3.) Wie haufig sind Blutungskomplikationen bei den zu untersuchenden Antikoagulanzien
zu beobachten?
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2 Patienten und Methoden

Nach Zustimmung der ortlichen Ethikkommission (Nr. 169-1, 2000), wurde diese
prospektiv-kontrollierte und offen-randomisierte Pilotstudie (Einzelzentrum) an der Klinik
fir Anasthesiologie mit Schwerpunkt operative Intensivmedizin im Universitatsklinikum

Charité (Campus- Mitte) der Humboldt-Universitat zu Berlin durchgefihrt.
2.1 Patienten

26 postoperativ kritisch kranke Patienten mit akutem Nierenversagen und daraus
folgender Indikation zur kontinuierlichen extrakorporalen Nierenersatztherapie (veno-
vendsen Hamofiltration, CVVH) wurden im Zeitraum 02.02.2000 - 01.02.2001 in zwei
Gruppen randomisiert. Da alle Patienten aufgrund des Gesundheitszustandes
analgosediert und somit nicht einwilligungsfahig waren, wurde eine vormundschatftliche
Betreuung durch einen Familienangehdrigen eingeleitet. Der/die eingesetzten
Betreuer/in wurde ausfihrlich tber die Studie informiert und das schriftliche

Einverstandnis eingeholt.

Zur Beantwortung der genannten Fragestellungen wurden in beiden Gruppen neben den
unten (Tabelle 1) genannten Parametern der Gerinnungsphysiologie die folgenden
Variablen der Gerinnungsaktivierung im Studienverlauf gemessen: Thrombin-
Antithrombin-Komplex, Prothrombinfragment 1+2, und D-Dimere. Bei allen Patienten
wurden initial Alter, Geschlecht, GroRe und Gewicht erfasst. Uber den gesamten

Zeitraum (96h) erfolgten 8-stiindlich Messungen (Tabelle 1).

Blutbild Hamoglobin (Hb)
Hamatokrit (Hkt)
Leukozyten (WBC) Thrombozyten (PLT)
Retentionswerte +Elektrolyte Harnstoff
Kreatinin
Natrium

Kalium
Magnesium
Kalzium

Globale Gerinnungsparameter aPTT

TPZ
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Parameter der Gerinnungsaktivierung TAT-Komplex

Prothrombin
D-Dimere
Fragment 1+2

Gerinnungsinhibitoren Antithrombin (AT),

Protein C (PC)
Protein S (PS)

Hirudinspiegel Ecarin Clotting Time (ECT)

Heparinzeit Activated Clotting Time (ACT)

Tabelle 1: Zusammenstellung der erfassten Blutparameter

2.2

Ein-, Ausschluss-, und Abbruchkriterien

Einschlusskriterien

Neben der klinischen Notwendigkeit einer postoperativen Nierenersatzbehandlung wegen

Anurie.

Anurie: Restdiurese weniger als 500ml in den letzten 24 Stunden

Kreatinin i.S. 3-fache lUber der Norm (88umol / 1)
Harnstoff i.S. 3-fache Uber der Norm (2,3-7,6mmol/l)
Alter >18 Jahren

Ausschlusskriterien

Die Patienten waren nicht fir den Einschluss in diese Studie geeignet bzw. wurden aus der

Untersuchung ausgeschlossen, wenn eines der folgenden Kriterien vorlag:

Nicht-Einwilligungsfahigkeit eines Patienten

Bei Ablehnung des Patienten oder eines Angehérigen

Alter < 18 Jahren

Pharmako-Hamatologische Interaktionen

Einnahme von Aspirin bis 5 Tage praoperativ

Einnahme von ADP Antagonisten (Clopidogrel/Ticlopidin) bis 7 Tage
praoperativ

Therapie mit GP llb/llla Rezeptorantagonisten bis 3 Tage praoperativ
Bekannte Hirudin-Unvertraglichkeit

plasmatische Gerinnungsstérung (aPTT>60sec., Quick<50%)
Thrombozytopathie, -penie <100.000/pl

HIT Typ Il

Niereninsuffizienz

Terminale Niereninsuffizienz

Neurologische Vorerkrankungen

Schadel-Hirn-Trauma (SHT)

Zerebrale Insulte innerhalb der letzten 2 Jahre

Zerebrale Insulte mit neurologischen Residuen

Epilepsie

Schwangerschaft

Gastroenterologische Vorerkrankungen

Chronische Lebererkrankung

aktive und chronische Hepatitis

Bilirubinwert >2mg/dl

Kardiale Assistverfahren
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Postoperative latente oder manifeste Blutungsneigung waren wie folgt definiert:

Leichte Blutung: keine Bluttransfusion oder nur eine Blutkonserve erforderlich.

MaRige Blutung: keine gestdrte Hamodynamik und zwei bis drei Transfusionen erforderlich.
Schwere Blutung: intrakranielle Blutungen, Blutungen mit Todesfolge, Blutungen, die einen
chirurgischen Eingriff erforderlich machen oder mit hAmodynamischer Beeintrachtigung und
einem Bedarf von mehr als vier Transfusionen einhergehen.

Abbruchkriterin

Tabelle 2: Zusammenstellung der Einschluss-, Ausschluss- und Abbruchkriterien
2.3 Gerate

Alle fir die Labordiagnostik dieser Studie verwendeten Gerate gehdrten zur
Standardausstattung der Klinik fir An&sthesiologie mit Schwerpunkt operative
Intensivmedizin bzw. des Instituts fiur Laboratoriumsmedizin und pathologische
Biochemie der Charité-Universitdtsmedizin Berlin. Als ACT-Messgerat, wurde das
HemoTEC®-ACT von der Fa. HemoTec Inc., Englewood, CO, USA (Seriennummer:
5001187) verwendet. Die dazugehdrigen Kivetten wurden von der Fa. Medtronic
Hemotec Inc., San Diego, California, USA, hergestellt. Das ECT-Gerat Thrombostat-2-
Channel® (Seriennummer: 1038) stammte von der Fa. Behnk Elektronik aus Norderstedt,
Deutschland. Fur die Blutentnahmen wurde ausschlief3lich Zubehoér der Firma Sarstedt
AG & Co. Medizintechnik, Nimbrecht, Deutschland verwendet. Die Reagenzien fir die
mit dem Blutgasanalysator ABL® 725 bestimmten Parameter, wie z. B. den pH-Wert, die
Partialdricke der Atmungsgase (pCO2, pO2), Sauerstoffsattigung (sO2), Elektrolyte
(cK+, cNa, cCa, cCl) sowie Blutzucker und Laktat, wurden vom Hersteller des
Blutgasanalysators RADIOMETER® Medical, Bregnshgj, Danemark bezogen. Bei den
Zentrifugen handelte es sich eine Labofuge® 200 Heraeus sowie eine Sepatech® CL
Allegra 21R-Zentrifuge von der Fa. Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland. Als
Dialysatoren wurden ausschlieRlich Gerate vom Typ BM 11® und BM 14® der Fa. Baxter,
Minchen, Deutschland verwendet. Der routinemalig verwandte Hamodialyse-Filter der
Marke Polyflux® 140H wurde von der Fa. Gambro Dialysatoren GmbH, Hechingen,
Deutschland hergestellt. Das Schlauchsystem Haemotronic® 1-41037 wurde von der Fa.
Haemotronic Modena, Italien hergestellt. Des Weiteren wurden folgende Gerate und
Gerinnungsanalyser zur Bestimmung der notwendigen Blutparameter verwendet:

Hitachi® 744E zur Bestimmung von Kreatinin und Harnstoff sowie STA Compact® fir die
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Bestimmung von aPTT, Prothrombin sowie ECT (beides von Roche® Diagnostics
Mannheim, Deutschland). Technicon® H3 (Fa. Bayer Diagnostics Leverkusen,
Deutschland). Coagulation timer analyzer-BCT® (Fa. Dade Behring, Schwalbach,
Deutschland). Elida Reader 530® (Fa. Schering-Plough Corporation/ Organon Teknika,
Durham, North Carolina, USA). roTEG® Coagulation Analyzer (Fa. Nobis

Labordiagnostics, Endingen, Deutschland).
2.4 Studiendesign und Monitoring

Die vorliegende Pilotstudie wurde als prospektiv randomisierte Studie konzipiert und
durchgefiihrt. 26 postoperativ kritisch kranke Patienten mit akutem Nierenversagen und
daraus folgender Indikation zur kontinuierlichen extrakorporalen Nierenersatztherapie
(CVVH) wurden entsprechend einer offenen Randomisierungsliste in 2 Gruppen
(Heparin, rHirudin) eingeteilt. Wahrend der gesamten Beobachtungszeit von 96h wurde
den Patienten der Heparin-Gruppe nach klinikinternem Standard unfraktioniertes Heparin
(Liguemin® NTM, Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) kontinuierlich per
Spritzenpumpe appliziert.  Die Initialdosis betrug 250 I1U/h bis 500 IU/h. Das
extrakorporale Schlauchsystem wurde mit 3 | Heparin-haltiger 0,9% Natrium-
chloridlésung (10.000 IU Heparin) fur 10 min gespult. Die Antikoagulationstherapie wurde
4-stindlich durch Verwendung der “activated clotting time“ (ACT) Uberwacht. Der
Zielbereich der ACT betrug 180-210s. Eine Anpassung der Heparin-Dosis bei Uber- bzw.
Unterschreiten des Zielbereiches erfolgte in Schritten von 125 [U/h.

Die zweite Gruppe wurde mit rHirudin im i. v. Bolusprinzip antikoaguliert. Die Therapie
wurde mit der “Ecarin-Clotting-Time“ (ECT) gesteuert, da basierend auf Untersuchungen
von Potzsch (Poétzsch et al., 1997) eine bessere Korrelation der Ecarin-Clotting-Time
(ECT) und der Hirudinkonzentration beschrieben (Gosselin et al., 2004; Lange et al.,
2003, 2005) wurde. Die Hirudin Therapie wurde mit einem Bolus von 0,4mg gestartet und
anschlieBend alle vier Stunden entsprechend der ECT Messung angepasst. Der
Zielbereich der ECT lag bei 80-100 Sekunden. Betrug die ECT< 80s wurde ein Bolus von
0,2ug/kg KG rHirudin appliziert. Betrug die ECT> 80-100s wurde kein Bolus gegeben.

Die Organisation, Asservierung und Verarbeitung der Blutentnahmen zur Beurteilung der
plasmatischen Gerinnungsaktivierung erfolgte fur die 8-stiindlich zu ermittelndem Marker
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der Gerinnungsaktivierung (Thrombin, Prothrombin, Prothrombin-fragment 1+2, TAT-
Komplex, D-Dimere) mittels vendser Blutprobenentnahme aus dem zentralen
Venenkatheter nach Verwurf der initial abgenommenen 10ml Blutvolumen. Dabei wurden
9 Teile vendses Blut mit einem Teil 0,11 mol/l Natrium-Citrat in einer griinen Sarstedt
Monovette (Coagulation 9NC/10 ml) vermischt. Das Citrat-Vollblut wurde in einer
Kuhlzentrifuge (2000U/min bei 4°C fur 10min.) zentrifugiert. Der entstandene Plasma-
Uberstand wurde bis zu 0,5 ml abpipettiert und in einem zweiten Schritt erneut bei 3000
U/min fir 10 min. zentrifugiert. Der jetzt nochmals entstandene Plasma-Uberstand wurde
in 6x1 ml Eppendorf-Réhrchen abpipettiert. AnschlieRend wurden die Proben in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -70 bis -80° gelagert. Die Standardanzahl der
Blutentnahmen je Patienten umfasste 1 Blutentnahme als Baseline sowie 3
Blutentnahmen in 24 Stunden, also 16 Blutentnahmen in 96 Stunden. Alle Parameter
wurden jeweils im Vollblut sowie im Plasma zur gleichen Zeit bestimmt. Fur jede Messung

wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt.
2.5 Durchfuhrung und Monitoring
2.5.1 Activated-Clotting-Time

Die folgenden Ausfuhrungen basieren auf Herstellerangaben der Fa. Medtronic Inc. (Fa.
Medtronic Inc., 1996). Zur Point of Care-Uberwachung der Therapie mit unfraktioniertem
Heparin ist die ACT Messung (Heparinzeit) die Methode der Wahl nach Hattersley
(Hattersley, 1966). Die ACT-Kuvetten werden zweifach standardisiert hergestellt und
enthalten als “high range” HR-Kivette 12% Kaolin als Oberflachenreagenz, 0,0025M
Kalziumchlorid (CaCl,), hydroxyethyl-piperazinyl-ethansulfonsdure (HEPES-Puffer)
Natriumsaure. Die “low range“ LR-Kivette enthélt 0,75% Kaolin und 0,0025M CacCls,.
Innerhalb unserer Studie benutzten wir die HR-Klvette, da, It. Herstellerangaben eine
erhohte Sensitivitdt auf Heparin gewahrleistet wird. In Fallen therapeutischer Heparin-
Administration wird die HR-Kuvette favorisiert (Fa. Medtronic Inc., 1996). Zur Messung
wurde eine vorgefertigte ACT-Klvette innerhalb des Messgerates ACT II® auf 37°C
vorgewarmt. Nach Zugabe von 200 pl Frischblut und maschinellem Umrihren erfolgte
die Messung. Das Ergebnis der Messung stellte eine fotooptische Erfassung eines

Fibrinformation dar (Fa. Medtronic Inc., 1996). Das Gerat kann eine Gerinnselbildung in
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einer Zeit von 0-600 Sekunden erfassen. Die Validitat wurde durch die simultane
Messung in beiden Tillen gewéhrleistet, hierbei wurde der Mittelwert berechnet und die
Nachweiszeit in Sekunden direkt am Gerat angegeben. Der Zielbereichsangaben wurden
den Herstellerangaben entsprechend bei einer Zeitspanne von 180-210 Sekunden
festgelegt (Fa. Medtronic Inc., 1996).

2.5.2 Ecarin Clotting Time (ECT)

Das zur Hirudinbestimmung verwendete Ecarin (MW 50-60000) ist eine Metalloprotease
aus dem Gift der Schlange “Echis carinatus” (Viper) und wurde bereits 1969 von Kornalik
charakterisiert (Kornalik et al., 1969). Ecarin aktiviert Prothrombin zum Zwischenprodukt
Meizothrombin (Nowak, 2003). Hirudin inaktiviert Meizothrombin und Thrombin. Im
Umkehrschluss kann erst die komplette Wirkungseliminierung des Hirudins eine
vollstandige Thrombinbildung erméglichen (Fa. Pentapharm Product Description, 2020).
Die Lange der ECT Messung ist proportional der Konzentration an Hirudin (Nowak, 2003).
Die Befundmitteilung erfolgt nach Berechnung in pg/ml. Die Gerinnungszeit wird in
Sekunden angegeben. Die ECT als Methode zur Uberwachung des Hirudins weist eine
ausreichende Sensitivitdt und Spezifizitit sowie eine schnelle Messzeit auf (Nowak,
2003). Im Vergleich zur aPTT und ACT erwies sich die ECT-Messung zur Uberwachung
der Hirudintherapie (Dosis-Wirkungsprinzip) als am besten geeignet. Die Bestimmung
der ECT kann auch als “bedside“-Methode durchgefiihrt werden, so dass sofort auf
Schwankungen der Hirudinkonzentration reagiert werden kann (Gosselin et al., 2004;
Nowak, 2003).

2.6 Verarbeitung und Messung

Die folgenden Ausfiihrungen basieren auf Herstellerangaben der Fa. Nobis (Fa. Nobis
Product Manual, 2000) und Fa. Pentapharm (Fa. Pentapharm Product Description,
2020). Zum Ansetzen das Ecarin-Reagenz wurde in einem Paar Kivetten
(Doppelkiivetten), welche bereits vom Werk aus mit Ecarinpulver (je 50 Einheiten) und
einer Metallkugel versetzt waren, je 100ul Aqua dest. pipettiert. Dieser Ansatz wurde fur
10 min. in Ruhe bei Raumtemperatur inkubiert. Im zweiten Schritt wurde mit einem

Eppendorf®-Pipette je 500ul vom zuvor asservierten Citrat-Blut abpipettiert und in zwei
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weitere “Nativ-Kuvetten® eingeflllt und bei 37°C fur 2 Minuten im ECT-Gerét vorgewarmt.
Zur Messung der ECT wurde innerhalb von 3sek. je 200ul Citrat-Blut in die bereits
vorgefertigten Ecarin-Kiuvetten langsam eingebracht. Das magnetische Koagulometer
(Calatzis et al., 2004; Hanecke & Klouche, 2007) (Thrombostat® Il) zahlt fur jeden
Klvettenschacht und startet die fotokinetische Messung (Spannagl & Calatzis, 2002)
nach 3 Sekunden. Als Abschluss erfolgte die Angabe der gemessenen Gerinnungszeiten
der jeweiligen Reaktions-Kivetten im Mittel und die Berechnung der
Hirudinkonzentrationen nach Potzsch (Potzsch et al., 1997). Der gleiche Ablauf wurde fiir
die Hirudinbestimmung im Plasma durchgefiihrt. Hierbei wurden 500pul Citratblut beil
4000U/min fur 10 Minuten zentrifugiert. Vom Uberstand wurden dann 200ul abpipettiert
und die ECT gemessen.

2.7 Bestimmung der therapeutischen Hirudin-Konzentration

Die guantitative Bestimmung der Hirudinkonzentration wurde im Citrat-Plasma mittels
eines Hirudin-Activity-Assay® durchgefiihrt. Die folgenden Ausfiihrungen basieren z.T.
auf Herstellerangaben der Fa. DADE Behring, Deutschland (Fa. Dade Behring, 1998c).
Der hierfur benutzte Testkit enthielt 15 ml Thrombin (bovines, lyophilisiert, incl.
Heparininhibitor + Aprotinin), 3 ml Substrat-Reagenz (lyophilisiert, tosglycyl-L-prolyl-L-
arginyl-5-amino-2-nitrobenzoic acid isopropylamid 4mmol/ 1), 1 ml Hirudin Kalibrator
(Iyophilisiert, rHirudin in humanem Plasma gel6st) sowie 100 ml HEPES-Puffer Lésung.
Im ersten Schritt wurde Thrombin mit der Pufferldsung vermischt und bei 15-25°C fir 15

min inkubiert. Die Reagenzsubstanz wurde in destilliertem Wasser gelost.

Das in der Plasmaprobe enthaltene rHirudin inaktiviert das im Test Kit enthaltene
Thrombin. Die Aktivitat des restlichen, nicht gebundenen Thrombins wird mittels der
kinetischen Reaktion in einem Fotometer gemessen. Die optimale Temperatur zur
Durchfihrung der Messung sollte nach Herstellerangaben 25° C, 30° C oder 37° C
betragen. Der Messbereich betragt fur das Hirudin 0,1 mg bis 5 mg/l. Vereinzelte Studien
(Bucha et al., 1990; Lange et al., 2003, 2005; Nowak, 2003; Nowak & Bucha, 1996)
zeigten, dass die ECT eine annahernd lineare Korrelation mit dem im Patientenblut, -
plasma vorhandenem Hirudin hat. Der Range liegt bei 50 bis 5.000 ng/ml. Dies erlaubt

nicht nur eine sofortige Aussage Uber die therapeutische Hirudin-Konzentration, sondern
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auch Uber Uber- und Unterdosierungen. Ein wesentlicher Vorteil war ferner die
Maglichkeit, auch geringe Hirudinkonzentrationen im Blut zu messen. Heparin kann bei
niedrigen Antithrombinkonzentrationen nicht die Hemmung von Thrombin katalysieren.
Meizothrombin ist ein prokoagulatorisches Zwischenstufe bei der Aktivierung des
Prothrombins zu Thrombin (Junren et al., 2021), an das rHirudin bindet. Das hierbei
vorhandene AT beeinflusst nicht die Probe hinsichtlich der Inhibierung von Heparin nach
Zusatz von Thrombin. Die folgende Formel von Pétzsch (Potzsch et al., 1997) diente zur
Berechnung der Hirudinkonzentration im Vollblut oder Citratplasma.

Die initial zu applizierende rHirudin Dosierung wurde mit 0,4 mg als Bolus angesetzt. In
Abhangigkeit zur vierstindlichen ECT Messung wurden im Intervall Boli von 0,2 pg/kg
KG appliziert, wenn der Zielbereich unterschritten wurde. Die Dosierung in der
vorliegenden Studie wurde nach den Mal3gaben von Vargas Hein (Vargas-Hein et al.,

2004) zur Antikoagulation bei CVVH angepasst.

ECT in s-0,293pg/ml (Hirudinkonzentration in Blut o. Plasma)

143ug/ml (Hirudin Blutspiegel)

Formel 1: Berechnung der ermittelten Hirudinkonzentration nach Pétzsch (Potzsch et al., 1997)

Die zur Bestimmung der ermittelten Hirudinkonzentration verwendeten Referenzwerte fur
die therapeutische Anwendung wurden entsprechend den Angaben der Max-Planck-
Arbeitsgruppe “Pharmakologische Hamostaseologie® um Nowak und Kol3mehl
(KolBmehl, 2000; Nowak & Kol3mehl, 2000) in drei Bereiche unterteilt: So wurde der
subtherapeutische Bereich bei 0,1 - 0,5 ug/ml, der therapeutische Bereich bei 0, 5 - 2,5
ug/ml festgelegt. Eine Uberdosierung bestand bei mehr als 2,5 pg/ml. Das “optimale
Fenster® fur eine prophylaktische Antikoagulation wurde zwischen 0,2 - 0,5 pg/ml
festgelegt. Der Referenzwert der Gerinnungszeit ohne Hirudin im Plasma betragt 45-55

SecC.
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ECT in s- 0,445 ug/ml (Hirudinkonzentration in Blut 0. Plasma)
110 pg/ml (Hirudin Blutspiegel)

Formel 2: Hirudin Referenzwertbestimmung der Max-Planck-Arbeitsgruppe “Pharmakologische
Hamostaseologie” an der FSU Jena 2000 (Nowak & Kof3mehl, 2000).

2.8 Gerinnungsfaktoren

2.8.1 Prothrombin (Gerinnungsfaktor Il)

Faktor Il der Blutgerinnung ist eine unter der Mitwirkung von Vitamin K in der Leber
gebildete Serinprotease (Luxembourg et al., 2007), das durch Prothrombinase und
aktiviertem FXa in Thrombin (Flla) umgewandelt wird (G6bel et al., 2018). Es hat ein
Molekulargewicht von 72.000 Dalton. Sein Normalwert im Humanplasma liegt bei 60-100
mg/l bzw. 0,7-1,2 E/ml (10 und 15 mg/l). Faktor Il hat eine mittlere Halbwertzeit von 70h.
Thrombin wird durch die Komplexbildung mit Antithrombin inaktiviert (Gobel et al., 2018).
Die Bestimmung des Faktors Il im Citrat-Plasma wurde mit einem Cryo Check® factor Il
Deficient Normal Plasma zur in vitro Diagnostik der Fa. Precision Biologic, Kanada (Fa.
PrecisionBiologic Instruction Manual, 1999), durchgefuhrt. Dieses beinhaltet aul3er dem
Faktor Il alle anderen Gerinnungsfaktoren innerhalb ihrer Referenzbereiche. Es wird als
Mangelsubstrat bei der Bestimmung der Prothrombinzeit eingesetzt. Die Aktivitat des
Faktors Il in diesem Mangelplasma betréagt weniger als 1% der Aktivitdt in einem
Normalplasma. Als Reagenzien wurden Thromboplastinldosung mit CaCl, HEPES-
Pufferlésung, Standard-Plasma (Cryo Check® Normal Referenz Plasma) verwendet.
Ferner benutzten wir Reaktionsgefal3e (12 x 75 mm), eine Eppendorfpipette (100 pl),
Doppellogarithmisches Papier, einen Inkubator sowie zur Qualitatskontrolle eingesetztes
Kontroll-Plasma Cryo Check® Abnormal Referenz Check / Cryo Check Abnormal® I
Referenz Check: des o. g. Herstellers. Der Variationskoeffizient (CV) fir Cryo Check®
factor Il Deficient Normal Plasma im Plasma ist innerhalb normaler Spannbreite kleiner 2
%,; ein CV zwischen 2% - 4% ergab sich innerhalb pathologischer Spannbreiten (Fa.

Precision Biologic, 1999).
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2.8.1.1 Verarbeitung und Messung

Die folgenden Ausfuhrungen basieren auf Herstellerangaben der Fa. Precision Biologic,
Kanada (Fa. PrecisionBiologic Instruction Manual, 1999) Vor Beginn der Messung wurde
das Faktor II Mangel-Plasma in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Hier war es
wichtig, abhangig von dem Mangel-Plasmavolumen eine vorgegebene Zeit beim
Auftauen einzuhalten: 1,0ml -4 min, 1,5 ml -5 min. Die Bestimmung des Prothrombin
erfolgte mit der modifizierten Thromboplastinzeit nach Quick. Fir die Messung wurde
eine 1:10 Verdunnung von Patienten-Plasma mit HEPES-Pufferldsung hergestellt und
mit Cryo Check® factor Il Deficient Plasma zur in vitro Diagnostik versetzt. Nach Zugabe
von Thromboplastin und Ca?*-lonen ist die ermittelte Gerinnungszeit proportional der
Aktivitdat des zu bestimmenden Faktors. Die Messergebnisse wurden in Prozent
angegeben. Der Normbereich liegt zwischen 70-130% (Fa. PrecisionBiologic Instruction
Manual, 1999).

2.8.2 Fibrinogen-/Fibrinspaltprodukte (D-Dimere)

Plasmin ist eine Seropeptidase, die aus Fibrinogen ldsliche Peptide abspaltet. Aus einem
Molekul Fibrinogen entstehen unter Einwirkung des Plasmins zwei D-Spaltprodukte und
ein E-Spaltprodukt (Gobel et al., 2018). Der Abbau des quer vernetzten Fibrins verlauft
ahnlich, durch die Quervernetzung entstehen jedoch  hochmolekulare
Fragment-X-Oligomere und kleinmolekulare D-Dimere (Abbildung 1). Der
Referenzbereich im Citrat-Plasma von gesunden Erwachsenen liegt bei 1,5-4 g/I, 0 - 0,49
ug/ml Citrat-antikoaguliertes Vollblut (Aizawa et al., 2003; Barthels, 2012; Schouten et
al., 2013).
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FIBRINOGEN (p-E-D)
M.W. 343.000

Plasmin L @

FRAGMENT X (p-e-D)
M.W. 248.000
+ Peptide ABC

5 U

FRAGMENT Y (e-p) FRAGMENT D (p)

M.W. 150.000 M.W. 83.000

FRAGMENT E () FRAGMENT D o
M.W. 50.000 M.W. 95.000

Abbildung 2: Entstehung der Fibrinogenspaltprodukte (Aizawa et al., 2003).

Eine erhbhte Konzentration an Fibrin- und Fibrinogenspaltprodukten findet man bei einer
Vielzahl unterschiedlicher Krankheitsbilder insbesondere bei fibrinolytischer Therapie
(Gobel et al., 2018). Andere Erkrankungen und Zustande, die mit erhéhten D-Dimer-
Konzentrationen durch gesteigerte Fibrinolyse einhergehen, kénnen z. B. bei Traumen,
Hamolytisch-uramischem Syndrom (HUS), Leukamien und Tumoren,
Verbrauchskoagulopathien, Thrombembolische Erkrankungen, u.a. auch HIT Il (Aizawa
et al., 2003; Dampfle EC, 2005). Die Bestimmung der D-Dimere wurde mittels einem
BCT® Autoanalyzer der Firma Dade Behring, Deutschland und einem
Enzymimmunoassay durchgefiihrt. Der Agen® Dimertest Gold  Stripwell
Enzymimmunoassay (Fa. Agen Biomedical Limited, 1992) erfasst im (in vitro)
menschlichen Plasma quantitativ die Konzentration der D-Dimere enthaltenden quer
verbundenen Fibrinspaltprodukte “crosslinked fibrin degradation products®. Wahrend der
frihen Gerinnselbildung wird das Thrombin aktiviert (Goébel et al., 2018) und spaltet
Fibrinopeptide vom Fibrinogen ab. Das l6sliche Fibrin wird mit kovalenter Vernetzung
durch EXIII stabilisiert und in ein unldsliches Fibringerinnsel Uberfuhrt. Gleichzeitig
interagiert mit diesem Fibringerinnsel das Enzym Plasmin, um die Fibrinolyse, als
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endogenen Reparaturmechanismus einzuleiten (Aizawa et al., 2003). Unter normalen
physiologischen Bedingungen wird Uberschissiges Plasmin schnell durch a-2-
Antiplasmin oder Plasmininhibitor innerhalb des Gerinnsels neutralisiert und
gewabhrleistet hiermit die Stabilitat der Gerinnselformation und damit die Blutstillung. Eine
Vielzahl von quer verbundenen Fibrinspaltprodukten wird abhangig vom Umfang der
Fibrinolyse gebildet. Das kleinste Fragment ist das Plasmin resistente D-Dimer (Aizawa
et al., 2003; Luxembourg et al., 2007).

2.8.2.1 Verarbeitung und Messung

Die folgenden Ausfuhrungen basieren auf Herstellerangaben der Fa. Agen Biomedical
Ltd., Australia (Fa. Agen Biomedical Limited, 1992). Alle Standards, Kontrollen und
Patientenproben wurden gleichzeitig in doppelter Ausfuhrung geprift. ,Der Assay fur die
Dimere ist ein sogenannter ELISA “Sandwich-Assay”“. Bedingung fur diese Technik, bei
der das Antigen von beiden Seiten mit einem Antikdrper besetzt werden soll, ist, dass die
zu untersuchende Substanz mehr als eine Bindungsstelle fur die hinzugefligten
Antikorper bereithalt. Die Verdinnungen des Agen® Dimertest Gold Stripwell
Enzymimmunoassays (Fa. Agen Biomedical Limited, 1992) decken einen Bereich von 0
bis 2000 ng/ml ab. Die Reihenfolge der Streifen wurde markiert, indem man eine
diagonale Zeile auf der Oberflache der Vertiefungen kennzeichnete. Alle Reagenzien und
Patientenproben wurden vor der Messung auf Raumtemperatur (20-25°C) gebracht.
Wahrend der Inkubation wurde mittels Rihrens kontinuierlich bei 360 rpm gemischt. Die
statistische Prazision und Reproduzierbarkeit war folgendermal3en validiert: Der

Variationskoeffizient in der Serie (Intra-Assay) lag zwischen 3,7 -6,8%:

Probe Testlaufe Durchschnitt [ng/ml] % C.V.
1 10 112 6.8
2 10 444 4.8
3 10 974 3.7

Tabelle 3: Intra-Assay (Dimertest ® Gold EIA, Agen Biomedical Limited, Australia) (Fa. Agen Biomedical
Limited, 1992).
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Fur den Variationskoeffizienten von Tag zu Tag (Inter-Assay) fanden sich Werte
zwischen 6,6 und 10,1%.

Probe Testlaufe Durschnitt [ng/ml] % C.V.
1 7 133 10.1
2 7 455 7.1
3 7 984 6.6

Tabelle 4: Inter-Assay (Dimertest ® Gold EIA, Agen Biomedical Limited, Australia) (Fa. Agen Biomedical
Limited, 1992).

2.8.3 Prothrombinfragment 1 und 2 (PF 1+2)

Bei der Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin spaltet Faktor Xa zwei
Peptidbindungen ab. Der dabei freiwerdende N-terminale Anteil des Prothrombins wird
als Fragment 1+2 (PF 1+2, Molekulargewicht: 35000 D) bezeichnet, das mit spezifischen
Antikdrpern nachgewiesen werden kann. PF 1 enthélt das Calcium- und Phospholipid
bindenden Anteil des Prothrombins; PF 2 ist fir die Interaktion mit Faktor V zustandig. Je
mehr Thrombin gebildet wird, desto hother ist die PF 1+2-Konzentration. Der
Referenzbereich von PF 1+2 im Citrat-Plasma von gesunden Erwachsenen (n=140) im
Median bei 0,7 nmol/1 und betragt 0,4 -1,1 nmol/l, < 259pmol/l (Fa. Dade Behring, 1998b)
Die Bestimmung des humanen Prothrombinfragments F1+2 dient zur Diagnose und
Uberwachung von Zustianden der Gerinnungsaktivierung bzw. thrombotischen
Ereignisse. Die Bestimmung des Prothrombinfragments 1+2 im Plasma dient zum
Nachweis einer In-vivo Thrombinbildung. Erhéhte PF 1+2-Konzentration wurden bislang
gemessen bei Patienten mit Lungenembolie, Patienten mit Verbrauchskoagulopathie,
Patienten mit Antithrombin-Mangel, Patienten mit Polytrauma und Sepsis, Patienten mit
Gerinnungsaktivierung durch Tumornekrosefaktor, aber auch bei Patienten mit frischen
Wundflachen (Greinacher, 2012). Unter der Therapie mit oralen Antikoagulantien wurde
ein deutliches Absinken des PF 1+2-Spiegels unter den Referenzbereich festgestellt. Das
Abfallen der PF1+2 Konzentration im Plasma ist umso ausgepragter ausgefallen, je hdher

die Dosierung der Antikoagulation war (Bruhn & Zurborn, 1993). Die quantitative
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Bestimmung der humanem Prothrombinfragmente 1+2 wurde mittels einem Elida
Reader® 530 der Firma Organon Teknika, USA und einem Enzymimmunoassay
“Enzygnost® F1+2 micro“ (Fa. Dade Behring, 1998b) der Fa. Dade Behring, Deutschland
durchgefthrt.

2.8.3.1 Verarbeitung und Messung

Die Messung von PF 1+2 im Plasma ist bei klinischen Fragestellungen mittels
ELISA-Testen moglich. Die folgenden Ausflihrungen basieren auf Herstellerangaben der
Fa. Dade Behring Deutschland (Fa. Dade Behring, 1998b). ,Der Enzymimmunoassay
funktioniert nach dem sog. “Sandwich® Prinzip zur in-vitro Determinierung der
Prothrombinfragmente 1+2“ (Fa. Dade Behring, 1998b). ,,Wahrend der ersten Inkubation
bindet sich das in der Probe vorhandene PF 1+ 2-Antigen an die Antikdrper die an der
Oberflache der Mikrotitrationsplatte fixiert sind. Nach Auswaschen werden in der zweiten
Reaktion Peroxidase-konjugierte Antikdrper gegen humanes Prothrombin an die freien
PF [+2-Determinanten gebunden. Die Uberschissigen Enzymkonjugierten Antikorper
werden ausgewaschen; anschlie3end wird die gebundene Enzymaktivitat bestimmt. Die
enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und Chromogen wird durch Zusatz
von verdunnter Schwefelsdure unterbrochen. Die der Konzentration von PF 1 + 2
proportionale Farbintensitat wird fotometrisch bestimmt. Der Konzentrationsbereich von
0,04 bis 10 nmol/1 wird durch die in der Packung enthaltenen Standards abgedeckt* (Fa.
Dade Behring, 1998). ,Die statistische Prézision und Reproduzierbarkeit lag im Bereich
zwischen 0,2 - 5,0 nmol/1. Der Variationskoeffizient lag flr den Intra-Assay zwischen 5 -
7,5%, wahrend der Variationskoeffizient fir den Inter-Assay zwischen 6 - 13%
schwankte“ (Fa. Dade Behring, 1998b).

2.8.4 Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)

Thrombin kommt im Blut in freier Form fast nicht vor, sondern Uberwiegend an
Antithrombin gebunden. Es entsteht ein Thrombin-Antithrombin-Komplex. Die
Anwesenheit von Heparin beschleunigt die Komplexbildung. Die quantitative
Bestimmung des Thrombin-Antithrombin-Komplexes sollte daher das Ausmaf Thrombin-

spezifischer, intravasaler Gerinnungsprozesse widerspiegeln, und zwar unabh&ngig
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davon, ob diese auf physiologischen oder auf pathologischen Mechanismen begriindet
sind. TAT-Konzentrationen >10ug/l sind Zeichen einer erhOhten intravasalen
Thrombinbildung, Werte um 60ug/l sind als pathologisch anzusehen, sofern keine
Wundflachen vorhanden sind. Der Referenzbereich von TAT im Citrat-Plasma von
gesunden Erwachsenen (n=196) liegt im Median bei 1,5 pg/l. Der Referenzbereich liegt
bei 1.0-4.1 pg/l. Die Halbwertzeit betragt weniger als 10min. (Fa. Dade Behring, 1998a).
Die Umwandlung von Prothrombin zum aktiven Thrombin (Faktor 11a) stellt ein zentrales
Ereignis im Ablauf der Gerinnungskaskade dar (Fa. Dade Behring, 1998a; Scharf, 2010).
Thrombin wirkt direkt auf verschiedene Substrate (u.a. Thrombozyten, Protein C,
Fibrinogen) und wird durch Antithrombin inhibiert (Fa. Dade Behring, 1998a). Der sich
daraus bildende Komplex (Proteinase/Inhibitor) kann durch einen Enzyimmunoassay
erfasst werden (Fa. Dade Behring, 1998a). Aufgrund der sehr kurzen HWZ des Thombins
kommt es zu einer entscheidenden Bedeutung der Bestimmung von TAT in der Diagnose
thrombotischer Ereignisse, wie z.B. bei Personen mit angeborener Neigung zu
Thrombosen, Polytraumapatienten, Verbrauchskoagulopathie (DIC) oder in der
Akutphase eines Myokardinfarktes. Aul3erdem wurden bereits in frilhen Studien Anstiege
von TAT Konzentration im Verlauf von Heparin- und Fibrinolysetherapien beobachte
(Gulba et al., 1991). Die quantitative Bestimmung von TAT-Komplex wurde in der
vorliegenden Studie im Humanplasma mittels einem Enzymimmunoassay “Enzygnost®
TAT micro“ (Fa. Dade Behring, 1998a), durchgefiuhrt.

2.8.4.1 Verarbeitung und Messung

Die folgenden Ausfuihrungen basieren auf Herstellerangaben der Fa. Dade Behring,
Deutschland. ,Der Enzymimmunoassay arbeitet ebenfalls nach dem “Sandwich® Prinzip
zur In-vitro-Bestimmung des humanen TAT® (Fa. Dade Behring, 1998a). ,Wahrend der
ersten Inkubation bindet sich das in der Probe vorhandene TAT an die Antikbrper gegen
Thrombin, die an der Oberflache der Mikrotitrationsplatte fixiert sind. Nach Auswaschen
werden in einer zweiten Reaktion Peroxidase-konjugierte Antikdrper gegen humanes AT
an die freien AT Determinanten gebunden. Die ungebundenen Antikdrper werden
ausgewaschen. Die enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und Chromogen
wird durch Zusatz von verdunnter Schwefelsaure unterbrochen. Die aufgetretene

Farbveranderung ist proportional zur TAT-Konzentration der Probe. Die Extinktion wird
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fotometrisch bestimmt. Bei hoherem TAT Gehalt musste die Probe mit TAT-
Verdunnungsplasma verdinnt werden® (100) ,Der Konzentrationsbereich von 2 bis 60
ug/l wird durch die in der Packung enthaltenen Standards abgedeckt®. (Fa. Dade Behring,
1998a). Storfaktoren, wie unsachgemalle Blutentnahmen, schlechte Durchmischung
(Citrat/ Vollblut) fihren zu falsch erhéhten in vitro Werten. Hamolytische, lipadmische und
Rheumafaktoren haltige Plasmen haben keinen Einfluss auf die Bestimmung. Die
statistische Prézision und Reproduzierbarkeit lag im Bereich zwischen 2 und 60 pg/l. Der
Variationskoeffizient lag fir den Intra-Assay zwischen 4% -6%, wahrend der
Variationskoeffizient fir den Inter-Assay zwischen 6 - 9 % schwankte. Die
Wiederfindungsrate von TAT im Plasma betrug 95% - 105%. Alle angegebenen Werte
fur die Leistungsmerkmale, des Testes sind typische Ergebnisse und gelten nicht als
Spezifikationen fiur den “Enzygnost® TAT micro“ Testkit (Fa. Dade Behring, 1998a).

2.9 Datenerfassung und statistische Analyse

Die Erfassung der Daten sowie die Eingabe selbiger wurden studienbegleitend vor Ort
durchgefuhrt. Bereits im Vorfeld wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biometrie
und Klinische Epidemiologie der Charité Berlin eine Randomisierungsliste erstellt, mit
deren Hilfe die Patienten in die Behandlungsgruppen randomisiert wurden. Alle
studienrelevanten Daten wurden zunachst handschriftlich und pseudonymisiert erfasst
und anschliel3end in ein Statistikprogramm Ubertragen. Der Ubertragene Datensatz
wurde anschlielend einer Plausibilitatskontrolle unterzogen und ggfs. fehlerhafte

Eingaben wurden Uber eine Doppelkontrolle korrigiert.

Da bei der vorliegenden Grol3e der Studiengruppen nicht von einer Normalverteilung
ausgegangen werden konnte, wurde die Beschreibung derselbigen durch die Angabe
absoluter und relativer Haufigkeiten fir qualitative Merkmale, Mittelwerte und
Standardabweichungen sowie Mediane und Interquartilbereiche (25% und 75%) fir die
guantitativen Messparameter, durchgefiihrt. Alle Kennziffern wurden als Median und
Spannbreite angegeben. Der Intergruppenvergleich fir metrische Daten wurde mittels
des Mann-Whitney-U-Tests fur unabhangige Stichproben und fir nominalskalierte Daten
mit dem Chi-Quadrat-Test durchgefihrt. Als statistisch signifikant wurde p < 0,05 und als

hochsignifikant p < 0,01 betrachtet. Die Normalverteilung wurde mittels Kolmogorov-
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Smirnov-Tests Uberpruft. Die obere und untere Grenze beschreibt den hdchsten bzw.
niedrigsten Wert der innerhalb des 1,5fachen Interquartilsabstandes unterhalb bzw.
oberhalb des 25. Percentils bzw. 75. Percentils. Die statistische Auswertung aller
relevanten Parameter erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS (Version 24.0). Die
grafische Darstellung der Parameter erfolgte mit Microsoft Office Excel (Version 5.0-
11.0).
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten

Vom 02.02.2000- 01.02.2001 wurden n = 26 Patienten (n = 16 Manner und n =10 Frauen)
in diese Pilotstudie eingeschlossen. Alle Patienten wurden bei akutem Nierenversagen
auf den Intensivstationen 101i und 103i der Charité Universitdtsmedizin Berlin, Campus
Charité Mitte (CCM), mithilfe der kontinuierlichen veno-vendsen Hamofiltration (CVVH)
behandelt. Im Verlauf der Untersuchung wurden insgesamt flnf Patienten aus der Studie
ausgeschlossen (Heparingruppe=4, Hirudingruppe=1). In der Heparingruppe kam es bei
einem Patienten zu einem Entzug des Einverstandnisses. Ein weiterer Patient derselben
Gruppe wurde ausgeschlossen, weil wahrend der Untersuchung eine HIT Il diagnostiziert
wurde und das Antikoagulationsregime geéndert werden musste. Des Weiteren wurden
zwei Patienten ausgeschlossen, weil sie kurz nach Studieneinschluss nicht mehr
dialysepflichtig waren. Ein Patient in der Hirudin Gruppe wurde ausgeschlossen, weil er
kurz nach Studieneinschluss auf eine andere Station verlegt worden ist, so dass die
Studie nicht weitergefiihrt werden konnte. In die Heparingruppe wurden 4 Frauen und 6
Méanner im Alter von 34 - 79 Jahren und in die Hirudingruppe 5 Frauen und 6 M&nner im
Alter von 46 - 81 Jahren randomisiert. Die unterschiedlichen Beobachtungszeitrdume
kamen durch Wiedereinsetzen einer suffizienten Nierenfunktion und die damit
wegfallende Indikation zur CVVH-Behandlung zustande. Die Vorerkrankungen sowie die
nach Herzoperation aufgetretenen Erkrankungen (Komorbiditéaten) der untersuchten
Patienten wurden, wie in Tabelle 6 angegeben, dokumentiert, wobei jedes Kriterium

einzeln aufgefuhrt wurde.
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10 11
10 11
3 1
1 0
6 7
1 0
2 4

Tabelle 5: Anzahl und Art der Erkrankungen der Studienpatienten vor- und nach Herz-OP.

-29 -



Die in der unten dargestellten Tabelle 7 erhobenen Daten wurden im Rahmen der hier
vorliegenden Dissertation erhoben und analysiert. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede beziglich der Verteilung demografischer Parameter sowie anderer

Risikofaktoren zwischen den zwei Gruppen festgestellt.

Heparin Hirudin p

Alter (Jahre) 67,14 (34-79) 72,58 (67-85) 0,49
Geschlecht (m / w) 9/5 715 0,75
APACHE lII, Basis 79,07 (48-111) 85,92 (72-107) 0,18
MODS, Basis 9,07 (3-15) 10,50 (6-15) 0,27
Diagnose (n)

akutes Herzversagen 10 11 0,86
Sepsis 2 2 0,99
Kreatinin bei der Aufnahme (umol/l) 318 (186-592) 283 (230-592) 0,80
Harnstoff bei der Aufnahme (mmol/l) 28 (6-53) 25 (18-55) 0,94

Tabelle 6: Basisdaten der Patienten und Indikationen fiir die kontinuierliche Nierenersatztherapie (Vargas-
Hein et al., 2004), permission to reproduce from Taylor & Francis Group: 15.07.2020.

3.2 TAT-Konzentration

Der Referenzbereich liegt bei 0,1 - 3,9 ug/l. In der Heparin-Gruppe konnte ein Anstieg fur
diesen Wert bereits nach 8 Stunden belegt werden. Der mediane Wert stieg von 10,4 pgl/l
(5,35-19,2 ug/l) auf 15,5 ng/l (11,1-33,6 pg/l) an. In den nachsten 24 Stunden fiel die TAT-
Konzentration bis auf 6,9 ug/l (3,15-23,25 ng/l) ab. Im weiteren Verlauf schwankte die
TAT-Konzentration zwischen 6,8 ug/l (6,3-14,6 ug/l) und 9,8 ug/l (6,3-19,55 ug/l) und
erreichte zum Messzeitpunkt t80 mit 11,8 ng/l (14,1-17,8 ng/l) den hdchsten Wert.
Danach folgte ein Rickgang der TAT-Konzentration bis auf 6,7 pg/l zum letzten

Messzeitpunkt.
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In der Hirudin-Gruppe zeigte sich beim Vergleich des medianen Wertes fur den
Messzeitpunkt t8 mit dem Wert des Ausgangszustandes ein signifikanter Anstieg dar.
Lag der Wert zum Zeitpunkt tO bei 10,2 ug/l (6,05-20,4 ug/l), so war er bei t8 bei 47,3 ug/l
(2,9-64,2 pg/l). Im weiteren Verlauf fiel der Wert auf 31,9 pg/l (11,8-45,7 pg/l) zum
Messzeitpunkt t16 ab, stieg zum Messzeitpunkt t24 aber wieder an auf 50,35 ng/l (32,85-
83 ug/l). Es folgten drei weitere Abfalle nach jeweils einem leichten Anstieg. Zwischen
den Messzeitpunkten t72 und t96 erfolgte eine kontinuierliche Abnahme der TAT-
Konzentration bis auf 15,4 ug/l (11,8-16,3 pg/l) zur letzten Messung (Abb.3). Die
Unterschiede beziglich der TAT-Konzentration zwischen der Heparin- und der Hirudin-
Gruppe erreichten ein signifikantes Niveau zu folgenden Messzeitpunkten: t16 [14 ug/l
(6,88-20,35 vs. 31,9 ng/l (11,8-45,7 ng/l) (p=0,041)], t24 [6,9 ng/l (3,15-23,25 pg/l) vs.
50,35 pg/l (32,85-83 pgll)] (p=0,001), t32 [8,6 g/l (6,8-11,15 pg/l) vs. [22,9 pg/l (17,9-58
ug/1] (p=0,001) und t48 [6,8 ug/l (4,35-8,95 ug/l]vs. [23,1 ng/l (13-55,15 pg/l)] (p=0,001).
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Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf der TAT-Konzentration unter den zwei Therapieformen. Median (25. /75.
Perzentile), Signifikanzniveau: p*<0,05, als Unterschied zwischen den Gruppen.
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3.3 Prothrombinfragment 1+2

Der Referenzbereich liegt bei < 1,2 nmol/l. Die Bestimmung von Prothrombinfragment
1+2 (F1+2) in der Heparin-Gruppe zeigte bei einer relativ grof3en Streuung der Messwerte
die hochste Konzentration von 74% nach 40 Stunden. Im weiteren Verlauf des
Messzeitraumes fiel die Mittlere Konzentration von F1+2 in der Heparingruppe nach 64

Stunden zunéchst auf 50% ab, stieg jedoch zum Messzeitpunkt t72 wieder an auf 56%.

In der Hirudin-Gruppe zeigte F1+2 ebenfalls nach 40 Stunden die hdchste Konzentration
(74%). Im weiteren Verlauf erreichte die F1+2-Konzentration nach 88 Stunden den
niedrigsten Wert (58%), stieg jedoch nach 96 Stunden wieder an. Die F1+2-Konzentration
zum letzten Messzeitpunkt (t96h) betrug in der Heparin-Gruppe 57% (50-59) und in der
Hirudin-Gruppe 67% (64-83) (Abb. 4). Der Unterschied war nur hier statistisch signifikant
(p=0,047).
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Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der Prothrombinfragment 1+2-Konzentration unter den zwei Therapieformen.
Median (25./75. Perzentile) Ein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen lag zu t96 vor.

Der Medianwert der PF1+2-Konzentration fir den gesamten Untersuchungszeitraum war

in der Hirudin-Gruppe hdéher als in der Heparin-Gruppe (66,23 vs. 56,42%), (Abb. 4).
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3.4 Antithrombin-Konzentration

Der Referenzbereich liegt bei 18-34 mg/dl. In der Heparin-Gruppe zeigte sich eine
Reduktion der Antithrombinkonzentration im Verlauf der ersten 40 Stunden von 78% (64-
86%) auf 66% (63-73%). Danach stieg die Konzentration bis zum Ende des
Untersuchungszeitraumes an, so dass der Ausgangswert wieder erreicht war. Dieser
Verlauf war durch einen Rickgang der Antithrombin-Konzentration zum Messzeitpunkt
t70 auf 70% (65-81%) unterbrochen.

Der Verlauf der Antithrombin-Aktivitdt in der Hirudingruppe war unregelmafig.
Gegenlber dem Ausgangswert zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,037) t16.
Die Antithrombin-Konzentration zum Messzeitpunkt tO erhdhte sich von 75% (54-94%)
auf t16 86% (78,6-103,3%) und erniedrigte sich zum Messzeitpunkt t56 auf 67% (59-
86,5%). Gegeniuber dem Ausgangswert zeichnete sich der Wert zur letzten Messung
durch eine leichte Erhéhung aus (Abb. 5)
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Abbildung 5: Zeitlicher Verlauf der Antithrombin-Konzentration unter den zwei Therapieformen. Median (25.
/ 75. Perzentile)
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3.5 Fibrinogenkonzentration

Der Referenzbereich liegt bei 180 - 350 mg/dl. Die Ausgangswerte (Baseline) in der
Heparingruppe lag um 420 mg/dl. Unter der Heparintherapie lagen die mediane
Fibrinogenkonzentration nach 16 Stunden einen anfanglichen Anstieg von 429 mg/dl auf
463,5 mg/dl. Der Wert fiel nach 40 Stunden um ca. 19,7%. Es folgten leichte
Schwankungen des Verlaufs, wobei die Anderungen jedoch nicht so ein hohes AusmaR
annahmen. Nach 72 Stunden fiel dann die Fibrinogenkonzentration kontinuierlich von 409
mg/dl bis auf 328 mg/dl. (Abb. 6).
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der Fibrinogenkonzentration unter den zwei Therapieformen. Median
(25./75. Perzentile)

Der  Durchschnittswert der  Fibrinogenkonzentration fir den  gesamten
Untersuchungszeitraum zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
(399,8 mg/dl vs. 461 mg/dl) (Abb. 6). Der Verlauf der Kurve ist insgesamt in beiden
Gruppen homogen. Der Endwert in der Hirudingruppe zeigt eine ungleichmafiige

Verschiebung um den Mittelwert. Der Grund fur den Anstieg der Fibrinogenkonzentration
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in der Hirudingruppe ab t80 ist nicht wirklich ersichtlich. Eine Substitution mit Fibrinogen

oder fresh frozen plasma (FFP) lag zu diesen Zeitpunkten nicht vor.

3.6 Thromboplastinzeit nach Quick

Der Referenzbereich liegt bei 70 - 120 %. Unter der Heparintherapie nahm der mediane
Quick-Wert am Tag 2 (t48h) im Verlauf von 78,5% als Ausgangswert auf 104,7% zu.
Danach war zu allen Messzeitpunkten ein leichter Abfall zu verzeichnen. In der
Hirudingruppe war im Verlauf des ersten Tages (t24h) eine leichte Erhéhung des
medianen Quick-Wertes von 82% auf 86% zu verzeichnen. Nach einem Abfall stellte sich
nach 48h wieder ein Anstieg des Quick-Wertes auf 95% dar. Dieser Verlauf wiederholte
sich auch am 3. und 4. Tag. Die Thromboplastinzeiten nach Quick in den zwei Gruppen

unterschieden sich voneinander zu keinem Messzeitpunkt (Abb. 8).
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der Thromboplastinzeit nach Quick unter den zwei Therapieformen. Median
(25./75. Perzentile).

Der Verlauf in der Hirudingruppe zeigte zum Zeitpunkt t32 sowie t56 einen Abfall, so dass
eine Therapie mit Frischplasma notwendig wurde. Hier lag kein signifikanter Unterschied

zwischen den Behandlungsgruppen zu keinem Zeitpunkt vor.
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3.7  Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)

Der Referenzbereich des verwendeten aPTT-Assays liegt bei 20-38 sec. Unter
Heparintherapie verlangerte sich die aPTT im Verlauf von 43,2 (37,45 — 53,20) sec auf
51,45 (44,75 — 84,05) sec nach 32 Stunden. Dieser Wert wurde nach 64 Stunden erneut
erreicht. Danach veranderte sich die aPTT unregelmé&f3ig und erreichte nach 96 Stunden
einen Wert von 44,05 sec. Unter der Hirudintherapie veranderte sich die aPTT
unregelmafig von Messzeitpunkt zu Messzeitpunkt. Gegeniiber dem Ausgangswert
(44,2 sec.) belief sich der Anstieg nach 96 Stunden auf 51,5 sec (Abb. 8). Es lag zu

keinem Messzeitpunkt signifikante Unterschiede vor.
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Abbildung 8: Verlauf der partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) unter den zwei Therapieformen. Median
(25./75. Perzentile).
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3.8 Thrombozytenanzahl/ nl

Der Referenzbereich liegt bei 150.000-400.000 /ul. Unter der Heparintherapie sank die
Thrombozytenzahl (PLT) im Mittel vom Ausgangswert 118 /nl auf 83 /nl nach 24 Stunden.
Danach stieg der Wert wieder auf 119,5 /nl nach 40 Stunden bzw. auf 104,5 /nl zur letzten
Messung. Unter der Hirudintherapie sank die Thrombozytenzahl im Mittel vom
Ausgangswert 108 /nl auf 51 /nl nach 80 Stunden. Danach war ein leichter Anstieg des
Wertes bis auf 69 /nl zur letzten Messung zu verzeichnen, ohne aber den Ausgangwert
zu erreichen (Abb. 3). Aufgrund der therapeutischen Notwendigkeit, wegen progredienter
Blutungen aus den Operationswunden, wurden in der Heparingruppe zum Zeitpunkt t40
(PLT 59/ nl) und t80 (PLT 48/ nl) zwei Patienten je ein Thrombozytenkonzentrat gegeben
werden, so dass man sich die starken Schwankungen in der Thrombozytenzahl zu diesen
Messzeitpunkten erklaren kann (Abb.9). Die medianen Thrombozytenzahlen unter der
Hirudintherapie waren im Verlauf tendenziell niedriger, jedoch zeigten sie zu keinem

Messzeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf der Thrombozytenzahl unter den zwei Therapieformen. Median (25./75.
Perzentile).
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Der Durchschnittswert der Thrombozytenzahl (PLT) fur die gesamte Studiendauer war in
der Hirudingruppe niedriger als in der Heparingruppe (83,23 /nl vs. 93,69 /nl), der
Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abb. 10). Es zeigt sich eine gleichmalige
Streuung um den Median und die Kurve verlief bis auf zwei Messpunkte homogen. Ein
Signifikanzniveau: p<0,05 zwischen den Messzeitpunkten lag nicht vor. (p0HEP>0.1/pHIR
=0.0731). Zum Zeitpunkt t 88 stieg die Thrombozytenzahl in der Hirudingruppe an.
Anzumerken ist, dass die Gaben von Thrombozytenkonzentraten korrelieren nicht
unbedingt mit Blutungskomplikationen.

3.9 Filterlaufzeit

Die in der unten dargestellten Abbildung 10 erhobenen Daten wurden im Rahmen der
hier vorliegenden Dissertation erhoben und analysiert. Die Filterlaufzeit war in der
Heparin-Gruppe tendenziell l&nger als in der Hirudin-Gruppe (p=0,06). Zwischen den
beiden Gruppen unterschieden sich die Filterlaufzeiten jedoch nicht signifikant (Hirudin:
11h (4-30h) vs. Heparin 13h (4-63h), (p=0,18).
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Abbildung 10: Filterlaufzeiten fur Hirudin und Heparin, Kaplan-Meier-Analyse (Vargas-Hein et al., 2004),
permission to reproduce from Taylor & Francis Group: 15.07.2020.
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3.10 Dosis- und Plasmaspiegel von Hirudin und Plasma ECT Werte

Die in der unten dargestellten Tabelle 8 erhobenen Daten wurden im Rahmen der

vorliegenden Dissertation erhoben und analysiert. Die kumulative Dosis fur die Hirudin-

Therapie und die Plasmaspiegel von Hirudin sind in Tabelle 9 aufgefihrt. Heparin wurde

in einer Dosis von 500 (125-1250) 1U/h, 8(2-13) IU/kg/h verabreicht.

Hirudin
Plasmaspiegel von Hirudin (ng/ml) 113 (<99-305)
Téagliche Dosis (mg/24h) 3,2 (0,3-4,9)
Gesamt-Dosis (mg) 0,71 (0,8-22)
Tagliche Dosis / Kg (mg/kg/24h) 0,046 (0,004-0,07)
Gesamt-Dosis / Kg (mg/kg) 0,1 (0,01-0,3)

Tabelle 7: Dosis- und Plasmaspiegel von Hirudin (Medianwert und Spannbreite) (Vargas-Hein
et al., 2004), permission to reproduce from Taylor & Francis Group: 15.07.2020.
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Abbildung 11: Hirudin-ECT-Werte im Plasma [sec] im Zeitverlauf. Median (25./75. Perzentile).
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Der Sollwert von 80 Sek. im Mittel Gber den gesamten Zeitraum wurde nicht erreicht,
obwohl die statistische Analyse der Hirudin-Gruppe einen signifikanten Anstieg der ECT-
Werte (Abb.11) vom Ausgangswert zeigte.

3.11 Blutungen

Die in der unten dargestellten Tabelle 9 erhobenen Daten wurden im Rahmen der
vorliegenden Dissertation erhoben und analysiert. In der rHirudin-Gruppe wurde keine
Blutung festgestellt. In der Heparin-Gruppe traten bei zwei Patienten Blutungen nach 72
bzw. 76 Stunden auf (Heparin vs. Hirudin, p< 0,01). Tabelle 10 zeigt die Parameter beim
Auftreten der Blutung: die Dosis der Heparin-Therapie, den Transfusionsbedarf,
Hamoglobinspiegel, Koagulationsparameter, APACHE 1ll (Knaus et al., 1991)- und
MODS-Score (Baue, 2006), den Bedarf an Noradrenalin sowie den Laktatspiegel.
Blutungen traten in zwei Fallen in der Heparingruppe auf. Hier zeigten sich
transfusionspflichtige Blutungen im Bereich der OP-Wunde sowie an Einstichstellen.

Diese waren nicht operationspflichtig und konnten durch konservative Therapie

beherrscht werden.
Patient Patient

1 2
Auftreten der Blutung nach Beginn der Studie (h) 72 76
Heparin-Dosis ((IU/kg/h) 2 9
Heparin-Dosis (1U/h) 125 625
Erythrozytenkonzentrate 4 2
Hb (g/dl) 9,1 8,1
Thrombozytenzahl, Ausgangswert (/nL) 82 114
Thrombozytenzahl (/nL) 59 48
PT Ausgangswert (%) 130 86
PT (%) 115 96
APTT Ausgangswert (sec) 57 42
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APTT (sec.) 78 70

ACT Ausgangswert (sec.) 219 122
ACT (sec.) 146 137
MODS 12 14
APACHE Il 101 92
Norepinephrine (ug/kg/min) 0,15 0,07
Laktat (mmol/L) 1,97 1,20

Tabelle 8: Labor- und klinische Parameter beim Auftreten der Blutung und Ausgangswerte der zwei
Patienten mit Blutverlust (Vargas-Hein et al., 2004), permission to reproduce from Taylor & Francis Group:
15.07.2020.

Abk. PT: Prothrombinzeit; aPTT: aktivierte partielle Thromboplastinzeit; ACT: activated
clotting time; ECT: ecarin clotting time; AT lll: Antithrombin IIl; p<O, 05 fur statistisches

Signifikanz-Test: Ausgangswert vs. Medianwert.

Zusammenfassend lasst sich postulieren, dass die Antikoagulation mit Heparin bel
kontinuierlichen Nierenersatzverfahren eine statistisch signifikante geringere Aktivierung
der plasmatischen Gerinnung, gemessen am Nachweis des Thrombin-Antithrombin-
Komplexes gegeniber mit rHirudin behandelten Patienten zeigte. Prothrombin-Fragment
1+2 zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen. In der Hirudin-Gruppe wurde
keine Blutung festgestellt. In der Heparin-Gruppe traten bei zwei Patienten Blutungen auf.
Diese konnten jedoch durch konservative Therapie beherrscht werden. Die Filterlaufzeit

war in der Heparin-Gruppe nicht signifikant langer als in der Hirudin-Gruppe.
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4 Diskussion

Die Antikoagulationstherapie bei CVVH auf der Intensivstation wird standardgemafd mit
Citrat durchgefuhrt (Bienholz & Kribben, 2013; Weinreich, 2020), welches lokal am
Hamofilter wirkt und unter standardisierter Anwendung niedriges Potenzial fir
systemische Ereignisse auslost. Trotzdem kodnnen Kontraindikationen und sich
entwickelnde Komplikationen sekundar den Gebrauch von Heparin oder andere
Alternativen wie rHirudin notwendig machen (Barth, 1998; Global Use of Strategies to
Open Occluded Coronary Arteries (GUSTO) lIb investigators, 1996; Macedo & Mehta,
2016; Ronco et al., 2007; Shah et al., 2000; Warkentin et al., 2008). Trotz des bereits
2012 vom deutschen Markt genommenen rHirudin (Fa. Celegene, 2011) besteht hierbei
eine Notwendigkeit der Kenntnis dieser alternativen Grundsubstanz. Zumal aktuell auch
eine zunehmende Diskussion Uber Thrombin Hemmer, wie rHirudin, im Rahmen Vakzin
vermittelter immunologisch thrombotischer Thrombozytopenie aufkommt (Greinacher et
al., 2021).

Direkte Thrombin Hemmer, wie das rHirudin, sind eine potente Alternative bei Heparin
assoziierten Komplikationen, wie die HIT Typ Il. Die relevante Nebenwirkung jedes
Antikoagulans ist das Ausldsen von Blutungskomplikationen. Eine Fallbeschreibung von
Shah (Shah et al., 2000) zeigte bei kontinuierlicher Applikation von rHirudin eine
vermehrte Blutungsneigung. In Studien an unserer Klinik wurde die kontinuierliche
rHirudin-Applikation bei CVVH-Patienten untersucht (Vargas-Hein et al., 2004). Hierbei
kam es signifikant haufiger zu Blutungskomplikationen (Vargas-Hein et al., 2005). Kern
kam bereits 1999 (Kern et al., 1999) zum Ergebnis, dass intermittierende Kontrollen der
Hirudinkonzentration im Serum sowie eine angepasste Antikoagulation mit Bolus weiser
Gabe von Hirudin schwere Blutungskomplikationen erfolgreich verhindern konnten
(Koster et al., 2006).

Die Untersuchung von rHirudin im Rahmen einer Studie zur Antikoagulation bei
kontinuierlichen Nierenersatzverfahren an kritisch kranken Patienten zeigte im Vergleich
zu Heparin eine geringere Inzidenz an Filterclotting in der Hirudin-Gruppe (Vargas-Hein
et al., 2004). Eine Erklarung dieser Befunde kdnnte sein, dass rHirudin kontinuierlich
verabreicht wurde und somit eine wirksamere kontinuierliche Thrombin Hemmung

bewirkt. Dies reduziert die Thrombin induzierte prokoagulatorische Wirkung auf das
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plasmatische Gerinnungssystems sowie der Thrombozyten- und Endothelfunktion. Eine
alternative Erklarung konnte sein, dass rHirudin im Vergleich zu unfraktioniertem Heparin

auch eine Hemmung der Plattchenfunktion bewirkt (Eichinger et al., 1995).
4.1 Plasmatische Gerinnungsparameter

In der rHirudin-Gruppe fanden wir eine statistisch signifikant stérkere Aktivierung der
plasmatischen Gerinnung, gemessen am Nachweis des Thrombin-Antithrombin-
Komplexes. So war die Konzentration des TAT-Komplexes im Plasma der Patienten in
der Heparin-Gruppe bereits zum Messzeitpunkt t16 (p = 0,041) signifikant hoher als in
der Hirudin-Gruppe. Ein signifikanter Unterschied bezuglich der TAT-Konzentration
zwischen der Heparin- und der Hirudin-Gruppe wurde ebenfalls zu Messzeitpunkten t24
(p =0,001),t32 (p =0,001) und t48 (p = 0,001) gemessen. Die Verlaufskurve lasst darauf
schliel3en, dass eine Hemmung der Thrombin-Bildung mit der vorliegenden Dosierung
von rHirudin bezuglich der TAT Konzentration weniger effektiv erfolgte als mit Heparin.
In  Studien mit direkten Thrombin-Inhibitoren, wie Bivalirudin, konnte bei
herzchirurgischen  Patienten eine schnelle  spontane  Normalisierung des
Gerinnungsstatus erreicht werden. Jedoch wurde in diesem Fall eine Dosis von 0,75
mg/kg Korpergewicht intravends als Bolus appliziert. Anschliel3end erfolgte eine

Dauerinfusion (i.v.) mit 1,75 mg/kg/h fir die komplette OP-Dauer (Koster et al., 2006).

Prothrombinfragment 1+2 ist ein Marker der Aktivierung des Gerinnungssystems: je mehr
PF 1+2 nachgewiesen wird, desto mehr Prothrombin ist durch den Faktor Xa+ Va, Ca2+
und PL-Komplex gespalten worden. In beiden Gruppen zeigte das PF1+2 einen Anstieg
bis auf eine Konzentration von 74% nach 40 Stunden. Die PF1+2 Konzentration zum
Messzeitpunkt t96 betrug in der Heparin-Gruppe 57% und in der Hirudin-Gruppe 67%.
Dieser Unterschied war statistisch signifikant. Jedoch zeigte sich kein signifikanter
Unterschied Uber den gesamten Zeitraum. Die Diskrepanz kann durch eine hohere
Ausgangs-Prothrombinkonzentration im Plasma hervorgerufen werden. Mutationen des
Prothrombin Gens mit erhéhten Prothrombinkonzentrationen sind bereits beschrieben
worden (Poort et al., 1996).

Die Fibrinogenkonzentration zeigte im zeitlichen Verlauf zu keinem Messzeitpunkt einen

signifikanten Unterschied zwischen den zwei Therapieformen. Zurzeit liegen keine
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vergleichbaren Studien vor. Das rHirudin ist bezlglich des Fibrinogenabbaus zu
Fibrinmonomeren genauso effizient wie Heparin. Es gibt keinen Unterschied im
Fibrinogenverlauf zwischen den Gruppen. Der Grund fir den Anstieg der
Fibrinogenkonzentration in der Hirudin Gruppe ab t80 ist nicht ersichtlich. Eine
Substitutionstherapie mit FFP, PPSB oder Fibrinogen lag zu diesem Zeitpunkt nicht vor.
Physiologisch lasst sich ist eine Steigung der Fibrinogenkonzentration in akute Phase
Reaktion belegen. Hierbei wurden im Einzelnen die Konzentrationen von Kallikrein und
PMN-Elastase-a1-Protein-Inhibitor als sensitive Marker fur Inflammation und
plasmatische Gerinnung gemessen. In einer spateren Studie von Aggarwal (Aggarwal et
al., 2002), in dem Heparin mit einem direkten rekombinantem Thrombininhibitor
(Bivalirudin) verglichen wurde, wurde mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen, dass
durch den direkten Thrombininhibitor eine stérkere Reduzierung der prozentualen
Thrombozytenanzahl, und damit eine Reduzierung der Fibrinogenbindungskapazitat,

erfolgte als durch unfraktioniertes Heparin (Aggarwal et al., 2002).

Die antikoagulatorischen Wirkungen von rHirudin kdnnen mit einer Reihe diagnostischer
Tests Uberwacht werden (Beiderlinden et al., 2018; Calatzis et al., 2004; Hanecke &
Klouche, 2007; Lange et al., 2005). Die Bestimmung der aktivierten Partiellen
Thromboplastinzeit (aPTT), ein globaler Test zur Messung der Gerinnungszeit, ist in den
meisten klinischen Studien die primare Methode zur Uberwachung der mit Hirudin
erreichten Antikoagulation. Da selbst ein genauer Test zur Messung des Plasmaspiegels
von Hirudin das Blutungsrisiko nicht voraussagt, wurde bereits von Fischer 1999 (Fischer
et al., 1999) empfohlen die aPTT-Spiegel bei einem Referenzbereich von 26-40 sec.
zwischen dem 1,5 und 2,0-fachen der Ausgangswerte zu halten (P6tzsch et al., 1997).
An dieser Strategie, bezogen auf die Therapie mit direkten Thrombin-Antagonisten, hat
sich bis heute nichts Wesentliches verandert (Beiderlinden et al., 2018). Dabei ist zu
beachten, dass die Empfindlichkeit der aPTT-Tests unterschiedlich sein kann, so dass
jedes Labor mit seinen eigenen Reagenzien eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellen muss.
Hieraus resultiert eine erschwerte Vergleichbarkeit, da es keinen linearen
Zusammenhang zwischen der aPTT und der Plasmakonzentration gibt (Beiderlinden et
al., 2018; Fischer et al., 1999). Bis zu einem Plasmaspiegel von 0,5 pg/ml korreliert die
aPTT in einer dosisabhangigen Weise. Darlber hinaus ist eine wiederholte Bewertung

der Kklinischen Situation zwingend notwendig (Kern et al., 1999; Potzsch et al., 1997). Die
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aPTT stellt den besten Parameter zur Uberwachung der Antikoagulation wahrend der
Hamodialyse oder Hamofiltration in einem Notfall dar, wenn die Bestimmung der ECT
nicht moglich ist. Jedoch sollte nach Méglichkeit die Konzentration von rHirudin direkt
durch Messung der Ecarin-clotting-Time oder auch anderer quantitativer Methoden, wie
dem “Ecarin chromogenic assay“ bestimmt werden (Gosselin et al., 2004; Lange et al.,
2003, 2005; Nowak, 2003). In der vorliegenden Arbeit erreichten die Unterschiede
bezuglich der aPTT zwischen den zwei Gruppen zu keinem Messzeitpunkt ein statistisch
signifikantes Niveau. Aufgrund der vorliegenden Literatur scheint die aPTT ein sinnvoller
Uberwachungsparameter zu sein, vorausgesetzt dass die Antikoagulation mit einem
direkten Thrombin-Inhibitor, wie dem in der aktuellen Studie verwendeten rHirudin, in

einem Niedrigdosis-Bereich durchgefihrt wird (P6tzsch et al., 1997).

Auch die medianen Thromboplastinzeiten nach Quick in den zwei Gruppen
unterschieden sich zu keinem Messzeitpunkt signifikant. Die Werte lagen nahezu auf

identischen Ausgangswerten.

Besser als die herkdbmmlichen Parameter der Blutgerinnung scheint die Ecarin clotting
Time (ECT) zur Uberwachung der Hirudin-Antikoagulation geeignet zu sein, da eine
annadhernd lineare Korrelation zur Hirudinkonzentration tber einen weiten Dosisbereich,
von subtherapeutischen bis zum toxischen Hirudinspiegel (0,05 bis 5,0 pg/ml)
beschrieben wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde der Sollwert von 80sek. im Mittel
nicht erreicht, obwohl die statistische Analyse der Hirudin-Gruppe einen signifikanten
Anstieg der ECT-Werte vom Ausgangswert zu Globalparametern zeigte. Ein Grund
hierfir konnte darin liegen, dass Hirudin als Bolusgabe mit im Median 46 (4-70) pg/kg
KG/d niedrig dosiert war. Vergleichend kdnnte man annehmen, dass die kontinuierliche
Anwendung in der Studie von Vargas Hein (Vargas-Hein et al., 2004) zu hheren Hirudin-
Konzentrationen fihrte, da in dieser Arbeit hbhere ECT-Spiegel gemessen wurden. Dies
konnte die Erklarung fir die langeren Filterlaufzeiten unter kontinuierlicher Applikation

von Hirudin in dieser Studie gewesen sein.

Die Thrombozytenzahl sank in der vorliegenden Studie wahrend der CVVH Therapie in
beiden Gruppen ab. Der zeitliche Verlauf der Thrombozytenzahl zeigte zu keinem
Messzeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen der Heparin-Gruppe und der Hirudin-

Gruppe. Neben der pharmakologischen Beeinflussung der Thrombozyten-Funktion durch
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direkte Thrombin-Inhibitoren ist bekannt, dass die Thrombozyten wahrend der CVVH
aufgrund der physikalischen Scherkrafte verbraucht werden (Schmidt, 1994). Es ist
bekannt, dass durch Fremdoberflachenkontakt zum Hamofilter und Komponenten eine
verstarkte Adhasion und Aggregation der Thrombozyten (Kdstering et al., 1977; Macedo
& Mehta, 2016) stattfindet. Der Verlauf der Thrombozytenzahl unterschied sich in beiden
Gruppen nicht signifikant. Sepsis ist ein wesentlicher Faktor fir die Abnahme der
Thrombozytenzahl (Larkin et al., 2016). Auch der Einfluss von Membranen
unterschiedlicher Beschaffenheit auf die Thrombozytenzahl wurde beschrieben. Bereits
Falkenhagen (Falkenhagen D et al., 1983) konnte einen signifikanten Plattchenabfall
wahrend der Nierenersatztherapie mit einer Cuprophan®-Membran im Gegensatz zu
Polysulfon-highflux Membranen feststellen. Abweichende Arbeiten, die ebenfalls
Polysulfon-highflux Membranen verwendeten, konnten jedoch die von Falkenhagen

erhobenen Daten nicht bestatigen (Mulvihill et al., 1992).
4.2 Filterlaufzeit

In friheren Studien zeigte sich, dass die kontinuierliche Anwendung von Hirudin in Bezug
auf die Filterlaufzeit keinen Unterschied zur kontinuierlichen Gabe von UFH aufwies (Van
Wyk et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit lagen die gemessenen Plasmaspiegel der
rHirudin Dosierung mit 46 (4-70) pg/kg/d unterhalb der therapeutischen Norm von 0,5-2,5
pug/ml) (Vargas-Hein et al., 2004). Es liegt nahe, dass in der vorliegenden Studie eine zu
geringe Hirudin-Konzentration angewendet wurde. Die beobachteten Filterlaufzeiten
liegen im unteren Bereich im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen
Filterlaufzeiten fur Heparin und Hirudin (Jorres, 2002; Jorres et al., 1999). So bestinde
eine Moglichkeit, um langere Filterlaufzeiten zu erzielen, darin, entweder die
Bolusapplikation mit hoheren Dosierungen zu verabreichen oder rHirudin, unter

Berucksichtigung der Kumulation bei ANV, kontinuierlich zu applizieren.

Van Holder (Vanholder et al., 1994) und Van Wyk (Van Wyk et al., 1995) fiihrten
intermittierende Hamodialyse unter Antikoagulation mit Hirudin durch. Ein Filterclotting
wurde nicht berichtet. Die Autoren verwendeten eine Bolus-Dosis von 0,08 mg/kg bzw.
0,15 mg/kg und fanden weniger Akkumulation von markierten Thrombozyten in der

kinstlichen Niere wahrend der Dialyse mit Hirudin als mit Heparin (Van Wyk et al., 1995).
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Unter Bericksichtigung der Ergebnisse aus der Literatur Uber intermittierende
Hamodialyse und der eigenen Ergebnisse zur CVVH (kein signifikanter Unterschied der
Filterstandzeiten) schlussfolgern wir, dass Hirudin zur Vorbeugung des Filterclottings

genauso effektiv wie Heparin war.

Aufgrund der Unterschiede in der Permeabilitat fur Hirudin ist das Membranmaterial der
CVVH von entscheidender Bedeutung, wobei Cellulose low-flux-Membranen nicht
durchlassig sind. Die von uns verwendeten Polysulfon-highflux 140H® Filter sind
semipermeabel fur Hirudin. Fir diesen Filtertyp sind erniedrigte Blutkonzentrationen von
Hirudin beschrieben worden (Mulvihill et al., 1992). Daher sollte das Hirudin-Monitoring
vor allem. bei kontinuierlicher Gabe, bei kritisch kranken Patienten engmaschiger
gestaltet werden. So konnte Schmidt (Schmidt, 1994) bereits friih zeigen, dass eine Dosis
von 0,005 mg/kg KG/h auch bei einem fir Hirudin permeablen Highflux Polysulfonfilter
ausreichend ist. Wird eine rHirudin-Antikoagulation durchgefiihrt, ist eine quantitative
Messung der Hirudinkonzentration z.B. mit der ECT zu empfehlen (Nowak, 2003), um

eine Kumulation zu verhindern.
4.3 Blutungskomplikationen

In der vorliegenden Arbeit wurden in der rHirudin-Gruppe keine Blutungskomplikationen
beobachtet. In einer friheren Studie von Kern (Kern et al., 1999) wurden vergleichsweise
kontinuierlich 0,01mg/kg/h sowie bolusweise 0,05 mg/kg rHirudin wéhrend der CVVH
verabreicht. Die angestrebte und erreichte aPTT lag bei 50-60 sec. Die Autoren
beobachteten schwere Blutungskomplikationen in der Gruppe mit der kontinuierlichen
Anwendungsform. Dahingegen konnten keine Blutungskomplikationen in der Gruppe mit
der Bolusapplikation festgestellt werden. Fischer (Fischer et al., 1999) verabreichte 13-
80 ng/kg/d Hirudin als Bolus-Gabe und 500 ug/kg/d als kontinuierliche Zugabe mit einer
erreichten aPTT von 44-100 sek. ohne Blutungskomplikationen bei sieben Kkritisch
kranken Intensivpatienten. In beiden Studien erfolgte die Uberwachung der Hirudin-
Therapie ohne ECT Messung, sondern nur mittels einer angestrebten aPTT von 1,5 - 2,0
fache des Ausgangswertes. Vergleichend erscheint eine Bolus-Gabe sicherer zu sein in

Bezug auf Blutungskomplikationen. Zu bertcksichtigen ist selbstverstandlich der
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Umstand, dass internistische weniger von Blutungskomplikationen betroffen sind als

postoperative Patienten.

In der Heparin-Gruppe erlitt ein Patient eine maldige und ein weiterer Patient eine
transfusionspflichtige Blutung. Die Koagulationsparameter das Heparin behandelten
Patienten mit Blutungskomplikationen zeigten eine milde Thrombozytopenie beim 1.
Patienten und eine schwere Thrombozytopenie beim 2. Patienten sowie hohe aPTT-
Werte bei beiden Patienten, welche in keiner Beziehung zu dem gemessenen ACT-
Ausgangswert standen. Die Thrombozytenzahlen waren wahrscheinlich aufgrund der
zugrunde liegenden schweren Sepsis erniedrigt. Dieser Befund unterstreicht die
problematische Uberwachung der Heparin-Therapie und die Bedeutung der kurzfristigen
Dosisanpassung in Ubereinstimmung mit dem Koagulationsstatus der postoperativen-
Patienten mit Nierenersatztherapie wahrend kontinuierlicher Antikoagulation (Global Use
of Strategies to Open Occluded Coronary Arteries (GUSTO) llb investigators, 1996; Van
Bommel et al, 1995). In der vorliegenden Hirudin-Gruppe wurden keine
Blutungskomplikationen unter der angewandten Dosierung festgestellt. Unter
Sicherheitsaspekten betrachtet ist die bolusweise Applikation von Hirudin bei kritisch
kranken Patienten sicher und in Hinsicht auf die Filterlaufzeit nicht weniger effektiv, wobei
jedoch ein Trend zu langeren FLZ in der Heparingruppe gemessen werden konnte. Unter
Bericksichtigung friherer Hirudin basierter Studien kann man feststellen, dass bei
Notwendigkeit einer alternativen Antikoagulation zu Heparin, die bolusweise Gabe von
rHirudin unter engem Monitoring des Koagulationsstatus des Patienten eine effektive
Alternative darstellen kann.

4.4 Methodendiskussion

Zusammenfassend sollten bezlglich der vorliegenden Studienergebnisse nachfolgende
kritische Anmerkungen tber die methodische Vorgehensweise bertcksichtigt werden. Zu
bemerken ist, dass die vorhandene Patientenanzahl in beiden Gruppen relativ klein war,
sodass statistisch keine ausreichende Teststarke bestand. Aufgrund des explorativen
Charakters dieser Studie (Pilotstudie) war eine ausreichende Teststarke nicht priméar
intendiert. Ein Grund fiir das Ausbleiben der Blutungskomplikationen in Verbindung mit

der verabreichten rHirudin-Dosis kdnnte sein, dass die untersuchten Gruppen aus
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postoperativen Patienten bestehen, und dass die in dieser Studie ausgewahlte Dosierung
zu niedrig war, um eine Blutungskomplikation auszulésen. Blutungskomplikationen im
Rahmen der intermittierenden Hamodialyse wurden in ahnlichen Studien berichtet. In
anderen Studien dagegen traten diese hingegen nicht auf (Vargas-Hein et al., 2004,
2005). Eine Verringerung der Dosis des Antikoagulans fuhrte jedoch immer zum
Blutungsstillstand, ohne eine Verminderung der Effizienz. Jedoch kann eine
Verminderung der Antikoagulantien-Dosis auf der anderen Seite auch eine Verkirzung
der Filterlaufzeiten und damit Reduktion der Effektivitat der Nierenersatztherapie

bedeuten.
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5 Zusammenfassung

Eine der haufigsten Komplikationen in der Intensivtherapie kritisch kranker Patienten ist
das akute Nierenversagen (ANV) (Bienholz & Kribben, 2013; Kaufmann & Voit, 2019;
Khwaja, 2012; Lopes et al., 2008; Vanmassenhove et al., 2017). Der Kontakt von Blut mit
Fremdoberflachen, z. B. bei kontinuierlichen Nierenersatzverfahren (CVVH) fihrt zu einer
Aktivierung des plasmatischen und korpuskularen (Kdstering et al., 1977)
Gerinnungssystems, welches trotz systemischer Antikoagulation zu einer ineffektiven
Hamofiltrationsbehandlung fihren kann (Vargas-Hein et al., 2004, 2005). Der aktuelle
Standard der Antikoagulation bei CVVH wird mit Citrat durchgefiihrt. Neben
unfraktioniertem Heparin (Barenbrock & Schaefer, 2004; Bienholz & Kribben, 2013;
Khwaja, 2012; Weinreich, 2020) ist auch rekombinantes Hirudin (rHirudin) bel
kontinuierlichen Nierenersatzverfahren mit Erfolg zur Antikoagulation eingesetzt worden,
weil3t jedoch bei renaler Insuffizienz eine deutliche Kumulation auf (Fischer et al., 1999;
Global Use of Strategies to Open Occluded Coronary Arteries (GUSTO) llIb investigators,
1996; Junren et al.,, 2021; Vanholder & Dhondt, 1999). Pharmakodynamische
Unterschiede zu Heparin bestehen darin, dass Hirudin keine direkte Bindung mit
Antithrombin, Blutzellen oder Plasmaproteinen eingeht und dass bis jetzt kein direktes

Antidot verfugbar ist.

Die Fragestellung der vorliegenden Untersuchung war, die Gerinnungsaktivierung unter
Antikoagulation mit unfraktioniertem Heparin und rekombinantem Hirudin wahrend
kontinuierlicher Hamofiltration zu untersuchen. Es wurden 26 kritisch kranke,
postoperative Patienten mit akutem Nierenversagen und kontinuierlicher Hamofiltration
in 2 Gruppen randomisiert. Im Verlauf der Untersuchung wurden insgesamt funf
Patienten aus der Studie ausgeschlossen (Heparingruppe: 4, Hirudingruppe: 1). Die
Heparin-Therapie wurde nach der activated clotting time (ACT) gesteuert. Die Steuerung
der Hirudin-Therapie erfolgte mit der Ecarin clotting Time (ECT). Die Heparin-Gruppe
erhielt Heparin kontinuierlich Uber einen Perfusor appliziert. Die Initialdosis von Heparin
betrug 250 1U/h. Das Ziel der Antikoagulationstherapie war eine ACT von 180-210 s. Die
nachfolgenden Anpassungen der Heparindosis erfolgten in Schritten von 125 1U/h. Das
rHirudin wurde intermittierend, im Bolusprinzip, verabreicht. Die Hirudin Therapie wurde
mit einer Dosierung von 0,4 mg (2ug) / kg als Bolus gestartet und anschliel3end 4stindlich
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entsprechend der ECT Messung angepasst. Der Zielbereich der ECT lag bei 80-100
Sekunden. Lag die ECT unter 80s wurde ein Bolus von 0,15mg/kg verabreicht.

Primare ZielgroRe dieser Untersuchung waren die nachfolgend aufgefiihrten Parameter
der Gerinnungsaktivierung und des allgemeinen hamostaseologischen Labors: der
Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT), Prothrombin-Fragment 1+2 (PF1+2) welche 8
stundlich Gber einen Zeitraum von 96 h gemessen wurden. Die statistische Auswertung

wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt.

Das akute Nierenversagen der Studien-Patienten trat meistens im Kontext eines
Multiorganversagens auf. Zugrundeliegend war eine kardiogener (n=21), oder ein
septischer Schock (n=4). In der Heparingruppe lag der APACHE-III-Score (Knaus et al.,
1991) bei 71 (48-11) und in der Hirudingruppe bei 84 (72-107). Der MODS Score betrug
9 (3-15) in der Heparingruppe bzw. 11 (6-15) in der Hirudingruppe. Die Unterschiede
bezlglich der TAT-Konzentration zwischen der Heparin- und der Hirudin-Gruppe
erreichten ein signifikantes Niveau. In beiden Gruppen zeigte das Prothrombinfragment
F1+2 bei einer relativ gro3en Streuung der Messwerte einen Anstieg bis auf eine
Konzentration von 74% nach 40 Stunden. Die F1+2 Konzentration war nur zum
Messzeitpunkt t96 statistisch signifikant. Die Filterlaufzeit war in der Heparin-Gruppe

tendenziell langer als in der Hirudin-Gruppe jedoch nicht signifikant.

Die intermittierende rHirudin-Gabe kann zur Antikoagulation bei kontinuierlicher
extrakorporaler Nierenersatztherapie eingesetzt werden. Die intermittierende Hirudin-
Anwendung flihrte nicht zu signifikanten Blutungskomplikationen. Die vorliegende Studie
zeigte, das Heparin bei der Hemmung der Gerinnungsaktivierung deutliche Vorteile
besitzt. Die Vorteile bestehen darin, dass unter kontinuierlicher Applikation eine
engmaschige Anpassung der Heparindosis mdglich ist. Dies ermdoglicht langere
Filterlaufzeiten und damit weniger Gerinnungsaktivierung. Die wichtigsten Ergebnisse
dieser Studie waren, dass rHirudin hinsichtlich der Filterlaufzeit ineffizient in der
dargelegten Applikationsform ist. Es zeigten sich mehr Filterwechsel sowie mehr
plasmatische Gerinnungsaktivitdt bezogen auf den Thrombin-Antithrombin-Komplex
(TAT) auf.
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