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1. Studiengegenstand

In dieser Studie wurde an heparinresistenten Patienten die Wirkung von genetisch
rekombinantem Antithrombin-III untersucht. Als Heparinresistenz wurde das Unvermogen
des Patienten definiert, nach initialer Heparingabe von 300 U/kg KG eine aktivierte
Gerinnungszeit von grofler 480 s zu erreichen. Im Rahmen aortocoronarer Bypass-
Operationen unter Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine wurde der Einfluss von genetisch
rekombinantem Antithrombin-III auf die aktivierte Gerinnungszeit verglichen mit humanen

Plasma-Antithrombin untersucht.

2. Einleitung

Operative Eingriffe am offenen Herzen oder an den Herzkranzgefilen waren bis zur Mitte
des zwanzigsten Jahrhunderts nur sehr begrenzt moglich. Hinderlich waren vor allem die
Herzmuskelbewegung, welche die Anwendung mikrochirurgischer Techniken verhinderte,
die Gefahr der massiven Luftemboli durch Eroffnung der Herzhohlen und nicht zuletzt die
Blutmengen, welche eine ausreichende Sicht auf das Operationsgebiet unmoglich machten
(Boettcher et al., 2003a). Diese Hindernisse fiihrten dazu, dass iiber Moglichkeiten, die
Funktion des Herzens als Pumporgan und die Lunge als Ort des Gasaustausches passager zu
ersetzen, nachgedacht wurde (Boettcher et al., 2003b). Es kam zur Entwicklung der Herz-
Lungen-Maschine, welche genau diese Funktionen erfiillt (Boettcher et al., 2003a; Boettcher
et al., 2003b).

Der erste erfolgreiche Eingriff am offenen Herzen erfolgte am 6. Mai 1953 durch John
Heysham Gibbon jr. Dieser Operation ging von Seiten des Operateurs zwanzig Jahre
Entwicklungszeit einer Herz-Lungen-Maschine voraus; die Grundidee eines extrakorporalen
Kreislaufs (ECC) wurde bereits 1812 zum ersten Mal formuliert und geht auf den
franzosischen Physiologen César Julien-Jean Le Gallois zuriick, welcher in seiner
Monographie "Expériences sur le principe de la vie" Experimente beschrieb, die die
Zusammenhinge von Atmung, Nervensystem und Blutkreislauf untersuchten. Als fritheste
und einfachste Methode zur kiinstlichen Durchstromung von isolierten Organen diente seit
Mitte des 19. Jahrhunderts die Schwerkraft, indem man das Reservoir mit dem Perfusat
schlicht an die Raumdecke héngte. Problematisch zeigte sich hier vor allem die Linge der
notigen Schlauchsysteme, so dass als ndchste Innovation das Reservoir unter Druck gesetzt

wurde, um den Fluss des Perfusats zu verbessern. Damit konnten durch die Verkiirzung des
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Schlauchsystems bereits Perfusionen mit unverdiinntem Blut vorgenommen werden
(Boettcher et al., 2003b). Dieser Methode folgte 1885 die Erfindung des geschlossenen
Kreislaufs durch Max von Frey und Max Gruber (Boettcher et al., 2003b; von Frey M, Gruber
M, 1885), was den Einsatz von aktiven Pumpsystemen notwendig machte. Die erste
Rollerpumpe wurde bereits 1855 patentiert und rasch weiterentwickelt, wie sie auch heute
noch in dhnlicher Form in Herz-Lungen-Maschinen eingesetzt wird und den Vorteil besal,
ohne ein Ventil auszukommen (Patent von Eugene Allen am 21. Juni 1887). Diese
Rollerpumpe war bereits fiir die Bluttransfusion konzipiert, auch wenn erfolgreiche
Bluttransfusionen erst dreizehn Jahre spiter nach Beschreibung der drei Blutgruppen méoglich
wurden (Landsteiner K, 1900; Landsteiner K, 1901; von Decastello A, Sturli A, 2004). Im
Verlauf wurde die Rollerpumpe weiter modifiziert, was die notige Schlauchldnge noch weiter
reduzierte (Truax C, 1899; Beck A, 1925). In Deutschland wurde die Rollerpumpe als Satrans
III oder als Beck'sche Miihle bekannt (Boettcher et al., 2003b). Ein weiterer Vorteil bestand
nun auch darin, das gepumpte Blutvolumen genau messen zu konnen (Boettcher et al.,
2003b).

Als zweite Siule der ECC wurden Methoden entwickelt, wie man vendsem Blut Sauerstoff
zufithren und arterielles Blut erhalten konnte. Dabei war iiberhaupt erstmal die Einsicht
notwendig, dass arterielles statt vendses Blut fiir eine Organperfusion besser geeignet ist.
Diesen Nachweis konnten unter anderem James Phillips Kay (Kay JP, 1828) und Eduard
Brown-Séquard (Brown-Séquard E, 1858) im 19. Jahrhundert anhand aus heutiger Sicht teils
recht makaber anmutenden Experimenten an Tieren und hingerichteten Menschen erbringen.
Dem folgten Versuche, vendses Blut in arterielles umzuwandeln, was zunichst durch den
Kontakt mit Raumluft gelang (von Frey M, Gruber M, 1885). So entstanden die
Bubbleoxygenatoren (Litwak, 2002), in denen das Blut durch den direkten Kontakt mit
eingeblasenen Luftbldschen oxygeniert wurde. Dieses Verfahren wurde von Jacobj 1895
dahin gehend verbessert, dass in seinem ,,Hamatisator* (Jacobj C, 1895) der direkte Kontakt
von Luft und Blut durch die Verwendung einer Tierlunge zur Oxygenierung vermieden wurde
und weniger Hamolyse auftrat. Dieser Weg musste wegen hdufiger Komplikationen an der
empfindlichen Tierlunge wihrend des Eingriffs spiter wieder verlassen werden (Boettcher et
al., 2003b; Butruille Y et al., 1976; Mustard WT, 1955). Die grundsitzlichen drei Prinzipien
der Bubble- und Filmoxygenation sowie der Oxygenation durch eine exzidierte Lunge
wurden in den fiinfziger Jahren auch klinisch angewandt (Boettcher et al., 2003b). Diesen
Methoden folgte der durch Frederick S. Cross gemeinsam mit Earle B. Kay in Cleveland im

Jahre 1956 entwickelte Scheibenoxygenator, der in den fiinziger Jahren als Kay-Cross-



Apparat in mehreren Modifikationen weltweite Verbreitung fand (Cross FS, 1957). Eine
besondere Entdeckung machte 1943 Willem Johan Kolff, als er wihrend des klinischen
Einsatzes seiner Dialysatoren entdeckte, dass Sauerstoff durch eine Zellulose-Membran rasch
vom Blut resorbiert wird (Kolff WJ, Berk HTJ, 1944). Diese Tatsache gilt als Grundstein der
Entwicklung der spéteren und heute gebrduchlichen Membranoxygenatoren. Anstelle der
Zellulose trat eine Polydthylenmembran, mit der Kolff 1955 den ersten Membranoxygenator
prasentieren konnte (Kolff WJ, Balzer R, 1955). Mit dieser Methode konnte die Trennung von
Blut- und Gasphase erreicht und somit die EiweiB3denaturierung und die Bildung von
Fibrinemboli deutlich verringert werden (Boettcher et al., 2003b). Die ersten kommerziell
gefertigten Membranoxygenatoren, zum Beispiel die Bramson-Membranlunge oder der
Landé-Edwards-Membranoxygenator, der Kolobow-Spiral-Membranoxygenator und die
Peirce-General-Electric-Dualung waren schlieBlich in den sechziger Jahren verfiigbar
(Boettcher et al., 2003b). Jedoch dauerte es noch etwa zehn weitere Jahre, bis Anfang 1970
semipermeable wie auch mikroporose Membranen entwickelt worden waren, die den
Leistungsanforderungen fiir einen Routineeinsatz entsprachen (Bock H, 2003). So folgte der
Landé-Edwards-Membranoxygenator mit einer Siliconkautschukmembran, 1975 der erste
mikropordse Membranoxygenator von Travenol mit einer Membranfolie aus Teflon (Bock H,
2003). Im Jahr 1983 kam mit dem Terumo Capiox II der erste Kapillaroxygenator auf den
Markt. Der Gasaustausch erfolgt iiber mikroporose Kapillaren, Sauerstoff diffundiert ins Blut,
im Gegenzug erfolgt der Riickstrom des Kohlendioxids in die Gasphase des Oxygenators.
Diese Technik findet sich im Maxima-Kapillaroxygenator von Johnson & Johnson und wird
in der heutigen Generation der Oxygenatoren verwendet (Bock H, 2003). Diese
Verbesserungen fiihrten schlieBlich dazu, dass die ECC und Oxygenierung heute eine
routininierte Kardiochirurgie ermoglichen, und auch fiir den Patienten ein zunehmend

sicheres Verfahren darstellen.



Abbildung 1:
Einblick in den heutigen Arbeitsalltag einer Herz-OP.

Wihrend der Herz-Operation muss die Pumpfunktion des Herzens ausgesetzt werden, das
schlagende Herz wiirde die mikrochirurgische Operation behindern. Sowohl hierfiir als auch
fir den pulmonalen Gasaustausch wird der Einsatz der ECC erforderlich. Sie erfolgt mit
einem ,,Hollow-Fiber‘-Membranoxygenator, einem Roller-Pumpen-System, mit
Wirmeaustauscher und einem Mikrofilter am Oxygenator-Ausgang. Das Blut wird in den

verschiedenen Phasen iiber eine Doppelkaniile im rechten Vorhof und in der Vena cava

inferior entnommen, durchlduft die
ECC und wird iiber eine Kaniile in der | Tabelle 1: Priming-Lésung der ECC.

. ) Ringer Laktat 1600 ml
Aorta ascendens dem Korperkreislauf Mannit 20% 100 ml
zuriickgegeben.  Entsprechend  dem | Natriumbikarbonat 8,4 % 50 ml

) Trasylol ® 2 Mega-1.E.

metabolischen Bedarf, der anhand der Heparin 2500 LE.
zentralvendsen Sauerstoffsittigung | Glucose 40% 10 ml
ermittelt wird, wird ein nicht-pulsatiler

Fluss (Q7) von 2 bis 3 I/min/m? aufrechterhalten. Eine primire Fiillung des Systems der ECC
(Priming-Losung) erfolgt mit einer kristalloiden Losung (Tabelle 1). Wihrend der Zeit der
ECC wird ein Hiamoglobingehalt (Hb) von 7 — 8,5 g/dl als optimal angesehen, um die

FlieBeigenschaft des Blutes unter Hypothermie zu verbessern. Gegebenenfalls miissen in



Abhingigkeit vom berechneten Blutvolumen, vom Priming-Volumen und vom Hb vor ECC
blutgruppenkompatible Erythrozytenkonzentrate transfundiert werden, um den angestrebten
Hb-Wert zu erreichen. Die ECC wird via alpha-stat-Regulation des Saure-Base-Haushalts
gesteuert. Angestrebter Zielwert ist fiir eine suffiziente Ventilation ein PaCO, von 36 bis 40
mm Hg. Ein mittlerer arterieller Druck (MAP) von iiber 40 mm Hg wird bei Bedarf durch
eine Noradrenalin-Infusion stabilisiert. Zum Ende des operativen Eingriffs wird die
Blutflussrate durch die ECC reduziert und unter Kontrolle der Herzkontraktilitit und
intensiver Kontrolle von Himodynamik und Vitalparameter erfolgt die Entwohnung von der
ECC. Nach Entfernen der vendsen Kaniilen erfolgt dann die Neutralisierung der Heparin-
Wirkung mit Protamin; {iber den aortalen Zugang kann bei Bedarf die Kreislauffiillung

gesteuert werden.

Vorhofkaniile

I

Reservoir

'

Oxyoenator

Warmetauscher

Filter

Rollerpumpe

Abbildung 2:

Schematische Darstellung einer extrakorporalen Zirkulation. Blutentnahme aus der Vena cava
inferior, Oxygenierung, Abkiihlung oder Erwdrmung und iiber einen Filter zuriick in den
Patientenkreislauf iiber die Aorta ascendens.



Seit Entwicklung der ECC stellt die Blutgerinnung mit der Bildung von Blutgerinnseln ein bis
heute noch nicht optimal gelostes Problem dar. Ein wesentlicher Schritt nach vorn wurde
durch die Entdeckung 1916 von Heparin zur Gerinnungshemmung durch Jay McLean
gemacht (McLean J, 1916). Heparin liegt physiologischer Weise in den Mastzellen des
menschlichen Korpers vor. Zur adidquaten Gerinnungshemmung vor operativen Eingriffen mit
Verwendung einer ECC ist aber eine zusitzliche Substitution von Heparin notig. Parallel zum
Heparin spielt das Antithrombin-III (AT-III) eine groBle Rolle, ohne das Heparin seine
Wirkung nicht entfalten kann. Insbesondere konnte nachgewiesen werden, dass eine
erniedrigte AT-III-Aktivitit vor einer aortocoronaren Bypass-Operation (ACB-OP) unter
Verwendung einer ECC intraoperativ zu einer ungeniigenden Antikoagulation trotz
Heparingabe fiihrt (Dietrich et al., 2001). Ebenfalls konnte nachgewiesen werden, dass eine
praoperative AT-III-Gabe in einem solchen Fall eine ausreichende AT-III-Aktivitit wieder
herstellt (Despotis GJ et al., 1997). AT-III liegt unter physiologischen Umstédnden mit 0,14 bis
0,39 g/l im Plasma vor und besitzt eine Aktivitit von 70 bis 120% (Neumeister B et al.,
2000). Heparin geht im Rahmen der Gerinnungsaktivierung mit AT-III eine Bindung ein, die
als Komplex unter anderem die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin, als auch
Fibrinogen in Fibrin-Monomere hemmt. Ohne AT-III ist Heparin wirkungslos. Es besteht eine
deutlich erhohte Embolisationsgefahr(Renz-Polster H, Braun J, 2001). Die Bedeutung der
Gerinnungshemmung verdeutlichen zum Beispiel die Versuche von Pennington in den
siebziger Jahren, eine Medtronic Zentrifugalpumpe ohne die Verwendung von Heparin zu
betreiben, was systemische Embolisationen zur Folge hatte (Pennington et al., 1982). Da die
Gabe von AT-III somit auch bei der Verwendung der ECC eine bedeutende Rolle spielt, liegt
es nahe, sich mit Moglichkeiten der Gewinnung dieser Substanz fiir klinische Zwecke zu
beschiftigen. Diese Arbeit untersucht die Wirksamkeit eines gentechnisch gewonnenen AT-
IIT (rh-AT-III) gegeniiber humanem Plasma-AT-III (hp-AT-III) an Patienten, die sich elektiv
einer ACB-OP unter Verwendung einer ECC unterziehen. Zur Durchfiihrung einer ACB-OP
unter Einsatz der ECC bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit ist eine vollstindige
Antikoagulation erforderlich, um die Aktivierung der Blutgerinnung durch die
Fremdoberflichen der ECC und ein Verstopfen des Oxygenators zu verhindern. Die
vollstindige Antikoagulation wird seit vielen Jahren mittels intravendser Applikation von
Heparin erreicht und bis zum Ende des Einsatzes der ECC durch erneute Bolusinjektionen
von Heparin aufrechterhalten (Dietrich W et al., 1991). Nach Beendigung des Verfahrens und
nach Wiedererlangung der eigenen Herzaktion kann die Antikoagulation durch das Heparin

mit einem Antidot, dem Protamin, in wenigen Minuten antagonisiert und eine Normalisierung



der Blutgerinnung erreicht werden (Boldt et al., 1992). Bei einigen Patienten kann jedoch mit
Heparin in der iiblichen Dosierung von 300 U/kg KG keine zufriedenstellende
Antikoagulation erreicht werden (Mabry et al., 1979). Eine aktivierte Gerinnungszeit (ACT,
activatet clotting time) zwischen 300 s bis 400 s und kleiner 500 s wird fiir die Durchfithrung
einer ACB-OP mit ECC vorausgesetzt, weil hierunter ein Minimum an intra- und extravasaler
Gerinnung erreicht wird (Shore-Lesserson L, 1999; Young et al., 1978). Eine entsprechend
hohe ACT von mindestens 480 s wurde fiir diese Studie als Mal} einer akzeptablen
Gerinnungshemmung festgesetzt (Bharadwaj et al., 2003). Die Antikoagulation durch Heparin
kann mittels der ACT in wenigen Minuten direkt am Patienten gemessen und beurteilt
werden. Hierbei wird Nativblut zu einem Oberflichenaktivator, welcher unter
physiologischen Umstdnden auch im Gefidsystem vorkommt, gegeben und dann die
Gerinnungszeit gemessen. Genauere Labormethoden, wie die Bestimmung der partiellen
Thromboplastinzeit (PTT) u.a. sind fiir den intraoperativen Einsatz ungeeignet, da die
Ergebnisse nicht zeitgerecht erlangt werden konnen. In mehreren Studien wurde festgestellt,
dass die ACT als indirekte Messmethode der Blutgerinnung am besten fiir den intraoperativen
Einsatz geeignet ist (Hattersley P, 1966), da sie zeitnah im OP oder am Patientenbett
durchgefiihrt werden kann (Despotis GJ et al., 1997). In der Studie wird eine Heparinresistenz
bei dem individuellen Patienten angenommen, wenn die ACT nach Heparingabe den Zielwert
von iiber 480 s nicht erreicht (van Cott EM, Lapoata M, 2001). Verschiedene
Untersuchnungen (Despotis GJ et al., 1997; Dietrich et al., 1984; Hashimoto et al., 1994)
weisen daraufhin, dass eine erniedrigte AT-III-Aktivitdit die héufigste Ursache der
Heparinresistenz ist. Sie tritt bei iibermédfigem Verbrauch der Gerinnungsfaktoren auf, zum
Beispiel nach einem schweren hidmorrhagischem Schock, wird aber auch bei
Synthesestorungen im Rahmen von Lebererkrankungen beobachtet (Neumeister B et al.,
2000). Auch wurden angeborene Storungen der AT-III-Synthese mit autosomal dominantem
Erbgang beschrieben (Kuang et al., 2001). Eine Aktivititsminderung von AT-III findet sich
auch bei metabolischer oder respiratorischer Azidose und beim nephrotischen Syndrom. Bei
Vitamin K Mangel oder Erhohung der akute-Phase-Proteine kann die AT-III-Aktivitédt erhoht
sein.

Unter physiologischen Umsténden spielen viele verschiedene Blut- und Zellfaktoren in der
komplexen Gerinnungskaskade eine Rolle. Hier werden vereinfacht die Grundlagen der
Blutgerinnung dargestellt. Bei Kontakt des Blutes mit der ECC wird iiber den aktivierten
Faktor XII in Verbindung mit Kollagenfasern und proteolytischen Enzymen und durch

Gewebefaktoren gemeinsam der Faktor X aktiviert. Dieser aktiviert seinerseits mit
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Plasmafaktor V und Calcium die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin. Thrombin
wiederum aktiviert Fibrinogen zu Fibrin-Monomere und weiterhin die Verbindung zum Fibrin
durch Aktivierung des fibrinstabilisierenden Faktors XIII. Um eine Blutgerinnung iiber die
lokale Reaktion hinaus zu verhindern, wird eine ausgleichende Gerinnungshemmung
benotigt. Hier greift AT-III in Verbindung mit Heparin als Komplex ein und hemmt die
Thrombinwirkung auf die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin, wobei Heparin als
Katalysator mit 1000facher Beschleunigung fungiert, ohne AT-III ist Heparin wirkungslos.
Weitere Bindungen erfolgen an die Gerinnungsfaktoren II, IX, X, XI und XII, die ihrerseits
gehemmt werden. Unter physiologischen Umstdnden liegt im menschlichen Korper ein
Gleichgewicht zwischen gerinnungsaktivierenden und gerinnungshemmenden Stoffen vor.
Fibrin-Monomere sind im Blutplasma mit weniger als 10 nmol/l vorhanden. Sie werden
mittels ELISA oder Affinitdtschromatographie durch Bindung von Fibrinogen an Fibrin-
Monomere gemessen. Eine Erhohung der Konzentration liegt bei einem thrombembolischen
Geschehen vor, wie zum Beispiel bei laufender Antikoagulationstherapie unter ECC und bei
Verbrauchskoagulopathie. Bei einer Halbwertszeit von wenigen Minuten sind Messfehler
schnell moglich, bei Vorliegen grofler Wundflichen kommt es durch physiologische
Erhohung der Fibrin-Monomere ebenfalls zu fehlerhaften Messwerten (Silbernagl S,
Despopoulos A, 1991). Auch D-Dimere dienen als MaBl fiir die intravasale
Gerinnungsaktivitit. Sie entstehen als Fibrinspaltprodukte durch Plasmin und ligen unter
physiologischen Umstidnden mit einer Konzentration von weniger als 0,4 mg/l im Blut vor.
Ihre Messung erfolgt mittels ELISA oder einem Latex-D-Dimer-Schnelltest. Zu
Messwerterhohungen kommt es bei intrvasaler Gerinnung mit anschlieBender Fibrinolyse und
Hyperfibrinolyse insbesondere bei Operationen mit ECC. Fehlermessungen treten auch bei
diesem Parameter schnell auf, eine falsch hohe Messung tritt zum Beispiel bei Leberzirrhose,
Tumorerkrankungen, groeren Wundfldchen und nach Streptokinase- und Urokinasetherapie
auf. Bei Gewebsschiden wird das Gerinnungsystem aktiviert (Silbernagl S, Despopoulos A,

1991) und damit die Thrombenbildung.
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Abbildung 3:
Schematische Darstellung der Gerinnungskaskade (angelehnt an Schmidt, Thews,

Physiologie des Menschen, Springer Verlag Berlin, Heidelberg, New York, 26. Auflage,
1995, Abb. 21-11).

AT-III ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 58 000 Dalton, das in der Leber
synthetisiert wird. Es besteht aus 432 Aminosduren, drei Disulfidbriicken sowie
Kohlenhydratseitenketten, die ca. 15% des Gesamtanteils ausmachen. AT-III wirkt als Serin-
Protease-Inhibitor. Bei einem gesunden Menschen liegt ein Plasmaspiegel von 14 bis 20

mg/dl AT-III vor.
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Abbildung 4:
Modell des Antithrombin-I11.

Die Substitution von AT-III beispielsweise in Form von ,,fresh-frozen-plasma‘* (FFP) oder als
hp-AT-III-Konzentrat normalisiert die AT-III-Aktivitdt und verbessert konsekutiv die
Heparinwirkung. Bisher wird hp-AT-III im Fall einer Heparinresistenz substituiert; hp-AT-III
birgt aber trotz aller VorsichtsmaBlnahmen bei der Gewinnung ein Infektionsrisiko,
insbesondere  Infektionen mit dem humanen Immundefizit-Virus (HIV) und
Hepatitisinfektionen, Hepatitis B und Hepatitis C sind wiederholt aufgetreten. Auch ist das
Gewinnungsverfahren von hp-AT-III kostenintensiv und es werden humane Blutspender
benotigt. Bereits seit mehreren Jahren sucht man mittels Genmanipulation an Tieren nach
einer Moglichkeit, Medikamente fiir den menschlichen Bedarf zu entwickeln. Diese
Entwicklung soll eine kostengiinstigere Produktion ermoglichen, groBere Mengen des
entsprechenden Produktes produzieren, aber auch mehr Sicherheit des Produktes in Bezug auf
Infektionsrisiken. Bereits seit einigen Jahren befindet sich ein neues Antithrombinkonzentrat
im Zulassungsverfahren nach dem Arzneimittelgesetz. Es wird aus genetisch veridnderter
Ziegenmilch produziert (Denman et al., 1991). Ziegen sind eine Tierart, die leicht zu halten ist
und sich aufgrund einer kurzen Gestationszeit und langer geschlechtlicher Reifezeit
komplikationslos fortpflanzen kann. Mit einem Milchzyklus von mehr als zehn Monaten im
Jahr und einer durchschnittlichen Milchmenge von etwa 2,5 1 pro Tag mit 1 g Rohprotein pro
1 Milch stellen die weiblichen Milchdriisen der Ziegen einen sehr potenten Bioreaktor dar. Es
besteht die Moglichkeit, im Vergleich zu bisherigen Zellkulturen statt der 0,2 bis 1,0 g/l sogar

2,0 bis 10,0 g/l rekombinantes Eiweil3 aus dem Kulturmedium zu gewinnen. Gentechnisch
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wurde wihrend der frilhen Embryonalphase der Ziege das entsprechende Gen des Proteins,
ein B-Casein, mit samt seinem Promotor aus der Desoxyribonucleinsidure-Kette (DNS)
herausgeschnitten und iiber eine Polymerasekettenreaktion (PCR) und einen Plasmidring mit
dem humanen AT-III-Gen zusammengefiigt. Die entstandene Ziegen-B-Casein-AT-III-
Desoxyribonucleinsidure (ATcDNS) wurde zwischen dem 2. und dem 7. Exon wieder in die
Ziegen-DNS eingebaut (Ebert KM et al., 1991; Ebert KM et al., 1994; Roberts et al., 1992;
Edmunds T, 1998). Im weiteren Verlauf wurden die Gentréager der ersten Generation mittels
Genanalyse aus Ohrgewebe und Blutuntersuchungen identifiziert (FO-Generation). Die
ménnlichen Gentriger wurden mit normalen Weibchen gepaart und die Milch der
gentragenden Tochter (F1-Generation) gepoolt (Ebert KM et al., 1991; Ebert KM et al.,
1994). Uber ein komplexes chemisches Reinigungsverfahren wurde das AT-III aus den
Milchproteinen isoliert. In umfangreichen Analysen wurde bereits festgestellt, dass sich hp-
AT-III und rh-AT-III in ihren chemischen und strukturellen Eigenschaften stark #dhneln
(Edmunds T, 1998; Ebert KM et al., 1991; Ebert KM et al., 1994). Geringfiigige Unterschiede
lassen sich in der Glykosylierung der Oligomannosestrukturen der Heparinbindungsstellen
finden (Edmunds T, 1998), was zu einer gesteigerten Bindungskapazitit an Heparin und
Thrombin fiihrt. Es sind bereits mehrere In-vitro-Studien zu rh-AT-III durchgefiihrt worden
(Schwartz et al., 1989). Eine dieser Studien ergab bei 20 gesunden freiwilligen ménnlichen
Probanden, dass eine Dosis von 8 bis 171 U/kg rh-AT-III einem Anstieg des AT-III von iiber
500% vom Ausgangswert unter guter Vertraglichkeit erzielen kann (Lu et al., 2000; Dietrich
et al., 1984). In einer weiteren Studie ergab sich bei guter Vertriglichkeit ein sicherer Anstieg
der AT-III-Aktivitit vom Ausgangswert bei Gaben von 75 U/kg rh-AT-III fiir die
Eingriffsdauver einer ACB-OP (Avidan et al., 2005; Levy et al, 2002). In
placebokontrollierten Studien konnten nur diejenigen Patienten, die das rh-AT-III erhalten
hatten, einen signifikanten Anstieg der ACT iiber 480 s verzeichnen. Bei allen iibrigen
Testpersonen, die als Placebo stattdessen die gleiche Menge Infusionslosung erhalten hatten,
kam es zu einem signifikanten Abfall der AT-III-Aktivitit. Zusammenfassend stellte sich
heraus, dass Dosierungen zwischen 75 und 125 U/kg KG rh-AT-III eine effektive Hemmung
des Thrombins und der Fibrinolyse erreichen konnen (Roberts et al., 1992; Avidan et al.,

2005; Rogalski et al., 1998).
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3. Eigene Fragestellung

Ziel dieser Studie ist die Untersuchung des Einflusses von additivem rh-AT-III bei
Heparinresistenz auf die ACT bei Patienten mit elektiver ACB-OP unter Einsatz einer ECC
im Vergleich mit hp-AT-IIL

Als zweiter Endpunkt wurde der Vergleich zweier unterschiedlicher AT-III-Dosierungen auf

die Antithrombin-Aktivitit gesetzt.

4. Material und Methoden

4.1 Auswahl der Patienten

Nach Zustimmung der Ethikkommissionen wurden 47 Patienten mit koronarer Herzkrankheit
und Heparinresistenz in die Untersuchung eingeschlossen, die sich einer elektiver ACB-OP
unter Einsatz einer ECC unterziehen mussten. Die Studie war Teil einer Multi-Center-Studie
in der Zeit von November 1998 bis Juni 1999 an insgesamt zehn Zentren in Europa und den
U.S.A. nach Zulassung durch die zustindigen Ethikkommissionen European Independent
Ethics Committee (IEC), Institutional Review Board (IRB), Food and Drug Administration
(FDA) und International Conference on Harmonization (ICH).

Nach Aufkldrung iiber Studienziele sowie iiber mogliche Nebenwirkungen und besondere
Verhaltensweisen willigten die Patienten schriftlich in die Teilnahme an der Studie ein. Die
Patienten wurden einer ausfiihrlichen Anamnese und korperlichen Untersuchung unterzogen,
um alle Kriterien zu erfassen, die dem Einschluss in die Studie hitten entgegenstehen konnen.
Grundvoraussetzung fiir eine Teilnahme stellte die intravendse Heparin-Therapie innerhalb
der letzten sechs Stunden vor Beginn des operativen Eingriffs mit nachfolgender
Heparinresistenz dar. Andere gerinnungshemmende Substanzen durften prédoperativ nicht
verabreicht werden. In den folgenden Tabellen 2 und 3 sind die Ein- und Ausschlusskriterien

aufgefiihrt.

Tabelle 2: Einschlusskriterien.

e Alter zwischen 18 und 85 Jahren

Minnliche oder nicht schwangere weibliche Patienten

Elektive aortocoronare Bypass-Operation unter extrakorporaler Zirkulation

Intravendse Heparin-Therapie innerhalb der letzten sechs Stunden pridoperativ

Vom Patienten unterschriebene Einwilligungserkldrung nach den Vorgaben der
zustdndigen Ethikkommission

e ACT von unter 480 s nach initialer Heparingabe von 300 U/kg KG

15



Tabelle 3: Ausschlusskriterien.

Antifibrinolytische Therapie (Tranexamsdure, Aprotinin, epsilon-Aminokapronsiure)
Instabile Angina pectoris auch unter Therapie

Infektion mit humanen Immundefizit-Virus (HIV) oder Hepatitis-Viren

Allergie gegen Ziegenmilch oder Ziegenprodukte

Vorbekannte Gerinnungsstorungen z. B. von Willebrand-Krankheit etc.

Patienten, die innerhalb der letzten 48 Stunden gerinnungshemmende Substanzen,
Fibrinolytika wie zum Beispiel Streptokinase oder tPA erhielten oder noch erhalten,
Cumarinderivate wie zum Beispiel Warfarin in den letzten 3 Tagen oder
Thrombozytenaggregationshemmer, zum Beispiel Abciximab in der letzen Woche
erhielten.

Die auf diese Weise ausgewihlten Patienten wurden randomisiert in eine von drei Gruppen

eingeteilt, die sich in Bezug des verabreichten Antithrombins unterschieden:

¢ Die Gruppe I erhielt humanes Plasma-Antithrombin-III (15 U/kg KG)
¢ Die Gruppe II erhielt genetisch rekombinantes Antithrombin-III (15 U/kg KG)
¢ Die Gruppe III erhielt genetisch rekombinantes Antithrombin-III (75 U/kg KG)

4.2 Studienverblindung

Bereits vor Studienbeginn wurde durch die Firma Genzyme ein Verteilungsprotokoll erstellt.
Nur eine im Voraus bestimmte Person im Studienteam erhielt dieses Verteilungsprotokoll und
war fiir die Einhaltung der Studienverblindung verantwortlich. Die Antithrombineinheiten
wurden vordosiert an die teilnehmende Klinik geliefert und mussten unmittelbar vor
Verabreichung auf ein Gesamtvolumen von 60 ml verdiinnt werden. Die Studienmedikation

wurde als Einmalbolusgabe intravenos verabreicht.

4.3 Das andsthesiologische Vorgehen

Der operative Eingriff wurde unter Vollnarkose und unter Einsatz einer ECC durchgefiihrt.
Am Vorabend des operativen Eingriffs erfolgte eine Pramedikation mit dem Benzodiazepin
Flurazepam (0,1 mg/kg KG) und 60 Minuten vor Beginn der Aniésthesie mit dem Alpha-2-
Adrenorezeptor-Agonisten Clonidin (2 upg/kg KG). Nach drei- bis filinfminiitiger
Priaoxygenierung wurde die Narkose mit dem Opioid Sufentanil (0,5 upg/kg KG) zur
Analgesie und dem Hypnotikum Etomidat (0,2 mg/kg KG) eingeleitet, zur vollstindigen

Muskelrelaxierung erhielten die Patienten Pancuronium (0,1 mg/kg KG). Unter
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laryngoskopischer Kontrolle wurde eine Magensonde gelegt, um gegebenenfalls Mageninhalt
abzusaugen und eine Aspiration zu vermeiden. Im Anschluss wurden die Patienten
orotracheal intubiert und kontrolliert beatmet. Zur invasiven Druckmessung und
Blutgasanalyse wurden die Patienten vor Beginn der Narkoseeinleitung mit einem arteriellen
Zugang in der Arteria radialis versorgt. Weitere Uberwachung der Herz-Kreislaufsituation
erfolgte mittels elektrokardiographischer Kontrolle, sowie Pulsoxymetrie zur peripheren
Kontrolle der Sauerstoffsittigung. Unter sterilen Bedingungen wurde ein zentralvenoOser
Zugang zur kontinuierlichen Messung des zentralen Venendrucks sowie zentralvenoser
Blutgasanalysen gelegt. Uber eine Schleuse und einen Fiihrungsdraht wurde per
Seldingertechnik ein dreilumiger Katheter in die Vena jugularis interna oder externa
eingefiihrt und fixiert. Eine regelrechte renale Ausscheidung wurde durch Anlage eines
Blasendauerkatheters kontrolliert.

Die Narkose wurde durch kontinuierliche Infusion mit Propofol (2 mg/kg/h) und Sufentanil
(0,2 ug/kg/h) aufrechterhalten. Vor Beginn des operativen Eingriffs wurde eine sorgfiltige

Lagerung zur Vermeidung von Nervenschiaden und Durchblutungsschiden vorgenommen.

4.4  Studiendurchfiihrung

Nach abgeschlossener Einleitung der Narkose wurde die ACB-OP begonnen. Die
Durchfiihrung des operativen Eingriffs erfolgte nach Klinikstandard. Vor Anschluss an die
ECC erfolgte die Heparinapplikation von 300 U/kg KG. Nach fiinf Minuten wurde eine
Messung der ACT durchgefiihrt. Wenn die ACT {iiber 480 s betrug, konnte der jeweilige
Patient endgiiltig randomisiert in eine der drei Gruppen eingeteilt werden. Bei ACT-Werten
iiber 480 s schied der Patient aus der Untersuchung aus. Anschlieend erfolgte doppelblind
die Studienmedikation als intravendser Bolus von 60 ml Fliissigkeit. Fiinf Minuten nach
Applikation der Studienmedikation wurde erneut die ACT gemessen (Zeitpunkt 5 Minuten
nach Studienmedikation). Anschlieend wurde der Patient an die ECC angeschlossen und die
ACB-OP wie geplant fortgesetzt. Eine weitere ACT-Messung erfolgte 30 Minuten nach
Beginn der ECC (Zeitpunkt 30 Minuten ECC). Wihrend der gesamten Zeit an der ECC wurde
die Heparin-Therapie anhand der ACT gesteuert. Eine letzte ACT-Messung (Zeitpunkt Vor
Protamin) erfolgte dann nach dem erfolgreichen Abgang von der ECC unmittelbar vor der
Verabreichung des Protamins zur Neutralisierung der Heparinwirkung. Erst wenn der Patient
himodynamisch und von Seiten des Kreislaufs stabil war, konnte die ACB-OP beendet
werden. Noch in Narkose erfolgte die Verlegung auf eine Intensiveinheit. Dort wurde bis zur

Stabilisierung des Zustandes des Patienten die Narkose fortgefiihrt und anschliefend beendet.
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Anamnese & klinische Untersuchung

l

Ausfiihrliche Aufklarung

l

Schriftliche Einwilligung

-

Abbildung 5:

Aortocoronare Bypass-Operation

Schematische Darstellung des Studienablaufes.

Anisthesie-Einleitung
und ACT-Basismessung

Heparin-Bolus

OP nach Klinik-Standard

Heparinresistenz

l

Einschluss in die Studie und
Randomisierung in drei
Dosisgruppen fiir das AT-III

Abbildung 6:

ACT-Messung

Schematische Darstellung des Studieneinschlusses.

300 U/kg nach 5 min
— ACT >480s
— ACT <480 —
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4.5  Uberwachungsparameter

Die teilnehmenden Patienten wurden wéhrend der Studie gemidf den Vorgaben der guten
klinischen Praxis therapiert und iiberwacht. Vitalparameter inklusive kontinuierlichem
invasiven hidmodynamischen Monitoring und Elektrokardiographie sowie klinischer
Laborparameter wurden erfasst. Zusétzlich zu den Messungen der aktivierten Gerinnungszeit
wurden parallel die Verdanderungen von Fibrin-Monomere und D-Dimere mittels ELISA
gemessen als Mal fiir die Wirkung des AT-III. Die Messungen erfolgten direkt vor Gabe der
Studienmedikation sowie 30 Minuten nach Anschluss an die ECC und direkt vor
Protamingabe. Die Messungen korrelieren mit der Thrombinaktivitit, da Fibrinopeptide und
Fibrin-Monomere als Abspaltungsprodukte aus der Wirkung von Thrombin auf Fibrinogen

entstehen.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der erfassten Studienparameter und Messzeitpunkte.

Markoseeinleitung

Beginn der ACB-OF

- Gabe von 300 Tt Heparn pro Eidogramm E érpergewncht

¢ O Minuten

- Bestimmung der ACT

Gabe der Jalls die ACT = 450 5 befrdgt, llegf eine Heparinresisfenzs vor
Shudienme dikation und es erfolgt der Binschluss des Fatienfen in die Sfudie

- Bestimmung von Fibrin-Menomeren, D-Dimeren und AT-TIT (0 hinutern)
- unmittelbar danach Gabe der Studienmedikation

¢ & Minuten

- Bestirmung der ACT {5 Minuten nach Studienmedilation)

Beginn ECC/CPE
& F0 Mivuten

- Bestirmung won ACT, Fibrin-bonomeren, D-Dimeren
und AT-TIT (30 Mimsten ECC)

weiferer Forflauf der ACE-Cperation

v

- Bestimmung won ACT, Fibrin-Monomeren, D-Dimeren
und &AT-TH (Vor Protamin)
Abhgang ECC/CTE - unmittelbar danach Gabe von Protamin

Ende der ACE-OF

20



4.6  Datenerfassung und Auswertung

Die Erstellung der Datenbanken, alle Berechnungen und statistische Tests wurden mit dem
Programm Microsoft Excel 2002 und Stat View® Software 2000 vorgenommen. Die in der
Auswertung dargestellten Gruppenvergleiche wurden mit dem unverbundenen t-Test unter
Annahme verschiedener Varianzen durchgefiihrt. Im Folgenden wird als p das errechnete
maximale Niveau bezeichnet, bei dem der Test die Nullhypothese noch ablehnt. Von einem
statistisch  signifikanten Gruppenunterschied wird gesprochen, wenn rechnerisch das
Signifikanzniveau von a = 0,05 unterschritten wird. Bei nicht signifikanten Ergebnissen der
Teststatistik wird auf die Angabe von p verzichtet, und das Ergebnis als nicht signifikant

bezeichnet.
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5. Ergebnisse

5.1 Demographische Daten

An der Studie haben insgesamt 47 Patienten teilgenommen. Die Tabelle 5 zeigt die
demographischen Daten der drei Patientengruppen. Beziiglich des Alters und des Gewichts
bestehen keine Unterschiede zwischen den drei Gruppen. In der Geschlechtsverteilung
tiberwiegen in allen drei Gruppen die ménnlichen Probanden, aber auch hier bestehen

zwischen den einzelnen Gruppen keine Unterschiede.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
15 U/kg humanes AT-TII 15 U/kg rekombinantes AT-IIT 75 U/kg rekombinantes AT-IIT
Patienten (n) 14 15 18
Alter (Jahre) 64 +10 5711 60 =8
Geschlecht (m/w) 11/3 11/4 1771
Gewicht (kg) 68 =10 79 £ 14 86 +20

Tabelle 5:

Demographische Merkmale der Patienten in den drei verschiedenen Gruppen; n: Anzahl der
Patienten; Alter als Mittelwert in Jahren * Standardabweichung; Geschlecht m: ménnlich, w:
weiblich;, Gewicht als Mittelwert in kg + Standardabweichung; AT-III: Antithrombin-III in
U/kg.
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5.2 Begleiterkrankungen

Die Tabelle 6 zeigt die relevanten Begleiterkrankungen der Patienten in den drei Gruppen.
Zusitzlich zu den bei allen Patienten bestehenden kardiovaskuldren Erkrankungen lédsst sich
ein gehduftes Auftreten an metabolischen und endokrinen Erkrankungen beobachten, aber

auch hier finden sich keine Unterschiede zwischen den drei Gruppen.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Begleiterkrankungen 15 U/kg humanes AT-III 15 U/kg rekombinantes AT-III 75 U/kg rekombinantes AT-I11
Patienten (n) 14 15 18
COPD 2 3 7
Kardiovaskulir 14 15 18
Ulcus- und 1 2
Refluxerkrankungen
Niereninsuffizienz 1 0 2
Metabqllsch und 9 11 10
endokrin
Tabelle 6:

Begleiterkrankungen der Patienten in den einzelnen Gruppen; n: Anzahl der Patienten; AT-
111: Antithrombin-IIl in U/kg; COPD: chronisch obstruktive Lungenerkrankung; da ein
Patient mehrere Vorerkrankungen haben konnte, kann die Summe der Erkrankungen grofier
als die Zahl der Patienten in der jeweiligen Behandlungsgruppe sein.
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5.3  Messung der ACT

Die ACT wurde als Index fiir den Wirkungsgrad des Antithrombins auf die Gerinnung
gemessen. Die Abbildung 7 gibt die gemessenen ACT-Werte wieder. Ein Vergleich der ACT-
Werte der einzelnen Gruppen zu den Messzeitpunkten zeigt, dass die ACT in Gruppe 3 (75
U/kg rh-AT-III) zum Zeitpunkt 5 Minuten nach Studienmedikation hoher ist als in Gruppe 1
(15 U/kg hp-AT-III). Die anderen ACT-Werte der drei Gruppen zu den iibrigen Zeitpunkten
unterscheiden sich nicht. In allen drei Gruppen stieg die ACT vom Beginn der ECC bis zum
Zeitpunkt 30 Minuten ECC an, in der Gruppe 1 um 64%, in der Gruppe 2 um 73% und in der
Gruppe 3 um 44%. Zum Zeitpunkt 3 vor Protamingabe fiel die ACT wieder leicht ab, in
Gruppe 1 um 23%, in Gruppe 2 um 20% und in Gruppe 3 um 18%.

1000 - #

L[ L b
= 500 - l l

g I T

0
ACT ACT ACT
5 Minuten nach 30 Minuten ECC Vor Protamin
Studienmedikation
O hp 15 U/kg AT-II o rh 15 U/kg AT-lIl @ rh 75 U/kg AT-lII
Abbildung 7:

Darstellung der ACT-Werte zu den drei Messzeitpunkten in den drei Behandlungsgruppen;
Darstellung der Daten als Mittelwert und + Standardabweichung; Ordinate: Aktivierte
Gerinnungszeit (ACT) in s; Abszisse: einzelne Messzeitpunkte; 30 Minuten ECC: 30 Minuten
nach Beginn der extrakorporalen Zirkulation; vor Protamin: direkt vor Protamingabe; rh-
AT-III: rekombinantes Antithrombin-III in U/kg; hp-AT-III: humanes Plasma-Antithrombin-
I in U/kg; #:p<0,05 zwischen den Gruppen hp 15 U/kg AT-III und rh 75 U/kg AT-111
signifikant zum Zeitpunkt fiinf Minuten nach Studienmedikation.

24



In Tabelle 7 wird das Verhiltnis der Patienten, die eine ACT von iiber 480 s erreichten, zur
Gesamtzahl der Patienten in der jeweiligen Gruppe dargestellt. In Gruppe 1 und 2 konnte

jeweils bei einem Patienten, in Gruppe 3 bei 8 Patienten die angestrebte ACT gemessen

werden.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

15 U/kg humanes AT-III 15 U/kg rekombinantes AT-IIT 75 U/kg rekombinantes AT-IIT
Gesamte Patientenanzahl 14 15 18

Zahl der Patienten, bei
denen eine ACT > 480 s 1 (7%) 1 (7%) 8 (44%)*

erreicht wurde

Tabelle 7:

Anteil der Patienten in den einzelnen Gruppen, die die angestrebte aktivierte Gerinnungszeit
erreichten, im Vergleich zur Gesamtpatientenzahl der jeweiligen Behandlungsgruppe als
absolute Zahl und in %; ACT: Aktivierte Gerinnungszeit in s, AT-IIl: Antithrombin-1II;
*:p<0,05 im Vergleich der ACT-Werte zu Gruppe 1 humanes Plasma-Antithrombin-II1.
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5.4  Messung der Fibrin-Monomere

Die Konzentration der Fibrin-Monomere wurde als Index fiir den Grad der intravasalen
Gerinnungsaktivitit gemessen. Die Messung erfolgte jeweils parallel zur Messung der D-
Dimere und der AT-III-Aktivitit. In der Abbildung 8 sind die entsprechenden Werte vor
Beginn, wihrend und am Ende der ECC dargestellt. Der Vergleich der drei Gruppen
untereinander ergab hinsichtlich der Fibrin-Monomere weder im Verlauf noch zwischen den

Gruppen Unterschiede.

50 -

Bp ] [ 1]

30 -

25

20 -

15

Fibrin-Monomere (mmol/l)

10

Fibrin-Monomere Fibrin-Monomere Fibrin-Monomere
0 Minuten 30 Minuten ECC Vor Protamin

O hp 15 U/kg AT-lll O rh 15 U/kg AT-IIl @rh 75 U/kg ATl

Abbildung 8:

Verlauf der durchschnittlichen Konzentration der Fibrin-Monomere zu den drei
Messzeitpunkten in den drei Behandlungsgruppen; Darstellung der Daten als Mittelwert und
+ Standardabweichung; Ordinate: Fibrin-Monomere in mmol/l; Abszisse: einzelne
Messzeitpunkte (0 Minuten: direkt vor Gabe der Studienmedikation, 30 Minuten ECC: 30
Minuten nach Beginn der ECC, vor Protamin: direkt vor Protamingabe); hp-AT-III: humanes
Plasma-Antithrombin-III in U/kg; rh-AT-III: rekombinantes Antithrombin-III in U/kg.

26



5.5 Messung der D-Dimere

D-Dimere als Spaltprodukte aus Fibrin und Fibrinogen dient ebenfalls als Index fiir eine
erhohte Gerinnungsaktivitdt bei Verwendung einer ECC. Die Ergebnisse dieser Messungen
sind in Abbildung 9 verdeutlicht. Der Vergleich der drei Gruppen zu den einzelnen Zeiten
untereinander ergab keine Unterschiede. Die D-Dimere stiegen zum Zeitpunkt 30 Minuten
nach Beginn der ECC und weiter zum Zeitpunkt vor Protamin in allen Gruppen an. Zum
zweiten Messzeitpunkt kam es zu einem Anstieg von 755% in Gruppe 1, 222% in Gruppe 2
und 422% in Gruppe 3. Zum dritten Messzeitpunkt kam es zum weiteren Anstieg von 117%

in Gruppe 1, 370% in Gruppe 2 und 147% in Gruppe 3.

3000 -

E 2000 A -

ES)

£

dh) J

(]

E

2 1000 - I

(=] I l :
D-Dimere D-Dimere D-Dimere
0 Minuten 30 Minuten ECC Vor Protamin

Ohp 15 U/kg AT-IIl Orh 15 U/kg AT-IIl Orh 75 U/kg AT-II

Abbildung 9:

Konzentration der D-Dimere zu den drei Messzeitpunkten in den drei Behandlungsgruppen;
Darstellung der Daten als Mittelwert und + Standardabweichung; Ordinate: D-Dimere in
ng/ml; Abszisse: einzelne Messzeitpunkte (0 Minuten: direkt vor Gabe der Studienmedikation,
30 Minuten ECC: 30 Minuten nach Beginn der ECC, Vor Protamin: direkt vor
Protamingabe); hp-AT-Ill:  humanes Plasma-Antithrombin-IIl in U/kg; rh-AT-III:
rekombinantes Antithrombin-III in U/kg.
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5.6  Aktivitit des Antithrombin-I11

Die Abbildung 10 gibt die Messwerte fiir die Aktivitdt des AT-III wieder. In Abbildung 11
sind die Unterschiede im Zeitverlauf als Anderung vom Ausgangswert dargestellt. Zum
Zeitpunkt 0 Minuten bestanden keine Gruppenunterschiede; dieser Zeitpunkt wird daher in
der zweiten Abbildung ausgelassen. Im Verlauf stieg die AT-III-Aktivitdt in Gruppe 3 zum
Messzeitpunkt 30 Minuten ECC um 33% an und blieb zum Messeitpunkt vor Protamingabe
22% hoher als der Ausgangswert. In den Gruppen 1 und 2 fiel die AT-III-Aktivitit zum
Messzeitpunkt 30 Minuten nach Beginn der ECC um 22% bzw 17% ab und blieb dann

unveridndert erniedrigt.

150 -

100 -

50 -

AT-IlI-Aktvitat in %
|
—
—
]

0 ] ] 1
AT-Ill-Aktivitat AT-lllI-Aktivitat AT-lll-Aktivitat
0 Minuten 30 Minuten ECC Vor Protamin
Ohp 15 U/kg AT-lIl Orh 15 U/kg AT-lIl Orh 75 U/kg AT-lII
Abbildung 10:

Verlauf der Aktivitit von AT-1II zu den drei Messzeitpunkten in den drei Behandlungsgruppen;
Darstellung der Daten als Mittelwert und + Standardabweichung; Ordinate: Antithrombin-III-
Aktivitit in %, Abszisse: einzelne Messzeitpunkte (0 Minuten: direkt vor Gabe der
Studienmedikation, 30 Minuten ECC: 30 Minuten nach Beginn der extrakorporalen Zirkulation,
Vor Protamin: direkt vor Protamingabe); hp-AT-III: humanes Plasma-Antithrombin-III in
U/kg; rh-AT-1II: rekombinantes Antithrombin-III in U/kg.
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Abbildung 11:

Signifikante Differenz der Aktivitit von AT-III zu den zwei Messzeiten zum Ausganswert 0
Minuten in den drei Behandlungsgruppen; Ordinate: Differenz der Antithrombin-Aktivitdt in
9, Abszisse: Messzeitpunkte (30 Minuten ECC: 30 Minuten nach Beginn der extrakorporalen
Zirkulation, Vor Protamin: direkt vor Protamingabe); rh-AT-11l: rekombinantes
Antithrombin-III in U/kg; hp-AT-III: humanes Plasma-Antithrombin-III in U/kg; #:p<0,05
hp-AT-III versus 75U/kg rh-AT-1II und *:p<0,05 15U/kg rh-AT-1II versus 75U/kg rh-AT-111
zu beiden Zeitpunkten.

5.7  Sicherheit des genetisch rekombinanten Antithrombin-I11

In keiner der drei Behandlungsgruppen kam es im Verlauf der Untersuchung zu
Vorkommnissen, die als mogliche Nebenwirkungen der AT-III-Gabe gewertet wurden, alle
korperlichen und psychischen Verdnderungen nach Gabe der Studienmedikation bis vier
Wochen postoperativ wurden auf andere Ursachen zuriickgefiihrt. Alle Patienten wurden
einem Virusscreening auf tierische Viren unterzogen. In allen vorliegenden Blutproben lieBen
sich keine tierischen Erreger nachweisen; die Blutproben wurden zu Sicherheit fiir zwei Jahre
tiefgefroren zuriickbehalten fiir eine mogliche spitere Nachuntersuchung. Letztendlich wurde

bei keinem der Patienten, die rh-AT-III erhielten, eine nachteilige Wirkung festgestellt.
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6. Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die additive Infusion von rh-AT-III (75 U/kg KG)
bei 44% der Patienten mit Heparinresistenz eine ACT iiber 480 s erreichen. Im Gegensatz
hierzu fiihrte die Dosierung von 15 U/kg KG unabhingig ob rh-AT-III oder hp-AT-III in nur
7% zu dem gewiinschten Effekt. Hier zeigt sich offenbar ein Dosiseffekt. Der Effekt der
hohen Dosierung von 75 U/kg KG des rh-AT-III zeigte sich neben der ACT-Elevation auch in
der AT-III-Aktivitit: diese stieg nach der Infusion an und blieb bis zum Ende der ECC um
22% iiber dem Ausgangswert. Im Gegensatz hierzu nimmt die AT-III-Aktivitdt in den beiden
Gruppen mit der niedrigen Dosierung mit Beginn der ECC im Vergleich zum Ausgangswert
ab. Dieses Phianomen beruht sehr wahrscheinlich auf der Hamodilution durch das Priming-
Volumen zu Beginn der ECC. Offenbar reicht nur die hohe AT-III-Dosierung aus, die AT-III-
Aktivitdt soweit zu steigern, dass diese auch nach einer Himodilution von etwa 30% noch
erhoht bleibt. Die Auswirkung des Verdiinnungseffektes durch das Priming-Volumen der
Herz-Lungen-Maschine von 1,5 bis 2 1 auf die Blutbestandteile wurde schon friiher
beobachtet. Linden und Gibbs beschrieben, dass die AT-III-Aktivitit parallel zum
Héamoglobin auf bis zu 50% vom Ausgangswert absinkt, sobald die Patienten an eine ECC im
Rahmen von Herz-Operationen angeschlossen wurden (Linden et al., 2004a). Im Gegensatz
zur AT-III-Aktivitét steigt die ACT als Index fiir die Gerinnung mit Beginn der ECC offenbar
aufgrund der Himodilution in allen Gruppen deutlich an. Dieses Phanomen konnte auch in
den Untersuchungen von Levy et al., Avidan et al. und van Aken et al. beobachtet werden.
Fir die Verwendung der ECC ist eine effektive Antikoagulation eine unabdingbare
Vorraussetzung, da die Fremdoberfliche eine starke Aktivierung der korpereigenen
Gerinnung auslésen und die so entstehenden Thromben sowohl den Durchfluss durch die
Herz-Lungen-Maschine, insbesondere des Oxygenators und des Mikrofilters behindern, als
auch im menschlichen Korper die Organperfusion aufgrund der Thromben im hoéchsten Male
gefahrden wiirden. Zur Antikoagulation wird in der Kardiochirurgie hauptsichlich das gut
steuerbare Heparin eingesetzt. Heparin beeinflusst vor allem die physiologische Wirkung des
AT-III. AT-III ist der wichtigste Inhibitor der plasmatischen Gerinnung. Es inaktiviert vor
allem die Faktoren IlIa (Thrombin) und Xa durch irreversible Komplexbildung. In geringerem
MaBe werden auch die Faktoren IXa, XIla und Plasmin inaktiviert. Die
Reaktionsgeschwindigkeit der Komplexbildung ist sehr langsam, wird jedoch durch Heparin

um das tausendfache beschleunigt.
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Abbildung 12:
Schematische Darstellung der beschleunigenden Wirkung des Heparins auf den AT-III-
Thrombin-Komplex nach Lackner, Peetz 2004.

Durch die von Heparin beschleunigte Bildung des AT-III-Thrombin-Komplexes kann das
Thrombin nicht mehr die Fibrinopeptide A vom Fibrinogen abspalten, so dass die
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin direkt gehemmt wird. Im Blut vorhandenes Fibrin
vermindert die Gerinnungshemmung von Heparin. Bereits an Fibrin gebundenes Thrombin
reagiert nicht mehr mit Heparin und AT-III. Ebenso reagiert das an die Gefilwand gebundene
Thrombin nicht mehr mit Heparin und entzieht sich so der Heparin-Wirkung (Hirsh et al.,
2001; Shanberge et al., 1987; Vuylsteke et al., 2000). Heparin beeinflusst aber auch noch
andere Faktoren der Blutgerinnung. Die Thrombozyten, die in inaktiver Form im Blut
zirkulieren, werden durch Kontakt zu Endothelverletzungen aktiviert, verkleben miteinander
und bilden den ersten Wundverschluss. In ihrer nun aktivierten Form setzen sie den
Plittchenfaktor 4 (PF 4) frei. Heparin bindet an aktivierte Thrombozyten und erhoht damit die
Freisetzung von PF 4. Dieser Faktor wiederum inaktiviert Heparin. Eine bereits prdoperativ
erhohte Thrombozytenzahl kann auf diese Weise zu einer Verminderung der Wirkung von
Heparin fithren. Neben den Thrombozyten bewirken auch frische Wunden und
Fremdoberflichen wie bei der ECC eine vermehrte Freisetzung von PF 4. Das Heparin wird
durch diese Vorginge gebunden und inaktiviert und kann dem AT-III nicht mehr als
Katalysator dienen. Weiterhin steigen bei operativen Eingriffen und bei Kontakt mit
Fremdoberflichen die Akute-Phase-Proteine an, zu denen auch das Fibrinogen zihlt. Diese
gehen mit Heparin eine Bindung ein und inaktivieren es (Preissner, Muller-Berghaus, 1987;
Teoh et al., 1993; Wu et al., 1995; Young et al., 1992). Durch diese Mechanismen nimmt ein
Teil der Heparin-Aktivitdt ab und kann die AT-III-Wirkung nicht mehr beschleunigen. Eine

abnehmende Wirkung des Heparins wird als Heparinresistenz bezeichnet. Die dargestellten
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Mechanismen konnen zumindest teilweise das sehr komplexe Phinomen der Heparinresistenz
erkldren. In der klinischen Praxis wird eine Heparinresistenz angenommen, wenn durch die
einmalige Bolusinjektion von Heparin (300 U/kg KG) keine ACT von iiber 480 s erreicht
wird. Es handelt sich hierbei um eine rein klinische Definition. Eine wissenschaftlich
fundierte Definition wurde bisher nicht festgelegt. Die hier geforderte ACT von mindestens
480 s ist ein hoch angesetzter unterer Grenzwert. Beim gesunden Patienten ohne
Antikoagulation betragen die ACT-Werte zwischen 70 — 180 s. Fiir kardiologische
Interventionen werden ACT-Werte nach Heparininjektion von iiber 350 s angestrebt. Fiir
kardiochirurgische Eingriffe unter Einsatz der ECC wurde ein optimaler ACT-Wert zwischen
400 s und 480 s festgelegt (van Cott EM, Lapoata M, 2001). Verschiedene Autoren konnten
zeigen, dass es bei einer ACT unter 400 s zu einem Anstieg der Fibrin-Monomere und damit
zum erhohten Risiko einer Gerinnselbildung kommt (Shore-Lesserson L, 1999). Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die in der vorliegenden sowie in mehreren
Vergleichsstudien geforderte ACT von iiber 480 s einen klinisch praktikablen Wert mit einem
gewissen Sicherheitsbereich nach unten darstellt. Dass eine leicht erniedrigte AT-III-Aktivitit
mit einer Heparinresistenz einhergehen kann, zeigt sich in Untersuchungen von Lemmer et al.
(Lemmer, Jr., Despotis, 2002). Bei einigen Patienten mit zunéchst praoperativ normaler AT-
III-Aktivitdat fand sich nach Applikation von Heparin eine Heparinresistenz, und es zeigte
sich, dass die AT-III-Aktivitdt im Verlauf der ECC unter den Normalwert abgesunken war.
Allerdings wiesen auch einige Patienten eine Heparinresistenz auf, bei denen zu keinem
Zeitpunkt niedrige AT-III-Spiegel bestanden hatten (Esposito et al., 1983; Linden et al.,
2004b). In mehreren Untersuchungen wurde festgestellt, dass die praoperative kontinuierliche
Heparintherapie das Risiko einer Heparinresistenz erhohen und auch zu einer Verminderung
der Antithrombin-Aktivitit fithren kann (Williams et al., 2000; Sabbagh et al., 1984; Linden
et al., 2004b). Die Patienten der hier vorliegenden Untersuchung erhielten alle vor der
Operation eine kontinuierliche Heparintherapie.

Eine kontinuierliche Heparintherapie kann die AT-III-Aktivitdt beeinflussen: Heparin agiert
als AT-III-Agonist und beschleunigt dessen Bindung an Thrombin, so dass unter fortlaufender
Heparininfusion die AT-III-Aktivitit im Blut sinkt (Shore-Lesserson L, 1999). Eine
metabolische oder respiratorische Azidose wihrend der Zeit an der ECC oder ein massiver
Verbrauch an Gerinnungsfaktoren als Ursache einer Heparinresistenz (Mammen et al., 1985)
konnen durch fortlaufende Blutgasanalysen zur Steuerung der ECC und den Verlauf der
Fibirn-Monomere und D-Dimere in den vorliegenden Untersuchungen ausgeschlossen

werden.
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Avidan et al. verglichen in einer #hnlich aufgebauten Untersuchung bei insgesamt 54
Patienten mit Heparinresistenz jedoch ohne kontinuierliche pridoerative Heparintherapie die
Wirkung von rh-AT-III mit 75 U/kg KG auf die ACT mit der einer Placebo-Infusion. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass das rh-AT-III in dieser hohen Dosierung in 81% der
Fille einen Anstieg der ACT auf iiber 480 s bewirkte. Bei den iibrigen Patienten der AT-III-
Gruppe (19%) musste zusitzlich FFP transfundiert werden, um die gewiinschte ACT zu
erreichen. Im Vergleich hierzu benoétigten in der Placebo-Gruppe 81% der Patienten
zusitzlich FFP und auch additive Dosen an Heparin zum Erlangen einer ausreichenden ACT.
Auch van Aken et al. (van Aken H et al., 2000) und Levy et al. (Levy et al., 2002) fanden bei
kardiochirurgischen Patienten mit Heparinresistenz, dass die einmalige Infusion von 75 U/kg
KG rh-AT-III bei 79% der Patienten zu einer addquaten ACT fiihrte. Niedrigere AT-III-
Dosierungen als Vergleich wurden in diesem Kontext weder von van Aken et al. noch von
Avidan et al. untersucht (Avidan et al., 2005; van Aken H et al., 2000). Ahnlich wie bei
unseren Untersuchungen erfolgte auch bei Levy et al. préoperativ eine kontinuierliche
Heparintherapie. Insgesamt 36 Patienten mit Heparinresistenz wurden nach Heparingabe in
Gruppen von je 3 Probanden rh-AT-III in Dosierungen von 10, 25, 50, 75 100, 125, oder 200
U/kg substituiert, eine Gruppe von 6 Patienten erhielt ein Placebo. Es kam ab einer Dosierung
von 75 U/kg zu einer Normalisierung der AT-III-Aktivitit, die auch bis zum Ende der ECC
nicht mehr abfiel. Unter der hochsten Dosierung von 200 U/kg kam es zu einem Anstieg der
AT-III-Aktivitdt bis auf 600 U/dl. Aber nicht nur die Wirkung auf die AT-III-Aktivitét lie3
sich dokumentieren, sondern auch ein Anstieg der ACT. In der AT-III-Gruppe stieg die ACT
deutlich hoher an, als in der Placebo-Gruppe. Im Gegensatz zu unseren Patienten waren die
Patienten in den zitierten Untersuchungen von van Aken et al. und von Avidan et al. nicht alle
vor dem operativen Eingriff kontinuierlich mit Heparin therapiert worden. Dieser Unterschied
konnte die schwichere Reaktion, nur 44% der Patienten reagierten mit dem gewiinschten

Anstieg der ACT auf die AT-III-Substitution, erklédren.
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Abbildung 13:

Verlauf der Antithrombin-III-Aktivitit (AT-111) vor, wihrend und nach der extrakorporalen
Zirkulation (ECC). Die geschlossenen Symbole reprisentieren die beiden Gruppen aus der
Studie von Avidan et al., die offenen Symbole repriisentieren die Gruppe 3 der vorliegenden
Studie. Ordinate: AT-III-Aktivitdit in %, Abszisse: einzelne Messzeitpunkte (0 Minuten: direkt
vor Gabe der Studienmedikation, 30 Minuten ECC: 30 Minuten nach Beginn der
extrakorporalen Zirkulation, Vor Protamin: direkt vor Gabe von Protamin); rh-AT-III:
rekombinantes AT-III in U/kg.

Die AT-III-Aktivitdt bei unseren Patienten nach Infusion von 75 U/kg KG rh-AT-III zeigt
einen iibereinstimmenden Verlauf auch im Vergleich zu den Ergebnissen von Avidan et al.
mit einem Anstieg zu Beginn der ECC nach Hamodilution und einem leichten Abfall nach
Ende der ECC. In der Placebo-Gruppe bei von Avidan et al. kam es zu einem Abfall der AT-
III-Aktivitdt durch die Himodilution auf 50%. In unserer Untersuchung hingegen sank die
AT-III-Aktivitdt unter der niedrigen Dosierung von 15 IE/kg KG AT-III nur um 17% - 22%
ab. Eine Dosierung von nur 15 U/kg KG reichte folglich nicht aus, die AT-III-Aktivitit stabil
anzuheben. Moglicherweise sind auch hohere rh-AT-III-Dosierungen als 75 U/kg sinnvoll,
wie bei Levy et al. gezeigt, um die AT-III-Aktivitdt auch liber einen ldngeren Zeitraum der
ECC sicher im Normalbereich zu halten. Den Patienten, die nach der AT-III-Infusion keine
ausreichende ACT erreichten, wurde bei Avidan et al. zusitzlich FFP transfundiert, um
mogliche andere Gerinnungsstérungen auszugleichen, die eine Heparinresistenz verursachen
konnen. Bei vorliegender Heparinresistenz werden oft additive hochdosierte Heparin-
Injektionen durchgefiihrt, um die verminderte Heparinwirkung zu durchbrechen. Hohe
Heparin-Dosen erhohen jedoch das Risiko der postoperativen Nachblutung (Despotis et al.,
1995). Das zur Aufhebung der Antikoagulation nach der ECC applizierte Protamin bindet
freies Heparin und inaktiviert es. Jedoch besitzt Protamin nur eine kurze Halbwertszeit. Ein

Hepariniiberhang bei ultrahohen Dosen kann eine erneute Aktivierung von Heparin-AT-III-
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Komplexen auslosen. Bei van Aken wurden keine Unterschiede in Bezug auf abnormale
Blutung zwischen der AT-III-Gruppe und der FFP-Gruppe festgestellt. In den
Untersuchungen von Levy et al. kam es in einigen Féllen zu Nachblutungen, Unterschiede
zwischen der AT-III-Gruppe und der Placebogruppe fanden sich nicht und die Blutungen
wurden als nicht signifikant gewertet. Auch lieBen sich keine Unterschiede in den
Bluttransfusionsmengen dokumentieren. Ebenso wie in unseren Untersuchungen wurden von
Avidan et al. Nachblutungen ebenfalls als nicht signifikant dargestellt.

Fibrin-Monomere sind ein Index fiir den Grad der intravasalen Gerinnungsaktivitit. Bei der
Fibrinbildung spaltet Thrombin enzymatisch die Fibrinopeptide A von der Fibrinvorstufe
Fibrinogen ab. Die so entstandenen Fibrin-Monomere werden faserférmig aneinandergelegt
und durch Abspaltung der Fibrinopeptide B und durch Einfluss des aktivierten Faktor XIII
iiber kovalente Bindungen (D-D) zum Fibrinpolymer quervernetzt (Neumeister B et al.,
2000). Bei groen Wunden, operativen Eingriffen, Verbrauchskoagulopathie und bei
Aktivierung des Gerinnungssystems durch die Fremdoberfliche der ECC kommt es zu einer
Erhohung der Fibrinbildung. Der Heparin-AT-III-Komplex hemmt die Thrombinwirkung und
damit die Aktivierung der Fibrinbildung.
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Abbildung 14:
Physiologie der Fibrinbildung und der Fibrinolyse nach Lackner, Peetz 2004.

Gleichzeitig mit Aktivierung der Blutgerinnung wird auch die Wiederauflosung der
Blutgerinnsel, die Fibrinolyse aktiviert. Dieses ist ein physiologischer Vorgang, der eine
unkontrollierte Ausbreitung der Blutgerinnung vermeiden soll (Neumeister B et al., 2000).
Das aus Plasminogen entstehende Plasmin ist eine unspezifische Protease. Es baut
Fibrinpolymere, Fibrin und Fibrinogen zu Fibrindegradationsprodukten ab. Es entstehen Y-,
YD, YX-Fragmente, die nach weiterer Proteolyse in D- und E-Bruchstiicken gespalten
werden. Da die Faktor XIII vermittelte kovalente D-D-Bindung vom Plasmin nicht gespalten
werden kann, treten nur nach der Preotolyse des Fibrinpolymers D-Dimere auf (siehe
Abbildung). Ein Anstieg der D-Dimere ist daher ein Index fiir eine ablaufende Fibrinolyse.
Die Fibrin-Monomere im Blut stiegen in der vorliegenden Untersuchung im Verlauf des
operativen Engriffs in keiner der drei Gruppen an. Es ist daher zu vermuten, dass eine
wesentliche intravasale Gerinnung wihrend der ECC sowohl in der Gruppe mit
hochdosiertem AT-III als auch in den beiden Gruppen mit niedrig dosiertem AT-III nicht
auftrat, obwohl die angestrebte ACT von iiber 480 s in diesen beiden Gruppen kaum erreicht
wurde. Vergleichbar hierzu fanden auch van Aken et al. in Bezug auf die Fibrin-Monomere

zwischen der AT-III-Gruppe und der Placebo-Gruppe keine Unterschiede im Verlauf der
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ECC. Im Gegensatz hierzu beobachteten Levy et al. im Verlauf der ECC nach Applikation
von AT-III (10 bis 200 U/kg KG) in allen Gruppen einen zunehmenden Anstieg der ACT. Je
hoher die AT-III-Dosierung in den einzelnen Gruppen initial war, desto stirker war im
Verlauf der ECC der Abfall der Fibrin-Monomere und der D-Dimere im Sinne einer
Hemmung der Thrombin-Aktivitidt und der Fibrinolyse. In unserer Studie lédsst sich dies nur
eingeschrinkt nachvollziehen. Die Auswertung der D-Dimere ergab in allen
Behandlungsgruppen einen Anstieg der Plasmaspiegel im Verlauf des operativen Eingriffs.
Fibrinpolymere wurden gebildet und wieder abgebaut als Zeichen fiir eine vorhandene
erhohte Fibrinolyse. Der Anstieg eines einzelnen Parameters ist jedoch kein Hinweis auf
einen generellen Fibrinolyseprozess. In der rh-AT-III-Gruppe mit 75 U/kg KG kommt es zum
niedrigsten und in der hp-AT-III-Gruppe mit 15 U/kg KG zum hochsten Anstieg der D-
Dimere im Verlauf der ECC. Hier ist eine dosisabhingige Reaktion moglich.

Schlussfolgernd lédsst sich aus unseren Ergebnissen sagen, dass mindestens eine Dosierung
von 75 U/kg KG rh-AT-III notwendig ist, um eine Normalisierung der AT-III-Aktivitét bei
449% der Patienten mit Heparinresistenz unter Einsatz einer ECC bei elektiven ACB-OP und
die gewiinschte ACT von iiber 480 s zu erreichen. Eine entsprechende Schlussfolgerung fiir
eine Hemmung der Fibrinolyse lésst sich, wie anhand der Bildung von D-Dimeren gezeigt
werden konnte, nicht ziehen. Eine Normalisierung der AT-III-Aktivitidt und eine Anhebung
der ACT iiber 480 s sind nicht gleichzusetzten mit einer Unterdriickung der Gerinnselbildung

unter ECC.
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7. Zusammenfassung

Diese Studie untersucht die Wirkung von genetisch rekombinantem Antithrombin-III im
Vergleich zu humanen Plasma-Antithrombin-III bei heparinresistenten Patienten, die sich
einer elektiver aortocoronarer Bypass-Operation unter Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine
unterzichen  mussten. Ein  bestehender  Antithrombin-III-Mangel = mindert  die
lebensnotwendige Antikoagulation mit Heparin wihrend der extrakorporalen Zirkulation und
es kann zu einer iiberschieBenden Aktivierung des korpereigenen Gerinnungssystems mit
Gerinnselbildung kommen. In eine randomisierte doppelblinde Studie wurden insgesamt 47
Patienten mit Heparinresistenz eingeschlossen. Eine Heparinresistenz wurde als Unvermogen
definiert, nach pridoperativer Heparin-Bolusgabe von 300 U/kg Korpergewicht die zum
Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine erforderliche aktivierte Gerinnungszeit von iiber
480 s zu erreichen. Die Patienten wurden in drei Gruppen eingeteilt und erhielten jeweils 15
U/kg Korpergewicht genetisch rekombinantes Antithrombin-III oder humanes Plasma-
Antithrombin-III oder 75 U/kg Korpergewicht rekombinantes Antithrombin-III. Gemessen
wurde im Verlauf der extrakorporalen Zirkulation der Verlauf der aktivierten Gerinnungszeit,
der Antithrombin-Aktivitidt, Fibin-Monomere und der D-Dimere als Parameter der
Fibrinolyseaktivitit. 44 % der Patienten, die 75 U/kg Korpergewicht rekombinantes
Antithrombin-III erhalten hatten, erreichten die erforderliche aktivierte Gerinnungszeit von
tiber 480 s. Unter den niedrigeren Dosierungen erreichten nur 7% der Patienten die
erforderliche aktivierte Gerinnungszeit. Ein Anstieg der Antithrombin-III-Aktivitdt wurde
ebenfalls nur in der hochdosierten Antithrombin-Gruppe verzeichnet. In keiner der drei
Gruppen kam es zu einem Anstieg der Fibrin-Monomere. Die D-Dimere stiegen in allen drei
Gruppen im Verlauf der extrakorporalen Zirkulation an, jedoch am geringsten in der
hochdosierten Antithrombin-III-Gruppe.

Genetisch rekombinantes Antithrombin-III mit 75 U/kg Korpergewicht fiihrt zu einem
Anstieg der Antithrombin-III-Aktivitat und zu einer signifikanten Erhohung der aktivierten
Gerinnungszeit. Eine vollstindige Unterdriickung der Fibrinolyseaktivitdt ldsst sich jedoch

nicht erreichen.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

ACT
ACB
AT-III
ATcDNS
Ca2t

dl

ECC
EKG
ELISA
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FDA
FFP
Hb
HIV
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ICH
IEC
IRB
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1

MAP
mg

Min

ml
mm
mmHg
MW
OP
PCR
PDP
PF4

Activated Clotting Time

Aortocoronarer Bypass

Antithrombin-III
Ziegen-B-Casein-Antithrombin-III-Desoxyribonucleinsdure
Calcium

Deziliter

extrakorporaler Kreislauf
Elektrokardiogramm
Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay
et alii

Food and Drug Administration

fresh frozen plasma / humanes Blutplasma
Héamoglobin

Humanes Immundefizit-Virus

humanes Plasma-Antithrombin-III
International Conference on Harmonization
European Independent Ethics Committee
Institutional Review Board

Kilogramm

Liter

mittlerer arterieller Druck

Milligramm

Minuten

Micro

Milliliter

Millimeter

Millimeter Quecksilbersidule

Mittelwert

Operation

Polymerase-Ketten-Reaktion

Protein Data Bank

Plittchenfaktor 4
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PPSB

PTT
RCSB
rh-AT-1II
S

SD

tPA

US.A

Prothrombin-Proconvertin-Stuart-Prower-Faktor-antihimophiles-
Globulin-B

partielle Thromboplastinzeit

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics

genetisch rekombinantes Antithrombin-1II

Sekunden

Standardabweichung

Tissue Plasminogen Activator

Unit

United States of America

40



9. Verzeichnis der Tabellen

Tabelle 1
Tabelle 2
Tabelle 3
Tabelle 4
Tabelle 5

Tabelle 6
Tabelle 7

Priming-Losung der ECC

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

Zusammenfassung der erfassten Studienparameter und Messzeitpunkte
Demographische Merkmale der Patienten in den drei verschiedenen
Gruppen

Begleiterkrankungen der Patienten in den einzelnen Gruppen

Anteil der Patienten, bei denen eine ACT > 480 s gemessen werden konnte

41



10. Verzeichnis der Abbildungen

Abbildung 1
Abbildung 2
Abbildung 3
Abbildung 4
Abbildung 5
Abbildung 6
Abbildung 7
Abbildung 8
Abbildung 9
Abbildung 10
Abbildung 11
Abbildung 12

Abbildung 13

Abbildung 14

Einblick in den heutigen Arbeitsalltag einer Herz-OP

Schematische Darstellung einer extrakorporalen Zirkulation

Schematische Darstellung der Gerinnungskaskade

Modell des Antithrombin-III

Schematische Darstellung des Studienablaufes

Schematische Darstellung des Studieneinschlusses

Darstellung der ACT-Werte zu den drei Messzeitpunkten in den drei
Behandlungsgruppen

Verlauf der durchschnittlichen Konzentration der Fibrin-Monomere zu den
drei Messzeitpunkten in den drei Behandlungsgruppen

Konzentration der D-Dimere zu den drei Messzeitpunkten in den drei
Behandlungsgruppen

Verlauf der Plasmaaktivitdt von AT-III zu den drei Messzeitpunkten in den
drei Behandlungsgruppen

Signifikante Differenz der Plasmaaktivitit von AT-III zu den zwei
Messzeiten zum Ausganswert O Minuten in den drei Behandlungsgruppen
Schematische Darstellung der beschleunigenden Wirkung des Heparins auf
den AT-III-Thrombin-Komplex

Verlauf der Antithrombin-III-Aktivitit vor, wihrend und nach der
extrakorporalen Zirkulation

Physiologie der Fibrinbildung und der Fibrinolyse

42



11. Quellennachweis

Abbildung 4: Modell des Antithrombin-III mit Bindungsstellen zur Darstellung der Serin-
Protease-Interaktion, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics, Protein Data
Bank (RCSB PDP), (http://www.rcsb.org/), Grafik erstellt mit MolScript

(http://www.avatar.se/molscript)).

Abbildung 12: Schematische Darstellung der beschleunigenden Wirkung des Heparins auf
den  AT-III-Thrombin-Komplex: = mit  freundlicher = Genehmigung aus dem
,,Gerinnungspraktikum-Skript Wintersemester 2004 von Prof. Dr. K. Lackner und Dr. Peetz,

Zentrallabor der Universitiat Mainz.
Abbildung 14, Physiologie der Fibrinbildung und der Fibrinolyse: mit freundlicher

Genehmigung aus dem ,,Gerinnungspraktikum-Skript Wintersemester 2004 von Prof. Dr. K.

Lackner und Dr. Peetz, Zentrallabor der Universitit Mainz.
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