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1 Einleitung

Thromboembolische Ereignisse und Lungenembolien gehéren nach wie vor zu den
haufigsten Todesursachen im Krankenhaus. Ein Schwerpunkt der therapeutischen
Zielrichtung ist daher die Prophylaxe vendser Thrombosen sowie die Lyse
entstandener Thromben.

1.1 Gerinnungshemmung mit Heparin

Im Mittelpunkt der Forschung standen viele Jahre der Wirkstoff Heparin und seine
Analoga. Auch heute noch gehort Heparin zu den am haufigsten eingesetzten
Medikamenten. Es  beschleunigt die  physiologische = Hemmung von

Gerinnungsfaktoren und greift an zentraler Stelle in die Gerinnungskaskade ein.

Heparin bedingt die Aktivierung des koérpereigenen Proteins Antithrombin Il
(Antithrombin). Antithrombin ist der starkste physiologische indirekte Inhibitor der
Gerinnung. Dieses bindet irreversibel an die aktivierten Gerinnungsfaktoren X (Faktor
Xa) und Il (Faktor lla), die im enzymatischen Zentrum die Aminosaure Serin
enthalten [58]. Durch die Bindung an Antithrombin werden sie inaktiviert. Heparin
beschleunigt die physiologisch langsam verlaufende Bindung von Antithrombin an
die Gerinnungsfaktoren und inhibiert somit die Gerinnungskaskade an zentraler
Stelle. Im Rahmen eines Antithrombin-Mangels kann Heparin  seine

antikoagulatorische Wirkung nicht entfalten.

Zur Veranschaulichung dient die nachfolgende vereinfachte Darstellung der
Gerinnungskaskade. Die beiden Hauptangriffspunkte von Heparin sind durch
Dreiecke markiert. Neben den hier gezeigten hat der Antithrombin-Heparin-Komplex

zahlreiche weitere Angriffspunkte.
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Abbildung 1: vereinfachte Darstellung der Gerinnungskaskade und
Einflussmdglichkeit von Heparin und Danaparoid

Bei der Therapie mit Heparin kann es allerdings zu unerwinschten
Arzneimittelwirkungen kommen. Die haufigste Nebenwirkung von Heparin ist die

Blutung. Es konnen zudem reversibler Haarausfall, Osteoporose und ein

Transaminasenanstieg auftreten.

1.2 Heparin-induzierte Thrombozytopenie

Eine der schwerwiegendsten ungewollten Folgen ist die Auslosung einer Heparin-
induzierten Thrombozytopenie (HIT). Eine HIT tritt bei etwa 1-5% der mit
unfraktioniertem Heparin (UFH) behandelten Patienten auf. Unter einer Behandlung
mit niedermolekularen Heparinen (low molecular weight heparin, LMWH) tritt sie

seltener auf. Es kommt hierbei zu einem Abfall der Thrombozytenzahl unter
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150.000/001 bzw. um mindestens 30% vom Ausgangswert vor Aufnahme der
Heparingabe [22,32,51].

Es sind zwei Formen der Heparin-induzierten Thrombozytopenie zu
unterscheiden[44]. Sie beruhen auf verschiedenen Pathomechanismen. Im
englischen Sprachraum wird zusétzlich das ,HIT mit Thrombose“-Syndrom (HITTS)
(auch bekannt als white clot syndrome®) abgegrenzt. Durch Heparin ausgeloste

paradoxe thromboembolische Komplikationen kdnnen tédlich enden.

1.2.1 Pathophysiologie der HIT

Eine HIT vom Typ | tritt in den ersten Tagen bei etwa 10% der mit UFH behandelten
Patienten und bei 2% der mit LMWH behandelten Patienten auf. 2 bis 10 Tage nach
der Heparin-Applikation kommt es zu einem dosisabhéngigen Abfall des
Thrombozytenwertes. Dieser sinkt meist nicht unter 100.000/01 bzw. um mehr als
30% des Ausgangswertes. Es gibt keinen Hinweis dafiir, dass es sich hierbei um
einen immunologischen Prozess handelt. Ursachlich scheint eine erhdhte
proaggregatorische intrinsische Aktivitdt von Heparin zu sein [32]. Es kommt zu einer
gesteigerten ADP-abhangigen Aktivierbarkeit von Thrombozyten und einem dadurch

gesteigerten Verbrauch [44].

Eine Heparin-induzierte Thrombozytopenie vom Typ Il als Komplikation der Heparin-
Therapie tritt dosisunabhangig bei 3% unter UFH und bei etwa 1% unter LMWH auf.
Die HIT 1l ist die haufigste Antikorper-induzierte Arzneimittelnebenwirkung. Es
handelt  sich um eine dosisunabhangige immunologisch bedingte
Spatthrombozytopenie, die bei unsensibilisierten Patienten nach 6 bis 14 Tagen in
Erscheinung tritt. Bei sensibilisierten Patienten tritt sie bereits friher auf. Zu
beobachten ist dann ein Abfall der Thrombozytenzahl unter 100.000/01 bzw. ein

Abfall des Ausgangswertes um mehr als 50%.

Pathophysiologisch kommt es zu einer Bildung stéchiometrischer Komplexe aus
Plattchenfaktor 4 (PF4) und Heparin [19]. Antikorper, normalerweise der IgG-Klasse,
interagieren mit diesem Komplex aus Heparin und PF4 [5,7,40,42]. Sie werden auch
als HIT-Antikorper bezeichnet. Nachfolgend binden die aus dem Neuantigen

Heparin-PF4 [7] und den HIT-Antikbrpern gebildeten Immunkomplexe an



Elimination von Danaparoid mittels Filtration Seite 3

Thrombozyten [7,21,50] und Endothelzellen[9,22,42,67]. Es kommt dann zu einer
Freisetzung von Thromboxan und prokoagulatorischen Mikropartikeln aus aktivierten
Thrombozyten [21]. Die Heparin-induzierte Plattchen-Aktivierung wird durch den
Fc-Rezeptor (F.ogRIla, CD32) [41,44] auf Thrombozyten vermittelt[9,17,50].

Statt PF4 kdnnen auch Komplexe aus dem verwandten Chemokinin Interleukin 8 und
neutrophilen aktivierendes Peptid mit Heparin die Bildung von HIT-Antikdrpern

auslosen [6].

Das ursprunglich immunologische Geschehen fuhrt auf diesem Weg zu
thrombotischen Komplikationen. Gleichzeitig werden der thrombozytare und der
plasmatische Pfad der Gerinnung aktiviert. Nach einer Studie von Ganzer et al.
kommt es bei 50% aller HIT II-Patienten sowohl zur Bildung von HIT-Antikdrpern als
auch zu thromboembolischen Komplikationen. Bei 15% der HIT Il Patienten kommt

es zur Thromboembolie, ohne dass sich HIT-AntikGrper nachweisen lassen [34].

Um thromboembolische Komplikationen verhindern zu kénnen, ist eine frihe
Diagnose unerlaRlich. Unzureichende Kenntnis der HIT 1l und die dementsprechend
spate Diagnosestellung zogen friher eine hohe Mortalitéat nach sich [37]. Ohne eine
alternative antikoagulative Therapie endet die HIT in bis zu 30% letal[32]. Der
Kenntnisstand hat sich in den letzten Jahren jedoch verbessert und die Haufigkeit
der Folgekomplikationen hat dadurch deutlich abgenommen [37]. Dazu hat
wesentlich auch der Einsatz geeigneter alternativer Antikoagulanzien wie Danaparoid

und Lepirudin beigetragen.

1.2.2 Diagnosesicherung der HIT

Um thromboembolischen Komplikationen vorbeugen zu konnen, ist eine frihe
Diagnosestellung erforderlich. Die Diagnosestellung einer HIT vom Typ |l basiert auf

klinischen Zeichen und labordiagnostischen Testverfahren.

Zur Klinischen Diagnose kann ein Score-System von Greinacher et al. herangezogen
werden[38]. Dabei werden fur das Auftreten klinischer Symptome oder
Laborkonstellationen ein oder zwei Punkte vergeben. Bei bereits vorhandenen

Sepsiszeichen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und bei Weiterbestehen der
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Thromboembolien trotz Absetzens von Heparin wird jeweils ein Punkt abgezogen.
Die Kriterien sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst. Ein totaler Score
zwischen sechs und acht macht eine HIT als Diagnose sehr wahrscheinlich. Eine
Summe zwischen vier und finf macht die Diagnose HIT moglich. Ein Wert zwischen

null und drei wiederum macht die HIT als Diagnose unwahrscheinlich.

jeweils 2 Punkte jeweils 1 Punkt jeweils Abzug 1 Punktes

(.minus 1 Punkt*)

Absinken des . .
Abfallen der Thrombozytenzahl | Septische Erscheinungen zur
Thrombozytenwertes unter 50% . )
um 30-50% Zeit der Diagnosestellung
des Ausgangswertes

Zeitraum vom Therapiebeginn )
Weiterbestehende
bis zum Auftreten der HIT <5 Entziindliche Hautreaktion an
) o Thromboembolien trotz
Tage bzw. < 4 Tage bei der Injektionsstelle i
- ) ) Absetzens von Heparin
Reexposition mit Heparin

Normalisierung des
Thrombozytenwertes innerhalb
von 10 Tagen nach Absetzen

von Heparin

Thromboembolische
Komplikationen wahrend

Heparin-Therapie

Tabelle 1: Diagnosekriterien der HIT nach Greinacher [38]

Neben dem Klinischen Bild kdnnen schlie3lich Labortestverfahren herangezogen

werden, um die Diagnose einer HIT zu sichern.
Die wichtigsten Verfahren sollen hier dargestellt werden.

Das ELISA-Verfahren (enzyme-linked immunosorbent assay) beruht auf dem
Nachweis von Heparin-PF4-Komplexen [4,38]. Standardisiert sind weiterhin ein
Plattchen-Aggregationstest sowie der Heparin-induzierte Plattchen-Aktivierungstest

(HIPA) [4,25,38,42]. Die Assays beruhen auf dem Nachweis einer Kreuzreaktion mit
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den HIT-Antikérpern. Es ist jedoch zu beachten, dass die Sensitivitat dieser Assays
keinesfalls 100% erreicht und so bei einem negativen Testergebnis eine HIT nicht

automatisch ausgeschlossen werden darf.

Weitere Nachweismethoden beruhen schlie3lich auf dem Nachweis von Serotonin,
welches durch die Heparin-abhangigen Antikdrper aus Thrombozyten freigesetzt
wird [18]. Mittels HPLC (Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie) laf3t sich diese
Serotonin-Freisetzung aus  Spender-Thrombozyten in  Gegenwart von
Patientenserum und Heparin nachweisen. Ersten Studienergebnissen zufolge liegt
die Spezifitat fur diesen Test bei 100% und die Sensitivitat bei 94,7% [52].

Basierend auf den Erfahrungen von Lindhoff-Last [24] ergdbe die Bestimmung des
D-Dimer-Spiegels zusatzliche Informationen. Bei HIT Il-Patienten kame es aufgrund
des prathrombotischen Zustandes zu einer Aktivierung der plasmatischen Gerinnung
und einer Freisetzung von Thrombin. Folge sei ein D-Dimer-Anstieg. Ein negativer D-
Dimer-Test mache somit das Vorliegen einer akuten HIT weniger

wahrscheinlich [24].

1.2.3 Therapie der HIT

Im Falle einer HIT muss die Gabe von Heparin beendet und dieses durch ein
Alternativ-Antikoagulans ersetzt werden. Ein mit den Heparin-Antikérpern

kreuzreagierendes Antikoagulans kommt dabei nicht in Frage.

Friher wurden LMWH als Alternative eingesetzt. Untersuchungen zeigten jedoch
eine Kreuzreaktion mit den HIT-Antikérpern. Sie wurde in vitro unter Anwendung von
sensitiven Assays in 90% der Falle nachgewiesen [19,41]. Ein Gebrauch von LMWH
kénnte auf diese Weise die HIT potenzieren. LMWH sind aus diesem Grund bei einer

vorliegenden HIT kontraindiziert und werden deshalb nicht mehr verwendet.

Danaparoid zeigt demgegentber in weniger als 10% eine Kreuzreaktivitat [18,20].
Dadurch ist das Entstehen einer HIT wesentlich seltener. Danaparoid kann

infolgedessen beim Vorliegen einer HIT vom Typ Il eingesetzt werden.

Die HIT gehort zu den Hauptindikationen fir Danaparoid.
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1.3 Danaparoid als Alternativantikoagulans

1.3.1 Struktur von Danaparoid

Danaparoid-Natrium ©rg 10172, Lomoparan) wurde 1976 synthetisiert und kam

1983 erstmals am Menschen im Rahmen einer HIT 1l zum Einsatz [46].

Danaparoid gehort zu der Gruppe der Heparin-ahnlichen Substanzen, den
sogenannten Heparinoiden. Es wird wie Heparin aus Schweinemukosa
gewonnen [46,58]. Reinigungsprozesse stellen sicher, dass es keine Verunreinigung
mit Heparin gibt. Danaparoid ist somit frei von Heparin und Heparinbestandteilen.
Nur deshalb kann der Wirkstoff als Alternativ-Antikoagulans bei der HIT eingesetzt

werden. Dieser Tatsache verdankt Danaparoid seine heutige Bedeutung.

Hauptbestandteil des Glykosaminoglykans ist Heparansulfat (84%). Dieses hat eine
hohe Affinitdt zu Antithrombin [58]. Weitere Bestandteile von Danaparoid sind
Dermatansulfat (12%) und Chondroitinsulfat (4%)[1]. Die sich wiederholende
Haupteinheit Heparansulfat besteht vorzugsweise aus Glukuronsaure, indessen UFH
und LMWH hauptsachlich Iduronsdure-2-Sulfat enthalten[35]. Die chemische
Struktur ist in Abbildung 2 dargestellt.

OH

503 COCH3g

(LMW) Heparin Orgaran

Abbildung 2: Die sich wiederholenden Disaccharideinheit besteht bei LMW-Heparin
aus Glukosamino-N-Sulfat (links) und Iduronséaure (rechts); bei Danaparoid hingegen
aus N-Acetyl-Glukosamin (links) und Glukuronsaure (rechts) [16].
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Das mittlere Molekulargewicht von Danaparoid liegt bei 6000 Dalton [3]. Es enthalt
eine im Vergleich zu Heparinen geringe Ladungsdichte und einen niedrigeren
Sulfatierungsgrad. Dieser liegt fir Heparine bei 2,0-2,5, fur Danaparoid bei 1,0-
1,5[16]. Dies beeinflusst das Ausmall der Bindung an Plasmaproteine und
Thrombozyten und tragt auf diese Weise zum pharmakologischen Profil von

Danaparoid bei [12]. Danaparoid bindet nicht an Plasmaproteine oder Plattchen[16].

Der geringe Sulfatierungsgrad und das im Verhéltnis zu UFH geringe
Molekulargewicht von 6000 Dalton von Danaparoid erklaren weiterhin die fur die
Therapie der HIT bedeutsame geringe Kreuzreaktivitat mit den HIT-Antikorpern.
Denn nach Kelton et al. fihren beide Faktoren zu einer geringen
Kreuzreaktivitat [50].

Vor Beginn der Danaparoidtherapie sollte die in vitro Kreuzreaktivitat
ausgeschlossen werden, auch wenn eine in vitro nachgewiesene Kreuzreaktion

keine sichere Aussage Uber das klinische Verhalten zulasst [70].

1.3.2 Wirkprinzip

Wie Heparin entfaltet Danaparoid seine Wirkung Uber Katalysierung von
Serinprotease-Inhibitoren, sogenannten Serpinen, welche aktivierte
Gerinnungsfaktoren hemmen [58]. Die antithrombotische Wirkung von Danaparoid
wird Uber die durch Antithrombin Il vermittelte Hemmung des Faktors Xa erreicht
(vgl. Abbildung 1, Seite 2). Diese Anti-Xa-Aktivitdt wird auf die Wirkung von
Heparansulfat zurtckgefihrt [47], welches eine hohe Affinitat zZu
Antithrombin besitzt [58]. Dermatansulfat wird fir die Anti-lla-Aktivitdt von
Danaparoid verantwortlich gemacht[47]. Diese wird dber Antithrombin 1l und
Heparin-Kofaktor 11 vermittelt. Danaparoid inhibiert ferner die Generierung des
Faktors lla (llaGl) [70] und die Produktion von Thromboxan B2 [18], die durch die
Heparin-assoziierten Antikorper induziert wird. Sie ist unter anderem Ursache der

thromboembolischen Komplikationen.

Das Verhaltnis von Anti-Xa- zu Anti-lla-Aktivitat liegt bei ungefahr 20:1. Es liegt damit
um den Faktor 20 hoher als bei UFH (1:1) und etwa 10 mal héher als bei LMWH
(2-4:1)[70]. Im Gegensatz zu Heparin hat Danaparoid auf die Thrombin-
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Generierung  somit nur  moderaten  Einfluss[58]. Die  physiologische

Thrombozytenfunktion wird im Gegensatz zu Heparin nicht beeinflusst [58].

Bisher ist keine Methode des direkten Nachweises von Danaparoid in der klinischen
Routine verfligbar. Wie bei LMWH wird auch die antikoagulatorische Aktivitat von
Danaparoid anhand der Anti-Xa-Aktivitat Uberwacht [32]. Zu beachten ist, dass die

Eichkurve in diesem Fall mit Danaparoid selbst zu erstellen ist.

Fur die Thrombozytenzahl, sowie die Blutungszeit und Plasma-Beta-
Thromboglobulin ergeben sich keine Anderungen [13]. Gleiches gilt fur die aktivierte
partielle Thromboplastinzeit @PTT), die Thrombinzeit, sowie die
Prothrombinzeit [1,70]. Die Wirkungen auf das fibrinolytische System sind
gering [10,70].

1.3.3 Klinische Aspekte

Die therapeutische Dosierung fur die Antikoagulation umfasst eine zwei- bis
dreimalige Gabe von 750 U s.c. bzw. 4800 U i.v. pro Tag.

Danhof et al. untersuchten die Bioverfiigbarkeit bei subkutaner und intravendser
Applikation sowie die Halbwertszeiten der einzelnen antikoagulatorisch wirksamen
Bestandteile von Danaparoid. Weiterhin wurde die Eliminationskinetik geprduift.
AulRerdem untersuchte Danhof Einflisse der Parameter Alter, Korpergewicht und

Geschlecht sowie die Interaktion mit anderen Medikamenten:

Nicht nur bei intravendser Gabe, sondern auch bei subkutaner Applikation ist
Danaparoid vollstandig bioverfugbar [45,70]. Bei subkutaner Injektion wird das
Maximum der Anti-Xa-Aktivitdt nach etwa 2 bis 5 Stunden erreicht [70]. Der Steady-
State der Anti-Xa-Aktivitat stellt sich dabei nach etwa 4 bis 5 Tagen ein[70].

Die intravendse Applikation fuhrt zu einem linearen Verhaltnis zwischen der
steigenden Danaparoid-Dosis und der messbaren Anti-Xa-Aktivitat im Plasma. Dabei
zeigt sich eine biexponentielle Pharmakokinetik fir die Anti-Xa-Aktivitat [62,70]. Die
Kinetik der Anti-lla-Aktivitat ist demgegentuber monoexponentiell[70]. Das

Verteilungsvolumen von Danaparoid betragt 8,3 Liter [35].



Elimination von Danaparoid mittels Filtration Seite 9

Hinsichtlich der Halbwertzeit von Danaparoid und seinen Bestandteilen finden sich in
der Literatur verschiedene Angaben. Die Halbwertszeit der Anti-Xa-Aktivitat betragt
etwa 25 Stunden (24,5 £ 9,6 Stunden), die der Anti-lla-Aktivitat etwa vier Stunden
(4,3 £ 3,5 Stunden) [23,30,58,70]. Die Halbwertszeit fur die Hemmung der
Thrombingenerierung wird mit drei Stunden angegeben[58]. Wegen dieser
verschiedenen Halbwertszeiten ist eine optimale Dosierung unmaéglich. Die Anti-Xa-
Halbwertszeit von 25 Stunden als langste Wirkungdauer legt eine einmal tagliche
Applikation nahe. Im Gegensatz dazu spricht die kurze Halbwertszeit der Anti-lla-
Aktivitat fur eine haufigere Applikation. Dies fuhrt jedoch wiederum zu einer
Kumulation der Anti-Xa-Aktivitat. Insgesamt hat sich klinisch eine zweimalige Gabe

als bestmogliche Thromboseprophylaxe bewéhrt [23].

Danaparoid wird renal eliminiert. Hepatische Eliminationswege konnten durch
Tierversuche ausgeschlossen werden. Die Bedeutung der renalen Elimination fur die
Anti-Xa-Aktivitat wurde durch Versuche von Danhof bei Dialysepatienten mit
chronischem Nierenversagen bestétigt[23]. Die Anti-Xa-Aktivitat kann bei
Einschrankung der Nierenfunktion stark verlangert sein. Nach Fischer lassen sich
erhéhte Werte noch nach bis zu vier Tagen nachweisen [27]. Das Blutungsrisiko wird
dadurch erhéht. Deshalb ist Danaparoid bei Patienten mit stark eingeschrankter
Nierenfunktion kontraindiziert. Bei HIT-Patienten mit schwerer Niereninsuffizienz wird
es gleichwohl unter engmaschiger Kontrolle der Anti-Xa-Aktivitat erfolgreich

eingesetzt.

Die Parameter Alter, Kérpergewicht und Geschlecht haben nur geringen Einfluss auf
die Wirkung von Danaparoid. Eine Anpassung der Dosierung ist daher nicht

erforderlich.

Auch die gleichzeitige Gabe anderer Medikamente scheint keinen Einfluss auf die
Metabolisierung von Danaparoid zu haben und erfordert daher keine

Dosisanderung [70].
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Danaparoid ist als einziges Medikament zur Therapie bei HIT I mit
thromboembolischen Folgekomplikationen, zur prophylaktischen Antikoagulation im
Allgemeinen und zur Prophylaxe bei der HIT Il im Speziellen zugelassen. Erfolgreich
wird es bereits nach Huftoperationen eingesetzt. Es senkt hierbei das Risiko einer
tiefen Beinvenenthrombose im Vergleich zu Placebo um 73%, ohne dabei das

Blutungsrisiko zu erhéhen [14].

Im Rahmen eines weltweiten Compassionate-use-Programms wurde die Anwendung
von Danaparoid bei 667 HIT lI-Patienten beobachtet [70]. In 93% der Falle wurde die
Behandlung als erfolgreich angesehen. Bei 91% der Patienten bildete sich eine
bestehende Thrombozytopenie zurtick. Allerdings kam es bei 3,1% aller beteiligten
Versuchspersonen zu Blutungskomplikationen. Die Gesamtmortalitat lag bei 10,4%
wahrend der Behandlung sowie bei 7,8% wahrend der Nachbeobachtungszeit von
drei Monaten. Fur 14 der 114 Todesfalle wahrend der dreimonatigen Nachphase wird
Danaparoid verantwortlich gemacht. In der Vergleichsgruppe von Patienten, die nicht
mit Danaparoid behandelt wurde, lag die Mortalitatsrate bei 23,5% [70].

Dariiber hinaus wird Danaparoid nach Schlaganféllen prophylaktisch eingesetzt. In
der TOAST-Studie wurde der Effekt von Danaparoid nach ischamischen Insulten
untersucht[2]. Es minimiert hier ebenfalls das Risiko einer tiefen
Beinvenenthrombose [65]. Danaparoid wird schlieRlich wirksam in der Dialyse
verwendet [48]. Weiterhin wird es zwar gelegentlich bei kardiopulmonalen Bypass-
Operationen eingesetzt [69]. Dieser seltene Anwendungsfall wird aber kritisch

beurteilt.

Auch in weiteren individuellen Fallstudien mit HIT-Patienten erwies sich eine

Therapie mit Danaparoid als erfolgreich.

Untersuchungen von Greinacher et al. zur Gabe von Danaparoid wéhrend der
Schwangerschaft zeigten keine Hinweise auf eine Plazentagangigkeit. Jedoch
konnten indirekt die mutterlichen Antikorper gegen Heparin im Nabelschnur-Serum
nachgewiesen werden [39]. Vom erfolgreichen Einsatz von Danaparoid bei Kindern
wird ebenfalls berichtet[11,72,59].
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1.3.4 Danaparoid bei Niereninsuffizienz

Indes ist auch der Einsatz von Danaparoid nicht risikolos mdglich. Dies zeigt sich vor
allem bei einer Uberdosierung. Eine solche kann iatrogen herbeigefiihrt werden, im
Sinne einer Uberdosierung an sich. Eine andere Ursache ist eine verlangsamte
Ausscheidungsfahigkeit des Patienten, sodass es trotz zunachst korrekter Dosierung
zu einer Uberdosierung kommt. Die Elimination von Danaparoid erfolgt renal. Eine
Niereninsuffizienz fuhrt zu einer verlangsamten Ausscheidung. Folge kann bei
fehlender Dosisanpassung unter engmaschiger Kontrolle in der Niereninsuffizienz ein

stark erhdhtes Blutungsrisiko des Patienten sein.

Eine kausale Therapie bei Uberdosierung mit Danaparoid ist bisher nicht bekannt.
Dies ist eine der Ursachen fir den zurlckhaltenden Einsatz von Danaparoid. Die
Kenntnis einer Therapie bei Uberdosierung mit Danaparoid ist jedoch erforderlich,
um einen sicheren Einsatz zu ermdoglichen. Bisherige Therapieempfehlungen
umfassen eine  supportive Gabe von  Erythrozytenkonzentraten  und
Frischplasmen [43]. Demgegenuber wird eine Verabreichung von
Thrombozytenkonzentraten kritisch beurteilt. Diese kdonnten eine HIT Il potenzieren.
Bei unkontrollierbarer Blutung wird eine Plasmapherese empfohlen [15]. Die aktuelle
Datenlage zur erfolgreichen Plasmapherese und anderen extrakorporalen

Eliminationsverfahren von Danaparoid ist bislang unvollstandig.

1.4 Zielsetzung

Die folgende Arbeit ist Teil eines Gesamtprojektes. Inhalt ist die Elimination von
Antikoagulanzien mittels extrakorporaler Verfahren. Die vorliegende Arbeit schlief3t
an die frihere Untersuchung von Benz zum Thema Elimination von Hirudin mittels
Hamofiltration[8] an. Die vorliegende Studie fokussiert die Elimination von

Danaparoid mittels extrakorporaler Verfahren.

Um Danaparoid sicher im klinischen Alltag einsetzen zu kdnnen, ist die Kenntnis
einer moglichen Elimination im Falle einer Uberdosierung unerlasslich. Die

bisherigen Kenntnisse dazu sind unvollstandig.

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung von funf haufig in der Klinik

verwendeten High-Flux-Hamodialysatoren sowie eines Plasmapheresefilters
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hinsichtlich der Filtrations- und Adsorptionseigenschaften im Bezug auf Danaparoid.

Ziel war somit die Verbesserung der Pharmakosicherheit von Danaparoid.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Danaparoid (Orgaran®)

In der vorliegenden Arbeit wurde Orgaran® der Celltech Group (Celltech GmbH &
Co KG, Essen) verwendet. Eine Ampulle Orgaran® (0,6 ml) enthalt 750 Anti-Faktor-

Xa-Einheiten Danaparoid-Natrium. Dies entspricht 1250 Anti-Xa-Einheiten /ml.

2.1.2 Tragerldsungen

Als Tragerldsungen wurden folgende Substanzen verwendet:

0,9% isotonische NaCl-Lésung Schiwa®Braun Schiwa, Glandorf

5% Human-Albumin Immuno Baxter, Unterschleil3heim

Kompositionelles Vollblut (Plasma und Erythrozytenkonzentrate
[EK] aus der Abteilung  far
Transfusionsmedizin der
Universitatsklinik Freiburg sowie vom

Roten Kreuz Baden-Baden).

Herstellung des kompositionellen Vollblutes:

Es wurden Eigenblutspenden nach Uberschreiten ihrer Héchstlagerungsdauer
verwendet. Die Abteilung fur Transfusionsmedizin der Universitat Freiburg stellte
solche Konserven zur Verfigung. In Zusammenarbeit mit der Transfusionsmedizin
wurden kompositionelle Vollblutkonserven hergestellt. EK und Blutgruppen-
kompatible Plasmen wurden ineinander Uberfiihrt und gepoolt. Nach Durchmischen

der Bestandteile wurden jeweils 500 ml Vollblut in geeignete Vorratsbeutel abgefiillt.
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2.1.3 Berichrom Heparin Assay

Fur die Messung der Anti-Xa-Aktivitdt wurde der Berichrom Heparin Assay der Firma

Dade Bering, Marburg verwendet.

- Faktor Xa-Reagenz: lyophilisiert, Plasmafraktion (human) mit Zusatz von Tris
(6 g/l) , Natriumchlorid (12 g/l) und EDTA (0,74 g/l)

- Dextransulfat-Reagenz: lyophilisiert, 0,02 g/l

- Antithrombin-Reagenz: human, lyophilisiert, 1 1U/ml; enthalt Natriumazid (< 1 g/l)

- Substrat-Reagenz: Z-D-Leu-Gly-Arg-ANBA-methyl-amid, 4 mmol/I,
lyophilisiert

- LMWH-Kalibrator
- Heparin-Kontrolle

- Standard-Humanplasma

Das Dextransulfat wurde mit 10 ml destilliertem Wasser versetzt und das Faktor Xa-
Reagenz mit diesem eingelost. Das Antithrombin-Reagenz wurde mit 1 ml, das
Substrat-Reagenz mit 2 ml destilliertem Wasser gelést. Bei Raumtemperatur

inkubierten die Reagenzien ftr 30 min.

2.1.4 Hamodialysatoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Dialysatoren waren High-Flux-Hamodialysatoren.

Ihre Eigenschaften sind in der nachfolgenden Tabelle 2 zusammengestellt.
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Neben diesen

(Tabelle 3).

High-Flux-Filtern

wurde ein Plasmapherese-Filter

untersucht

Handelsname Material der Hersteller Membran- Ultrafiltrations-
Dialysatormembran oberflache koeffizient in
in m2 ml/h*mmHqg
(Kuf)
Fresenius, Bad
F50S Polysulfon 1,0 30
Homburg
. AN69 Hospal, Planegg-
Filtral 8 o 0,75 32
(Polyacrylonitril) Martinsried
F11 S Polyamid Gambro, Hechingen 11 53
PAES Hospal, Planegg-
Arylane H1 o 1,04 58
(Polyarylethersulfon) Martinsried
Filtryzer BK-1.3 PMMA
Toray, Neu-lsenburg 1,3 16
F (Polymethylmethacrylat)
Tabelle 2: High-Flux-Hamodialysatoren
Handelsname Material der Hersteller Membran- Ultrafiltrations-

Dialysatormembran

oberflache in

koeffizient in

2
m

ml/h*mmHg

Plasmaflux

P2S

Polypropylen

Fresenius, Bad

Homburg

0,5

Tabelle 3: Plasmapherese-Filter

2.1.5 Gerate
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Konventionelle Rollerpumpen

Arterielle Schlauchsysteme
Venose Schlauchsysteme

Diverse Adapter

Spritzen, Nadeln und Probenréhrchen

BCS-Analyser

2.2 Versuchsaufbau

MTS Medizintechnische Systeme,

Schweinfurt
Meise Medizintechnik, Schalksmiihle
Meise Medizintechnik, Schalksmuhle

Achim Schulz-Lauterbach, Iserlohn

Braun Schiwa, Glandorf

Dade Behring, Schwalbach

Das in vitro-Hamofiltrationsmodell wurde gemaR dem Schema in Abbildung 3

aufgebaut. Handelsibliche Dialyseschlauchsysteme wurden Uber Konnektoren

verbunden und durch zwei konventionelle Pumpeinheiten gefihrt.

Das Modell entspricht den in Euronorm 1283 festgelegten Richtlinien zur

Determination des Ultrafiltrationskoeffizienten in Hamodialysatoren [26].

»Arterielle® Leitung Rollerpumpe

D

\bnahmepunkt A

lamodialysator—

V o\
VNS

Abnahmepunkt F

\bnahmepunkt V

Rollerpumpe  Filtrat-Leitung

'

,venose* Leitung
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Abbildung 3: In vitro-Filtrationskreislauf. (Modell nicht maR3stabsgerecht) [29]

Um die Eigenschaften der einzelnen Filtermembranen unter verschiedenen
Bedingungen untersuchen sowie den Einfluss von Proteinen und anderer
Blutbestandteile differenzieren zu kdnnen, wurden getrennte Versuche fur 0,9%iges

NaCl, 5%iges Albumin und fur kompositionelles Vollblut durchgefihrt.

Die Tragerldsungen wurden mit einer festgelegten Menge Danaparoid versetzt, der
Zielwert der Anti-Xa-Aktivitat sollte dabei 0,6 - 0,8 U/ml betragen.

Die Tragerlosung gelangte aus dem Vorratsbeutel Uber das arterielle
Schlauchsystem (Leitung zwischen Reservoir und Hamodialysator) in den
Hamodialysator. Uber das vendse Schlauchsystem (Leitung zwischen

Hamodialysator und Reservoir) floss die Flissigkeit zum Vorratsbeutel zurtick.

NaCl- und Albuminversuche

Dieser auf3ere Kreislauf wurde zunachst mit isotoner Kochsalzldsung mit 300 ml/min
fur 10 min durchgespdult, um eine gleichmaflige Benetzung der Schlauchinnenwande
zu gewahrleisten und somit konstante Danaparoidkonzentrationen wahrend des

Versuches voraussetzen zu kénnen.

Nach diesem Spiilvorgang wurde der Versuch durch Offnen der Filtratleitung

begonnen und zugleich die Zeitmessung gestartet.

Vollblutversuche

500 ml kompositionelles Vollblut, bestehend aus EK und Plasma, wurde in einen
Adapter-kompatiblen Vorratsbeutel umgefullt und mit Danaparoid versetzt. Die Anti-
Xa-Aktivitat sollte bei 0,4-0,6 U/ml liegen.
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Auch hier wurde der auf3ere Kreislauf zunachst fir 10 Minuten mit isotoner NaCl-
Losung bei einer Flussgeschwindigkeit von 300 ml/min durchgespult, um die
Schlauchinnenwande zu benetzen. Einer andernfalls auftretenden Aktivierung der
Gerinnung und nachfolgenden Thrombosierung des Blutes in den Schlauchen konnte

damit vorgebeugt werden.

Der Vorratsbeutel wurde nun an das arterielle Schlauchsystem angeschlossen, und
das mit Danaparoid versetzte Blut mit 200 ml/min in das System gebracht. Durch das
Eintreten des Blutes wurde die Kochsalzlésung verdrangt. Diese wurde aufgefangen
und verworfen. Es sollte so viel NaCl wie mdglich verworfen werden, bevor der
vendse Schlauch an den Blutvorratsbeutel angeschlossen wurde. Durch die
Durchspilung mit NaCl ergab sich ein nur geringer und deshalb zu
vernachlassigender Verdinnungseffekt. Zu Beginn und nach Beendigung eines
Versuches wurde Blut zur Bestimmung des Hamatokritwertes entnommen. Dieser
lag bei durchschnittlich 31% bzw. 34%.

2.3 Versuchsdurchfihrung

Die Filtratleitung wurde mit Beginn der Versuchszeit gedffnet. Die uUber die
Dialysatormembran abgepresste Flussigkeit floss Uber ein Verbindungsstick in den
vendsen Schenkel und somit in den &uf3eren Kreislauf zuriick. Diese Rezirkulation
erlaubte, mogliche Fehlerquellen bei einer sonst notwendigen Substitution
auszuschlielRen. Die Pumpengeschwindigkeit in der Filtratleitung betrug 50 ml/min

bei NaCl- und Albumin-Versuchen bzw. 40 ml/min bei Vollblutversuchen.

Die Pumpengeschwindigkeit im &ufReren Kreislauf betrug 300 ml/min bei NaCl- und
Albumin-Versuchen bzw. 200 ml/min bei Vollblutexperimenten. Die niedrigere
Flussgeschwindigkeit bei Vollblutexperimenten war erforderlich, um eine Hamolyse

zu verhindern.

Das entstehende Verhéltnis der Flussgeschwindigkeiten im &ufl3eren Kreislauf zu
derjenigen der Filtratleitung wurde wéahrend der gesamten Versuchszeit aufrecht

erhalten.
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Die unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten im auf3eren Kreislauf und in der
Filtratleitung waren erforderlich, weil im klinischen Alltag eine maximale Filtration von
etwa einem Drittel des Plasmawassers bei Patienten zugelassen ist. Diese

Anforderung war fur beide Versuchsdurchfiuhrungen erftillt.

Durch die vorgenommene Verédnderung der Flussgeschwindigkeiten bei den
Vollblutversuchen ist keine Beeinflussung der Siebkoeffizienten zu erwarten, da

dieser unabhangig von Blut- und Filtratflissen ist [53].

Die Versuchsdauer betrug zwei Stunden. Die Messergebnisse der wahrend der
ersten Versuchsstunde entnommenen Proben wichen von denen der zweiten Stunde
nicht wesentlich ab. Weitere Versuche waren daher auf eine Versuchsdauer von
jeweils einer Stunde angelegt. Wahrend der ersten Stunde wurden alle 10 min, in der
zweiten Stunde alle 15 min an der arteriellen, ventsen und der zur Filtratleitung
gehorigen Abnahmestelle jeweils 1,5 ml Lésung entnommen. Zu den festgelegten
Zeitpunkten wurden somit jeweils drei Proben entnommen. Anhand dieser
Wertetriplets konnte die Konzentrationsanderung von Danaparoid in den einzelnen

Kreislaufabschnitten im Zeitverlauf nachvollzogen werden.

2.4 Probenaufarbeitung

Probenvorbereitung:

Die Messung der Anti-Xa-Aktivitat in den Proben wurde unmittelbar nach der
Filtration oder innerhalb von 24 Stunden durchgefuhrt. Bis zur Messung wurden
NaCl- und Albumin-Proben bei 4°C gelagert. Die Blutproben wurden zentrifugiert

(5000 U/min; 15 min) und das Plasma bis zur Analyse bei — 20°C aufbewabhrt.

Alle Proben wurden unmittelbar vor der Messung erneut durchmischt.

Anti-Xa-Messung:

Zur Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt wurde der chromogene Berichrom Heparin

Assay verwendet.
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Die Probe wurde dafiir mit Dextransulfat versetzt, welches durch Stdrfaktoren
gebundenes Heparin (bzw. Danaparoid) wieder freisetzt und der Bestimmung
zuganglich macht. Der Faktor Xa wurde als definierte Menge, Antithrombin im
Uberschuss beigegeben. Wahrend der Inkubationsphase wird der Faktor Xa durch
Antithrombin  mittels Komplexbildung inaktiviert. Heparin wie Danaparoid
beschleunigen diesen Vorgang. Der verbliebene Rest an Faktor Xa wurde in einem
kinetischen Test Uber die Extinktionszunahme bei 405 nm mittels eines

chromogenen Substrates bestimmt.

Die Auswertung erfolgte automatisch an einem BCS-Analyzer anhand einer
Referenzkurve. Die Heparin- bzw. Danaparoidkonzentration in U/ml ergibt sich durch
den Vergleich der Extinktionswerte mit der Bezugskurve. Vor Beginn jeder Messung
wurde eine definierte Danaparoid-Kontrolle gemessen. Erst bei einem
entsprechenden Messwert von £ 10% zur angegebenen Danaparoid-Kontrolle wurde
mit der Messung der eigenen Proben begonnen. Bei starkerer Abweichung wurde mit

dem Kalibrationsprogramm des BCS-Analyzers eine neue Referenzkurve erstellt.

Das lineare Verhaltnis von nachweisbarer Anti-Xa-Aktivitat und der
Danaparoidkonzentration  wurde  in Eichversuchen vor  Beginn  der

Filteruntersuchungen verifiziert.

2.5 Berechnung

2.5.1 Mittelwert und mittlerer Fehler des Mittelwertes

o
a X
n

Mittelwert ( X): X =
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Standardabweichung (s): s =

Mittlerer Fehler des Mittelwerts (SEM): SEM= S

7

2.5.2 Berechnung des Siebkoeffizienten

Um die Filtrationseigenschaften verschiedener Dialysatoren vergleichen zu kénnen,
wird im allgemeinen der Siebkoeffizient als Parameter herangezogen. Dieser ist ein
Mafd fur die Durchlassigkeit einer Hamodialysatormembran und damit fir das
Ausmal3, eine Substanz filtrieren und somit eliminieren zu konnen. Der

Siebkoeffizient berechnet sich nach folgender Formel:

. . 2 * Filtratkonzentration
Siebkoeffizient (SK): SK = _ ta_t onze t"ato .
arterielle Konzentration+ vendse Konzentration

Bei den in dieser Studie durchgefuhrten Versuchen lagen die Filtratkonzentrationen
fast ausnahmslos unter der Nachweisbargrenze. Infolgedessen ergibt sich bei der
Rechnung eine Multiplikation mit null. Die Siebkoeffizienten der High-Flux-
Dialysatoren waren somit, mit Ausnahme der Membran aus Polyarylethersulfon
(PAES), null.

2.5.3 Berechnung der Adsorption

Entsprechend dem Siebkoeffizienten als Vergleichsparameter laf3t sich die

Adsorption einer Substanz an eine Membran berechnen.

Die Adsorption an Membranen kann nicht unmittelbar nachgewiesen werden. Durch
Berechnung der Abnahme von Danaparoid im Filtrationskreislauf kann auf die

Adsorption geschlossen werden.
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Dafur wird die Kenntnis der Volumenverteilung in dem in vitro-Kreislauf
vorausgesetzt. Im arteriellen Schenkel fanden sich etwa 435 ml, wobei fur die
Rechnung der Vorratsbeutel miteinbezogen wird. Der vendse Schlauchabschnitt

umfasste 15 ml, das Schlauchsystem der Filtratseite enthielt 50 ml der Tragerlésung.

Die Danaparoid-Gesamtmenge D im Kreislauf zum Zeitpunkt t berechnet sich nach

folgender Formel:

D¢= (385 ml« A) + (15 ml V;) + (50 ml+ Fy)

wobei: D;:  gesamte Danaparoid-Menge im Kreislauf in U
A:: Danaparoidkonzentration im arteriellen Schlauchsystem in U/ml
Vi: Danaparoidkonzentration im venésen Schlauchsystem in U/ml

Fi: Danaparoidkonzentration im Filtratabschnitt in U/ml

Um die Adsorption an eine Membran berechnen zu konnen, ist die Kenntnis der
Konzentrationen im entsprechenden Schlauchsystem zu Beginn (t19) eines
Versuches und nach zwei Stunden am Ende (t 150) eines Versuches erforderlich. Es

wurden hierfir séamtliche Danaparoidkonzentrationen bzw. Anti-Xa-Aktivitaten der

Versuche einer Versuchsreihe bericksichtigt.

Die Adsorption (in %) berechnet sich mit nachfolgender Formel:

D120

Dio

Adsorption =1-

2.5.4 Datenauswertung und graphische Darstellung der Daten
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Wie oben beschrieben wurden wahrend eines Versuches aus jeweils allen drei
Schlauchsystemen zu festgesetzten Zeitpunkten Proben entnommen. Damit ergaben
sich fir einen Versuch von zwei Stunden Dauer 30 Proben. Die Anti-Xa-Aktivitaten

wurden bestimmt.

Far Anti-Xa-Aktivitaten der Versuche einer Versuchsreihe wurde der Mittelwert und
der mittlere Fehler des Mittelwertes nach obenstehender Formel errechnet. Es ergab
sich fur jeden Filter eine représentative Anti-Xa-Aktivitat fur den arteriellen und den
venodsen sowie den Filtratseitenabschnitt. Diese mittleren Anti-Xa-Konzentrationen
stehen im linearen Verhdltnis zur Konzentration von Danaparoid. Die

antikoagulatorischen Aktivitaten werden im folgenden graphisch dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Filtration von Danaparoid

Abbildung 4 zeigt einen reprasentativen Versuch. Aufgetragen sind Anti-Xa-
Aktivitaten im arteriellen, vendsen und Filtratanteil gegen die Zeit. Wie erwartet
ergaben sich fir die vendsen Proben hohere Werte als fur die arteriellen. Diese
berunen auf einer relativen Aktivitatszunahme durch Abfiltration  von
,<danaparoidfreiem” Filtrat. Die filtratseitigen Anti-Xa-Konzentrationen lagen
ausnahmslos bei <0,05U/ml. Dies entspricht einer nicht-nachweisbaren

Konzentration von Danaparoid.

Weiterhin ist zu beobachten, dass die arteriellen und vendsen Anti-Xa-

Konzentrationen im Verlauf des Versuches relativ konstant blieben.

0,7 N

o
ol
1

gemessene Anti-Xa-Aktivitat
o
N
1

0,3 1 —®—\/enos
—*— Arteriell
0,21 —— Filtratseite
0,1 A
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 75 90 105 120

Zeit (in Minuten)

Abbildung 4: Reprasentatives Originalexperiment.

Danaparoidfiltration des Polysulfon-Dialysators mit Albumin als Tragerlésung.
Arterielle, vendse und filtratseitige Anti-Xa-Konzentrationen bei zweistindiger
Versuchsdauer.
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3.1.1 Filtration von Danaparoid durch High-Flux-Dialysatoren

Um den Einfluss von EiweifRen und anderen Blutbestandteilen auf das
Filtrationsverhalten von Danaparoid beurteilen zu kdnnen, wurden verschiedene

Tragerlésungen in drei unabhangigen Versuchsreihen untersucht.

Kochsalz-Versuche:

In einer ersten Versuchsreihe wurde das Filtrationsverhalten der High-Flux-
Dialysatoren mit 0,9% NaCl-Losung als Tragerlosung untersucht, um die
Membraneigenschaften bei Abwesenheit von Proteinen zu charakterisieren. Die
Ergebnisse dieser Experimente waren aul3erordentlich heterogen, sehr
wahrscheinlich durch das Fehlen einer Proteinmatrix. Sie wurden entsprechend nicht

weiterverfolgt.

Albuminversuche:

In einer zweiten Versuchsreihe wurde 5% Albumin als Tragerlésung verwendet und
somit der Einfluss von Proteinen auf die Filtrationseigenschaft naher untersucht.

Dabei ergaben sich folgende Messwerte:

Polysulfon  ANG69 Polyamid PAES PMMA

(n=7) (n=5) (n=4) (n=6) (n=6)
Arteriell 0,68+0,03 048+0,02 0,87+ 0,09 0,52+0,05 0,14 + 0,03
Venos 0,73+0,03 0,52+0,02 0,95+0,09 0,53 +0,05 0,17 +0,03
Filtrat <0,06+0 <0,05+0 <0,05+0 0,4+0,05 <0,05+0
Siebkoeffizient |0 0 0 0,78+0,03 O

Tabelle 4:  Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen der einzelnen Filter in U/ml mit
Albumin als Tragerlosung. Jeweils 10 Einzelmessungen (t19 - tipg) In N
unabh&ngigen Versuchen.
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Insgesamt zeigten sich erhebliche vom Dialysator abhangige Anderungen fir die
mittleren arteriellen Anti-Xa-Aktivitdten. Wahrend beim Polyamidfilter die messbare
Anti-Xa-Aktivitat bei 0,87 = 0,09 U/ml lag, fand sich fir den AN69-Dialysator ein Wert
von 0,48 £ 0,02 U/ml und fir den Polymethylmethacrylat-Filter PMMA-Filter) eine
Aktivitat von 0,14 £+ 0,03 U/ml.

In den Versuchen zeigte sich mit Ausnahme des PAES-Filter bei keinem Dialysator
eine Filtration von Danaparoid. Die Anti-Xa-Aktivitat in den Filtratseitenproben lag fur
die Filter aus Polysulfon, AN69, Polyamid und PMMA im Bereich der unteren

Nachweisgrenze (<0,05 U/ml). Danaparoid wurde nicht filtriert.

Im Gegensatz dazu filtrierte die PAES-Membran Danaparoid mit Albumin als
Tragerlosung. Die mittlere Anti-Xa-Aktivitdat lag hier auf der Filtratseite bei
0,4 £ 0,05 U/ml (Abbildung 8, Tabelle 4). Es ergibt sich ein Siebkoeffizient fir den
PAES-Filter unter Albuminbedingungen von 0,76.

Polysulfon (Albumin)

0,8 A

0,6 T

0,4

0,2 A

Anti-Xa-Aktivitat in U/ml

) I
0 . .

Arteriell Venos Filtrat

Abbildung 5: Danaparoidfiltration des Polysulfon-Filters mit Humanalbumin als
Tragerlésung. Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen im arteriellen, venésen und
Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte £+ SEM aus 7 Versuchen, davon 3 Versuche tber
eine Dauer von jeweils 2 h mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten und 4 Versuche Uber
jeweils 1 h mit jeweils 6 Abnahmezeitpunkten)
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ANG69 (Albumin)
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Abbildung 6: Danaparoidfiltration des AN69-Filters mit Humanalbumin als
Tragerldsung. Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen im arteriellen, venésen und
Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte £ SEM aus 5 Versuchen, davon 3 Versuche
Uber eine Dauer von jeweils 2h mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten und 2
Versuche Uber jeweils 1 h mit jeweils 6 Abnahmezeitpunkten)
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Abbildung 7: Danaparoidfiltration des Polyamid-Filters mit Humanalbumin
als Tragerlosung. Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen im arteriellen, venésen und
Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte £ SEM aus 4 Versuchen, davon 3 Versuche
uber eine Dauer von jeweils 2 h mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten und 1
Versuch Uber 1 h mit 6 Abnahmezeitpunkten)
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Abbildung 8: Danaparoidfiltration des PAES-Filters mit Humanalbumin als
Tragerlésung. Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen im arteriellen, venésen und
Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte £+ SEM aus 6 Versuchen, davon 3 Versuche lber eine
Dauer von jeweils 2 h mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten und 3 Versuche uber jeweils 1h
mit jeweils 6 Abnahmezeitpunkten)
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Abbildung 9: Danaparoidfiltration des PMMA-Filters mit Humanalbumin als
Tragerlosung. Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen im arteriellen, venésen und
Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte £ SEM aus 6 Versuchen von jeweils 2h Dauer
mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten)
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Vollblutversuche:

In der

dritten Versuchsreihe wurde kompositionelles humanes Vollblut mit

Danaparoid versetzt und als Tragerflissigkeit verwendet. Dabei sollte eine in vivo-

Umgebung so gut wie mdglich nachgebildet werden.

Es ergaben sich folgende Messwerte:

Polysulfon  AN69 Polyamid PAES PMMA
(n=3) (n=3) (n=3) (n=5) (n=3)
arteriell 0,52 +0,07 0,51 +£0,03 0,58 + 0,03 0,69+0,12 0,31+0,02
venos 0,84+0,12 0,78+0,06 0,84 +0,04 0,98+0,1 0,43+ 0,04
Filtrat <0,05+0 <0,05+0 <0,05+0 <0,05+0 <0,05+0
Siebkoeffizient |0 0 0 0 0
Tabelle 5: Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen der einzelnen Filter in U/ml mit VVollblut

als Tragerlésung. Jeweils 10 Einzelmessungen (ti0 - ti2) in n unabhéangigen

Versuchen.

Wie fur die Albuminversuche lag die nachgewiesene Anti-Xa-Aktivitat in den Proben

der Filtratseite stets unter der Nachweisgrenze von 0,05 U/ml.

Danaparoid wurde unter Vollblutbedingungen von keinem der verwendeten
Hamodialysatoren filtriert. Bei den Albuminversuchen wurde mit Ausnahme des

PAES-Filters nicht filtriert.

Der PAES-Filter zeigte in den Vollblutversuchen nicht mehr die in den Albumin-
Versuchen gezeigte Filtration. In den Filtratseitenproben des PAES-Filters konnte

kein Danaparoid nachgewiesen werden (Abbildungen 10-14).
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Abbildung 10: Danaparoidfiltration mit dem Polysulfon-High-Flux-

Hamodialysator mit Vollblut als Tragerldsung. Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen

im arteriellen, venésen und Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte £+ SEM aus 3
Versuchen von jeweils 2 h Dauer mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten)

ANG9 (Vollblut)

1
E
)
c 087 .
< 06
= T
<
< 0,4
S
X
"é 0,2_
<

[
0 T
Arteriell Venos Filtrat

Abbildung 11: Danaparoidfiltration mit dem AN69-High-Flux-Hamodialysator
mit Vollblut als Tragerlésung. Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen im arteriellen,
vendsen und Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte £+ SEM aus 3 Versuchen von jeweils

2 h Dauer mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten)
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Abbildung 12: Danaparoidfiltration mit dem Polyamid-High-Flux-

Hamodialysator mit Vollblut als Tragerlosung. Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen

im arteriellen, vendsen und Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte + SEM aus 3
Versuchen von jeweils 2 h Dauer mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten)

Polyarvlethersulfon (PAES) (Vollblut)

1,2
1- 1

0,87 '|'

0,6 7

0,4 7
0,2 7

Anti-Xa-Aktivitat in U/m

| —

Arteriell Venods

Filtrat

Abbildung 13: Danaparoidfiltration mit dem Polyarylethersulfon (PAES)-High-

Flux-Hamodialysator mit Vollblut als Tragerl6dsung. Mittlere Anti-Xa-

Konzentrationen im arteriellen, vendsen und Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte +
SEM aus 5 Versuchen von jeweils 2 h Dauer mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten)
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Abbildung 14: Danaparoidfiltration mit dem Polymethylmethacrylat (PMMA)-
High-Flux-Hamodialysator mit Vollblut als Tragerlosung. Mittlere Anti-Xa-
Konzentrationen im arteriellen, vendsen und Filtratseitenabschnitt. (Mittelwerte +
SEM aus 3 Versuchen von jeweils 2 h Dauer mit jeweils 10 Abnahmezeitpunkten)

3.1.2 Elimination von Danaparoid mit Plasmapheresefiltern

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Eigenschaft von Plasmapheresefiltern in
humanem Vollblut untersucht. Es wurden keine Albuminversuche durchgefihrt. Bei
der Plasmaseparation mit Plasmapheresefiltern zeigte sich erstmals eine Elimination
von Danaparoid. Diese war nahezu komplett. Die Anti-Xa-Aktivitaten naherten sich
im arteriellen, vendésen und Filtratschenkel an den gleichen Wert an (Abbildung 15).
Daraus a3t sich auf eine vollige Durchlassigkeit der Plasmapheresemembran flr

Danaparoid schlie3en.

Der mittlere Wert auf der vendsen Seite betrug 0,15+ 0,02 U/ml. Auf der Filtratseite
ergab sich ein mittlerer Wert von 0,18 + 0,02 U/ml. Der mittlere Wert lag auf der
arteriellen Seite bei 0,15+ 0,01 U/ml. Angesichts der eingesetzten Danaparoid-
Konzentration impliziert dies zusatzliche adsorptive Eigenschaften der

Plasmapheresemembran.
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Abbildung 15: Plasmapherese von Danaparoid mit Vollblut als Tragerlésung.
Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen im arteriellen, venésen und Filtratseitenabschnitt.

(Mittelwerte = SEM aus 3 Versuchen von jeweils 2 h Dauer mit jeweils 10

Abnahmezeitpunkten)
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3.2 Adsorption von Danaparoid an Dialysemembranen

Nach oben beschriebener Formel wurde die Adsorption an die einzelnen Filtertypen

berechnet. Die PMMA-Membran zeigte ausgepragte adsorptive Eigenschaften.

3.2.1 Adsorption von Danaparoid an PMMA-Membranen

Bei den Untersuchungen des PMMA-Dialysators mit Aloumin als Tragerlésung zeigte
sich eine Adsorption von Danaparoid an die Filtermembranen. Im Vergleich mit den
Anti-Xa-Aktivitaten der anderen Filter ergaben sich beim PMMA-Dialysator deutlich
reduzierte Werte im arteriellen und vendsen Schlauchsystemen (Abbildung 9).
Bereits ab dem ersten Wertetriplet lagen die Anti-Xa-Aktivitaten unter den
entsprechenden Werten anderer Filter. Mittlere arterielle Werte lagen fur den

Polysulfon-Filter in der ersten Abnahmeprobe zum Zeitpunkt t;5 bei 0,71 £ 0,04 U/ml.

Die entsprechende mittlere Anti-Xa-Aktivitat fir den PMMA-Filter lag bei
0,2 = 0,03 U/ml. Dies entspricht einer Reduktion um etwa 72%.

Zusatzlich sank die Anti-Xa-Aktivitdt wahrend der Versuchsdauer mit dem PMMA-
Filter starker als bei anderen Filtern. Insgesamt nahmen die mittleren arteriellen Anti-
Xa-Konzentrationen bei Albumin als Tragerlosung um 40% im Sinne der Adsorption
ab.

Bei den anschlieRenden Versuchen mit Vollblut als Tragerlésung zeigte die PMMA-
Membran ebenfalls adsorptive Eigenschaften (Abbildung 14). Die Adsorption lag
unter Vollblutbedingungen bei 38%. Der PMMA-Dialysator zeigte mit den

Tragerlésungen Albumin und Vollblut diesbezlglich einheitliche Ergebnisse.

Die mittleren arteriellen Anti-Xa-Aktivitdten lagen unter Vollblutbedingungen fur den
PMMA-Filter bei 0,31+ 0,02 U/ml. Entsprechende Werte lagen fur den Polysulfon-
Filter bei 0,52 + 0,07 U/ml und fir die PAES-Membran bei 0,69 + 0,12 U/ml.

Wie bei den Versuchen mit Albumin nahm die Anti-Xa-Aktivitat beim PMMA-

Dialysator unter Vollblutbedingungen im Verlauf der Versuchzeit ab. Deswegen
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wurden zusatzliche Versuche durchgefiihrt, um die Langzeitwirkung des Filters zu

untersuchen.

3.2.2 Langzeitversuch

Um die Adsorptionsfahigkeit des Dialysators im Zeitverlauf zu untersuchen, wurde
die Versuchsdauer von zwei Stunden auf drei Stunden verlangert. Es wurde nur

Vollblut als Tragerldsung verwandt.

Dabei zeigte sich, dass der PMMA-Dialysator eine uberproportional hohe
Adsorptionseigenschaft zu Beginn der Messungen aufwies. Im Verlauf des Versuchs
ging diese Fahigkeit stark zurtick. Bei der Adsorption handelt es sich somit nur um
einen anfanglichen Effekt (Abbildung 16).

Langzeitversuch tber 3 h : PMMA-Filter (Vollblut)
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Abbildung 16: PMMA-Langzeitversuch. Mittlere Anti-Xa-Konzentrationen im
arteriellen und ventsen Schlauchabschnitt. (Mittelwerte + SEM aus 3 Versuchen)
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3.2.3 Adsorption an die Plasmapherese-Membran

Die Plasmapherese-Membran zeigte neben der uneingeschrankten Durchléssigkeit
fur Danaparoid adsorptive Eigenschaften. Der mittlere Wert der Anti-Xa-Aktivitat lag
auf der arteriellen Seite bei 0,15 = 0,01 U/ml (Abbildung 9). Der vergleichbare Wert
lag fur den PAES-Dialysator bei 0,69 + 0,12 U/ml. Dies entspricht einer Reduktion

von 78%.

Die hier aufgetretene Adsorption von Danaparoid an die Plasmapherese-Membran
erfolgte sehr schnell. Bereits ab der ersten Probeentnahme lagen die Werte der Anti-
Xa-Aktivitat im Bereich von 0,15 U/ml. Die Anti-Xa-Aktivitaten blieben im Verlauf des
Versuches konstant (Abbildung 17).
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0.6 — Venos PP

—4&— Arteriell PP
0,4 —+— Filtratseite PP

gemessene Anti-Xa-Aktivitat
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Abbildung 17: Repréasentativer Plasmapherese-Versuch. Mittlere Anti-Xa-
Konzentrationen im arteriellen, vendsen, Filtratseiten-Schlauchabschnitt bei
zweistundiger Versuchsdauer
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4 Diskussion

Heparin wirkt gerinnungshemmend. Es entfaltet seine Wirkung vor allem Uber die

Antithrombin-vermittelte Hemmung der aktivierten Gerinnungsfaktoren X und Il.

Bei der Therapie mit Heparin kann es zu unerwinschten Arzneimittelwirkungen und
Komplikationen kommen. Eine mogliche Nebenwirkung von Heparin ist die Heparin-
induzierte Thrombozytopenie. Zwei auf verschiedenen Pathomechanismen
beruhende Formen der HIT werden unterschieden. Die dosisunabhangige HIT vom
Typ |l tritt bei bis zu 3% der mit UFH behandelten Patienten auf. Es kommt zu einer
Bildung von Antikdrpern gegen den Komplex aus Heparin und dem Plattchen-
Faktor 4 [5,40,42]. Diese induzieren eine Aktivierung von Thrombozyten [7,50] und
Endothelzellen [9,22]. Im Gegensatz zur urspringlichen Wirkung von Heparin kommt

es somit zu einer Freisetzung von prokoagulatorischen Partikeln [21].

Thromboembolische Ereignisse sind mdgliche Folgen [44]. Weismann und Tobin
berichteten 1958 erstmals vom paradoxen Phanomen der thromboembolischen

Komplikation wahrend der systemischen Heparin-Therapie [68].

Die HIT ist ein schwerwiegendes Krankheitsbild, das in bis zu 30% letale Folgen
hat [32]. Eine schnelle und sichere Diagnose einer HIT ist daher unerlasslich. Nach
Diagnosestellung ist die weitere Gabe von Heparin kontraindiziert. Die
antikoagulatorische Therapie muss dennoch fortgesetzt werden. In einem solchen

Fall ist ein alternatives Antikoagulans erforderlich.

LMWH zeigen in 90% eine Kreuzreaktion mit den HIT-Antikbrpern [19,41]. Da ein
Gebrauch von LMWH auf diese Weise die HIT potenzieren kdnnte, sind LMWH bei
einer vorliegenden HIT kontraindiziert.

Eine mogliche Alternative bei vorliegender HIT ist Danaparoid. Danaparoid gehort
zur Gruppe der Heparinoide und wirkt wie Heparin Gber die Inhibition der Faktoren
Xa und lla gerinnungshemmend. Das Verhdltnis der Anti-Xa- zur Anti-lla-Aktivitat
liegt bei etwa 20:1 [70]. In klinischen Vergleichsstudien erwies sich Danaparoid
gegenuber UFH sowie LMWH als effizientes Antikoagulans. In Tiermodellen zeigte
sich Danaparoid als Thromboseprophylaxe in gleicher Weise effektiv wie LMWH. Bei

gleicher antithrombotischer Aktivitat kam es unter einer Danaparoid-Therapie zu
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weniger  Blutungszwischenfallen sowie einem selteneren Auftreten von
Thrombosen[14,47,58]. Dies beruht auf der geringeren Kreuzreaktivitdt von
Danaparoid mit den Heparin-induzierten Antikdrpern [51,70]. Das hieraus folgende
geringere Risiko, eine HIT Il zu entwickeln kann als einer der Hauptvorteile von
Danaparoid angesehen werden. Danaparoid ist offiziell zur Antikoagulation bei HIT

zugelassen, zur Thromboseprophylaxe im Allgemeinen und im Speziellen bei HIT.

Ein Nachteil von Danaproid ist seine schlechte Steuerbarkeit. Diese beruht auf der
langen Halbwertszeit von etwa 25 Stunden [23,30,58]. Danaparoid wird renal
eliminiert. Die Halbwertszeit h&ngt somit von der Nierenfunktion des Patienten ab.
Eine eingeschrankte Nierenfunktion kann die Halbwertszeit noch weiter erhdhen.
Nach Fischer kbnnen noch bis zu vier Tage nach letzter Applikation erhdhte Anti-Xa-
Aktivitaten nachgewiesen werden[27]. Mdgliche Folge ist eine Akkumulation von

Danaparoid. Dies birgt ein erhdohtes Blutungsrisiko.

Im Falle der Uberdosierung mit Heparin ist eine Gegenbehandlung durch Gabe des
Antidot Protamin zur Neutralisierung des Uberschissigen Heparins mdglich.
Protamin neutralisiert die Wirkung von Danaparoid hingegen nicht [60,63] und kann

daher bei Blutungskomplikationen nicht eingesetzt werden.

Bisher ist keine wirksame Therapie fiir diese Situation einer Uberdosierung von
Danaparoid bekannt. Eine direkte Verminderung des Blutungsrisikos erfolgt durch
Entfernung des Uberschissigen Danaparoid aus dem Korper des Patienten. Dies ist
intrakorporal und extrakorporal mdoglich. Eine intrakorporale Beseitigung ware
theoretisch durch die Gabe von neutralisierenden Danaparoid-Antikdrpern moglich.
Klinisch einsetzbare, geprifte Antikbrperpraparate sind aber derzeit nicht verfigbar.
Dadurch gewinnt die mdgliche extrakorporale Danaparoid-Elimination an Bedeutung.

Hamofiltration kdnnte als mogliche Eliminationsmethode dienen.

Die bisherige Datenlage Uber die extrakorporale Elimination von Danaparoid ist
unvolistandig. Es liegt bislang nur ein einzelner Fallbericht Gber eine erfolgreich

eingesetzte Plasmapherese vor [61].

Ziel dieser Studie war es daher, funf in der Klinik héufig verwendete High-Flux-
Hamodialysatoren sowie einen Plasmapheresefilter beziglich der Danaparoid-
Filtration zu charakterisieren und die therapeutische Mdglichkeit einer

extrakorporalen Elimination zu untersuchen.
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Das geringe Molekulargewicht von 6 kD [3], das Verteilungsvolumen von 8,3
Litern[35] sowie die vernachlassigbare Plasmaproteinbindung [12]  sind
pharmakologische Eigenschaften, die fur eine erfolgreiche Hamofiltration sprechen.
Bisher wurden jedoch keine Studien Uber eine solche Elimination mittels

Hamofiltration von Danaparoid veréffentlicht.

Anhand eines in vitro-Filtrationsmodells sollten die Dialysator-Eigenschaften studiert
werden. Dabei wies der Versuchsaufbau einige Besonderheiten auf. Erstens war der
Kreislauf als Rezirkulationskreislauf aufgebaut. Das abgepresste Filtrat floss tber ein
Verbindungsstick in den blutseitigen Kreislauf zurtick. Diese Ruckfihrung hatte den
Vorteil, dass die vor dem Hamodialysator im blutseitigen Kreislauf gemessene
Konzentration des Antikoagulans konstant blieb. Schwankungen durch sonst

notwendige Substitution wurden damit ausgeschlossen.

Ein Vorteil des Versuchsaufbaus lag zweitens in der Verwendung von
Rollenpumpen, die eine konstante Flussgeschwindigkeit arteriell und filtratseitig
ermoglichten. Die Menge der abgepressten Filtratflissigkeit war somit konstant. Dies
ist Voraussetzung fir eine Charakterisierung von Filtereigenschaften und flr eine

gute Vergleichbarkeit von verschiedenen Dialysatoren.

Um Einflisse von Proteinen und anderen Blutbestandteilen auf die Filtrierbarkeit von
Danaparoid erfassen zu kdnnen, wurden drittens Experimente mit verschiedenen
Transportmedien durchgefuhrt. NaCl, Alboumin und kompositionelles Vollblut dienten
als Tragerlosungen. Es ist offensichtlich, dass sich unter Vollblutbedingungen die

Verhaltnisse am Patienten am besten nachvollziehen lassen.

Eine Besonderheit der Studie lag viertens in der grof3en Menge der Daten. Durch
Probenentnahme alle 10 bzw. 15 Minuten an jeweils allen drei Schlauchsystemen
ergaben sich fir einen zweistindigen Versuch 30 Werte, die den

Konzentrationsverlauf Gber die Zeit gut reprasentierten.

Mit dem hier verwendeten Versuchsaufbau wurden bereits zuverlassige Ergebnisse
Uber Elimination von Hirudin gewonnen[8]. Das Modell darf als prézise und

aussagekraftig gewertet werden.
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Gute Filtration ist abh&ngig von der Porengrol3e, den Flussgeschwindigkeiten und
den Membraneigenschaften der Filter. Die Membranbeschaffenheit beeinflusst nicht
zuletzt auch das Vorhandensein und das Ausmald von Adsorption. Auch die
Eigenschaften der Tragerlosung und der zu eliminierenden Substanz nehmen

Einfluss auf das Ausmal der Filtration.

Die PorengroBe der hier eingesetzten Dialysatoren lieBen zwar eine
Danaparoidfiltration erwarten. Entgegen der bekannten pharmakologischen
Eigenschaften von Danaparoid wurde es aber von keinem der hier getesteten High-

Flux-Dialysatoren mit Vollblut als Tragerlosung filtriert.

Angesichts des Molekulargewichts von Danaparoid ist eine Elimination mittels
niedrigdurchlassiger Low-Flux-Dialysatoren nicht zu erwarten. Es wurden in dieser
Studie daher keine Versuche mit Low-Flux-Dialysatoren durchgeftihrt. Nach den
vorliegenden Ergebnissen der High-Flux-Dialysatoren, die Danaparoid nicht filtrieren,
liegt die Vermutung nah, dass auch Low-Flux-Filter Danaparoid nicht filtrieren

werden.

Bezlglich der Membraneigenschaft war die Danaparoidfiltration durch die PAES
unter  Albuminbedingungen bemerkenswert. Diese lie@  sich unter
Vollblutbedingungen nicht verifizieren. Eine madgliche Ursache dafir liegt in
veranderten Ladungsverhéaltnissen, die durch Blutbestandteile an der PAES-
Membran ausgeldst werden. Moéglicherweise wird die unter Albuminbedingungen

erfolgte Danaparoidfiltration dadurch verhindert.

Bei den Ubrigen getesteten Dialysatoren aus Polysulfon, Polyamid, AN69 und PMMA
trat dieses Phanomen nicht auf. Daraus laf3t sich schliel3en, dass es sich hierbei um

eine spezielle Eigenschaft der PAES-Membran handelt.

Die Membranbestandteile beeinflussen neben der Filtration an sich auch das

Ausmald der Adsorption. Bedeutsam war die Adsorption von Danaparoid an die



Elimination von Danaparoid mittels Filtration Seite 41

PMMA-Membran. Sie trat unter Albumin- wie unter Vollblutbedingungen in gleicher
Auspragung auf und lag im Bereich von 38-40%. Adsorptive Eigenschaften der
PMMA-Membran sind bekannt.

Aus Uberlegungen, hieraus eine therapeutische Konsequenz abzuleiten, wurden
Langzeitversuche durchgefihrt. Es zeigte sich jedoch, dass es sich bei dieser
Adsorption um einen nur anfanglichen Effekt handelt. Im Falle einer Uberdosierung
brachte daher eine H&amofiltration mit dem PMMA-Filter keine ausreichende
Reduktion des Danaparoidspiegels. Sie kann deshalb als alleinige MaRnahme nicht

empfohlen werden.

Im Anschluss an die Versuche zur Filtration mit Hamodialysatoren wurden in einem
weiteren Schritt die Eliminationseigenschaften von Danaparoid wahrend einer
Plasmapherese untersucht. Dabei zeigten sich bereits ab der ersten
Probenentnahme gleiche Messwerte in allen drei Schlauchsystemen. Dies impliziert

eine uneingeschrankte Durchlassigkeit von Plasmapheresefiltern flir Danaparoid.

Zusatzlich zu dieser Filtration adsorbierte der Plasmapheresefilter Danaparoid. Dabei
lagen die Werte der Anti-Xa-Aktivitat bereits ab der ersten Probenentnahme deutlich
unter vergleichbaren Werten anderer Dialysatoren. Dies ist bemerkenswert. Das
Ausmall der Adsorption laBt sich deshalb auch nicht nach der Ublichen
Adsorptionsformel berechnen. Denn diese vergleicht Werte der ersten Messung mit
denen der letzten Messung am Versuchsende. Die adsorptiven Eigenschaften
ergeben sich hier vielmehr aus dem Vergleich mit den Werten anderer Dialysatoren.
Verglichen mit dem PAES-Filter kam es trotz gleicher Menge eingesetzten
Danaparoids zu einer um 78% reduzierten nachweisbaren Anti-Xa-Aktivitat. Dies
impliziert eine Adsorption von Danaparoid an die Membranen des

Plasmapheresefilters.

Diese Adsorption sowie die uneingeschrénkte Durchléssigkeit der Membran machen
die Plasmapherese zu dem am besten geeigneten Verfahren einer extrakorporalen
Elimination von Danaparoid. Es konnten hiermit die Ergebnisse von Schmahl et
al. [61] bestatigt werden. Diese berichtete von einer exzessiven postoperativen

Blutung bei einem HITII-Patienten, die wahrend der Therapie mit Danaparoid auftrat.
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Mit Hilfe der Plasmapherese konnte die Danaparoidkonzentration gesenkt werden

und die Blutung sistierte.

Zusammenfassend war das Ziel dieser Studie, Eliminationsverfahren zu finden, die
eine schnelle Elimination von Danaparoid aus dem Blut bei kritischer Uberdosierung
von Danaparoid oder Danaparoid-assoziierter Blutung erlauben. Ergebnis der Studie
ist, dass die Danaparoidkonzentration im Falle einer Uberdosierung mittels
Plasmapherese erfolgreich reduziert werden kann. Die Hamofiltration Uber
konventionelle Dialysefilter ist kein geeignetes Eliminationsverfahren, denn keiner
der hier getesteten High-Flux-Dialysatoren filtrierte = Danaparoid  unter

Vollblutbedingungen.

Kritisch betrachtet ist die Plasmapherese jedoch kein Verfahren der téglichen
klinischen Routine. Auch diese kann mit unerwiinschten Nebenwirkungen assoziiert
sein. Nachteile der hier empfohlenen Plasmapherese sind unter anderem das Risiko
fur Infektionen, die Notwendigkeit grof3er doppellumiger Katheter und auch der nicht

zu vernachlassigende Kostenaufwand.

Es bleibt daher in Zukunft zu untersuchen, ob durch eine intrakorporale Elimination
eine erfolgreiche Reduktion der Danaparoidkonzentration erreicht werden kann.
Gemeint ist die Neutralisation mit einem Antidot oder spezifischen Antikérpern.
Schick et al. berichteten von der Entwicklung von Peptiden, welche die Anti-
Thrombin-Aktivitdt von Danaparoid in vitro neutralisieren[60]. Es ist allerdings nicht
zu erwarten, dass in naherer Zukunft einsetzbare Antikorperpraparate oder eine
andere Form von Antidot verfugbar werden, welche Danaparoid vollstandig
neutralisieren. Aufgrund der Tatsache, dass Danaparoid aus drei Hauptkomponenten
besteht, wéare eine Entwicklung solcher Antikdorpern schwierig und sehr

kostenaufwandig.

Neben der Erforschung extra- und intrakorporaler Eliminationsverfahren fur

Danaparoid bleibt schlie3lich der Einsatz weiterer Alternativen einer Antikoagulation
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zu erwagen. Neben Danaparoid sind Lepirudin und Argatroban fur die

Thromboseprophylaxe bei der Heparin-induzierten Thrombozytopenie zugelassen.

Das rekombinante Hirudin (r-Hirudin), Lepirudin, ist der starkste bekannte selektive
Thrombininhibitor. Die Gerinnungshemmung erfolgt direkt und nicht Antithrombin-
vermittelt wie bei Heparin oder Danaparoid. Heparin wie Danaparoid kénnen ihre
gerinnungshemmende Wirkung bei einem Mangel an Antithrombin nicht entfalten.
Der Thrombininhibitor r-Hirudin wirkt direkt. Die antikoagulatorische Aktivitat bleibt

daher bei einem Antithrombin-Mangel unbeeinflusst.

Die gerinnungshemmende Wirkung von r-Hirudin wird anhand der aktivierten
partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) oder der ,Ecarin Clotting Time* (ECT)
Uberwacht [28,31,32]. Die aPTT ist eine in der klinischen Routine verfugbare
Nachweismethode, im Gegensatz zur Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitat, welche zur
Therapiekontrolle von Danaparoid nétig ist. Dies ist einer der Vorteile von Hirudin

gegenuber Danaparoid.

Jedoch birgt r-Hirudin im Vergleich zu Danaparoid bezlglich der
Blutungskomplikationen ein erhtéhtes Risiko [36]. Vergleichsstudien haben gezeigt,
dass es bei gleicher antikoagulatorischer Wirkung unter Hirudin zu einem vermehrten
Auftreten von Blutungen kommt. Wéahrend bei Danaparoid-Behandlung in 7,3% der
Féalle eine starke Blutung auftrat [36], wurde eine solche bei Lepirudin-Gabe in 15%
der Falle gemeldet[36,55].

Die Halbwertszeit von r-Hirudin ist mit 50-120 min bei Nierengesunden relativ kurz,
was eine gute Steuerbarkeit ermoglicht[30,57]. Dem gegenuber laf3t sich
Danaparoid wegen seiner lange Halbwertszeit von etwa 25 Stunden relativ schlecht

steuern.

Beide Substanzen werden renal eliminiert. Bei Niereninsuffizienz wird die
Halbwertszeit erh6ht. Nach Bolusgabe von Danaparoid a3t sich bei terminal
niereninsuffizienten Patienten noch nach vier Tagen eine Anti-Xa-Aktivitat im Plasma
messen [27]. Fur Hirudin ermittelten Vanholder et al. eine Halbwertszeit von
durchschnittlich 51,8 h in einem Kollektiv niereninsuffizienter Patienten. Im Vergleich
zu gesunden Kontrollpersonen entspricht dies einer Verlangerung um den Faktor
30 [77]. Lubenow spricht von Halbwertszeiten von Hirudin von bis zu 200 Stunden

bei niereninsuffizienten Patienten [55].
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Eine verlangerte Halbwertszeit fuhrt zu einer weiteren Erhdhung des Risikos
unerwunschter Arzneimittelwirkungen wie beispielsweise Blutungen. Angesichts
dieser erhthten Blutungsrisiken ist die Mdglichkeit einer Elimination von Hirudin
ebenso von Bedeutung. Wie flr Danaparoid ist auch fur Hirudin kein Antidot bekannt.
Benz fihrte Untersuchungen zum Eliminationsverhalten von Hirudin durch.
Danaparoid und r-Hirudin weisen pharmakologische Gemeinsamkeiten auf. Es ware
daher eine vergleichbare Eliminationskinetik zu erwarten. Gemeinsamkeiten des
Proteins Hirudin und des Polysaccharids Danaparoid sind das Molekulargewicht von
etwa 6 kD und die vernachlassigbare Proteinbindung. Die Plasmaproteinbindung

wird fur Hirudin mit kleiner 10% angegeben.

Wie aus der hier vorliegenden Untersuchung von  extrakorporalen
Eliminationsverfahren hervorgeht, wird Danaparoid von keinem der getesteten High-
Flux-Dialysatoren eliminiert. Indes zeigt Hirudin eine gute Eliminierbarkeit durch
Hamofiltration [8,33,71]. Benz wies in Vollblutexperimenten einen Siebkoeffizienten
von 0,97 unter Verwendung des Polysulfon-Dialysators nach. Auch die tbrigen High-
Flux-Dialysemembranen aus Polyamid, PAES und PMMA filtrierten Hirudin.
Filtrationsversuche mit Low-Flux-Dialysatoren aus Cuprophan, Hamophan,

Polysulfon und Polymethylmethacrylat ergaben keine relevante Hirudinfiltration [8].

Es bleibt jedoch, auf die Immunogenitat von Hirudin hinzuweisen. Friher wurde
Hirudin als gering immunogene Substanz angesehen [50,56]. Neure Studien zeigten
jedoch bei bis zu 74% der langer als 5 Tage mit Hirudin behandelten HIT Typ II-
Patienten  Anti-Hirudin-Antikorper [54]. Diese Antikdrper verlangsamen die
Elimination von Hirudin und verlangern somit die Halbwertszeit[54]. Eine solche
Verlangerung der Halbwertszeit von Hirudin geht wiederum mit einer verlangerten

antikoagulatorischen Aktivitat und einem damit erhohtem Blutungsrisiko einher.

Zusammenfassend wird deutlich, dass die antikoagulatorische Therapie bei
niereninsuffizienten Patienten sowohl mit Danaparoid als auch mit Hirudin ein Risiko
der Kumulation birgt. Beide Substanzen werden renal eliminiert und die
Halbwertszeiten erhdéhen sich daher bei eingeschrankter Nierenfunktion fir beide

Substanzen.
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Eine weitere Alternative ist der direkte Thrombininhibitor Argatroban. Argatroban
(MD805) ist ein von Arginin abgeleiteter direkter Thrombininaktivator, der im
Gegensatz zu Danaparoid und Lepirudin hepatisch metabolisiert wird und von einer
eingeschréankten Nierenfunktion unbeeinflusst bleibt [28, 11]. Eine Dosisadjustierung
bei Niereninsuffizienz ist daher nicht notig [11]. Dies ist ein wesentlicher Vorteil von
Argatroban und  vereinfacht die  antikoagulatorische Dosierung bei

niereninsuffizienten Patienten.

Es bleibt allerdings zu bedenken, dass Argatroban, da es hepatisch metabolisiert
wird, bei einer Leberinsuffizienz verlangsamt abgebaut wird. Eine Kumulation von
Argatroban birgt dann das erhdhte Risiko einer Blutung. Aus diesem Grund sollte
Argatroban bei Patienten mit eingeschréankter Leberfunktion nur zurtckhaltend

eingesetzt werden[64].

Argatroban zeichnet sich durch einen schnellen Wirkeintritt und eine kurze
Halbwertszeit aus. Dies erlaubt ein gutes Monitoring. Die antikoagulatorische
Aktivitat von Argatroban kann anhand der aPTT und der ECT utberwacht werden [11].

Ein grofRer Vorteil ist weiterhin die fehlende Antikbrperentwicklung [11].

In den USA und Kanada ist Argatroban zur Prophylaxe und Behandlung von
Thrombosen bei Patienten mit Heparin-induzierter Thrombozytopenie zugelassen. In
den USA ist die Antikoagulation wahrend perkutaner Koronarangiographien bei
Patienten mit HIT eine weitere Indikation [49]. Es bleibt abzuwarten, ob Argatroban in

Zukunft weitere Indikationen erhalt und somit weitere Verbreitung findet.
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5 Zusammenfassung

Danaparoid gehort zur Gruppe der Heparinoide. Bei diesen handelt es sich um
Heparin-&hnliche Substanzen. Wie Heparin wirkt Danaparoid gerinnungshemmend.
Das antithrombotische Wirkprinzip von Danaparoid beruht vorwiegend auf der
Antithrombin-induzierten Hemmung des aktivierten Faktors X. Durch den Einsatz bei
der Heparin-induzierten Thrombozytopenie gewann Danaparoid seine besondere
Bedeutung.

Danaparoid wird renal eliminiert. Bei Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion ist
die Halbwertszeit verlangert und das Blutungsrisiko daher erhoht. Bisher ist kein
effizientes Antidot fur den Fall der erhdhten antikoagulatorischen Aktivitat verfugbar.
In diesem Zusammenhang kommt extrakorporalen Eliminationsverfahren eine

besondere Bedeutung zu. Die bisherigen Daten hierzu sind liickenhatft.

In der vorliegenden Studie wurde mit einem Rezirkulationsmodell das
Filtrationsverhalten von Danaparoid bei funf haufig in der Klinik verwendeten High-

Flux-Dialysatoren sowie einem Plasmapheresefilter untersucht.

Keiner der hier untersuchten Hamodialysatoren aus Polysulfon, Polyacrylonitril
(AN69), Polyamid, PAES und PMMA filtrierte Danaparoid bei Vollblut als
Tragerlosung. Als Besonderheit zeigte die PMMA-Membran sowohl mit Albumin als
auch mit Vollblut als Tragerlésung eine Adsorptionswirkung von 35-40%. Bei naherer
Untersuchung konnte in einem Langzeitversuch jedoch gezeigt werden, dass es sich

hierbei um einen nur anfanglichen Effekt handelte.

Plasmapherese erwies sich als ein effizientes Eliminationsverfahren. Die Membran
war uneingeschrankt permeabel fir Danaparoid. Zusétzlich konnte eine adsorptive
Wirkung nachgewiesen werden. Die antikoagulatorische Aktivitat wurde um 78%

reduziert.

Um im Falle einer Uberdosierung von Danaparoid das Blutungsrisiko zu minimieren,
ist die Hamofiltration mittels konventioneller Hamodialysatoren nicht das geeignete
Verfahren. Neben dem sofortigen Absetzen von Danaparoid sollte eine
Plasmapherese erfolgen, welche sich in dieser Untersuchung als das am besten

geeignete Verfahren zur raschen Elimination von Danaparoid erwies.
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6 Abstract

The low molecular weight heparinoid danaparoid is frequently used for alternative
anticoagulation especially in case of immune-mediated heparin-induced
thrombocytopenia, a potentially life-threatening complication of heparin treatment. As
danaparoid is mainly eliminated by renal excretion, patients with severe renal
insufficiency are at an increased risk of drug accumulation and bleeding. An agent
which is capable of rapidly reversing the anticoagulant effect of danaparoid currently
is not available. Here, the role of extracorporeal blood purification procedures for
danaparoid elimination awaits clarification.

This study is the first systematic analysis of danaparoid sieving properties of different
commercially available hemodialyzer and plasmapheresis membranes. Within a
standardized in vitro recirculation set-up, five different high-flux hemodialyzer
membranes  (polysulfone, polyamide, polyacrylonitrile, polyarylethersulfone,
polymethylmethacrylate) did not allow for danaparoid sieving in whole blood as
carrier solution (sieving coefficient [SC] = 0 for each membrane type tested in 3-5
independent experiments with separate new devices). By contrast, one
polypropylene plasmapheresis membrane showed significant danaparoid sieving
under the same conditions (SC = 1.2+0.03, n=3). The polymethylmethacrylate
hemodialyzer membrane and the plasmapheresis membrane exhibited danaparoid

adsorption characteristics.

We conclude from these data that only plasmapheresis is capable of effectively
reducing danaparoid plasma levels. Plasmapheresis is recommended if rapid
reduction of danaparoid blood concentration is needed such as in case of marked
danaparoid overdose or danaparoid-associated bleeding especially in severe renal

failure.
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Only Plasmapheresis Allows for Danaparoid Elimination from Blood

University Hospital Freiburg, *Department of Nephrology and General Medicine, 2Department of Clinical

Chemistry,

Hugstetter Str. 55, D-79106 Freiburg, Germany; *University Hospital Greifswald, Department of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine, Sauerbruchstrasse, D-17487 Greifswald, Germany

Introduction

The low molecular weight heparinoid danaparoid is
frequently used for alternative anticoagulation especially in
case of immune-mediated heparin-induced
thrombocytopenia, a potentially life-threatening complication
of heparin treatment. As danaparoid is mainly eliminated by
renal excretion, patients with severe renal insufficiency are
at an increased risk of drug accumulation and bleeding. An
agent which is capable of rapidly reversing the anticoagulant
effect of danaparoid is currently not available. Thus, the role
of extracorporeal blood purification procedures for
danaparoid elimination awaits clarification.

Methods

A standardized in vitro recirculation set-up was used to test
five different high-flux hemodialyzer membranes and a
plasmapheresis membrane (Table 1). The set-up met the
requirements of Euronorm EN1283, which regulates the
determination of sieving coefficients for hemodialyzers.

5% human albumin and compositional human whole blood
(produced from packed red blood cells and blood group-
identical fresh frozen plasma) were used as carrier solutions.
Danaparoid was added to a final concentration of 0.6-0.8
antifactor Xa (aXa) units/mL as measured by a chromogenic
assay.

Controlled ultrafiltration was performed over a time period of
2h. At defined time points, samples were drawn from the pre
filter line, the post filter line, and the filtrate line (10
determinations of aXa activity in n=4-7 separate
experiments, i.e. mean + SEM of 40-70 determinations, per
filter type each with a newhemodialyzer membrane in a new
in vitro set-up).

Danaparoid was monitored by determining aXa activity on a
BCS analyzer. Values below the lower detection limit (0.05
aXaunitsimL) were set as zero.

Calculation of sieving coefficients (SC) was performed at
each time point according to the equation: SC = (2 x aXa
activity in the filtrate) / &Xa activity in the pre filter
compartment + aXa activity in the post filter compartment).
By definition, sieving coefficient was zero if danaparoid was
not detected in the filtrate.

Membrane Abbrev. Type Distributor Membrane  Ultrafiltration

Polymer SurfaceAreaCoefficient
* T (mihmmHg) ¢

Hemodialyzer

membrane

Polysulfone  PS F50S Fresenius 10 30

Polyacrylonitile  PAN  FitralS  Hospal 075 32

(ANG9)

Polyamide PA F11S Gambro 11 53

Polyarylether-  PAES ~ Arylane  Hospal 1.04 58

sulfone

Polymethy-  PMMA  Filtryzer  Toray 13 16

methacrylate BK-13F

membrane

Polypropylene PP Plasmafiux Fresenius 05

“ Data given as specified by the distributor
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Danaparoid-primed compositional human whole blood was subjected to controlled ultrafiltration via different high-flux
hemodialyzer membranes. Time course of aXa activities in the pre filter, the post filter and the filtrate compartment (mean
+ SEM of n=3 [PAES: n=5] independent experiments with eachhemodialyzer type; each determination at each time point
was run in duplicate). No danaparoid sieving was observed.

Ii: e — B
PS PAN PA PAES PMMA
(n=3) (n=3) (n=3) (n=5) (n=3)
aXa Activity
(U/mL)
Pre Filter 0.52+ 051+ 0.58+ 0.69% 0.31+
0.07 0.03 0.03 0.12 0.02
Post Filter
0.84+ 0.78+ 0.84+ 0.98+0.1 0.43+
Filtrate 0.12 0.06 0.03 0.04
n.d.
n.a n.a. n.a n.a
Sieving

Mean anti-Xa activities (UinL) within the different compartments (10 determinations in n separate experiments, i.e. mean
+ SEM of 30-70 determinations of aXa activity per filter type; each determination at each time point was run in duplicate).
Sieving coefficients were calculated according to the standard formula. n.d. = not detectable

Danaparoid Sieving Characteristics of a Plasmapheresis Membrane in Whole Blood
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Figure 2A Danaparoid-primed compositional human whole blood was subjected to controlled ultrafiltration over a
polypropylene (PP) plasmapheresis membrane. Time course of aXa activities in the pre filter, the post filter and the
filtrate compartment (mean + SEM of n=3 independent experiments).

Figure 2B Summary of the experiments. Mean + SEM of n=30 determinations of aXa activities and sieving
coefficient.

Conclusion
. Only plasmapheresis is capable of effectively reducing danaparoid plasma levels.
. Plasmapheresis is recommended if rapid reduction of danaparoid blood concentration is needed such as

in case of marked danaparoid overdose or danaparoid-associated bleeding especially in severe renal
failure.
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