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1. Einleitung

Als Hintergrund der vorliegenden Arbeit soll in der Einleitung zunachst das Krankheitsbild
der venosen Thromboembolie vorgestellt und seine pathophysiologischen Grundlagen in
den Prozessen von Hamostase und Fibrinolyse erlautert werden. Im Laufe dieser
Prozesse entstehen sogenannte Aktivierungsmarker, die Gegenstand der durchgefuhrten
experimentellen Untersuchungen waren. Des Weiteren soll der Stellenwert der
Bestimmung von Aktivierungsmarkern in Diagnostik und Therapie der venodsen

Thromboembolie verdeutlicht werden.

1.1 Vendse Thromboembolie

Eine Storung der Gerinnung mit erhohter Gerinnbarkeit des Blutes kann zu einer Venosen
Thromboembolie (VTE) fuhren. Unter diesem Begriff werden die Krankheitsbilder der
tiefen Venenthrombose (TVT), die Lungenembolie oder deren gemeinsames Auftreten
zusammengefasst. Thrombosen des tiefen Venensystems entwickeln sich in Uber 80 %
der Falle im Bereich der unteren Extremitaten als sogenannte tiefe Bein- oder
Beckenvenenthrombose (zu 50 % in der V. femoralis, zu 20 % in der V. poplitea, zu 10 %
in der V.iliaca) (Herold, 2017). Zugrunde liegt ihnen eine intravasale Blutgerinnselbildung,
die zu einem partiellen oder einem kompletten Verschluss des Venenlumens fuhrt. Die
wichtigste und gefahrlichste Komplikation der TVT ist die Lungenembolie, die durch
Verschleppung eines Thrombus in das pulmonalarterielle Gefaldsystem entsteht und zu
einer lebensbedrohlichen Verlegung der Lungenarterien fihren kann (Douketis et al.,
1998).

1.1.1 Epidemiologie

Die Inzidenz der VTE ist in den letzten Jahren deutlich angestiegen (Heit, 2006).
MalRgeblich daran beteiligt sind die Zunahme von Risikofaktoren aufgrund eines
veranderten Lebensstils, sowie die Verbesserung diagnostischer Techniken zur
Erkennung der VTE. Mit einer Inzidenz von 2 -3/1.000 ist die VTE die dritthaufigste
Gefalerkrankung nach Myokardinfarkt und Schlaganfall und nimmt mit steigendem
Lebensalter zu (Naess et al., 2007). Dies ist in dem Umstand begrundet, dass die
Gerinnung des Blutes, auch als Hamostase bezeichnet, altersabhangigen Veranderungen
unterliegt. Die Inzidenz einer Thrombose in jungem Alter liegt bei 1:10.000, wahrend sie
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bei > 85-jahrigen in 8:1.000 Fallen auftritt (Silverstein et al., 1998). Bis zu 20 % der
betroffenen Patienten erleiden innerhalb von funf Jahren ein Rezidiv (Baglin, 2005;
Hansson et al., 2000).

1.1.2 Pathomechanismus und Risikofaktoren

Der Entstehung einer VTE liegt ein multifaktorielles Geschehen zugrunde, welches
sowohl dispositionelle Risiken, wie beispielsweise genetisch bedingte Erkrankungen, als
auch expositionelle Risiken, wie die Einnahme von Ostrogen-haltigen Kontrazeptiva oder
Nikotinabusus umfasst (Gomes und Deitcher, 2004; Pomp et al., 2008). Die Grundlagen
der pathologischen Vorgange bei der Entstehung von Thrombosen wurden bereits 1856
in der Trias von Rudolf Virchow beschrieben, deren Gultigkeit bis heute in abgewandelter
Form Bestand hat (Virchow, 1856). Die Virchow’sche Trias beschreibt ein Zusammenspiel
verschiedener Bedingungen im vendsen Gefal3system, die das Risiko fur die Entstehung
einer Thrombose erhdhen. Ihre Grundlagen sollen nachfolgend genauer erlautert werden.

Diese Trias besteht aus:

Veranderungen der Viskositat bzw. Zusammensetzung des Blutes (,dickes
Blut®, entspricht dem heutigen Verstandnis nach der Hyperkoagulabilitat)
Il. Veranderungen des Blutflusses (vendse Stase)

I1. Veranderungen der Gefallwand (endotheliale Dysfunktion)

1.1.2.1 Hyperkoagulabilitat

Die im ursprunglichen Sinne als Viskositatsveranderung verstandene Veranderung der
Blutzusammensetzung kann auf den heutigen Begriff der Hyperkoagulabilitat Gbertragen
werden. Der Begriff beschreibt eine erhohte Gerinnbarkeit des Blutes und basiert auf einer
veranderten Zusammensetzung der im Blut vorhandenen pro- und antikoagulatorischen
Gerinnungsfaktoren. Jedoch stellen nach heutigem Verstandnis unter anderem auch
Veranderungen des Flussigkeitsanteils des Blutes, etwa bei 2zu geringer
Flussigkeitszufuhr oder entwassernder Therapie, einen Risikofaktor fur Thrombosen dar.
AuRerdem konnen Veranderungen des Gleichgewichts zwischen Gerinnungsfaktoren und
-inhibitoren zugunsten einer erhohten Gerinnbarkeit des Blutes, wie beispielsweise im
Rahmen hormoneller Veranderungen wahrend der Schwangerschaft oder durch
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Adipositas, zu einem erhohten Thromboserisiko fuhren (Potzsch und Madlener, 2010).
Ein BMI > 30 kg/m? geht mit einer Erhéhung des Thromboserisikos um das Zweifache
einher (Ageno et al., 2008). Ein Ungleichgewicht zwischen Gerinnungsfaktoren oder -
inhibitoren kann jedoch hereditarer Genese sein, etwa bei Mutationen von
Gerinnungsinhibitoren oder einem erh6hten Plasmaspiegel eines Gerinnungsfaktors, zum
Beispiel im Rahmen der Prothrombin-G20210A-Mutation. Sind solche Mutationen mit
einem erhohten Auftreten von Thrombosen vergesellschaftet, spricht man von einer
angeborenen Thrombophilie (Reitsma et al., 2012). SchlieBlich kann eine
Hyperkoagulabilitat auch im Rahmen maligner Erkrankungen entstehen, bei denen sich
die Zusammensetzung des Blutes andert, wie etwa bei der Polyzythamia vera oder der
Essentiellen Thrombozythamie (Stricker, 2014 ). Patienten mit einer malignen Erkrankung
haben ein um den Faktor 4 — 7 erhohtes Risiko, eine VTE zu erleiden, wobei das Auftreten
erheblich mit der Tumorhistologie und der Tumorentitat variiert (Heit et al., 2000; Blom et
al., 2005).

1.1.2.2 VenoOse Stase

Veranderungen des Blutflusses resultieren oftmals aus einem gestorten Rucktransport
des venosen Blutes zum Herzen. Dies wird auch als Stromungsinsuffizienz bezeichnet
und kann durch funktionelle oder strukturelle Veranderungen im Gefalisystem bedingt
sein. Solche Veranderungen beruhen unter anderem auf pathologischen Dysfunktionen
von Venenklappen, die im physiologischen Zustand sicherstellen, dass der Blutfluss
unterstutzt durch die Muskelpumpen der Waden ausschlieBlich zum Herzen hin erfolgt.
Ist die Funktion dieser Venenklappen gestort, kommt es zu einer Stromungsumkehr und
zum sogenannten ,venosen Pooling® mit eingeschrankter Geschwindigkeit des
Blutflusses in den Gefallen der unteren Extremitaten (Potzsch und Madlener, 2010).
Hieraus konnen neben der Gefahr der Thrombose auch weitere Komplikationen, wie
beispielsweise ein post-thrombotisches Syndrom entstehen (Kahn, 2009).

Eine eingeschrankte Flussgeschwindigkeit oder gar eine vollstandige Behinderung des
Abflusses bezeichnet man auch als vendse Stase. In diesem unphysiologischen Zustand
kommt es aufgrund des Blutstaus in dem betroffenen Gefal} nach einiger Zeit durch einen
Mangel an Sauerstoff zur Hypoxamie und im weiteren Verlauf zur lokalen Azidose. Der

Organismus reagiert auf diesen Prozess mit einer Hochregulation von
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Adhasionsrezeptoren und einer Ausschuttung proinflammatorischer Mediatoren (Lopez et
al., 2004). Das Zusammenspiel dieser Prozesse bewirkt eine erhdhte Durchlassigkeit des
Endothels und eine lokale Einwanderung von Blutzellen wie Thrombozyten, Monozyten
und Leukozyten. Es kommt zur lokalen Freilegung des Gewebefaktors (engl. Tissue
factor, TF), der durch Komplexbildung mit weiteren Gerinnungsfaktoren die Aktivierung
des extrinsischen Wegs der Gerinnungskaskade induziert, die schlieBlich zur
Gerinnselbildung fuhrt (Manly et al., 2011). Daruber hinaus wird durch vendse Stase die
naturliche Transportfunktion des Gefallsystems unterbunden. Prothrombogene
Substanzen konnen durch die Behinderung des Abflusses nicht abtransportiert werden
und antikoagulatorische Proteine kdnnen nicht mehr in ausreichender Menge zugefuhrt
werden (Yan et al., 1999).

Der Zusammenhang zwischen venoser Stase und Thromboseentstehung nach
chirurgisch-orthopadischen Operationen ist lange bekannt (Kakkar et al., 1969).
Postoperative langere Immobilisierung, u. a. durch Ruhigstellung der Extremitaten mittels
Gipsverband geht mit einem Ausfall der Muskelpumpe einher und hat eine zeitweilige
Unterbrechung des Blutflusses zur Folge, sodass eine vendse Stase im Gefallsystem
entsteht (Bergqvist und Lowe, 2002). Auch eine langere Verweildauer in sitzender
Position, wie etwa bei einem Langstreckenflug, fuhrt zur Kompression der vendsen
GefalRe mit anschlieRender Stauung des Blutes und damit zum vermehrten Auftreten von
Thrombosen (Schreijer et al., 2006).

1.1.2.3 Endotheliale Dysfunktion

Als dritter Faktor der Virchow’schen Trias tragen Veranderungen des Venenendothels,
ausgelost durch metabolische und exogene Einflisse zur Entstehung von Thrombosen
bei. Traumata, Nikotinabusus oder Erkrankungen wie arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus oder Hyperlipidamie verursachen Mikrolasionen im Endothel, sodass das
Gleichgewicht zwischen pro- und antikoagulatorischen (Pro-)Enzymen gestort ist (Pomp
et al., 2008, Allman-Farinelli, 2011). Ein Defekt der GefaRwand fiihrt zum Uberwiegen der
prothrombogen wirkenden Faktoren, die eine Gerinnungsaktivierung auslosen und die
Manifestation einer Thrombose bewirken kdnnen. Systemische Entzundungsreaktionen
wie  chronisch-entzindliche = Darmerkrankungen, rheumatoide  Arthritis  und
Psoriasisarthritis konnen ebenfalls eine Veranderung des Gefallendothels verursachen
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und eine lokale Aktivierung des Gerinnungssystems mit Gerinnselbildung initiieren
(Reitsma et al., 2012).

1.1.3 Physiologie der Hamostase und Fibrinolyse

1.1.3.1 Ubersicht (iber die priméare und sekundére Hdmostase

Der zentrale Aspekt der Entstehung einer VTE ist die Ausbildung eines Gerinnsels, wie
sie auch im Rahmen der physiologischen Hamostase stattfindet. Die Hamostase besitzt
zwei Aufgaben: einerseits die Blutstillung durch Koagulation des Blutes, andererseits die
Hemmung der Blutstillung, auch als Antikoagulation bezeichnet. Gewahrleistet werden
diese Aufgaben durch ein enges Zusammenspiel aus Endothel, Thrombozyten und
plasmatischer Gerinnung mit Regulations- und Ruckkopplungsmechanismen, die das
System der Gerinnselbildung dynamisch beeinflussen (P6tzsch und Madlener, 2010). Die
primare Hamostase ist durch Thrombozytenadhasion und -aktivierung gekennzeichnet,
wahrend die gleichzeitig ablaufende sekundare Hamostase die plasmatischen Vorgange
des Gerinnungsprozesses darstellt. Die sekundare Hamostase fuhrt zur Stabilisierung
des im Rahmen der primaren Hamostase entstandenen sogenannten wei3en Thrombus
und kann in einen extrinsischen und einen intrinsischen Weg unterteilt werden. Diese
beiden Wege sind im Modell der Gerinnungskaskade reprasentiert (s. Abb. 1), das die
gegenseitige Aktivierung von proteolytischen Enzymen unter Beteiligung von Kofaktoren
und Gerinnungsfaktoren beschreibt und die Grundlage der Gerinnselbildung darstellt
(Macfarlane, 1964). Physiologisch laufen beide Prozesse aber nicht nacheinander,

sondern zeitgleich ab.
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Abb. 1: Ubersicht iber den extrinsischen und intrinsischen Weg der plasmatischen
Gerinnung
In der schematischen Darstellung sind die Gerinnungsfaktoren mit einem F und
einer romischen Ziffer bezeichnet, die aktiven Formen der Gerinnungsfaktoren
jeweils mit einem nachgestellten a. Modifiziert Ubernommen aus Po6tzsch und
Madlener, 2010.

Eine Gefallverletzung fuhrt zur Freilegung des von subendothelialen Fibroblasten
gebildeten TF und initiiert den extrinsischen Weg der sekundaren Hamostase (Engelmann
et al, 2003; Colman, 2006). Nach Kontakt mit dem Blut verbindet sich der selbst nicht-
enzymatisch aktive TF mit dem bereits in aktivierter Form im Blut zirkulierenden

16



Gerinnungsfaktor VIl (FVlla). Zusammen mit Phospholipiden und Calcium als weiteren
Kofaktoren entsteht anschliefiend ein Multienzym-Komplex, der auch als extrinsische
Tenase bezeichnet wird. Der intrinsische Weg der Gerinnungskaskade wird durch
Kontaktaktivierung an Oberflachen der GefalRwand initiiert und mundet ebenfalls in der
Formation eines Multienzym-Komplexes unter Beteiligung der aktivierten
Gerinnungsfaktoren IX (FIXa) und VIII (FVIlla), sowie Phospholipiden und Calcium. Er
wird als intrinsische Tenase bezeichnet (Lawson et al., 1994). Beide Wege munden in
eine gemeinsame Endstrecke, die als Schlisselreaktion der Hamostase die Umwandlung
von Fibrinogen zu Fibrin beinhaltet. Dabei wird zunachst unter Beteiligung der
intrinsischen und extrinsischen Tenase der Gerinnungsfaktor X (FX) zu FXa aktiviert. FXa
ist an Phospholipide gebunden und bildet zusammen mit dem aktivierten Kofaktor V
(FVa), Phospholipiden und Calcium den Prothrombinase-Komplex. Dieser Komplex
besitzt die Fahigkeit, Thrombin, das Schlusselenzym der Hamostase zu aktivieren. Sein
Vorlaufer Prothrombin zirkuliert als inaktive Form in der Blutbahn. Durch Bindung an den
Prothrombinase-Komplex, bestehend aus FXa, FVa, Calciumionen und Phospholipiden
wird Prothrombin in die aktive Form umgewandelt (Preissner, 2008; Rosing et al., 1980).
Bei der Aktivierung des Thrombins entsteht das Prothrombinfragment F1+2 (s. Abb. 2),
indem das N-terminale Ende des Prothrombinmolekils abgespalten und in die
Blutzirkulation freigesetzt wird (Esmon und Jackson, 1974).
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Thrombin

= Prothrombinfragment
W F1+2

Abb. 2: Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin unter Bildung des
Prothrombinfragments F1+2
Im Rahmen der Spaltung von Prothrombin zu Thrombin durch FXa/FVa entsteht
das Prothrombinfragment F1+2. Modifiziert tUbernommen aus Kaushansky und
Levi, 2018.

Uber den positiven Verstarkungsmechanismus des Thrombins werden unter Aktivierung
von Thrombozyten und einer Vielzahl anderer Gerinnungsfaktoren grolRe Mengen an
Thrombin gebildet (Po6tzsch und Madlener, 2010). Thrombin spaltet anschlieffend
proteolytisch das im Blut in I6slicher Form zirkulierende Fibrinogen in Fibrinmonomere.
Diese Fibrinmonomere werden durch den aktivierten Gerinnungsfaktor XlII (FXIllla)
vernetzt, wodurch ein Fibrinthrombus entsteht, der sogenannte weile Thrombus. Nach
Anheftung von Erythrozyten wird er auch als roter Thrombus bezeichnet wird. Intravasal
gebildetes Thrombin kommt im Gefal3system im freien Zustand praktisch nicht vor, da es
entweder an seinen Inhibitor Antithrombin (AT) oder an Fibrin gebunden ist. Unmittelbar
nach Aktivierung des Thrombins erfolgt die Bildung des Thrombin-Antithrombin-
Komplexes (TAT), hierbei wird freies Thrombin inaktiviert. TAT und F1+2 konnen
laborchemisch gemessen werden und sind Marker einer basalen Thrombinbildung, die im
gesunden Korper auch aullerhalb einer Gefallverletzung stattfindet (Mari et al., 1995).

1.3.1.2 Fibrinolyse
Die korpereigene Auflosung des Blutgerinnsels wird als Fibrinolyse bezeichnet. Dieser
Mechanismus begrenzt die intravasale Gerinnselbildung und fuhrt nach abgeschlossener
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Wundheilung zur Rekanalisierung des betroffenen Gefalles. Eingeleitet wird die
Fibrinolyse durch den gewebsspezifischen Tissue-Plasminogenaktivator tPA, der vom
Endothel nach Stimuli wie beispielweise venose Stase oder Stress als aktives Enzym in
die Blutbahn abgegeben wird (Geiger, 2010). tPA besitzt zwei Bindungsstellen, eine fur
das Proenzym der Fibrinolyse, das Plasminogen (PLG) und eine weitere fur Fibrin
(Cesarman-Maus und Hajjar, 2005). Die Aktivitat des tPAs wird in Gegenwart von Fibrin
erheblich beschleunigt, mit der Folge, dass insbesondere fibringebundenes PLG aktiviert
wird und die Fibrinolyse lokal auf die Oberflache des Gerinnsels begrenzt bleibt. Nach
Bildung eines hochaktiven Plasminogen-Fibrin-Komplexes erfolgt die Umwandlung des
PLG zu Plasmin. Das Gerinnsel zerfallt anschlieRend, indem Plasmin die durch FXllla
vernetzten Fibrinmonomere aus dem Polymerkomplex enzymatisch in kleine Einheiten
spaltet, wodurch das Gefal} wieder rekanalisiert wird (Rijken und Lijnen, 2009). Diese
Fibrinfragmente werden als D-Dimere bezeichnet (Gaffney, 1975).

Die engmaschige Regulation der Fibrinolyse wird durch eine Reihe von Kofaktoren
gesteuert. Die Konzentration an freiem tPA im Blutplasma ist sehr gering, da es zur
Vermeidung einer Ubermafigen Fibrinolyse von dem Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
(PAI) gebunden wird. (Sprengers und Kluft, 1987). Auch Plasmin wird im Blutplasma
streng reguliert, indem es in freier Form innerhalb von Sekunden durch az-Antiplasmin
gebunden und inaktiviert wird. Dieser Komplex wird als Plasmin-a>-Antiplasmin-Komplex
(PAP) bezeichnet und kann als sensitiver Indikator fur eine kurz zuvor stattgefundene in
vivo Fibrinolyse charakterisiert werden (Holvoet et al., 1986).

1.3.1.3 Regulationsmechanismen der Hamostase

Eine entscheidende Rolle in der Hamostase spielen nicht nur die prokoagulatorischen,
sondern auch die antikoagulatorischen Mechanismen, die eine UberschieRende
Thrombinbildung verhindern. Der wichtigste Gerinnungsinhibitor ist AT, der die aktivierten
Gerinnungsfaktoren Thrombin und den FXa durch Komplexbildung in Anwesenheit von
Heparin inaktiviert (Jackson et al, 2010). Die antikoagulatorische Wirkung von Heparin
basiert darauf, dass es durch seine Bindung an AT dessen Affinitat fur Thrombin und FXa
um ein Vielfaches steigert und so dessen Wirkung verstarkt wird (s. Abb. 3; Petitou, 2003).
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Abb. 3: Antithrombin-Heparin-Mechanismus

Antithrombin AT ist der wichtigste Inhibitor von Thrombin und aktiviertem
Gerinnungsfaktor X (FXa). Der antikoagulatorische Effekt von Heparin beruht
auf der Verstarkung der Komplexbildung von AT mit Thrombin. Die Bindung fuhrt
zur Konformationsanderung des AT, die eine Steigerung der Affinitat gegenuber
Thrombin und FXa bewirkt. Nach der Komplexbildung kann Thrombin Fibrinogen
nicht mehr in Fibrinmonomere umwandeln. Modifiziert Ubernommen aus Weitz,
1997.

Ein weiterer wichtiger Mechanismus bei der Hemmung der Gerinnungsaktivierung ist der
Protein-C (PC)-Mechanismus (s. Abb. 4; Jackson, 2010). An diesem Mechanismus sind
die membranstandigen Proteine Thrombomodulin und Endothelialer Protein-C-Rezeptor
(EPCR) beteiligt, die sich auf der Oberflache von Endothelzellen befinden.
Thrombomodulin bindet Thrombin und induziert eine Konformationsanderung des
Thrombins, sodass dessen Substratspezifitat modifiziert wird. Die Funktion des
Thrombins, Fibrinogen in Fibrin zu Uberfihren, wird dadurch deutlich herabgesetzt (Witt,
1994). Stattdessen aktiviert Thrombin durch enzymatische Spaltung den an EPCR
gebundenen Gerinnungsinhibitor PC. Es entsteht aktiviertes Protein C (APC), welches
durch Spaltung von FVa und FVllla die Thrombingenerierung verlangsamt und damit zu
einer effektiven Hemmung der Gerinnungsaktivierung beitragt (Esmon et al., 1982).
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Abb. 4: Protein C-Mechanismus

Protein C (PC) wird durch Thrombin-vermittelte Spaltung in seine aktive Form
APC Uberfuhrt. Thrombomodulin ist ein an der Oberflache der Endothelzelle
exprimiertes Glykoprotein, das als Kofaktor an Thrombin bindet und damit die
Substratspezifitat des Thrombins verandert. Eine weitere Effektivitatssteigerung
der Aktivierung von PC wird durch dessen Bindung an den Endothelialen
Protein-C-Rezeptor (EPCR) bewirkt. Freies Protein S wirkt als Kofaktor bei der
Aktivierung von PC. Gerinnungsfaktoren sind mit einem F und einer romischen
Ziffer bezeichnet, die aktiven Formen jeweils mit einem nachgestellten a.
Modifiziert Gbernommen aus Martinelli et al., 2014.

Jegliche Storungen des Gleichgewichts zwischen pro- und antikoagulatorisch wirkenden
Prozessen stellen Risikofaktoren entweder fur eine Blutungsneigung oder eine erhohte

Blutgerinnung dar.

1.1.4 Klinik

Die TVT tritt klinisch in vielen Variationen in Erscheinung. Vendse Thromben konnen
grundsatzlich in allen Gefallen entstehen, allerdings nimmt die Haufigkeit der
Thrombosen von proximal nach distal erheblich zu, sodass 50 — 80 % aller TVT in den
Unterschenkelvenen entstehen (Nicolaides et al., 1970). Die Klinik der TVT verlauft in
einigen Fallen asymptomatisch, kann aber auch durch das Auftreten einer Lungenembolie
als Erstmanifestation bemerkt werden. In selteneren Fallen kommt es bei einer TVT zu

den klassischen Symptomen wie Schwellung, Uberwdrmung, Wadenschmerz oder
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zyanotischer Verfarbung der betroffenen Hautareale (Bauersachs, 2012). Die
Lungenembolie stellt die gefahrlichste Komplikation einer TVT dar und kann tddlich
verlaufen. Bei symptomatischer Verlaufsform der Lungenembolie kann der pulmonale
Druck durch komplette Verlegung eines Lungengefalles so stark ansteigen, dass es zu
einer pulmonal-arteriellen Hypertonie mit akuter Rechtsherzbelastung kommen kann
(Lualdi und Goldhaber, 1995). Zu den haufigsten Symptomen der Lungenembolie zahlen
akut einsetzende Dyspnoe, Thoraxschmerz, Tachykardie und Husten. Des Weiteren kann
es zu Schweilausbrichen, Synkopen und Blutdruckentgleisung kommen (Herold, 2013).
Durch die unspezifischen Symptome oder asymptomatische Verlaufsformen wird eine
Lungenembolie haufig nicht erkannt und zahlt zu den wichtigsten kardiovaskularen
Notfallen mit hoher Mortalitat (Carson et al., 1992; Cassidy et al., 2014).

1.1.5 Diagnostik

Zentrales Element der Laboranalytik im Rahmen der Akutdiagnostik der VTE ist die D-
Dimer-Bestimmung (Dempfle, 2005). Wie bereits beschrieben, entstehen sie im Rahmen
des Abbaus eines intravasalen Fibringerinnsel durch Plasmin und sind damit Indikatoren
fur eine gesteigerte Gerinnungs- und Fibrinolyseaktivtat (vgl. Abschnitt 1.3.3). Durch
deren laboranalytische Bestimmung kann auf das Ausmal® der Gerinnungsaktivierung
ruckgeschlossen werden.

Trotz der zusatzlich zu den laboranalytischen Messmethoden etablierten diagnostischen
Verfahren, vor allem im Bereich der bildgebenden Verfahren, bleibt die Diagnose der TVT
und insbesondere die der Lungenembolie im klinischen Alltag eine groRRe
Herausforderung. Liegen situative Risikofaktoren und ein klassisches klinisches Bild vor,
ermoglicht bereits die klinische Untersuchung mit ausreichender Sensitivitat eine
Verdachtsdiagnose, die eine weiterfiUhrende laboranalytische und bildgebende Diagnostik
rechtfertigt. Da die VTE aber in vielen Fallen klinisch weitgehend asymptomatisch bleibt
oder eine eher unspezifische Prasentation bietet, hat sich die Verwendung diagnostischer
Scores und Algorithmen etabliert (Wells et al., 1998; Wells et al., 2003; Kline und Wells,
2003). Der derzeit gebrauchlichste diagnostische Score ist der Score nach Wells (Wells
et al., 2003). Dieser Score wird anhand klinischer Parameter und anamnestischer Daten
errechnet und ermittelt eine hohe oder niedrige Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen einer
VTE (s. Tab. 1). Die Kalkulation des Wells-Scores umfasst sowohl das anamnestische
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Erfragen von u. a. einer aktiven Krebserkrankung oder langer andauernder Immobilisation
als auch klinische Zeichen einer TVT wie eine Schwellung des Beins oder das

Vorhandensein eines wegdriickbaren Odems.

Tab. 1: Vortestwahrscheinlichkeit nach Wells fur das Vorhandensein einer TVT
Anhand der Parameter ergibt sich eine hohe oder niedrige Wahrscheinlichkeit fur
das Vorhandensein einer TVT. Ein Score = 2 bedeutet eine hohe
Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer TVT, < 2 eine geringe
Wahrscheinlichkeit. Modifiziert Ubernommen aus Wells et al., 2003.

Parameter Punkte

aktive Krebserkrankung

Lahmung oder Immobilisation des Beines

Bettruhe (> 3 Tage), groRere Operation (< 12 Wochen)

Schmerzen und/oder Verhartungen entlang tiefer Beinvenen

Schwellung des ganzen Beins

Unterschenkelschwellung > 3 cm im Vergleich zur Gegenseite

eindriickbares Odem am symptomatischen Bein

Kollateralvenen

— ] [y | | e | [

Frihere, dokumentierte TVT

Existenz einer alternativen Diagnose, die mindestens ebenso wahrscheinlich
ist, wie eine TVT

1
N

Basierend auf dem errechneten Score wird ein standardisierter diagnostischer
Algorithmus empfohlen, der schliel3lich zum Ausschluss oder zur Bestatigung einer TVT
fuhren soll (s. Abb. 5).
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Verdacht auf Venenthrombose (TVT)

nicht hoch negativ

nicht behandeln

positiv

positiv negativ
behandeln <—{ KUS ]—> nicht behandeln
inicht eindeutig
ositiv J negativ
behandeln <p— nKalzz :g;':'::og"een —g) nicht behandeln

Abb. 5: Diagnostischer Algorithmus bei Verdacht auf TVT
Bei einer niedrigen klinischen Wahrscheinlichkeit (KW) fur das Vorliegen einer
TVT wird zum Ausschluss einer TVT die Bestimmung der D-Dimer-
Konzentration im Plasma bestimmt. Ist diese erhdht, wird ein
Kompressionsultraschall (KUS) durchgefuhrt. Liegt klinisch eine hohe
Wahrscheinlichkeit vor, erfolgt direkt ein KUS. Modifiziert Gbernommen aus
Wells et al., 1995.

Ergibt sich anhand des Scores eine niedrige klinische Wahrscheinlichkeit, wird der D-
Dimer-Spiegel bestimmt. Die heute verfugbaren Testverfahren konnen einen erhohten D-
Dimer-Spiegel mit hoher Sensitivitat nachweisen. Die Spezifitat der D-Dimere fur die
Diagnostik einer VTE liegt allerdings nur bei 30 — 50 %, da sie auch im Rahmen anderer
Prozesse wie bei Entzindungen, nach Traumata, Sepsis oder in der Schwangerschaft
erhoht sind (Adam et al., 2009). Aus diesem Grund findet die D-Dimer-Bestimmung am
Haufigsten Anwendung in der Ausschlussdiagnostik der VTE. Unterhalb des Grenzwertes
weisen die D-Dimere einen negativen pradiktiven Wert von > 90 % auf, sodass bei einer
geringen klinischen Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer VTE auf eine weitere
Diagnostik verzichtet werden kann (Di Nisio et al., 2007). Eine Moglichkeit, die Spezifitat
der D-Dimere im Rahmen der Diagnostik der VTE zu erhoOhen, ist die Bestimmung
weiterer Parameter der Hamostase wie F1+2 als Marker der Thrombinbildung oder TAT
als Marker fur thrombinspezifische Gerinnungsprozesse im Gefal3system (BoziC et al.,
2002).

Liegt nach dem diagnostischen Algorithmus eine hohe Wahrscheinlichkeit fur das
Vorliegen einer TVT vor, sollte direkt eine bildgebende Diagnostik durchgefuhrt werden
(Righini et al., 2008). Hierbei handelt es sich primar um die farbkodierte
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Kompressionssonographie, bei der Zeichen einer TVT eine fehlende oder eingeschrankte
Komprimierbarkeit des Venenlumens sind. Mit Hilfe der Dopplersonographie lasst sich
auch das Flussprofil einer Vene darstellen, die im Falle eines kompletten
Venenverschlusses einen fehlenden Blutfluss nachweist. Bei unzureichender
sonographischer Beurteilbarkeit kann in Ausnahmefallen eine computer- oder
kernspintomographische Bildgebung durchgeflhrt werden, in der sich ein Thrombus als
fehlende Kontrastmittelanreicherung im Gefald darstellt (Cogo et al., 1998).

1.1.6 Therapie und Prophylaxe

Therapie und Prophylaxe der VTE grinden sich im Wesentlichen auf die medikamentdse
Antikoagulation (Wells et al., 2014). Trotz unterschiedlicher Wirkmechanismen sind alle
derzeit eingesetzten Antikoagulanzien mit einem erhohten Blutungsrisiko verbunden. In
der Langzeittherapie muss daher bei ihrem Einsatz der Nutzen als VTE-
Rezidivprophylaxe gegenuber dem Risiko von Blutungskomplikationen abgewogen und
patientenindividuell entschieden werden (Kearon et al., 2008). Die Bestimmung von
Aktivierungsmarker wie beispielsweise die D-Dimere oder F1+2 wahrend einer
Antikoagulation kann dabei helfen, ihre Effektivitat zu beurteilen (Legnani et al., 2019).
Eine Auswahl der derzeit eingesetzten Medikamente zur Antikoagulation ist in Tab. 2
dargestellt. Im Folgenden sollen die Wirkungsmechanismen naher erlautert werden.
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Tab. 2: Antikoagulanzien zur Therapie und Prophylaxe einer Thrombose
Erlautert ist der Wirkmechanismus der zur Verfugung stehenden Wirkstoffe und
deren Applikationsform zur Hemmung der Blutgerinnung.

Wirkstoff / Arzneimittel Wirkmechanismus Applikationsform
Niedermolekulare Heparine
Certoparin (Mono Embolex®) | Hemmung des FXa durch subcutan
Enoxaparin (Clexane®) Komplexbildung mit AT
Unfraktionierte Heparine
Heparin Hemmung. des . FXa durch|intravenés  oder
Komplexbildung mit AT subcutan
Heparinanaloga
Fondaparinux Hemmung. des FX? durch subcutan
Komplexbildung mit AT
Vitamin-K-Antagonisten
Phenprocoumon (Marcumar®) gﬁ?}:gﬁﬁg:{: ggrr;% von oral
direkte orale Antikoagulanzien
Dabigatran (Pradaxa®) selektiver Thrombininhibitor oral
Argatroban (Argatra®) selektiver Thrombininhibitor oral
Rivaroxaban (Xarelto®) selektiver FXa-Inhibitor oral

Wie bereits im Kapitel 1.3.1.3 erlautert und in Abb. 3 dargestellt, beruht der
Wirkungsmechanismus der Heparine im Rahmen der Inaktivierung von Thrombin und FXa
auf einer Wirkungsverstarkung des AT (Jackson et al., 2010). Der entscheidende
Unterschied zwischen niedermolekularem (NMH) und unfraktioniertem Heparin (UFH) ist
deren GrofRRe bzw. deren Molekulargewicht, wodurch die gerinnungshemmende Wirkung
stark beeinflusst wird. Durch die Bindung von AT und Thrombin verstarken UFH neben
der Hemmung von FXa zusatzlich die Hemmung von Thrombin. NMH kdnnen hingegen
aufgrund ihrer kleineren MolekulgroRe nur AT binden und deshalb nur FXa hemmen
(Alban, 2010). Ein Vorteil der NMH ist, dass eine kontinuierliche Laborkontrolle zur
Therapiesteuerung nicht erforderlich ist, was ihren Einsatz auch in der ambulanten
Therapie ermdglicht. Sollte eine Therapiekontrolle dennoch erforderlich sein, kann
laborchemisch der Anti-FXa Spiegel bestimmt werden. Aullerdem ist das Risiko einer
Heparin-induzierten-Thrombozytopenie Typ Il fur NMH im Vergleich zu UFH reduziert

(Manhlfeld et al., 2001). Hierbei kommt es ca. 5 Tage nach Therapiebeginn mit Heparinen
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durch die Bildung von Autoantikdrpern gegen einen Komplex aus Heparin und dem von
Thrombozyten sezernierten Plattchenfaktor 4 zu einem massiven Abfall von
Thrombozyten mit der gleichzeitigen Gefahr des Auftretens von thromboembolischen
Ereignissen. UFH werden zur Therapie von Thrombosen daher heute nur noch in
Ausnahmefallen, wie etwa im Rahmen intensivmedizinischer Behandlung, eingesetzt.
Gesteuert wird eine Therapie mit UFH Uber die laborchemische Bestimmung der
aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) im Blutplasma (Chandler et al., 2009). Bei
Unvertraglichkeiten auf UFH oder NMH kann das synthetisch hergestellte
Heparinanalogon Fondaparinux verwendet werden. Weitere zur Initialtherapie
zugelassene Medikamente sind die direkten oralen Antikoagulantien (DOAK), die selektiv
und direkt entweder Thrombin (Dabigatran®) oder FXa (z. B. Rivaroxaban®, Apixaban®)
hemmen.

Als Initialtherapie dient die Antikoagulation der Vermeidung einer Ausbreitung des
Thrombus, sowie der Rekanalisierung des betroffenen GefalRes. Ferner sollen
Komplikationen wie die Lungenembolie oder das Auftreten des Postthrombotischen
Syndroms vermieden werden. Zur Sekundarprophylaxe von Rezidiven einer TVT oder
einer Lungenembolie wird an die |Initialtherapie haufig eine Erhaltungstherapie
angeschlossen. Diese sollte je nach Risikoprofil des Patienten fur mindestens 3 - 6
Monate durchgefuhrt werden (Schulman et al.,, 2008). Neben den bereits genannten
DOAK werden hierfur auch Vitamin K-Antagonisten (Cumarine) wie Phenprocoumon
eingesetzt. Deren Wirkung beruht auf einer Synthesehemmung Vitamin K-abhangiger
Gerinnungsfaktoren. Nachteile von Cumarinen gegenuber DOAK sind ihre schlechte
Steuerbarkeit, sowie die regelmaRig erforderlichen Laborkontrollen. In einigen Fallen
kann eine Verlangerung der Erhaltungstherapie indiziert sein.

Zusatzlich zu den pharmakologischen MalRnahmen kommt zur Rekanalisierung des
Gefalles derzeit noch die operative Entfernung des thrombotischen Materials
(Thrombektomie), ggf. verbunden mit einer Stenteinlage, in Frage (Mumme, 2013). Durch
Kombination pharmakologischer lokaler und mechanischer Interventionen kann
beispielsweise das Risiko der Entstehung eines Postthrombotischen Syndroms
weitgehend vermindert werden (Sharifi et al., 2010).
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1.2 Angeborene thrombophile Risikofaktoren

Aufgrund des erhohten Blutungsrisikos beim Einsatz von Antikoagulanzien ist ein Prinzip
ihres Einsatzes, diesen auf solche Patienten zu beschranken, deren Thromboserisiko im
Verhaltnis zur  Normalbevolkerung erhoht ist.  Erbliche  Storungen des
Gerinnungssystems, die zu einer solchen Risikoerhdhung fuhren, bezeichnet man als
angeborene thrombophile Risikofaktoren. In etwa 60 % aller Falle einer VTE spielen
hereditare Risikofaktoren eine Rolle (Souto et al., 2000). Klinische Hinweise auf das
Vorliegen genetischer Risikofaktoren sind das spontane oder rezidivierende Auftreten von
Thrombosen, Thrombosen bei jungeren Menschen oder Thrombosen an atypischen
Lokalisationen, zum Beispiel an der oberen Extremitat (Leebeek et al., 2001). Die
haufigsten hereditaren Risikofaktoren umfassen heterozygote Mutationen der
Blutgerinnungsinhibitoren AT, PC und PS, sowie das homozygote Vorliegen der Faktor-
V-Leiden-Mutation (FVL) oder der Prothrombin-G20210A-Mutation (Rosendaal und
Reitsma, 2009). Die Pravalenz der genetisch bedingten Thrombophilien liegt in der
Gesamtbevolkerung bei 0,2 - 0,4 % (Ali et al., 2014).

1.2.1 Mutationen von Gerinnungsinhibitoren

Ein quantitativer Mangel der Gerinnungsinhibitoren AT, PC und PS oder deren
Dysfunktion konnen durch eine Vielzahl verschiedener Mutationen verursacht werden
(Kyrle und Eichinger, 2010). Diese werden autosomal dominant vererbt und liegen in der
Regel in heterozygoter Auspragung vor, da ihr homozygotes Vorliegen letal ist (Merriman
und Greaves, 2006). Ein Mangel hat eine verminderte Plasmakonzentration des
jeweiligen Proteins zur Folge, wohingegen bei einer Dysfunktion das Protein zwar in
physiologischen Konzentrationen vorliegt, seine Funktion jedoch eingeschrankt ist. In
beiden Fallen kann der Phanotyp einer Aktivitatsverminderung des betroffenen
Gerinnungsinhibitors laboranalytisch nachgewiesen werden. Eine Diagnosesicherung
erfolgt im Anschluss durch den Nachweis einer Mutation mit Hilfe molekulargenetischer
Methoden (Studt, 2003).

Durch seine direkte Hemmung des prokoagulatorischen Schlisselenzyms Thrombin ist
AT einer der wichtigsten Gerinnungsinhibitoren. AT hemmt au3erdem auch eine Reihe
weiterer Gerinnungsfaktoren, wie etwa den FIXa und FXa. Ein AT-Mangel oder eine
Dysfunktion ist mit einer Thromboseneigung assoziiert, da insbesondere Thrombin nur
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noch unzureichend inaktiviert werden kann (Thaler und Lechner, 1981). Die Pravalenz
des hereditaren AT-Mangels in der Gesamtbevolkerung ist mit 0,07 - 0,16 % gering,
wahrend sie unter Patienten mit VTE zwischen 0,5 -5 % liegt (Sanson et al., 1999; Mateo
et al.,, 1997). Unter den genetisch bedingten Thromophilien stellt der AT-Mangel das
hochste Risiko fur das Auftreten einer VTE dar (Vossen et al., 2005).

Der hereditare PC-Mangel ist ebenfalls mit einem erhohten Risiko fur ein
thromboembolisches Ereignis assoziiert. Er tritt in der Regel in heterozygoter Form auf,
da die sehr seltene homozygote Form bereits im Kindesalter zu folgenschweren
thrombotischen Ereignissen fuhrt. Die Pravalenz des hereditaren PC-Mangels liegt in der
Gesamtbevolkerung bei 0,2 - 0,5 % (Merriman und Greaves, 2006). Die heterozygote
Form geht mit einem 3 - 7-fach erhdhten Risiko fur das Auftreten einer VTE einher (Koster
et al., 1995; Martinelli et al., 1998).

PS wirkt als Kofaktor von PC beschleunigend auf die PC-vermittelte Proteolyse von FVa
und FVIllla. Mutationen im PS-Gen, die eine verminderte Plasmakonzentration an PS oder
eine Dysfunktion zur Folge haben, konnen ebenso wie Mutationen im PC-Gen zu einem
erhohten Risiko fur VTE fuhren. Die Pravalenz des PS-Mangel in der Gesamtbevolkerung
wird auf 0,003 - 0,13 % geschatzt (Dykes et al., 2001). Unter Patienten mit VTE lasst sich
in etwa bei 4 % der Falle ein Protein S-Mangel nachweisen (Koster et al., 1995; Mateo et
al., 1997).

1.2.2 Faktor-V-Leiden-Mutation und APC-Resistenz

Die FVL ist die haufigste angeborene thrombophile Gerinnungsstorung. Hierbei handelt
es sich um eine Punktmutation, die zum Austausch der Aminosaure Arginin durch
Glutamin an Position 506 des Gens fuhrt. Diese Punktmutation liegt im Bereich der
Spaltstelle des FVa durch PC (Greengard et al., 1994). Die FVL-Mutation fuhrt zu einer
Beeintrachtigung des antikoagulatorisch wirkenden PC-Systems, da die Mutation zu einer
Verlangsamung der proteolytischen Spaltung von FVa fuhrt. In der Folge tragt dies zu
einer gesteigerten Thrombingenerierung bei (Dahlback und Villoutreix, 2005). Der mit der
FVL-Mutation assoziierte Phanotyp wird als APC-Resistenz bezeichnet. Diesem liegt das
laborchemische Ereignis zugrunde, das die auch bei Gesunden zu beobachtende
Verlangerung der Gerinnungszeit nach Zugabe von APC zu Plasma bei Mutationstragern
reduziert ist (Bertina, 1994). Die FVL-Mutation wird bei 20 — 25 % der Patienten mit einer
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VTE und bis zu 50 % in Familien mit thrombophilen Ereignissen nachgewiesen (Ridker et
al., 1995; Rosendaal et al., 1995). Die Pravalenz in der Gesamtbevdlkerung variiert
deutlich: in Europa und den USA liegt mit 3 — 8 % die hochste Pravalenz vor, wahrend in
Asien, Afrika und Australien nur sehr selten Falle auftreten. Innerhalb Europas variiert die
Pravalenz zwischen 10 — 15 % in Schweden und 2 - 3% in Spanien und Italien (Rees et
al., 1995). Das Risiko fur das Auftreten eines thromboembolischen Ereignisses unter
Patienten mit der FVL- Mutation in heterozygoter Auspragung ist im Vergleich zur

Normalbevolkerung um das 5 - 7-fache erhoht (Koster et al., 1993).

1.2.3 Prothrombin-G20210A-Mutation

Nach der FVL-Mutation ist die Prothrombin-G20210A-Mutation der zweithaufigste
thrombophile Risikofaktor. Die Mutation ist im nicht-kodierenden Anteil des Prothrombin-
Gens lokalisiert und fuhrt zur Bildung einer messenger Ribonukleinsaure (MRNA) mit
einem Adenosinmolekul anstatt des nativen Guanins an Position 20210. Aufgrund einer
Beeintrachtigung der Regulation der Proteinexpression resultiert diese Veranderung in
einer Erhohung des Prothrombin-Plasmaspiegels (Poort et al., 1996). Die Pravalenz der
Prothrombin-G20210A-Mutation variiert innerhalb verschiedener Bevolkerungsgruppen
und wird bei ca. 2 % der kaukasischen Normalbevolkerung, sowie in etwa 6 % bei
Patienten mit einer VTE gefunden (Ridker et al., 1999). Die heterozygote Form fuhrt im
Vergleich zu Gesunden zu einem dreifach erhdohten Thromboserisiko, wahrend die
homozygote Form ein hoheres Risiko birgt (Gohil et al., 2009, Segal et al., 2009).

1.3 Labordiagnostik der Thrombophilie (Thrombophilie-Screening)

Das labordiagnostische Thrombophilie-Screening, d. h. die Untersuchung auf die
vorgenannten thrombophilen Risikofaktoren, dient als eine Entscheidungsgrundlage fur
eine Beendigung oder Fortsetzung einer Antikoagulation.

Der ubliche Umfang des Thrombophilie-Screenings ist in Tab. 3 aufgelisteten.
Indikationen fur ein solches Screening sind die klinische Manifestation einer VTE
insbesondere bei jungen Patienten (<40 Jahren), sowie das Auftreten einer VTE in
ungewoOhnlichen Gefalien, wie etwa den oberen Extremitaten. Ebenso sollten sich
Personen, deren Familienmitglieder mit bekannten hereditaren Risikofaktoren belastet

sind einer solchen Diagnostik unterziehen. Da keine Evidenz vorliegt, dass die
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grundsatzliche Suche nach einem genetisch bedingten thrombophilen Risikofaktor zu
einem verminderten Auftreten von thrombophilen Ereignissen fuhrt, wird ein generelles

Screening nicht empfohlen (Coppens et al., 2008).

Tab. 3: Laboranalytische Untersuchungen im Rahmen eines Thrombophilie-Screenings
Nach Manifestation einer VTE an ungewohnlichen Gefalden oder bei sehr jungen
Patienten sollte nach spezifischen Risikofaktoren gesucht werden. Ein Screening
beinhaltete die Suche nach plasmatischen Gerinnungsstorungen, sowie
genetische Verfahren wie die Bestimmung der Faktor-V-Leiden Mutation.
Modifiziert Ubernommen aus Favaloro et al., 2009.

Plasmatische Untersuchungsverfahren | Genetische Untersuchungsverfahren

AT Faktor-V-Leiden-Mutation

PC (alternativ: plasmatische Untersuchung

PS auf APC-Resistenz)
Lupus-Antikoagulans Prothrombin-G20210A-Mutation

Antiphospholipidantikorper
APC-Resistenz
FVIII (optional)

In Genom-weiten Assoziationsstudien kdnnen bei nur etwa 50 % aller Patienten mit einer
VTE zugrundeliegende genetische Ursachen festgestellt werden (Cunha et al., 2015).
Umgekehrt erleidet die Mehrheit der Trager der klassischen hereditaren Risikofaktoren
nie eine Thrombose. Daruber hinaus kann ein angeborener genetischer Defekt innerhalb
einer Familie in unterschiedlicher klinischer Penetranz auftreten. Daraus lasst sich
schlielen, dass die klinische Manifestation einer VTE in vielen Fallen durch das
Vorhandensein weitere Risikofaktoren beeinflusst wird, was die Vorhersage eines
erhohten Risikos schwierig macht. Zwar kann mit Hilfe der verschiedenen Tests ein
spezifischer Defekt identifiziert werden, ein unauffalliges Ergebnis schlief3t eine hereditare
Thrombophilie aber nicht aus. Eine zuverlassige Einschatzung des Aktivierungsniveaus
der Hamostase und daruber hinaus die Vorhersage eines akut erhohten Risikos fur die
Entstehung einer VTE kann mit der heute zur Verfugung stehenden Diagnostik nicht

getroffen werden.
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1.4 Aktivierungsmarker der Gerinnung und Fibrinolyse

Ein anderer labordiagnostischer Ansatz, ein erhohtes Thromboserisiko festzustellen, ist
die Bestimmung von Aktivierungsmarkern des Hamostasesystems. Sie werden auch als
Biomarker bezeichnet. Hierunter versteht man spezifische Produkte wie Enzyme, Peptide
oder Komplexe, die im Rahmen der Aktivierung des Gerinnungsprozesses entstehen und
in die Blutbahn abgegeben werden. Im weiteren Sinne kdonnen auch Stoffwechselprodukte
aus den regulatorischen Prozessen der Hamostase, wie der Fibrinolyse hinzugezahit
werden (Bergmann und Czwalinna, 2003). Diese Produkte konnen mit Hilfe verschiedener
labordiagnostischer Methoden im Plasma gemessen werden und erlauben eine Aussage
uber den Aktivierungszustand der Hamostase. Teilweise finden diese Produkte seit vielen
Jahren Anwendung in der Routinediagnostik, sind aber bisher haufig nur eingeschrankt
beurteilbar, da deren in vivo Verhalten in der Blutbahn unter anderem von gleichzeitig
ablaufenden Prozessen beeinflusst wird.

Der Zusammenhang und die Einordung solcher Parameter in den Gerinnungs- und
Fibrinolyseprozess ist in Abb. 6 schematisch dargestellt. Deren Bildung und Funktion sind

in vorherigen Abschnitten erlautert worden.
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F1+2 AT
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Prothrombin —) Thrombin ) TAT

|

Antiplasmin
Fibrinogen ey Fibrin
\ 4= Plasmin — PAP

D-Dimere

Abb. 6: Indirekte Biomarker der Gerinnungsaktivierung und Fibrinolyse
Die schematische Darstellung verdeutlicht den Zusammenhang zwischen
verschiedenen Biomarkern, die am Prozess der Hamostase beteiligt sind.
Prothrombinfragment 1+2 (F1+2), Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT),
Plasmin-a2-Antiplasmin-Komplex (PAP). Modifiziert Gbernommen aus Ruhl et
al., 2015.
Werden die Aktivierungsmarker der Hamostase in Zusammenschau betrachtet, konnen
der Grad der Gerinnungsaktivierung und damit ein akut erhohtes Thromboserisiko
zuverlassiger eingeschatzt werden. Ein erhohtes Risiko fur ein Thromboserezidiv wurde
bereits 2003 in Zusammenhang mit einem erhohten Konzentrationsspiegel der D-Dimere
gebracht (Cushmann et al., 2003). lhre laboranalytische Bestimmung wird in den heutigen
Leitlinien zur Risikoeinschatzung fur das erneute Auftreten einer VTE empfohlen (Kearon
et al, 2016). Zudem kann der Konzentrationsspiegel der D-Dimere als
Entscheidungskriterium fur die Dauer einer Antikoagulation herangezogen werden
(Palareti et al., 2006). Insbesondere aufgrund ihres hohen negativen pradiktiven Werts
und der laborchemisch schnell verfligbaren Bestimmung ist die Uberwachung nach
Absetzen einer Antikoagulation ein einfacher und geeigneter Parameter. Allerdings muss

beachtet werden, dass der D-Dimer Spiegel abhangig von der Anwendung des
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medikamentdsen Praparats ist: bei Patienten, die nach Manifestation einer VTE mit
DOAKs behandelt wurden, konnte ein hohere Konzentrationsspiegel nachgewiesen
werden, als bei Patienten, die mit Vitamin-K-Antagonisten behandelt wurden (Legnani et
al., 2019). Deshalb sollten zur Beurteilung Uber die FortfUhrung einer Antikoagulation

weitere Aktivierungsmarker der Hamostase herangezogen werden.

1.4.1 Eliminationskinetik von Aktivierungsmarkern

Um Aktivierungsmarker zur Beurteilung des Zustandes der Hamostase heranzuziehen,
ist zunachst die Charakterisierung einer Eliminationskinetik notwendig. Soll die
Plasmakonzentration des jeweiligen Markers als Mall der Hamostaseaktivierung zum
Zeitpunkt einer Blutentnahme bewertet werden, ist insbesondere das Verstandnis ihrer
jeweiligen Eliminationskinetik von besonderer Bedeutung. Die Eliminationskinetiken vieler
Hamostaseparameter sind bis heute nicht vollends geklart, da deren laboranalytisch
gemessene Plasmakonzentration in vitro nicht das gesamte Ausmall der
Hamostaseaktivierung in vivo widerspiegelt. Grund dafur sind die bisher fehlenden
laborchemisch-analytischen Methoden, die ermoglichen, das Verhalten mehrerer
Biomarker zum gleichen Zeitpunkt zu evaluieren, da sich die Prozesse der
Gerinnselbildung und -auflésung haufig Uberlagern. Vor dem in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Ansatz wurden bereits radioaktiv markierte Molekule eingesetzt, um die
Elimination von F1+2, TAT, PAP und D-Dimer aus der Zirkulation zu untersuchen (Bauer
etal., 1985; Reeve et al., 1981; Collen und D. Wiman, B., 1979; Catanzaro und Edgington,
1974). Das Fehlen einer gro3en Probandenanzahl, sowie die Durchfihrung der Versuche
im Tiermodell erschweren die Ubertragung dieser Ergebnisse auf den Menschen.

1.5 Ziel der Arbeit

Wesentliches Entscheidungskriterium bei der medikamentosen Therapie und Prophylaxe
der VTE ist die Bewertung des Thromboserisikos. Die zu diesem Zweck durchgefuhrte
Labordiagnostik basiert derzeit auf dem Nachweis definierter thrombophiler
Risikofaktoren, die jedoch bei einem Grofteil der Patienten mit VTE nicht vorliegen.
Aktivierungsmarker aus Stoffwechselprozessen der Hamostase kdnnten genutzt werden,

um das Thromboserisiko zuverlassiger einschatzen zu konnen und eine entsprechende
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Antikoagulation fruhzeitig zu beginnen. Voraussetzung fur eine klinische Bewertung
dieser Biomarker ist das Wissen Uber ihre Eliminationskinetik.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Eliminationskinetik verschiedener Biomarker der
Hamostase durch die Transfusion autologen Serums, das solche Biomarker in hohen
Konzentrationen enthalt, untersucht werden. Mit diesem neuartigen methodischen Ansatz
wurden mehrere Ziele verfolgt, die mit den bisher zu diesem Zweck eingesetzten
radioaktiven Techniken nicht moglich sind. Erstens sollte mit dem neuen Ansatz die
verschiedenen Biomarker direkt quantifiziert werden, nicht indirekt durch Messung der
Radioaktivitat. Zweitens sollte mit ihm eine gleichzeitige Messung verschiedener
Biomarker erfolgen, was mittels radioaktiver Markierung nur bei Einsatz unterschiedlicher
Isotope moglich ist. Drittens sollte die Elimination groRer Mengen von Biomarkern
beobachtet werden, die denjenigen entsprechen, die bei der Entstehung von
Blutgerinnseln gebildet werden. Aufgrund der hohen Strahlenbelastung ware eine solche
Untersuchung mittels radioaktiver Techniken im Menschen nicht umsetzbar. Viertens
sollte untersucht werden, ob durch die eingesetzte autologe Serumtransfusion eine
Gerinnungsaktivierung ausgelost werden kann. Eine solche Gerinnungsaktivierung wurde
zu einer zusatzlichen Bildung der exogen zugefuhrten Biomarker fuhren und eine

Charakterisierung ihrer Eliminationskinetik behindern.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1 Verwendete Chemikalien

Die aufgelisteten Chemikalien wurden fur
4).

Tab. 4: Eingesetzte Chemikalien

die beschriebenen Experimente genutzt (s. Tab.

Chemikalie

Hersteller

Calciumchlorid-Dihydrat (CaClz)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natronlauge (NaOH) 1 mmol/I

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmair,

Salzsaure (HCI) 1 mmol/l

Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPQO4)

Magnesiumchlorid-Dihydrat (MgCl.)

Kaliumchlorid (KClI)

Merck GmbH, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydrogenphopsphat (KH2PO4)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcarbonat (Na2CO3)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen,
Deutschland

Tris-HCI 1 M (pH 8,0)

2.1.2 Verwendete Reagenzien

Die genannten Reagenzien wurden fur die durchgefuhrten Experimente genutzt

(s. Tab. 5).

Tab. 5: Eingesetzte Reagenzien

Reagenz

Hersteller

Argatroban (Argatra)

Mitsubishi Pharma, Dusseldorf, Deutschland

Streptavidin ultrapure

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Alteplase (Actilyse®

Boehringer Ingelheim, Biberach, Deutschland

Aqua dest. (Ampuwa®)

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland

Dynabeads M-280 Streptavidin

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

HD1-22 3’biotinyliertes, ssDNA
Aptamer

Microsynth AG, Balgach, Schweiz

Fluorogenes Peptidsubstrat I-1560
(Boc-Asp(OBzl)-Pro-Arg-AMC)

Bachem, Weil am Rhein, Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA)
Tween 20
DMSO

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
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2.1.3 Verwendete Pufferlosungen

Die genannten Pufferlosungen wurden in der beschriebenen Zusammensetzung fur die

durchgefuhrten Experimente genutzt (s. Tab. 6).

Tab. 6: Eingesetzte Pufferlosungen

Name des Puffers

Zusammensetzung

Coating-Buffer, pH 9,0

30 mM NaxCOs3
200 mM NaHCOs3
ad ddH.0O

10x PBS, pH 7,4

137 M NaCl

27 mM KClI

96 mM NaxHPO4
15 mM KH2POq4
ad ddH20

PBS-Waschpuffer, pH 7,4

3 mM MgCl2
0,05 % Tween
ad 1x PBS

TBS-Waschpuffer

NaCl 0,9 %

10 mM TrisHCI
1 mM MgCl2

1 mM CaClz
0,05 % Tween

Streptavidin-Puffer, pH 7,4

3 mM MgCl2
0,1% BSA
ad 1x PBS

Aptamerpuffer

NaCl 0,9 %

10 mM TrisHCI
1 mM MgCl2

1 mM CaClz
0,1 % BSA

Substratpuffer, pH 8,5

NaCl 0,9 %
10 mM TrisHCI
4 mM CaClz
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2.1.4 Verwendete Materialien

Die genannten Materialien wurden fur die Experimente genutzt (s. Tab. 7).

Tab. 7: Eingesetzte Materialien

Material

Hersteller

Perfusorspritze 50 ml

Injekt Einmalspritze 10 ml

Vasofix Safty® Venenverweilkanilen, 18G

Venofix Safty® Sicherheitsvenenpunktionsbesteck, 21G

B. Braun Melsungen AG,
Deutschland

Reagenzien fur mikrobiologische Testung: BacT/ALERT
SA, Art. Nr. 259789 und BacT/ALERT SN, Art. Nr. 259790

bioMérieux, Marcy-I'Etoile,
Frankreich

Einweg-Pasteurpipetten (3 ml)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Reagiergefalde (1,5 und 2 ml)

Eppendorf GmbH, Hamburg,
Deutschland

CompoFlex Single® Fresenius, Standardblutbeutel

Fresenius Kabi GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Kolbenhubpipetten (P 10, P 20, P 200, P 1000, P 5000)

Gilson, Ohio, USA

Microtiter TM 96-Well Mikrotiterplatte (weil3)

Nunc GmbH & CO KG
Thermo Fischer Scientific,
Wiesbaden, Deutschland

SAFETY-MULTIFLY® Kanlle, GroRe: 21G

S-Monovette® Gerinnungsanalytik 5 ml

S-Monovette® Kalium-EDTA 2,7 ml

S-Monovette® Serum-Gel 7,5 ml

S-Monovette® Lithium-Heparin 7,5 ml

Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland
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2.1.5 Verwendete Gerate

Die aufgelisteten Gerate wurden fur die Experimente genutzt (s. Tab. 8).

Tab. 8: Eingesetzte Gerate

Gerat

Hersteller

Architect i2000 SR

Abbott Diagnostics, Wiesbaden,
Deutschland

Gerat fur mikrobiologische Testung:
bioMérieux Kulturautomat

bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Frankreich

Perfusor Space, Typ 8713030

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Plattenfluorometer FLX 800

BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall, Deutschland

Vortex-Gerat

Cenco Instrumenten B.V., Breda,
Niederlande

Tischzentrifuge 5804

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Wasserbad GFL (37 °C)

Gesellschaft fur Labortechnik GmbH,
Burgweder, Deutschland

Silenta RS Kuhlzentrifuge

Hettlich, Tuttlingen, Deutschland

Mini Block Heater Einsatz, Art.-NR 848923
(1,5ml)

Greiner Bio-One, Deutschland

pH-Meter 744

Metrohm Deutsche GmbH & Co, Filderstadt,
Deutschland

Digitalwaage, Modell PL1200

Mettler-Toledo GmbH, Gielen, Deutschland

Plattenfluorometer FluroScan

Nunc GmbH & CO KG Thermo Fischer
Scientific, Wiesbaden, Deutschland

Mastercycler® X50, PCR

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Tecan SLT-Washer fur Mikrotiterplatten

SLT Labinstruments Deutschland GmbH,
Dreieich, Deutschland

BCS XP Gerinnungsanalyser

Siemens, Marburg, Deutschland

Hamatologie Analysator, XN-1000

Sysmex, Hamburg, Deutschland

Platten-Fluoro / Luminometer Fluoroscan
Ascent

Thermo Fischer Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Terumo SC-201A TSCD®

Schlauchschweil3gerat

Steriles

Terumo, Tokyo, Japan
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2.1.6 Verwendete Test-Kits

Die gelisteten Test-Kits wurden fur die Experimente genutzt (s. Tab. 9).

Tab. 9: Eingesetzte Test-Kits

Kithame

Hersteller

Enzygnost® TAT Micro
Enzygnost® F1+2 monoclonal

Enzygnost, Siemens, Marburg, Deutschland

Multifiboren® U, Dade® Innovin® Actin® FSL,

Berichrom®  Factor  XlIll, Berichrom®
Antithrombin 1ll, Berichrom® Plasminogen,
Berichrom® Protein C, INNOVANCE D-

Dimer, INNOVANCE Free PS Ag, Faktor IlI-
Dade Innovin, Factor V-Dade Innovin, Factor
VII-Dade Innovin, Factor XI-Dade Innovin

Siemens Healthcare GmbH,
Deutschland

Erlangen,

Staclot® Vlla rTF

Stago GmbH, Dusseldorf, Germany

TECHNOZYM®T-PA AG ELISA
TECHNOZYM® PAP ELISA KIT
TECHNOZYM® PAI-1 ELISA KIT

Technoclone, Wien, Osterreich

2.1.7 Probandenkollektiv

Die Probandenrekrutierung erfolgte im Zeitraum von Juli 2014 bis Februar 2015 durch

einen Aushang in der Blutspende des Institutes fur Hamatologie und Transfusionsmedizin

der Universitat Bonn.

Ein Votum wurde von der Ethikkommission der Medizinischen

Fakultat der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn unter der Nummer 082/14

eingeholt. Eine Aufwandsentschadigung von

100 Euro wurde den Probanden gewahrt.

Es stellten sich 17 Personen vor, darunter befanden sich 10 Frauen und 7 Manner. Die

Ein- und Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie (s. Tab. 10) wurden durch

Anamnese und durch laborchemische Untersuchungen von Blutproben vor Beginn der

Studie gepruft.
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Tab. 10: Ein- und Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie

Einschlusskriterien

Alter = 18 Jahre und < 60 Jahre

geeigneter peripherer Venenstatus

Korpergewicht > 50 kg

14-tagige Medikamentenkarenz bezuglich Antithrombotika und Analgetika

keine Blutspende in den vergangenen zwei Monaten

Ausschlusskriterien

Hamoglobinwert < 125 g/l

kardiovaskulare Erkrankungen, maligne Erkrankungen, Leber- oder
Nierenerkrankungen

Schwangerschaft oder Stillzeit

Auffalligkeiten im Thrombophilie-Screening (AT-Mangel, Protein S-Mangel, Protein C-
Mangel, FV Leiden (FVL)- oder ProthombinG20210A-Mutation)

Konnten die Einschlusskriterien erfullt werden, war die Teilnahme der Probanden an der
Studie moglich. Insgesamt wurden 15 Probanden, darunter 10 Frauen und 5 Manner, in
die Studie eingeschlossen. Einer der Probanden nahm die vereinbarten Termine zur
Blutentnahme nicht wahr, sodass er aus der Studie ausgeschlossen wurde. Bei einem
weiteren Probanden wurde in den Voruntersuchungen die FVL-Mutation nachgewiesen,
sodass er ebenfalls ausgeschlossen werden musste. Unter Beachtung der Deklaration
von Helsinki wurden die Probanden Uber mdglichen Nebenwirkungen und Risiken durch
die Teilnahme an der Studie arztlich aufgeklart. Die Einwilligung der Probanden wurde vor

Beginn der Studie schriftlich dokumentiert.

2.2 Methoden

2.2.1 Aligemeines Versuchsprinzip

Ziel der vorliegenden Arbeit war die moglichst genaue Erfassung der Eliminationskinetik
verschiedener Biomarker der Gerinnselbildung sowie der Fibrinolyse in vivo. Dazu
mussten die ausgewahlten Biomarker zunachst in hohen Konzentrationen in einer
physiologischen Matrix hergestellt werden. Folgendes musste dabei beachtet werden:
wird Vollblut aus dem Gefallsystem entnommen, kommt es unter Verbrauch von
Gerinnungsfaktoren zur Gerinnselbildung. Wird die Probe zentrifugiert, trennt sich der
feste zellulare vom flissigen Bestandteil. Der fliissige Uberstand wird als Serum
bezeichnet und enthdlt zahlreiche Stoffwechselprodukte, die wahrend der
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Gerinnselbildung produziert wurden. Da sich das in der Vollblutspende bildende Gerinnsel
nicht spontan auflost, werden jedoch Parameter der Fibrinolyse, wie etwa D-Dimere, nicht
produziert. Durch Zugabe des biotechnologisch hergestellten und thrombolytisch
wirkenden tPAs (Actilyse®) zum gerinnenden Vollblut kann dieser Prozess kinstlich
induziert werden. Zur Umsetzung des Vorhabens wurden aus einer mit Actilyse®
versetzten Vollblutspende in mehreren Schritten eine Serumpraparation hergestellt,
welche die Biomarker der Gerinnselbildung und Fibrinolyse in hohen Konzentrationen
enthalt. Diese Serumpraparation wurde den Probanden autolog reinfundiert und durch
sequentielle Blutentnahme vor, wahrend und nach der autologen Transfusion die
Eliminationskinetik verschiedener Biomarker durch laboranalytische Messung der
Plasmaspiegel bestimmt.

2.2.2 Zeitlicher Ablauf des Vorhabens

Ein orientierender zeitlicher Ablauf der Aktivitaten, die im Rahmen der Studie durchgefuhrt
wurden, ist in Tab. 11 dargestellt. Die Pseudonymisierung der Probandendaten wurde
uber die Zuordnung einer Probandennummer vorgenommen. Sie wurde auch zur
Datenerfassung im Laborinformationssystem des Instituts verwendet wurde. Fur jeden
Probanden wurde fur die Teilnahme an der Studie ein zeitlicher Rahmen von 7 - 9 Wochen
festgelegt.
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Tab. 11: Zeitlicher Ablauf der Studie

Zeitpunkt

Aktivitaten

Start

Aufklarung und Screening

< 3 Wochen nach Start

Eigenblutentnahme, Herstellung und
Kryokonservierung des autologen Serums

> 4 Wochen nach Eigenblutspende

Eigentlicher Seruminfusionsversuch mit
folgendem zeitlichen Ablauf:

unmittelbar vor Beginn der Infusion

1. Blutentnahme

t =0 min Beginn der Seruminfusion
t=15min 2. Blutentnahme

t =30 min Ende der Infusion, 3. Blutentnahme
t =45 min 4. Blutentnahme

t =60 min 5. Blutentnahme

t =180 min 6. Blutentnahme

t =450 min 7. Blutentnahme

t=24h 8. Blutentnahme

t=48h 9. Blutentnahme

Zu Beginn der Studie wurden die rekrutierten Probanden ausfuhrlich Gber die Risiken und

Nebenwirkungen der Studie aufgeklart, gefolgt von einer ausfuhrlichen Anamnese und

einer orientierenden korperlichen Untersuchung. Fur das laboranalytische Screening auf

pathologische Blutwerte wurde jedem Probanden mit Hilfe von Monovetten ca. 40 ml Blut

entnommen, davon 2 x 7,5 ml Serum, 2 x 2,7 ml EDTA-Blut und 4 x 5 ml Citrat. Die zu

bestimmenden Parameter wurden so gewahlt, dass mithilfe des laboranalytischen

Screenings hereditare Thrombophilien, erhdhte Blutungsneigung oder sonstigen Storung

des Gerinnungssystems ausgeschlossen werden konnten. Zudem wurden die Leber- und

Nierenfunktion Uberpruft, da die Biomarker auf diesen Wegen aus dem Korper

ausgeschieden werden. Die laboranalytisch bestimmten Parameter sind in Tab. 12

aufgelistet.
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Tab. 12: Laboranalytisch bestimmte hamostaseologische und nicht-hamostaseologische

Parameter

Nicht-hamostaseologische Parameter

Hamostaseologische Parameter

AST (Aspartat-Aminotransferase) Fl

ALT (Alanin-Aminotransferase) Fll

yGT (Gamma-Glutamyl-Transferase) FVII
Harnstoff FXI

GFR (Glomerulare Filtrationsrate) PLG
Kreatinin AT
HIV-1/2 AK PC
(Humanes Immundefizienz-Virus Antikorper)

Anti-HBC AK (Antikorper gegen das Hepatitis AP

B Virus core Antigen) a2
HBsAG (Hepatitis B Virus surface Antigen) D-Dimere
HCV (Hepatitis C Virus) F1+2
Lues AK (Antikorper-Suchtest gegen TAT
Treponema pallidum)

HCVPCR | PAP
(Hepatitis C Polymerasekettenreaktion)

HIV PCR tPA
Blutgruppe PAI
Blutbild FVL-PCR (Faktor V Leiden Polymerase

Kettenreaktion)

FII-PCR (Faktor Il Polymerase
Kettenreaktion)

Sofern sich aus der Analyse der laborchemischen Befunde keine Ausschlussgrinde

ergaben, konnte innerhalb der nachfolgenden drei Wochen zur Herstellung der

Serumpraparation 250 ml Eigenblut entnommen werden. Zur Qualitatspruafung wurde am

Tag der Blutspende erneut eine infektionsserologische Diagnostik durchgefuhrt und das

Blut des jeweiligen Probanden auf HCV, HIV,

HBV und Treponema pallidum getestet.

Nach Herstellung wurde die Serumpraparation bei -70 °C gelagert. Um die Regeneration

des Blutverlustes zu gewahrleisten, wurde der eigentliche Seruminfusionsversuch vier

Wochen nach der Vollblutspende durchgefuhrt.
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2.2.3 Herstellung der Serumpraparation aus den Eigenblutproben

1. 2. 3.
- Inkubation fiir 2 h bei
Beflllen des Serumbeutel 250 ml Vollblutspende der Raumtemperatur
mit 10 ml Actilyse Probanden p

i
B — 0§ — #®

2. Zentrifugation fiir 20 1. Zentrifugation fur 20

Uberfiihrung des Serums in

min bei 15 °C einen neuen Serumbeutel min bei 15 °C
7. 8. 9.b)
Uberfiihrung des Serums Fertige Serumpraparation Lagerung der

Serumpréapatation bei -70 °C

gl
il § |

Gewinnung und Lagerung von
Aliquots bei -70 °C

l
fiti > @3

Auftauen der Aliquots und Auftauen der Serumpraparation
Probenmessungen im Wasserbad bei 37 °C

:
§ #

Reinfusion

Abb. 7: Herstellungsprozess der Serumpraparation
Nach Beflillen des Leerbeutels mit 10 ml (1 mg/ml) Actilyse® wurde die
Vollblutspende von 250 ml hinzugeben und die Probe fur 2 h inkubiert. Es folgten
zwei Zentrifugationen je mit Uberflihrung des Uberstands in einen weiteren
Leerbeutel und anschlieBender Gewinnung von Aliquots, die spater zur
laboranalytischen Messung verwendet wurden. Die Proben wurden bei -70 °C
eingefroren und am Tag der Reinfusion im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut.
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Zu Beginn wurde der Leerbeutel unmittelbar vor der Eigenblutspende mit 10 ml (1 mg/ml)
tPA (Actilyse®) beflllt (Schritt 1). Die Actilyse® wurde gemal Herstelleranweisung
aufgeldst und in eine 10 ml Spritze aufgezogen. Zur Gewahrleistung steriler Bedingungen
wurde die Injektion der Actilyse® in den Serumbeutel unter einer sterilen Werkbank
vorgenommen. Die im Vollblut enthaltene Menge an Actilyse® wurde so gewahlt, dass sie
vollstandig umgesetzt werden konnte und eine weitere intravasale Lyse durch eine
Restmenge im Rahmen der spateren autologen Transfusion der Serumpraparation
verhindert wurde. Im nachsten Schritt wurde den Probanden 250 ml Vollblut in einen
Leerbeutel entnommen und bei Raumtemperatur fir 2 h inkubiert (Schritte 2 und 3).
Nachfolgend wurde der Serumbeutel bei 4042 x g fur 20 min bei 15 °C zentrifugiert (Schritt
4) und mit einem zweiten Leerbeutel durch eine sterile Schlauchschweil3verbindung
verbunden, sodass der Serumuberstand des ersten Beutels in einen neuen Beutel
Uberfiihrt werden konnte (Schritt 5). Die Zentrifugation und das Uberfiihren des Serums
in einen weiteren Beutel wurden wiederholt (Schritte 6 und 7). Aus der fertigen
Serumpraparation  (Schritt 8) wurden zur Messung der Gerinnungs- und
Aktivierungsmarker 10 Aliquots mit je 1 ml entnommen (Schritt 9a) und zur Lagerung bei
-70 °C eingefroren (Schritt 9a). Die fertige Serumpraparation wurde ebenfalls bei -70 °C
gelagert (Schritt 9b). Die Uberprifung der Sterilitat erfolgte mit Hilfe bioMérieux
Kulturautomat anhand eines Schlauchsegments der sterilen
Schlauchschweillverbindung. Zur laboranalytischen Untersuchung der Serumpraparation
wurden die Aliquots in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und ausgewahlte
Gerinnungsparameter mit Hilfe des Siemens BCS wund den zugehdrigen
Analysematerialien nach Herstelleranweisungen gemessen (Schritt 10). Nachdem alle
Parameter bestimmt wurden und das Ergebnis der mikrobiologischen Testung des

Serums auf Sterilitat vorlag, erfolgte die Reinfusion der Serumpraparation (Schritt 11).

2.2.4 Autologe Serumtransfusion und Probengewinnung

Am Tag der Seruminfusion wurde den Probanden nach erneuter korperlicher
Untersuchung beidseits Venenverweilkanulen in die Armvenen gelegt, uber welche
unmittelbar vor der Serumtransfusion die erste Blutabnahme durchgefuhrt wurde. Nach
Auftauen im Wasserbad bei 37 °C wurden 50 ml der Serumpraparation in eine
Perfusorspritze aufgezogen und den Probanden mit Hilfe eines Infusionsgerats mit einer
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Geschwindigkeit von 100 ml/h Uber einen Zeitraum von 30 min unter Verwendung der
Venenverweilkanulen reinfundiert. Wie bereits in Tab. 11 dargestellt, wurden die
Blutentnahmen unter Zuhilfenahme eines Sicherheitsvenenpunktionsbestecks nach
15 min, 30 min (= Ende der Seruminfusion), 60 min, 120 min, 180 min, 24 h und 48 h
durchgefuhrt. Je Blutentnahme wurden 4 x 5 ml Citrat-Blut, 1 x 3 ml mit Argatroban
versetztes Citrat-Blut (finale Argatroban-Konzentration 15 ug/ml) und 1 x 2 ml EDTA-Blut
entnommen. Aus dem EDTA-BIut wurde unmittelbar nach der Blutentnahme mit Hilfe des
Hamatologie-Analysators ein Blutbild erstellt. Die Citratrohrchen wurden nach Entnahme
10 min bei 3000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand (Blutplasma) in 1 ml Aliquots Uberfihrt und bei -70 °C eingefroren.

2.2.5 Messung der Gerinnungs- und Aktivierungsmarker
2.2.5.1 Messung mit Hilfe des Gerinnungsanalysers
Gerinnungs- und Aktivierungsparameter sowohl aus der Serumpraparation als auch aus
den im Rahmen der Serumtransfusion enthommenen Blutplasmaproben wurden mit Hilfe
des BCS XP Koagulationsanalysers gemessen. Die Methode der Gerinnungstests beruht
entweder auf der Messung der mit der Konzentration korrelierenden Aktivitat eines
Gerinnungsfaktors, oder auf dem Prinzip der Koagulometrie, bei der die Aktivitat einzelner
Faktoren Uber die Geschwindigkeit der Fibrinbildung ermittelt wird. Gemessen wurden
folgende Gerinnungsparameter:

- FI

- Fl

- FVI

- FXI

- FIB

- PC

- PS

- PLG

- 02AP

- D-Dimere

- AT
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2.2.5.1.1 Testprinzipien

Im folgenden Abschnitt werden die Testprinzipien zur Konzentrationsbestimmung der
Hamostaseparameter erlautert. Alle Tests wurden nach der Gebrauchsanweisung des
Herstellers durchgefuhrt und entsprechende Puffer und Analysesubstanzen aus den Test-
Kits verwendet.

Faktoren I, V, VII

Das Prinzip des Tests beruht auf der Aktivierung des extrinsischen Wegs der Hdmostase

und der anschlieffienden Gerinnselbildung, die durch die Zugabe des TF zu einer Probe
entsteht. Liegt im Blutplasma ein Mangel eines Gerinnungsfaktors vor, fuhrt dies zu einer
Verlangerung der Zeit bis zur Gerinnselbildung. Diese Zeit wird auch als
Thromboplastinzeit bezeichnet.

Das zu testende Blutplasma wird in einem automatisierten Prozess mit einem
vorgegebenen Mangelplasma vermischt, welches bis auf den zu bestimmenden
Einzelfaktor alle Gerinnungsfaktoren im Uberschuss enthalt. AnschlieRend werden der TF
und Calciumionen hinzugegeben und die Zeit bis zur Gerinnselbildung gemessen. Durch
Verdinnung von Standard Human-Plasma in der Mischung mit dem Mangelplasma wird
eine Bezugskurve hergestellt und die Aktivitat des Gerinnungsfaktors in % von der Norm

angegeben.

Faktor XI

Das Testprinzip beruht auf der Aktivierung des intrinsischen Wegs der Hamostase und
erfolgt Uber die Bestimmung der aPTT. Der Mangel eines Faktors aus diesem Teil der
Gerinnungskaskade fuhrt zur Verlangerung der aPTT. Zur Bestimmung des FXI wird das
zu untersuchende Plasma in einem automatisierten Prozess mit Mangelplasma
vermischt. Anschlie3end werden Calciumionen und Phospholipide hinzugegeben und die
Zeit bis zur Gerinnselbildung gemessen. Die Aktivitatsspiegel werden in % von der Norm

angegeben.

Fibrinogen
Die Zugabe von Thrombin im Uberschuss zu der zu testenden Probe fiihrt durch die

Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin zur Gerinnselbildung. Die Zeit bis zur
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Gerinnselbildung ist weitgehend abhangig von dem Gehalt an Fibrinogen in der Probe.
Die Gerinnungszeit ist antiproportional zur Konzentration des in der Probe enthaltenen
Fibrinogens. Die Tribung der Probe wird photometrisch bei 405 nm gemessen und gilt

als Indikator der Fibrinbildung.

PLG

Der zu testenden Probe wird eine definierte Menge Streptokinase hinzugefugt, die das
vorhandene PLG in der Probe in einen Streptokinase-Plasmin-Komplex umwandelt. Der
Komplex hydrolysiert seinerseits anschliefend ein chromogenes Substrat, wobei ein
Farbstoff abgespalten wird, dessen Absorbtionsspektrum bei 405 nm gemessen werden
kann. Die Farbintensitat ist proportional zur Plasminogen-Aktivitat.

AT

Die Aktivitat an AT in der Probe wird Uber die Hemmung von Thrombin in Gegenwart von
Heparin bestimmt. Dabei inaktiviert das im Plasma vorhandene AT uberschussiges
Thrombin, kann dieses aber nicht vollstandig binden. Die Extinktion des in der Probe
verbliebenen, nicht inaktivierten Thrombins wird photometrisch bei 405 nm gemessen.
Die Extinktion ist antiproportional zur Antithrombinaktivitat.

PC

Die Menge an PC in der Probe wird mit einem aus dem Gift des nordamerikanischen
Kupferkopfs gewonnenen PC-Aktivator aktiviert. Dabei hydrolysiert das aktivierte PC ein
synthetisches chromogenes Substrat aus der Probe und setzt Paranitroanilin frei, welches
photometrisch bei 405 nm gemessen wird. Die freigesetzte Paranitroanilinkonzentration

ist antiproportional zum PC-Spiegel.

D-Dimere

In der vom Hersteller vorgegebenen Testsubstanz sind Polystyrolpartikel enthalten, die
kovalent mit dem monoklonalen Antikorper 8D3 beladen sind. Diese Partikel aggregieren,
sobald sie mit D-Dimeren aus der zu testenden Probe in Beruhrung kommen.
Anschlieliend wird die Veranderung der optischen Dichte in der Probe gemessen. Diese
ist proportional zur Menge der vorhandenen D-Dimere.
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a2AP

Die Konzentration an a2AP wird bestimmt, indem der Probe eine definierte Menge an
Plasmin im Uberschuss hinzugegeben wird. Durch die Bindung von Plasmin an
Antiplasmin entsteht der ac2AP-Komplex. Anschlieend wird der Probe ein chromogenes
Substrat hinzugegeben, das von der verbleibenden Menge Plasmin hydrolysiert wird. Das
Absorbtionsspektrum der Probe wird bei 405 nm photometrisch gemessen und ist

antiproportional zur Konzentration von a2AP.

2.2.5.2 STACLOT® Vlla-rTF

2.2.5.2.1 Testprinzip

Der Gerinnungsfaktor VIl wird im Rahmen der Gerinnungskaskade nach GefalRverletzung
durch Kontakt mit dem TF und Calcium zu FVlla aktiviert und leitet damit die
Gerinnselbildung ein. FVlla aktiviert seinerseits in Anwesenheit von Calcium und
Phospholipiden FX zu FXa, der wiederum Thrombin aktiviert. Das Resultat ist die
Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin. Das Prinzip des Tests beruht auf der Fahigkeit eines
rekombinanten l6slichen Tissue Factors (rsTF), den in der Probe vorhandenen FVlla zu
binden. rsTF besitzt zudem die Funktion eines Kofaktors, die spezifisch an den FVlla
bindet und in Anwesenheit von Calcium und Phospholipiden zur Koagulation der Probe
fuhrt. Die Zeit bis zur Koagulation wird gemessen und ist antiproportional zur
Konzentration des in der Probe vorhandenen FVIla.

2.2.5.2.2 Durchfuhrung
In der vorliegenden Studie wurde die Konzentration an FVlla in den Serumpraparationen
bestimmt. Das Test-Kit beinhaltete funf Reagenzien:

- Reagenz 1: Verdunnungspuffer

Reagenz 2: gefriergetrocknetes Humanplasma, aus dem der FVlla entfernt wurde

Reagenz 3: rsTF in Phospholipiden

Reagenz 4: trockengefrorenes Gemisch aus einer bekannten Menge von
rekombinantem FVlla

Reagenz 5: Gemisch mit bekannter Konzentration an FVlla, Kontrolle
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Reagenz 4 wurde zur Kalibartion des Tests verwendet und 1:10 mit Reagenz 1 verdunnt
(100 pl Reagenz 4 + 900 pl Reagenz 1). Die zu testenden Serumpraparationen und die
Kontrollen wurden anschlieend im gleichen Durchlauf prapariert und gemessen. Aus den
Verdunnungsproben der Kontrollen und der Serumproben (1:10) wurden je 50 pl in 1 ml
Reagiergefalie Uberfuhrt. Anschlielend wurden in jedes dieser Gefalde sowohl 50 pl des
Reagenz 2 und 50 pl des Reagenz 3 pipettiert. Die Proben wurden mit Hilfe eines
Vortexgerats gemischt und fur 3 min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 50 pl einer
vorgewarmten Calciumlosung wurde die Reaktion gestartet und mit Hilfe einer Stoppuhr
die Zeit bis zur Koagulation der Probe gemessen.

2.2.5.3 Enzyme-linked Immunosorbent-Assay (ELISA)

2.2.5.3.1 Testprinzip

Der ELISA gehort zu den enzym-gekoppelten Immunoassays und ist ein laborchemischer
Test zum Nachweis von Proteinen in einer Probe. Das Prinzip des Tests beruht auf dem
Mechanismus der Antigen-Antikdrper-Reaktion des Immunsystems. Soll ein bestimmtes
Protein in einer Probe nachgewiesen werden, wird der dazugehorige Antikorper
verwendet, um das Antigen in der Probe zu binden. Der Antikorper wird zuvor
gentechnisch prapariert und an ein Enzym gekoppelt. Die Messung der Antigen-
Antikorper-Reaktion in der Probe erfolgt mit Hilfe eines Enzyms, welches nach Zugabe
eines Substrats einen Farbumschlag in der Probe erzeugt, der photometrisch gemessen
wird.

Es lassen sich mehrere ELISA-Methoden unterscheiden. Die gebrauchlichsten Methoden
sind der direkte und indirekte ELISA, sowie der Sandwich-ELISA. Die Prinzipien der
Methoden sind in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: Schematische Darstellung des ELISA-Prinzips
Bei dem direkten ELISA (1.) wird das Antigen direkt an die Mikrotiterplatte fixiert.
Der in einer Probenmatrix enthaltene Antikorper, gekoppelt an ein Enzym, bindet
an das Antigen. Das an den Antikorper gebundene Enzym setzt ein Substrat um,
welches photometrisch messbar ist. Beim indirekten ELISA (2.) wird der antigen-
bindende Antikorper durch einen zweiten Antikorper nachgewiesen. In dem
Sandwich-ELISA (3.) befindet sich das Antigen zwischen zwei Antikorpern.

Beim direkten ELISA wird die Oberflache einer Mikrotiterplatte mit einem Antigen
beschichtet. Nach Zugabe einer Probenmatrix wird das auf der Oberflache immobilisierte
Antigen von einem Antikorper aus der Probe gebunden. Der Antikorper ist seinerseits an
ein Enzym gekoppelt. Der Nachweis erfolgt anschlieBend durch die Zugabe eines
Substrats, welches vom Enzym umgesetzt wird, sodass ein photometrisch messbarer
Farbumschlag in der Probe entsteht. Die Menge des Farbumschlags ist proportional zur
Konzentration des zu bestimmenden Proteins.

Der indirekte ELISA ist dem direkten Verfahren sehr ahnlich, wobei hier der
antigenbindende Antikorper durch einen zweiten, gekoppelten Antikorper nachgewiesen
wird. Beim Sandwich-ELISA hingegen wird das Antigen gleichzeitig von zwei Antikdrpern
erkannt, sodass ein Komplex entsteht, in dessen Zentrum sich das Antigen befindet.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Test-Kits zur Detektion von F1+2, TAT, PAP,
tPA und PAI beruhen auf dem Sandwich-Prinzip. Alle ELISAs wurden nach der
Gebrauchsanweisung des jeweiligen Herstellers durchgefuhrt und die vom Hersteller

vorgegebenen Puffer und Substrate verwendet.
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2.2.5.3.2 Durchfuhrung der ELISAs

F1+2

Die Mikrotiterplatte wurden mit einem monoklonalen Antikorper gegen F1+2 beschichtet.
Nach Zugabe von 50 ul Probenpuffer und 50 ul Probenplasma erfolgte eine Inkubation
bei 37 °C fur 30 min. Wahrend der Inkubation bindet das in der Probe vorhandene F1+2
an seinen Antikorper. AnschlieRend wurden die Proben 3 x mit jeweils 300 ul Waschpuffer
gewaschen und in einem nachsten Schritt ein Peroxidase-konjungierter Antikdrper gegen
humanes F1+2 hinzugefugt, der wahrend der Inkubation bei 37 °C fur 15 min an die freien
Bindungsstellen des F1+2 bindet. Die drei Waschschritte mit jeweils 300 pl wurden
wiederholt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe eines chromogenen Substrats und
Wasserstoffperoxid. Nach Inkubation bei Raumtemperatur fur 30 min wurde die
Farbbildung durch Zugabe von 100 pl Stopplésung beendet. Die photometrische Messung
erfolgte bei 450 nm und ist proportional zur Konzentration an F1+2.

TAT

Die Durchfuhrung des TAT-ELISAs erfolgte analog zu der des F1+2 ELISAs (s. oben).
Die Mikrotiterplatten wurden mit einem gegen a-Thrombin gerichteten Antikorper
beschichtet. Wahrend der ersten Inkubationszeit bindet das in der Probe vorhandene TAT
an den a-Thrombin Antikorper. Nachdem unspezifische Bindungen ausgewaschen
wurden, erfolgte im nachsten Schritt die Zugabe eines Peroxidase-konjungierten a-AT
Antikorpers, der an freie Bindungsstellen des AT bindet. Nach Zugabe eines Substrats,
Inkubation fur 30 min und Beendigung der Reaktion durch Zugabe einer Stopplosung
erfolgte die Messung der Enzymaktivitat photometrisch.

PAP

Die Mikrotiterplatten wurden mit dem monoklonalen a-PAP-6 Antikorper beschichtet. Es
erfolgte die Zugabe von 100 ul Plasmaprobe. Wahrend der Inkubation Uber Nacht bei 4 °C
erfolgte die Bindung des in der Probe vorhandenen PAP an die Antikorper. AnschlielRend
wurden zwei Waschschritte mit jeweils 200 yl Waschpuffer durchgefuhrt. Nach dem
Auswaschen wurde den Proben 100 pl Peroxidase-konjungierter Antikorper
hinzugegeben, der an die PAP-Bindungsstelle bindet. Die Mikrotiterplatten wurden bei
Raumtemperatur fur 20 min inkubiert und anschlie3end die Reaktion durch Zugabe von
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100 pl Stopplésung beendet. Die Farbbildung der Probe wurde bei 450 nm gemessen.
Die Konzentration von PAP ist proportional zur gemessenen Farbintensitat.

tPA

Die Mikrotiterplatten wurden mit einem a-tPA Antikorper beschichtet. Es erfolgte die
Zugabe von 25 pl Plasmaprobe und 75 pl Probenverdunnungspuffer. Das in der Probe
vorhandene tPA bindet wahrend der Inkubation bei 37 °C fur 60 min an die Antikorper.
Nach dem Entfernen der FlUussigkeit aus den Mikrotiterplatten wurden 100 pl Peroxidase-
gekoppelter-a-tPA Antikorper hinzugegeben. AnschlieBend erfolgte eine erneute
Inkubation bei 37 °C fur 60 min, sowie drei erneute Waschschritte mit jeweils 200 pl. Der
Waschpuffer wurde entfernt und die Proben anschliefend mit 100 pl Substratlosung fur
20 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 pl Stopplosung beendet. Die Farbbildung
der Proben wurde bei 450 nm gemessen. Der Farbumschlag ist proportional zur
Konzentration des tPAs.

2.2.54 Messung der freien Thrombinkonzentration mittels Oligonucleotide-based
EnzymeCapture Assay (OECA)

2.2.5.4.1 Testprinzip

Der Nachweis von freiem Thrombin in den Serumpraparationen und in den
Blutplasmaproben wurde mit Hilfe des OECA durchgefihrt. Das Prinzip des
laborchemischen Tests ist in Abb. 9 dargestellt.
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Abb. 9: Testprinzip des OECA zur Messung von freiem Thrombin
a.) Vor der Blutentnahme wird dem Citratrohrchen Argatroban hinzugefugt (1.),
welches bei der Blutentnahme reversibel an die aktive Domane des freien
Thrombins bindet (2.) und die irreversible Hemmung von Thrombin durch
endogene Thrombininhibitoren vermeidet. Die Mikrotiterplatten wurden mit dem
Aptamer HD1-22 beschichtet. Dieser bindet nach Zugabe der Plasmaprobe
gleichzeitig an zwei Bindungsstellen des in der Probe vorhandenen freien
Thrombins (4.). Nach Inkubation wurde der Uberstand entfernt und ein
Waschschritt durchgefuhrt. AnschlieBend wurde ein Thrombin-spezifisches
Peptidsubstrat hinzugefugt (5.), welches durch Thrombin proteolytisch
gespalten wird. Durch die Messung eines Fluoreszenzsignals wurde die Menge
an Thrombin bestimmt. Modifiziert Gbernommen aus Muller et al., 2011.
Der OECA ist ein Verfahren, das dem Prinzip der Immunoassays ahnelt und die Messung
von freiem Thrombin in einer Blutprobe erlaubt. Die Methode basiert auf der Mobilisierung
von freiem Thrombin in einer Plasmaprobe durch Aptamere. Dazu wird das Aptamer HD1-
22 in mehreren Schritten am Boden der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte fixiert. Nach
Zugabe einer Plasmaprobe bindet das Aptamer mit hoher Affinitat gleichzeitig an zwei
Bindungsstellen des freien Thrombins in der Probe, sodass das es fixiert wird. Der
Nachweis des gebundenen Thrombins erfolgt anschlieBend durch die Zugabe eines
Thrombin-spezifischen Peptidsubstrats, bestehend aus einer Aminosaurekette mit dem
Farbstoff 7-Amino-4-Methylcoumarin  (AMC). Durch die  Thrombin-vermittelte
proteolytische Spaltung des Substrats wird ein Farbstoff freigesetzt, der photometrisch
gemessen wird. Ermittelt wird die Konzentration des freien Thrombins durch den Vergleich

mit einer kalibrierten Standardkurve (Muller et al., 2011).
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2.2.5.4.2 Praanalytik

In einer Blutprobe ist Thrombin sehr instabil, da es durch endogene Thrombin-Inhibitoren
irreversibel gebunden wird. Um diese Instabilitat zu verhindern und den Nachweis von
Thrombin in der Probe zu ermoglichen, wurde Argatroban, ein synthetisch hergestellter
direkter Inhibitor des Thrombins verwendet. Unmittelbar vor der Blutentnahme wurden die
Citratrohrchen jeweils mit 45 ug Argatroban versetzt, um eine finale Konzentration von 15
pug/ml Argatroban in der Plasmaprobe zu erreichen. Argatroban bindet und stabilisiert
freies Thrombin in der Probe reversibel. Nach der Blutentnahme wurden die
Citratréhrchen fir 10 min bei 3000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand in
1 ml Aliquots uberfuhrt und bei -70 °C eingefroren. Unmittelbar vor der Messung wurden
die Proben in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut.

2.2.5.4.3 Durchfuhrung des OECA

Zum Bestucken wurden die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte zunachst mit je 100 pl einer
Losung von 10 ug/ml biotinyliertem BSA in Beschichtungspuffer beschichtet. Der pH-Wert
von 9,0 der Losung schafft optimale Bedingungen fur die Bindung des BSA an die
Mikrotiterplatten. Nach Inkubation Gber Nacht im Dunklen bei 4 °C wurden die Proben in
drei Zyklen mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einer Losung aus PBS
Waschpuffer, 1 mg/ml BSA und 10 pg/ml Streptavidin fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrend der Inkubation erfolgt die Bindung des Streptavidins an die
Bindungsstellen des biotinylierten BSA. Durch einen erneuten Waschvorgang wurden
unspezifische Bindungen entfernt und die freien Bindungsstellen des Streptavidins
anschliefend durch Zugabe von 200 pl Blockpuffer je Vertiefung blockiert. Das Aptamer
HD-1-22 wurde zuvor in Tris-Puffer gelost und mit 1 mg/ml BSA verdinnt, sodass die
finale Konzentration des Aptamers in der Losung 5 nM betrug. Nach Aspiration des
Blockpuffers wurden die mit Streptavidin-bestiickten Mikrotiterplatten mit je 100 ul der
Aptamer Losung pro Vertiefung beladen und erneut fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Unspezifische Bindungen wurden durch einen Waschzyklus mit 100 yl PBS entfernt und

100 pl des Substrat I-1560 gelost in Waschpuffer in jede Vertiefung pipettiert.

2.2.5.4.4 Messung des generierten Fluoreszenzsignals
Zur Kalibration der Messung wurden Kalibratoren mit bekannter Thrombinkonzentration

mitgefuhrt. Dazu wurde humanes Poolplasma verwendet, dem bekannte Konzentrationen
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von 0 - 10 pg/ml Thrombin (0 - 272 pmol/l) hinzugegeben wurde. Mit Hilfe dieser
Kalibratoren wurde eine halblogarithmische Standardkurve erstellt, auf deren Grundlage
aus dem Fluoreszenzsignal der Proben die Konzentration des freien Thrombins ermittelt
wurde. Nach dem Auftragen des Substrats wurde das Fluoreszenzsignal der Proben

innerhalb von 2 h gemessen.

2.2.6 Pharmakokinetik

Im Folgenden sollen einige Grundprinzipien und MessgroRen der Pharmakokinetik
erlautert werden. Diese Messgrof3e wurden eingesetzt, um die Elimination der durch
Seruminfusion zugefuhrten Aktivierungsmarker im Organismus zu charakterisieren.

Der Begriff der Pharmakokinetik beschreibt, wie der Korper auf eine Substanz reagiert,
wenn er diese aufnimmt, verteilt, verstoffwechselt und wieder ausscheidet.
Charakterisiert wird die Pharmakokinetik durch drei wesentliche Prozesse: Resorption,
Distribution und Metabolisierung/Elimination. Nach Freisetzung einer Substanz, u. a. aus
einem Arzneimittel oder einem Prodrug, erfolgt die Resorption, worunter die Aufnahme
der Substanz in die Blutbahn des Korpers zu verstehen ist. Durch aktiven oder passiven
Transport gelangt die Substanz Uber die Lipidmembran, wird in die Blutbahn
aufgenommen und verteilt sich im Korper in verschiedenen Stoffwechselrdumen, die auch
als Kompartimente bezeichnet werden. Die Verteilung der Substanz ist abhangig von ihrer
physikochemischen Eigenschaft und unter anderem von der Durchblutung des Gewebes.
Die Elimination umfasst alle Prozesse des Korpers, die an der biochemischen
Umwandlung und der Exkretion einer Substanz aus den Organen des Korpers beteiligt
sind. Die finale Ausscheidung der metabolisierten Abbauprodukte erfolgt im Wesentlichen
uber die Niere mit dem Urin, Uber die Leber mit der Gallenflussigkeit oder uber den Darm
mit dem Stuhl. Wahrend Resorption, Verteilung, Metabolisierung und Elimination andert
sich mit der Zeit die Konzentration einer Substanz (Gugeler und Klotz, 2000). Abb. 10

zeigt eine schematische Darstellung zweier Formen der Eliminationskinetik.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Eliminationskinetik 0. und 1. Ordnung
Die Konzentration einer Substanz C ist in pg/ml auf der y-Achse gegen die Zeit
t in h auf der x-Achse aufgetragen. a). Eliminationskinetik 1. Ordnung: Die
Geschwindigkeit der Elimination ist abhangig von der Plasmakonzentration einer
Substanz. b.) Eliminationskinetik 0. Ordnung: die Geschwindigkeit der
Elimination einer Substanz ist unabhangig von der Plasmakonzentration.
Modifiziert GUbernommen aus Greiner C, 2011.

Die haufigste Form der Elimination ist die Kinetik 1. Ordnung, bei der die Geschwindigkeit
der Elimination mit abnehmender Plasmakonzentration sinkt. Die Halbwertszeit (HWZ)
der Substanz ist dosisabhangig und nicht konstant. Die zweite Form wird beschrieben
durch die Kinetik 0. Ordnung, bei der pro Zeiteinheit immer die gleiche Menge einer
Substanz aus dem Korper eliminiert wird. Die HWZ ist konstant und dosisunabhangig.
Grund fur diese Form der Kinetik ist meist eine Sattigung der eliminierenden Enzyme.

Zur Veranschaulichung des Verhaltens einer Substanz im Korper bedient sich die
Pharmakokinetik der Theorie der Kompartiment-Modelle. Dabei wird der Korper als ein
kinetisches System verstanden und in verschiedene Kompartimente (Stoffwechselraume)
aufgeteilt. Die einfachste Variante stellt das Ein-Kompartiment-Modell dar, bei dem der
gesamte Korper als ein Raum betrachtet wird, in dem sich eine Substanz verteilt und die
Ausscheidung nur uber einen Weg erfolgen kann. Bei einem Zwei-Kompartiment-Modell
wird der Korper in zwei kinetisch unterschiedliche Raume geteilt, die aus einem zentralen
und einem peripheren Kompartiment bestehen (Gugeler und Klotz, 2000). In den meisten
Fallen wird das zentrale Kompartiment der systemischen Zirkulation zugeordnet, wahrend
das periphere Kompartiment dem Gewebe entspricht. Wird eine Substanz intravends als

Bolus verabreicht, verteilt sie sich ausgehend vom zentralen in die peripheren
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Kompartimente. Die anschlieBende Elimination der Substanz erfolgt stets aus dem
zentralen Kompartiment, die Substanz muss also zunachst aus dem peripheren in das
zentrale Kompartiment zurickgelangen, um anschlieRend ausgeschieden zu werden.
Zur Beschreibung des Verhaltens der Substanz im Korper gibt es eine Reihe
pharmakokinetischer Parameter, die durch zeitlich aufeinanderfolgende Bestimmungen
von Plasmakonzentrationen einer Substanz ermittelt werden konnen.

Ein wichtiger Parameter ist das Verteilungsvolumen (Vp) einer Substanz im Korper. Nach

Applikation einer definierten Dosis D einer Substanz wird diese nach Aufnahme in die
Blutbahn in verschiedenen Raumen des Korpers verteilt. Dabei wird angenommen, dass
sich die Substanz vollstandig und homolog im Korper verteilt. Vp ist ein fiktives Volumen,
das sich aus dem Quotienten der verabreichten Dosis D einer Substanz und der

resultierenden Konzentration im Blut errechnet. Es gilt:

Gesamtmenge der applizierten Substanz (g)
D =

Plasmakonzentration der Substanz ( 9 / l)

Es werden zwei Verteilungsvolumina unterschieden: das zentrale Verteilungsvolumen V¢
stellt die Verteilung der Substanz nach Aufnahme in den Korper dar, wahrend das
Volumen im steady state Vpss das Volumen nach der Verteilung im Korper in die
Kompartimente darstellt. In den meisten Fallen wird das Vpss angegeben, da es
unabhangig von Verteilungs- und Eliminationsprozessen flur eine intravends verabreichte
Substanz berechnet werden kann. Vpss kann aus der mittleren Verweildauer einer
Substanz Mean resident time (MRT) und der Clearance (CL) (s. unten) errechnet werden:
Vpss = CL * MRT

Eine weitere wichtige KenngroRe in der Pharmakokinetik ist die HWZ, welche die
Verweildauer einer Substanz im Korper beschreibt. Sie gibt an, wie lange es dauert, bis
die Plasmakonzentration einer Substanz auf die Halfte der maximalen Konzentration
gesunken ist. In der Regel wird die sogenannte terminale HWZ angegeben. Die HWZ ist
abhangig von der Clearance und dem Verteilungsvolumen. Liegen beispielsweise eine
hohe Clearance und ein vermindertes Verteilungsvolumen vor, hat die Substanz eine

kurze HWZ. Die Berechnung erfolgt durch die folgende Formel:
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In2xVp
ti/2 = CL

Unter dem Begriff Clearance (CL) versteht man die Fahigkeit des Korpers, eine Substanz
auszuscheiden. Definiert ist die Clearance als Plasmavolumen, das pro Zeiteinheit von
einer bestimmten Substanz befreit wird. Es wird in der Einheit ml/min angegeben und wird
errechnet aus dem Quotienten der Konzentration einer ausgeschiedenen Substanz pro

Zeit (DE/Dt) und der Konzentration der Substanz C im Plasma:
DE

CLz'EQ@
Die Clearance steht in engem Zusammenhang mit der Gesamtflache unter einer Kurve
(AUC, area under the curve). Wird die Konzentration einer Substanz nach Verabreichung
zu mehreren Zeitpunkten gemessen, so kann aus den Daten eine Konzentrations-Zeit-
Kurve erstellt werden. Die Konzentration der gemessenen Substanz wird gegen den
Zeitpunkt der Abnahme aufgetragen und daraus die AUC berechnet. Die AUC spiegelt
also die Menge einer Substanz im zeitlichen Rahmen wider, d. h. sie bringt die gesamte
Konzentration einer dem Korper im Laufe der Zeit ausgesetzten Substanz zum Ausdruck.
Die AUC kann graphisch unter Zuhilfenahme der Trapezregel berechnet werden. Aus der
Flache unter der Kurve wird ein Trapez gebildet, dessen Flacheninhalt anschliel3end
berechnet wird. Aulierdem kann die AUC auch aus dem Quotienten der Dosis und der

Clearance errechnet werden:

AUC = b
~ CL

Eine weitere Variable der Pharmakokinetik ist die MRT, welche die mittlere Verweildauer
einer Substanz im Korper beschreibt. Definiert ist die MRT als die Zeit, in der die Halfte
der Substanz den Korper wieder verlassen hat. Sie stellt damit einen alternativen
Parameter zur HWZ dar und ist abhangig von der Darreichungsform der Substanz. Zur
Berechnung der MRT wird die AUMC (Area under the first moment curve) benotigt. Die
erste Momentkurve ist die Darstellung des Produkts aus Zeit und Konzentration

aufgetragen gegen die Zeit. Die MRT wird als Quotient der AUMC und der AUC berechnet:

_AUMC
AUC
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2.2.7 Datenanalyse

Die Berechnung der Eliminationskinetik erfolgte unter Zuhilfenahme der PKSolver-
Software, angewandt auf die Gerinnungsparameter TAT, PAP, D-Dimere und F1+2
(Zhang et al., 2010). Als Grundlage der Berechnung dienten die aus dem Blutplasma
ermittelten Konzentrationsspiegel, und zwar vor, wahrend und nach der autologen
Serumtransfusion. Anhand der Datensatze wurde zunachst Uberprift, welches der
Kompartiment-Modelle (vgl. Abschnitt 2.2.6) zur Auswertung der Ergebnisse am besten
geeignet ist. AnschlieBend wurden auf Grundlage der Messdaten fur jeden dieser
Parameter das Verteilungsvolumen, die terminale HWZ, die CLR, die AUC und die MRT

errechnet.

2.2.8 Statistische Methoden

Die Auswertung der errechneten Daten erfolgte nach den gangigen Methoden der Statistik
mit Hilfe von Excel 2010. Die deskriptive Statistik besteht aus dem Median und dem
Interquartilbereich (IQR).
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3. Ergebnisse

3.1 Herstellung einer Serumpraparation mit Biomarkern der Gerinnselbildung und
Fibrinolyse

Grundsétzliche Uberlegung:

Da Vollblut aul3erhalb des Korpers gerinnt, wird es zur Analyse in der Routine-Diagnostik
durch die Zugabe von Natriumcitrat und dem daraus folgenden Entzug freier
Calciumionen ungerinnbar gemacht. ~ Wird Vollblut zentrifugiert, trennt sich das
Blutplasma als flussiger Anteil von den zellularen Bestandteilen. Blutplasma beinhaltet
folglich alle Bestandteile vor Ablauf der Gerinnung wie Fibrinogen und viele weitere
Gerinnungsfaktoren. Ohne die Zugabe von gerinnungshemmenden Substanzen zu einer
Vollblutspende wird die Gerinnungskaskade nach Blutentnahme in vitro unter Verbrauch
von zahlreichen Gerinnungsfaktoren aktiviert. Die Schlusselreaktion ist die Bildung von
Thrombin durch limitierte Proteolyse mit der anschlieBenden Spaltung von
wasserloslichem Fibrinogen in Fibrin, welches als feste und klebrige Substanz das
Grundgerust der Gerinnselbildung darstellt. Bei der Spaltung von Thrombin aus
Prothrombin entsteht F1+2. Freies Thrombin kommt im Blut praktisch nicht vor, da es
unmittelbar nach Aktivierung im TAT-Komplex gebunden wird. Durch Zentrifugation des
Vollblutes mit dem enthaltenen Gerinnsel wird der fliissige Uberstand, jetzt als Serum
bezeichnet von den zellularen Bestandteilen getrennt. Nach Ablauf der Gerinnselbildung
liegen im Serum folglich die Biomarker F1+2 und TAT vor. Die Fibrinolyse wird in einer
geronnenen Vollblutspende nicht spontan aktiviert. Versetzt man die entnommene
Vollblutspende aber mit einem rekombinanten tPA, so wird die Aufldsung des Gerinnsels
kunstlich erzeugt, indem Plasminogen proteolytisch zu Plasmin gespalten wird. Plasmin
spaltet das aus Fibrin bestehende Grundgerust des Gerinnsels in die wasserlosliche
Degradationsprodukte (D-Dimer). Freies Plasmin in der Probe wird schlagartig im PAP-
Komplex gebunden und inaktiviert. Im Serum werden im Rahmen dieses Prozesses also

auch die Biomarker D-Dimere und PAP gebildet.

Umsetzung der Uberlegung:

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Herstellung einer Serumpraparation in mehreren
Schritten ein Testsystem entwickelt, in dem einerseits die ausgewahlten Biomarker der
Gerinnselbildung und der Fibrinolyse in einer physiologischen Matrix in ausreichenden
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Mengen produziert wurden. Andererseits wurde nach autologer Reinfusion der
Serumpraparation die Eliminationskinetik dieser Biomarker in vivo bestimmt. Dazu
wurden in Vorversuchen die Umsetzung des Vorhabens getestet. Zunachst wurde eine
geeignete tPA-Dosis ermittelt, die zur Erzeugung von u. a. hohen Konzentrationen an D-
Dimeren als Biomarker der Fibrinolyse notwendig ist. Die Menge von 20 pg/ml Actilyse®
in einer Vollblutspende von 250 ml erwies sich hierfur als ausreichend.

Da die Reinfusion der Serumpraparation zu einer intravasalen Verduinnung fuhrt, bestand
ein zweiter Vorversuch in der Erstellung von Verdinnungsreihen, um in vitro die in vivo
Situation moglichst genau widerzuspiegeln. l|dealerweise sollten auch nach dem
Verdinnen hohe Konzentrationen an Biomarkern in der Serumpraparation vorliegen,
damit eine Eliminationskinetik berechnet werden kann. Dazu wurde die Serumpraparation
1:50 und 1:100 mit Poolplasma verdunnt und die Konzentrationen der ausgewahlten

Biomarker erneut ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tab. 13 dargestellt.

Tab. 13: Konzentration der in der Serumpraparation der
Vorversuche

250 ml Vollblut wurde in einen mit Actilyse® befiillten Blutentnahmebeutel
gegeben. Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurde durch Zentrifugation

Serum aus dem Praparat gewonnen.

Hamostaseparameter

Verdiinnung
Parameter Referenzwert
unverdiunnt 1:50 1:100
D-dimer [mg/l] <05 338,0 + 23,9 48+272 29+15
F1+2 [nmol/l] <0.34 1.054,0 £ 65,9 19,8 + 3,1 11,0+4,3
TAT [ng/ml] 0,17-3,9| 154.098 + 30.106 2.283 + 917 1.340 + 424
PAP [ng/ml] 163 - 606 | 303.703 + 26.720 5.298 + 592 2.996 + 223
t-PA [ng/ml] <10 38.670 + 976 638 + 159 310 + 51

Die Ergebnisse der Vorversuche zeigen, dass die Umsetzung des Vorhabens erfolgreich
war: in der Vollblutspende wurden nach Abnahme die Biomarker der Gerinnselbildung wie
TAT und F1+2 in groRen Mengen produziert. Zudem wurden durch Zugabe von Actilyse®
zu der Vollblutprobe grol’e Mengen an D-Dimeren und PAP als Biomarker der Fibrinolyse
gebildet. Auch nach Verdunnungen der Serumpraparation in Poolplasma (1:50 und 1:100)

sind noch erhohte Konzentrationen aller Biomarker vorhanden.

63



3.2 Patientenkollektiv

Wie bereits in Absatz 2.1.7 erlautert, stimmten 17 Probanden nach ausfuhrlicher
Aufklarung schriftlich der Teilnahme an der Studie zu, von denen 15 die Studie erfolgreich
und ohne Komplikationen abschlossen. Ein Uberblick iber die Probandencharakteristika

ist in 4 zusammengefasst.

Tab. 14: Probandencharakteristika

Studienkollektiv Ergebnis

Probanden 5 Manner, 10 Frauen
Durchschnittsalter 29 (23 - 53) Jahre

BMI 22,5 (19,6 - 27,5)
Korpergewicht 68 (53 - 92) kg
kalkuliertes Plasmavolumen 2.980 (2.516 — 3.754) ml

3.3 Hamostaseparameter in der Serumpraparation der Probanden

Nach erfolgreicher Herstellung wurden die Konzentrationen der Biomarker, sowie weitere
Hamostaseparameter der Serumpraparation laboranalytisch bestimmt. Dafur verwendet
wurden die wahrend des Herstellungsprozesses aus der Serumpraparation
entnommenen Aliquots. Die Ergebnisse sind in Tab. 15 aufgelistet. Die gemessenen

Werte sind als Median und Interquartilbereiche IQR (interquartile range) angegeben.
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Tab. 15: Hamostaseparameter in der

Kryokonservierung
Als Probandenzahl fur FVlla gilt n = 11, fur alle weiteren Parameter n = 15. Die

Werte

sind

angegeben als Median

Serumpraparation der

gefolgt

Probanden nach

von den jeweiligen

Interquartilbereichen als Streuungsmald in Klammern.

Parameter Referenz (Menge im Plasma) | Median (Interquartilbereich)
D-dimer [mg/1] <0.5 692 (497 - 1.311)
F1+2 [nmol/l] <0,34 881 (610 - 1.056)
TAT [ng/ml] 0,1-3,9 147.330 (122.590 - 170.905)
PAP [ng/ml] 163 - 606 317.036 (232.624 - 480.081)
Thrombin [ng/ml] nicht nachweisbar 5,68 (4,61 - 8,22)
FVlla [ng/ml] 0,03 -1,06 11,21 (9,37 - 12,04)
t-PA [ng/ml] <10 38.920 (32.055 - 41.995)
PAI [ng/mi] 4-43 456 (270 - 516)
Fibrinogen [mg/mi] 1,80 - 3,55 nicht nachweisbar
Antithrombin [%] 85-120 64,5 (55,1 - 67,8)
Plasminogen [%] 82-150 32,2 (28,8 - 43,8)
az-Antiplasmin [%] 90 - 110 nicht nachweisbar

Die Konzentrations- und Aktivitatsspiegel zeigen, dass es in der Vollblutspende, aus der
die Serumpraparation hergestellt wurde, bei allen Probanden zur Aktivierung und zum
Verbrauch von Gerinnungsfaktoren gekommen war. Die Aktivierung der
Gerinnungskaskade lasst sich insbesondere aus den Konzentrationen von F1+2, TAT,
Thrombin, FVIla und Fibrinogen erschlieRen. FVlla entsteht im Rahmen der Aktivierung
der Gerinnselbildung durch Komplexbildung mit TF. Seine Konzentration in der
Serumpraparation war folglich im Median auf 11,21 ng/ml angestiegen. Nach Aktivierung
der Gerinnselbildung entsteht durch proteolytische Spaltung Thrombin aus Prothrombin,
dabei entsteht der Biomarker F1+2. Deren Konzentration in der Serumpraparation war
folglich ebenfalls angestiegen und zeigte im Median eine Konzentration von 881 nmol/l.
Thrombin war in der Serumpraparation nur noch in minimaler Konzentration nachweisbar,
da es unmittelbar nach seiner Bildung durch Bindung im TAT-Komplex inaktiviert wurde.
Im Median zeigte sich eine Konzentration von 5,68 ng/ml. Die Konzentration des TAT-

Komplexes hingegen stieg im Median auf 147.330 ng/ml deutlich an. Infolge der
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Thrombinbildung ist das Fibrinogen vollstandig umgewandelt worden und ist in der Probe
laboranalytisch nicht mehr nachweisbar. Die Zugabe von tPA zur Vollblutspende erzielte
in der Serumpraparation eine Konzentration der D-Dimere von 692 mg/l im Median. tPA
war in der Serumpraparation im Median mit einer Konzentration von 38.920 ng/ml
nachweisbar. Da durch tPA in der Vollblutspende das vorhandene Plasminogen zu
Plasmin aktiviert wurde, war der Aktivitatsspiegel von Plasminogen in der
Serumpraparation im Median auf 32,2 % gesunken. tPA wurde in der Vollblutspende
durch seinen Inhibitor PAl gebunden und zeigte in der Serumpraparation einen Anstieg
der Konzentration im Median auf 456 ng/ml. Auch a2AP wurde im Rahmen der Fibrinolyse
zur Inaktivierung des freien Plasmins durch Bindung im PAP-Komplex verbraucht. Seine
Aktivitat im Serum war nicht mehr nachweisbar. Die Konzentration des PAP-Komplexes
stieg somit an und ergab im Median in der Serumpraparation einen Anstieg auf 317.036

ng/ml.

3.4 Einfluss der autologen Serumtransfusion auf die Plasmaspiegel verschiedener
Hamostaseparameter

Nach erfolgreicher Herstellung der Serumpraparation wurde die autologe
Serumtransfusion unter Aufzeichnung der Vitalparameter wie Sauerstoffsattigung, EKG
und Blutdruckmessung durchgefuhrt. Zur Bestimmung des Ausgangswerts zum Zeitpunkt
t = 0 min erfolgte vor Beginn der Transfusion die erste Blutenthnahme. Anschliel3end
wurden 50 ml der Serumpraparation uber 30 min mit einer Infusionsrate von 100 ml/h
intravends appliziert. Fortlaufend wurden neun Blutentnahmen zu vorgegebenen
Zeitpunkten durchgefuhrt. Alle Probanden haben die Transfusion gut vertragen,
Nebenwirkungen traten nicht auf. Mit Hilfe des Ausgangswerts zum Zeitpunkt t = 0 min
und der Plasmakonzentrationen nach Beendigung der Transfusion zum Zeitpunkt t = 30
min konnte der relative Anstieg der Hamostase- und Fibrinolyseparameter im Plasma der
Probanden errechnet werden. Die Ergebnisse sind in Tab. 16 dargestellt.
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Tab. 16: Relativer Anstieg der Konzentrations- und Aktivitatsspiegel der Gerinnungs- und
Fibrinolyseparameter im Blutplasma nach autologer Serumtransfusion
Die Daten sind angegeben als Median der Probe, als Streuungsmal} ist der
Interquartilbereich in Klammern dargestellt. Nn: nicht nachweisbar

Parameter

Ausgangswert

t=30 min

relativer Anstieg

D-dimer [mg/1]

0,30 (0,22 -0,48

13,43 (8,69 - 16,93

34,2 (24,9 - 78,6)

F1+2 [nmol/l]

0,15 (0,08 - 0,18

3,70 (2,62 - 5,29

28,9 (18,3 - 42,0)

)
)
)
)

)

)
TAT [ng/mi] 2,00 (2,00 - 2,19 393 (317 - 489) | 189,6 (131,8 - 244,7)
PAP [ng/ml] 574 (462 - 721) | 3.829 (3.627 - 4.046) 7.0 (53-81)
Thrombin [ng/ml] nn 0,04 (nn - 0,08) -
FVila [ng/ml] 335(229-379)| 2,95 (2,15 - 4,05) 11(0,9-1,2)
t-PA [ng/ml] 1,96 (1,40 - 2,76) | 26,08 (22,55 - 49,48) 17,4 (9,9 - 21,9)
PAI [ng/ml] 8,85(3.45-11,31)| 451 (4,01 - 10,08) 11(0,8-1,3)
[Frjqbg:}%"lfe” 275(2,52-2,98)| 2,55 (2,42 - 2,88) 1,0 (1,0 - 1,0)
Factor Il [%] 113 (103 - 129) 109 (101 - 130) 1,0(0,9 - 1,0)
Factor VII [%] 115 (103 - 131) 103 (101 - 126) 1,0 (1,0 - 1,0)
Factor X1 [%] 96 (92 - 100) 97 (89 - 106) 10(1,0-1,0)
Antithrombin [%] 100 (95 - 103) 96 (91 - 101) 1,0(0,9 - 1,0)
Plasminogen [%] 103 (96 - 137) 97 (94 - 126) 0,9 (0,9-1,0)
az-Antiplasmin [%] 105 (98 - 115) 98 (89 - 105) 0,9(0,9-0,9)

Die Gerinnungsparameter im Blutplasma aller Probanden lagen vor der autologen
Transfusion innerhalb der laborintern vorgegebenen Referenzwerte (s. Tab.15). Zum
Zeitpunkt t = 30 min unmittelbar nach Transfusion der Serumpraparation war die
Konzentration einiger Biomarker wie erwartet deutlich angestiegen: der Plasmaspiegel
der D-Dimere stieg im Median von 0,30 auf 13,43 mg/l, woraus sich ein relativer Anstieg
von 34,2 errechnen lie3. Der Plasmaspiegel von F1+2 stieg im Median von 0,18 auf 4,74
nmol/l und zeigte einen relativen Anstieg auf 28,9. Fir TAT konnte der grofdte relative
Anstieg mit einem Median von 189,6 errechnet werden, der Plasmaspiegel stieg im
Median von 2,00 auf 393 ng/ml. Freies Thrombin im Blutplasma war vor der autologen
Transfusion nicht nachweisbar und zeigte auch nach 30 min keinen Anstieg. Der

Plasmaspiegel von tPA stieg im Median von 1,96 auf 26,08 ng/ml, woraus sich ein relativer
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Anstieg von 17,4 errechnen lieR. PAP zeigte den geringsten relativen Anstieg mit einem
Median von 7,0 bei einem Anstieg der Plasmakonzentration von 574 auf 3.829 ng/ml. Fir
alle weiteren Gerinnungsparameter ergab sich, wie erwartet, keine oder nur eine minimale

Veranderung der Plasmaspiegel.

3.5 Pharmakokinetik ausgewahlter Aktivierungsmarker nach autologer Serumtransfusion
Um die Eliminationskinetik einer Substanz nach intravendser Applikation besser
verstehen zu konnen, bedient man sich verschiedener Modellvorstellungen, die die
Wechselwirklungen eines Systems in seiner Gesamtheit betrachten. Dazu werden
Plasmakonzentrationen gegen die Zeit graphisch dargestellt und anhand mathematischer
Formeln aus den Momenten der Kurve eine Pharmakokinetik errechnet. Als Grundlage
der Konzentrations-Zeit-Kurven wurden in der vorliegenden Arbeit die Konzentrations-
und Aktivitatsspiegel aus den Plasmaproben vor, wahrend und nach der
Serumtransfusion verwendet. Als Ausgangswert der Kurve wurde die erste Blutentnahme
unmittelbar vor der Serumtransfusion verwendet. Nach Beginn der Transfusion erfolgte
die nachste Blutentnahme nach 15 min, gefolgt von der Entnahme nach Ende der
Transfusion bei t = 30 min, sowie zu den Zeitpunkten t = 60 min, t = 180 min, t = 450 min
t = 24h und t = 48 h. Die folgenden Konzentrations-Zeit-Kurven stellen die

Eliminationsphasen der ausgewahlten Hamostaseparameter aus dem Blutplasma dar.
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Abb. 11: Konzentrations-Zeit-Kurve der D-Dimere im Blutplasma vor, wahrend und nach
der autologen Serumtransfusion tUber einen Zeitraum von 48 h
Das eingeschobene Diagramm stellt zusatzlich den Verlauf der Konzentration in
den ersten 6 Stunden dar. Die Daten sind generiert aus n = 15 Probanden und
dargestellt als Median, die Fehlerbalken als Interquartilabstand. Die
Konzentration der D-Dimere zeigt nach intravendser Applikation des Serums
einen biphasischen Verlauf beginnend unmittelbar mit einem raschen Anstieg in
den ersten 30 min und einem langsamen Abfall innerhalb der ersten 6 h.

Der Plasmaspiegel der D-Dimere stieg unmittelbar nach Beginn der autologen
Serumtransfusion rasch an und zeigte bei t = 30 min seinen Hochstwert mit einem Median
von fast 14 mg/l (s. Abb. 11). Anschliel3end fiel er rasch wieder ab und war nach 6 h
nahezu auf den Ausgangswert gesunken. Anhand der Konzentrations-Zeit-Kurve lasst
sich ablesen, dass die Plasmakonzentration durch einen biphasischen kinetischen Verlauf
charakterisiert ist, der sich in eine schnelle Verteilungsphase und eine langsame

Eliminationsphase einteilen Iasst.
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Abb. 12: Konzentrations-Zeit-Kurve von F1+2 im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion
Das eingeschobene Diagramm stellt zusatzlich den Verlauf der Konzentration in
den ersten 6 Stunden dar. Die Konzentration von F1+2 zeigt nach intravenoser
Applikation des Serums einen biphasischen Verlauf beginnend unmittelbar mit
einem raschen Anstieg in den ersten 30 min und einem langsamen Abfall
innerhalb von 3 h.

Wie im Fall der D-Dimere zeigte auch der Plasmaspiegel von F1+2 wahrend der autologen
Serumtransfusion einen raschen Anstieg (s. Abb. 12). Die hochste Konzentration wurde
unmittelbar nach Ende der Transfusion bei t = 30 min mit einem Wert von knapp 4 nmol/L
gemessen. AnschlieRend folgte ein stetiger Abfall der Konzentration, bis 24 h nach der
Transfusion der Plasmaspiegel wieder annahernd den Ausgangswert erreicht hatte und
erneut innerhalb des Referenzbereichs lag. Auch hier zeigte sich ein biphasischer Verlauf

mit einer schnellen Verteilungsphase und einer langsamen Eliminationsphase.
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Abb. 13: Konzentrations-Zeit-Kurve von TAT im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion
Das eingeschobene Diagramm stellt zusatzlich den Verlauf der Konzentration in
den ersten 6 Stunden dar. Die Konzentration von TAT zeigt nach intravenoser
Applikation des Serums einen biphasischen Verlauf beginnend unmittelbar mit
einem raschen Anstieg in den ersten 30 min und einem langsamen Abfall
innerhalb von 3 h.

Die Konzentrations-Zeit-Kurve zeigt einen steilen Kurvenanstieg des Plasmaspiegels von
TAT unmittelbar nach Beginn der Serumtransfusion mit einem Maximalwert zum Ende der
Transfusion bei t = 30 min von knapp 400 ng/ml (s. Abb. 13). AnschlielRend kam es zu
einer schnellen Elimination, bis ca. 3 h nach der Transfusion die Konzentration des TAT-
Komplexes im Plasma wieder dem Ausgangswert entsprach. Auch hier kann die Kinetik

als biphasisch beschrieben werden.
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Abb. 14: Konzentrations-Zeit-Kurve von PAP im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion
Die Konzentration von PAP zeigt nach intravendser Applikation des Serums
einen biphasischen Verlauf beginnend unmittelbar mit einem raschen Anstieg in
den ersten 30 min und einem langsamen Abfall innerhalb der folgenden 24 h.

Der Konzentrations-Zeit-Kurve von PAP (s. Abb. 14) kann entnommen werden, dass
unmittelbar vor der autologen Transfusion die Konzentration von PAP bei knapp Uber 500
ng/ml lag, was innerhalb des Referenzbereichs war. Im Verlauf der autologen
Serumtransfusion stieg die Konzentration auf einen Maximalwert von knapp 4000 ng/ml
an und begann unmittelbar nach der Transfusion stetig abzufallen. Nach 24 h lag der
Plasmaspiegel wieder im Referenzbereich. Auch hier zeigte sich ein biphasischer Verlauf

der Elimination.
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Abb. 15: Konzentrations-Zeit-Kurve von Thrombin im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion
Das eingeschobene Diagramm stellt zusatzlich den Verlauf der Konzentration
in den ersten 6 h dar. Die Konzentration von Thrombin zeigt einen minimalen
Anstieg unmittelbar nach Beginn der intravenosen Applikation mit einem
schnellen Abfall noch wahrend der ersten 30 min.

Vor der Serumtransfusion konnte Thrombin, bei keinem der Probanden im Blutplasma
nachgewiesen werden (s. Abb. 15). Unmittelbar wahrend der Transfusion zeigte sich ein
leichter Anstieg bis auf einen Maximalwert von etwa 0,04 ng/ml nach Ende der
Transfusion. In weniger als 1 h nach der ersten Messung fiel die Plasmakonzentration
stetig, bis schliel3lich das freie Thrombin im Plasma nicht mehr nachweisbar war. Bei nur
einem Probanden zeigte sich punktuell eine leichte erhohte Konzentration von Thrombin,

die sich nach 48 h nicht mehr nachweisen liel}.
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Abb. 16: Konzentrations-Zeit-Kurve von tPA im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion
Das eingeschobene Diagramm stellt zusatzlich den Verlauf der Konzentration
in den ersten 6 h dar. Die Konzentration zeigt unmittelbar nach der
intravenosen Applikation des Serums einen biphasischen Verlauf mit einem
raschen Anstieg, sowie einen raschen Abfall innerhalb der ersten Stunde.

Die Konzentration des tPAs (s. Abb. 16) unmittelbar vor der Serumtransfusion lag bei allen
Probanden innerhalb des Referenzbereichs. Nach Beginn der Transfusion zeigte sich ein
Anstieg des tPAs im Blutplasma bis zu einem Maximalwert von ca. 40 ng/ml unmittelbar
nach Ende der Transfusion, gefolgt von einem stetigen Abfall des Plasmaspiegels
innerhalb der ersten Stunde zuruck bis auf das Ausgangsniveau. Im Verlauf der folgenden
48 h lag der Plasmaspiegel des tPAs innerhalb des Referenzbereichs. Auch fur die Kinetik
des tPAs lag ein biphasischer Verlauf vor.
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Abb. 17: Konzentrations-Zeit-Kurve von PAI im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion
Die Konzentration von PAI bleibt wahrend und nach der Serumtransfusion im
Referenzbereich.

Der Plasmaspiegel von PAI lag bei allen Messungen zwischen 3,5 und 9,0 ng/ml und
damit innerhalb des Referenzbereichs (s. Abb. 17). Eine Anderung der Konzentration

durch die Serumtransfusion konnte nicht festgestellt werden.
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Abb. 18: Konzentrations-Zeit-Kurve von FIl im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion

Der Aktivitatsspiegel von Fll bleibt wahrend der Serumtransfusion im
Referenzbereich.

Faktor Il (%

Die Konzentrations-Zeit-Kurve von Fll zeigt, dass der Aktivitatsspiegel von Faktor Il bei
allen Probanden wahrend aller Messungen konstant zwischen 100 — 120 % lag (s. Abb.
18). Die Serumtransfusion fuhrte folglich nicht zu einer Aktivierung der Hamostase,

sodass es zu keinem Verbrauch von Gerinnungsfaktoren kam.
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Abb. 19: Konzentrations-Zeit-Kurve von FVII im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion

Der Aktivitatsspiegel bleibt wahrend und nach der Serumtransfusion im
Referenzbereich.

Die Konzentrations-Zeit-Kurve von FVII (s. Abb. 19) zeigt, dass der vor und nach der
Serumtransfusion gemessene Aktivitatsspiegel von Faktor VII im Blutplasma aller
Probanden im Wesentlichen zwischen 100 — 120 % lag. Dieses Ergebnis zeigt ebenfalls,
dass es durch die Serumtransfusion nicht zu einer Aktivierung der Gerinnselbildung

gekommen ist.
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Abb. 20: Konzentrations-Zeit-Kurve von FXI im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion
Der Aktivitatsspiegel von FXI bleibt wahrend der Serumtransfusion im
Referenzbereich.

Faktor XI (%)
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Die Konzentrations-Zeit-Kurve von FXI zeigt im Wesentlichen einen konstanten Verlauf,
der Aktivitatsspiegel lag wahrend des gesamten Zeitraums zwischen 90 — 100 % (s. Abb.
20). Ein Einfluss der Serumtransfusion auf den Aktivitatsspiegel von FXI lag nicht vor.
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Abb. 21: Konzentrations-Zeit-Kurve von Fibrinogen im Blutplasma wahrend und nach
der autologen Serumtransfusion
Der Fibrinogenspiegel bleibt wahrend und nach der Serumtransfusion im
Referenzbereich.

o

Der Plasmaspiegel von Fibrinogen lag bei allen Probanden vor, wahrend und nach der
Serumtransfusion im Wesentlichen konstant zwischen 250 - 300 ng/dl und damit
innerhalb der Referenzwerte (s. Abb. 21). Einen Verbrauch von Fibrinogen gab es im

Rahmen der Transfusion nicht, da es nicht zur Aktivierung der Gerinnungskaskade kam.
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Abb. 22: Konzentrations-Zeit-Kurve von Antithrombin im Blutplasma wahrend und nach
der autologen Serumtransfusion
Der Aktivitatsspiegel von Antithrombin bleibt wahrend und nach der
Serumtransfusion im Referenzbereich.
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Der Aktivitatsspiegel von AT (s. Abb. 22) lag bei allen Probanden im Wesentlichen

konstant

bei 90 — 110 %. Eine Anderung durch die Serumtransfusion konnte nicht

festgestellt werden. Damit hatte die Serumtransfusion keinen Einfluss auf die Inhibition

der Hamostase.
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Konzentrations-Zeit-Kurve von PC im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion

Der Aktivitatsspiegel von PC bleibt wahrend und nach der Serumtransfusion im
Referenzbereich.

Die Konzentrations-Zeit-Kurve zeigt, dass der Aktivitatsspiegel von PC wahrend der
gesamten Untersuchung im Wesentlichen konstant zwischen 100 — 130 % lag (s. Abb.

23). Eine
Ergebnis

Anderung durch die Serumtransfusion konnte nicht festgestellt werden. Dieses

zeigt, dass die Serumtransfusion keinen Einfluss auf die zentralen Inhibitoren

des Gerinnungssystems hatte.
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Abb. 24: Konzentrations-Zeit-Kurve von Plasminogen im Blutplasma wahrend und nach
der autologen Serumtransfusion

Der Aktivitatsspiegel von Plasminogen bleibt wahrend und nach der
Serumtransfusion im Referenzbereich.

Auch der Aktivitatsspiegel von Plasminogen lag bei allen Messungen im Bereich von
90 — 130 % (s. Abb. 24), was dem Referenzwert entsprach. Dies zeigt ebenfalls, dass die
Serumtransfusion zu keiner Aktivierung der Fibrinolyse gefuhrt hatte.
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Abb. 25: Konzentrations-Zeit-Kurve von a2AP im Blutplasma wahrend und nach der
autologen Serumtransfusion

Der Aktivitatsspiegel von a2AP bleibt wahrend und nach der Serumtransfusion
im Referenzbereich.

Die Graphik zeigt, dass der Aktivitatsspiegel von a2AP bei allen Probanden konstant und
innerhalb des Referenzbereichs zwischen 90 — 120 % lag (s. Abb. 25). Eine signifikante
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Anderung des Aktivitatsspiegels durch die Serumtransfusion konnte nicht festgestellt

werden.

3.6 Eliminationskinetik ausgewahlter Aktivierungsmarker

Unter Zuhilfenahme der PKSolver-Software erfolgte die Berechnungen der
Eliminationskinetiken auf Grundlage der erstellten Konzentrations-Zeit-Kurven (s. Tab.
17). Zur Berechnung der Parameter wurde anhand der Kurven zunachst das passende
Kompartiment-Modell ausgewahlt: fur D-Dimere, F1+2, TAT und PAP eignet sich ein
Zwei-Kompartiment-Modell, bei dem angenommen wird, dass sich die Serumpraparation
nach intravendser Gabe rasch mit dem Blut vermischt und sich anschlieRend im Gewebe
verteilt. Die jeweiligen graphischen Darstellungen der Eliminationskinetiken sind in Abb.
11 - 14 dargestellt. Zum besseren Verstandnis werden in Tab. 17 zunachst die Daten im
Median von n = 15 Probanden aufgelistet und erklart. Nachfolgend werden in Tab. 18

diese Daten geschlechtsspezifisch differenziert aufgelistet.

Tab. 17: Errechnete Parameter der Eliminationskinetiken nach Anpassung an ein Zwei-
Kompartiment-Modell fur D-Dimer, F1+2, TAT, und PAP
Die Daten sind als Median und in Klammern angegebenem Interquartilbereich
von n = 15 Probanden angegeben. t, = Halbwertszeit, AUC = Area under the
curve, CLR = Clearance, MRT = median resistance time, Vpss = Volume of
distribution at steady state. Die Einheit der AUC ist mg/I-h fur D-Dimer, nmol/l-h
fur F1+2, ng/ml-h far TAT, und fur PAP pg/ml-h.
Parameter D-Dimer F1+2 TAT PAP
tiz [h] 15,8 (13,1-23,1) 1,9 (1,3-3,6) 0,7 (0,7 -2,6) 10,8 (8,8 - 11,4)
AUC 58,6 (48,1 - 69,3) 6,6 (4,7-7,8) | 401,0(360,6 - 489,7) 37,6 (35,6 - 43,0)
CLR [ml/kg-h] 7,2 (6,4-11,9) 64,3 (57,1-81,9) | 269,7 (200,1 - 308,8) 6,2 (3,8-7,1)
MRT [h] 15,4 (13,5 - 19,4) 2,4(1,9-37) 0,9 (0,7 - 1,5) 15,2 (12,3 - 16,1)
Voss [ml/kg] 167,9 (83,4 -219,5) | 272,0 (129,8-335,1) | 242,5(180,5-294,5) | 78,0 (55,6 - 101,7)

Die Abnahme der Plasmaspiegel der Biomarker nach intravendser Verabreichung lasst
sich durch die HWZ quantitativ beschreiben. Die D-Dimere zeigten im Blutplasma im
Median eine HWZ von 15,8 h. Die HWZ alleine reicht aber nicht aus, um einen
Eliminationsvorgang zu veranschaulichen, da die Ruckverteilung aus dem peripheren
Kompartiment zurick in das zentrale Kompartiment die Geschwindigkeit des Abbaus

beeinflussen kann. Deshalb wurde als weiteres Mal} des Eliminationsvorgangs die CLR
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hinzugezogen. Sie bezeichnet die Effizienz der Elimination einer Substanz aus dem
Korper. Im Falle der D-Dimere lie® sich im Median eine CLR von 7,2 ml/kg*h ermitteln.
Eine weitere die Pharmakokinetik beschreibenden Kenngrofe ist die AUC. Sie stellt die
Flache unter der Plasmakonzentrationskurve und damit die gesamte Konzentration dar,
die dem Korper im Zeitverlauf ausgesetzt wurde. Im Falle der D-Dimere lie3 sich im
Median ein Wert von 58,6 berechnen. Mit Hilfe des Verteilungsvolumens wurden die
scheinbaren Verteilungsvorgange der Biomarker nach intravendser Applikation errechnet.
Auf Grundlage des hier vorliegenden Zwei-Kompartiment Modells muss das Vpss im
steady state, d. h. zum Zeitpunkt eines Flie3gleichgewichts, bei dem sich das gesamte
System im Gleichgewicht befindet, berechnet werden. So wird das Verteilungsvolumen
von den Eliminationsprozessen unabhangig gemacht und ermdglicht den Vergleich
innerhalb des Probandenkollektivs. Das V pss wurde im Median mit 167,9 ml/kg fur die D-
Dimere errechnet. Die MRT fasst die Verweildauer einer Substanz im Korper zusammen
und beinhaltet alle kinetischen Vorgange einschliellich der Absorption und aller
Verteilungsprozesse. Die D-Dimere zeigten im Median eine MRT von 15,4 h.

Vergleicht man die Pharmakokinetik der Biomarker untereinander, zeigten die D-Dimere
die langste HWZ, gefolgt von PAP mit einem Median von 10,8 h. Die HWZ sowohl von
F1+2 mit einem Median von 1,9 h, als auch von TAT mit einem Median von 0,7 h waren
deutlich kurzer. Die langste CLR wurde fur TAT mit einem Median von 269,7 ml/kg*h,
gefolgt von F1+2 mit einem Median von 64,3 ml/kg*h berechnet. Die CLR der D-Dimere
und PAP war deutlich geringer, zeigten aber annahernd ahnliche Werte im Median (D-
Dimere: 7,2 ml/kg*h; PAP: 6,2 ml/kg*h). Beim Vergleich der AUC lag die grote Flache
unter der Plasmakonzentrationskurve von TAT mit einem Median von 401,0. F1+2 und
TAT zeigten das grofdte Vpss von 272,0 bzw. 242,5 ml/kg, wahrend sich fur PAP mit einem
Median von 78,0 ml/kg das geringste Vpss errechnen liel3. Die MRT war bei den D-Dimeren
und PAP ahnlich und zeigte im Vergleich zu den andern Biomarkern mit einem Median
von 15,4 bzw. 15,2 die langsten Verweildauern im Korper.

In der folgenden Tab. 18 werden die bereits diskutierten Daten aus dem
vorangegangenen Abschnitt geschlechtsspezifisch differenziert. Bei der Auswertung
muss beachtet werden, dass in der vorliegenden Studie das mannliche Geschlecht mit
einer Probandenanzahl von n = 5 Probanden und das weibliche Geschlecht mit einer

Probandenanzahl von n = 10 vertreten war.
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Tab. 18:

Geschlechtsspezifische Unterschiede errechnet anhand der Parameter der

Eliminationskinetiken fir D-Dimer, F1+2, TAT, und PAP

Die Daten sind als Median und in Klammern als Interquartilbereich von n = 15
Probanden, m = mannliches Geschlecht mit n = 5 Probanden, f = weibliches
= 10 Probanden angegeben. Ausnahme: *f fur D-Dimere
Probandenanzahl f = 9. t, = Halbwertszeit, AUC = Area under the curve, CLR
= Clearance, MRT = median resistance time, Vpss = Volume of distribution at
steady state. Die Einheit der AUC ist mg/l-h fir D-Dimer, nmol/l-h fur F1+2,
ng/ml-h fur TAT, und far PAP pg/ml-h.

Geschlecht mit n

Parameter Median (IQR), n =15 (m =5; f=10; *f=9)
D-dimer F1+2 TAT PAP
t1r2 15,8 (13,1-2,1) 20(1,5-2,4) 0,74 (0,68 — 2,61) 10,8 (8,8 —11,4)
m 18,6 (14,5-19,2) 21(1,7-21) 0,72 (0,70 — 2,50) 11,2 (9,5-11,6)
* 14,4 (11,9-17,0) 1,6 (1,3-2,3) 0,74 (0,67 —2,73) 9,67 (8,7 —11,0)
(h) (h) (h) (h)
AUC 58,6 (48,1 — 69,3) 8,2(53-9,8) 401,0(360,6—489,7) 37,6 (35,6 —43,0)
m 53,9 (46,1 — 58,6) 7,5(53-7,9) 341,5(335,0-355,4) 33,1 (26,2 — 35,9)
f 61,1(50,9-69,9) 8,8(6,1-12,2) 484,9(420,6 —499,9) 39,3 (37,6 —44,2)
(mg/l-h) (nmol/I-h) (ng/mi-h) (ug/mi-h)
clearance 7,2 (6,4-11,9) 78,2 (62,7 - 102,5) 269,7(200,1 — 308,8) 6,2(3,8-7,1)
m  7,2(7,1-132) 71,6 (60,0 —78,2) 290,5(270,0 — 315,1) 7,5 (6,5 — 28,6)
f 8,1(6,2-104) 91,7 (65,8 — 119,5) 228,6(200,0 — 295,7) 5,2 (3,7-6,2)
(mlfkg-h) (mifkg-h) (mi/kg-h) (ml/kg-h)
MRT 15,4 (13,5-19,4) 2,4(1,9-2,6) 0,9 (0,7-1,5) 15,2 (12,3 -16,1)
m 17,2 (14,2 - 20,2) 24 (2,4-2)5) 0,9 (0,7-1,7) 15,5 (12,3 -16,4)
f 15,3(13,2-18,2) 21(1,6-3,1) 0,9 (0,8-1,3) 14,4 (12,5 - 15,8)
(h) (h) (h) (h)
Voss 167,9(83,4 —219,5) 185,9(129,1 —311,2) 242,5(180,5 — 294,5) 78,0 (55,6 — 101,7)
m 194,9(122,4 - 235) 185,9(120,3 - 190,1) 228,6(181,1 —256,3) 111,4(92,0 —291,3)

f

152,5(80,1 — 212,5)
(ml/kg)

214,4(141,1 — 393,9)
(ml/kg)

257,5(186,7 — 300,7)
(ml/kg)

69,2 (55,2 — 81,8)
(ml/kg)

Beim Vergleich der Eliminationskinetik zwischen Mannern und Frauen zeigen sich im
Falle der D-Dimere die grof3te Abweichung: bei den mannlichen Probanden lag die HWZ
im Median bei 18,6 (14,5 — 19,2) h, wahrend fur Frauen im Median eine HWZ von 14,4
(11,9 — 17,0) h errechnet wurde. In beiden Fallen muss die relativ grofle Spannweite
innerhalb der Geschlechter beachtet werden. AUC, MRT, CLR und Vpss zeigen im Falle
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der D-Dimere in Bezug auf den geschlechtsspezifischen Unterschied keine grof3en
Schwankungen. Auch fur F1+2 unterscheidet sich die HWZ geschlechtsspezifisch: im
Median lag die HWZ in der mannlichen Probandengruppe bei 2,1 h (1,5 — 2,4), wahrend
fur die weibliche Probandengruppe im Median eine HWZ von 1,6 (1,3 — 2,4) h errechnet
wurde. Darlber hinaus wurden fur die CLR abweichende Werte ermittelt: bei den
mannlichen Probanden lag sie fur F1+2 im Median bei 71,6 (60 — 78,2) ml/kg*h, wahrend
sie in der weiblichen Probandengruppe mit im Median 91,7 (65, 8 — 119,5) ml/kg*h hoher
war. Ebenfalls weist das Vpss fur F1+2 einen geschlechtsspezifischen Unterschied auf:
bei den mannlichen Probanden war es mit im Median von 185,9 (120,3 — 190,1) ml/kg
groRRer als bei den weiblichen Probanden mit einem Median von 214,4 (141,1 — 393,9)
ml/kg. Bei der Eliminationskinetik von PAP weist nur das Vpss einen grof3eren Unterschied
auf: fur die mannlichen Probanden wurde es mit 111,4 (92, - 291,3) ml/kg berechnet,
wahrend fur die weiblichen Probandengruppe ein deutlich geringeres Vpss mit im Median
69,2 (55,1 — 81,8) ml/kg errechnet wurde. Bei allen weiteren Parametern zeigten sich
keine grol’en Schwankungen.
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4. Diskussion

4.1 Problematik der bisher etablierten Gerinnungsuntersuchungen zur Feststellung von
thrombophilen Risikofaktoren

Zur ldentifizierung von Risikofaktoren, die zum Entstehen eines thrombophilen
Ereignisses beitragen, werden in der hamostaseologischen Routinediagnostik eine Reihe
an laborchemischen Methoden verwendet. Beispiele solcher standardisierten Methoden
sind die molekulargenetische Bestimmung der FVL-Mutation oder die Bestimmung der
Plasmaspiegel zur Feststellung eines qualitativen oder quantitativen Mangels an
Gerinnungsparametern. DarlUber hinaus konnen Aktivierungsmarker zur Beurteilung
eines hyperkoagulabilen Zustands der Gerinnung herangezogen werden. Diese
Aktivierungsmarker sind Substrate, Enzymkomplexe und Inhibitoren der Hamostase wie
beispielsweise D-Dimere, F1+2, TAT und PAP. Die haufigsten verwendeten
Aktivierungsmarker sind die D-Dimere, die in erster Linie sowohl zum Ausschluss einer
VTE als auch zur Bestimmung einer Verbrauchskoagulopathie herangezogen werden
(Taylor et al., 2001). Erhohte D-Dimere zeigen sich aber auch im Rahmen anderer
Erkrankungen, wie etwa bei Patienten mit Vorhoffimmern (Lip et al., 1996). Die
Aussagekraft der D-Dimere ist ohne einen klinischen Kontext nur gering, sodass deren
haufige Routinebestimmung wie etwa in der Notfallaufnahme zu unnétiger Diagnostik
fuhrt. Eine weitere Problematik der bisher verwendeten Tests besteht zudem darin, dass
meist nur einzelne Komponenten der Hamostase erfasst werden, von denen nicht auf den
gesamten Aktivitatszustand der Gerinnung geschlossen werden kann. Der Einsatz vieler
Aktivierungsmarker der Hamostase in der Routinediagnostik ist auch bisher nicht
standardisiert, da unter anderem kaum Arbeiten Uber deren in vivo Verhalten vorliegen.
Ein Grund fur die mangelnde Datenlage ist u.a. sowohl die Schwierigkeit der Analyse der
sich gleichzeitig wahrend der Hamostase bildenden und aufldsenden Biomarker, als auch
deren richtige Einordnung in Zusammenhang mit dem klinischen Kontext.
Wiunschenswert ware es, anhand der Plasmaspiegel von Biomarkern eine verminderte
oder erhohte Gerinnbarkeit des Blutes vorzeitig zu erkennen und dadurch bereits vor der
Manifestation eines thromboembolischen Ereignisses geeignete therapeutische
MalRnahmen zu ergreifen. Sollen aber die Plasmaspiegel solcher Biomarker zur

Beurteilung und Entscheidung beispielsweise uber die Einleitung einer Antikoagulation
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herangezogen werden, ist es zunachst notwendig, deren Verhaltensweisen und
Interaktionen im menschlichen Korper in ihrer Gesamtheit zu kennen. Aul3erdem sind die
Kenntnis Uber deren Eliminationskinetik, charakterisiert u. a. durch die HWZ, die
Clearance und das Verteilungsvolumen, ein unverzichtbares Hilfsmittel, um deren

Konzentration zum Zeitpunkt einer Blutentnahme richtig einschatzen zu konnen.

4.2 Aktivierung der Hamostase in vitro

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete experimentelle System erlaubt die Herstellung
von Stoffwechselprodukten der Hamostase in vitro innerhalb einer physiologischen
Matrix. In dem hier verwendeten System wurde nach Abnahme der Vollblutspende die
Hamostase im Serumbeutel durch Gerinnen des Blutes auf physiologische Weise
aktiviert. Im Rahmen der Gerinnselbildung wurden sowohl durch die Spaltung von
Prothrombin zu Thrombin F1+2, als auch durch die Bildung von Thrombin der TAT-
Komplexes produziert. Das vor Abnahme der Vollblutspende hinzugegebene tPA fuhrte
zur kunstlichen Aktivierung der Fibrinolyse, sodass durch Aufldsung der quervernetzten
Fibrinspaltprodukte des Gerinnsels im Serumbeutel sowohl D-Dimere, als auch PAP
produziert wurde. Nach abgelaufener Hdmostase und Zentrifugation wurden die flissigen
Bestandteile von den festen Bestandteilen getrennt, um eine reine Serumpraparation zu
gewinnen. Dieses entwickelte Testsystem erlaubt die gleichzeitige Beurteilung der auch
auf physiologische Weise intravasal gleichzeitig ablaufenden Prozesse der
Gerinnselbildung und -auflésung. Bei allen Probanden war die Aktivierung der Gerinnung
im  Serumbeutel erfolgreich — die Serumpraparationen enthielten die
Hamostaseparameter D-Dimere, F1+2, PAP und TAT, deren Konzentration 500 - 7.000-
fach hoher waren als bei intravasal ablaufender Hamostase (s.Tab.15). Durch den
Verbrauch von Gerinnungsfaktoren im Rahmen der Fibrinbildung konnte in der
Serumpraparation wie erwartet weder Fibrinogen noch a2AP nachgewiesen werden.
Zudem spiegeln sowohl die Konzentration von Thrombin im Median von 5,68 ng/ml, als
auch der Anstieg von FVlla auf einen Median von 11,25 ng/ml die Serumbildung wider.

4.3 Einfluss der Serumtransfusion auf die Gerinnung in vivo

Vor Beginn der autologen Serumtransfusion musste zunachst sichergestellt werden, dass
die enthaltenen Faktoren der Serumpraparation keine Auswirkungen auf die intravasale
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Koagulation des Blutes haben. Bereits vor vielen Jahren wurde herausgefunden, dass die
Infusion von Serum in die Blutbahn keinerlei Effekt auf das Gerinnungssystem hat
(Egeberg, 1962). In dieser Studie wurde freiwilligen Probanden 270 ml Serum Uber einen
Zeitraum von 40 min in die Blutbahn infundiert, wobei sich kein Effekt auf das
Gerinnungssystem nachweisen lief3. Allerdings zeigten andere wissenschaftliche Arbeiten
im Tiermodell, dass die Infusion von Serum zu einem prothrombogenen Effekt fuhrt:
Wessler wies 1955 nach Infusion von Serum in die abgeklemmte Vena jugularis eines
Hundes intravasal einen vorubergehenden hyperkoagulabilen Zustand nach. Einerseits
wurde der thrombogene Effekt dem Vorhandensein von aktivem Thrombin im Serum
zugeschrieben. Andererseits wurde bereits in dieser Arbeit beschrieben, dass bei der
Entstehung von Thromben zudem sowohl eine vorangegangene Schadigung des
Endothels, als auch die Stase des Blutes eine entscheidende Rolle spielte. In der hier
vorliegenden Arbeit wurde u. a. aus diesem Grund die Konzentration an Thrombin in den
Serumpraparationen gemessen. Sie zeigte im Median einen Wert von 5,68 ng/ml
(s.Tab.15). Siller-Matula et al. fuhrten 2011 eine Studie im Tiermodell zum in vivo Effekt
von Thrombin durch, bei dem sich weder durch die langsame Infusion von Thrombin bei
konstanter Rate (bis zu 1,6 U/kg/min) noch durch die Infusion von groRen Mengen
Thrombin bei geringer Rate (0,05 U/kg/min) ein prokoagulatorischer Effekt nachweisen
lieR. In der hier vorliegenden Studie wurde den Probanden 50 ml der Serumpraparation
autolog transfundiert. Berechnet man die Menge der dadurch transfundierten
Konzentration an Thrombin, ist es sehr unwahrscheinlich, dass eine Konzentration von im
Median 300 ng (= 0,9 U) Thrombin ein thromboembolisches Ereignis nach sich zieht.
Durch einen positiven Feedbackmechanismus fuhren kleine Mengen an Thrombin jedoch
zur Ausbreitung und Verstarkung der Thrombinbildung (P6tzsch und Madlener, 2010). Um
auch wahrend und nach der autologen Transfusion der Serumpraparation sicherzustellen,
dass die Transfusion zu keinem Zeitpunkt zu einer Ubermaligen endogenen
Thrombinbildung fuhrt, wurde bei allen Blutentnahmen die Thrombinkonzentration
bestimmt. Unmittelbar wahrend der Transfusion zeigte sich ein minimaler Anstieg des
Plasmaspiegels von Thrombin mit anschlieender schneller Elimination (s. Abb. 15). Am
Ende der Transfusion lag nur noch eine geringe Restmenge von 4 % vor. 48 h nach der
Transfusion war Thrombin nicht mehr nachweisbar. Wie bereits von Ruhl et al. 2012
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publiziert wurde, ist anzunehmen, dass das in der Serumpraparation vorhandene
Thrombin bereits wahrend der Serumtransfusion von AT inaktiviert wurde.

Auch FVlla kann zum Nachweis eines hyperkoagulabilen Zustands verwendet werden. Er
wird im Rahmen des extrinsischen Wegs der Gerinnungskaskade unter anderem durch
die Komplexbildung mit TF aktiviert (Vine, 2009). Der Komplex seinerseits fuhrt
nachfolgend zur Aktivierung des FX zu FXa mit der anschlieBenden Spaltung von
Prothrombin zu Thrombin unter der Bildung von F1+2. Als eindeutiger Risikofaktor fur die
Entstehung einer VTE ist er nicht gelistet, wurde aber im Zusammenhang mit
verschiedenen Erkrankungen wie etwa Gefallverschlusserkrankungen beschrieben
(Mennen et al., 1996). Dennoch ist der FVlla schon lange Gegenstand wissenschaftlicher
Forschung: bereits 1992 fuhrten Bauer et al. eine wissenschaftliche Arbeit zur Aktivierung
der Gerinnungskaskade durch die Infusion von FVlla in die Blutbahn von gesunden
Probanden durch. Sie konnten zeigen, dass die Infusion von 10 pg/kg FVlla nur zu einem
geringfugigen Anstieg von F1+2 fluhrte, die Infusion von FVlla also keine
Uberschielenden Gerinnungsaktivierung verursacht. In einer weiteren Studie zur
Pharmakokinetik von rekombinantem FVlla konnte nachgewiesen werden, dass bei der
Infusion von 160 pg/kg/KG FVlla in die Blutbahn gesunder Probanden keinerlei
thromboembolische Komplikationen auftraten (Fridberg et al., 2005). In der hier
vorliegenden Studie lag die Konzentration des in der Serumpraparation gemessenen
FVllaim Median bei 11,21 ng/ml (s. Tab. 15). Auf Grundlage der vorab erwahnten Studien
ist die Aktivierung der Gerinnungskaskade durch die Serumtransfusion bei Verwendung
einer 1.000-fach geringeren Menge FVIla unwahrscheinlich.

Auch das restliche, in der Serumpraparation vorhandene tPA, das im Rahmen der
Fibrinolyse nicht vollstandig umgesetzt wurde, hat vermutlich wahrend der
Serumtransfusion keinen Einfluss auf die Hamostase. Insbesondere die Entstehung einer
Blutung durch die Anwendung von tPA sollte unbedingt vermieden werden. Chandler et
al. zeigten im Jahr 2000, dass die Infusion von 5 pg/kg tPA zu einem Anstieg des
Plasmaspiegels von PAP fluhrte. Das durch das tPA entstandene Plasmin im Blutplasma
wurde durch Bindung an im PAP-Komplex unmittelbar nach Entstehung inaktiviert. Einen
Einfluss der tPA-Infusion auf die Plasmaspiegel von Plasminogen und a2AP, sowie
insbesondere auf die Produktion von D-Dimeren konnte von den Wissenschaftlern nicht
nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit lag die restliche Menge an tPA in der
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Serumpraparation im Median bei 38.920 ng/ml (s. Tab. 15). Berechnet man die
Gesamtmenge des durch die Serumpraparation (50 ml) infundierten tPAs, so ist die
intravasale Aktivierung der Fibrinolyse und das damit verbundene Risiko der Entstehung
einer Blutung durch Anwendung von weniger als 2 mg tPA unwahrscheinlich. Diese
Vermutung kann durch folgende klinische Anwendung von tPA gestutzt werden: nach den
Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie wird im Rahmen der Behandlung
eines Schlaganfalls zur Rekanalisierung eines Gefaldes eine Therapie mit 0,9 mg/kg tPA
empfohlen (Ragoschke-Schumm et al., 2017). Folglich wird bei einem Patienten mit 70 kg
eine Menge von 63 mg tPA verwendet; die Gesamtmenge zur gewunschten Aktivierung
der Fibrinolyse im Falle eines Gefaldverschlusses ist also im Vergleich zur hier
durchgefuhrten Studie 30-fach hoher.

4.4 Eliminationskinetik der Biomarker D-Dimere, F1+2, TAT und PAP

Wie in Abschnitt 3.6 beschrieben, war unter Berlcksichtigung der Konzentrations-Zeit-
Kurven von D-Dimer, F1+2, TAT und PAP das geeignete Modell zur Beschreibung ihrer
Eliminationskinetik ein Zwei-Kompartiment-Modell. Das Ein-Kompartiment-Modell, bei
dem die Blutbahn als einziger Verteilungsraum der Biomarker betrachtet wird und die
Plasmakonzentration nur von der applizierten Dosis und der Grolde des Verteilungsraums
abhangig ist, wird den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Eliminationen nicht gerecht.
Fir dieses Modell miusste die Plasmakonzentration in der Konzentrations-Zeit-Kurve eine
Gerade Uber die Zeit ergeben, d. h. es gabe nur eine Phase der Verteilung mit konstanter
Abnahme des Konzentrationsspiegels im Blut. Die Elimination wiurde dann der Kinetik O.
Ordnung folgen. Es zeigten sich aber bei allen vier Biomarkern nach intravenoser
Applikation der Serumpraparation zwei unterschiedliche Phasen, die sich in eine schnelle
Verteilungsphase mit einer anschlieRenden langsameren Eliminationsphase unterteilen
lassen (s. Abb. 11 - 14). Als Verteilungsraume werden in dem ausgewahlten Zwei-
Kompartiment-Modell Blut als das zentrale und Gewebe als das periphere Kompartiment
angesehen.

4.4 .1 D-Dimere und ihre Abbaukinetik

Je mehr Fibrin durch Plasmin im Rahmen der Auflosung eines Blutgerinnsels intravasal
abgebaut wird, desto hoher ist die Konzentration an D-Dimeren. Allerdings gibt der
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Nachweis einer erhohten Plasmakonzentration keine Hinweise auf den Ursprung der
Fibrinspaltung. Die Rolle der D-Dimere als Biomarker gewann in den letzten Jahren auch
aullerhalb der Diagnostik einer VTE an Bedeutung. So zeigten Sodeck et al. 2007, dass
ein negativer D-Dimer-Test eine Aortendissektion zu 100 % ausschliel3t. In der
Akutdiagnostik konnen sie zur Differentialdiagnostik wegweisend sein: bei akutem
Thoraxschmerz und einem negativem D-Dimer-Test muss zunachst eher an einen
Herzinfarkt, als an eine Aortendissektion gedacht werden (Weber et al., 2003). Auch
wurde eine erhohte D-Dimer Produktion wahrend einer Sichelzellkrise nachgewiesen
(Austin et al., 2007). Des Weiteren finden die D-Dimere Anwendung beim Ausschluss
einer zerebralen vendsen Thrombose Anwendung (Cucchiara et al., 2005). Dass eine
basale D-Dimer Produktion auch bei Gesunden ohne das Vorliegen einer Erkrankung
stattfindet, spricht fur eine physiologische kontinuierliche Bildung und Auflosung von
Fibrin. Zudem ist bekannt, dass sich die Fibrinolyse in fortgeschrittenem Alter verandert,
was die Interpretation eines erhohten Plasmaspiegels an D-Dimeren bei alteren
Menschen, die im Vergleich zur jungeren Bevodlkerung auch haufiger erkranken,
zusatzlich erschwert (Hager und Platt, 1995). Auch werden D-Dimere zur Bestimmung
uber die Dauer einer Antikoagulation verwendet (Kearon et al., 2016). Allerdings scheint
deren Plasmaspiegel abhangig von der =zur Antikoagulation verwendeten
medikamentosen Therapie zu sein: Legnani et al. beschreiben 2019, dass der
Plasmaspiegel der D-Dimere bei Verlaufskontrollen nach Antikoagulation mit DOAKS
hoher ist als bei Antikoagulation mit Vitamin-K-Antagonisten.

Fur eine bessere Beurteilbarkeit der Plasmaspiegel von D-Dimeren zum Zeitpunkt einer
Blutentnahme ist das Wissen uber deren Eliminationskinetik notwendig. Eine ausfuhrliche
Eliminationskinetik fehlt aber bis heute in der Literatur. Wie bereits erwahnt eignet sich fur
die Beschreibung der in der vorliegenden Arbeit ermittelten Elimination der D-Dimere das
Zwei-Kompartiment-Modell. Nach intravenoser Applikation beginnt der
Verteilungsvorgang im gesamten Korper (s. Abb. 11). Er ist insbesondere abhangig von
der Vaskularisierung der Organe, der Geschwindigkeit des Blutflusses und vom
Herzzeitvolumen. Nach Verteilung im Plasma, entweder in freier Form oder durch Bindung
an Plasmaproteine, penetrieren die D-Dimere in das periphere Gewebe. Die
Gewebebindung kann nur schwer direkt gemessen werden, weshalb das
Verteilungsvolumen einen indirekten Hinweis auf das Ausmal der Gewebebindung
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darstellt. Ein gro3es Verteilungsvolumen zeigt einerseits eine gute Penetration in die
peripheren Organe, andererseits eine starke Gewebebindung (Gugeler und Klotz, 2000).
Im Median lag das Vpss der D-Dimere bei 167,9 ml/kg (s. Tab. 17). Die Interquartilabstande
zeigen ein relativ hohes interindividuelles Verteilungsvolumen. Eine Erklarung dafur ist,
dass sich mit zunehmendem Gewicht durch Verschiebung der Gewichtsanteile von
Muskeln, Wasser und Fett das Verteilungsvolumen vergrof3ert. Zudem wird es beeinflusst
durch das Alter, da sich mit zunehmendem Alter der prozentuale Anteil des Korperfetts
vergroRert. Wie beschrieben, schliel3t sich dem Verteilungsprozess die Elimination an,
charakterisiert durch die Kenngrofien der HWZ und der CLR. Die Elimination der D-
Dimere folgt entsprechend einer Reaktionskinetik 1. Ordnung dosisunabhangig. Die fur
die D-Dimere ermittelte HWZ lag im Median bei 15,8 h. Bei der Beurteilung der HWZ ist
es wichtig, vorgeschaltete initiale Verteilungsprozesse zu berucksichtigen. Die
Anwendung der HWZ zur Charakterisierung der Eliminationskinetik ist bei sehr langen
HWZ nur bedingt geeignet, da der Ruckverteilungsprozess vom peripheren Gewebe
zurlck ins Blut geschwindigkeitsbestimmend sein kann. Lange HWZ konnen also durch
Variationen der Verteilung zustande kommen und sind nicht immer Folge eines langen
Eliminationsprozesses (Gugeler und Klotz, 2000).

Im Vergleich zu anderen Arbeiten ist die errechnete HWZ der D-Dimere in der
vorliegenden Studie fast doppelt so lang. Franks beschrieb 1984 anhand radioaktiv
markierter Proteine eine HWZ von 9 - 10 h. Auch fanden Hager und Platt 1995 heraus,
dass die D-Dimere nach erhohter Produktion 8 h im Korper nachweisbar sind. Ein Grund
fur die unterschiedlichen HWZ ist, dass Franks et al. ein Kollektiv von nur drei Probanden
untersuchte, was statistisch nicht belastbar ist bzw. lediglich einen Trend aufzeigen kann.
Zudem lag in der hier vorliegenden Studie sowohl eine hohe interindividuelle Variation der
HWZ, also auch ein geschlechtsspezifischer Unterschied vor: bei Frauen lag die HWZ im
Median bei 14,4 (11,9 - 17,0) h, wahrend sie bei Mannern im Median mit 18,6 (14,5 - 19,2)
h deutlich langer war (s.Tab.18). Auch hier muss beachtet werden, dass der Muskel- und
Korperfettanteil, der die Verteilungs- und Eliminationsprozesse beeinflusst, sich bei
Mannern und Frauen physiologisch deutlich unterscheidet. Da die HWZ vom
Ruckverteilungsprozess beeinflusst wird, ist ein geeigneteres Mal} zur Charakterisierung
der Elimination die CLR. Bei ihrer Berechnung wird angenommen, dass die Elimination

aus dem zentralen Kompartiment erst nach abgeschlossener Ruickverteilung aus dem
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peripheren Gewebe erfolgt. Sie ist fur die D-Dimere mit einem Median von 7,2 ml/kg*h
relativ niedrig und spricht dafur, dass ihre HWZ durch einen langen
Ruckverteilungsprozess definiert wird. Vergleichswerte liegen in der Literatur nicht vor.
Zudem ist der genaue Eliminationsmechanismus der D-Dimere bis heute nicht vollends
geklart. Ein Uber die Leber gesteuerter Abbau wird vermutet, da bei Patienten mit
Lebererkrankungen wie etwa bei der Leberzirrhose ein erhohter Plasmaspiegel vorliegt,
welcher auch bei Verschlechterung der Erkrankung fortlaufend erhoht bleibt (Cioni et al.,
1990; Saray et al., 2012). Die vollstandige Verweildauer der D-Dimere im Korper kann
zusammenfassend mit der MRT errechnet werden und zeigt einen Median von 15,4 h.

4.4.2 F1+2 und seine Abbaukinetik

Hohe Plasmakonzentrationen von F1+2 sind Hinweis auf eine Gerinnungsaktivierung und
zeigen ein erhohtes Risiko fur die Entstehung eines thrombotischen Ereignisses an. Sie
sind ein direktes Mal} fur die in vivo Thrombinbildung (Pelzer et al., 1991). Erhoht sind sie
beispielsweise im Zusammenhang mit einer Verbrauchskoagulopathie oder bei arteriellen
Verschlussen. Bisher ist nicht eindeutig geklart, wie F1+2 in der Diagnose eines
hyperkoagulabilen Zustandes eingesetzt werden kann und welche Vorteile die
Bestimmung des Konzentrationsspiegels mit sich bringt. Ota et al. stellten 2008 erhohte
Konzentration von F1+2 sowohl bei zahlreichen Patienten mit Thrombose als auch bei
gesunden Patienten fest und konnten dadurch zeigen, dass auch bei gesunden
Probanden die Konversion von Prothrombin zu Thrombin ohne klinisches Ereignis
stattfindet. Auch wurde beschrieben, dass sich der Konzentrationsspiegel zur
Uberwachung der Effektivitat einer Antikoagulation mit Vitamin K-Antagonisten eignet
(Bruhn et al. 1993). |hre Verwendung zur Therapiekontrolle konnte sich im klinischen
Alltag bis heute aber nicht durchsetzen, da der Nachweisprozess im Vergleich zum
schnell verfugbaren D-Dimer-Test wesentlich langer dauert. Zur Beschreibung des in vivo
Verhalten von F1+2 und insbesondere zur Eliminationskinetik sind bis heute nur wenige
Daten in der Literatur vorhanden. Wie bereits erwahnt richtet sich die Verteilung von F1+2
nach intravendser Applikation nach einem Zwei-Kompartiment-Modell (s. Abb. 12). Das
im Vergleich zu den D-Dimeren errechnete hohe Verteilungsvolumen von 272,0 ml/kg
spricht fur eine sehr gute Penetration in das periphere Gewebe (s. Tab. 17). Aufgrund der

errechneten kurzen HWZ fir F1+2 mit im Median von 1,9 h gilt dies auch fur die
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Ruckverteilung vom peripheren ins zentrale Kompartiment. Die Elimination aus dem
zentralen Kompartiment erfolgt entsprechend der Reaktion 1. Ordnung. Die ermittelten
Werte fur die HWZ sind vergleichbar mit den wenig in der Literatur angegebenen HWZ:
Bauer et al. errechneten 1988 anhand eines Radioimmunoassays fur F1+2 eine HWZ von
90 min. Dazu wurde ein an F1+2 gekoppelter Antikorper intravends appliziert und die
Elimination Uber mehrere Blutabnahmen innerhalb von 6 h bestimmt. Bei der Berechnung
der HWZ ist es notwendig, dass die Messung der Plasmaspiegel Uber einen ausreichend
langen Zeitraum erfolgt, da andernfalls ihre vollstandige Erfassung nicht gewahrleistet
werden kann (Poon, 2006). Diese Uberlegung konnte erklaren, warum die in der
vorliegenden Arbeit ermittelte HWZ far F1+2 mit 1,9 h gemessen uber 48 h im Vergleich
zur Studie von Bauer et al. mit einer Erfassung von 6 h geringfugig langer ist.

In der Literatur ist eine Methode beschrieben, bei der die Eliminationskinetik von F1+2 mit
Hilfe eines Computermodells errechnet wurde: in der Arbeit von Chandler und Velan
wurde 2003 die in vivo Thrombin- und Fibrinbildung anhand der Plasmaspiegel von F1+2,
TAT und dem Fibrinogenpeptid A im Verlauf einer kardiopulmonalen Bypassoperation
gemessen. Anhand eines das Gefaldsystem darstellenden Computermodells wurde die
Bildung eines Thrombinmolekuls sowohl mit der Entstehung eines F1+2 und eines TAT
berechnet und anschlieRend eine Pharmakokinetik erstellt. Die errechnete HWZ mit 88
+ 24 min ist trotz der unterschiedlichen Methodik mit dem Ergebnis der vorliegenden
Studie vergleichbar. Die Ausscheidung von F1+2 erfolgt hauptsachlich Gber die Niere
durch glomerulare Filtration und ist demzufolge altersabhangig (Bezeaud et al., 1978).
Die CLR von F1+2 mit im Median 64,3 ml/kg*h ist im Vergleich zu den D-Dimeren deutlich
groler. Die kurze HWZ, das hohe Verteilungsvolumen, sowie die schnelle CLR fluhrt zu
der geringen MRT von F1+2 mit im Median 2,4 h.

4.4.3 TAT und seine Abbaukinetik

Wie bereits erwahnt kommt Thrombin intravasal in freier Form kaum vor, da es unmittelbar
nach Bildung im TAT-Komplex an AT gebunden wird. Ist zusatzlich Heparin vorhanden,
wird dieser Vorgang beschleunigt. Erhohte Plasmaspiegel von TAT konnen im
Zusammenhang mit Erkrankungen, die mit einer gesteigerten intravasalen Gerinnung
einhergehen, gemessen werden und spiegeln das Ausmal} der intravasalen Gerinnung

wider. Erhohte Plasmaspiegel von TAT wurden aber auch bei Patienten mit Diabetes
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mellitus gemessen (Yano et al., 2003). Interessanterweise zeigt sich in einigen Fallen bei
Patienten mit Koronararterienverschluss ein erhdhter TAT-Konzentrationsspiegel nach
Einleitung einer fibrinolytischen Therapie (Schaer, 1987). Auch konnte nachgewiesen
werden, dass es bei Patientin, bei denen 90 min nach der Einleitung einer fibrinolytischen
Therapie ein erhohter TAT-Konzentrationsspiegeln gemessen wurde, zu einem erneuten
Gefaldverschluss oder zu keiner erfolgreichen Rekanalisation des Gefales kam (Gulba et
al., 1991).

Uber die Eliminationskinetik von TAT liegen in der Literatur kaum Daten vor. Die
Verteilung von TAT erfolgt nach intravendser Applikation ebenfalls nach dem Zwei-
Kompartiment-Modell (s. Abb. 13). Das grof3e Verteilungsvolumen mit einem Median von
242,5 ml/kg ist vergleichbar mit dem von F1+2. Die Elimination erfolgt ebenfalls nach der
Reaktion 1. Ordnung. Die errechnete HWZ von TAT lag im Median bei 0,74 h (s. Tab. 17).
Vergleichbare HWZ sind bis dato nur anhand von Tiermodellen errechnet worden: Reeve
et al. fuhrten 1981 eine Studie zum AT-Metabolismus durch und konnten nach Injektion
von mit radioaktiv markiertem AT in die Venen eines Hundes fur TAT eine HWZ von 30
min errechnen. Ebenfalls injizierten Shifman und Pizzo 1982 radioaktiv markiertes AT in
das Blutsystem von Mausen und errechneten eine HWZ fur TAT von 2 - 3,5 min. Hingegen
war das Ergebnis bei Vogel et al. 1979 nach Injektion von radioaktiv markiertem AT in die
Vene von Kaninchen eine HWZ fur TAT von 2 - 11 h. Die voneinander abweichende
Durchfuhrung der Studien, sowie die Verwendung unterschiedlicher Tiermodelle mit stark
differierenden Blutvolumina bzw. hiermit verbundenen Messunsicherheiten erschweren
die Vergleichbarkeit der genannten HWZ. Die einzige in der Literatur vorliegende Studie
zur HWZ von TAT im Menschen ist die bereits erwahnte in silico Studie von Chandler und
Velan aus dem Jahr 2003, bei der anhand eines Computermodells eine im Vergleich zur
vorliegenden Studie deutlich kirzere HWZ fur TAT von 9 + 6 min errechnet wurde. Eine
Erklarung fur die unterschiedlichen HWZ ist, dass die Plasmaspiegel bei Chandler et al.
im Rahmen einer Bypass-Operation gemessen wurden, wahrend derer auch hohe Dosen
an unfraktioniertem Heparin appliziert wurden. Dies fuhrt in der Konsequenz zu einer
deutlichen Beschleunigung der Inaktivierung von Thrombin, weshalb anzunehmen ist,
dass TAT in Anwesenheit von Heparin auch schneller eliminiert wird. Der genaue
Mechanismus der Elimination von TAT ist noch unbekannt.
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4.4 .4 Eliminationskinetik von PAP

Freies Plasmin kommt, in Analogie zu Thrombin, im Blut kaum vor, da es unmittelbar nach
seiner Bildung direkt in einem Komplex mit seinem Inhibitor gebunden wird. Die
Konzentration von PAP im Blutplasma ist daher ein Mal} fur die fibrinolytische Aktivitat in
der Blutbahn. Cushman et al. konnten 1999 erhohte PAP-Konzentrationen bei Patienten
mit einem Myokardinfarkt nachweisen. In der hier vorliegenden Arbeit zeigte PAP nach
intravenoser Applikation das geringste Verteilungsvolumen mit im Median 78,0 ml/kg (s.
Tab. 17). Sein geringes Verteilungsvolumen bedeutet, dass PAP wahrscheinlich in hohem
Male an Blutbestandteile gebunden ist und die Penetration ins periphere Gewebe durch
beispielsweise eine schlechte Membrangangigkeit nur sehr langsam ablauft (Gugeler und
Klotz, 2000). Der sehr lang andauernde Verteilungsprozess, lasst sich auch anhand der
Konzentrations-Zeit-Kurve ablesen: weil die Verteilung nach intravendser Applikation sehr
gering ist, fallt der Plasmaspiegel auch nur sehr langsam ab (s. Abb. 14). Da sich aus der
CLR und dem Verteilungsvolumen die HWZ berechnen lasst, ist diese mitim Median 10,8
h ebenfalls sehr lang. Durch die lange HWZ und die sehr geringen CLR mit im Median 6,2
ml/kg*h lasst sich auch die hohe MRT mit im Median von 15,2 h erklaren.

Die HWZ von PAP wurde 1979 in einer Studie von Collen und D. Wiman untersucht, indem
mit radioaktiviertem lod markiertes AP intravends sowohl in Patienten, die eine
thrombolytische Therapie erhielten, als auch in die Blutbahnen von Mitgliedern einer
gesunden Kontrollgruppe appliziert wurde. Die HWZ wurde anhand der Abnahme der
Konzentration radioaktiv markierten Antiplasmins im Plasma gemessen. Die errechnete
HWZ von ca. 12 h ist vergleichbar mit der in der vorliegenden Studie gemessenen HWZ
von im Median 10,8 h (s. Tab. 17).

In einer weiteren Studie errechneten Chandler et al. 2000 eine HWZ fur PAP von 4,5 h.
Sie infundierten elf gesunden Probanden einen Bolus von 5 pg/kg tPA und bestimmten
die HWZ Uber die Abnahme des Plasmaspiegels durch sequentielle Blutentnahmen tber
6 h nach Infusion. Wie bereits erwahnt und von Poon 2006 beschrieben, kdnnte die HWZ
auch hier durch eine zu kurze Aufzeichnung der Plasmaspiegel unterschatzt worden sein.
In der vorliegenden Arbeit enthielt die Serumpraparation eine geringe Menge an tPA,
sodass eine intravasale Bildung von Plasmin und die damit verbundene Produktion von
PAP durch die Transfusion nicht vollends ausgeschlossen werden kann. Da die

Konzentration des tPA im Plasma aber nur unmittelbar wahrend der Serumtransfusion
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kurzzeitig erhoht war, ist das Risiko fur die Entstehung einer Blutung durch die verbliebene
Menge an tPA sehr gering. Zudem liegt die HWZ von tPA bei 5 — 10 min, was bedeutet,
dass das im Rahmen der Serumtransfusion verabreichte tPA schnell eliminiert wird und
nicht mehr zur Produktion von intravasalem PAP beitragen kann (Verstraete et al., 1985).
Demzufolge ist es auch unwahrscheinlich, dass durch das noch in der Serumpraparation
vorhandene tPA die Eliminationskinetik von PAP verlangert wird. Der genaue
Mechanismus der Elimination von PAP ist bis heute unbekannt. Gonias et al. fanden 1982

Hinweise darauf, dass die Elimination Uber die Leber erfolgt.

4.5 Fazit und Ausblick

Die laborchemische Analyse von verschiedenen Biomarkern kann zur Einschatzung eines
erhohten Thromboserisikos herangezogen werden. Mit der entsprechenden Kenntnis
uber inre Eliminationskinetik kann das Ausmalf} der Gerinnungsaktivierung zum Zeitpunkt
einer Blutentnahme besser eingeschatzt werden. Insbesondere bieten die kurzen HWZ
von F1+2 und TAT die Moglichkeit, eine kurzfristige Bildung von intravasalem Thrombin
nachzuweisen, was die Aktivierung der Gerinnungskaskade widerspiegelt. Auch eignen
sich D-Dimere und PAP als Biomarker zur Beobachtung der Fibrinolyse, allerdings
aufgrund ihrer langen HWZ eher als Langzeitmarker. Ubertragt man die Ergebnisse der
vorliegenden Studie auf den klinischen Alltag, konnen bei Patienten mit erhohten D-
Dimeren zur weiteren Differenzierung die Biomarker F1+2, TAT und PAP bestimmt
werden. Sind alle Marker erhoht, liegt ein hyperkoagulabiler Zustand vor, der die
Einleitung einer medikamentdsen Therapie nach sich ziehen sollte. Zeigen sie jedoch
einen Normalbefund, konnten die erhohten Plasmaspiegel der D-Dimere das Resultat der
Umverteilung der D-Dimere vom peripheren in das zentrale Kompartiment im Rahmen
ihrer Elimination sein. Hier wirde die Einleitung einer antikoagulatorischen Therapie ggf.
zu einem erhohten Blutungsrisiko fuhren.

Die im Rahmen dieser Studie etablierte Methode, welche vollstandig ohne radioaktive
Markierung und den damit verbundenen Risiken funktioniert, bietet zudem eine neuartige
Testmethode, um die Eliminationskinetik in vivo im gesamtheitlichen Ansatz zu
betrachten. Dies spiegelt die in vivo-Situation besser wider als die bisher zur Verfligung
stehenden Testsysteme, die in der Regel nur Ausschnitte aus dem komplexen
Zusammenspiel der Hamostase analysieren. Es ware denkbar, dieses Testsystem bei
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Patienten anzuwenden, die aufgrund einer chronischen Erkrankung eine eingeschrankte
Eliminationsfahigkeit der Leber oder Nieren zeigen. Weiterhin kdnnte man dieses System
auf Patienten mit genetisch-bedingten Erkrankungen des Gerinnungssystems, wie
beispielsweise die angeborenen oder erworbenen Thromophilien anwenden, um
herauszufinden, ob die jeweiligen Erkrankungen Einfluss auf die Eliminationsprozesse

von Hamostaseparameter haben.
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5. Zusammenfassung

Die Inzidenz der VTE ist in den letzten Jahren angestiegen. Die zugrundeliegenden
Faktoren sind multifaktorieller Genese und beinhalten sowohl genetisch bedingte
Erkrankungen als auch voribergehende Risiken, wie etwa Immobilisation nach
operativen Eingriffen oder Tumorerkrankungen. Trotz der zur Verfugung stehenden
Analysemethoden zur Feststellung einer VTE ist die Diagnostik in vielen Fallen
unzuverlassig und erschwert die Entscheidung uber die Einleitung oder FortfiUhrung einer
medikamentosen Antikoagulation. Dem Nutzen der Antikoagulation zur Verhinderung
eines thromboembolischen Ereignisses steht das Risiko einer Blutung gegenuber.
Deshalb sollte ihr Einsatz patientenindividuell und abhangig von situativen Risikofaktoren
entschieden werden.

Ein Ansatz, um das Aktivierungsniveau der Gerinnung besser einschatzen zu konnen, ist
die laboranalytische Bestimmung von Stoffwechselprodukten wie Enzymen, Inhibitoren
oder Komplexen der Hamostase, die auch als Biomarker bezeichnet werden. Bisher fehlt
eine ausreichende Charakterisierung solcher Biomarker, da ihre vollstandige in vivo
Erfassung durch die intravasal gleichzeitig ablaufenden Prozesse der Gerinnselbildung
und Fibrinolyse mit den bisher etablierten Testmethoden nicht mdoglich ist. In der
vorliegenden Studie wurde ein Testsystem entwickelt, das die gleichzeitige Messung und
Quantifizierung verschiedener Biomarker der Gerinnselbildung und Fibrinolyse ohne
Einsatz einer den Organismus belastenden radioaktiven Detektionsmethode erlaubt. Fir
dieses Vorhaben wurde von 15 Probanden aus je einer Vollblutspende in mehreren
Schritten Serum gewonnen. Durch den vorausgegangenen Gerinnungsprozess enthalt
das Serum die verschiedenen Biomarker der Hamostase in hoher Konzentration. Damit
die Serumpraparation nicht nur die Marker der Gerinnungsaktivierung, sondern auch
Marker der Fibrinolyseaktivierung enthalt, wurde die Vollblutspende der Probanden mit
tPA versetzt, welches das sich bildende Gerinnsel auflost. Zur Beobachtung der
Eliminationskinetik ausgewahlter Biomarker wurde die Serumpraparation uber einen
Zeitraum von 30 min autolog transfundiert und die Konzentrationsspiegel der Biomarker
durch aufeinanderfolgende Blutentnahmen uber 48 h bestimmt. Die Transfusionen
wurden von allen Probanden gut vertragen und hatte keine Auswirkung auf die Aktivierung
der Gerinnungskaskade, da u.a. eine endogene Thrombinbildung wahrend und auch nach
der Infusion nicht nachgewiesen werden konnte. Anhand des Verhaltens der
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Plasmakonzentrationen wurden Konzentrations-Zeit-Kurven erstellt, die als Grundlage fur
die Berechnung der Eliminationskinetik von F1+2, TAT, PAP und der D-Dimere verwendet
wurden. Unmittelbar nach der autologen Transfusion konnte fur alle vier Biomarker ein
starker Anstieg der Konzentration gefolgt von einem raschen Abfall gemessen werden.
Das fur die Beschreibung der Eliminationskinetik passende Modell war ein Zwei-
Kompartiment-Modell mit einer schnellen Verteilungsphase und einer langsamen
Eliminationsphase. Die anhand des Modells errechneten HWZ fur F1+2 lag im Median bei
1,0 (1,3 - 3,6) h, fur TAT bei 0,7 (0,7 - 2,6) h, fir PAP bei 10,8 (8,8 - 11,4) h und fir D-
Dimer bei 15,8 (13,1 - 23,1) h. Die Daten =zeigen, dass auf Basis der
Plasmakonzentrationen von Biomarkern der Zustand der Hamostase zuverlassiger
eingeschatzt werden kann. Zudem eignen sie sich sowohl zu differentialdiagnostischen

Zwecken, als auch als Entscheidungskriterium fur die Dauer einer Antikoagulation.
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