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I. Einleitung

Hirudo medicinalis, der europdische Blutegel, ist bereits seit iiber 100 Jahren fiir seine
blutverdiinnenden Fahigkeiten bekannt. Erstmals wurde seine antikoagulierende Eigenschaft
im Jahre 1884 erkannt (Haycraft 1884' und Jacoby 1904%). Das Hirudin genannte
antikoagulierende Agens, das zwanzig Jahre spéter zum ersten Mal isoliert werden konnte
(Shinoya 1927°), produziert der Egel in seiner Speicheldriise. In den spiten 50er Jahren
gelang es Markwardt, die blutverdiinnenden Stoffe des Egels systematisch zu isolieren.
Zudem charakterisierte er die polypeptide Struktur des Hirudins (Markwardt 1957%).
Natiirliches Hirudin ist ein einkettiges carbohydratfreies Polypeptid, das sich aus 65 oder 66
Aminosduren zusammensetzt und drei intramolekulare Disulfidbriicken und einen
schwefelsauren Tyrosin-Riickstand enthdlt. Sein Molekulargewicht betrégt 7 KD.

Hirudin bindet mit seinem NH3-Ende an Thrombin und blockiert so mit seinem COOH-Ter-
minus das Ende des Thrombinmolekiils, das fiir die Interaktion mit dem Fibrinogenmolekiil
wichtig ist. In dem es die Bildung der Fibrinfaser und somit die gesamte Fibrin-Netzbildung
unterbricht, verhindert Hirudin die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin. In den Fibrinnet-
zen, zu denen sich die Fibrinfaser bei normalen Gerinnungsvorgédngen bilden, bleiben wie-
derum Thrombozyten und Erythrozyten hingen, wodurch zunichst ein kleines Blutgerinnsel
entsteht, aus dem schlieBlich ein Thrombus heranwachsen kann. Die vielen sauren Reste, die
sich wiederum um das COOH-Ende des Hirudinmolekiils bilden, wirken in der Gerinnungs-
kaskade in vivo hemmend auf Vorstufen des Prothrombinkomplexes, weil sie die Umwand-
lung von Faktor VIII zu Faktor VIIla und von Faktor V zu Va verhindern (Markwardt,
1989%). So hemmt Hirudin die Blutgerinnung. In der Natur vorkommendes Hirudin ist am
Thyrosin der Position 63 der Peptidstruktur posttranslational sulfatiert.

Die Entdeckung der Mdglichkeit der industriellen Produktion von rekombinantem Hirudin
(Harvey et al. 19866, Bergmann et al. 19867, Bender et al. 19908, Benatti et al. 19919,
Lehmann et al. 1993'°, Weydemann et al. 1995'") fiihrte zu dessen vorklinischen Evaluierung,
klinischer Erprobung und schlieBlich zur Zulassung fiir die Patientenbehandlung. Dabei stellte
sich heraus, dass die biologische Aktivitdit und die antikoagulatorische Potenz von
natiirlichem und rekombinant desulfatiertem Hirudin sehr dhnlich ist (Stringer et al. 1993'%,
De Fillippis et al. 1999'%). Daher wurde auch der Einsatz von rekombinantem desulfiertem
Hirudin als in vivo Antigerinnungsmittel fiir eine Vielzahl von medizinischen Indikationen

intensiv klinisch erforscht und bestitigt wie der tiefen Venenthrombose (Agnelli et al. 1997,



Schiele et al. 1997", Eriksson et al. 1997'°), akuten Koronararterien-Syndromen (Topol et al.
19947, Serruys et al. 1995'%, Bates 1997'°, Meyer et al. 1998%°, Neuhaus et al. 1999%',
Merlini et al. 2000%, Alt et al. 2000**) und Lipopolysaccharid (LPS)-indiziertem Schock
(Siebeck et al. 1997*%). Dariiber hinaus wird desulfiertes Hirudin Patienten verordnet, die
kontinuierlich mit Hiamodialyse behandelt werden (van Wyk et al. 1995 Fischer et al.
1999%) oder an einer schweren Heparin-induzierten Thrombozytopenie leiden (Schiele et al.
199526, Greinacher et al. 199927, Koster et al. 200028). Inzwischen wird rekombinantes
Hirudin als wesentlicher Wirkstoff von Refludan® und Revasc® therapeutisch eingesetzt.
Wihrend Refludan® bei Heparin-assoziierter ~Thrombozytopenie (Typ 1II) und
thromboembolischen Erkrankungen, die eine parenterale antithrombotische Therapie
erfordern, zugelassen ist, wird Revasc” als Prophylaxe gegen tiefe Beinvenenthrombosen bei
Patienten angewendet, die sich einer elektiven Hiift- oder Kniegelenkoperation unterziehen.
Rekombinantes Hirudin besteht aus 64 bis 67 Aminosduren und hat ebenfalls ein Molekular-
gewicht von 7 KD. Das aminoterminale Ende des Lyophilisats (Rhein Biotech GmbH®, Diis-
seldorf, Deutschland), das fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit als Stammldsung des
rekombinanten Hirudins eingesetzt wurde, besteht aus der Aminosdurenfolge Valin-Valin-
Thyrosin oder Isoleucin-Threonin-Thyrosin. Dieser Terminus ist fiir die irreversible non-ko-
valente Hirudin-Thrombin-Bindung verantwortlich.

Auf Grund seiner hoch spezifischen Wechselwirkung mit Thrombin beeintridchtigt Hirudin
praktisch keine anderen 16slichen Blutbestandteile. Daher 1dsst sich annehmen, dass Hirudin
auch diagnostische Blut-Testsysteme kaum beeinflussen wiirde und somit ein ideales
Antikoagulans bei der Routineblutdiagnostik sein konnte. Rekombinant hergestelltes Hirudin
konnte, eingesetzt in einem Blutentnahmerdhrchen, menschliches Vollblut so antikoagulieren,
dass aus einer einzigen Blutprobe die hidmatologischen wund klinisch-chemischen
Routineparameter sowie immunologische und physikalische Parameter untersucht werden
konnten.

So konnte der Einsatz von Hirudin den konventionellen Ablauf der Blutanalyse im Kranken-
haus im Sinne der Patienten, aber auch organisatorisch erheblich vereinfachen. Denn der zur
Zeit iibliche organisatorische Ablauf der Blutanalyse von der Blutentnahme beim Patienten
bis zur Aufarbeitung in den verschiedenen Laboratorien ist im Wesentlichen durch die
methodisch erforderliche, unterschiedliche Vorbehandlung des Vollblutes bestimmt. So
werden fiir die Bestimmung der klinisch-chemischen Routineparameter beispielsweise

chemische, enzymatische oder immunologische Indikatorsysteme eingesetzt, die aus dem



fliissigen Anteil des Untersuchungsmaterials bestimmt werden. Dazu wird vollstindig
geronnenes Blut zentrifugiert (Serum) oder das Blut wird durch Zusatz von K,-EDTA, Citrat,
Heparin oder Hirudin zunichst antikoaguliert, dann zentrifugiert und anschlieBend der
Uberstand (Plasma) abpippetiert.

Bei den Blutbildbestimmungen werden die Anzahl der Morphe und der Blutzellen pro Volu-
meneinheit bestimmt. Dafiir miissen die Blutzellen zum Zeitpunkt der Untersuchung vital
sein. Entsprechend ist zur Durchfiihrung himatologischer Routineuntersuchungen eine anti-
koagulatorische Vorbehandlung des Blutes zwingend erforderlich. Gleichzeitig darf das Blut
jedoch in seinen Volumenanteilen nicht durch einen Untersuchungszusatz verédndert werden,
was Verfilschungen der Messwerte zur Folge hitte. Daher ist das Verhéltnis zwischen
entnommener Blutmenge und der jeweiligen Antikoagulans genau festgelegt. In der gingigen
Praxis wird das Blut fiir himatologische Untersuchungen meist mit K,-EDTA antikoaguliert.
Da K»-EDTA in Blutplasma geldste Ionen komplexiert, kann es grundsétzlich nicht zur Be-
stimmung einiger klinisch-chemischer Routineparameter wie der Elektrolyte (Natrium, Ka-
lium, Kalzium, Magnesium und Phosphat) eingesetzt werden. Dasselbe gilt fiir das
Antikoagulans Kalziumzitrat, das weltweit fiir die Bestimmung der Gerinnungsparameter in
der klinischen Chemie (z.B. Quickwert, aPTT, TP, Fibrinogen, ATIII) und der Einzelfaktoren
der Gerinnungsphysiologie eingesetzt wird und dabei nicht durch andere Antikoagulanzien
wie K,-EDTA oder Heparin ersetzt werden kann, ohne dass die Messergebnisse in unkon-
trollierbarer Weise verfilscht werden wiirden. Wiederum andere Antikoagulanzien (z.B.
Natriumheparinat) verursachen Interferenzen mit verschiedenen chemischen und
photometrischen Indikatorsystemen zum Nachweis der molekular sehr unterschiedlichen iiber
100 klinisch-chemischen Messparameter (z. B. Schwermetallnachweis, Medikamenten-
spiegelbestimmungen und Nachweis von Vergiftungen).

Daher miissen in der klinischen Routine, verglichen z. B. in den Krankenhdusern Charité
(Berlin) und Neuperlach (Miinchen), abhidngig von den klinischen Erfordernissen des
Patienten und den sich daraus ableitenden erforderlichen Laboruntersuchungen, pro
Blutentnahme momentan zwischen einem und neun Blutentnahmeréhrchen abgenommen
werden. Dabei ist neben der Anzahl auch die Art der Blutentnahmerdhrchen (z. B. Serum-,
EDTA-, Zitrat- oder Glukoserohrchen) bereits vor der Blutentnahme genau festgelegt. Nach
der Blutentnahme werden die Rohrchen in die jeweils zustdndigen Labore transportiert, die
gerade in groBeren Krankenhdusern meistens rdumlich voneinander getrennt sind. So

existieren in den meisten groferen Kliniken separate Labore flir himatologische und klinisch



chemische Blutuntersuchungen sowie oft weitere fiir speziellere Blutuntersuchungen (wie
Virunsnachweise und Immunophenotypisierung). Deshalb wird in vielen Kliniken auch ein
hauseigener Hol- und Bringdienst unter anderem mit dem Transport der
Blutentnahmerdhrchen  beschéftigt. In den jeweiligen Laboren werden die
Blutentnahmerdhrchen sortiert und gegebenenfalls zentrifugiert, bevor sie an die
unterschiedlichen Arbeitspldtze weitergereicht werden. Die Messapparate miissen dann mit
jeweils feststehenden Blutvolumina gefiillt werden (zwischen 10 und 100 pl Vollblut, Serum
oder Plasma), bevor die automatischen Messungen starten, die zwischen wenigen Sekunden
bis zu einigen Minuten (bei den meisten Messungen rund fiinf Minuten) dauern.
AnschlieBend werden die Testergebnisse ausgedruckt und der Absende-Station per Telefon
oder iiber das Intranet kommuniziert oder personlich {iberbracht.

Deshalb ist es momentan erforderlich, dass den Patienten, abhidngig von der Art und der
Anzahl der notwendigen  Blutuntersuchungen, zwischen einem und neun
Blutentnahmerdhrchen mit jeweils zwei bis zehn Milliliter Blut abgenommen werden. Das
kann im Fall von ernsthaft erkrankten Patienten, die meist {iber einen ldngeren Zeitraum
hinweg téglich eine oder zwei Blutentnahmen erdulden miissen, zu einem Blutverlust von bis
zu 250 Milliliter pro Woche fiihren. Dies entspricht der Hélfte der Hochstmenge, die Frauen
vier Mal und Ménner sechs Mal pro Jahr beim Deutschen Roten Kreuz spenden diirfen. Was
ein umso entscheidenderer Nachteil ist, wenn man bedenkt, dass schwer erkrankte Patienten
oft an einer von unterschiedlichen Ursachen bedingten Andmie leiden.

Dariiber hinaus sind die zahlreichen notwendigen Blutentnahmevorginge ein nicht
unerheblicher Kostenfaktor in der medizinischen Versorgung. Denn neben den
Einkaufskosten fiir die Blutentnahmer6hrchen fallen auch nicht zu vernachldssigende
Entsorgungskosten an. Momentan werden Blutentnahmerdhrchen als infektioser Nassmiill
klassifiziert und miissen zur Entsorgung in speziellen Behéltern verbrannt werden. Im Fall
von ernsthaft kranken Menschen werden pro Woche bis zu 40 Blutentnahmerdhrchen
benotigt, die schlieBlich entsorgt werden miissen.

Aus den geschilderten Beispielen wird deutlich, dass der Einsatz von Hirudin als in vitro-
Antikoagulans flir hdmatologische und klinisch-chemische Routineparameter sowie eine
Vielzahl weiterer Blutuntersuchungen die Unannehmlichkeiten der Patienten bei der
Blutabnahme vermindern konnte, in dem es die Anzahl der fiir die Laboranalyse notwendigen
Blutréhrchen von je nach Untersuchungsumfang bis zu acht auf bis zu drei vermindern und

dadurch Kosten einsparen konnte. Dafiir miissten allerdings die momentan iiblichen Routine-



MeBmethoden mdéglicherweise nach geringfligiger Anpassung an das rekombinante Hirudin
vollstdndig und zuverldssig angewendet werden kénnen.

Sollte es in einem nichsten Schritt dann auch noch moglich sein, mit hirudinierten Blutproben
hidmatologische, klinisch-chemische sowie weitere Laboranalysen an einem einzigem
automatisierten Messplatz durchzufiihren, kdnnte der Einsatz von Hirudin nach erforderlichen
Anschubinvestitionen erhebliche weitere logistische Kosten einsparen.

Zundchst muss allerdings gezeigt werden, dass Hirudin ebenso zuverldssig und wirkungsvoll

ist wie die momentan eingesetzten Antikoagulanzien.

I.1 Fragestellung

In dieser Arbeit wurde die Einsatzmoglichkeit und Zuverléssigkeit von Hirudin als in vitro-
Antikoagulans in der Blutwertanalyse untersucht. In vergleichenden Probanden- und Patien-
tenserien wurde untersucht, in welchem Ausmall die Messreihen von einer Vielzahl
Hématologischer und Klinisch-chemischer Routineparameter, die aus Hirudinblut oder dem
Standardsubstrat mit den gleichen Messmethoden bestimmt wurden, tibereinstimmen.

Neben den Untersuchungen der hdmatologischen und klinisch-chemischen Routineparameter
wurden auch verschiedene Spezialuntersuchungen durchgefiihrt, wie Antikorper- und
Hormonbestimmungen, Virus- und Gen-Nachweise, die Immunoglobuline quantitativ,
Elektrophorese und die PCR. Dariiber hinaus wurde die Einsatzmdglichkeit gefrorenen Hiru-
dinplasmas fiir die Routinediagnostik und der Einfluss von Kaliumionen (Kaliumchlorid,
Kaliumbikarbonat und Lithiumchlorid als Kontrolle) auf die Morphologie der Blutzellen
(insbesondere Erythrozytengrof3e und Diskriminierbarkeit der Blutzellen beim automatisierten
Differentialblutbild) untersucht. Mehrfachmessungen in unterschiedlichen zeitlichen Abstén-
den sollten die Validitdt der Messwerte aus hirudiniertem Blut sicherstellen oder auf mogliche
technische Probleme der Messautomaten hinweisen. Alle Resultate wurden mit den nach den
jeweiligen Standardmethoden ermittelten Kontrollergebnissen und dafiir zuldssigen
Referenzbereichen verglichen. Zur Beurteilung der Ubereinstimmung der Messungen aus den
zwei unterschiedlichen Substraten (Hirudinblut und Standardsubstrat) wurde im Wesentlichen

der Residuenplot nach Bland und Altman (Bland et al. 1995%°) durchgefiihrt.



Konkret sollten folgende Fragen in der Studie beantwortet werden:

1. In welcher Dosis hemmt Hirudin am effektivsten die Blutgerinnung in einem Blut-

entnahmerohrchen menschlichen Blutes?

2. Haben unterschiedlich aufgereinigte Hirudinchargen eine unterschiedliche antikoagulato-

rische Wirkung?

3. Sind in Hirudinblut erhobene Messergebnisse in wiederholter Messung reproduzierbar?

4. Sind Messergebnisse, die aus Hirudin-antikoagulierten Blutproben gewonnen wurden,
innerhalb der hdmatologischen und klinisch-chemischen Routineuntersuchungen ebenso

zuverlissig wie Messergebnisse der jeweiligen Standard-Entnahmerohrchen?

5. Sind Messergebnisse von Hirudin-antikoagulierten Blutproben auch in verschiedenen
Spezialuntersuchungen (Blutuntersuchungen zum Virusnachweis, Antikdrper- und
Hormonbestimmungen, quantitative Immunglobuline, Elektrophorese) ebenso zuverldssig

wie Messergebnisse der jeweiligen Standard-Entnahmeréhrchen?

6. Sind Messungen klinisch-chemischer Parameter aus ldnger eingefrorenen Hirudinplasma-

proben zuverldssig moglich?



II. Material und Methoden

II.1 Studienkollektiv und Studiendurchfithrung

Die vorliegende Studie wurde an der Charité, Universitdtsmedizin Berlin, im Campus Benja-
min Franklin durchgefiihrt. Das Untersuchungsmaterial setzte sich aus 107 Proben von
erwachsenen Freiwilligen zusammen. 53 von den Blutproben stammten von gesunden Pro-
banden und 54 von Patienten des Universitdtsklinikums. Die gesunden Blutspender waren
Erwachsene zwischen 20 und 30 Jahren, wobei das Verhéltnis zwischen Frauen und Méannern
3 zu 5 betrug. Die Patienten litten an verschiedenen chronischen und akut internistischen
Erkrankungen. In die Untersuchung gingen Blutproben von hdmatologisch-onkologischen,
kardiologischen, pulmonologischen, nephrologischen und gastroenterologischen Patienten ein
mit so ernsten Erkrankungen wie terminaler Niereninsuffizienz, akuter Myokardinfarkt und
Non-Hodgkin-Lymphom. Einige der Patienten wurden intensiv-medizinisch betreut. Nach
Behandlungsmethoden wurde nicht unterschieden. Bei den Patienten war das Verhiltnis
Frauen zu Ménnern anndhrend 1 zu 1. Das Blut von wenigen Probanden wurde mehrfach
untersucht. Auf geschlechtsspezifische Betrachtung der Messergebnisse wurde grundsétzlich
verzichtet. In die statistische Auswertung der hdmatologischen Untersuchungen gingen
schlieBlich die Daten von 80 Probanden ein, in die Auswertung der klinisch-chemischen
Parameter die Messergebnisse von 74 Probanden.'

Die antikoagulierende Aktivitit von Hirudin wurde in Antithrombin-Einheiten pro ml Voll-
blut (ATU/ml) gemessen. 100 ATU Hirudin entsprechen 10 internationalen Units (IU) Hepa-
rin. Die Konzentration von K,-EDTA betrug 1 mg pro ml Vollblut (mg/ml), die von Heparin
75 TU pro ml Vollblut (IU/ml).

! Griinde fiir die Reduktion der Anzahl der Blutproben waren, dass Proben von eigentlich als
gesund gemeldeten Probanden bei mindestens einem Untersuchungsparameter erhohte Werte
hatten oder die Probanden offensichtlich krank, alkoholisiert oder anderweitig beeintriachtigt
zur Blutentnahme erschienen. Zudem traten technische Probleme an der Messapparatur auf,
Differentialblutausstrichpraparate zerbrachen und Blutentnahmeréhrchen mussten wegen
fehlender, fehlerhafter oder verwischter Beschriftung aus der Untersuchung genommen
werden.



I1.2 Herstellung der Stammlosung und Zubereitung der Blutentnahmerohrchen

Zur Herstellung der Stammldsung wurden jeweils 0,7 ml Aqua ad Injectabile (Braun®,
Melsungen, Deutschland) in eine Cuvette mit 4,25 mg wasserlosliches Hirudinlyophilisat aus
der Hefe Hansenula polymorpha (Rhein Biotech®, Diisseldorf, Deutschland) hineinpipettiert
(Weydemann, 1995'"). Dabei handelte es sich um in Position 65 desulfiertes Hirudin, das in
drei unterschiedlichen Chargen vorlag, deren antikoagulatorische Equipotenz angenommen
und durch Experimente (siche III.1.) bestdtigt wurde. Nach Herstellerangaben waren die
unterschiedlichen Hirudinchargen unter anderem mittels HPLC eindeutig charakterisiert. 25
pl dieser Stammldsung ergab nach ihrer Verdiinnung in drei Milliliter menschliches Vollblut
(Standardmenge je Hirudin-Blutentnahmerdhrchen pro ml in der Studie) eine spezifische
Aktivitidt von 1 000 Anti-Thrombin-Units (ATU) pro 1 ml Vollblut. Die Stammldsung wurde
entweder sofort eingesetzt oder hochstens bis zu einer Woche lang in einem Kiihlschrank bei
vier Grad Celsius aufbewahrt.

Als Blutentnahmerdhrchen wurden Glasréhrchen mit Gummikorken (Becton Dickinson®,
Heidelberg, Deutschland) eingesetzt, die maximal fiinf Milliliter Vollblut fassen. Diese
wurden zundchst moglichst schnell unter einem Keimabzug entkorkt, um das vorhandene
Vakuum im Rohrchen zu 16sen und sicherzustellen, dass die Luft dabei keimfrei ist.
Anschliefend wurde das von der geplanten ATU/ml-Konzentration abhédngige Volumen der
Hirudinlésung (2,5 pl pro 100 ATU/ml fiir 3 ml menschliches Vollblut) aus der Cuvette
herauspipettiert und in das Blutentnahmerdhrchen hineinpipettiert. Vor jeder Blutentnahme
wurden das Blutentnahmerdéhrchen erneut gedffnet und nachdem es mit exakt drei Milliliter
Probanden-Blut {iber eine Einwegspritze befiillt wurde, moglichst rasch wieder verschlossen.
Als Kontrollrohrchen wurden konfektionierte Blutentnahmeréhrchen (Vakutainer® von
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) eingesetzt, die entweder mit K,-EDTA (1 mg/ml
fiir 4 ml Blut), Heparin (75 [U/ml fiir 10 ml Blut) oder Zitrat (500 pl fiir 4,5 ml Blut) bestiickt
waren oder einen koagulationsfordernden Zusatz als Trenngel (10 ml Blut) hatten (Serum-

rohrchen). Die Serumrdhrchen treten in Tabellen auch unzentrifugiert als ,,Blut nativ*“- Proben

auf.

I1.3 Die Blutentnahme
Aus praktischen Griinden wurden die Blutentnahmen zusammen mit verschiedenen

Stationsschwestern zu zweit durchgefiihrt. Sie fanden unabhéngig von der Nahrungsaufnahme



und der Tageszeit unter normalen Raumbedingungen im Krankenhaus statt. Nach griinlicher
Desinfektion der Punktionsstelle mit Alkohol wurde den Probanden bei gestautem Oberarm
eine Ellenbogen- oder Unterarmvene punktiert. AnschlieBend wurde ihnen in liegender
Position vendses Blut abgenommen. Zundchst wurden die fiir die Gewinnung von Vergleichs-
und Kontrollwerten eingesetzten K,-EDTA- und Serum- sowie fiir manche Experimente
zusdtzlich Natrium-Heparinat-Réhrchen abgenommen. Dafiir wurden die Standard-
Blutentnahmerdhrchen (Vakutainer® von Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) am
Korken durchstochen, den Anweisungen des Herstellers entsprechend mit einem Nadelsystem
(Butterfly) verbunden und mit dem Vollblut der Probanden gefiillt. AnschlieBend wurden
iiber denselben Butterfly 10ml- und 20ml-Einwegspritzen ohne Antikoagulans (Braun®,
Melsungen, Deutschland) mit dem Blut derselben Probanden gefiillt, wovon exakt drei
Milliliter sofort in die vorbereiteten Hirudinréhrchen gefiillt wurden. AnschlieBend wurden
die gefiillten Blutentnahmerdéhrchen, die bereits vor der Blutentnahme beschriftet worden
waren, alle zehn Minuten fiir circa acht Sekunden hin- und hergeschwenkt, um eine moglichst
schnelle Vermischung des Blutes mit dem Antikoagulans zu erreichen. Anschlieend wurden
sie personlich entsprechend der Zustindigkeit in das Hamatologische Zentrallabor, das Kli-
nisch-Chemische Zentrallabor oder (bei Spezialuntersuchungen wie den Virusnachweisen und
die Antikdrperbestimmungen) in externe Laboratorien des Universitatsklinikums der Charité,
Campus Benjamin Franklin in Berlin transportiert. Wahrend die Blutr6hrchen der gesunden
Probanden beim fachgerechten krankenhausinternen Transport dabei fiir ungefdhr flinf
Minuten ohne Schutz vor Temperaturschwankungen im Freien befordert wurden, blieben die
Blutproben der Patienten stindig im Haus. Beim Transport in die externen Laboratorien
wurden sédmtliche Blutentnahmerdhrchen fachgerecht in Styroporkésten transportiert. Wenn
Wartezeiten zwischen der Blutentnahme und der Blutwertanalyse auftraten, wurden die
Rohrchen gelegentlich geschwenkt. In den hausinternen Laboratorien konnten die Analysen
der Blutproben nach einer Vereinbarung mit den zustdndigen Laborleitern direkt nach den
taglichen Routineblutwertuntersuchungen der Krankenhauspatienten durchgefiihrt werden.
Zundchst wurden alleine oder mit Unterstiitzung einer oder eines Medizinisch-Technisch-
Assistentin/-en im Hé&matologischen Zentrallabor die hdmatologischen Blutwerte der
Hirudinprobe und der jeweiligen K,-EDTA-Kontrolle untersucht. AnschlieBend wurden
samtliche Hirudinproben und ihre Serumkontrollen zentrifugiert und in das Klinisch-
chemische Zentrallabor transportiert, wo die klinisch-chemischen Laborparameter bestimmt

wurden. Sémtliche hidmatologischen und klinisch-chemischen Laborergebnisse konnten



durchschnittlich innerhalb von sechs Stunden bestimmt werden und lagen noch am
Untersuchungstag in Form von Ausdrucken vor. Die Gennachweise von WT1 aus EOLI-
Leukémieblasten wurden zusammen mit einem Medizinisch Technischen Assistenten (Herr
Leben) in einem fiir die AG Dr. Menssen zur Verfiigung gestellten Labor durchgefiihrt. Die
tibrigen Spezialuntersuchungen, deren Ergebnisse durchschnittlich innerhalb von einer Woche
vorlagen, wurden in externen Laboratorien des Universitdtsklinikums der Charité Berlin,

Campus Benjamin Franklin, durchgefiihrt.

11.4 Experimente zur Ermittlung einer optimal antikoagulierenden
Hirudinkonzentration im Blutentnahmerohrchen

Dieses Experiment hatte zum Ziel, die Hirudinkonzentration zu ermitteln, die menschliches
Vollblut im Blutentnahmerdhrchen optimal antikoaguliert. Dazu wurde visuell untersucht, ob
bei unterschiedlichen Hirudinkonzentrationen zwischen 100 bis 2000 ATU/ml Minigerinnsel
in den jeweiligen Blutproben auftreten, in dem die Blutentnahmerdhrchen gegen Licht
gehalten wurden. Zusitzlich wurden Blutausstrichpriparate angefertigt, die mikroskopisch auf
das Vorhandensein von Mikrogerinnseln untersucht wurden. Dabei wird unter einem
Minigerinnsel ein gerade noch sichtbares korpuskuldres oder fadenformiges Gebilde
verstanden, das als Ausdruck einer beginnenden oder rdumlich begrenzten Gerinnung
einzuschitzen ist. Mini- oder Mikrogerinnsel, die in ansonsten vollstindig antikoaguliertem
Blut frei flottieren, finden sich gelegentlich auch in K,-EDTA antikoaguliertem Blut und
konnen zu Verfalschungen der Messergebnisse fithren. Davon abzugrenzen sind Blutkoagel,
die als grofere Blutpfropfen (>0,25 cm Durchmesser) die Fliessfahigkeit des Blutes storen
und als Ausdruck der vollstindigen Gerinnung zu verstehen sind. Die Blutausstriche wurden
nach der Methode der Standard Pappenheim Farbung fiinf Minuten mit Giemsa
(Differentialfairbung methanolfixierter Blut- und Knochenmark-Ausstriche mit Azur-Eosin-
Methylenblau-Losung) und 15 Minuten mit May-Griinwald (Blutkérperchenfarbung mit
eosinsaurem Methylenblau) gefédrbt. AnschlieBend wurden die Préparate jeweils fiir circa finf
Minuten unter einer Vergroferung von 1:630 mikroskopiert. Zur Kontrolle wurden pro
Proband drei Blutproben in gebrauchsfertigen Blutentnahmerdhrchen untersucht: eines ohne
Zusatz, eines mit Heparin und das dritte mit K,-EDTA als Antikoagulans. Gleichzeitig wurde
untersucht, ob sich unterschiedlich aufgereinigte Formen des Hirudin-Lyophilisats® (Rhein
Biotech GmbH, Diisseldorf, Deutschland) in ihrer antikoagulatorischen Wirkung

unterscheiden. Dafiir wurden in einem verblindeten Experiment zufallsgesteuert drei unter-
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schiedlich aufgereinigte Hirudinchargen (siche Tabelle 1) eingesetzt, von deren

Gesamtproteinmenge, Reinheit und spezifischen Aktivitit erst nach Abschluss der
Untersuchung bekannt gegeben wurde. Bei allen drei Chargen handelte es sich um in Position
65 desulfatiertes Hirudin, das sich in der Homogenitdt der rekombinanten Hirudinmolekiile
unterschied, die bei der Expression des Hirudins in Hansenula polymorpha entstehen. Charge
I war die hochstaufgereinigte Charge, bei der mehr als 98% aller Hirudinmolekiile 65 oder 66

Aminoséduren lang waren, gefolgt von Charge II (95 - 98%) und Charge III (90 - 95%).

Tabelle 1: Die untersuchten Chargen des rekombinant hergestellten Hirudin-Lyophilisats (Rhein
Biotech, Diisseldorf, Deutschland)

Hirudin Gesamtprotein in mg | Reinheit beziiglich der| Spezifische Aktivitit in
(nach Lowery ) 65-66 Aminoséduren und | ATU/ml Hirudinlyophi-
Reaktion in Prozent lisat
Charge 1 7,1 > 98 22800
Charge 1 9,4 95-98 22800
Charge 111 12,5 90-95 21400

I1.4.1 Visuelle Uberpriifung der Gerinnung in Hirudin-antikoaguliertem Blut

Blut von gesunden Probanden wurde eingesetzt, um visuell die Gerinnung von hirudiniertem
Vollblut mit verschiedenen Hirudinkonzentrationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten sowie
den antikoagulierenden Effekt von unterschiedlich aufgereinigten Hirudinchargen zu
untersuchen. Dazu wurden im ersten Experiment Blutproben von zwei gesunden Probanden
mit Hirudin der drei verschiedenen Chargen in den Konzentrationen 100 ATU/ml, 200
ATU/ml, 300 ATU/ml, 400 ATU/ml und 500 ATU/ml eingesetzt. Die visuelle Uberpriifung
der Blutréhrchen erfolgte stiindlich von Stunde null bis Stunde 48. Um die Piinktlichkeit der
Auswertung sicherzustellen, half bei der Durchfiihrung und Auswertung dieser Experimente
ein Wecker. Im zweiten Experiment mit Blutproben von drei gesunden Probanden betrugen
die Hirudinkonzentrationen 100 ATU/ml, 200 ATU/ml, 400 ATU/ml, 600 ATU/ml, 800
ATU/ml und 1000 ATU/ml. Sie wurden zur Stunde null und nach einer halben, einer,
eineinhalb, zwei, vier, sechs, zwolf, 18, 24, 32 und 48 Stunden visuell auf
Mikrogerinnselbildung tliberpriift. Die Blutréhrchen wurden wéhrend der Lagerung auf einem

Rollator in Bewegung gehalten.
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I1.4.2 Visuelle und mikroskopische Uberpriifung der Gerinnung in Hirudin-
antikoaguliertem Blut

In der zweiten Experimentrethe zur FErmittlung einer optimal antikoagulierenden
Hirudinkonzentration im Blutentnahmerdhrchen wurden im ersten Experiment Blutproben
von zwei Probanden mit Hirudin der drei Chargen in den Konzentrationen 400 ATU/ml, 600
ATU/ml, 800 ATU/ml und 1000 ATU/ml eingesetzt. Die visuellen Kontrollen erfolgten alle
sechs Stunden von Stunde null bis einschlieflich zur Stunde 72. Im zweiten Experiment
wurden Blutproben von ebenfalls zwei gesunden Probanden verbunden mit Hirudin der drei
Chargen in den Konzentrationen 600 ATU/ml, 800 ATU/ml, 1000 ATU/ml und 2000
ATU/ml eingesetzt und alle sechs Stunden von Stunde null bis einschlieBlich Stunde 48
visuell untersucht. Zudem wurden von allen Blutproben Blutausstrichpriparate angefertigt
und zu den selben Zeitpunkten wie die visuellen Kontrollen mikroskopisch auf
Mikrogerinnselbildung analysiert. Die Auswertung der Blutausstrichpriparate erfolgte
innerhalb weniger Tage nach der Blutentnahme durch unabhédngige Medizinisch Technische

Assistentinnen und Assistenten.

11.4.3 Uberpriifung der ermittelten optimalen Hirudinaktivitit (1000 ATU/ml) und erste
automatisierte Blutbilddiagnostik

Um die in den vorangegangenen Untersuchungen ermittelte optimale Hirudinaktivitit von
1000 ATU/ml zu tiberpriifen, wurde ihre antikoagulatorische Potenz mit der einer niedrigeren
(600 ATU/ml) und der einer hoheren (2000 ATU/ml) Hirudinkonzentration verglichen. Dazu
wurde das Blut von vier Probanden mit Hirudin aller drei Chargen versetzt und nach null,
zwei, vier-sechs, 12, 24, 48 und 72 Stunden mikroskopisch auf Mikrogerinnsel im
Blutausstrich  untersucht. Zudem erfolgten zu allen Zeitpunkten automatisierte

hidmatologische Laboruntersuchungen und Handdifferenzialblutbildauswertungen.

IL.5 Himatologische Messungen und Messmethoden

Fir sédmtliche Laborexperimente im weiteren Verlauf der Studie wurde die in den
Experimenten zur Ermittlung einer optimal antikoagulierenden Hirudinkonzentration im
Blutentnahmerdhrchen ermittelte Konzentration von 1000 ATU Hirudin pro 1 Milliliter
menschlichen Blutes je Hirudin-Blutentnahmeréhrchen eingesetzt. Bei allen himatologischen

Messungen wurden die hirudinierten Blutentnahmerdhrchen genau wie die Standardréhrchen
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eingesetzt. Die Diagnostik erfolgte im Hamatologischen Zentrallabor der Charit¢ Berlin,
Campus Benjamin Franklin (CBF).

Fiir die automatisierte Blutbilddiagnostik wurden die fiir K,-EDTA-Blut optimierten
Zellzdhlautomaten Coulter STK® und Coulter STKS® (beide Beckman Coulter, Krefeld,
Deutschland) eingesetzt, die den Anweisungen des Herstellers entsprechend verwendet
wurden. An diesen Automaten wurden das kleine Blutbild und das Differentialblutbild
erstellt. Das kleine Blutbild umfasst die Anzahl der Leukozyten, Erythozyten und
Thrombozyten pro pl sowie den Himoglobinwert in g/dl.

Im Differentialblutbild wird das prozentuale Verhiltnis der unterschiedlichen weilen
Blutkdrperchen pro Volumeneinheit antikoagulierten Blutes im Vergleich zur Gesamtzahl der
Leukozyten untersucht. Die weilen Blutkorperchen bestehen aus den Lymphozyten,
Monozyten, eosinophilen Granulozyten, basophilen Granulozyten und neutrophilen
Granulozyten. Die Granulozyten werden je nach Differenzierungsstadium zusétzlich noch in
Stabkernige und Segmentkernige unterschieden. Fiir die Bestimmung der Messwerte zéhlen
die Automaten die vitalen Blutzellen mittels elektrischer Widerstandsmessung in ent-
sprechenden Z&hlkammern (50-500 fl Kanal fiir Leukozyten und Erythrozyten, 2-20 fl Kanal
fiir Thrombozyten) und differenzieren sie je nach GroBe (volumetrischer Ausschlag).
Leukozytenpopulationen werden durch Widerstandsmessungen, volumetrische Messungen,
nach Streulichtverhalten und Oberflachenstruktur im Laserstrahl sowie anhand des Gehaltes
an zytoplasmatischen Granula (wichtig fiir die Lichtdurchldssigkeit) beurteilt und in unter-
schiedliche Fraktionen eingeteilt.

Zudem wurden die Erythrozytenindizies MCV, MCH und MCHC untersucht. Das mittlere
Erythrozytenvolumen (MCV) ist der arithmetische Mittelwert der direkt gemessenen
Einzelerythrozytenvolumina. Der mittlere zellulire H&dmoglobingehalt (MCH) und die
mittlere zellulire Hadmoglobinkonzentration (MCHC) werden aus dem mittleren
Erythrozytenvolumen, dem Himoglobinwert und der Erythrozytenkonzentration berechnet.
Zusétzlich wurden von sédmtlichen hirudinierten Blutproben und deren Kontrollen Ausstrich-
praparate angefertigt, was im klinischen Alltag nur in Ausnahmesituationen geschieht, z. B.
wenn die Unterscheidung des Messautomaten zwischen verschiedenen Zelltypen nicht ein-
deutig ist. Die Handdifferentialblutbilder wurden von Medizinisch-Technisch-
Assistenten/innen unter einem Mikroskop bei einer VergroBerung von 1:630 iiberpriift und

ausgewertet.
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In die Auswertung gingen am Coulter STK® und am Coulter STKS® erstellte grofe Blutbilder
und manuell angefertigte Differenzialblutbilder gesunder Probanden und Patienten ein. Als
Referenzbereiche fiir die automatisch bestimmten grofen Blutbilder und die
Handdifferentialblutbilder dienten die Referenzwerte des Hdmatologischen Zentrallabors der

Charité Berlin, CBF.

Tabelle 2: Referenzbereiche fiir die himatologischen Messergebnisse (libernommen aus dem
Héamatologischen Zentrallabor der Charité Berlin, CBF).

Parameter Einheit | |Referenzbereich der Charité, CBF
Blutbild

Leukozyten /nl 4,0-10,0
Erythrozyten /pl 4,5- 6,0
Hiamoglobin g/dl 14,0 — 18,0
Héamatokrit 1/1 0,38 - 0,52
MCH Pg 28 — 34
MCV Fl 82 —-92
MCHC g/dl 32-36
Thrombozyten /nl 150 - 400
Differentialblutbild

Segmentkernige Neutrophile % 50-70
Lymphozyten % 25-40
Monozyten % 4-8
Eosinophile % 0-4
Basophile % 0-1

I1.6 Klinisch-chemische Messungen und Messmethoden

Alle klinisch-chemischen Untersuchungen fanden im klinisch-chemischen Zentrallabor der
Charit¢ Berlin, CBF, statt. Die klinisch-chemischen Routineparamter wurden aus
Hirudinplasma mit einer Konzentration von 1000 ATU/ml bestimmt, das fiinf Minuten lang
bei 3500 Umdrehungen pro Minuten mittels einer Hettich Universal 30 F -Zentrifuge
(Hettich, Tuttlingen, Deutschland) bei einer relativen Zentrifugationsbeschleunigung von
2191 G zentrifugiert wurde. Die jeweiligen Kontrollwerte wurden aus Serum bestimmt. Die
Messungen aller 24 klinisch-chemischer Parameter wurden mit dem Roche Hitachi 917
System (Roche AG, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt, das gemill den Anweisungen des
Herstellers eingesetzt wurde. Die verwendeten Reagenzien stammten ebenfalls von Roche
Diagnostics. Die Messmethoden des Automaten basieren auf ionenselektiven Elektroden

(Na", Ka’, Li") und Absorbtionsmessungen in Reaktionsldsungen, denen iiblicherweise das
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reagenziengemischte Serum und in dieser Studie zusétzlich das hirudinierte Serum in einer
Plastikkuvette zugegeben wird. Dafiir war fiir jeden Parameter ein minimales Probenvolumen
zwischen 2 und 35 Mikroliter erforderlich.

Fiir die Bestimmung der Parameter Cholesterin, Triglyzeride, Amylase, Pankreatische Amy-
lase, Harnsdure, Lipase und Gamma Glutamyltransferase (GGT) nutzt das Roche Hitachi
917° System die enzymatische Kaloriemetrie. Mit Hilfe des UV-Tests bestimmt der Automat
Glukose (Glukose-Oxidase-Methode), ALT (Alanin Aminotransferase), GOT (ASAT),
Hydroxybutyrat Dehydrogenase (HBDH), Kreatin-Kinase (CK), Laktat Dehydrogenase
(LDH), Harnstoff und freies Himoglobin im Serum. Kalium, Chlorid und Natrium wurden
mit Ionense-lektiven Elektroden gemessen. Verschiedene farbmetrische Untersuchungen
dienen der Bestimmung der Parameter Kalzium, Phosphat, Gesamteiweill, Albumin,
alkalische Phosphatase und Kreatinin. Die Bilirubinkonzentration wurde iiber die Jendrassik-
Grof-Methode ermittelt.

Fiir die Beurteilung der Messergebnisse wurden die Referenzbereiche des Zentrallabors am

UKBEF zugrunde gelegt (siche Tabelle 3).

I1.7 Wiederholungsmessungen himatologischer und klinisch-chemischer Messparame-
ter

Eine der beiden Hauptforderungen an wissenschaftliche MeBmethoden ist Validitéit, welche
die Giiltigkeit der Ergebnisse von Messungen und Beobachtungen bei einer gezielten
Fragestellung beinhaltet. Validitdt beantwortet die Frage, ob ein Instrument oder eine
Methode genau das misst, was gemessen werden soll. Daneben fordert die Reliabilitdt die
Reproduzierbarkeit von Messergebnissen. Durch eine zuverldssige Methode bzw. Instrument
erhédlt man bei wiederholten Messungen unter vergleichbaren Bedingungen Ergebnisse, die
nur geringfiigig voneinander abweichen. Sowohl Validitit als auch Reliabilitit sind

Voraussetzungen dafiir, dass Messergebnisse als wissenschaftlich giiltig gelten konnen.

I1.7.1 Wiederholungsmessungen himatologischer Messparameter

Um die Reproduzierbarkeit der aus hirudiniertem Blut ermittelten Messwerte himatologischer
Parameter zu {iberpriifen und etwaige Messfehler der eingesetzten Zellzdhlautomaten
auszuschlieBen, wurden hédmatologische Mehrfachmessungen mit 1000 ATU/ml-Hirudin
antikoaguliertem Blut aller drei Chargen durchgefiihrt. Dabei wurden die Blutbilder und

Differentialblutbilder von 15 gesunden Probanden fiinf Mal unmittelbar hintereinander
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gemessen und jeweils ein Ausstrichpriaparat angefertigt. Mit zehn Blutproben erfolgten die
Messungen am Coulter STKS®, mit fiinf am Coulter STK® (beide Beckman Coulter, Krefeld,
Deutschland). K,-EDTA-Blutproben dienten als Kontrollen.

Mit Mehrfachmessungen in groBeren Zeitabstdnden wurde {iberpriift, ob die Blutzellen im hi-
rudinierten Blut auch langfristig so stabil messbar sind, wie es im medizinischen Alltag erfor-
derlich sein kann. Dafiir wurden die Ergebnisse der Mehrfachmessung der automatisierten
Blutbilddiagnostik innerhalb des Experiments zur Uberpriifung der ermittelten optimalen
Hirudinkonzentration (siehe III.1.4) unter diesen Aspekten analysiert. Das hirudinierte Blut
von vier Probanden wurde jeweils nach 0, 2, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden auf die
hdmatologischen Routineparameter untersucht und zudem jeweils ein Ausstrichpriparat
angefertigt und ausgewertet. K,-EDTA-antikoagulierte-Blutentnahmerdhrchen dienten als
Kontrollen.

Tabelle 3 Referenzbereiche fiir die klinisch-chemischen Messergebnisse (libernommen aus

dem Klinisch-Chemischen Zentrallabor der Charité Berlin, CBF)

Klinische Chemie Einheit Referenzbereich der Charité, CBF
GOT (ASAT) U/l - 18
GPT (ALAT) U/l - 18
GGT U/l 4-18
Alk. Phosphathase U/l 60170
Lipase U/l - 190
Amylase U/l - 120
P-Amylase U/l 13 - 64
Bilirubin ges. umol/l 3,6 22
Kreatinin umol/l 50— 98
Harnstoff Mmol/l 1,7-8,3
Harnsdure umol/l 142 — 339
Natrium Mmol/l 130 — 149
Kalium Mmol/l 3,7-54
Chlorid Mmol/l 94 — 109
Kalzium Mmol/l 2,24 -2.78
Phosphat Mmol/l 0,87 - 1,45
CK U/l 10 — 80
HBDH U/l 55— 140
LDH U/l 120 — 240
Glucose 1.S. Mmol/l 3,5-5,7
Cholesterin Mmol/l >5,2
Triglyzeride Mmol/l -1,7
Eiweil}, ges g/l 66 — 87
Albumin g/l 38 -51
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I1.7.2 Wiederholungsmessungen klinisch-chemischer Messparameter

Um die Reproduzierbarkeit der klinisch-chemischen Messergebnisse zu {iberpriifen und
Messfehler des eingesetzten Roche/Hitachi 917 Systems® (Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) auszuschlieBen, wurden mit den hirudinierten Blutproben von drei gesunden
Probanden jeweils drei- und fiinfmal unmittelbar hintereinander erfolgte Mehrfachmessungen
durchgefiihrt. Dabei wurden folgende klinisch-chemischen Messparameter untersucht: GOT,
GPT, AP, GGT, HBDH, Bilirubin gesamt, CK, Lipase, LDH, Amylase, Kreatinin, Harnstoff,
Harnsdure, Glucose (im Serum), Cholesterin, Triglyzeride, Kalzium, Phosphat, Albumin, P-

Amylase, Kalium, Natrium und Chlorid.
I1.8 Spezialuntersuchungen

I1.8.1 Hamatologische Versuche mit Kaliumchlorid, Kaliumbicarbonat und Lithium-
chlorid als Zusétze zum hirudinierten Blut

Hirudin- und Lephirudin- (in Form von Reﬂudan®2, Ho6chst Marion Roussel®, Frankfurt,
Deutschland) antikoaguliertem Blut wurde jeweils Kaliumchlorid, Kaliumbicarbonat und
Lithiumchlorid zugesetzt. Mit der Analyse dieser so entstandenen Blutproben sollte iiberpriift
werden, ob wihrend der hidmatologischen Messreihen aufgetretene Schwierigkeiten der
Messautomaten Coulter STK® und Coulter STKS® mit hirudinierten Blutproben auf die
deutlich niedrigere “K-Ionen-Konzentration im hirudinierten Blut im Vergleich zu K,-EDTA-
antikoaguliertem Blut zurlickzufithren ist. Das in seiner biochemischen Wirkweise dem
Kaliumchlorid &dhnliche Lithiumionchlorid diente als Kontrolle. Kaliumchlorid,
Kaliumbicarbonat und Lithiumchlorid wurden in der gleichen Molaritét des Kaliumions in
K,-EDTA-behandeltem Blut zugesetzt. Es ist bekannt, dass der hohe Anteil frei geldster
Kaliumionen im K,-EDTA-Plasma die Morphologie der Blutzellen verdndert
(Zellschrumpfung). Um Verdnderungen in den Blutzellenpopulationen erkennen zu kénnen,
wurden die Blutbilder und Differentialblutbilder von fiinf gesunden Probanden jeweils drei
Mal unmittelbar hintereinander am Coulter STK gemessen. Untersucht wurden die
Blutproben jeweils mit Hirudin pur, einer Kombination aus Hirudin und Kaliumchlorid, einer
Kombination aus Hirudin und Kaliumbikarbonat sowie einer Kombination aus Hirudin und

Lithiumchlorid. Zur Kontrolle wurden Blutproben mit Refludan pur, einer Kombination aus

? Refludan® ist ein zugelassenes rekombinant hergestelltes Hirudin zur intravendsen Injektion (Hochst Marion
Roussel®, Frankfurt, Deutschland)
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Refludan und Kaliumbikarbonat, einer Kombination aus Refludan und Kaliumchlorid sowie
einer Kombination aus Refludan und Lithiumchlorid analysiert. Dabei betrug die
Hirudinkonzentration 1000 ATU/ml. Refludan wurde den Angaben des Herstellers (Hochst
Marion Roussel, Frankfurt, Deutschland) entsprechend in 5 mg Dosen eingesetzt. Daraus
wurde aus Hirudin mit Aqua Injectable eine Stammlosung hergestellt, die 700 Mikroliter
ergab. Als Dosis, die mit der Refludankonzentration pro Blutentnahmerdhrchen verglichen
wurde, wurden 33 Mikroliter Refludan pro Milliliter Vollblut eingesetzt. Die Konzentration
des Kaliumchloridzusatzes betrug 2,238 mg, des Kaliumbicarbonatzusatzes 3,00 mg und des
Lithiumchloridzusatzes 1,28 mg, jeweils pro 3 ml Blut. Als Kontrollwerte wurden K,-EDTA-

antikoagulierte Blutproben gemessen.

I1.8.2 Antikorperbestimmungen und Virusnachweise gegen Cytomegalieviren (CMYV),
Hepatitis-B und -C, HIV und HCV

Verschiedene Antikorperbestimmungen und Virusnachweise sollten aufzeigen, ob immuno-
logische und molekularbiologische Testsysteme mit Hirudin-antikoaguliertem Blut zuverlas-
sig durchzufiihren sind. Dazu wurde mit Hirudin-antikoagulierten Blutproben (1000 ATU/ml)
und Serumrdhrchen von sechs gesunden Probanden ein Virusnachweis nach der Methode des
Enzym Immun Assays (EiA) (immunoassay system Axsym", Abbott Systems, Abbott Park
IL, USA) durchgefiihrt. Daran schlossen sich Antikorperbestimmungen und Virusnachweise
gegen Cytomegalieviren (CMV), gegen Hepatitis-B- und C sowie HIV an. Mit dem COBAS-
Amplicor® (Roche, Mannheim, Deutschland) wurden die Blutproben zusitzlich iiber die

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auf das HIV- und das HCV-Genom untersucht.

I1.8.3 Nachweis der Expression des Wilmstumorgens WT1 mittels PCR

Der Wilmstumor(WT1)-Gennachweis wurde mittels qualitativer PCR exemplarisch anhand
von Jurkat und EOL1-Leukédmie-Blasten mit einem Hirudinzusatz bis zu 5000 ATU/ml im
PCR-Reaktionsgefdl durchgefiihrt. Dabei wurde die Hirudinkonzentration bewusst so hoch
gewdhlt, um mdgliche Interferenzen mit der PCR besser erkennen zu konnen. Als Kontrolle

diente die Genexpression ohne Zusatz von Hirudin.
I11.8.4 Bestimmung der quantitativen Immunglobuline im Blut

Die Immunglobuline wurden exemplarisch anhand von Immunglobulin G (IgG),

Immunglobulin M (IgM) und Immunglobulin A (IgA) quantitativ in den hirudinierten
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Blutproben (Konzentration: 1000 ATU/ml) von zwei Patienten mittels Elektrophorese
klassifiziert. In dieser Untersuchung werden die Proteine , Molekiile und das DNA analysiert,
die frei in einem Puffer suspendiert sind, wo sie entsprechend ihrer Grofe und/oder

Oberflichenladung aufgetrennt werden. Analog behandeltes Serum diente als Kontrolle.

I1.8.5 Analyse tiefgefrorener Blutproben

Es wurde tiberpriift, ob Hirudinplasma bei einer Konzentration von 1000 ATU/ml auch dann
untersuchbar bleibt, wenn es ldngere Zeit eingefroren war, wie es im medizinischen Alltag
beispielsweise flir gerichtsmedizinische Zwecke erforderlich ist. Dazu wurden einige klinisch-
chemische Routineparameter (GOT, Bilirubin gesamt, Natrium, Kalzium, CRP und
Gesamteiweil}) sowie Anti-Hbs in tiefgefrorenen Hirudinplasmen gemessen. Zur Herstellung
des Probenmaterials wurde der Uberstand von zentrifugierten hirudinierten Blutproben neun
gesunder Probanden abpipettiert und anschlieend fiir vier Monate bei circa minus 80 Grad
Celsius eingefroren. Direkt nach dem Auftauen folgten die Untersuchungen. Serumproben

derselben Patienten wurden analog behandelt und dienten als Kontrollergebnisse.

I1.8.6 Hormonbestimmungen

Aus denselben hirudinierten Blutproben, die fiir die Analyse tiefgefrorener Blutproben (neun
gesunde Probanden) eingesetzt wurden, wurden mittels der elektrochemischen Lichtstrahlen-
nachweis-Technologie des Elecsys System® 1010 (Roche Diagnostics, Frankfurt, Deutsch-
land) exemplarisch auch die Bestimmungen von Hormonen (Schilddriisenhormonen TSH und
TG) sowie freiem Hidmoglobin durchgefiihrt. Als Vergleichswerte wurden die von Herold
vorgeschlagenen (Herold 2005*) oder Herstellerangaben der Testkits eingesetzt, Serum

diente jeweils als Kontrolle.

I1.9 Statistik

Fir die statistische Auswertung wurden die Computerprogramme Excel® (Version 95;
Microsoft, Washington, USA), SPSS® (Version 6.1.1; SPSS Inc., USA) fiir Microsoft
Windows® (Version Windows 95; Microsoft, Washington, USA) und BiAS® (Version 8.2;
epsilon-Verlag, Frankfurt am Main) eingesetzt.

Um zunichst zu evaluieren, ob ein statistischer Zusammenhang, also eine Korrelation bzw.
eine Abhdngigkeit, zwischen den Messergebnissen der Hirudinproben und ihrer jeweiligen

Kontrollproben besteht und um diesen zu quantifizieren, wurden die Daten auf verschiedene
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Korrelationsmal3e iiberpriift. Der Korrelationskoeffizient nach Bravais und Pearson (=r) dient
dabei der Analyse von linearen Zusammenhédngen zweier metrischer Merkmale. Man erhélt
den Wert von r, in dem man die Kovarianz sy, durch die beiden Standardabweichungen s, und
sy dividiert. r kann nur Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Je weiter sich r dabei an +1 oder
-1 annédhert, desto groBer ist der lineare Zusammenhang zwischen den beiden Merkmalen.
Dabei steht ein positives Vorzeichen seines Wertes fiir einen gleichsinnigen Zusammenhang
der beiden Merkmale (grofBere Werte des einen korrelieren mit groBeren Werten des anderen
Merkmals und umgekehrt), wéhrend ein negatives Vorzeichen einen gegensinnigen
Zusammenhang bedeutet (kleinere Werte des einen korrelieren mit groBeren Werten des
anderen Merkmals und umgekehrt). r=0 bedeutet keinen linearen Zusammenhang zwischen
beiden Merkmalen, wihrend r=+1 dem maximalen gleichsinnigen Zusammenhang und r=-1
dem maximal gegensinnigen Zusammenhang entspricht.

Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (=rho) ist eine Verallgemeinerung des
Korrelationskoeffizienten nach Bravais und Pearson. Er misst unabhidngig von linearen
Zusammenhdngen, ob es einen grundsétzlichen Zusammenhang zwischen zwei Merkmalen
gibt, in dem er die monotone Abhidngigkeit von Wertepaaren ausdriickt. Zur Berechnung
transformiert man die zu vergleichenden Werte in Ridnge zwischen eins und n und berechnet
rho anhand seiner Formel. Analog zum Korrelationskoeffizienten nach Bravais und Pearson
liegt sein Wertebereich immer zwischen -1 und +1. Je mehr er zu +1 tendiert, desto groBer ist
der gleichsinnige monotone Zusammenhang zwischen den beiden Wertepaaren, je mehr er zu
-1 tendiert, desto groBer ist ihr gegensinniger monotoner Zusammenhang. rtho=0 bedeutet,
dass kein monotoner Zusammenhang nachweisbar ist. Da weder der Mittelwert noch die
Standardabweichung in die Berechnung von rho einflieBen, ist der Rangkorrelations-
koeffizient nach Spearman gut anzuwenden, wenn die zu vergleichenden Werte numerisch
weit auseinander liegen.

Da eines der Hauptziele dieser Arbeit in der Beurteilung der Ubereinstimmung der beiden
MeBmethoden (aus Hirudinblut bzw. aus Standardaubstrat) lag, wurden die Messergebnisse
der hidmatologischen und klinisch-chemischen Parameter mit dem Bland-Altman-Plot
verglichen (Bland et al. 1995%°). Das auch Methodenvergleich nach Bland und Altman oder
Residuenplot genannte Verfahren ist eine statistisch relevante und bewdihrte graphische
Darstellungsmethode zur Beurteilung zweier unabhédngiger Mess-Methoden. In dieser
Sonderform eines Punktediagramms werden alle Differenzen der zu vergleichenden

Methoden gegen ihre jeweiligen Mittelwerte aufgetragen. Die Streuung ist durch die doppelte
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positive wie negative Standardabweichung (genau: +1,96* s bzw. - 1,96* s) definiert. Als
Referenzlinien sind sie ebenso im Plot eingetragen wie der absolute Mittelwert aller
Differenzen. Insgesamt bietet der Bland-Altman-Vergleich eine gute optische
Beurteilungsméglichkeit, wie hoch die Schwankungsbreite der Ubereinstimmung zwischen
den Messwerten der zu vergleichenden Messmethoden ist. Dabei ist die Ubereinstimung der
zu vergleichenden Messwerte um so hoher, je ndher die Wertepaare an der Mittelwertsachse
liegen. Ferner ldsst sich aus dem Bland-Altman-Plot ableiten, ob ein systematischer
Messfehler vorliegt (wenn z. B. eine Messmethode prinzipiell hoher misst als die andere) und

ob eine mogliche Abweichung der Methoden von der Hohe der Werte abhéngig ist.
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I1I1. Ergebnisse

II1.1 Die optimal antikoagulierende Hirudindosis pro Blutentnahmerohrchen

Um die Ergebnisse der Experimente zur Ermittlung einer optimal antikoagulierenden Hiru-
dindosis tibersichtlich darstellen und besser vergleichen zu kénnen, wurden sie anhand ihrer
wesentlichen Faktoren (Ausprigung der Gerinnung und Art der Mikrogerinnsel) folgender-

weise eingeteilt:

Tabelle 4 Klassifizierung der visuell und mikroskopisch beobachteten Thrombenbildung in hirudi-
niertem Vollblut (Blutentnahmeréhrchen)

Bezeichnung Bedeutung
++ vollstindige Blutgerinnung
+ kleine Agglutinationen im ungeronnenen Blut (Minigerinnsel)
0 keine sichtbare Blutgerinnung

I11.1.1 Visuelle Uberpriifung des Gerinnungsverhaltens Hirudin-antikoagulierten Blutes
im Blutentnahmerohrchen mit variablen Hirudinkonzentrationen und zu verschiedenen
Zeitpunkten

Im ersten Experiment, in dem Hirudinkonzentrationen zwischen 100 und 500 ATU/ml
untersucht wurden, wurden Minigerinnsel bei einer Hirudindosis von 100 ATU/ml erstmalig
nach einer Stunde (in fiinf der sechs untersuchten Blutproben) sichtbar, bei 200 ATU/ml nach
zwei Stunden (in allen sechs untersuchten Blutproben) und bei 300 ATU/ml sowie 400
ATU/ml nach jeweils vier Stunden (in jeweils allen sechs untersuchten Blutproben). Bei 500
ATU/ml Hirudin waren ab acht Stunden Minigerinnsel (in zwei von sechs untersuchten
Blutproben) nach bereits 30 Minuten zu beobachten. Blutproben mit nicht-antikoaguliertem
Blut geronnen immer vollstindig, bei den K,-EDTA- und Heparin-antikoagulierten
Blutproben wurden zu keinem Zeitpunkt Minigerinnsel sichtbar. Die Untersuchungsergeb-
nisse ergaben keine Anhaltspunkte fiir unterschiedliche Wirkung der drei verschiedenen

Hirudin-Chargen (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 5: Visuelle Uberpriifung auf Vorkommen von Minigerinnseln im Blut zweier gesunder Pro-
banden (1,2), das mit je einer von drei Chargen oder Standardsubstanzen zur Antikoagulation versetzt
war

Hirudin 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Charge
Dosis 100 (100 (100 200 200 |200 300 (300 (300
(ATU/ml)
Zeitpunkt |Proben
30 Min. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 + 0 0 0 0 0 0
1 Std. 1 + + 0 0 0 0 0 0 0
2 + + + 0 0 0 0 0 0
1,5 Std. 1 + + 0 0 0 0 0 0 0
2 + + + 0 0 0 0 0 0
2 Std. 1 + + + + + + 0 0 0
2 + + + + + + 0 0 nd
2,5 Std. 1 + + + + + + 0 0 0
2 + + + + + + 0 0 0
3 Std. 1 + + + + + + 0 0 0
2 + + + + + + 0 0 0
4 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
5 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
6 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
7 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
8 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
9 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
10 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
11 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
12 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
24 Std. 1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +

++ = vollstidndige Blutgerinnung, + = kleine Agglutinationen im ungeronnenen Blut, Minigerinnsel, 0
= keine sichtbare Blutgerinnung, nd = nicht untersucht;
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Fortsetzung von Tabelle 5: Visuelle Uberpriifung auf Vorkommen von Minigerinnseln im Blut
zweier gesunder Probanden (1,2) das jeweils mit einer der drei Chargen Hirudin oder einem Standard-
substanzen zur Antikoagulation versetzt war

Hirudin 1 2 3 1 2 3
Charge
Dosis 400 (400 (400 500 |500 (500 K;- Hepa- | keine
(ATU/ml) EDTA |rin Antiko-
bzw. Kon- agula-
trolle tion
Zeitpunkt |Proben
30 Min. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
2 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
1 Std. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
2 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
1,5 Std. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
2 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
2 Std. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
2 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
2,5 Std. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
2 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
3 Std. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
2 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
4 Std. 1 + + + 0 0 0 0 0 ++
2 + + + 0 0 0 0 0 ++
5 Std. 1 + + + 0 0 0 0 0 ++
2 + + + 0 0 0 0 0 ++
6 Std. 1 + + + 0 0 0 0 0 ++
2 + + + 0 0 0 0 0 ++
7 Std. 1 + + + 0 0 0 0 0 ++
2 + + + 0 0 0 0 0 ++
8 Std. 1 + + + + 0 0 0 0 ++
2 + + + 0 + 0 0 0 ++
9 Std. 1 + + + + 0 0 0 0 ++
2 + + + 0 + 0 0 0 ++
10 Std. 1 + + + + + + 0 0 ++
2 + + + + + + 0 0 ++
11 Std. 1 + + + + + + 0 0 ++
2 + + + + + + 0 0 ++
12 Std. 1 + + + + + + 0 0 ++
2 + + + + + + 0 0 ++
24 Std. 1 + + + + + + 0 0 ++
2 + + + + + + 0 0 ++

++ = vollstidndige Blutgerinnung, + = kleine Agglutinationen im ungeronnenen Blut, Minigerinnsel, 0
= keine sichtbare Blutgerinnung, nd = nicht untersucht
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Im zweiten Experiment, in dem Hirudinkonzentrationen zwischen 100 ATU/ml und 1000
ATU/ml untersucht wurden, waren Minigerinnsel nach vier Stunden in den Dosen 100
ATU/ml und 200 ATU/ml in sdmtlichen neun untersuchten hirudinierten Blutproben zu
beobachten. Bei 400 ATU/ml wurden noch in einer der neun untersuchten Blutproben
Minigerinnsel beobachtet, bei 600 ATU/ml, 800 ATU/ml und 1000 ATU/ml in keiner Blut-
probe. Nach 12 Stunden waren in sdmtlichen hirudinierten Blutproben Minigerinnsel zu
beobachten: bei 100 ATU/ml und 200 ATU/ml in allen neun untersuchten
Blutentnahmerohrchen, bei 400 ATU/ml in sechs von neun, bei 600 ATU/ml und bei 800
ATU/ml in zwei von neun und bei 1000 ATU/ml in einem der neun untersuchten Blut-
entnahmerdhrchen. Auch nach 24 Stunden waren bei allen untersuchten Hirudindosen
Minigerinnsel sichtbar: Bei 100 ATU/ml, 200 ATU/ml und 400 ATU/ml Hirudin in allen
neun untersuchten Blutentnahmerdhrchen, bei 600 ATU/ml in acht von neun, bei 800
ATU/ml in sieben von neun und bei 1000 ATU/ml in sechs der neun untersuchten Blutent-
nahmerdhrchen.

Zu den Untersuchungszeitpunkten 4, 12 und 24 Stunden waren in den K,-EDTA-antikoagu-
lierten Blutentnahmerdhrchen in keiner Blutprobe, in den Heparin-antikoagulierten
Blutproben dagegen zu jedem Untersuchungszeitpunkt in jeweils einer (von drei) Blutproben
Minigerinnsel sichtbar. Wiederum war kein erkennbarer Einfluss der drei unterschiedlichen
Hirudinchargen auf den Zeitpunkt und die H&ufigkeit der Minigerinnselbildungen in den

Blutentnahmerohrchen erkennbar.

I11.1.2 Visuelle und mikroskopische Uberpriifung des Gerinnungsverhaltens Hirudin-
antikoagulierten Blutes im Blutentnahmerohrchen/Blutausstrichpriparat mit variablen
Hirudinkonzentrationen und zu verschiedenen Zeitpunkten

Im ersten Experiment, in dem Hirudinkonzentrationen von 400 ATU/ml bis 1000 ATU/ml
untersucht wurden, wurden erst nach 12 Stunden die ersten Minigerinnsel bei einer Hirudin-
konzentration von 400 ATU/ml (in allen sechs untersuchten Blutentnahmerdhrchen) und von
600 ATU/ml (in einer der sechs untersuchten Blutentnahmerdhrchen) sichtbar, wihrend bei
den Hirudinkonzentrationen 800 ATU/ml und 1000 ATU/ml noch keine Minigerinnsel zu
beobachten waren. Zum Untersuchungszeitpunkt 24 Stunden waren in allen untersuchten Hi-
rudinkonzentrationen Minigerinnsel sichtbar: bei 400 ATU/ml und 600 ATU/ml in allen
sechs, bei 800 ATU/ml in vier von sechs und bei 1000 ATU/ml in zwei von sechs untersuch-

ten Blutentnahmerohrchen.
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In den Ausstrichprdparaten der hirudinierten Blutproben in Dosen zwischen 400 ATU/ml und
1000 ATU/ml wurden zum ersten Untersuchungszeitpunkt sechs Stunden in allen
untersuchten Préparaten (24) mikroskopisch Thrombozytenaggregate sichtbar, ebenso wie zu
den Zeitpunkten 12 Stunden (23), 18 Stunden (23) und 24 Stunden (24).

In den Blutproben und -ausstrichpraparate mit nicht-antikoaguliertem Blut fanden sich immer
Minigerinnsel. Waren in den K,-EDTA-antikoagulierten Blutproben zwar visuell keine
Minigerinnsel zu beobachten, wurden jedoch in den entsprechenden Ausstrichpréparaten zum
Zeitpunkt 6 Stunden erste Thrombozytenaggregate nachgewiesen. Die heparinierten
Blutproben bildeten in der visuellen Auswertung ab 12 Stunden Minigerinnsel (in einer von
zwei Blutproben), wihrend in sdmtlichen heparinierten Blutausstrichprdparaten zu jedem
Untersuchungszeitpunkt Minigerinnsel zu beobachten waren. Wiederum hatten die drei
unterschiedlichen Hirudin-Chargen keinen erkennbaren Einfluss auf den Zeitpunkt und die
Haufigkeit der Bildung von Minigerinnseln in den Blutentnahmerdhrchen (siehe Tabelle 6).
Im zweiten Experiment mit erhohten Hirudinkonzentrationen (600 - 2000 ATU/ml) waren
zum Zeitpunkt sechs Stunden bei 600 ATU/ml und 800 ATU/ml in jeweils drei von sechs, bei
1000 ATU/ml in zwei von sechs und bei 2000 ATU/ml in einer der sechs hirudinierten
Blutproben visuell erste Minigerinnsel sichtbar. Zum Zeitpunkt 18 Stunden war nur noch in
sieben (davon vier mit 2000 ATU/ml Hirudin) der insgesamt 24 untersuchten Blutproben
keine sichtbaren Anzeichen der beginnenden Blutgerinnung zu beobachten, zum Zeitpunkt 24
Stunden nur noch in insgesamt vier Blutproben.

Die Ergebnisse der mikroskopisch untersuchten Blutausstrichpraparate waren dhnlich. Zur
Stunde 6 waren bei den Hirudinkonzentrationen 600 ATU/ml, 1000 ATU/ml und 2000
ATU/ml jeweils in allen sechs Ausstrichprdparaten Thrombozytenaggregate zu beobachten
und bei 800 ATU/ml in fiinf der sechs untersuchten Blutausstrichpraparate. Nach 18 Stunden
waren in 23 der insgesamt 24 untersuchten Blutausstrichpraparate Thrombozytenaggregate zu
beobachten. Nach 24 Stunden wurden bei einer Hirudinkonzentration von 600 ATU/ml in vier
der sechs Blutausstrichpriparate Thrombozytenaggregate beobachtet, bei den Hirudinkon-
zentrationen 800 ATU/ml und 1000 ATU/ml in jeweils drei und vier von sechs
Blutausstrichpréiparaten und bei einer Hirudinkonzentration von 2000 ATU/ml in fiinf der

sechs untersuchten Blutausstrichpréparate.
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Tabelle 6: Visuelle und mikroskopische Uberpriifung auf Vorkommen von Minigerinnseln und

Thrombozytenaggregaten im Blut zweier gesunder Probanden (1,2) wie in Tabelle 5

Minigerinnsel Hirudin  |Dosis ||6 Stunden 12 Stunden ||18 Stunden | {24 Stun-
Charge in den
ATU/
ml
Proband 1 2 1 2 1 2 1 2
Visuelle Kontrolle |1 400 0 0 + + + + + +
Mikroskop.Kontr. |1 400 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |2 400 0 0 + + + + + +
Mikroskop.Kontr. |2 400 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |3 400 0 0 + + + + + +
Mikroskop.Kontr. |3 400 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |1 600 0 0 0 0 + + + +
Mikroskop.Kontr. |1 600 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |2 600 0 0 0 + + + + +
Mikroskop.Kontr. |2 600 + + Nd + + + + |+
Visuelle Kontrolle |3 600 0 0 0 0 + + + +
Mikroskop.Kontr. |3 600 + + + + + nd + +
Visuelle Kontrolle |1 800 0 0 0 0 0 + + +
Mikroskop.Kontr. |1 800 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |2 800 0 0 0 0 0 + + +
Mikroskop.Kontr. |2 800 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |3 800 0 0 0 0 0 0 0 0
Mikroskop.Kontr. |3 800 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |1 1000 0 0 0 0 0 + 0 +
Mikroskop.Kontr. |1 1000 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |2 1000 0 0 0 0 + 0 + 0
Mikroskop.Kontr. |2 1000 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |3 1000 0 0 0 0 0 0 0 0
Mikroskop.Kontr. |3 1000 + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |K,-EDTA 0 0 0 0 0 0 0 0
Mikroskop.Kontr. + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle [Heparin 0 0 0 + + + + +
Mikroskop.Kontr. + + + + + + + +
Visuelle Kontrolle |Plasma, na- ++ | ++ ++ ++ ++ | ++ ++ | ++
tiv
Mikroskop.Kontr. + ++ + + + + ++ | ++

++ = vollstdndige Blutgerinnung, + = kleine Agglutinationen im ungeronnenen Blut, Minigerinnsel
visuell oder mikroskopisch Thrombozytenaggregate, 0 = keine sichtbare Blutgerinnung, nd = nicht
untersucht

Von den visuell und mikroskopisch untersuchten Nativ-Blutproben geronnen 12 von 14 voll-
standig. Die K,-EDTA-antikoagulierten Blutproben bildeten in der visuellen Auswertung in
keiner der acht Blutproben Mikrogerinnsel, wéhrend mikroskopisch in allen vier untersuchten
Ausstrichpraparaten Thrombozytenaggregate zu beobachten waren. Bei den heparinierten

Blutproben wurden visuell in sdmtlichen acht untersuchten Blutproben Mikrogerinnsel beo-
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bachtet. Sdmtliche Ausstrichpridparate waren nach 6 und 12 Stunden positiv auf Thrombozy-
tenaggregate, wahrend nach 18 und 24 Stunden in keinem der zwei untersuchten Ausstrich-
praparate Thrombozytenaggregate aufzufinden waren. Auch in dieser Untersuchung ergab
sich kein Anhalt fiir eine unterschiedliche Wirkung der drei Hirudin-Chargen (siche Tabelle
7).

I11.1.3 Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse zur Ermittlung einer optimal
antikoagulierenden Hirudinkonzentration im Blutentnahmerohrchen

In den ersten sechs Stunden des Untersuchungszeitraumes hatten die Hirudin-antikoagulierten
Blutproben bis zu einer Konzentrationen von einschlielich 300 ATU/ml Hirudin unzurei-
chende Antikoagulationsergebnisse. Die qualitativ dhnlichen Gerinnungsergebnisse der
Hirudinkonzentrationen zwischen 400 ATU/ml und 2000 ATU/ml erfiillten dagegen alle das
Ziel des Vorhandenseins mdglichst weniger Minigerinnsel und Thrombozytenaggregate im
menschlichen Blut. Fiir samtliche Laborexperimente im weiteren Verlauf der Studie wurde
die Konzentration 1000 ATU Hirudin pro 1 Milliliter menschlichen Blutes je Hirudin-
Blutentnahmerdhrchen eingesetzt, da es diese Dosis im Vergleich zu niedrigeren
Konzentrationen besser ermoglicht, potentielle negative Effekte des Hirudin-Einsatzes auf die
automatisierten Testsysteme zu erkennen. Hohere Hirudinkonzentrationen (als 2000 ATU/ml)
wurden ausgeschlossen, da nicht anzunehmen war, dass dadurch weniger Mikrogerinnsel
entstechen oder weniger Automatenfehler auftreten wiirden als bei niedrigeren
Konzentrationen.

K,-EDTA versetzte Blutproben zeigten in der visuellen Beobachtung keine Anzeichen fiir
Blutgerinnung, mikroskopisch wurden dagegen in allen untersuchten Ausstrichpréparaten
Thrombozytenaggregate beobachtet.

Heparin-antikoagulierte Blutproben zeigten in der visuellen Beobachtung bis zum Untersu-
chungszeitpunkt 12 Stunden keine Anzeichen fiir Blutgerinnung, danach waren jedoch Mini-
gerinnsel vorhanden. Auch in den Ausstrichprdparaten wurden erst nach ldngeren Untersu-
chungszeitrdumen (ab 18 Stunden) Thrombozytenaggregate beobachtet.

Blutproben und Ausstrichpréparate ohne antikoagulierenden Zusatz geronnen immer voll-

standig.
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Tabelle 7: Visuelle und mikroskopische Uberpriifung auf Vorkommen von Minigerinnseln und
Thrombozytenaggregaten im Blut zweier gesunder Probanden (1,2) in Verbindung mit drei Chargen
Hirudin und Kontrollen

Mikrogerinnsel Hirudin |Dosis in| (6 6 12 12 18 18 24 24
Charge | ATU/m||Stun- |[Stun- ||Stun- |Stun- ||Stun- |Stun- ||Stun- |Stun-
l/{den |Den Den |den den [Den Den |den
Proband 1 2 1 2 1 2 1 2
Art der Kontrolle
Visuell 1 600 0 + + + + + + +
mikroskopisch 1 600 + + + + + + + 0
Visuell 2 600 0 + + + + + + +
mikroskopisch. 2 600 + + + + + + + 0
Visuell 3 600 0 + + + + + + +
mikroskopisch. 3 600 + + + + + + + +
visuell 1 800 0 0 + + + + + +
Mikroskopisch 1 800 + + + 0 + + 0 +
Visuell 2 800 0 + 0 + + + 0 +
Mikroskopisch 2 800 0 + + + + 0 + 0
Visuell 3 800 + + + + + + + +
Mikroskopisch 3 800 + + + + + + + 0
Visuell 1 1000 0 0 + 0 + + + +
Mikroskopisch 1 1000 + + + + + + + 0
Visuell 2 1000 0 + + 0 0 0 + 0
Mikroskopisch 2 1000 + + + + + + + nd
Visuell 3 1000 0 + 0 + + + 0 +
mikroskopisch 3 1000 + + + + + + + Nd
Visuell 1 2000 0 0 + 0 + 0 + +
Mikroskopisch 1 2000 + + + + + + 0 +
Visuell 2 2000 0 0 0 0 0 0 0 +
Mikroskopisch 2 2000 + + + + + + + +
Visuell 3 2000 + 0 + 0 + 0 + +
Mikroskopisch 3 2000 + + + + + + + +
Visuell K,-EDTA 0 0 0 0 0 0 0 0
Mikroskopisch + + + + nd nd nd Nd
Visuell Heparin + + + + + + + +
Mikroskopisch + + + + 0 nd 0 Nd
Visuell Plasma, ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
nativ
Mikroskopisch ++ ++ ++ ++ + nd + Nd

++ = vollstindige Blutgerinnung, + = kleine Agglutinationen im ungeronnenen Blut, Minigerinnsel
visuell oder mikroskopisch Thrombozytenaggregate, 0 = keine sichtbare Blutgerinnung, nd = nicht

untersucht
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I11.1.4 Uberpriifung der ermittelten optimal antikoagulierenden Hirudinkonzentration
(1000 ATU/ml) und automatisierte Blutbilddiagnostik

Zu den Untersuchungszeitpunkten Stunde null, vier, sechs und zwolf wurde bei den
Hirudinkonzentrationen 1000 ATU/ml und 2000 ATU/ml in jeweils allen zwolf
Blutausstrichpraparaten Minigerinnsel beobachtet. Bei 600 ATU/ml wurden nach sechs
Stunden in zehn von zwolf untersuchten Blutausstrichprdparaten mikroskopisch
Thrombozytenaggregate beobachtet.

In den K,-EDTA-zugesetzten Blutausstrichpréparaten wurden sehr selten mikroskopisch
Thrombozytenaggregate beobachtet.

Die Ergebnisse der automatisierten Blutbilddiagnostik werden unter dem Kapitel himatologi-

scher Wiederholungsmessungen in ldngeren Zeitabstdnden erldutert (Kapitel 111.2.2).

Zur Bestdtigung der Wahl der Hirudinkonzentration 1000 ATU/ml soll das Auftreten von
Thrombozytenaggregaten der im weiteren Verlauf der Studie angefertigten Handdifferential-
blutbilder vorweggenommen werden: In den Hirudin-antikoagulierten Blutproben von 31 ge-
sunden Probanden traten bei 71 % der Blutausstrichpréparate Thrombozytenaggregate auf und
in 12 % der K,-EDTA-Ausstrichpréparate derselben Probanden. Im Patientenkollektiv (n=54)
fanden sich Thrombozytenaggregate in 75% der mikroskopischen Priparate aus Hirudin und

in 27 % der K,-EDTA-Ausstrichpriparate.

II1.2 Wiederholungsmessungen himatologischer und klinisch-chemischer Messparame-
ter
Héamatologische und klinisch-chemische Wiederholungsmessungen bestitigten die Reprodu-

zierbarkeit der Untersuchungsergebnisse.

I11.2.1 Unmittelbar hintereinander gemessene himatologische Wiederholungs-
messungen

Die fiinf Mal unmittelbar hintereinander erfolgten Messungen belegten eine gute
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse.

Allerdings entsprachen einige Ergebnisse der Automatenmessungen hirudinierter Blutent-
nahmer6hrchen nicht den Messergebnissen der Handdifferentialblutbilder und der K,-EDTA-
versetzten Blutproben und lagen auBlerhalb des Referenzbereiches fiir Gesunde. So zeigte der
Coulter STKS im Laufe der Fiinffach-Messung bei jeder Hirudin-antikoagulierten Blutprobe

mindestens ein Mal die Warnung ,atypische Leukozyten®, ,atypische Thrombozyten®,
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»atypische Erythrozyten* oder ,,atypische Lymphozyten* an. Daneben warnte der Automat in
14 der 15 untersuchten Hirudinréhrchen mit der Anzeige ,.kleine Thrombozyten* vor einem
Thrombozytenwert aulerhalb des Referenzbereiches und zeigte bei drei Blutproben Blasten
an. Bei vier Blutproben meldete er zudem ,,R—Alarm“3.

Bei siamtlichen UnregelmifBigkeiten der Messergebnisse waren die Werte der ersten Messun-
gen meist innerhalb des Referenzbereiches und entsprachen den Messwerten der Handdiffe-
rentialblutbilder und der K,-EDTA-Blutproben. Die Unregelméfigkeiten traten liberwiegend
in spidteren Messungen der Fiinffach-Messreihe auf, meist bei der vierten oder fiinften
Wiederholungsmessung. Gelegentlich wurden bei erneuter Messung nach unregelméfigen
Messergebnissen am Automaten wieder Messergebnisse erreicht, die den Messergebnissen
der Kontrollen entsprachen.

Daneben maf3 der Coulter STKS in neun der 15 untersuchten hirudinierten Blutproben Ba-
sophilenwerte au3erhalb des Referenzbereiches und meldete in vier der untersuchten 15 Hiru-
dinproben Neutropenie. Beide Abweichungen wurden durch die Auswertung der Handdiffe-
rentialblutbilder nicht bestitigt.

In der morphologischen Beurteilung der Automaten-Differentialblutbilder zeigte der Coulter
STKS innerhalb der hirudinierten Blutproben bei einzelnen Leukozyten-Populationen ein
anderes Verteilungsmuster als das ihrer K,-EDTA-Kontrollen, weil sie vom Messautomaten
offensichtlich optisch nicht gut voneinander zu trennen waren. Bei der Beurteilung der
Handdifferentialblutbilder aus hirudiniertem Blut fiel jedoch keine der untersuchten Zellen als
atypisch auf. So erwies sich die mikroskopische Auswertung der angefertigten
Blutausstrichpréiparate aus Hirudinblut bezogen auf den Referenzbereich des Zentrallabor der
Charité am Campus Benjamin Franklin (siehe Tabelle zwei) als verlédsslich und entsprach den
Messergebnissen der jeweiligen K>-EDTA-Blutproben.

Dagegen fielen im Handdifferentialblutbild in allen 15 untersuchten Hirudinproben

Thrombozytenaggregate auf, die der Messautomat nur in einem Fall meldete.

* Der R-Alarm ist ein hoher Piepton. Damit warnen Coulter STK und Coulter STKS vor unverarbeitbaren
atypischen Zellformationen.
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I11.2.2 Hamatologische Wiederholungsmessungen in grofleren Zeitabstinden

Bei den hdmatologischen Wiederholungsmessungen in grofleren Zeitabstdnden (0, 2, 6, 12
und 24 Stunden nach der Blutentnahme) von Hirudin-antikoagulierten Blutproben von vier
Probanden waren sdmtliche Messergebnisse des kleinen Blutbildes und des Handdifferential-
blutbildes im jeweiligen Referenzbereich und entsprachen den Messergebnissen der K,-
EDTA-Blutproben. Innerhalb der Messwerte der automatisiert erstellten Differentialblutbilder
zeigten vier Messparameter bei den Blutproben aller vier Probanden im Laufe der Wiederho-
lungsmessungen Abweichungen von den Messergebnissen der Handdifferentialblutbilder und
der K,-EDTA-Kontrollen. Wahrend die Messwerte der stab- und segmentkernigen Granulo-
zyten in nachfolgenden Messungen tendenziell abnahmen, stiegen gleichzeitig die Messwerte
der Lymphozyten, der Monozyten und Eosinophilen. Dabei gab das Automatendifferenzial-
blutbild fiir den Nullstundenwert aller vier Probanden jeweils normale Zellverteilungen an.
Bei zwei der vier Probanden waren die groBten Schwankungen zwischen Stunde null und
zwel zu beobachten, bei den anderen beiden zwischen Stunde zwei und Stunde sechs. In den
nachfolgenden Messungen erwiesen sich die Ergebnisabweichungen vom Ausgangswert in
fiinf der insgesamt zwolf untersuchten Blutproben in der Wiederholungsmessung als
reversibel und die Messergebnisse entsprachen wieder den Werten der 0-Stunden-Messung.
Trotz dieser Messschwankungen lagen alle Messwerte im Referenzbereich. Bei der
Untersuchung der Mikrogerinnselbildung und der morphologischen Beurteilung der Zellen im
Handdifferentialblutbild wurden keine systematischen Verdnderungen beobachtet. Trotz der
Schwierigkeiten mit der numerischen Auswertung der Differentialblutbilder aus Hirudinblut

lieferten die Messautomaten eine sehr gute optische Auftrennung der Leukozytenfraktion.

I11.2.3 Klinisch-chemische Wiederholungsmessungen
Sédmtliche Messwerte der fiinf Mal unmittelbar hintereinander erfolgten klinisch-chemischen
Wiederholungsmessungen an drei gesunden Probanden lagen innerhalb des Referenzbereiches

und entsprachen den Messergebnissen der Serumproben.
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III. 3 Vergleichende Untersuchungen der Blutbilder aus hirudiniertem und K,;-EDTA-

antikoaguliertem Blut unter Einbeziehung der Referenzwerte

II1.3.1 H:imatologische Laboruntersuchungen der Blutwerte gesunder Probanden
(kleine Blutbilder, Automaten- und Handdifferentialblutbilder)

Die Messergebnisse der kleinen Blutbilder von 35 gesunden Probanden aus hirudinierten
Blutproben und K,-EDTA-Blutentnahmeréhrchen entsprachen sich liberwiegend: Wihrend
die Thrombozytenwerte (meist um 3/nl - 10/nl), die Leukozytenwerte (meist um 0,1/nl bis
0,4/nl) und Himoglobin (meist um 0,2g/dl) im hirudinierten Blut niedriger als die jeweiligen
Messwerte der K,-EDTA-Blutentnahmerdhrchen waren, wurden die Erythrozytenwerte (meist
um 0,03/pl bis 0,3/pl) hoher gemessen.

Im Abgleich mit den Referenzwerten des Hamatologischen Zentrallabors der Charité Berlin,
CBEF fiir Gesunde (siche Tabelle 2), lagen sowohl bei den Hirudinproben als auch bei den K;-
EDTA-Kontrollen sdmtliche Thrombozytenwerte innerhalb des Referenzbereiches des
Hématologischen Zentrallabors der Charit¢é Berlin, CBF (siche Tabelle 2), bei den
Erythrozytenwerte trat jeweils eine sehr diskrete Abweichung auf. Bei den Leukozytenwerten
und bei Himoglobin waren bei den K,-EDTA-Blutentnahmeréhrchen leicht mehr der meist
diskreten Abweichungen aus dem Referezbereich zu beobachten als bei den Hirudinproben
(Leukozyten: 7 zu 6 und Hdmoglobin: 4 zu 3).

Die Messwerte der Automaten-Differentialblutbilder aus hirudinierten und K,-EDTA-
antikoagulierten Blutproben unterschieden sich absolut um hochstens drei Prozent. Wéhrend
im hirudinierten Blut die Messwerte der neutrophilen Granulozyten (um 0,5% - 2,0%), der
Lymphozyten (um 1,7% - 3%) und der eosinophilen Granulozyten (um 0,1%) leicht erhoht
waren, waren die Monozyten- (meist um 0,5% - 2,5%) und die basophilen Granulozytenwerte
(meist um 0,5% - 1,0%) erniedrigt.

Dabei hatten die Blutproben aus K;-EDTA-Standardsubstrat bei allen Parametern eine hohere
Anzahl ganz liberwiegend diskreter Abweichungen als die hirudinierten Blutproben: sowohl
bei den Neutrophilen (15 Abweichungen im Kj,-EDTA-antikoagulierten Blut zu 9
Abweichungen im hirudinierten Blut) und den Monozyten (10 zu 6) als auch bei den
Lymphozyten (8 zu 5), den Basophilen (6 zu 3) und den Eosinophilen (4 zu 2).

Bei der Untersuchung der Handdifferentialblutbilder wiesen die Messwerte der
Hirudinproben allerdings mehr Abweichungen auf als die der Automaten-

Differentialblutbilder und teilweise auch mehr als die K,-EDTA-Kontrollen. So hatten die
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hirudinierten Proben bei den Monozyten zehn (Kontrolle: 7) und bei den Eosinophilen fiinf

(Kontrolle: 4) Abweichungen. Bei den Basophilen hatten die beiden unterschiedlich

antikoagulierten Blutproben jeweils eine Abweichung, wihrend bei den iibrigen Parametern

bei den K,-EDTA-Proben wiederum mehr Abweichungen auftraten als bei den Hirudin-

antikoagulierten (Monozyten 10 zu 7 und Eosinophile 5 zu 4) (sieche Tabelle 8).

Tabelle 8 Absolute Anzahl der Abweichungen der hidmatologischen Messwerte aus
hirudiniertem und K,-EDTA-antikoaguliertem Blut aus dem Referenzbereich fiir Gesunde
(Hamatologisches Zentrallabor der Charité Berlin, CBF).

Parameter Anzahl der Hirudin Hirudin K>-EDTA K,-EDTA
Blutproben (n) |[Automat |(Hand Automat Hand

Kleines Blutbild

Erythozyten 35 1 - 1 -

Leukozyten 35 7 - 6 -

Thrombozyten 35 0 - 0 -

Hémoglobin 35 4 - 3 -

Differentialblutbild

Basophile 26 3 1 6 1

Lymphozyten 26 5 10 8 9

Neutrophile 26 9 12 15

Monozyten 26 6 7 10

Eosinophile 26 2 4

I11.3.2 Hamatologische Laboruntersuchungen der Blutwerte von Patienten

Die aus Hirudin- und K,-EDTA-antikoagulierten Blutproben ermittelten Messwerte waren

sehr dhnlich und entsprachen jeweils der Diagnose wie dem Schweregrad der jeweiligen

Patientenerkrankung.

II1.3.3 Statistische Auswertung der himatologischen Messergebnisse

Um die hdmatologischen Messergebnisse aus hirudinierten Blutproben und ihren K,-EDTA-

Kontrollen statistisch vergleichen zu kénnen, wurden zu allen hdmatologischen Parametern

der Korrelationskoeffizient nach Bravais und Pearson und der Rangkorrelationskoeffizient

nach Spearman berechnet sowie nach gesunden und erkrankten Probanden differenzierte

Bland-Altman-Plots angefertigt.
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I11.3.3.1 Statistische Auswertung der Korrelationskoeffizienten

Samtliche untersuchten hdmatologischen Blutwertparameter aus Hirudin-antikoagulierten und
K,-EDTA-zugesetzten Blutproben korrelierten nach dem Korrelationskoeffizienten von
Bravais und Pearson sowie nach dem Rang-Korrelationskoeffizienten (Spearman) in
unterschiedlicher Starke positiv. Dabei ist die Korrelation der Erythrozyten-, Leukozyten-,
Thrombozyten-, Lymphozyten- und Eosinophilenwerte sowie von Hdmoglobin auf einem
sehr hohen Signifikanzniveau (zwischen 0,8739 und 0,9904). Fiir die Monozytenwerte (r =
0,7468 und rho = 0,508) ergab sich zwar eine schwichere, aber dennoch Signifikanz und
Korrelation, fiir die Basophilenwerte (r=0,3472 und rho=0,2408) eine lediglich schwache
positive Korrelation. Auch fiir die aus den primaren Testparametern abgeleiteten Messwerte
MCV, MCH, MCHC, RDW, PCT, MPV und PDW =zeigten eine Signifikanz sowie eine

Korrelationen (siche Tabelle 9).

Tabelle 9: Statistische Auswertung der hdmatologischen Messparameter gemessen im Serum
aus Hirudin- und K,-EDTA-Blutentnahmerdhrchen

Testparameter Anzahl der Proben |Korrelation Rang-Korrelation
(r; Pearson) (rho, Spearman)
Erythrozyten 80 0,9904* 0,9902*
Leukozyten 80 0,9527* 0,9464*
Thrombozyten 80 0,9158* 0,9085*
Hamoglobin 80 0,9887* 0,9886*
Neutrophile 78 0,8911* 0,8739*
Lymphozyten 78 0,9654* 0,9652*
Monozyten 78 0,7468* 0,508*
Eosinophile 78 0,8777* 0,8775*
Basophile 77 0,3472* 0,2408*
MCV 76 0,975* 0,973*
MCH 76 0,961* 0,956*
MCHC 76 0,871* 0,854*
RDW 76 0,69* 0,946*
PCT 76 0,648* 0,662%*
MPV 76 0,868* 0,884*
PDW 76 0,313+ 0,674*

*Signifikanzniveau p < 0.001 ; 'Signifikanzniveau p < 0.01
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I11.3.3.2.1 Statistische Auswertung der Bland-Altman-Plots gesunder Probanden
Um die Ubereinstimmung der Messergebnisse aus hirudinierten Blutproben und den K-
EDTA-Kontrollen gesunder Probanden statistisch zu untersuchen, wurden Bland-Altman-

Plots der einzelnen hdmatologischen Parameter angefertigt.

Dli]ﬂezrliznz Eland-aAltman’'s Methodenvergleich
0150 . . . . . . . :
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Fallzahl: n=35 Durchschnitt En-EDTA.Ery-Hiru

Abbildung 1: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Erythrozyten aus hirudiniertem
und K,-EDTA-antikoagulierten Blut gesunder Probanden. Die mittlere Abweichung (dicke
schwarze Linie) liegt bei 0,00, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen (diinne
schwarze Linien) liegen im von Bland und Altman empfohlenen Toleranzbereich von 95%
bei 0,17 (+2 SD) und -0,18 (-2 SD).

Differenz Eland-Altman™s Methodenvergleich
I F T T
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Fallzahl: n=35 Durchschnitt LeukosED.LeukosHi

Abb. 2: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Leukozyten aus hirudiniertem und K;-
EDTA-antikoagulierten Blut gesunder Probanden. Die mittlere Abweichung liegt bei 0,33, die
mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 2,26 (+2 SD)
und -1,59 (-2 SD).
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Differenz Eland-aAltman’'s Methodenvaergleich
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Abb. 3: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Thrombozyten aus hirudiniertem und
K,-EDTA-antikoagulierten Blut gesunder Probanden. Die mittlere Abweichung liegt bei
12.26, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei
89.36 (+2 SD) und -64.84 (-2 SD).
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Abb. 4: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Hadmoglobins aus hirudiniertem und
K,-EDTA-antikoagulierten Blut gesunder Probanden. Die mittlere Abweichung liegt bei
-0,03, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 0,68
(+2 SD) und -0,73 (-2 SD).
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4_:
q.
74

2.5 3.0 3.5

Durchschnitt BasosEDT.BasoHir

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Fallzahl: n=286

Abb. 5: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Basophilen gesunder Probanden aus
hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei -0.55,
die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 4.41

(+2 SD) und bei -5.52 (-2 SD).
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Differenz

Eland-aAltman’'s Methodenvaergleich
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Abb. 6: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Lymphozyten gesunder Probanden aus
hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei 3.23,
die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 24.12

(+2 SD) und bei -17.65 (-2 SD).
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Eland-aAltman’'s Methodenvaergleich

65 70 75 an

Durchschnitt NeutrosE.MeutroHi

Abb. 7: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Neutrophilen gesunder Probanden aus
hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei -3.08,
die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 14.50

(+2 SD) und bei -20.67 (-2 SD).
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Abb. 8: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Monozyten gesunder Probanden aus
hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.61,
die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 6.28

(+2 SD) und bei -5.06 (-2 SD).
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Differenz Eland-aAltman’'s Methodenvergleich
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Abb. 9: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Eosinophilen gesunder Probanden aus
hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei -0.05,
die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 2.05

(+2 SD) und bei -2.16 (-2 SD).

I11.3.3.2.2 Statistische Auswertung der Bland-Altman-Plots erkrankter Probanden

Analog zu den Messergebnissen gesunder Probanden wurden auch fiir die hdmatologischen
Messergebnisse  der  erkrankten Probanden Bland-Altman-Plots erstellt, um die
Ubereinstimmung der Messergebnisse zu untersuchen.

Differenz Eland-aAltman's Methodenwvergleich
M. 4d-: : : :

D,E—é : :

S 7774 26 20 90 32 3496 18 40 42 44 4% 4850

Fallzahl: n=45% Durchschnitt Erny-EDTA Ery-Hiru
Abb. 10: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Erythrozyten erkrankter Probanden
aus hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung (fette
schwarze Linie) liegt bei 0,00, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen (diinne
schwarze Linien) liegen im von Bland und Altman empfohlenen Toleranzbereich von 95%
bei 0.32 (+2 SD) und bei -0.34 (-2 SD).
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Differenz EBEland-Altman’s Methodenvergleich
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Abb. 11: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Leukozyten erkrankter Probanden
aus hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei
0.98, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 4.32
(+2 SD) und bei -2.36 (-2 SD).
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Abb. 12: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Thrombozyten erkrankter Probanden
aus hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei
12.01, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei
65.93 (+2 SD) und bei -41.92 (-2 SD).
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Abb. 13: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Himoglobins erkrankter Probanden
aus hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei
0.51, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 7.53
(+2 SD) und bei -6.50 (-2 SD).
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Differenz Eland-aAltman’'s Methodenvergleich
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Abb. 14: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Basophilen erkrankter Probanden aus
hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.04,
die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 2.21

(+2 SD) und bei -2.12 (-2 SD).

Differenz Eland-aAltman's Methodenvergleich
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Abb. 15: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Lymphozyten erkrankter Probanden
aus hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei
0.15, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 4.95
(+2 SD) und bei -4.64 (-2 SD).

Differenz Eland-Altman's Maethodenwvaergleich
EU—'

25 30 35 40 45 50 &S5 60 65 70 7% 8O0 @S 90 95
Fallzahl: n=48 Durchschnitt NeutrosE,.NeutroHi
Abb. 16: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Neutrophilen erkrankter Probanden
aus hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei
-0.44, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei
31.67 (+2 SD) und bei -28.43 (-2 SD).
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Differenz Eland-aAltman’'s Methodenvaergleich

Wl e
D_M&_-‘_ : . : :

i 5 10 15 20 25 an 35 40 45 50
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Abb. 17: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Monozyten erkrankter Probanden aus
hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei -0.70,
die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 24.18

(+2 SD) und bei -25.58 (-2 SD).

Differenz Eland-aAltman’'s Methodenvergleich
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Abb. 18: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Eosinophilen erkrankter Probanden
aus hirudiniertem und K,-EDTA-antikoagulierten Blut. Die mittlere Abweichung liegt bei
0.01, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 1.31
(+2 SD) und bei -1.29 (-2 SD).

II1.4 Vergleichende Untersuchungen der klinisch-chemischen Routineparameter aus

Hirudinplasma und Serum unter Einbeziehung der Referenzwerte

II1.4.1 Klinisch-chemische Laboruntersuchungen der Blutwerte gesunder Probanden

Im hirudinierten Plasma von 26 gesunden Probanden waren sdmtliche Messwerte der kli-
nisch-chemischen Parameter GOT, HBDH, CK, Lipase, Harnstoff, Protein, Albumin,
Chlorid, Natrium und Pankreas-Amylase innerhalb des zuldssigen Referenzbereiches des kli-
nisch-chemischen Zentrallabors der Charité Berlin, CBF (siche Tabelle 3).

Bei Amylase und GPT (jeweils eine Abweichung), Kreatinin, Bilirubin und Glucose (jeweils
zwei), GGT, Phosphat und AP (jeweils drei), LDH und Harnsdure (jeweils vier), Cholesterin
(jeweils sechs), Triglyzeride sowie Kalzium (jeweils sieben) wurde eine geringe Anzahl von

Abweichungen aus dem Referenzbereich beobachtet. Der Kaliumwert wurde dagegen mit
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insgesamt 17 Abweichungen konstant zu niedrig gemessen. Er war um circa 0,5 mmol/l
niedriger als der Serumwert (bei einer Schwankungsbreite des Referenzbereiches von 3,2-
5,4mmol/l). Bei der Lipase lag der Messwert der Hirudinprobe um circa 10 U/l niedriger als
im Serum (bei einer Schwankungsbreite des Referenzbereiches von 0-190U/1). Auch bei
Glucose und Kreatinin (in vier Féllen) waren die Messwerte der Hirudinproben konstant nied-
riger als im Serum, ohne zu falschen Einschitzungen iiber den Gesundheitszustand der
Probanden zu fiihren.

Die Serumproben hatten bei zahlreichen Parametern die gleiche Anzahl von Abweichungen
aus dem Referenzbereich wie die Hirudin-antikoagulierten Blutproben: keine bei GOT,
HBDH, CK, Lipase, Harnstoff, Protein, Albumin, Chlorid, Natrium und Pankreas-Amylase
und nur wenige bei Amylase (keine), GPT (eine), Kreatinin (zwei), Phosphat (drei), und
Triglyceride (sieben). Eine im Vergleich zu den Hirudin-antikoagulierten Blutproben
geringere Anzahl von Abweichungen aus dem Referenzbereich fand sich beim Kalzium
(fiinf), sowie der LDH und der Harnsdure (jeweils drei), geringfiigig mehr Abweichungen
hatten die Serumwerte von GGT (vier ) sowie Billirubin und Glucose (jeweils drei ).
Wihrend die Serumwerte der Alkalischen Phosphatase hiufiger auB3erhalb des Normbereiches
lagen (6:3g), fanden sich beim im hirudinierten Blut konstant zu niedrig gemessenen
Kaliumwert im Serum drei Abweichungen.

So ergaben die Messwerte der klinisch-chemischen Routineparameter aus hirudiniertem Blut
mit Ausnahme des konstant zu niedrig gemessenen Kaliumwertes keine bedeutenden Unter-
schiede, weder im Vergleich zu den Messwerten der Serumproben noch zu den jeweiligen

Referenzwerten (siehe Tabelle 11).
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Tabelle 11: Anzahl der Abweichungen der klinisch-chemischen Messparameter aus dem
Referenzbereich des Zentrallabors der Charité, Campus Benjamin Franklin von gesunden
Probanden in hirudiniertem Blut im Vergleich zu Serum

Parameter Anzahl der Hirudinplasma Serum
Blutproben (n)
Kalium 26 17 3
Triglyzeride 26 7 7
Kalzium 26 7 5
Cholesterin 26 6 6
LDH 26 4 3
Harnsédure 26 4 3
AP 26 3 6
Gamma GT 26 3 4
Phosphat 26 3 3
Bilirubin ges. 26 2 3
Glucose 26 2 3
Kreatinin 26 2 2
GPT 26 1 1
Amylase 26 1 1
GOT 26 0 0
HBDH 26 0 0
CK 26 0 0
Lipase 26 0 0
Harnstoff 26 0 0
Gesamtprotein 26 0 0
Albumin 26 0 1
P-Amylase 26 0 0
Natrium 26 0 0
Chlorid 26 0 0

I11.4.2 Klinisch-chemische Laboruntersuchungen der Blutwerte von Patienten

Insgesamt fand sich zwischen den aus Hirudinplasma und Serum gewonnenen Messwerten
der klinisch-chemischen Routineparameter von erkrankten Probanden eine gute
Ubereinstimmung. Ausnahmen davon fanden sich bei den Parametern Kalium (in allen 33
Blutproben), Phosphat (in elf), Lipase (in fiinf), CK (in drei), Harnsdure (in zwei) und GGT
(in einer), wobei die Messwerte der Hirudinproben jeweils niedriger waren als die des
Serums. Bei drei Proben bei HBDH sowie bei vier bei AP war der Hirudinwert jeweils hoher
als der Serumwert. Bei Kalzium waren jeweils drei Messwerte erhoht und drei niedriger. Na-
here Betrachtungen der abweichenden Messergebnisse, die zu keiner falschen Beurteilung

tiber den Gesundheitszustand der Probanden und iiber die Schwere der Erkrankungen fiihrten,
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zeigten, dass die entsprechenden Messwerte meist im Rahmen der Schwankungsbreite der

Referenzwerte lagen.

I11.4.3 Statistische Auswertung der klinisch-chemischen Messergebnisse

Die aus hirudinierten und aus Serum-Proben gewonnen Messergebnisse der klinisch-
chemischen Parameter wurden anhand von Korrelationskoeffizienten und Bland-Altman-Plots

statistisch miteinander verglichen und bewertet.

I11.4.3.1 Statistische Auswertung der Korrelationskoeffizienten

Mit Koeffizienten aus Pearsons Korrelation (r) und der Rang-Korrelation (rho) von
mindestens 0,9000 korrelierten samtliche Messwerte der klinisch-chemischen Routinepara-
meter aus Hirudinplasma und Serum auf sehr hohem Signifikanzniveau. Einzige Ausnahmen

sind Kalium (r=0,8904 und rho=0,7536) und Gesamtprotein (rho=0,8841) (siche Tabelle 13).
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Tabelle 13: Statistische Auswertung der Messergebnisse aus Hirudinplasma und Serum

der klinisch-chemischen Routineparameter

Test Messparameter |[Anzahl der Proben |Korrelation Rang-Korrelation
(r; Pearson) (rho; Spearman)

GOT 74 0,9904* 0,9986%*
GPT 65 0,9973* 0,8004*
AP 64 0,9884* 0,9874*
Gamma GT 65 0,9726* 0,9717*
HBDH 65 0,9829* 0,9825%*
Bilirubin gesamt 74 0,9178* 0,914*
CK 65 0,9969* 0,9956*
Lipase 65 0,9808* 0,9801*
LDH 65 0,9751* 0,973 *
Amylase 65 0,9958* 0,9952*
Kreatinin 64 0,9768* 0,9766*
Harnstoff 64 0,9963* 0,9937*
Harnséiure 65 0,9964* 0,9956*
Phosphat 64 0,9627* 0,9278*
Glucose 64 0,9223* 0,9169*
Cholesterin 65 0,9936* 0,9895*
Triglyzeride 65 0,9412* 0,9223*
Kalzium 72 0,8246* 0,8239*
Gesamtprotein 73 0,9113* 0,8841*
Albumin 65 0,9855* 0,9849*
P-Amylase 65 0,9952* 0,9949*
Kalium 64 0,8904* 0,7536%*
Natrium 73 0,8857* 0,8394*
Chlorid 65 0,8782* 0,8622*

Signifikanzniveau p<0.0001

I11.4.3.2.1 Statistische Auswertung der Bland-Altman-Plots gesunder Probanden

Um die Ubereinstimmung der klinisch-chemischen Messergebnisse gesunder Probanden aus
hirudinierten Blutproben und ihren Serumkontrollen statistisch zu untersuchen, wurden fiir

alle klinisch-chemischen Parameter Bland-Altman-Plots angefertigt.
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Abbildung 19: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Kaliums gesunder Probanden
aus hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung (dicke schwarze Linie) liegt
bei 0.49, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen (diinne schwarze Linien) im von
Bland und Altman empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 0.78 (+2 SD) und bei 0.20

(-2 SD).
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Abb. 20: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Triglyzeride gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.01, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 0.07 (+2 SD) und bei
-0.05 (-2 SD).
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Abb. 21: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Kalziums gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.06, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 0.18 (+2 SD) und bei
-0.06 (-2 SD).
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Abb. 22: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Cholesterin gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.08, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 0.36 (+2 SD) und bei
-0.19 (-2 SD).
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Abb. 23: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des LDH gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei -1.20, die mittleren,

zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 12.91 (+2 SD) und bei
-15.31 (-2 SD).
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Abb. 24: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Harnsdure gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 5.00, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 19.96 (+2 SD) und bei
-9.96 (-2 SD).
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Abb. 25: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des AP gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei -3.96, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 24.10 (+2 SD) und bei

-32.01 (-2 SD).
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Abb. 26: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Gamma GT gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 3.48, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 34.01 (+2 SD) und bei

-27.05 (-2 SD).
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Abb. 27: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Phosphats gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.14, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 0.25 (+2 SD) und bei
0.04 (-2 SD).
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Differenz Eland-aAltman's Methodenvergleich
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Abb. 28: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Bilirubins gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.30, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 5.01 (+2 SD) und bei
-4.40 (-2 SD).
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Abb. 29: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Glukose gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.37, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 1.04 (+2 SD) und bei
-0.31 (-2 SD).
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Abb. 30: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Kreatinin gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.88, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 6.36 (+2 SD) und bei
-4.60 (-2 SD).
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Differenz Eland-aAltman’'s Methodenvergleich
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Abb. 31: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des GPT gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.04, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 1.33 (+2 SD) und bei
-1.25 (-2 SD).
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Abb. 32: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Amylase gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und aus Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.52, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 4.12 (+2 SD) und bei
-3.08 (-2 SD).
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Abb. 33: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des GOT gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.12, die mittleren,

zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 1.23 (+2
SD) und bei -0.99 (-2 SD).
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Differenz Eland-aAltman’'s Methodenvaergleich
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Abb. 34: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des HBDH gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.28, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 10.73 (+2
SD) und bei -10.17 (-2 SD).
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Abb. 35: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des CK gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 1.60, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 4.76 (+2
SD) und bei -1.56 (-2 SD).
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Abb. 36: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Lipase gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 8.76, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 33.36 (+2
SD) und bei -15.84 (-2 SD).
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Abb. 37: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Harnstoffs gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.12, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 0.54 (+2
SD) und bei -0.30 (-2 SD).
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Abb. 38: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Gesamtproteins gesunder Probanden
aus hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei

-2.48, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von
95% bei 1.95 (+2 SD) und bei -6.91 (-2 SD).
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Abb. 39: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Albumins gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.2000, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 2.22 (+2
SD) und bei -1.82 (-2 SD).
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Differenz Eland-aAltman’'s Methodenvergleich
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Fallzahl: n=25 Durchschnitt "P-Amylak, P-AmylaH

Abb. 40: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der P-Amylase gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.36, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 3.33 (+2
SD) und bei -2.61 (-2 SD).
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Abb. 41: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Natriums gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 1.48, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 3.60 (+2
SD) und bei -0.64 (-2 SD).
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Abb. 42: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Chlors gesunder Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 1.00, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 3.27 (+2
SD) und bei -1.27 (-2 SD).
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I11.3.3.4 Bland-Altman-Plots der klinischen-chemischen Messergebnisse erkrankter
Probanden:

Um auch die Ubereinstimmung der Messergebnisse zwischen hirudinierten Blutproben und
ihren Kontrollen der erkrankten Probanden zu untersuchen, wurden Bland-Altman-Plots
sdmtlicher klinisch-chemischer Messparameter angefertigt.
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Abbildung 43: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Kaliums erkrankter Probanden
aus hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung (dicke schwarze Linie) liegt bei
0.36, die mittleren, zweifachen Standardabweichungen (diinne schwarze Linien) im von
Bland und Altman empfohlenen Toleranzbereich von 95% bei 1.15 (+2 SD) und bei -0.43 (-2
SD).
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Fall=zahl: n=39 Durchschnitt "TrighyK, TriglyH
Abb. 44: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Triglyzeride erkrankter Probanden
aus hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.13, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 0.79 (+2 SD) und bei -

0.53 (-2 SD).
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Differenz Eland-aAltman’'s Methodenvergleich
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Abb. 45: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Kalziums erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.02, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 0.75

(+2 SD) und bei -0.70 (-2 SD).
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Abb. 46: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Cholesterins erkrankter Probanden
aus hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.22, die mittleren,

zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 1.22 (+2 SD) und bei -
0.78 (-2 SD).
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Abb. 47: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des LDH erkrankter Probanden aus

hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 6.35, die mittleren,

zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 55.80

(+2 SD) und bei -43.10 (-2 SD).
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Abb. 48: Bland-Altman-Plot flir die Messergebnisse der Harnsdure erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 6.21, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 25.03

(+2 SD) und bei -12.62 (-2 SD).
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Abb. 49: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des AP erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei -0.38, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 29.57

(+2 SD) und bei -30.32 (-2 SD).
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Abb. 50: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des GGT erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 3.68, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 17.47

(+2 SD) und bei -10.12 (-2 SD).
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Eland-aAltman’'s Methodenvergleich
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Fallzahl: n=39 Durchschnitt ""PhosK.PhosH
Abb. 51: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Phosphats erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.05, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 0.21
(+2 SD) und bei -0.12 (-2 SD).
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Abb. 52: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Bilirubins erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei -1.82, die mittleren,

zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 8.36
(+2 SD) und bei -11.99 (-2 SD).
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Abb. 53: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Glukose erkrankter Probanden aus

hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.44, die mittleren,

zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 1.40

(+2 SD) und bei -0.52 (-2 SD).
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Abb. 54: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Kreatinin erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei -0.488, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 19.20

(+2 SD) und bei -20.17 (-2 SD).
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Abb. 55: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des GPT erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei -0.488, die mittleren,

zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 19.20
(+2 SD) und bei -20.17 (-2 SD).
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Abb. 56: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Amylase erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 2.65, die mittleren,

zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 18.72
(+2 SD) und bei -13.42 (-2 SD).
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Abb. 57: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des GOT erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.65, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 4.46

(+2 SD) und bei -3.16 (-2 SD).
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Abb. 58: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des HBDH erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 1.78, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 19.68

(+2 SD) und bei -16.13 (-2 SD).
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Abb. 59: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des CK erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 3.58, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 18.11

(+2 SD) und bei -10.96 (-2 SD).
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Abb. 60: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der Lipase erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 10.83, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 36.38

(+2 SD) und bei -14.73 (-2 SD).
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Abb. 61: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Harnstoffs erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 1.64, die mittleren,

zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 14.06
(+2 SD) und bei -10.77 (-2 SD).
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Abb. 62: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Proteins erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei -3.35, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 3.03

(+2 SD) und bei -9.73 (-2 SD).
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Abb. 63: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Albumins erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.08, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 1.83

(+2 SD) und bei -1.68 (-2 SD).
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Abb. 64: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse der P-Amylase erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 1.23, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 9.25

(+2 SD) und bei -6.80 (-2 SD).
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Abb. 65: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Natriums erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 1.25, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 4.59

(+2 SD) und bei -2.09 (-2 SD).

63



Differenz Eland-aAltman's Methodenvergleich
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Abb. 66: Bland-Altman-Plot fiir die Messergebnisse des Chlorids erkrankter Probanden aus
hirudiniertem Blut und Serum. Die mittlere Abweichung liegt bei 0.78, die mittleren,
zweifachen Standardabweichungen im Toleranzbereich von 95% bei 6.81

(+2 SD) und bei -5.26 (-2 SD).

IIL.S Vergleichende Spezialuntersuchungen aus hirudiniertem Blut und den jeweiligen

Routineuntersuchungsmethoden unter Einbeziehung der Referenzwerte

III.5.1 Héamatologische Versuche mit Kaliumchlorid, Kaliumbicarbonat und Lithium-

chlorid als Zusiitze zum hirudinierten Blut

Der GroBteil der Messergebnisse der automatisiert gemessenen kleinen Blutbilder und Hand-
differentialblutbilder der Hirudin-antikoagulierten Blutproben von fiinf gesunden Probanden
lagen sowohl mit als auch ohne den Zusidtzen Kalium-Chlorid, Kalium-Bikarbonat und
Lithium-Chlorid innerhalb des Referenzbereiches des Hidmatologischen Zentrallabors der
Charit¢ Berlin, CBF, (Tabelle 2) und entsprachen den Messwerten der jeweiligen
Handdifferentialblutbilder aus K,-EDTA-zugesetzten Blutproben. Zudem waren die
Blutzellen unabhingig von Antikoagulans oder Zusdtzen morphologisch unauffillig. Drei
Messwerte der Handdifferentialblutbilder zeigten eine Lymphozytose im Messautomaten.
Andere, den unterschiedlichen Antikoagulanzien und Zusédtzen nicht systematisch
zuzuordnende Abweichungen wurden von den Messautomaten nicht bestitigt: ,,vereinzelte
Kernpyknose* (zwei Mal bei Refludan und Lithium-Chlorid und je ein Mal bei Hirudin pur,
Hirudin und Lithium-Chlorid sowie bei Hirudin und Kalium-Chlorid), “Vakuolisierung
zweier Segmentkernige® (je ein Mal bei Refludan und Kalium-Bikarbonat sowie Refludan
und Lithium-Chlorid), ,teilweise Vakuolisierung* (je ein Mal bei Hirudin pur und bei K-
EDTA), ,,Thrombozyten zum Teil an Leukozyten angelagert (je ein Mal bei Refludan und
Lithium-Chlorid, bei Hirudin pur und Refludan pur), ,,vereinzelte Zellreste* (je ein Mal bei

Refludan pur, bei Refludan und Kalium-Bikarbonat sowie bei Refludan und Lithium-Chlorid)
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und ,,teilweise Stechapfelform der Erythrozyten® (ein Mal bei K,-EDTA). Insgesamt wurden
in den Handdifferentialblutbildern der hirudinierten und K,-EDTA-antikoagulierten
Blutproben keine spezifisch morphologischen Verianderungen durch die verschiedenen
Zusétze beobachtet.

Nur bei den vom Messautomaten Coulter STKS erstellten Differentialblutbildern traten
Ergebnisschwankungen auf, die probandenspezifisch teilweise stark von den
Referenzbereichen abwichen. So meldete der Messautomat kleine Thrombozyten (je drei Mal
bei allen neun untersuchten Blutentnahmerdhrchen), Neutropenie (je drei Mal bei Hirudin und
Lithium-Chlorid, Hirudin und Kalium-Bikarbonat, Refludan und Lithium-Chlorid sowie
Refludan und Kalium-Bikarbonat, je zwei Mal bei Hirudin und Kalium-Chlorid, Refludan
und Kalium-Chlorid sowie Refludan pur und je ein Mal bei K;-EDTA und Hirudin pur),
Basophilie (vier Mal bei Refludan und Kalium-Bikarbonat, je zwei Mal bei Hirudin und
Lithium-Chlorid, Hirudin und Kalium-Bikarbonat sowie Refludan und Kalium-Chlorid und je
ein Mal bei Hirudin pur, Hirudin und Kalium-Chlorid sowie Refludan und Lithium-Chlorid),
Monozytose (je zwei Mal bei Hirudin und Lithium-Chlorid, Hirudin und Kalium-Bikarbonat
sowie Refludan und Lithium-Chlorid und je ein Mal bei Hirudin pur, Refludan pur und
Hirudin und Kalium-Chlorid), Blasten (drei Mal bei Refludan und Lithium-Chlorid, je zwei
Mal bei Hirudin und Lithium-Chlorid sowie Refludan pur und je ein Mal bei Hirudin und
Kalium-Chlorid sowie Hirudin und Kalium-Bikarbonat), Lymphozytose (zwei Mal bei
Refludan und Kalium-Chlorid und je ein Mal bei Hirudin und Kalium-Chlorid, Hirudin und
Lithium-Chlorid, Hirudin und Kalium-Bikarbonat sowie Refludan und Kalium-Bikarbonat)
und atypische Lymphozyten (je ein Mal bei Hirudin und Kalium-Chlorid, Hirudin und
Lithium-Chlorid, Refludan und Kalium-Chlorid sowie Refludan und Lithium-Chlorid).

I11.5.2 Antikorperbestimmungen und Virusnachweise gegen Cytomegalieviren (CMYV),
Hepatitis-B und -C, HIV und HCV

Beinahe sdmtliche mit hirudinierten Blutrohrchen durchgefiihrte Antikdrperbestimmungen
und Virusnachweise hatten Messergebnisse, die den Messergebnissen aus Serum entsprachen.
Einzige Ausnahme waren drei der neun durchgefiihrten Hepatitis B-Untersuchungen, in denen
die Messergebnisse des Hirudinplasmas Unterschiede zu den Messergebnissen aus Serum
aufwiesen (absolute Differenzen: 188 IU/L, 361 TU/L und 4664 IU/L). Diese Ergebnisunter-
schiede waren allerdings ohne Auswirkung auf die Einschitzung der Frage, ob der jeweilige

Proband infiziert war (siche Tabelle 14).
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I11.5.3 Nachweis der Expression des Wilmstumorgens WT1 mittels PCR

Nach Inkubationszeit mit Hirudin von einer Stunde wurde RNA aus Leukémieblasten extra-
hiert und zu cDNA transkribiert. Im Anschluss wurde eine PCR durchgefiihrt, um die WT1-
Genexpression nachzuweisen. WT1-cDNA-Fragmente waren in allen Priparaten gut zu er-
kennen, sogar wenn Hirudin in einer Konzentration von bis zu 5000 ATU/ml zum Untersu-
chungsmaterial eine Stunde vor RNA-Extraktion hinzugefiigt wurde. Im Vergleich zu den
zusatzlosen Priparaten wurden in den Hirudin enthaltenen Prédparaten keine Unterschiede in

der WT1-Bandbreite beobachtet.

I11.5.4 Bestimmung der quantitativen Immunglobuline im Blut
Die Messergebnisse der Hirudinplasmen beziiglich der quantitativen Bestimmung der Im-

munglobuline (IgG, 1gA, 1gM) von Patienten entsprachen den Messergebnissen aus Serum.

I11.5.5 Hormonbestimmungen und Elektrophorese

Bei den aus Hirudinplasma durchgefiihrten Hormonbestimmungen waren sdmtliche
Messergebnisse des Schilddriisenhormons TSH im Referenzbereich der Charité, CBF, und
entsprachen den Serumproben. Bei der mit Hirudinplasma gut durchzufiihrenden
Elektrophorese traten geringe Ergebnisunterschiede zu den Serumwerten auf. Diese sind auf
den generellen Unterschied des Ausgangsmaterials Serum und Plasma hinsichtlich des
Verdiinnungsvolumens und des Gehalts an Gerinnungsproteinen zuriickzufithren und daher
messmethodisch erkliarbar. Die Messergebnisse des Freien Himoglobins wiesen innerhalb des
Referenzbereiches in sieben von neun Féllen Differenzen zwischen Hirudinplasma und
Serumkontrollen auf. Dabei wurde in den Hirudinplasmen immer ein deutlich niedrigerer
Wert als im Serum gemessen. Im korrespondierenden Serum fand sich ein von 43% bis zu
98% hoherer Messwert an freiem Hiamoglobin. Thyreoglobulin wies in acht von neun Proben
erhohte Messwerte im Hirudinplasma auf, ohne dass sich hieraus eine abweichende klinische

Tendenz ergeben hitte (siche Tabellen 15 und 16).

I11.5.6 Klinisch-chemische Laboruntersuchungen tiefgefrorener Blutproben
Die Messwerte der klinisch-chemischen Routineparameter (GOT, Bilirubin gesamt, Natrium,
Kalzium, CRP und Gesamteiweif3) aus tiefgefrorenen Hirudinplasmen ergaben einige geringe

und klinisch unbedeutende Abweichungen zwischen hirudinierten Blutproben und Serum.
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Tabelle 14: Vergleich spezieller serologischer Infektionsparameter gesunder Probanden,

gemessen in Hirudinplasma und Serum (n = 9; Serum; H=Hirudin-plasma).

Proband / Material CMYV- Anti- HBs- HCV- HIV1/2- HCV -
AK Hbs-AK AG AK AK genetis.
U/L) Material
(ctl/hcv)

1/Serum - >1000 - - - +/-
H-plasma - >1000 - - - +/-
Ubereinstimmung in % 100 100 100 100 100 100
2/Serum + - - - - -
H-plasma + - - - - -
Ubereinstimmung in % 100 100 100 100 100 100
3/Serum + - - - - -
H-plasma + - - - - -
Ubereinstimmung in % 100 100 100 100 100 100
4/Serum - >1000 - - - +/-
H-plasma - >1000 - - - +/-
Ubereinstimmung in % 100 100 100 100 100 100
5/Serum - - - - - -
H-plasma - - - - - -
Ubereinstimmung in % 100 100 100 100 100 100
6/Serum + - - - - -
H-plasma + - - - - -
Ubereinstimmung in % 100 100 100 100 100 100
7/Serum Nd 6040 nd nd nd nd
H-plasma Nd 1376 nd nd nd nd
Ubereinstimmung in % Nd 22,78 nd nd nd nd
8/Serum Nd 527 nd nd nd nd
H-plasma Nd 339 nd nd nd nd
Ubereinstimmung in % Nd 64.33 nd nd nd nd
9/Serum Nd 1595 nd nd nd nd
H-plasma Nd 1956 nd nd nd nd
Ubereinstimmung in % Nd 122.63* nd nd nd nd

Die Untersuchungen der serologischen Infektionsparameter CMV-AK, HBs-AG, HCV-AK,
HIV %-AK kontrollieren das Vorhandensein (positiv = + ) oder Nicht-Vorhandensein
(negativ= - ) von Antikérpern bzw. Antigenen. Anti-Hbs-Ak misst den Hepatitstiter
beispielsweise nach einer Impfung oder zur Verlaufskontrolle, HCV genetis. Material die
Copies pro Milliliter.

nd = nicht untersucht; Eine Ubereinstimmung von z. B. 98% bedeutet, dass der Hirudinwert
98% des Serumwerts betrdgt, vom Hirudinwert aus betrachtet und auf den Serumwert
bezogen.

* bedeutet: Eine iiber 100 prozentige Ubereinstimmung ist mdglich, wenn der Vergleichswert
grofBler ist als die Bezugsgrofie

Untersucht im Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie der Charité, CBF.
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Tabelle 15 Vergleich der Messergebnisse der Elektrophorese gesunder Probanden, gemessen
in Hirudinplasma und Serum (n =9).

Proband/ Albumin o-1-Globulin A-2-Globulin | B-Globulin v-Globulin
Material (%) (%) (%) (%) (%)

1 Serum 62.7 3.2 9.2 9.2 15.7
1 Hirudin 60.8 3.2 8.6 10.9 16.3
2 Serum 64.6 3.0 6.9 9.2 16.3
2 Hirudin 62.4 3.0 5.3 9.2 18.8
3 Serum 64.8 24 6.3 9.2 17.0
3 Hirudin 63.5 2.3 6.8 9.8 17.6
4 Serum 67.1 2.4 6.0 9.8 14,7
4 Hirudin 63.6 3.8 6.8 10,5 15.3
5 Serum 65.7 3.2 9.2 10.1 11.8
5 Hirudin 65.2 3.1 8.6 10,8 12,3
6 Serum 72,2 1.4 6.3 7.6 12,5
6 Hirudin 70,6 1,6 6.1 8.2 13,5
7 Serum 70.9 2,2 6.7 8.0 12,2
7 Hirudin 69.9 2,1 7.2 7.9 12,9
8 Serum 70,6 2.4 6.5 7.5 13,0
8 Hirudin 70,1 3.4 6.6 7.2 13,7

Die fiir diese Untersuchung iibernommene Referenzbereiche des Instituts fiir Klinische
Chemie und Pathobiochemie, Charité, CBF, sind: Albumin 49,7 - 64,4 %, a-1-Globulin 4,8 —
10,1 %, a-2-Globulin 8,2 — 15,1 %, B-Globulin 7,8 — 13,1 % und y-Globulin 10,5 — 15,5 %.
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Tabelle 16: Vergleich der Hormonbestimmung gesunder Probanden, gemessen in
Hirudinplasma und Serum nach dreimonatiger Lagerung bei - 80 Grad Celsius (n =9;

S=Serum; H=Hirudin).

Patienten / Freies Hiamoglobin TSH (mU/L) Thyreoglobulin (ng/L)
Material (mg/dL)

1-Serum 78.62 2,02 5.6
H-Plasma 24,95 2,03 4.9
Ubereinstimmung in % 31,74 100.50* 87.50
2-Serum 54,52 1,03 3.8
H-Plasma 31,08 1.14 4.4
Ubereinstimmung in % 57,01 110,68* 115,79*
3-Serum 38.3 2,22 13
H-Plasma 21.84 2,25 7.4
Ubereinstimmung in % 57,02 101,35* 56,92
4-Serum 77,87 2,18 7
H-Plasma 23.94 2.47 8.3
Ubereinstimmung in % 30,75 113,30* 118,57*
5-Serum 131.5 0,82 5.1
H-Plasma 2,18 0.85 5.8
Ubereinstimmung in % 1.65 103,66* 113,73*
6-Serum 130.8 1,72 11
H-Plasma 32.42 1,78 11
Ubereinstimmung in % 24,78 103,49* 100,0
7-Serum 133.1 1,88 2.7
H-Plasma 27,3 1.84 2.6
Ubereinstimmung in % 20,5 97.87 96.27
8-Serum 129,1 1,26 11
H-Plasma 65,18 1,34 12
Ubereinstimmung in % 50.49 106,35 109,10*
9-Serum Nd 1,93 4,6
H-Plasma Nd 1,89 4.9
Ubereinstimmung in % Nd 97,93 106,52*

nd = nicht untersucht; eine Ubereinstimmung von z. B. 98 % bedeutet, dass der Hirudinwert 98% des
Serumwerts betragt, vom Hirudinwert aus betrachtet und auf den Serumwert bezogen.
Die fiir diese Untersuchung iibernommenen Referenzbereiche des Instituts fiir Klinische
Chemie und Pathobiochemie, Charité, CBF, sind: Freies Himoglobin (Heparinplama) < 5
mg/dl; TSH (basal) 0,24 — 4,20 mU/I und Thyreoglobulin (Serum) 3,2 — 56,7 ug/l.
* bedeutet: Eine iiber 100 prozentige Ubereinstimmung ist moglich, wenn der Vergleichswert
groBer ist als die BezugsgroBe .
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IV. Diskussion

Schon seit mehreren Jahrhunderten ist Hirudin fiir seine blutverdiinnenden Fihigkeiten be-
kannt. Die Mitte des 20. Jahrhunderts etablierte industrielle Produktion von rekombinant
hergestelltem Hirudin ermdglichte seinen Einsatz als in vivo Antigerinnungsmittel bei
Indikationen wie tiefer Venenthrombose, heparininduzierter Thrombozytopenie und akutem
Koronarsyndrom. Doch der in vitro-Einsatz von Hirudin fiir die Blutdiagnostik wurde bisher

nicht systematisch evaluiert.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war im Rahmen einer Pilotstudie zu erforschen, ob der
Einsatz von Hirudin als Antikoagulans vorgelegt in Blutentnahmerdhrchen die diagnostischen
Untersuchungsmethoden, -apparaturen und -reagenzien, die routinemifig eingesetzt werden,
um korpuskuldre und geldste Blutbestandteile zu messen, grundsétzlich beeintrdchtigen
wiirde. Da industriell gefertigte Hirudinrohrchen zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht
vorlagen und sich somit die Blutgewinnung zur Routinediagnostik (Fiillen der K,-EDTA-
Blutentnahmerdhrchen und Serum-Roéhrchen nach Vacutainer-Prinzip) systematisch von der
Fiillung des experimentellen Hirudinrdhrchens mit vendsem Vollblut unterschied und dariiber
hinaus die Messinstrumente und Testkits nicht auf Hirudinblut optimiert waren, kann mit
dieser Arbeit grundsitzlich nicht der Anspruch einer Validierung des Hirudin-
Blutentnahmerdhrchens fiir Routine-Blutuntersuchungen verbunden werden. Eine solche
Studie sollte viel mehr aufbauend auf den hier vorgelegten Ergebnissen geplant werden. In
dieser Arbeit wurden die Ergebnisse hdmatologischer Routineuntersuchungen (kleines und
grof3es Blutbild), klinisch-chemischer Routineparameter ~ und serologischer
Infektionsparameter verglichen, die aus hirudiniertem im Vergleich zu routineméBig
gemessenem Blut gewonnen wurden. Dariiber hinaus wurde tiberpriift, ob mit hirudiniertem
Untersuchungsmaterial ~ verschiedene Spezialuntersuchungen wie  Antikérper- und
Hormonbestimmungen, Virus- und Gennachweise, quantitative Immunglobuline,
Elektrophorese und die Untersuchung gefrorenen Plasmas zuverldssig durchzufiihren ist.
Daneben wurde der Einfluss einer kaliumhaltigen Hirudin-Antikoagulation auf die Mor-
phologie der Blutzellen und deren Messbarkeit im Automaten untersucht. So sollte gepriift
werden, ob eine dquimolare K+-lonenkonzentration im Hirudinblut im Vergleich zum K-
EDTA-antikoaguliertem Blut zu einer besseren automatischen Bestimmbarkeit des

Differentialblutbildes aus Hirudinblut fiihrt.
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Zunichst wurde eine optimale Hirudinkonzentration pro Blutentnahmerdhrchen fiir die
weiteren Experimente ermittelt. Dafiir wurde mit sechs Stunden ein Kernuntersuchungs-
zeitraum gewdhlt, in dem im Krankenhaus die hdmatologischen und klinisch-chemischen
Routine-Blutanalysen meist abgeschlossen sind. Unter anderem um die Untersuchbarkeit
einiger Spezialparameter im hirudinierten Blut zu tiberpriifen, mogliche Beeintrdchtigungen
beispielsweise durch lingere Versandwege oder Mehrfachmessungen auf die hirudinierten
Blutproben auszuschlieen und die tendenzielle Weiterentwicklung der Gerinnungsvorginge
bei den verschiedenen Hirudinkonzentrationen zu  beobachten, wurde der
Untersuchungszeitraum aber auf bis zu 72 Stunden ausgedehnt. Zum Zeitpunkt 6 Stunden
erfiillten Hirudinkonzentrationen zwischen 400 ATU/ml bis 2000 ATU/ml das Ziel, moglichst
wenige Minigerinnsel oder Thrombozytenaggregate im Blutentnahmeréhrchen entstehen zu
lassen. Als Hirudinkonzentration fiir die weiteren Experimente wurde schlieBlich 1000
ATU/ml gewihlt, da es im Vergleich zu niedrigeren Hirudinkonzentrationen Interferenzen des
Hirudins mit den automatisierten Testsystemen leichter erkennen ldsst. Stocker bestitigte
diese Ergebnisse im Grundsatz. Er berichtete, dass 150, 300 und 1000 ATU/ml desulfiertes
Hirudin n6tig waren, um Blutgerinnungen fiir 3, 5, 6 bzw. 24 Stunden zu verhindern (Stocker
1991°%). In der hier vorliegenden Studie erwiesen sich drei unterschiedlich aufgereinigte
Hirudinchargen als dquipotent in Bezug auf ihre antikoagulierende Wirkung. Daher wurden
die drei Hirudinchargen auch gleichwertig in den nachfolgenden Untersuchungen eingesetzt.
Insgesamt deutet dieses Ergebnis an, dass auch Hirudin, das nichtpharmazeutisch hoch
aufgereinigt wurde und dessen Herstellung daher erheblich preiswerter ist, fiir die
Blutwertanalyse eingesetzt werden kann. Anhaltspunkte fiir einen geschlechtsspezifischen

Unterschied in der Hirudinwirkung ergaben sich nicht.

Durch verschiedene Mehrfachmessungen konnte die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse
bestétigt werden. Dabei traten innerhalb einiger Messreihen Ergebnisschwankungen auf, wie
zwischen den Automatenmesswerten der Leukozyten und Thrombozyten (unmittelbar hinter-
einander erfolgte hdmatologische Wiederholungsmessungen) und zwischen den Automaten-
messwerten der stab- bzw. segmentkernigen Granulozyten und Lymphozyten, Monozyten und
eosinophilen Granulozyten (hdmatologische Wiederholungsmessungen in groferen Zeitab-
stdnden). Teilweise erwiesen sie sich jedoch in nachfolgenden Messungen der selben Messrei-
hen als reversibel. Zudem bewiesen die jeweils angefertigten Handdifferentialblutbilder,

welche die Ergebnisschwankungen nicht bestétigten, dass diese nicht auf biochemische
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Phanomene, wie eine durch den Einsatz von Hirudin verursachte generelle Verdnderung des
Blutbildes oder einzelner Blutzellen, zuriickzufiihren sind. Stattdessen sind die Ursachen der
Schwankungen offensichtlich Probleme der Messautomaten mit der Verarbeitung des
hirudinierten Blutes. Denn Coulter STK® und Coulter STKS® werden taglich vor
Inbetriebnahme auf K,-EDTA-antikoaguliertes Blut optimiert. Minigerinnsel, die in hiru-
dinierten Blutproben zwar in geringer Menge, aber héufiger als in K;-EDTA-Blut
vorkommen, konnten die Ansaug-Kaniilen der Automaten partiell verstopft haben. Dafiir
spricht auch die zunehmende H&ufung der Ergebnisschwankungen bei der vierten oder
fiinften Wiederholungsmessung im Vergleich zur ersten oder zweiten Messung. Deshalb
miissten die Messautomaten vor einem dauerhaften Einsatz von Hirudin auf hirudiniertes Blut
geeicht werden oder andere Modifikationen vorgenommen werden wie zum Beispiel
hiufigere Reinigungen. Wichtiger noch, der Abfiillprozess des experimentellen
Hirudinréhrchens mit Vollblut, der mdglicherweise die Minigerinnselbildung beglinstigt,
misste durch den Einsatz eines konfektionierten Hirudinréhrchens optimiert werden (siche

unten).

Diese Probleme der Messautomaten mit der Verarbeitung hirudinierter Blutproben erkldren
auch die hohe Anzahl von Abweichungen einiger automatisch erstellter Differentialblutbild-
Parameter aus dem Referenzbereich, die sowohl bei ,,puren” Hirudinproben als auch bei
Hirudinproben mit unterschiedlichen Zusétzen (Kaliumchlorid, Kaliumbicarbonat und
Lithiumchlorid) auftraten. =~ Auch diese Abweichungen fanden sich nicht in den
Auswertungen der jeweiligen Handdifferentialblutbilder. Ansonsten konnten sowohl die
Messungen der kleinen Blutbilder als auch der Automaten- und Handdifferentialblutbilder gut
reproduzierbar durchgefiihrt werden. Statistisch bewiesen sowohl der Korrelationskoeffizient
nach Pearson als auch der Rang-Korrelationskoeffizient nach Spearman einen statistischen
Zusammenhang zwischen den Messwerten aus Hirudin- und K,-EDTA-antikoagulierten
Blutproben. Beide Koeffizienten korrelierten meist auf einem sehr hohem Niveau (r > 0,8739
und rho > 0,8775) und die Korrelation blieb bei den einzigen beiden Ausnahmen (Monozyten
und Basophile) immer noch signifikant. Der entscheidende Befund aber liegt in den Bland-
Altman-Plots der einzelnen hématologischen Parameter von gesunden und erkrankten
Probanden, die eine sehr gute Ubereineinstimmung der Messergebnisse aus Hirudinproben im
Vergleich zu ihren K,-EDTA-Kontrollen belegen. Beinahe sdmtliche Wertepaare aller

hidmatologischen Parameter lagen innerhalb des Intervalls zwischen +1.96 und -1.96
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Standardabweichung. Bei den gesunden Probanden wich nur je ein Wertepaar bei Monozyten
und Eosinophilen, je zwei bei Thrombozyten, Hamoglobin, Neutrophilen und Lymphozyten
und je drei bei Erythrozyten und Basophilen oftmals nur leicht aus dem Bereich, der nach
Bland und Altman fiir keine klinisch relevanten Unterschiede zwischen beiden Methoden
steht. Bei den Erkrankten waren sogar hdchstens nur zwei Ausreifler aus dem Interwall
zwischen doppelter positiver und negativer Standardabweichung zu beobachten: jeweils einer
bei Hidmoglobin und Monozyten und jeweils zwei bei Erythrozyten, Thrombozyten,
Neutrophilen, Lymphozyten, Eosinophilen und Basophilen. Daneben ergaben die Bland-
Altman-Plots der hidmatologischen Messparameter weder Anzeichen auf systematische
Messfehler noch auf systematische Abweichungen. Die bisher beschriebenen Probleme
bestdtigten die Bland-Altman-Plots insofern, dass zwar viele Wertepaare um die mit
Methodendquivalenz interpretierbare Mittelwertachse lagen, die iibrigen aber in
unterschiedlicher Anzahl innerhalb des Intervalls gestreut waren.

Minigerinnsel und Thrombozytenaggregate sind Ausdruck einer beginnenden, inkompletten
oder ortlich begrenzten Blutgerinnung und erschweren die automatisierte Diagnostik von
Differentialblutbilder zum Teil erheblich. Die Ursache fiir ihre Entstehung im hirudinierten
Blut war letztendlich nicht ganz sicher zu kldren. Eine wahrscheinliche Erklarung leitet sich
aus dem Blutabnahmeverfahren ab. So wurde das Vollblut der Patienten fiir die K,-EDTA-
enthaltenden Rohrchen wunter den bewidhrten, optimalen Krankenhausbedingungen
abgenommen: das Vollblut floss tiiber Butterfly und Schlauchsystem direkt in die
konfektionierten K,-EDTA-Rohrchen und hatte dabei nur minimale Kontaktzeiten mit
thrombogenen Grenzflichen. Da zum Untersuchungszeitpunkt jedoch konfektionierte,
Hirudin-enthaltende Blutentnahmerdhrchen nicht verfiigbar waren, musste das Vollblut fiir
die Hirudin-Rohrchen iiber das Butterfly zunéchst in eine aus methodischen Griinden ohne
Antikoagulans ausgestattete 20ml-Spritze gesaugt werden, von wo es unter unvermeidbaren
Luftkontakt in die Hirudinr6hrchen verteilt wurde. Obwohl dieser Vorgang so schnell wie
moglich vollzogen wurde, war er wahrscheinlich ausreichend, um an den thrombogenen
Grenzflachen der Spritze eine partielle Blutgerinnung mit Bildung von Minithromben und
Thrombozytenaggregaten auszulosen, die dann auch durch den Zusatz von Antikoagulans
nicht mehr riickgéingig zu machen waren. Diese potentielle Induktion zur Minigerinn-
selbildung bei der Blutentnahme musste billigend in Kauf genommen werden, da zum einen
aus methodischen Griinden (maximale Gleichbehandlung von Hirudin- und K;-EDTA-

enthaltenden Blutentnahmerohrchen) auf den FEinsatz von Hirudin oder anderen
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Antikoagulanzien in der 20ml-Plastikspritze verzichtet werden musste und zum anderen die
Eigenproduktion von vakuum-haltigen Hirudin-antikoagulierten Blutentnahmeréhrchen zu
schwierig war. Doch die Ergebnisse dieser Studie rechtfertigen die Produktion von vakuum-
haltigen Blutentnahmerdhrchen, in denen Hirudin vorgelegt ist (konfektioniertes Hirudin-
Rohrchen) und mit denen dann die Ursache fiir die Mikrogerinnselbildung in
Hirudinblutentnahmerdhrchen weiter abgekléart werden kann.

Alle 24 klinisch-chemischen Routineparameter konnten im hirudinierten Plasma reproduzier-
bar gemessen werden. Wenige Parameter (Kalium, Lipase, Phosphat, Glucose und Bilirubin)
wurden allerdings im hirudinierten Plasma in konstant niedrigere Konzentrationen gemessen
als im Serum. Neben der Systematik der Abweichungen sprechen auch die Messwerte der
restlichen klinisch-chemischen Routineparameter, die den jeweiligen Serumwerten
entsprachen, fiir die Eignung von Hirudin als Antikoagulans fiir klinisch-chemische
Routineuntersuchungen. Diese konnte auch statistisch belegt werden.
Korrelationskoeffizienten (r) zwischen 0,8246 und 0,9973 (wobei r bei 20 der 24 klinisch-
chemischen Parameter groBer als 0,9 war) und Rangkorrelationskoeffizienten (rho) zwischen
0,7536 und 0,9986 (wobei rho bei 18 Parametern grofler als 0,9 war) beweisen einen
statistischen Zusammenhang zwischen den Messwerten aus Hirudin-antikoagulierten
Blutproben und aus Serum. Auch die zu den einzelnen klinisch-chemischen Parameter
angefertigten Bland-Altman-Plots demonstrierten eine gute Ubereinstimmung der jeweiligen
Messergebnisse. Ahnlich wie bereits bei den Methodenvergleichen der himatologischen
Messergebnisse beobachtet, lagen viele Wertepaare in unterschiedlicher Anzahl nahe der
Mittelwertachse, wihrend die meisten der iibrigen Wertepaare innerhalb des Interwalls
zwischen zweifacher positiver und negativer Standardabweichung lagen, das nur wenige
Wertpaare verlieBen: bei den erkrankten Probanden lag bei Cholesterin, LDH, Glucose,
HBDH, Albumin, P-Amylase, Triglyzeride, Bilirubin ges., Kreatinin und Chlorid jeweils ein
Wertepaar sowie bei Kalium, Kalzium, Lipase, Harnsdure, CK, Harnstoff, Gesamtprotein,
Natrium und Amylase jeweils zwei Wertepaare auBlerhalb des Intervalls. Bei AP, Phosphat
und bei Gamma GT zeigt der Bland-Altman-Plot jeweils drei Abweichungen. Bei den
gesunden Probanden lagen bei den Bland-Altman-Plots der Parameter Kalium, Triglyzeride,
Harnsdure, Amylase, Albumin und P-Amylase sogar alle Wertepaare innerhalb des Intervalls
zwischen +1,96 und -1,96-Standardabweichung. Die Parameter Cholesterin, Gamma GT,
Glucose, Lipase, Harnstoff, Kalzium, AP, Phosphat, Kreatinin und Natrium hatten jeweils ein

abweichendes Wertepaar, die Parameter LDH, Bilirubin ges., HBDH, Gesamtprotein, Chlorid
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und CK jeweils zwei. Auch die Bland-Altman-Plots der klinisch-chemischen Messwerte
ergaben keine Anzeichen auf systematische Messfehler sowie konstante oder proportionale
Abweichungen.

Das Phidnomen der konstanten Abweichungen hirudinierter Blutproben gegeniiber ihren
Serumkontrollen bei einigen klinisch-chemischen Parametern ist wahrscheinlich zumindest
teilweise dem Volumenunterschied zwischen Serum und Plasma zuzuschreiben, der ungefahr
vier Prozent zu Gunsten von Plasma betrdgt und eine hohere Konzentration 16slicher
Blutbestandteile im Serum bewirkt. Dariiber hinaus fiihrt die Zentrifugation von koaguliertem
Blut erwiesenermallen zur Zerstorung von Erythrozyten, so dass intrazelluldres Kalium in das
Serum ausflieBt. Dadurch erklart sich die Beobachtung, dass freies Hamoglobin im
hirudinierten Plasma in viel geringeren Konzentrationen gemessen wurde als im Serum.
Somit entspricht der im Hirudinplasma gemessene Wert fiir freies Himoglobin eher dem
tatsidchlichen freien Himoglobin-Gehalt im Blut des Patienten zur Zeit der Blutentnahme als
das durch die artifizielle Blutbehandlung (Zentrifugation von geronnenem Blut)
unkontrollierbar verfélschte, erhdhte freie Himoglobin im Serum. Dieser Befund spricht fiir
den in vitro-Einsatz von rekombinanten Hirudin als Untersuchungsmatrix bei der Beurteilung
von Hamolysezustinden. Vor dem Einsatz von Hirudin-zugesetzten Blutentnahmerdhrchen
fiir die klinisch-chemische Blutanalyse miissen allerdings neue, auf Hirudin abgestimmte
Standard- und Referenzwerte fiir die Routineparameter und fiir freies Himoglobin bestimmt
werden. Dariiber hinaus konnten auch serologische Infektionsparameter im hirudinierten
Plasma vergleichbar gut wie im Serum gemessen werden und RT-PCR-Protokolle wurden
auch dann nicht von Hirudin beeintrdchtigt, wenn hohe Hirudinkonzentrationen eingesetzt

wurden.

Neben meiner Untersuchung, welche die Einsatzmoglichkeit von rekombinanten Hirudin fiir
hamatologische und klinisch-chemische Routineblutuntersuchungen sowie fiir Antikdrperbe-
stimmungen, Virusnachweise, Hormonbestimmungen und Spezialuntersuchungen bekréftigte,
wurde bereits eine weitere diagnostische Einsatzmoglichkeiten von Hirudin erforscht.
Menssen et al. konnten zeigen, dass der Nachweis von Oberflichenmarkern auf Blutzellen zur
diagnostischen Bewertung mit hirudiniertem Blut gut durchzufiihren ist (Menssen et al.
1998°"). Diese Zelloberflichen-Strukturen werden hauptséchlich zur Immunphénotypisierung
der kernhaltigen Blutzellen bestimmt und z.B. zur Sub-Klassifikation von Leukdmien

eingesetzt.
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Dagegen ist Hirudin-antikoaguliertes Blut nicht zur Bestimmung der Globalparameter des Ge-
rinnungssystems (PTT, Quicktest) geeignet, da Hirudin irreversibel das Thrombinmolekiil
blockiert. Der Zusatz von vorher entzogenen Kalziumionen und proagulatorischen
Komponenten beim PTT- und beim Quicktest kann daher nicht zu einer zeitlich messbaren

Blutgerinnung fiihren. Allerdings sind Einzelfaktorbestimmungen wahrscheinlich moglich.

Insgesamt zeigen die vorgelegten Untersuchungen, dass mit hirudiniertem Blut die hidma-
tologischen Routineparameter (kleines und grof3es Blutbild) und ein GroBteil klinisch-chemi-
scher Routineparameter sowie eine Vielzahl anderer Untersuchungsparameter gut reprodu-
zierbar zu untersuchen sind, ohne die konventionellen Untersuchungsmethoden, -reagenzien
und -apparate entscheidend verindern zu miissen. Somit konnte Hirudin als universales
Antikoagulans in Zukunft die medizinische Routine-Diagnostik erheblich bereichern. Der
Einsatz von Hirudin-Blutentnahmeréhrchen in der Routine-Blutbilddiagnostik kénnte den
diagnostischen Blutverlust insbesondere bei schwerkranken hospitalisierten Patienten
moglicherweise deutlich reduzieren. AuBerdem wiirde sich moglicherweise auch die
Laborlogistik erheblich vereinfachen, so dass Kosten eingespart werden konnten. Bevor der
Gebrauch von hirudiniertem Blut fiir diagnostische Zwecke allerdings allgemein empfohlen
werden kann, missten in einer grof8 angelegten multizentrischen Machbarkeitsstudie
(Feasibility-Studie) mit industriell hergestellten hirudinierten Blutentnahmerdhrchen die
Ergebnisse dieser Untersuchungen bestétigt werden. AnschlieBend miisste das Hirudin-
Blutentnahmerdohrchen fiir Routine-Blutuntersuchungen zusammen mit hirudin-optimierten

Messmethoden und Testkits in einer weiteren Studie validiert werden.
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V. Zusammenfassung

Hirudin, das antikoagulierende Agens des europdischen Blutegels Hirudo Medicinalis, ver-
hindert die Bildung von Blutgerinnseln. Dabei beeintrichtigt es auf Grund seiner hoch
spezifischen, irreversiblen Wechselwirkung mit Thrombin andere 16sliche Blutbestandteile
wie Mineralien und Proteine nur minimal. Daher konnte Hirudin fiir diagnostische Zwecke
allen iibrigen antikoagulierenden Substanzen {iberlegen sein. Um diese Hypothese zu
tiberpriifen, wurde hirudiniertes und routinemifBig verarbeitetes Blut aus insgesamt 107
Blutproben von gesunden Freiwilligen und Patienten einer Vielzahl von Bluttests unterzogen,
die zum gréBten Teil automatisiert erfolgten.

Zundchst wurde die optimale Hirudinkonzentration fiir die weiteren Experimente ermittelt, in
dem die Blutgerinnung bei Hirudinkonzentrationen zwischen 100 und 2000 ATU/ml visuell
und mikroskopisch beobachtet und verglichen wurde. In den nachfolgenden Untersuchungen
wurde schlieSlich 1000 ATU/ml eingesetzt, da es diese Hirudinkonzentration besser als die in
den Experimenten qualitativ gleichwertigen Konzentrationen ab 400 ATU/ml ermdglicht,
etwaige, durch den Einsatz von Hirudin bedingte Interferenzen mit den automatisierten
Testsystem zu erkennen.

Die ebenfalls untersuchte antikoagulatorische Wirkung von drei unterschiedlich aufgereinig-
ten Hirudinchargen erwies sich als gleichwertig. Das bedeutet, dass auch pharmazeutisch
unaufgereinigtes und daher preiswertes Hirudin fiir diagnostische Zwecke eingesetzt werden
kann. Sowohl fiir die hamatologischen (kleines und grof3es Blutbild) als auch fiir die klinisch-
chemischen Routineparameter erwiesen der Korrelationskoeffizient nach Pearson und der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman durch Korrelationen auf meist sehr hohen
Signifikanzniveau einen statistischen Zusammenhang zwischen den Messergebnissen der
Hirudin-antikoagulierten Blutproben und ihren K,-EDTA- bzw. Serumkontrollen. Dariiber
hinaus belegten die zu allen hdmatologischen und klinisch-chemischen Parametern jeweils
fiir gesunde und erkrankte Probanden angefertigten Bland-Altman-Plots keinen klinisch
relevanten Unterschied zwischen den Messergebnissen aus hirudinierten Blutproben und
ihren nach den aktuellen klinischen Methoden erzeugten Kontrollen. Himatologische und
klinisch-chemische Wiederholungsmessungen sicherten die Reproduzierbarkeit der Unter-
suchungsergebnisse ab. Hadmatologische Untersuchungen der mit verschiedenen Zusitzen
(Kaliumchlorid, Kaliumbicarbonat und Lithiumchlorid) versetzten hirudinierten Blutproben

widerlegten die Annahme, dass aufgetretene Automatenmessschwierigkeiten im Diffe-
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rentialblutbild durch einen Mangel an 'K-Ionen oder 'Li-Ionen im Hirudinblut zu erkldren
sind.

Die aufgetretenen Schwierigkeiten bei der Erstellung der Automatendifferentialblutbilder aus
Hirudinblut konnten nicht sicher urséchlich geklart werden. Wahrscheinlich ist die hdufigere
Verwechslung von Blutzellen aus Hirudinblut im Automatendifferentialblutbild wesentlich
mitbedingt durch die Irritation der Messsonden durch Minigerinnsel und Thrombozyten-
aggregate, die sich im Hirudinblut deutlich hdufiger fanden. Solche Minigerinnsel und
Thrombozytenaggregate im Hirudinblut sind mdglicherweise durch den artifiziellen Kontakt
des noch unantikoagulierten Blutes mit thrombogenen Grenzfldchen bei der Blutentnahme in
den Hirudinrohrchen entstanden und damit grundsétzlich vermeidbar, wenn in Zukunft kon-
fektionierte Vakuum-enthaltende Hirudinr6hrchen verwendet wiirden.

Verschiedene Antikdrperbestimmungen (Anti-Hbs-Antikorper, HCV-Antikorper, CMV-Anti-
korper, HIV-Antikorper), Virusnachweise (Hbs-Antigen und HC-Antigen) und Hormon-
bestimmungen (anhand der Schilddriisenhormone TSH und TG) konnten mit hirudiniertem
Blut zuverlédssig durchgefiihrt werden. Rekombinant hergestelltes Hirudin verdndert den
Nachweis der Wilms™ Tumor Gen-Expression mittels der RT-PCR Technologie nicht. Ebenso
lieBen sich Elektrophorese und Immunglobulinnachweise mit hirudiniertem Blut zuverléssig
durchfiihren. Die Ergebnisse der klinisch-chemischen Untersuchungen tiefgefrorener
Blutproben zeigten, dass Hirudinplasma auch nach lédngerer fachgerechter Lagerung zu-
verldssig untersuchbar bleibt.

So zeigen meine Untersuchungen die grundsdtzliche Eignung von Hirudin als mogliches
universales Antikoagulans fiir die medizinische Blutwertanalyse. Somit wird es vorstellbar,
dass in Zukunft aus einem mit Hirudin beschichteten ,,universellen Blutentnahmeréhrchen®
die Mehrheit aller Blutuntersuchungen durchfiihrbar ist. Vor dem praktischen Einsatz eines
solchen Hirudin-Blutentnahmerdhrchens sollten jedoch groB3e, multizentrische Studien unter
Verwendung eines industriell angefertigten Hirudin-Blutentnahmerdhrchens durchgefiihrt
werden, um die vorliegenden Ergebnisse meiner Pilotstudie zu bestdtigen und das
konfektionierte = Hirudin-Blutentnahmer6éhrchen  fiir ~ Routine-Blutuntersuchungen an

Hirudinblut-optimierten Messinstrumenten und Testkits zu validieren.
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