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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Lipoproteine

Cholesterin, Cholesterinester, Triglyzeride und Phospholipide sind die Hauptlipide im
Saugetier und als solche essentielle Bestandteile. Abgesehen von den
amphipathischen Phospholipiden sind die hydrophoben Lipide erst durch komplexe
Bindungen an spezialisierte Apoproteine hydrophil und damit im Blut transportabel.
Erst dadurch stehen Lipide als unabdingbare Substrate dem Stoffwechsel als
Energielieferant und der Synthese von Zellmembranen oder Makromolekilen, wie
z.B. Gallensauren, Steroidhormonen oder Vitamin D, zur Verfligung.

Diese komplexen Makromolekile, Lipoproteine genannt, werden zu einem kleinen
Anteil im Darm und im Wesentlichen in der Leber synthetisiert. In diesen
Makromolekllen bilden Triglyzeride und Cholesterinester den Kern, freies
Cholesterin, Phospholipide und die Apoproteine bilden die Oberflaiche der
Lipoprotein-Partikel und sorgen fiir den hydrophilen Charakter.

Cholesterin und Triglyzeride werden exogen durch Nahrungsaufnahme und endogen
durch die mdgliche de-novo-Synthese bereitgestellt. Die Menge des exogen
aufgenommenen Cholesterins reguliert wesentlich die Cholesterin-Neusynthese. Bei
einem intrazelluldaren Mangel an Cholesterin werden vermehrt LDL-Rezeptoren
exprimiert und die Neusynthese von Cholesterin stimuliert indem die Aktivitat des
regulierenden Enzyms HMG-CoA-Reduktase (Hydroxymethylglutaryl-Coenzym-A-
Reduktase) gesteigert wird.

Es gibt unterschiedliche Lipoproteinklassen, die sich in ihren Bestandteilen qualitativ
und quantitativ unterscheiden und die nach ihrer in der Ultrazentrifugation
bestimmten Dichte klassifiziert werden. Die physiologischen Lipoproteine sind
nachfolgend im Wesentlichen charakterisiert (Keller et al. 1992; Kostner et al. 2001,
Parhofer et al. 2004; Ginsberg et al. 1998).

e Chylomikronen und  Chylomikronen-Remnants  sind groBe, sehr
triglyzeridreiche Lipoproteine, die im Darm nach Aufnahme der Nahrungsfette
synthetisiert werden und Uber den Ductus thoracicus in die Blutzirkulation
gelangen und somit dem Transport von Nahrungsfetten dienen.
Hauptbestandteile sind Triglyzeride und Apolipoprotein B48, aber auch
Lipoprotein A, C und E sind enthalten. Der Dichtebereich der Chylomikronen
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ist gering und betragt <0,95 g/ml (Chylomikronen-Remnants: 0,95-1,006 g/ml)
aufgrund des hohen Triglyzeridanteils und des geringen Proteinanteils (<2%).

o VLDL (Very-low density Lipoproteine) sind triglyzeridreiche Lipoproteine, die in
der Leber synthetisiert werden und dem Transport endogen synthetisierter
Lipide dienen. Hauptbestandteile sind neben Triglyceriden die Proteine
Apoprotein B100, Apoprotein E und auch C. Der Dichtebereich liegt zwischen
0,95 g/ml und 1,006 g/ml.

e IDL (Intermediate density Lipoproteine) entstehen durch Abspaltung von
Triglyceriden aus VLDL durch Lipoproteinlipasen. IDL enthalten im Vergleich
zu VLDL somit eine geringere Menge an Triglyceriden und einen hdheren
Anteil an Cholesterinestern. Wesentlicher Proteinbestandteil ist das
Apoprotein B100, aber auch Apoprotein E ist enthalten. Die Dichte betragt
zwischen 1,006 g/ml und 1,019 g/ml. Uber Apolipoprotein E und den
korrespondierenden Rezeptor werden IDL zum Teil in Leberzellen
aufgenommen. Ein anderer Teil wird unter Mitwirkung hepatischer
Triglyceridlipasen und Abspaltung von Apoprotein E zu LDL umgebaut.

e LDL (Low density Lipoproteine) enthalten als einziges Protein Apolipoprotein
B100 und bestehen zu ca. 50% aus Cholesterinestern. LDL transportieren den
groBten Cholesterinanteil zu peripheren Zellen und entstehen durch
Delipidierung von VLDL/IDL. Lipoproteine niedriger Dichte lassen sich in 5
Subfraktionen einteilen, die wiederum unterschiedliche Halbwertszeiten und
Zusammensetzungen aber auch unterschiedliche Atherogenitat aufweisen.
Der Dichtebereich liegt zwischen 1,019 g/ml und 1,063 g/ml. LDL tragen
wesentlich zur Entstehung der Atherosklerose bei, es scheint, dass die Anzahl
der Apolipoprotein B100 tragenden Partikel und somit die erwahnten
unterschiedlichen Subfraktionen hier eine Rolle spielen. Kleine dichte LDL-
Molekile weisen daher die gréBte Atherogenitat auf, in der klinischen Routine
werden jedoch keine LDL-Subfraktionen bestimmt.

e HDL (High density Lipoproteine) bestehen zu groBtem Anteil aus
Cholesterinestern und den Lipoprotein A-Subfraktionen. Lipoproteine hoher
Dichte werden in Leber und Darm gebildet und dienen dem Transfer von
Cholesterinestern aus peripheren Zellen auf IDL und LDL. Die Dichte der
HDL-Partikel liegt zwischen 1,063 g/ml und 1,121 g/ml. HDL-Cholesterin und
seine wesentlichsten Apolipoproteine Apo A1 wirken antiatherogen, niedrige
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Spiegel sind in den meisten Fallen sekundéar verursacht durch einen hohen
Gehalt an Chylomikronen, VLDL oder IDL.

e Lipoprotein (a) (Lp(a)) wird in Hepatocyten durch Synthese des Glycoproteins
Apoprotein (a) und kovalente Bindung an Apolipoprotein B100 der LDL
gebildet. Das Glycoprotein weist eine hohe Sequenzhomologie zu
Plasminogen auf. Die Dichte der Lp(a)-Partikel liegt zwischen 1,08 g/ml und
1,1 g/ml. Die Lipoprotein (a)-Konzentration ist individuell im Wesentlichen
konstant und nur gering beeinflussbar, hohe Konzentrationen sind atherogen.

Die Apolipoproteine sind die wesentlichen Stabilisatoren der komplexen
Makromoleklle, regulieren den Transport und den Stoffwechsel der Lipide.
Apolipoprotein B100 ist das Hauptprotein der VLDL (ca. 30% der Lipoproteine), IDL
(ca. 60%) und LDL (ca. 95%). Apolipoprotein B100 wird in der Leber gebildet und
wirkt als Ligand des LDL-Rezeptors mit dem Ziel LDL in Zellen zu internalisieren.
Apolipoprotein CII wirkt als stimulierender Co-Faktor fiir die Lipoproteinlipase, durch
deren Katalyse Triglyzeride hydrolytisch gespalten werden.

1.2 Dyslipoproteinamie — Entstehung, klinische Bedeutung, Atherosklerose
und Therapieoptionen

Erhéhte Lipoprotein-Spiegel im Plasma des Menschen, vor allem die
cholesterinreichen Klassen, tragen zu einer deutlichen Erhéhung des Risikos an
einer Atherosklerose zu erkranken bei. In den meisten Fallen sind erhdhte
Lipoprotein-Spiegel durch den Lebensstil westlicher Industrienationen begrindet.
Falsche Ernahrungsgewohnheiten und Ubergewicht kdnnen bei entsprechender
genetischer Disposition eine folgenreiche Dyslipoproteindmie verursachen. Durch
Mutationen der Gene, die im Lipoprotein-Metabolismus beteiligt sind, kann es z.B. zu
drastischen Erhéhungen der Apolipoprotein B100 tragenden Makromolekule
kommen und eine pramature Atherosklerose entstehen.

Bekanntestes Beispiel einer genetisch verursachten Hyperlipoproteinamie ist die
Familiare Hypercholesterinamie (FHC). Die Erkrankung wurde erstmalig 1939 durch
Thannhauser et al. und Maller et al. beschrieben (Thannhauser et al. 1939; Miiller
1939) und ist eine der haufigsten monogenetisch vererbten
Stoffwechselerkrankungen. Die Pravalenz betragt ca. 0,2% der Bevdlkerung, in

manchen Bevdlkerungsgruppen wie Libanesen, Finnen und Frankokanadiern auch



1. Einleitung

deutlich haufiger; insgesamt sind geschatzt ca. 10 Millionen Menschen betroffen.
1973 konnten Brown und Goldstein einen Defekt des LDL-Rezeptors (LDL-R) als
Ursache der Krankheit identifizieren (Goldstein et al. 1973; Goldstein et al. 2001),
Uber 800 Mutationen wurden inzwischen im LDL-R Gen (19p13.1-13.3) diagnostiziert
(Civeira et al. 2004). Laborchemisch imponiert die autosomal dominant vererbte
Erkrankung durch eine deutliche Erhéhung des LDL-Cholesterins ohne wesentliche
Erhéhung der Triglyzeride und nicht obligat erniedrigte HDL-Cholesterinwerte
(Hyperlipoproteindmie Typ lla nach Fredrickson). Bei heterozygoter Erkrankung ist
das LDL-Cholesterin zwei- bis dreifach erhéht, bei homozygoten Formen (ca. 1:1
Million) sind Erhéhungen bis zum 6-fachen der Norm mdglich und selbst bei Geburt
kann bereits ein Gesamt-Cholesterin von Uber 1000 mg/dl gemessen werden.
Klinisch fallen die Patienten aufgrund tuberéser Xanthome an Ellenbogen und Patella
auf; Xanthome der Fingergelenke dorsal und der Achillessehnen sowie Arcus
lipoides in jungen Jahren sind weitere Phanomene der Erkrankung. Bei homozygoten
Formen sind Hautxanthome schon bei Geburt méglich, generalisierte Hautxanthome
entwickeln sich in den ersten Lebensjahren. Das gréBte Problem der FHC stellt die
frihe Entwicklung atherosklerotischer GefaBlasionen dar, ca. 50% der betroffenen
Méanner erleiden bereits vor dem 45. Lebensjahr einen Myocardinfarkt, Frauen ca. 10
Jahre spater. Bei homozygoten Formen treten Angina pectoris und Myocardinfarkte
bereits ab dem 10. Lebensjahr auf. Extrakardiale Atherosklerose, insbesondere die
Beteiligung extrakranieller Abschnitte der A. carotis sind zusétzliche Komplikationen,
valvulare und supravalvulare Xanthome der Aortenklappe mit symptomatischer
Aortenklappenstenose und seltener Xanthome der Mitralklappe sind beschrieben.
Neben weiteren genetischen Formen der Hyperlipoproteinamie gibt es sekundare
Formen der Hyperlipoproteindmie, wie z.B. im Rahmen einer Hypothyreose, eines
Diabetes mellitus, eines Morbus Cushing oder eines nephrotischen Syndroms.

Die Atherosklerose ist aufgrund ihrer moéglichen Folgeerkrankungen trotz vieler
Jahrzehnte Forschungs- und Aufklarungsarbeit auch heute noch die haufigste
Todesursache in der westlichen Industriezivilisation. In der deutschen Bevélkerung
sterben etwa 50% an Folgen der arteriosklerotischen Herz-Kreislauferkrankung, zu
diesen zahlen die koronare Herzerkrankung (KHK) mit Manifestation eines
Myocardinfarkties oder einer schwerwiegenden Herzrhythmusstérung, dem
zerebralischamischen Insult oder der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
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(Windler 2001, Ross 1993; Lusis 2000; Braunwald 1997). Die Atherosklerose ist
charakterisiert durch Akkumulation von Lipiden und fibrosen Elementen in
GefaBwanden (Lusis 2000). Die Pathopyhsiologie der Atherosklerose ist sehr
komplex und beinhaltet nicht nur die Ablagerung von Lipiden, wie lange Zeit
angenommen, sondern ist Ergebnis einer Interaktion zahlreicher Risikofaktoren. Zu
den etabliertesten Risikofaktoren gehdéren die arterielle Hypertonie, Nikotinabusus,
Diabetes mellitus, Adipositas sowie mangelnde kérperliche Aktivitat, Mangel an HDL-
Cholesterin, Erhdéhung von Lipoprotein (a) und weitere genetische Faktoren
(Braunwald 1997, Lusis 2000). Nach vielen kontrovers gefiihrten Diskussionen ist die
Hyperlipoproteinamie sicher einer der Hauptrisikofaktoren, der in zahlreichen
epidemiologischen Untersuchungen, wie z.B. der ,Framingham Heart Study” belegt
werden konnte (Wilson et al. 1980; Steinberg 2005). Die Risikofaktoren wirken als
Noxen schadigend auf das GefaBendothel, die resultierende Endotheldysfunktion
wird als initiales Ereignis der Entstehung atherosklerotischer GefaBlasionen
verstanden (,response to injury®) (Ross 1993). Die Hypercholesterindmie verursacht
eine fokale Aktivierung des GefaBendothels, die Einlagerung von LDL-Cholesterin in
die GefaBintima initiiert eine komplexe inflammatorische Reaktion.

Bei erhdhten Spiegeln des LDL-Cholesterins entsteht eine Akkumulation der Lipide in
der subendothelialen Matrix (Intima) begunstig durch eine erhéhte Permeabilitat
geschadigten Endothels. Die Retention des LDL-Cholesterins an der GeféaBwand
wird durch Wechselwirkungen zwischen Proteoglykanen des Endothels und
Apolipoprotein B des LDL-Cholesterins begunstigt (Boren et al. 1998). Dort erfolgen
zahlreiche Modifikationen des LDL-Cholesterins, wesentlich ist die Entstehung von
oxidiertem LDL-Cholesterin (ox-LDL). Diese Veranderungen unterstitzen schlieBlich
inflammatorische Prozesse, die zur Bildung von Schaumzellen fihren. Ox-LDL
verursacht eine verringerte Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) und stimuliert
Endothelzellen zur Sekretion proinflammatorischer Molekiile, Wachstumsfaktoren (M-
CSF) und Adhasionsmolekile. Durch diese zum Teil chemotaktisch wirksamen
Molekile werden Monocyten und T-Lymphocyten angelockt und an das Endothel
gebunden. Hierbei sind diverse Adhasionsmolekiile wie P-Selektin, E-Selektin,
ICAM-1 und VCAM-1 notwendig. Nach Transmigration der Leukocyten bewirken
Cytokine die Proliferation und Differenzierung der Monocyten zu Makrophagen.
Diese sind in der Lage Uber Rezeptoren wie den ,scavenger‘ Rezeptor stark
oxidiertes LDL-Cholesterin aufzunehmen und bilden somit die sogenannten
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Schaumzellen. Gemeinsam mit T-Lymphocyten werden die Schaumzellen ,fatty
streaks” genannt, den Vorlaufern der fortgeschrittenen atherosklerotischen L&sionen.
Nach Absterben der Schaumzellen gelangt der lipidreiche Inhalt in die Kerne
atherosklerotischer Lasionen (Ross 1993; Lusis 2000). Makrophagen und T-
Lymphocyten selbst sezernieren vermehrt Cytokine, die wiederum die Migration und
Proliferation glatter Muskelzellen (SMC) aus der Tunica media in die Intima
stimulieren (Libby et al. 2005). Die Akkumulation der nekrotisch-lipidreichen Debris
sowie der glatten Muskelzellen und deren vermehrten Bildung von extrazellularer
Matrix Metalloproteasen sind letztlich die Charakteristika der fiborésen Plaques. Die
Zusammensetzung und Vulnerabilitdt der Plaques entscheidet Gber die mdgliche
Entstehung einer thrombotischen Komplikation wie dem akuten Koronarsyndrom.
Plaques, die einen lipidreichen Kern besitzen, entwickeln eine dinne Hdlle, sind
reich an inflammatorischen Zellen und bergen die gréBere Gefahr zu rupturieren
(Levine et al. 1995). Die Ruptur eines Plaques provoziert den thrombotischen
GefaBverschluss Uber drei Wege. Moglich ist zum einen die Aktivierung der
Thrombocyten durch freiwerdendes Kollagen der Plaque Matrix. Die Sekretion des
Jissue factors® (TF) durch Makrophagen und glatte Muskelzellen und der daraus
resultierenden Aktivierung der Gerinnungskaskade stellt einen weiteren Weg dar. Die
vermehrte Freisetzung von Plasminogen-activator-inhibitor 1 (PAl 1) nimmt zusatzlich
Einfluss auf die Entstehung thrombotischer Ereignisse. Diese Prozesse beeinflussen
sich gegenseitig verstarkend (Libby et al. 2005, Hansson 2005).

Die Lipidtherapie hat sich in Abhangigkeit des individuellen Atheroskleroserisikos in
zahlreichen Interventionsstudien als wirksam erwiesen. Die Indikation zur
Lipidtherapie ist nicht alleine von der absoluten Hbéhe des LDL-Cholesterins
abhangig, sondern erfordert eine griindliche Stratifizierung des Risikos an dem
Massenphanomen Arteriosklerose manifest zu erkranken. Insbesondere bei
vorliegen weiterer Risikofaktoren der Arteriosklerose kann eine Absenkung des LDL-
Cholesterins und Anhebung des HDL-Cholesterins eine deutliche Reduktion der
kardiovaskularen Ereignisse wie Angina pectoris oder Myocardinfarkt sowie eine
Absenkung der kardialen Mortalitdt und Letalitat erreichen. Sowohl in Studien mit
dem Ziel zur Verhinderung primarer kardialer Ereignisse bei entsprechendem
Risikoprofil (Primarpravention) (WOSCORP, Helsinki-Heart-Study,
AFCAPS/TexCAPS) als auch in Studien mit dem Ziel der Minderung einer
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Progression manifester Arteriosklerose und Verhinderung von Zweitereignissen
(Sekundarpravention) (Scandinavian Simvastatin Survival Study — 4S, REGRESS,
CARE, LIPID) konnten Beweise flr die Effektivitat der Lipidtherapie erbracht werden
(Thompson et al. 1999; Shepherd et al. 1995; Frick et al. 1987; Downs et al. 1998;
Scandinavian Simvastatin Survival Study Group 1994; Pedersen et al. 1998;
Pedersen et al. 2000, van Boven et al. 1996).

So wurde in der West of Scotland Coronary Prevention Study (WOSCOP) durch eine
Therapie mit einem HMG-CoA-Reduktase-Hemmer eine Absenkung des LDL-
Cholesterins um 26% und eine Anhebung des HDL-Cholesterins um 5% erreicht.
Dabei konnte die Haufigkeit letaler und nicht-letaler kardialer Ereignisse nach 5
Jahren um ca. ein drittel gesenkt werden. Die in der Studie AFCAPS/TexCAPS
untersuchte Therapie mit einem HMG-CoA-Reduktase-Hemmer erbrachte bei einem
relativ jungen Studienkollektiv mit niedrigem HDL-Cholesterin und LDL-Cholesterin
Werten zwischen 130 mg/dl und 190 mg/dl vergleichbare Ergebnisse. In der
Sekundéarpravention konnte im Rahmen der 4S-Studie durch Therapie mit
Simvastatin eine Absenkung des LDL-Cholesterins um 35% und eine Anhebung des
HDL-Cholesterins um 8% erreicht werden. In Folge dessen wurde die Rate an
Herzinfarkten um ca. 40% und die Gesamtmortalitat um ca. 30% reduziert.
Entsprechend der zahlreich erhobenen Daten kénnen die in Tabelle 1.1 dargestellten
Therapieziele formuliert werden.

Tab.: 1.1: Therapeutische Zielwerte fir LDL-Cholesterin (NCEP ATP Il Guidelines)

LDL-Zielwerte (mg/dl) gemaB [ LDL-Konzentration (mg/dl) zur Einleitung
individuellen Risikoprofils nach ATP I einer therapeutischen Intervention
Risikokategorie LDL-Zielwert Lebensstilanderung | Medikamentés

KHK oder|< 100 > 99 > 129

Aquivalente

Keine KHK, > 1[<130 > 129 > 159

Risikofaktor

Keine KHK, max. 1|< 160 > 159 > 189

Risikofaktor

Es ist zu berilicksichtigen, dass das Vorliegen des Risikofaktors Diabetes mellitus
auch in der Primarpravention die Therapieziele der Sekundarpravention erfordert.
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Neben der Anderung des Lebensstils und Einhaltung einer lipidarmen und —
modifizierenden  Diat kommt der  pharmakologischen  Therapie  der
Hyperlipoproteindmie ein wesentlicher therapeutischer Bestandteil zu. Hierzu stehen
unterschiedliche Medikamentengruppen zur Verfigung, zu denen die HMG-CoA-
Reduktase-Hemmer, Fibrate, Gallensaureaustauscherharze,
Cholesterinresorptionshemmer (Ezetimib) und Nikotinsaure und ihre Derivate zahlen.
In der Praxis hat sich insbesondere aufgrund der Gberwaltigenden Studienlage die
Therapie mit HMG-CoA-Reduktase-Hemmern (,Statine”) etabliert. Statine hemmen
das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Cholesterinsynthese, 3-Hydroxy-3-
Methyl-Glutaryl-CoA-Reduktase, und vermindern somit das in der Leber
vorkommende Cholesterin. Dadurch kommt es zur vermehrten Expression des LDL-
Cholesterin-Rezeptors und konsekutiv zur Absenkung des LDL-Cholesterins im
Serum. In der Monotherapie mit einem HMG-CoA-Reduktase-Hemmer sind
Absenkungsraten bis zu 60% beschrieben. Im Falle einer erforderlichen zusatzlichen
Reduktion des LDL-Cholesterins sind Kombinationstherapien mit weiteren
Medikamenten der genannten Gruppen sinnvoll.

Bei schwerer Hyperlipoproteinamie reichen die konservativen MaBnahmen jedoch
moglicherweise nicht aus, so dass die Anwendung der Lipidapherese einen

zusatzlichen LDL-Cholesterin senkenden Nutzen verspricht.

1.3 Lipidapherese-Verfahren - Indikationen und klinische Effektivitat,
Prinzipien und  Schwierigkeiten unterschiedlicher = Techniken  zur
extrakorporalen Lipidreduktion

Nachdem bereits 1967 Plasmaaustausch zur Therapie bei schwerer
Hyperlipoproteinamie durch De Gennes und Kollegen als letzte Therapie-Alternative
durchgefuhrt wurde (Bosch 1996), erfolgte 1975 erstmals von Thompson (Thompson
et al. 1975) die systematische Beschreibung der Plasmapherese als lipidsenkende
Therapieoption  bei Patienten  mit  schwerer = homozygoter  familiarer
Hypercholesterinamie. Erste Hinweise, dass dieses Verfahren einen gunstigen Effekt
auf das Fortschreiten der koronaren Atherosklerose und eine Lebensverlangerung
bei Patienten mit homozygoter familidrer Hypercholesterinamie bewirken konnte,
wurden 1980 und 1985 veroffentlicht (Thompson et al. 1980; Thompson et al. 1985).
Nachdem 1976 Versuche eines selektiveren Verfahrens der Cholesterin-Elimination
aufgrund seiner Nebenwirkungen scheiterten (Lupien et al. 1976), wurde 1981
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erstmalig ein klinisch anwendbares selektives LDL-Apherese System beschrieben
(Stoffel et al. 1981). Die unselektive Plasmapherese findet heute aufgrund der
Verluste  nicht-pathogener  Proteine  wie  Albumin, Immunglobuline und
antiatherogenes HDL-Cholesterin sowie mdglicher allergischer Reaktionen auf das
notwendigerweise infundierte Albumin kaum noch Verwendung (Bosch 1996).

Die LDL-Apherese konnte bei relativ niedrigen Fallzahlen bisher nicht wie die bereits
genannten Medikamenten-Studien mit sehr hohen Fallzahlen die Uberzeugenden
Studienergebnisse bezlglich kardialer Ereignisse und kardialer Letalitat erbringen.
Es gibt jedoch eine Reihe kleinerer Studien, die einen positiven Einfluss der LDL-
Apherese auf diverse Surrogat Parameter nachweisen. So konnte durch LDL-
Apherese eine Verbesserung der ergometrischen Belastung bis zum Auftreten
signifikanter elektrokardiographischer Ischamiezeichen nachgewiesen werden (Kroon
et al. 1996). Durch Anwendung der LDL-Apherese scheint eine Optimierung der
koronaren Flussreserve, der Viskositat und der Endothelfunktion mdglich zu sein
(Mellwig et al. 1998, Tamai et al. 1997). In einigen Studien wie z.B. L-CAPS
(Nishimura et al. 1999) und LARS (Tatami et al. 1992) wurden Hinweise erbracht,
dass regelmaBige Anwendungen der LDL-Apherese einen angiographisch
nachweibaren ginstigen Effekt auf den Progress der Atherosklerose in
KoronargefaBen besitzt. Die Studienlage erscheint bezlglich dieser Aussage jedoch
nicht eindeutig und ist kritisch zu beurteilen, es fehlen groBe, kontrollierte,
randomisierte Studien hierzu. Eine Metaanalyse von Thompson scheint bezliglich der
Progression der Koronarsklerose einen Vorteil der LDL-Apherese in Kombination mit
einer medikamentésen Therapie zu belegen (Thompson 2003). Nur wenige Studien
mit geringer Fallzahl zeigen ein langeres kardial ereignisfreies Uberleben der
Patienten mit kombinierter medikamentéser Therapie und LDL-Apherese in der
Sekundarprophylaxe (Mabuchi et al. 1998).

Aktuell stehen in Deutschland im Wesentlichen 5 verschiedene (semi-)selektive
extrakorporale Verfahren zur routinemaBigen Behandlung der Hyperlipoproteinamie
zur  Verfugung: die Kaskadenfiltration (Membran-Differential-Filtrations-
Lipidapherese/ MDF-Lipidapherese) (1982), die Immunadsorption (1981), die
heparininduzierte extrakorporale LDL-Prazipitation (HELP) (1986), die Adsorption an
Dextran-Sulfat Cellulose (DSA) (1985) und die Vollblut-Lipid-Apherese (DALI) (1993)
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(Parhofer et al. 2000; Bosch 1996). Alle diese Lipidapherese-Techniken sind
bezlglich der Absenkung von LDL-Cholesterin und Lipoprotein (a) vergleichbar
(Thiery et al. 1998), unterscheiden sich jedoch in der Selektivitat, im
Nebenwirkungsspektrum und in der Handhabung.

Die Kaskadenfiltration ist ein semiselektives Lipidapherese System und setzt wie
auch DSA, Immunadsorption und HELP eine vorangehende Plasmaseparation
mittels Plasmafilter oder Zentrifugation voraus. Bei der Kaskadenfiltration werden
durch einen zweiten Membranfilter mit definierter Porengr6Be groBe Molekille wie
LDL-Cholesterin, Lipoprotein (a) und Fibrinogen zuriickgehalten und als Eluat
verworfen, kleinere Molekile wie z.B. Albumin, Immunglobuline und HDL-Cholesterin
durchwandern die Poren und kénnen als Filtrat dem Blut zurlckgegeben werden
(Tanaka et al. 1982). Die Ausbildung einer Sekundarmembran durch Einlagerung
von Makromolekullen in die Filtermembran verandert die PorengréBe wahrend der
Apherese, so dass schlieBlich auch kleinere Molekiile wie z.B. HDL-Cholesterin und
Immunglobuline nur in reduziertem AusmaB filtrierbar sind (Matsuda et al. 1995).
Dies hat einen Rlckgang der Selektivitat bereits nach 1500 ml behandeltem Plasma
zur Folge. Um eine ausreichende Absenkung von LDL-Cholesterin zu erreichen,
mulssen ca. 2000-4000 ml Plasma behandelt werden (Geiss 20017).

Als erstes selektives LDL-Apherese Verfahren wurde die Immunadsorption
beschrieben (Stoffel et al. 1981). Hierbei werden polyklonale Schafs-Antikérper, die
gegen Apolipoprotein B 100 gerichtet und an ein Sepharose-Gel gebunden sind,
verwendet. Das Plasmaverfahren bindet hochselektiv LDL-Cholesterin und
Lipoprotein (a), die Apolipoprotein B100 enthalten (Richter et al. 1993). Die
benutzten Saulen kénnen wéahrend und nach der Behandlung regeneriert und daher
bei gleichem Patienten wiederverwendet werden. Es werden ca. 4000 — 6000 ml
Plasma behandelt, die Antikoagulation wird mit ACD-A und Heparin durchgeflihrt
(Thompson 2003). Bei den meisten Patienten kdnnen anti-Schaf-lgG Antikdrper
nachgewiesen werden, jedoch ohne dass klinische Konsequenzen beobachtet
worden seien.

Die extrakorporale LDL-Elimination mit dem HELP-Verfahren (Eisenhauer et al.
1987) basiert auf elekirostatischen Wechselwirkungen zwischen dem Polyanion
Heparin und positiv geladenen heparinbindenden Proteinen wie z.B. die
Apolipoprotein B-enthaltenden LDL- und VLDL-Cholesterine und Lipoprotein (a).
Aber auch Fibrinogen wird gebunden. Die Absenkung des Blutplasma-pH auf 5,12
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durch Zugabe eines heparinisierten Acetatpuffers vermehrt die Anzahl der positiven
Ladungen, so dass die Prazipitation der LDL-Fibrinogen-Heparin-Komplexe optimal
erfolgen kann. Durch einen Prazipitatfilter werden diese groBen Heparin-Protein
Aggregate zurtckgehalten, (berschissiges Heparin wird mittels eines DEAE-
Zelluloseadsorbers komplett adsorbiert und am Ende des extrakorporalen Kreislaufes
geschieht die pH- und Volumen-Korrektur durch eine Bikarbonat-Dialyse mit
Ultrafiltration. Um eine ausreichende Absenkung des LDL-Cholesterins und
Lipoprotein (a) zu bewirken missen ca. 3 | Plasma behandelt werden (Eisenhauer et
al. 1992); aufgrund der in einigen Fallen vorteilhaften Fibrinogen-Reduktion ist die
Behandlung gréBerer Plasma-Volumina mit einem héheren Blutungsrisiko verbunden
(Bosch 1992; Parhofer et al. 2000).

Die Dextran-Sulfat Adsorption ist ebenfalls ein Plasmaverfahren basierend auf
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen Apolipoprotein
B 100 Molekiilen und den Polyanionen Dextran-Sulfat. Die Polyanionen sind als
Liganden an Cellulose-Kiigelchen kovalent gebunden und adsorbieren selektiv LDL-
Cholesterin, VLDL-Cholesterin und Lipoprotein (a) (Yokoyama et al. 1985).
Zusatzlich werden weitere polykationische Molekile wie z.B. Komplementfaktor C3a
und Gerinnungsfaktoren gebunden (Bosch et al. 1987). Wahrend der Heparin-
antikoagulierten Behandlung werden zwei Liposorber abwechselnd verwendet, so
dass eine mehrfache Regeneration der Adsorber wahrend der Apherese mdglich ist
(Mabuchi et al. 1989) und somit bis zu 5000 ml Plasma behandelt werden kdnnen.
Eine Co-Medikation mit ACE-Hemmern ist aufgrund mdglicher Bradykinin-Bildung
kontraindiziert (Olbricht et al. 1992). Dies trifft ebenso auf das DALI-System zu,
welches im Detail in Kapitel 1.4. beschrieben wird.
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Die Indikation zur Lipidapherese besteht nach einer Ubereinkunft von Apherese
Anwendern (Greten et al. 1992; Schuff-Werner et al. 2001) bei Patienten mit:

e homozygoter familidrer Hypercholesterindmie mit LDL-Cholesterin Werten
> 600 mg/dl bereits in der Primarpravention.

e LDL-Cholesterin > 190 mg/dl unter maximaler diatetischer und
medikamentdser Therapie, positiver Familienanamnese bezlglich koronarer
Herzerkrankung und angiographisch nachgewiesenen Veranderungen der
KoronargeféaBe bereits in der Primarpréavention.

e LDL-Cholesterin > 135 mg/dl unter maximaler diatetischer und
medikamentdser Therapie in der Sekundarprophylaxe bei angiographisch
nachgewiesenen KoronargefaBveranderungen im Stadium IlI-1V.

Im aktuellen Beschluss des Bundesausschusses der Arzte und Krankenkassen
werden in den BUB-Richtlinien in der Fassung vom 24. Méarz 2003 (Deutsches
Arzteblatt 2003) die Indikationen zur Durchfiihrung der ambulanten extrakorporalen
LDL-Apherese definiert. In Deutschland sind gemaB dieser Richtlinien LDL-
Apheresen nur indiziert bei Patienten mit Auspragung einer homozygoten familiaren
Hypercholesterindmie sowie Patienten mit einer schweren Hypercholesterinamie, bei
denen mittels einer diatetischen und maximal tolerablen medikamentésen Therapie,
durchgefihrt Gber mindestens 12 Monate, keine ausreichende Absenkung des LDL-
Cholesterins erreicht werden kann. Bei der Indikationsstellung sind Medikamenten-
Unvertraglichkeiten und individuelles Atherosklerose-Risiko zu berlcksichtigen. Die
Aphereseverfahren sind prinzipiell frei wahlbar, Voraussetzung ist jedoch eine
Absenkung des jeweiligen LDL-Vorwertes um mindestens 60% bei einer maximalen
Behandlungsdauer von 6 Stunden.

Zielwerte fur LDL-Cholesterin werden hierbei nicht explizit genannt. Befolgt man die
Empfehlungen groBer medikamentdser Interventionsstudien sollte wie bereits gesagt
bei fortschreitender koronarer Herzkrankheit der LDL-Cholesterin-Spiegel unter 100
mg/dl liegen. Die Zulassungen zur Lipidapherese sind abhangig von den jeweiligen
Zulassungsbehdérden der verschiedenen Staaten, so sind z.B. in den USA gemaB der
»,Food and Drug Administration® (FDA) Lipidapheresen bei héheren Lipidwerten als
den Genannten indiziert (homozygote FHC: LDL-C > 13 mmol/l (500 mg/dl);
heterozygote FHC: LDL-C > 7,8 mmol/l (300 mg/dl); heterozygote FHC und
dokumentierte KHK: LDL-C > 5,2 mmol/l (200 mg/dl)).
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Bei Patienten mit manifester koronarer Herzkrankheit und erhéhtem Lipoprotein (a) >
60 mg/dl ohne weitere Risikofaktoren inklusive Erhéhung des LDL-Cholesterins, ist
die Lipidapherese eine akzeptierte Therapieform (Schuff-Werner 2001; Thompson
2003; Keller 2007).

1.4 Prinzip und technischer Ablauf der direkten Adsorption von Lipoproteinen
(DALI) aus Vollblut

Anders als die zuvor genannten Techniken ist DALI das erste selektive
Lipidapherese-Verfahren, das durch Adsorption LDL-Cholesterin (LDL-C) und
Lipoprotein (a) (Lp(a)) direkt aus Vollblut eliminieren kann. Eine vorangehende
Plasmaseparation entfallt somit und der extrakorporale Kreislauf wird deutlich
vereinfacht (Bosch et al. 1997). Die Adsorption der genannten Lipoproteine erfolgt
aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen dem positiv geladenen
Apolipoprotein B 100, einem Bestandteil des LDL-C, des VLDL-Cholesterins und des
Lp(a), und der negativ geladenen Polyacrylat-Oberflaiche des Adsorbergels. Das
verwendete Adsorbergel (Fa. Fresenius, St. Wendel, Deutschland), erstmalig
beschrieben 1993 (Bosch et al. 1993), besteht aus porésen Polyacrylamid-
Kigelchen, die einen Durchmesser von ca. 150-200 ym messen und an die
Polyacrylat-Liganden kovalent gebunden sind. Zelluldre Bestandteile des Blutes
kénnen aufgrund ihrer GréBe nicht in die Poren eindringen. Die Kontaktflache
zwischen den zelluldren Bestandteilen und der Adsorbermatrix wird somit verkleinert
da Uber 99% der Gesamtoberflache (ca. 1000 m?) der Adsorbermatrix sich innerhalb
der Kuglchen befinden (Drédger et al. 1998; Bosch et al. 2002). Dieses Prinzip der
GréBenausschluss-Chromatographie trédgt entscheidend zur guten Biokompatibilitat
des verwendeten Adsorbermaterials bei (Bosch et al. 1997).

1.5Biokompatibilitatsparameter und deren Bedeutung zur Beurteilung
extrakorporaler Kreislaufe
Der menschliche Organismus verfligt bei Kontakt von Blut oder Gewebe mit
Fremdmaterial Uber biologische Abwehrreaktionen, die schwerwiegende Folgen bis
zu systemischen inflammatorischen Reaktionen haben kdnnen. Das Ausmal3 der
komplexen Wechselwirkungen hangt von den jeweiligen Verfahren, den verwendeten
Materialien und vom Patienten selbst ab. Der Einsatz extrakorporaler Kreislaufe wie
die Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine, der Nierenersatztherapie durch z.B.
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Hamodialyse oder Hamofiltration aber auch der Einsatz der beschriebenen
Lipidapherese-Verfahren kbnnen unerwinschte kaskadenartige Ereignisse zur Folge
haben. Diese Ereignisse werden durch unterschiedliche sich teilweise
beeinflussende Mechanismen ausgeldst (Schiffl et al. 1999; Bosch et al. 1989). Der
Begriff Biokompatibilitdt bedeutet in diesem Zusammenhang die Mdoglichkeit ein
Material, Gerat oder System zu verwenden, ohne klinisch signifikante Reaktionen
seitens des menschlichen Organismus auszulésen (Gurland et al. 1994). Prinzipiell
kann jeder Bestandteil eines extrakorporalen Kreislaufes und die Sterilisation der
Komponenten unerwiinschte Reaktionen durch mogliche Bioinkompatibilitat
auslésen; die groBte Gefahr geht hierbei jedoch von den Dialysatoren,
Plasmaseparatoren oder Adsorbern aus, die den weitaus grdBten Oberflachenanteil
eines extrakorporalen Kreislaufes einnehmen und daher die gr6Bte Blutkontaktflache
besitzen. In den letzten Jahren wurden eine Reihe von Biokompatibilitatsparameter
definiert zu denen plasmatische wie zellulare Systeme zahlen. Schiffl beschreibt vier
generelle Mechanismen der Wechselwirkungen zwischen biologischen Systemen

und Fremdmaterialien, im besonderen Dialysemembranen:

o Allergische oder toxische Reaktionen.

e Transformation von Plasmaproteinen mit Thrombogenitat,
Komplementaktivierung, Bradykinin-vermittelten Reaktionen.

e Aktivierung von zirkulierenden Leukocyten.

e Zytokin-Induktion durch bakterielle Kontamination.

Prinzipiell sind toxische oder allergische Reaktionen auch gegentber
Sterilisationsriickstdnden, durch Migration von Kunststoff Weichmachern oder durch
Freisetzung von Plastikpartikeln moglich.

Erforderliche Biokompatibilitatsparameter bzw. Hamokompatibilitatstests sind von
den Zulassungsbehérden fiir Medizinprodukte standardisiert geregelt und fordern fir
Produkte, die von auBBen mit dem Ko&rperinneren in Wechselwirkung treten die
Testung von 5 Prifkategorien, die in folgender Tabelle (1.2) verkirzt dargestellt

werden.
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Tab.: 1.2: Vereinfachte Darstellung der Prifkategorien nach ISO 10993-4.

Priufkategorie

Methode

Thrombose Druckabfall Gber dem Produkt

Koagulation PTT, optional TAT

Thrombocyten Thrombocytenzabhl, optional B-TG

Hamatologie Leukocytenzahl, Hamolyse, optional:
Freisetzungsprodukte aktivierter Zellen

Immunologie C3a, C5a, optional Cytokine

PTT: partielle Thromboplastinzeit, TAT: Thrombin-Antithrombin-Komplex, B-TG: p—Thromboglobulin,
C3a: aktivierte Komplementfaktoren von C3, C5a: aktivierte Komplementfaktoren von C5.

Das Komplementsystem ist Teil des komplexen angeborenen Immunsystems,
welches bei der Verteidigung gegen bakterielle Infektionen  mitwirkt,
Verbindungsglied zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem ist und
Immunkomplexe sowie Produkte der inflammatorischen Antwort beseitigt. Die
Aktivierung des mehr als 30 Proteine enthaltenden Komplementsystems erfolgt Gber
drei mogliche Wege: den klassischen Weg, den alternativen Weg und Uber Mannose-
bindendes Protein (Walport 2001). Alle drei Aktivierungswege minden in einer
gemeinsamen Endstrecke, die letztlich zur Bildung des aktiven ,Membran-
attackierenden Komplexes“ C5b-9 flhrt. Eine Aktivierug des Komplementsystems
durch Kontakt mit nichtbiologischen Oberflachen erfolgt Gber den alternativen
Aktivierungsweg, wobei in der Literatur auch Hinweise auf eine klassische
Komplementaktivierung zu finden sind (Thylen et al. 1996). Bereits 1977 beschrieb
Craddock erstmalig, dass Dialysemembranen die Bildung des
Komplementanaphylatoxin C5a induzieren kann und dies wiederum zu einer
Leukocytenaggregation und Sequestrierung in der kapillaren Lungenstrombahn fiihrt
(Craddock et al. 1977). Freie Hydroxylgruppen der verwendeten artefiziellen
Oberflachen besitzen bei der Komplementaktivierung neben inaktivierenden und
aktivierenden Faktoren (Faktor |; Faktor B und D) eine wichtige Funktion. Das
Komplementsystem tritt hierbei mit dem Gerinnungs- und Kallikrein-Kininsystem in
Wechselwirkung. Untersuchungen zur Aktivierung des Komplementsystems, C3a
und Cba, sind wesentliche Parameter zur Beurteilung der Biokompatibilitat, da neben
einer moglichen transienten Leukopenie direkt oder indirekt auch andere klinische
Inkompatibilitdtsreaktionen durch die Aktivierung des Komplementsystems ihre
Ursache finden. C5b-9 ist in der Lage die Synthese von Prostaglandin E2 und
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Thromboxan A2 anzuregen, Thrombocyten zZu aktivieren und
Entziindungsmediatoren zu mehren; C3a kann die Freisetzung von Histamin aus
Mastzellen und basophilen Granulocyten induzieren, Kontraktion der glatten
Muskulatur und die Kapillarpermeabilitdt verstéarken; C5a kann darUber hinaus
polymorphnukleare Leukocyten zur Freisetzung lysosomaler Enzyme anregen
(Hakim 1996). Die Aktivierung des Komplementsystems kann durch Citrat und
Heparin teilweise inhibiert werden (Kazatchkine et al. 1981; Wegmdiller et al. 1983).

Bradykinin, ein proinflammatorisches Peptid, wird durch Aktivierung von Kallikrein
verstarkt aus seinem Vorlauferprotein HMWK (high molecular weight kininogen)
freigesetzt (Renaux et al. 1999). Kallikrein wiederum wird als Folge einer
kaskadenartigen Reaktion des Kallikrein-Kininsystems nach Aktivierung des Faktors
Xl (Hagemann-Faktor) durch den Plasmakontakt mit negativ geladenen Oberflachen
eines extrakorporalen Kreislaufes induziert (Schulman et al. 1993). Bradykinin besitzt
eine kurze Halbwertszeit und wird durch das Angiotensin-converting-enzyme (ACE,
auch Kininase Il genannt) abgebaut. Die Anwendung eines extrakorporalen
Kreislaufes mit negativ geladenen Oberflachen wie z.B. das DALI-System oder die
Lipid-Adsorption mittels Dextran-Sulfat, bei gleichzeitiger Therapie mit einem ACE-
Inhibitor kann daher zu einem extremen Anstieg des Bradykinin-Spiegels mit
schockahnlichen Folgen fuhren.

Mégliche klinische Folgen dieses Phanomens sind Hypotension und Schock.
Bradykinin wirkt hierbei Uber die vermehrte Bildung von Stickstoffmonoxid (NO),
katalysiert durch die endotheliale NO Synthase (NOS), vasodilatatorisch (Coppo et
al. 2000). Aus Experimenten mit Dialysatoren, die eine negativ geladene Oberflache
besitzen ist bekannt, dass der pH Wert bei der Kontaktaktivierung von Bradykinin und
der NO Synthase eine wichtige Rolle spielt. Bei pH Werten GUber 7,4-7,6 ist die
Aktivierung von Bradykinin und der NO Synthase geringer. Bei Verwendung
bestimmter Dialysemembranen wird innerhalb der ersten 10-20 Minuten einer
Hamodialyse eine seltene, aber schwere Hypersensitivitatsreaktion (HRS) als
Ausdruck der Bioinkompatibilitdt beschrieben. Diese Reaktion kann geringe
AusmaBe mit Ubelkeit, Pruritus, Flush, Schwachegefiihl und Hypotension annehmen
aber auch lebensbedrohliche Situationen mit Schock, Schwellung der Zunge und der
Halsschleimhaut sowie Bronchospasmus auslésen. Bradykinin steht hierbei unter
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hochgradigem  Verdacht einer  der maoglichen Verursacher  dieser
Hypersensitivitatsreaktion zu sein (Coppo et al. 2000).

Thrombin-Antithrombin-Komplexe sind Verbindungen zwischen erzeugtem Thrombin
und dem zirkulierenden Antithrombin und sind Indiz einer Aktivierung der

plasmatischen Gerinnung.

B-Thromboglobulin  ist ein etablierter Heparin-unabhangiger Marker der
Thrombocytenaktivierung, der bei Aktivierung der Zellen sezerniert wird (Bosch et al.
1997). Weitere Faktoren wie z.B. Platichenfaktor 4 (PF4), Thrombospondin und P-
Selektin (CD62) — ein integrales Membranprotein, die sich gemeinsam mit (-
Thromboglobulin innerhalb der o-Granula der Thrombocyten befinden, werden
ebenfalls im Rahmen einer Aktivierung sezerniert (Michelson et al. 1996, Gawaz et
al. 1991). Die sezernierten Faktoren vermitteln letztlich Gber Wechselwirkungen
zwischen Thrombocyten, mit Leukocyten und Endothelzellen die Bildung von
Thromben; dies gilt es bei Gebrauch eines extrakorporalen Kreislaufes zu

verhindern.

Bei Kontakt mit artefiziellen Oberflachen eines extrakorporalen Kreislaufes besteht
die Mdglichkeit einer Aktivierung von Leukocyten wie z.B. Granulocyten. Neutrophile
Granulocyten werden durch die Aktivierung zur Degranulation intrazellular
gespeicherter Proteasen, wie z.B. Elastase, Lactoferrin angeregt (Bosch et al. 1989).
Diese Reaktion ist durch vielseitige Wechselwirkungen mit dem Komplement- und
Kinin-Kallikrein-System beeinflussbar (Hakim 1996). Neuere Studien beweisen, dass
bei Leukocytenaktivierung durch Kontakt mit artefiziellen Oberflachen vermehrt
leukocytare Oberflachenmarker wie z.B. bestimmte Zell-Adh&sionsmolekile zu
finden sind. Die vermehrte Expression solcher Adhasionsmolekile wie z.B. B2-
Integrin  (CD11/CD18) spielt moglicherweise eine wichtige Rolle bei der
bioinkompatibilitats-assoziierten Leukopenie (Cheung et al. 1993).

Der Tumornekrosefaktor a (TNF-a),. ein pluripotentes Cytokin, wird unter anderem in
Monocyten synthetisiert und dient somit als méglicher Aktivierungsparameter dieser
Zellen.
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1.6 Ziele der vorliegenden Arbeit

Der Einsatz der DALI-Apherese bendétigt zur Verhinderung moglicher
Gerinnungskomplikationen und bioinkompatibler Reaktionen eine Antikoagulation. Zu
diesem Zweck kommt im Standardverfahren Citrat und Heparin in definierter Dosis
zum Einsatz.

Fir einige Reaktionen der Gerinnungskaskade sind zweiwertige Calzium-lonen
erforderlich. Reduziert man den Gehalt der physiologisch vorkommenden Calzium-
lonen durch Chelatbildung kann eine suffiziente Antikoagulation im extrakorporalen
Kreislauf erreicht werden. Citrat ist ein solcher Komplexbildner und wird als ,acid
citrate dextrose“ (ACD-A) bei DALI verwendet. Die Gabe der ACD-A Formulierung
kann einen initialen pH-Abfall verursachen und den systemischen Calziumspiegel
Uber ein gewlnschtes MafB hinaus reduzieren. Mit dem Ziel das Risiko einer klinisch
relevanten Hypocalcidmie und initiale pH-Verschiebungen mit méglichen Folgen der
Bioinkompatibilitdt zu verhindern, sollte im ersten Teil der vorliegenden Arbeit das
Standardverfahren durch geringere ACD-A Applikationen und kompensatorisch
erhdhter Heparindosierung optimiert werden.

Eine Optimierung fordert eine zumindest gleichwertige Effektivitat der Lipidreduktion,
eine identische oder bessere klinische Sicherheit und Biokompatibilitat. Dies galt es
in vorliegender Arbeit zu prufen.

Heparine sind im menschlichen Organismus in geringer Menge physiologisch
vorkommende negativ geladene sulfatierte Glucosaminoglykane unterschiedlichen
Molekulargewichts. Durch Komplexbildung mit Thrombin und Antithrombin (AT I1lI),
durch Umwandlung des AT Il in eine schnell wirksame Form und Inhibition des
Faktors Xa wirken Heparine antikoagulatorisch und koénnen daher bei Zugabe
suffizient die Gerinnung in einem extrakorporalen Kreislauf verhindern.
Nebenwirkungen der Heparine sind prinzipiell selten, so sind bei dauerhafter
Anwendung Haarausfall, Osteoporose, allergische Reaktionen und
Blutungskomplikationen (4-6%) beschrieben (Glusa et al. 1996). Heparine inhibieren
aber auch die Thrombocytenfunktion und erhéhen die GefaBpermeabilitat (Hirsh
1991). Eine geflrchtete Nebenwirkung der fraktionierten und unfraktionierten
Heparine ist in einigen Publikationen als heparin-induzierte Thrombocytopenie (HIT)
beschrieben. Die HIT 1 ist durch einen raschen aber milden Abfall der Thrombocyten
gekennzeichnet, der bei Beendigung der Heparingabe schnell ricklaufig ist und
keine ernsthafte Komplikation bedeutet (Hirsh et al., 1991). Die HIT 2 hingegen ist
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eine schwere Komplikation, die durch Antikdrperbildung gegen Platichenfaktor 4
verursacht wird und sich daher frihestens 5-8 Tage nach Applikation erstmanifestiert
(Aster 1995). Klinisch imponiert die HIT 2 durch ein potentiell tddliches Krankheitsbild
mit dramatischer Reduktion der Thrombocyten, arterieller und vendser
Thrombembolien mit folgenden Organkomplikationen. Angaben Uber die Haufigkeit
der HIT 2 variieren zwischen 0,5% und 5%. Bei Auftreten einer HIT ist eine erneute
Gabe unfraktionierten wie auch fraktionierten Heparins strengstens kontraindiziert
(Kleinschmidlt et al. 1999).

Da ein komplexes Verfahren wie DALI durch Entzug eines komplexen Molekuls wie
Heparin beintrachtigt werden kénnte, sollte der zweite Teil der vorliegenden Studie
die Frage beantworten, ob das etablierte System DALI mit einer ausschlieBlichen
Citrat-Antikoagulation ohne Verwendung von Heparin angewendet werden kann und
dabei im Vergleich zum Standardverfahren die gleiche klinische Sicherheit besteht,
die gute Biokompatibilitat des Systems erhalten bleibt und die Effizienz der
Lipidelimination verandert wird.

Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit lauten:

1. Wird die klinische Sicherheit der DALI-Apherese durch Reduktion der
Citratdosis bei kompensatorischer Erhéhung der Heparindosis oder durch
Vermeidung eines initialen Heparinbolus beeinflusst?

2. Wird die Effektivitat der DALI-Apherese durch Reduktion der Citratdosis bei
kompensatorischer Erh6hung der Heparindosis oder durch Vermeidung eines
initialen Heparinbolus beeinflusst?

3. Wird die Biokompatibilitit der DALI-Apherese durch Reduktion der
Citratdosis bei kompensatorischer Erhdhung der Heparindosis oder durch
Vermeidung eines initialen Heparinbolus verandert?
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2. Patienten und Methoden

2.1 Studiendesign

Die im folgenden beschriebenen klinischen Priifungen wurden gemaB den Richtlinien
,good clinical practice” durchgeflihrt und von der Ethikkommission der Ludwig-
Maximillians-Universitat Minchen genehmigt.

Die Patienten wurden Uber Ziele und Risiken der Studie informiert und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme.

2.1.1 DALI ohne Heparin-Antikoagulation (OH-Studie)

Die Studie DALI ohne Heparin-Antikoagulation wurde monozentrisch, deskriptiv
sowie prospektiv an 4 chronischen DALI-Patienten in einer Behandlungsphase
durchgefihrt. Die Patienten wurden je 2 auswertbaren DALI-Apheresen ohne
Heparin-Antikoagulation unterzogen (N=8), bei einer Patientin wurden die
erforderlichen Blutentnahmen auf 4 DALI-Behandlungen ohne Heparin-
Antikoagulation verteilt, um eine mdgliche Zunahme der vorbestehenden Anamie zu
vermeiden. Die Behandlungen erfolgten im wdchentlichen Abstand.

Als Kontrolle diente ein historisches Kollektiv einer 1997 durchgefihrten Studie
(Bosch et al. 2000), in der die klinische Vertraglichkeit, Effektivitat, Selektivitat und
Biokompatibilitdt des sich etablierenden Standardverfahrens getestet wurde.
Ausgewertet wurden die damals erhobenen Primardaten der Behandlungen, die mit
einer BlutfluBgeschwindigkeit von 60 ml/min und einem 750 ml Adsorber
durchgefuhrt wurden, diese Bedingungen erfillten 5 Patienten in flnfzehn
Behandlungen. Eine Patientin konnte bei der retrospektiven Betrachtung nicht
bertcksichtigt werden, da diese Patientin die standardmaBigen Heparin-Boli vor
Beginn der Lipid-Apherese nicht erhalten hatte.

2.1.2 DALI mit reduzierter Citrat-Antikoagulation (,,low-citrate®)

Die klinische Prifung von DALI mit reduzierter Citrat-Antikoagulation wurde in 2
Behandlungsphasen kontrolliert, monozentrisch, prospektiv und deskriptiv
vorgenommen. Flnf chronische DALI-Patienten wurden in die Studie eingeschlossen
und zundchst in wdchentlichen Abstédnden dreimal nach dem DALI Standard-
Protokoll apherisiert. Diesen Behandlungen folgten je 3 DALI-Apheresen mit
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modifiziertem Antikoagulationsregime. Test- und Kontrollkollektiv waren somit

identisch.

2.2 Beschreibung des Patientenkollektivs

2.2.1 Ohne Heparin (OH)-Studie

4 Patienten wurden in die Studie zur Untersuchung der Biokompatibilitat und
Effektivitat von DALI ohne Antikoagulation mit Heparin eingeschlossen. Bei allen vier
Patienten bestand eine symptomatische Atherosklerose bei Hyperlipoproteinamie.
Die zwei weiblichen und zwei mannlichen Patienten waren zum Zeitpunkt der Studie
im Alter zwischen 33 und 60 Jahren, im Mittel 51+11 Jahre. Das mittlere
Kdrpergewicht betrug 78,3+31,2 kg (51 kg bis 130 kg) bei einer durchschnittlichen
GroBe von 1,70+0,1 m (1,60 m bis 1,85 m). Die Patienten SK, WR und BH litten an
einer koronaren Herzerkrankung, die Patienten SK und WR muBten daher einer
koronaren Bypass-Operation unterzogen werden. Patient WR erlitt in der
Vorgeschichte einen Myocardinfarkt. Bei Patient EB lag eine ausgepragte pAVK mit
Z. n. mehrfachen peripheren Bypass-Operationen sowie Z. n. symptomatischer
Mesenterialarterien-Stenose mit notwendiger chirurgischer Intervention vor. Ferner
litt dieser Patient an einer beidseitigen Carotis-Stenose mit Patchplastik der linken
Carotis interna. Bei Patient WR war ein Carotis interna VerschluB rechts bekannt.

In allen Fallen erfolgte eine maximale, fir den Patienten tolerable, medikamentése
lipidsenkende Therapie mit HMG-CoA-Reduktase Hemmern, die bei den Patienten
SK, WR und BH jedoch keine Reduktion des LDL-Cholesterins in den gewlinschten
Zielbereich unter 100 mg/dl bewirkte. Bei diesen Patienten kam daher bereits vor
Teilnahme an dieser Studie die DALI-Apherese als sekundar-praventive MaBnahme
regelmaBig zur Anwendung. Im Falle der Patientin EB konnte eine ausreichende
Absenkung des LDL-Cholesterins medikamentds erreicht werden, die Indikation zur
Lipid-Apherese bestand in einer deutlichen Erhéhung des Lipoprotein (a). Im
Uberblick der Tab. 2.1. sind die demographischen Daten der Patienten
zusammenfassend dargestellt.

Die Lipid-Apherese wurde bei den Patienten WR und BH veno-vends durch Punktion
antecubitaler Venen beider Arme durchgeflihrt, bei den Patienten SK und EB wurde
der GefaBzugang jeweils durch eine bestehende a-v-Fistel (Shunt) gewahrleistet.

Die Patienten WR und EB erhielten eine Marcumar-Therapie zur Antikoagulation, die
Gabe von ASS erfolgte bei den Patienten SK und WR. Bei Patient BH erfolgte
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wahrend der Studie keine orale Antikoagulation trotz bestehender koronarer
Herzerkrankung.

Keiner der Patienten erhielt einen ACE-Inhibitor, Patient WR nahm einen AT-I
Rezeptor-Antagonisten ein (siehe Tab. 2.1.).

Maligne oder schwere akute Erkrankungen konnten vor Studieneinschluss bei allen 4

Patienten ausgeschlossen werden.

Tab. 2.1: Demographische Patientendaten (DALI ohne Heparin) zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme.

Patient/ | Geschlecht | Alter | BMI Diagnosen LDL-C/ | Medikamente
Initialen [Jahre] | [kg/m?] Lp(a)
[mg/dI]
1/ M 33 38,0 HLP 245/82 ASS,
SK KHK, ACVB Molsidomin,
Simvastatin,
Eisen lll,
2/ M 53 27,9 HLP 134/13 | Phenprocoumon,
WR KHK, M, ISMN,
ICM, Molsidomin,
pAVK lla, CAST Metoprolol,
Lorsartan, HCT,
ASS,
Atorvastatin
3/ W 60 22,3 HLP 129/33 | Atorvastatin,
BH KHK Atenolol, ISMN,
4/ W 58 18,7 HLP 91/162 | Phenprocoumon,
EB pAVK Atorvastatin,
Mesenterialinfarkt Brotizolam,
CAST Amitryptilin
MW 51 26,7 150/73
Std 11 7,3 58/57

BMI: Body mass index; LDL-C: LDL-Cholesterin; M: mannlich; W: weiblich. HLP:
Hyperlipoproteindmie; KHK: Koronare Herzerkrankung; ACVB: Aorto-coronarer Bypass; MI:
Myocardinfarkt; ICM: ischadmische Cardiomyopathie; pAVK: periphere arterielle Verschlusskrankheit;
CAST: Stenose der A. carotis interna.
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Historisches Vergleichskollektiv:

Da im Rahmen der OH-Studie alle 4 oben beschriebenen Patienten ausschlieBlich
gemaB des modifizierten Behandlungsprotokolls (siehe 2.1.1) apherisiert wurden,
dienten finf Personen aus der bereits erwahnten DALI-Studie von 1997 (Bosch et al.
2000) als vergleichbare, historische Kontrollgruppe. Die demographischen Daten der
finf Vergleichspersonen sind im Einzelnen der Tabelle 2.2 zu entnehmen.

Die bereits oben beschriebene Patientin BH nahm sowohl an der OH-Studie als auch
an der Vergleichsstudie von 1997 teil.

Die funf Patienten der Kontroll-Studie litten an einer symptomatischen
Atherosklerose in Form einer koronaren Herzerkrankung. Es wurden drei mannliche
Patienten und zwei weibliche Patientinen, im Alter von 50 bis 67 Jahren (im Mittel
56,8 Jahre), als Kontrollkollektiv retrospektiv ausgewertet.
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Tab. 2.2: Demographische Daten des historischen Kontrollkollektivs bei DALI ohne

Heparin.
Patient/ | Geschlecht | Alter BMI Diagnosen LDL-C/ | Medikamente
Initialen [Jahre] | [kg/m?] Lp(a)
[mg/dI]
1/ M 50 25,9 HLP 122/41 | Phenprocoumon
DE KHK Pravastatin
NI
2/ W 58 21,9 HLP 175/38 Lovastatin,
BH KHK Colestyramin,
Atenolol, ISMN,
3/ W 67 29,0 HLP 295/8 Atorvastatin
MJ KHK Colestyramin
ACVB
4/ M 52 26,7 HLP 176/6 Simvastatin
JM KHK ASS
Fenofibrat
5/ M 57 23,9 HLP 102/19 Simvastatin
SW KHK 0 ASS
Metoprolol
Nitrendipin
Minoxidil
MW 57 25,5 174/57
Std 6 2,4 67/68
BMI: Body mass index; LDL-C: LDL-Cholesterin; M: mannlich; W: weiblich. HLP:

Hyperlipoproteindmie;

KHK: Koronare Herzerkrankung; ACVB: Aorto-coronarer Bypass; Ml:

Myocardinfarkt; ICM: ischdmische Cardiomyopathie; pAVK: periphere arterielle Verschlusskrankheit;
CAST: Stenose der A. carotis interna; NI: Niereninsuffizienz im Stadium der kompensierten Retention.

2.2.2 Patienten der ,,low-citrate“-Studie

Die funf Patienten mit bekannter Hyperlipoproteindmie und daraus resultierenden

Folgeschaden, die an der klinischen Prifung von DALI mit reduzierter Citrat-Dosis

teilnahmen wurden zuvor mindestens ein Jahr mit dem DALI-System Lipid-

apheresiert. Im Durchschnitt waren die zwei weiblichen und drei mannlichen
Patienten 62+6 Jahre alt, 170+10 cm groB3 und 71+13 kg schwer. Die in Tab. 2.3

zusammenfassend beschriebenen Patienten litten alle an einer KHK, bei den
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Patienten MW, FB und RG sich in Form eines Myocardinfarktes manifestierend. Die
Patienten AS und RG erhielten einen aorto-coronaren Venenbypass (ACVB). Bei AS
war zusatzlich eine Carotis interna-Stenose (CAST), bei FB eine Nierenarterien-
Stenose (NAST) bekannt.

Die LDL-Cholesterin Werte lagen bei allen Patienten trotz HMG-CoA-
Reduktasehemmer Behandlung Gber dem empfohlenen Zielbereich, bei AS bestand
darlber hinaus eine deutliche Erhéhung des Lp(a). Eine orale Antikoagulation mit
Phenprocoumon wurde bei keinem der Patienten durchgefihrt, MW, FB und RG
nahmen ASS ein. Keiner der Patienten erhielt einen ACE-Inhibibor.

Als GefaBzugange fur die Apherese-Behandlung dienten bei MW und RG angelegte
a-v-Fisteln, die anderen drei Patienten wurden veno-vends behandelt.

Auch in der klinischen Priifung von DALI mit niedrig dosierter Citrat-Antikoagulation
waren maligne oder schwere akute Erkrankungen AusschluBkriterien.
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Patient/ | Geschlecht | Alter BMI Diagnosen LDL-C/ Medikamente
Initialen [Jahre] | [kg/m?] Lp(a)
[mg/dl]
1/ W 60 22,3 HLP 135/41 Atorvastatin,
BH KHK ISMN, Atenolol,
Eisen Il
2/ M 72 28,4 HLP 122/107 Simvastatin,
AS KHK, ACVB, Metoprolol,
CAST Allopurinol,
ISDN, HCT,
Triamteren,
Bromazepam,
Felodipin
3/ W 63 23,0 HLP 212/63 Fluvastatin,
MW KHK, MI, ISMN, ASS,
Stent HCT, Eisen Il,
Mg2+, Ca2+,
Diltiazem,
Spironolacton,
4/ M 64 26,3 HLP 162/7 | Fluvastatin, ASS,
FB KHK, MI, ISMN, HCT,
NAST Prednisolon,
5/ M 53 28,1 HLP 218/57 |Fluvastatin, ASS,
RG KHK, M, Acetyldigoxin,
ACVB Mepindolol
MW 62 25,6 170/55
Std 6 2,5 39/33
BMI: Body mass index; LDL-C: LDL-Cholesterin; M: mannlich; W: weiblich. HLP:
KHK: Koronare Herzerkrankung; ACVB: Aorto-coronarer Bypass; Ml:

Hyperlipoproteindmie;

Myocardinfarkt; ICM: ischamische Cardiomyopathie; pAVK: periphere arterielle Verschlusskrankheit;

CAST: Stenose der A. carotis interna;
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2.3 Protokoll und Ablauf der Studien

2.3.1 Ohne Heparin (OH)-Studie

Die DALI Apheresen wurden mittels des H&madsorptionsgerdtes 4008 ADS
(Fresenius, St. Wendel) durchgefihrt. Zur Stabilisierung der Kérpertemperatur wurde
bei den Patienten WR, BH und EB ein Blutwarmer (Fa. Astotherm, focus Stid GmbH)
nach dem Adsorber zwischengeschaltet. Bei Patient SK wurde ein Polyacrylat-
Adsorbervolumen von 1000 ml eingesetzt (zwei in Reihe geschaltete 500 ml
Adsorber), bei den Patienten WR, BH und EB erfolgte die Apherese mit einem
Adsorbervolumen von 750 ml. Die BlutfluBrate betrug 60 mi/min. Bei Patient SK
wurde ein Blutvolumen von 9990 ml, bei den Patienten WR, BH und EB 5000 ml
behandelt, durchschnittlich wurde das 1,30-fache Blutvolumen (berechnet nach
Nadler) apherisiert.

Vor der Behandlung wurde der extrakorporale Kreislauf mit 3 x 2000 ml Spullésung
perfundiert, die Spullldsung enthielt im Gegensatz zur Routinemethode (siehe
folgende Seite) kein Heparin. Die Patienten erhielten keinen Heparin-Bolus. Die
Antikoagulation erfolgte von Beginn an mittels ACD-A (Citrat-Dextrose) Infusion im
Verhaltnis 1:20. Bei Patient WR wurde im zweiten Versuch ab einem
Behandlungsvolumen von 1500 ml die Citrat-Antikoagulation auf ein Verhéltnis von
1:40 reduziert. Der Behandlungsaufbau ist in Abbildung 2.1 zur Veranschaulichung
skizziert.

Bei den Patienten SK und EB wurden die Apheresen via eines vorbestehenden
Shunts durchgeflhrt, bei den Patienten WR und BH wurden die Kubitalvenen zur
Gewabhrleistung eines veno-vendsen Flusses punktiert.

Vor, wahrend und nach der Behandlung wurden die Vitalparameter Blutdruck und
Puls gemessen.

Bei Patienten mit schlechtem BlutfluB oder geringem Korpergewicht wurden die
Blutentnahmen auf mehrere Behandlungen verteilt.

Die Zeitpunkte der Blutentnahmen sind der Tabelle 2.4 zu entnehmen.
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Behandeltes Blutvolumen :

o
3

500ml

1000ml

2000ml

Ende

Blutbild

QO

Blutgase
Elektrolyte

a+v

a+v

a+v

a+v

a+v

a+v

Quick

Partielle Thromboplastinzeit
Fibrinogen

Lee White Test

Aktivierte Gerinnungszeit (ACT)

Cholesterin
Triglyceride
Lipoproteine

C3a,
Bradykinin,

Elastase, BTG,

TAT,

Y O N MY MY D MY Y DD

a+v

a+v

a+v

Y O M MY MY OO MY | D D

a2-Haptoglobin,
Lactatdehydrogenase

a=arteriell (vor dem Adsorber), v=vends (hinter dem Adsorber). Komplement C3a (C3a), B-
Thromboglobulin (B-TG), Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT).

Die Behandlung der historischen Kontrollgruppe fand im wesentlichen wie zuvor

beschrieben statt. Unterschiedlich war lediglich das Antikoagulationsschema.

Die 5 Patienten erhielten 16 Apherese-Behandlungen (n=16).

Vor der Behandlung wurde der extrakorporale Kreislauf mit 3 x 2000 ml Sptillésung

perfundiert, die ersten 2000 ml Splllésung enthielten 10 000 IE Heparin. Die

Antikoagulation des Patienten erfolgte durch einen initialen Heparinbolus (20 I1E/kg

KG) und der kontinuierlichen Citrat-Dextran Zugabe im Verhéltnis von anfanglich

1:20. In den meisten Fallen wurde das Verhéltnis im Aphereseverlauf auf 1:30

reduziert. Der BlutfluB betrug 60 mi/min, das Behandlungsvolumen im Mittel das

1,32-fache des Blutvolumens nach Nadler (Bosch et al. 2000).
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Abb. 2.1: DALI-Behandlungsaufbau

. ACD-A (1:20 - 1:40)

P1 .

1 % BlutfluBrate: 60 ml/min
Ve

-/

DALI Adsorber

P2

Tropfkammer

Blutwirmer

ACD-A: acid citrate dextrose, Formula A; P: Druckmessung.

2.3.2 ,low-citrate“-Studie

Die DALI Apheresen wurden auch in diesem Teil der vorliegenden Arbeit mittels des
Hamadsorptionsgerates 4008 ADS (Fresenius, St. Wendel) durchgefihrt. Zur
Stabilisierung der Koérpertemperatur wurde bei allen Patienten ein Blutwarmer (Fa.
Astotherm, focus Sid GmbH) nach dem Adsorber zwischengeschaltet. Bei allen
Patienten erfolgte die Apherese mit einem Adsorbervolumen von 750 ml. Die
BlutfluBrate betrug ausnahmslos 60 ml/min. Das behandelte Volumen betrug
durchschnittlich das 1,30-fache Blutvolumen (berechnet nach Nadler) (BH: 5650 ml,
AS: 8690 ml; MW: 5420 ml; FB: 7100 ml; RG: 8330 ml).

Vor der Behandlung wurde der extrakorporale Kreislauf mit 3 x 2000 ml Sptillésung
perfundiert, die Spillésung enthielt 20000 IE Heparin. Im Kontrollarm erfolgte die
Antikoagulation von Beginn an mittels ACD-A (Citrat-Dextrose) Infusion im Verhaltnis
1:20 und der Applikation eines initialen Heparin-Bolus von 20 IE/kg KG. Im
Studienarm wurde die Citrat-Antikoagulation von Beginn an auf ein Verhaltnis von
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1:40 reduziert, der initiale Heparin-Bolus wurde kompensatorisch auf 60 IE/kg KG
erhoht. Der Behandlungsaufbau ist in Abbildung 2.1 zur Veranschaulichung skizziert.
Bei den Patienten MW und RG wurden die Apheresen via eines vorbestehenden
Shunts durchgefiihrt, bei den Patienten BH, AS und FB wurden die Kubitalvenen zur
Gewabhrleistung eines veno-vendsen Flusses punktiert.

Vor, wahrend und nach der Behandlung wurden die Vitalparameter Blutdruck und
Puls gemessen.

Die Blutentnahmen erfolgten analog der Tabelle 2.4, die Zeitpunkte variierten jedoch.
Die zu untersuchenden Blutproben wurden vor Beginn der Behandlung, nach einem
Behandlungsvolumen von 100 ml, 300 ml, 500 ml, 3000 ml sowie am Ende der
Behandlung entnommen. Zusétzlich wurden mit Beginn der Apherese Proben nach
dem Adsorber entnommen (Zeitpunkt ,0).

2.4 Labormethoden

Die Blutentnahmen erfolgten vor Beginn der Behandlung direkt aus dem Zugang,
wahrend und nach der Behandlung aus dem Schlauchsystem. Es erfolgten
Blutentnahmen aus dem arteriellen System, d.h. dem Adsorber zuflhrenden
Schlauchsystem vor ACD-A-Zugabe: zu Beginn, nach einem Behandlungsvolumen
von 500 ml, 1000 ml, 2000 ml und am Ende der Apherese. Blutentnahmen aus dem
vendsen System (dem Patienten zuflhrenden System) wurden nach einem
Behandlungsvolumen von 500 ml, 1000 ml und 2000 ml vorgenommen (siehe Tab.
2.4).

Blutbild und Differentialblutbild wurden im Coulter Counter gemessen. Die Elektrolyte
Natrium, Kalium und ionisiertes Calcium wurden mit dem lonometer EF (Fresenius,
Oberursel) sowie dem ABL 555 (Fa. Radiometer, Kopenhagen) bestimmt. Die
Messung der Blutgase erfolgte mit dem ABL 30 Gascheck ( Fa. Radiometer,
Minchen ) und dem ABL 555 (Fa. Radiometer, Kopenhagen). Zur Quantifizierung
der Routineserumchemie (Nierenretentionsparameter, Transaminasen,
Cholestaseparameter, Gesamteiweif3, CK) und der Gerinnungsparameter (Quick,
PTT, Fibrinogen) wurden Standardmethoden eingesetzt.

Die Bestimmung des Gesamt- und HDL-Cholesterins sowie der Triglyzeride wurde
mit Testkits der Fa. Boehringer, Mannheim, die des LDL-Cholesterins mit Quantolip
(Fa. Immuno, Heidelberg), und die des Lp(a) turbidometrisch (polyclonale Antikdrper
der Fa. Greiner BioChemica, Flacht) durchgefiihrt.
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Die Uberwachung der Gerinnungsparameter wéhrend der Behandlung erfolgte durch
Bestimmung der Vollblutgerinnungszeit nach Lee-White und der aktivierten
Gerinnungszeit (ACT) mittels Hemochron 401 (International Technidyne Corp.,
Edison, USA).

Zur Quantifizierung der Biokompatibilititsparameter erfolgten die Probeentnahmen in
eisgekulhlte Spritzen. Die Proben wurden sofort nach Entnahme eisgekihlt, bei 4°C
zentrifugiert (2993 g) und das Serum bei —70°C bis zur Bestimmung aufbewahrt.
B-Thromboglobulin (Asserachrom B-TG, Fa. Boehringer Mannheim), C3a (C3a-des
Arg ELISA, Progen Biotechnik GmbH), Elastase (PMN Elastase, Fa. Merck
Immunoassay) und Thrombin-Antithrombin-Komplex (Enzygnost TAT micro, Fa.
Behring Diagnostics GmbH) wurden im ELISA gemessen.

Zur Bestimmung der Bradykininkonzentration wurden 2 ml Blut mit 0,2 ml
Inhibitorcocktail (10000 IE Trasylol/ml, Sojabohnen-Trypsininhibitor 0,8 mg/ml,
Polybrene 4 mg/ml, 1,10-Phenanthrolin 10 mg/ml, Nax-EDTA 20 mg/ml) in
Polypropylenréhrchen gemischt. Nach unmittelbar folgender Zentrifugation (3000g,
10 min., 4°C) wurden 0,8 ml des Plasmas mit 3 ml eisgeklhltem, absoluten Ethanol
versetzt, 15 min. auf Eis inkubiert und anschlieBend erneut zentrifugiert (2000g, 10
min., 4°C). Der Uberstand wurde dekantiert und im Luftstrom eingedampft, der
Ruckstand schlieBlich in 0,6 ml 66% Aceton wieder aufgenommen und mit 1,4 ml
Petrolether extrahiert. Zur Phasentrennung erfolgte eine erneute Zentrifugation
(2000g, 10 min., Raumtemperatur), die obere flissige Phase wurde abgesaugt und
verworfen, die untere flissige Phase im Luftstrom eingedampft und schlieBlich im
RIA die Bradykininkonzentration in Doppelkontrolle gemessen (Shimamoto et al.
1982).

2.5 Berechnungen:
Die durch Apherese erreichten prozentualen Reduktionen der Lipoproteine und des
Fibrinogen wurden nach folgender Formel berechnet:

Reduktion = (Konzentrationy,r - Konzentrationnaen) * 100 / Konzentrationg.

Die im Ergebnisteil genannten prozentualen Konzentrationsédnderungen allgemein
wurden wie folgt berechnet:
Anderung = (Konzentrationmacn — Konzentrationye) * 100 / Konzentrationye.
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Das individuelle Blutvolumen wurde nach der Nadler-Formel berechnet (Nadler et al.
1962):

Far Frauen gilt:
Blutvolumen [ml] = 1000 * (0,3561 * GroBe® [m°]+ 0,03308 * Kérpergewicht [kg] +
0,1833).

Far Manner qilt:
Blutvolumen [ml] = 1000 * (0,3669 * GroBe® [m?] + 0,03219 * Kdérpergewicht [kg] +
0,6041).

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte + Standardabweichungen angegeben und
dargestellt. Im Versuchskollektiv betragt N=8, in der Kontrollgruppe N=16,
Abweichungen werden im Kapitel 4 gesondert aufgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 DALI-Apherese mit niedrig dosierter Citrat-Antikoagulation

3.1.1 Technischer Verlauf

Technische Komplikationen traten im Wesentlichen nicht auf. Alle flnfzehn
Behandlungen konnten abgeschlossen werden, die verwendeten
Hamadsorptionsgerate DALI 4008 funktionierten einwandfrei. Die Behandlungszeiten
lagen in Abhangigkeit der gewahlten Adsorberkonfigurationen zwischen 78 Minuten
und 107 Minuten. Die gemessenen Druckdifferenzen zwischen Adsorbereingang und
Adsorberausgang stiegen im Mittel wahrend der Behandlung um 5 mmHg (von 45
mmHg auf 50 mmHg) an. Die verwendeten Adsorber wiesen nach vollstandiger
Rlckgabe des Patientenblutes am Ende der Behandlung keine relevanten Blutreste
als Zeichen méglicher Thrombosierung auf.

3.1.2 Klinischer Verlauf und Vitalparameter

Die DALI-Apheresen wurden im Wesentlichen alle gut vertragen, Kklinische
Nebenwirkungen wurden weder bei der Durchfilhrung des Standardverfahrens noch
bei Verwendung des modifizierten Antikoagulationsregimes beobachtet.
Insbesondere fielen keine Zeichen einer hypocalcamischen Tetanie auf. Die
Apheresetherapie konnte in jedem Fall beendet werden. Koérpertemperatur und
Kérpergewicht blieben in beiden Studienarmen unbeeinflusst von den durchgefiihrten
Lipidapheresen. Die Vitalparameter Blutdruck und Puls zeigten im Mittel geringe,
jedoch stets asymptomatische Veranderungen, der mittlere systolische Blutdruck lag
bei 139/73 mmHg vor und 119/63 mmHg nach Beendigung des Standardverfahrens
(A RR: -20/10 mmHg) sowie 153/75 mmHg vor und 136/74 mmHg nach
Lipidapherese mit modifizierter Citrat-Antikoagulation (A RR: -17/1 mmHg) (siehe
Abb. 3.1.1). Die Patientin BH reagierte in einem Fall mit einem systolischen
Blutdruckabfall bis auf minimal 93 mmHg, dieser war klinisch asymptomatisch (2.
Apherese nach Standardprotokoll). Der Puls blieb wéahrend aller durchgefiihrten
Behandlungen im Normbereich (Abb. 3.1.1).



3. Ergebnisse 34

Abb. 3.1.1: Blutdruckwerte und Puls vor und nach Apherese in Abhangigkeit vom
Antikoagulationsregime.
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Vor: vor Behandlung; Ende: nach Behandlung; Sys.: Systolischer Blutdruck; Dia.: Diastolischer
Blutdruck; Sta.: Standardregime; Neu: reduzierte Citrat-Dosis. Darstellung von
MittelwerttStandardabweichung; N=15.

3.1.3 Hamatologie und Hamolyseparameter

Die absoluten Zellzahlen, Erythrocyten, Leukocyten und Thrombocyten sind wichtige
Parameter der Hamokompatibilitdt eines extrakorporalen Blutkreislaufs. Die Wahl
des Antikoagulationsregimes nahm keinen Einfluss auf die Erythrocytenzahl am
Ende der Apherese, in beiden Studienarmen wurde eine Reduktion der Zellanzahl
um 8% beobachtet. Auch im Verlauf der Lipidapheresen blieben die Erythrocyten im
arteriellen System in beiden Studiengruppen stets im Normbereich (siehe Tab.
3.1.1). Bei Betrachtung von Hamatokrit und Hamoglobin bestatigten sich die
beschriebenen Erythrocyten-Resultate. Die Messungen der Erythrocyten im vendsen
Schenkel ergaben keine relevanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsmodifikationen. Nach 100 ml behandeltem Blut zeigte sich ein klarer
Verdinnungseffekt durch die priming L6sung, die nach Vorbereitung der Adsorber im
System verblieb, nach 300 ml behandeltem Blutvolumen wurde offensichtlich nur
durch die Antikoagulation verdiinntes Blut reinfundiert (Tab. 3.1.1).

Auch die Leukocyten blieben im Wesentlichen in beiden Studienarmen unbeeinflusst
von der Wahl der Antikoagulation, bei Verwendung der Citrat-reduzierten Dosierung
zeigte sich am Ende der Apheresen im Durchschnitt eine Reduktion von 9%, die
maximale Reduktion von 16% wurde nach 3000 ml behandeltem Blutvolumen
erreicht. Die absoluten Zellzahlen lagen wéahrend der Behandlung durchwegs im

Normbereich.
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Tab. 3.1.1: Erythrocyten [T/1] vor, wahrend und nach Lipidapherese in Abhangigkeit
vom Antikoagulationsregime.

Behandeltes Vol.| Standard Art.  Standard Ven. Neu Art. Neu Ven.
[ml]
Vor 4,43+0,51 4,21+0,49
0 1,03+0,16 0,99+0,16
100 4,19+0,51 2,94+0,48 3,91+0,50 2,85+0,40
300 4,10+0,52 3,70+0,48 3,87+0,49 3,67+0,40
500 4,13+0,52 3,77+0,45 3,86+0,49 3,7310,45
3000 4,16+0,50 3,96+0,45 3,95+0,48 3,86+0,47
Ende 4,0910,49 3,86+0,46
Reduktion [%] 816 812

Vol.: Volumen; Art.: im arteriellen System vor dem Adsorber; Ven.: im vendsen System nach dem
Adsorber; Standard: herkémmliche Citrat-Dosierung; Neu: reduzierte Citrat-Dosierung. Reduktion:
Anderung der Ergebnisse am Ende der Behandlung bezogen auf die entsprechenden Vorwerte.
MittelwerttStandardabweichung; N=15.

Im Studienarm der Standardbehandlung lagen die Leukocyten am Ende im Mittel 5%
Uber dem Ausgangswert, nach 500 ml behandeltem Blutvolumen wurde die
maximale Reduktion von 7% beobachtet und wahrend der lipidreduzierenden
Therapie blieben die Leukocyten insgesamt im Normbereich (siehe Tab. 3.1.2). Die
Ergebnisse im vendsen System wiesen keine Unterschiede zwischen den beiden
Behandlungsgruppen auf und ergaben den bereits fir die Erythrocyten
beschriebenen Verdinnungseffekt. Bei Betrachtung der Differentialblutbilder fiel auf,
dass es in beiden Gruppen gleichermaBen zu einem kontinuierlichen Abfall der
Monocyten um 20% bzw. 21% (Neu) kam, die weiteren Leukocytenarten blieben
durch die Apheresen unbeeinflusst.

Die Messungen der Thrombocytenzahlen schlossen einen relevanten Abfall in
beiden Studienarmen aus, die maximale durchschnittiche Reduktion der
Thrombocyten in der Standard-Gruppe wurde am Ende der Behandlung erreicht
(5%). Bei Testung des modifizierten Antikoagulationsregimes zeigte sich der
maximale Rlckgang der Blutplatichen nach 500 ml behandeltem Blutvolumen. Am
Ende betrug die Reduktion dieser Zellen 6%. Ein deutlicher Thrombocyten-Nadir
wahrend der Behandlung konnte ausgeschlossen werden (siehe Tab. 3.1.3).
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Tab. 3.1.2: Leukocyten [G/I] vor, wahrend und nach Lipidapherese in Abhangigkeit

vom Antikoagulationsregime.

Behandeltes Vol.| Standard Art.  Standard Ven. Neu Art. Neu Ven.
[ml]
Vor 5,87+1,38 6,43%1,50
0 0,85+0,31 1,21+0,35
100 5,51+1,29 3,26%0,81 5,66+1,37 3,86+0,95
300 5,47+1,22 4,45+1,11 5,59+1,37 4,64+1,18
500 5,45+1,28 4,82+1,25 5,52+1,47 4,64+1,28
3000 5,73%1,63 5,21+1,34 5,31+£1,30 4,71+1,25
Ende 6,08+1,32 5,7510,94
Reduktion [%] -5+12 9114

Vol.: Volumen; Art.: im arteriellen System vor dem Adsorber; Ven.: im vendsen System nach dem
Adsorber; Standard: herkémmliche Citrat-Dosierung; Neu: reduzierte Citrat-Dosierung. Reduktion:
Anderung der Ergebnisse am Ende der Behandlung bezogen auf die entsprechenden Vorwerte.
MittelwerttStandardabweichung; N=15.

Die Messergebnisse der Thrombocyten im vendsen System stellten sich im Vergleich
zu den vorbeschriebenen Zellen unterschiedlich dar. In beiden Studiengruppen fielen
gleichermaBen ein verzbgerter Wiederanstieg der Thrombocytenzahlen auf und erst
nach 3000 ml behandeltem Blut lagen die Thrombocyten auf einem den
systemischen Ergebnissen vergleichbarem Niveau (siehe Tab. 3.1.3).

Zeichen einer stattgefundenen Hamolyse wie z. B. Anstieg der LDH und Klinisch
relevanter Abfall des Haptoglobins wurden in keiner der 30 durchgeflhrten
Lipidapheresen nachgewiesen. Die Messergebnisse der LDH lagen nach Apherese
im Mittel 11% (Neu) bzw. 16% (Standard) unter den entsprechenden Vorwerten.
Haptoglobin wurde in beiden Gruppen durch die Apherese reduziert, lag jedoch auch
am Ende jeder Behandlung im Normbereich (Standard: 1,39 g/I vor und 1,13 g/l nach
Apherese (Reduktion um 20%); Neu: 1,56 g/l vor und 1,31 g/l nach Behandlung
(Reduktion: 16%)).
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Tab. 3.1.3: Thrombocyten [G/I] vor, wahrend und nach Lipidapherese in Abhangigkeit
vom Antikoagulationsregime.

Behandeltes Vol.| Standard Art.  Standard Ven. Neu Art. Neu Ven.
[ml]
Vor 208154 228153
0 31+11 33+10

100 197451 94+44 215150 108+36
300 198148 79168 208149 10076
500 196449 152463 20547 133158

3000 200146 193+44 213145 215448

Ende 187449 21345

Reduktion [%] 8114 615

Vol.: Volumen; Art.: im arteriellen System vor dem Adsorber; Ven.: im vendsen System nach dem
Adsorber; Standard: herkémmliche Citrat-Dosierung; Neu: reduzierte Citrat-Dosierung. Reduktion:
Anderung der Ergebnisse am Ende der Behandlung bezogen auf die entsprechenden Vorwerte.
MittelwerttStandardabweichung; N=15.

3.1.4 Elektrolyte und Blutgasanalyse

In der beschriebenen klinischen Studie lag ein besonderes Interesse bei mdglichen
Veranderungen des systemischen Calziumgehalts sowie dem pH des Blutes, da die
Verringerung der Citrat-Dosierung (ACD-A: acid citrate dextrose, formula A) im
Studienarm ,Neu“ aufgrund des Citrat-eigenen pH und der calziumbindenden
Eigenschaft des verwendeten Antikoagulans solche Anderungen erwarten lieB.

Das gemessene ionisierte Natrium und Kalium zeigten keine
Konzentrationsanderungen wahrend der Standardbehandlungen oder der modifiziert
durchgefihrten Lipidapheresen. In beiden Studienarmen wurden wahrend der
gesamten Apherese Natriumkonzentrationen zwischen 135£3 mmol/l und 13713
mmol/l im arteriellen Schenkel gemessen. Auf der vendsen Seite des extrakorporalen
Blutkreislaufes wurden in beiden Behandlungsarmen bis zu einem behandelten
Blutvolumen von 300 ml unphysiologisch erniedrigte Natriumkonzentrationen
zwischen 1283 mmol/l und 132+3 mmol/l gemessen. Ab einem Blutvolumen von
500 ml lagen die Natriumkonzentrationen im reinfundierten Blut im physiologischen
Bereich. Die ionometrisch bestimmten Kaliumkonzentrationen lagen in beiden
Gruppen sowohl auf der systemischen als auch auf der venésen Seite der Adsorber
im Normbereich. Bei Verwendung des herkdmmlichen Antikoagulationsregimes
ergab sich durch die Apherese eine systemische Reduktion des Kaliums um 5,8%
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(3,9+0,3 mmol/l vor; 3,7+0,4 mmol/l nach Apherese). Die Citrat reduzierte
Behandlungsweise ergab eine Verringerung der Kaliumkonzentration um 2,6%
(4,1£0,5 mmol/l vor; 4,0x0,5 mmol/l nach Apherese). Bei Untersuchung des
ionisierten Calciums zeigten sich dagegen erwartungsgemaBe Unterschiede
zwischen den beiden Studienarmen (siehe Abb. 3.1.2)

Abb. 3.1.2: lonisiertes Calcium vor, wahrend und nach der Apherese in Abhangigkeit
von der verwendeten Citrat-Dosis.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 100, 300, 500 und 3000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese.

Art.: Arterielles System vor dem Adsorber; Ven.: Vendses System nach dem Adsorber; Sta.:
Standarddosierung des Citrats; Neu: Modifizierte Citrat-Dosierung. MittelwertexzStandardabweichung;
N=15.

Wie erwartet zeigte sich in der Kontrollgruppe ,Standard“ eine deutlichere
systemische Absenkung des ionisierten Calciums von initial 0,97+0,16 mmol/l auf
minimal 0,79+0,15 mmol/l am Ende der Lipidapherese im Vergleich zur Citrat-
modifizierten Behandlung. Bei diesem Apherese-Schema ergab sich eine Reduktion
des ionisierten Calciums um 5% (versus 18%) von initial 1,11£0,16 mmol/l auf
1,03+0,09 mmol/l nach Beendigung der Behandlung. Wie der Abb. 3.1.2 zu ersehen
ist erfolgte entsprechend den systemischen Ergebnissen bei Verwendung des
normalen Antikoagulationsregimes die Reinfusion von calciumarmerem Blut als in
der Testgruppe ,Neu“. In der Standard-Gruppe lag das ionisierte Calcium auf der
vendsen Seite des extrakorporalen Kreislaufs minimal bei 0,13£0,02 mmol/l
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gemessen nach einem behandelten Blutvolumen von 3000 ml. Im Gegensatz hierzu
lag das Minimum bei Verringerung der Citrat-Dosierung nach einem behandelten
Blutvolumen von 3000 ml bei 0,39+0,15 mmol/I.

Der beschriebene Einfluss der Antikoagulation auf das ionisierte Calcium hatte
allerdings keinen Effekt auf die gemessenen Konzentrationen des Gesamt-Calciums.
Durch die Standardbehandlung war lediglich eine Calciumreduktion um 3% zu
beobachten (2,32+0,06 mmol/l vor; 2,25£0,09 mmol/l nach Apherese). In der neuen
Behandlungsgruppe lag das Gesamt-Calcium nach Beendigung der Lipidapherese
um 2% unter dem entsprechenden Vorwert (2,30+£0,09 mmol/l vor; 2,25+0,09 mmol/l
nach Apherese).

Die Anderungen der Phosphatkonzentrationen nach DALI lagen in beiden Gruppen
unter 10%, in der Standardgruppe fiel eine Absenkung um 7% auf, nach den DALI-
Behandlungen mit 1:40 Citrat zeigte sich sogar eine um 4% erhdhte
Phosphatkonzentration.

Bei Betrachtung des Saure-Basen-Haushaltes, in dieser Studie speziell Blut-pH und
Basen Exzess (BE) ergaben sich die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse:

Der systemisch, also im arteriellen Schenkel gemessene pH zeigte weder in der
Standardgruppe noch in der neuen Testgruppe wahrend und nach Durchflihrung der
DALI-Behandlung Veranderungen, die bestimmten pH-Werte lagen jederzeit im
Normbereich zwischen 7,41+0,04 und 7,4320,04. Auch die systemischen BE-
Ergebnisse lagen stets im Normbereich. Auffalliger waren die Ergebnisse der
enthnommenen Blutproben des vendsen Schenkels. Bei Durchflhrung des
herkdbmmlichen Antikoagulationsprinzips wurde initial ein deutlich azideres
Blut/Primer-Gemisch reinfundiert als bei verringerter Citrat-Gabe (siehe Tab. 3.1.4).
Wahrend der Standard-Apherese wurde auch bei einem behandelten Volumen von
3000 ml ein azides Gemisch reinfundiert wohingegen in der Testgruppe nach 300 ml
ein nahezu pH-physiologisches Blut zuriickgegeben wurde.

Diese Ergebnisse wurden auch durch die Bestimmung des BE im venésen Schenkel
bestatigt, ein deutlicher Basenverbrauch war insbesondere wahrend des
Standardregimes aufféllig (BE zwischen —12,7 und —6,3).
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Tab. 3.1.4: pH im vendsen System vor und wahrend der Lipidapherese in
Abhangigkeit vom Antikoagulationsregime.

Behandeltes Vol [ml] | Standard Neu
0 6,87+0,02 7,19£0,03
100 6,91+0,11 7,22+0,04
300 7,17+0,04 7,34+0,04
500 7,22+0,04 7,3310,04
3000 7,21+0,03 7,32+0,04

Vol.: Volumen; Standard: herkdmmliche Citrat-Dosierung; Neu: reduzierte Citrat-Dosierung.
MittelwerttStandardabweichung; N=15.

3.1.5 Gerinnungsparameter

Selbstverstandlich war ein weiterer wichtiger Aspekt der hier beschriebenen Studie
der Einfluss der unterschiedlichen Antikoagulationsschemata wahrend der DALI-
Apherese  auf unterschiedliche  Gerinnungsparameter.  Hierbei  wurden
Routineparameter wie Thromboplastinzeit (Quick) und partielle Thromboplastinzeit
(PTT), aber auch die aktivierte Gerinnungszeit (ACT), der Lee-White Test, D-Dimere
und Antithrombin [l (AT Ill) untersucht. In beiden Studienarmen kam es durch die
Lipidapherese mit unterschiedlicher Antikoagulation erwartungsgemal zu
Veranderungen der Gerinnungsparameter. Diese Anderungen sind fiir die Parameter
Quick, PTT und Lee-White Test der Tab. 3.1.5 zu entnehmen. Bei Anwendung der
citratarmen Antikoagulation wurde laut Protokoll ein starkerer Heparin-Bolus vor
Beginn der Apherese appliziert, daher war die PTT-Verlangerung bei Standard-
Antikoagulation im Vergleich geringer ausgepragt (354% versus 429% des
Vorwertes). Umgekehrt verhielt sich der Quick-Wert, dieser wurde im Rahmen der
herkdbmmlichen  DALI-Apherese  um 29% reduziert (versus 17%). Die
Vollblutgerinnungszeit nach Lee-White zeigte eine gute Antikoagulation in beiden
Studienarmen an, durch die Verringerung der Citrat-Dosis bei gleichzeitiger
Intensivierung der Heparin bedingten Antikoagulation lag die Vollblutgerinnungszeit
am Ende der Apherese um 199% Uber dem Ausgangswert und war somit deutlicher
verlangert als bei Einsatz des Standardprotokolls (124%).

Die bestimmten D-Dimere zeigten keinerlei Unterschied vor und nach Apherese oder
zwischen den beiden Studienarmen, sie lagen ausnahmslos im Normbereich.
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Antithrombin [ll wurde durch die Lipidapherese in beiden Gruppen gleichermafBen
reduziert (16%) (Standard: 102+10% vor; 86+9% nach Apherese; Neu: 105£11% vor;
891+10% nach Apherese).

Tab. 3.1.5: Gerinnungsparameter vor und nach der Lipidapherese in Abhangigkeit
vom Antikoagulationsregime.

Zeitpunkt Standard Neu

Quick Vor 964 9413

[%] Ende 68+7 7916

PTT Vor 38126 33+2
[sec] Ende 153440 17317
Lee-White Vor 6,6+1,8 6,1+1,9
[min] Ende 13,8+4,2 16,8+4,8

Standard: herkémmliche Citrat-Dosierung; Neu: reduzierte Citrat-Dosierung.

Mittelwertt+Standardabweichung; N=15.

Nur die Vollblutgerinnungszeit wurde im gesamten Verlauf der Apheresen als MalB
der Antikoagulation gemessen. Hier zeigte sich rasch nach Beginn der Behandlung
(100 ml behandeltes Blutvolumen) eine klare Verlangerung der ACT im Sinne einer
starkeren Antikoagulation im Vergleich zur Standardapherese (siehe Abb. 3.1.3).
Nach ca. 50 Minuten Behandlungszeit (3000 ml) war in beiden Gruppen die
maximale Inhibierung der Gerinnung erreicht (Standard: 23650 sec versus Neu:
288150 sec).
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Abb. 3.1.3: ACT vor, wéhrend und nach der Apherese in Abhé&ngigkeit vom
verwendeten Antikoagulationsregime.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 100, 500 und 3000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese. Standard: Standarddosierung des Citrats; Neu: modifizierte Citrat-
Dosierung. MittelwertetStandardabweichung; N=15.

3.1.6 Lipoproteine und Fibrinogen

Wichtige Parameter zur Beurteilung der Effektivitdt des DALI-Verfahrens und
maogliche Einflisse der Antikoagulation auf die Adsorption der Lipide sind Gesamt-
Cholesterin, Triglyzeride, LDL-Cholesterin, VLDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin und
Lipoprotein (a). Da die Adsorption von Fibrinogen bei verschiedenen Lipidapherese-
Verfahren beschrieben wurde und die Verminderung des Fibrinogen-Gehaltes im
Blut durchaus eine zuséatzliche Indikation zur Lipidapherese darstellen kann, werden
die Untersuchungen zur Fibrinogen-Adsorption in diesem Kapitel mitbeschrieben.

Die Mittelwerte der Lipoproteine und des Fibrinogens vor und nach Lipidapherese
sind der Tabelle 3.1.6 zu entnehmen.
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Tab. 3.1.6: Lipoproteine und Fibrinogen vor und nach der Lipidapherese in
Abhangigkeit vom Antikoagulationsregime.

Standard Neu
vor Ende vor Ende
TC [mg/dl] 227161 95+20 222+43 103+18
TG [mg/dl] 185174 87+21 182163 80+28
LDL [mg/dl] 158+44 50+16 151432 57+14
HDL [mg/dl] 47+8 37+7 47+11 3948
VLDL[mg/dl] 25+11 8+3 24+10 7+3
Lp(a) [mg/dl] 60+22 19411 64+31 24+19
Fib [mg/dl] 355186 290179 389+99 349192

Standard: herkdmmliche Citrat-Dosierung; Neu: reduzierte Citrat-Dosierung. TC: Total-Cholesterin;
TG: Triglyzeride; LDL: LDL-Cholesterin; HDL: HDL-Cholesterin; VLDL: VLDL-Cholesterin; Lp(a):
Lipoprotein (a); Fib: Fibrinogen. MittelwerttStandardabweichung; N=15; fir Lp(a) N=12.

Die Reduktionen der Lipoproteine und des Fibrinogens (siehe Abb. 3.1.4) lagen in
beiden Gruppen im erwarteten AusmafB und erreichten somit die Forderungen an die
Lipidapherese. Allerdings ergaben sich im Vergleich der beiden Studienarme
signifikante Unterschiede. Die Absenkungen von Gesamt-Cholesterin, LDL-
Cholesterin und Lipoprotein (a) waren in der Standardgruppe geringfligig, aber zum
Teil signifikant besser. LDL-Cholesterin konnte durch das Standardverfahren um
69% reduziert werden, das modifizierte Verfahren erreichte eine Absenkung des
LDL-Cholesterins um 62%. Das Gesamt-Cholesterin wurde in der Kontrollgruppe um
57% reduziert, dies war nur gering, aber ebenfalls signifikant besser als in der
Gruppe ,Neu“ (53%). Die mittlere Absenkungsrate fir Lipoprotein (a) betrug in der
Standardgruppe 70%, berticksichtigt man nur die Vorwerte, die im pathologischen
Bereich lagen (> 30 mg/dl). Im Vergleich lag die Reduktion von Lp(a) in der Citrat-
reduzierten Gruppe bei 66%. Dieser Unterschied war gering und nicht signifikant.

Die Rlckgaberate von HDL-Cholesterin nach Apherese war bei Anwendung des
neuen Antikoagulationsverfahrens signifikant besser, hier wurden noch 84% des
Ausgangswertes detektiert im Gegensatz zu 79% in der Kontrollgruppe (in der Abb.
3.1.4 sind die Reduktionen dargestellt). Deutlichere Absenkungen konnten bei
Anwendung des modifizierten Verfahrens fur Triglyzeride und VLDL-Cholesterin
erreicht werden, der Unterschied der Triglyzeridreduktion war hierbei signifikant
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(Standard: 49%; Neu: 53%). Die Ergebnisse der VLDL-Cholesterin Reduktion waren
nur gering unterschiedlich und nicht signifikant (Standard: 62%; Neu: 68%).

Die Reduktion des Fibrinogens lag in der Gruppe herkémmlicher Antikoagulation bei
18%, diese Absenkung war signifikant deutlicher als in der Gruppe ,Neu“ (Standard:
18%; Neu: 11%).

Abb. 3.1.4: Reduktion der Lipoproteine und Fibrinogen durch DALI-Apherese in
Abhangigkeit vom verwendeten Antikoagulationsregime.
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Standard: herkdmmliche Citrat-Dosierung; Neu: reduzierte Citrat-Dosierung. TC: Total-Cholesterin;
TG: Triglyzeride; LDL: LDL-Cholesterin; HDL: HDL-Cholesterin; VLDL: VLDL-Cholesterin; Lp(a):
Lipoprotein (a); Fib: Fibrinogen. MittelwerttStandardabweichung; Standard N=14; fir Lp(a) N=8 . OH
N=8.

3.1.7 Biokompatibilitatsparameter

Zur Beurteilung der Biokompatibilitit des extrakorporalen Systems DALl mit
reduzierter Citrat-Dosis und intensivierter Heparin-Antikoagulation wurden im
Vergleich zur Standard DALI-Apherese die Komplementfaktoren C3a und Cb5a,
Tumornekrosefaktor-a (TNF), Elastase, B-Thromboglobulin (B-TG), Thrombin-
Antithrombinkomplex (TAT) und Bradykinin bestimmt.

Erfreulicherweise konnte in dieser Studie eine starkere Komplementaktivierung in
beiden Studienarmen ausgeschlossen werden. Im arteriellen Schenkel,
entsprechend den systemischen Konzentrationen, zeigte sich ein minimaler Anstieg
des Komplementfaktors C3a Uber den Normbereich hinaus (siehe Abb. 3.1.5). So lag
das mittlere Maximum in der Standardgruppe bei 212164 ng/ml (Normbereich bis 200
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ng/ml) nach 500 ml behandeltem Blutvolumen (ca. 8-9 Minuten nach Beginn der
Behandlung), in der Gruppe ,Neu“ bei 222+82 ng/ml nach ca. 5 Minuten. Am Ende
der Behandlungen lagen die C3a-Konzentrationen in beiden Gruppen im
Normbereich. Die Messergebnisse im vendsen Schenkel lagen deutlich niedriger, die
Maxima betrugen 27+6 ng/ml (Standard) bzw. 3919 ng/ml (Neu).

Abb. 3.1.5: Komplementfaktor C3a vor, wahrend und nach DALI-Apherese in
Abhangigkeit vom verwendeten Antikoagulationsregime.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 100, 300, 500 und 3000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese.

Art.: Arterielles System vor dem Adsorber; Ven.: Venbdses System nach dem Adsorber; Sta.:
Standarddosierung des Citrats; Neu: modifizierte Citrat-Dosierung. MittelwertexzStandardabweichung;
N=15.

Die Cbha Untersuchungen bestatigten die beschriebenen C3a Resultate im
Wesentlichen. In beiden Studiengruppen lagen die systemischen Konzentrationen
von Cbha im Normbereich, die Maxima wurden nach ca. 8-9 Minuten erreicht
(Standard: 0,32+0,13 pg/l; Neu: 0,59+0,77 pg/l). Die nach dem Adsorber
entnommenen Proben (vends) wiesen in beiden Gruppen bis zur neunten Minute
(500 ml) ebenfalls normwertige Ergebnisse auf (siehe Abb. 3.1.6). Nach ca. 50
Minuten (3000 ml) war in der Gruppe ,Neu® jedoch ein durchschnittlicher Anstieg des
Komplementfaktors C5a auf 3,63+3,63 ug/l auffallig. Zu diesem Zeitpunkt waren in
12 von 15 Behandlungen Konzentrationen uber 1,5 ug/l festzustellen, die maximalen
Werte lagen zwischen 4,0 ug/l und 6,45 ug/l bei Patient AS und zwischen 9,0 ugl/l
und 13,8 ug/l bei Patient MW. Einen systemischen Anstieg von C5a oder klinische
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Nebenwirkungen der Behandlung hatte dies nicht =zur Folge. Die
Standardbehandlung verursachte einen nur sehr geringen mittleren venésen Anstieg
von Cba bis maximal 0,74+0,3 pg/l, das Maximum lag bei 1,5 pg/l, 12 von 15
Behandlungen lagen unter 1,0 ug/I.

Abb. 3.1.6: Komplementfaktor C5a vor, wahrend und nach DALI-Apherese in
Abhangigkeit vom verwendeten Antikoagulationsregime.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 100, 300, 500 und 3000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese.

Art.: Arterielles System vor dem Adsorber; Ven.: Vendses System nach dem Adsorber; Sta.:
Standarddosierung des Citrats; Neu: modifizierte Citrat-Dosierung. MittelwertexzStandardabweichung;
N=15.

Eine Monocytenaktivierung durch die DALI-Apherese fand weder bei einer Citrat-
Antikoagulation im Verhaltnis 1:20 noch im Verhaltnis 1:40 statt (siehe Tab. 3.1.7).
Als Indikator fir eine mdgliche Aktivierung der Monocyten wurde der
Tumornekrosefaktor a, der in diesem Fall durch die Monocyten sezerniert werden
wirde, gemessen. In beiden Versuchsgruppen lagen die entsprechenden mittleren
Konzentrationen sowohl systemisch als auch vends im Normbereich. Tendenziell
waren bei Verwendung der 1:40 Verdinnung geringfigig hohere TNF «a
Konzentrationen systemisch zu messen, die vendsen Bestimmungen ergaben in
jedem Fall niedrigere Spiegel.
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Abb. 3.1.7: Tumornekrosefaktor a vor, wahrend und nach DALI-Apherese in
Abhangigkeit vom verwendeten Antikoagulationsregime.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 100, 300, 500 und 3000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese.

Art.: Arterielles System vor dem Adsorber; Ven.: Venbéses System nach dem Adsorber; Sta.:
Standarddosierung des Citrats; Neu: modifizierte Citrat-Dosierung. MittelwertexStandardabweichung;
N=15.

Polymorphnukleare Leukocyten (PMN-Leukocyten), die nach Stimulation Elastase
sezernieren, wurden nicht im klinisch relevanten Umfang, aber doch messbar
aktiviert. Die durchschnittlichen Elastase Konzentrationen lagen in beiden Gruppen
vor Apherese geringfligig Uber der Norm (12-32 pg/l) bei ca. 40 ug/l, im Verlauf der
Behandlungen zeigte sich ein leichter Abfall der systemischen Elastase Werte, in der
Gruppe ,Neu“ etwas deutlicher als in der Vergleichsgruppe (siehe Abb. 3.1.8). Nach
einer Behandlungsdauer von 50 Minuten (3000 ml) lagen die gemessenen
Konzentrationen in beiden Gruppen wieder auf Ausgangsniveau. Die nach dem
Adsorber gemessenen Werte waren bis zu einem behandelten Blutvolumen von 500
ml niedriger als in den simultan entnommenen arteriellen Proben. Bei Betrachtung
der Abbildung 3.1.8 féllt aber ein kontinuierlicher Konzentrationsanstieg auf, der nach
50 Minuten Behandlungsdauer in der Gruppe ,Neu“ signifikant starker als in der
Kontrollgruppe ausfallt (Standard: 41,3£17,1 pug/l; Neu: 55,6121,0 pg/l). Die
maximalen Werte lagen zu diesem Zeitpunkt vends zwischen 82,6 ug/l und 91,6 ug/l
in der Gruppe ,Neu® (Patient FB in allen 3 Behandlungen) bzw. 43,2 ug/l und 79,0
ug/l in der Standardgruppe (Patient FB in 2 Behandlungen). Dieser festgestellte
signifikante Konzentrationsunterschied resultierte zum Ende der Lipidapherese auch
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in einem Unterschied der systemischen Elastase Spiegel. Bei Verwendung des
modifizierten Antikoagulationsregimes zeigte sich eine geringe aber signifikante
Aktivierung der PMN-Leukocyten (Elastase: 53,0+15,4 pg/l) im Gegensatz zur
Kontrolle (39,9+10,5 pg/l). Diese Feststellung bestatigte sich auch bei Ansicht der
Einzelergebnisse, in der Gruppe ,Neu“ wurden in 11 von 15 Behandlungen Werte
Uber 48 g/l gemessen wahrend in der Standardgruppe lediglich 2 Apheresen einen

Anstieg Uber diesen Wert verursachten (Patient FB).

Abb. 3.1.8: Elastase vor, wahrend und nach DALI-Apherese in Abhangigkeit vom
verwendeten Antikoagulationsregime.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 100, 300, 500 und 3000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese.

Art.: Arterielles System vor dem Adsorber; Ven.: Vendses System nach dem Adsorber; Sta.:
Standarddosierung des Citrats; Neu: modifizierte Citrat-Dosierung. MittelwertexzStandardabweichung;
N=15.

Die Veranderung eines Antikoagulationsregimes im Rahmen eines extrakorporalen
Blutkreislaufes lasst ein besonderes Augenmerk auf die Thrombocyten richten. Der
Marker der Thrombocytenaktivierung, B-Thromboglobulin (B-TG), zeigte in der hier
beschriebenen Untersuchung eine moderate, erwartete Aktivierung in beiden
Studienarmen an (siehe Abb. 3.1.9). Schon die entnommenen Vorwerte waren bis
auf maximal 10450 IU/ml (Standard) bzw. 79428 |U/ml (,Neu“) erhéht. Vor
Apherese und in der frihen Behandlungsphase lagen die B-TG Konzentrationen bei

Verwendung des herkdmmlichen Antikoagulationsregimes hoher, im spateren
Behandlungsverlauf lagen die gemessenen 3-TG Spiegel in der modifizierten Gruppe
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geringgradig hoher. Diese Unterschiede waren jedoch klinisch nicht relevant und
nicht signifikant. Nach Beendigung der Behandlung lagen die Werte in beiden
Gruppen unter den entsprechenden Vorwerten (Standard: 59423 IU/ml; Neu: 7218
IlU/ml), so dass eine Aktivierung der Thrombocyten, bedingt durch die
unterschiedlichen Antikoagulationsregime, ausgeschlossen werden kann. Die vends
gemessenen B-TG Werte lagen initial niedriger als die systemischen Werte, es zeigte
sich jedoch ein kontinuierlicher Anstieg wahrend der Apherese, der nach 50 Minuten
in der Gruppe ,Neu” starker imponierte (Standard: 81143 IU/ml; Neu: 110£35 [U/ml).

Abb. 3.1.9: B-Thromboglobulin vor, wahrend und nach DALI-Apherese in
Abhangigkeit vom verwendeten Antikoagulationsregime.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 100, 300, 500 und 3000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese.

Art.: Arterielles System vor dem Adsorber; Ven.: Vendses System nach dem Adsorber; Sta.:
Standarddosierung des Citrats; Neu: modifizierte Citrat-Dosierung. MittelwertexStandardabweichung;
N=15.

Die Untersuchungen der plasmatischen Gerinnung, bestimmt mittels Messungen von
Thrombin-Antithrombinkomplex (TAT), ergaben keinen relevanten Unterschied
zwischen den beiden Studienarmen (siehe Abb. 3.1.10). Vor und nach der DALI-
Apherese lagen die TAT Konzentrationen in beiden Gruppen im Normbereich (1-4,1
ug/l). Wahrend der Apheresen jedoch waren systemisch erhéhte TAT Spiegel zu
detektieren, diese lagen nach 50 Minuten (3000 ml) maximal bei 7,2+12,3 ug/l
(Standard) bzw. 8,3+11,9 ug/l auf das zweifache der Norm erhdht. Signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsweisen bestanden nicht. Die zum
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Teil auftretenden groBen Standardabweichungen sind mdglicherweise durch
individuelle Unterschiede zu erklaren, so scheint der Patient MW empfindlicher auf
die Umstellung der Antikoagulation reagiert zu haben. Bei diesem Patienten waren in
allen 3 Behandlungen am Ende der ,neuen® Behandlung TAT Werte Uber 5 ug/l
messbar wahrend am Ende der Standardbehandlungen bei diesem Patienten keine
TAT Erhohungen Uber den Normbereich auffielen. In drei Féllen waren die TAT
Werte ca. zehnfach erhéht, so z. B. bei Patient RG (Standard, 2. Behandlung) und
Patient MW (Neu, 2. Behandlung und Standard, 1. Behandlung).

Die TAT Werte der vendsen Proben lagen bis zu einem behandelten Blutvolumen
von 500 ml in beiden Gruppen im Normbereich. Nach 50 Minuten zeigte sich
allerdings innerhalb des Normbereiches eine Tendenz zu Ungunsten der Gruppe

.Neu“, vier Einzelmessungen lagen Uber 6 pg/l.

Abb. 3.1.10: Thrombin-Antithrombinkomplex vor, wahrend und nach DALI-Apherese
in Abhangigkeit vom verwendeten Antikoagulationsregime.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 100, 300, 500 und 3000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese.

Art.: Arterielles System vor dem Adsorber; Ven.: Vendses System nach dem Adsorber; Sta.:
Standarddosierung des Citrats; Neu: modifizierte Citrat-Dosierung. MittelwertexStandardabweichung;
N=15.

Das DALI-System verursachte in beiden Studienarmen eine maBige Aktivierung des
Kallikrein-Kinin Systems, bestimmt anhand des Bradykinins. Allerdings war diese nur
in den vendsen, nach dem Adsorber entnommenen Proben nachweisbar ohne
Einfluss auf die systemischen Bradykinin Konzentrationen (siehe Abb. 3.1.11). Die
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durchschnittlichen systemischen Werte lagen in beiden Studiengruppen vergleichbar,
es zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg bis zur flinfzigsten Minute (3000 ml) bis auf
1924126 fmol/ml (Standard) bzw. 17068 fmol/ml (Neu). Am Ende der Behandlung
lagen die Werte weiterhin auf diesem Niveau (Standard: 15768 fmol/ml; Neu:
188195 fmol/ml). Die vendsen Spiegel lagen zu Beginn der Apheresen nur wenig
héher, nach einem Behandlungsvolumen von 3000 ml aber um ein vielfaches héher,
in beiden Studiengruppen war ein Maximum von 809119765 fmol/ml (Standard) bzw.
29921170521 fmol/ml (Neu) erreicht. Die Veranderung des Antikoagulationsregimes
verursachte offenbar eine starkere Aktivierung des Kinin-Kallikrein Systems jedoch
ohne statistische Signifikanz. Insgesamt fielen bei Betrachtung der Einzelergebnisse
groBe intra- und interindividuelle Unterschiede auf, was sich in den hohen
Standardabweichungen widerspiegelte. Patient AS wies die starkste Bereitschaft zur
Bradykininbildung auf, nach 50 Minuten Lipidapherese waren wéahrend allen 3
Standardbehandlungen und allen 3 modifizieten Behandlungen die maximalen
Bradykinin Konzentrationen messbar (Alt: 21600 fmol/ml bis 30600 fmol/ml; im
Durchschnitt: 25600 fmol/ml; Neu: 51000 fmol/ml bis 277000 fmol/ml; im
Durchschnitt: 128300 fmol/ml). Dagegen waren nach 500 ml behandeltem Volumen
bei diesem Patienten in keinem der 6 Apheresen Bradykinin detektierbar. Patientin
BH bot nach 50 Minuten in beiden Behandlungsarmen die geringsten Bradykinin
Spiegel auf (Alt: durchschnittich 683+156 fmol/ml; Neu: durchschnittlich 1356
fmol/ml) aber nach bereits ca. 8-9 Minuten Behandlungsdauer (500 ml) waren in
ihren vendsen Proben die héchsten Spiegel messbar (Neu: 0+0 fmol/ml; Alt: 598+431
fmol/ml). Die Patienten MW und FB reagierten im Gegensatz zu den 3 anderen
Patienten nach 50 Minuten in beiden Studienarmen vergleichbar stark.
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Abb. 3.1.11: Logarithmische Darstellung von Bradykinin vor, wahrend und nach
DALI-Apherese in Abhangigkeit vom verwendeten Antikoagulationsregime.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 100, 300, 500 und 3000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese.

Art.: Arterielles System vor dem Adsorber; Ven.: Vendses System nach dem Adsorber; Sta.:
Standarddosierung des Citrats; Neu: modifizierte Citrat-Dosierung. MittelwertexzStandardabweichung;
N=15.

3.1.8 Sonstige Parameter

An den Beispielen von Gesamt-EiweiB3, Albumin und den Immunglobulinen IgG, IgA
und IgM sind der Tabelle 3.1.12. die unspezifischen Reduktionen durch den DALI-
Adsorber dargestellt. Die Veranderung des Antikoagulationsregimes hatte keinen
Einfluss auf die Adsorption von Gesamt-EiweiB3, Albumin, IgG und IgA (zwischen
14% und 20%). IgM wurde offensichtlich durch Anwendung des neuen
Antikoagulationsregimes geringer adsorbiert (24% versus 19%), dieser Unterschied
war nicht signifikant.

Weitere Parameter sind der Tabelle 3.1.7 zu entnehmen. Nierenretentionsparameter,
Leberwerte, Cholestaseparameter, Kreatinkinase und CRP wiesen keine relevanten
Unterschiede zwischen den Studienarmen auf und lagen vor und nach den
Apheresen im Normbereich.

Die Blutzuckerwerte lagen nach den Apheresen Uber den entsprechenden
Vorwerten, in der Standardgruppe um 25% und in der Gruppe ,Neu“ um 8%. Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant. Transferrin wurde in beiden Studienarmen
durch die Behandlung um 18% reduziert, auch die Verringerung von Ferritin war in

beiden Gruppen vergleichbar.
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Abb. 3.1.12: Reduktion verschiedener Proteine vor und nach DALI-Apherese in
Abhangigkeit vom verwendeten Antikoagulationsregime.
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Standard: Standarddosierung des Citrats; Neu: modifizierte Citrat-Dosierung. GE: GesamteiweiB; Alb:
Albumin; 1gG: Immunglobulin  G; IgA: Immunglobulin  A; IgM: Immunglobulin M.
MittelwertexStandardabweichung; N=15.

Eisen wurde, wie vorbekannt, durch Verwendung des Standardregimes verringert,
nicht jedoch bei Anwendung des modifizierten Verfahrens.
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Tab. 3.1.7: Sonstige Parameter vor und nach der Lipidapherese in Abhangigkeit vom
Antikoagulationsregime.

Standard Neu

vor Ende vor Ende

Krea [mg/dl] 1,0+0,1 0,9+0,1 1,0£0,1 0,9+0,1

Hast [mg/dl] 34+10 32+9 32+9 309
Bili [mg/dl] 0,4+0,2 0,4+0,2 0,4+0,2 0,440,2
AP [U/] 111419 92+18 120+27 100+22
v-GT [U/]] 34141 28+35 32+34 27130

GPT [U/N] 1344 1144 1244 1144

GOT [u/] 10+2 9+2 10+2 9+2

CK [U/] 33+20 26+17 2748 2146
Hsre [mg/dl] 6,2+1,8 5,8+1,7 6,0+1,6 5,7+1,5
CRP [mg/dl] 0,7+0,3 0,6+0,2 0,8+0,4 0,740,3
Glucose [mg/dl] 104+19 129413 107116 11348
Fe [ug/dl] 7216 59+12 71127 7049
TF [g/1] 3,010,5 2,510,4 3,1+0,6 2,510,4
Ferr [ng/ml] 78141 69+35 80+45 65+38

Krea: Kreatinin; Hast: Harnstoff; Bili: Gesamt-Bilirubin; AP: Alkalische Phosphatase; y-GT: y-
Glutamyltransferase; GPT: Alanin-Aminotransferase; GOT: Aspartat-Aminotransferase; CK:
Kreatinkinase; Hsre: Harns&ure; CRP: C-reaktives Protein; Fe: Eisen; TF: Transferrin; Ferr: Ferritin.

3.2 DALI-Apherese ohne Heparin

3.2.1 Technischer Verlauf

Die im Rahmen der Studie DALI ohne Heparin durchgefiihrten 8 Lipidapheresen
konnten alle ohne technische Komplikationen durchgefihrt werden. Die verwendeten
Hamadsorptionsgerate DALI 4008 funktionierten fehlerlos. Die Dauer der Apheresen
war abhangig vom behandelten Blutvolumen. Die durchschnittiche Dauer der
Apheresen mit einem behandelten Blutvolumen von 5000 ml betrug 94 Minuten (80
Minuten bis 105 Minuten), der Patient SK bendtigte bei einem behandelten
Blutvolumen von 9990 ml durchschnittlich 183 Minuten.

Wahrend der Apheresen wurde kontinuierlich die Druckdifferenz zwischen
Adsorbereingang und Adsorberausgang gemessen, um eine drohende Koagulation
des Adsorbers rechtzeitig festzustellen. Diese Druckdifferenz stieg im Verlauf der
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Apherese von durchschnittlich 43 mmHg zu Beginn der Behandlung auf 52 mmHg
am Ende der Behandlung an. Im gewahlten historischen Vergleichskollektiv mit
Heparingabe stieg die Druckdifferenz im Mittel von 48 mmHg zu Beginn der
Apherese auf 50 mmHg am Ende der extrakorporalen Behandlung an.

2 von 4 Patienten der Testgruppe, die kein Heparin zur Vorbereitung des Systems
bzw. zu Beginn der Apherese bekamen, erhielten eine dauerhafte medikamentds-
orale Antikoagulation mit Phenprocoumon (Marcumar®). Diese beiden Patienten
wiesen auch ohne Heparin einen nur geringen Druckanstieg auf, die 2 Patienten, die
kein Marcumar® einnahmen zeigten am Ende der Behandlung im Mittel einen Druck
von 66 mmHg (siehe Abb. 3.2.1).

Zu erwahnen ist, dass in der Subgruppe ohne Marcumartherapie der Patient SK mit
einer Adsorberkonfiguration von 1000 ml behandelt wurde, diese Tatsache kdnnte

einen Druckanstieg mitbegriinden.

Abb. 3.2.1: Druckdifferenz vor, wahrend und am Ende der Apherese in Abhangigkeit
von oraler Antikoagulation.
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Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 1000 und 2000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese. OA: orale Antikoagulation; KA: keine orale Antikoagulation.
MittelwertexStandardabweichung; N=4.

3.2.2 Klinischer Verlauf und Vitalparameter
Die im Rahmen dieser Pilotstudie durchgefihrten DALI-Apheresen ohne Einsatz von
Heparin wurden im Wesentlichen gut vertragen. Patient WR klagte gegen Ende einer
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Behandlung Uber einen brennenden Schmerz in Brust und Bauch sowie
Augenbrennen. Das Befinden des Patienten besserte sich rasch nach intravendéser
Substitution von 10 ml Calciumglukonat 10% und Beendigung der Apherese. WR war
zum Zeitpunkt der Beschwerden hypoton (Blutdruck: 90/60 mmHg).

Patient WR entwickelte in einer zweiten Behandlung ebenfalls eine hypotone Phase
mit systolischem Blutdruck von 95 mmHg, diese blieb jedoch asymptomatisch.
Insgesamt ergab sich fur alle Patienten ein durchschnittlicher Blutdruck von 127/66
mmHg vor Apherese und 117/62 mmHg nach Apherese (A RR: -10/4 mmHg). Die
gemessenen Pulsfrequenzen aller Patienten lagen im Normbereich und wiesen im
Verlauf der Behandlung keine relevanten Veranderungen auf.

3.2.3 Hamatologie und Hamolyseparameter

Wie bereits in Kapitel 3.1.3 erwahnt, sind Zellverluste, die wahrend eines
extrakorporalen Kreislaufes auftreten mogliche Indikatoren einer mangelnden
Hamokompatibilitat. Daher wurden in der hier beschriebenen Pilotstudie
Erythrocyten, Leukocyten, Differentialblutbild und Thrombocyten vor und nach der
Apherese analysiert.

Wie der Tabelle 3.2.1 im Einzelnen zu entnehmen gab es keine relevanten
Unterschiede zwischen der Studiengruppe und dem historischen Vergleichskollektiv.
In beiden Gruppen lagen die Ergebnisse fir Hamatokrit, Hamoglobin und
Erythrocyten durchwegs im Normbereich, eine geringfligige Reduktion dieser
Parameter zwischen 7% und 8% sind durch eine mdgliche Hamodilution im Rahmen
der Lipidapherese erklart. Leukocyten und Thrombocyten blieben ebenso in jedem
Fall im Normbereich. Ein leichter Rickgang der Thrombocyten um 9% und der
Leukocyten um 7%, festgestellt im Studienarm ,ohne Heparin®, war zwar etwas
starker ausgepragt als in der Vergleichsgruppe ,mit Heparin®, aber in der Beurteilung
irrelevant. Eine Bestimmung der Zellzahlen wahrend der DALI-Apheresen ohne
Heparin Gabe fand nicht statt, so dass keine Aussage Uber eventuelle Zellverluste in
einer frihen Phase der Behandlung getroffen werden kann.
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Tab. 3.2.1: Zellzahlen vor und nach Lipidapherese in Abhangigkeit vom
Antikoagulationsregime.

Hk [%] Ery [T/]  Leuko [G/I] Throm [G/I]
Mit Vor 39,3+2,4 4,5+0,3 5,540,9 193+28
Heparin Nach 36,6+2,8 4,1+0,2 5,340,9 193+28
Reduktion [%] 714 714 3+13 015
Ohne Vor 40,0+4,8 4,4+0,5 5,6+1,6 204138
Heparin Nach 35,0+4,8 4,1+0,6 5,0+0,7 18632
Reduktion [%] 813 813 719 915

Hk: Hamatokrit; Ery: Erythrocyten; Leuko: Leukocyten; Throm: Thrombocyten; Reduktion: Anderung
der Ergebnisse am Ende der Behandlung bezogen auf die entsprechenden Vorwerte.
Mittelwert+Standardabweichung; Mit Heparin: N=16, ohne Heparin N=8.

Anhand der gewonnenen Blutplasmen konnte in allen Behandlungen eine Hamolyse
ausgeschlossen werden. Auch laborchemische Hamolysezeichen, so zum Beispiel
Anstieg der LDH oder relevanter Abfall von Haptoglobin unter den Normbereich,
waren weder in der Studiengruppe ,ohne Heparin® noch in der Kontrollgruppe ,mit
Heparin“ nachweisbar. LDH lag bei allen Messungen vor und nach der Apherese im
Normbereich (ohne Heparin: 19533 U/l vor und 157+21 nach Apherese, 19%
Reduktion; mit Heparin: 18847 U/l vor und 16642 U/l nach Apherese, 10%
Reduktion). Haptoglobin wurde zwar im Rahmen der Apheresen in beiden
Studiengruppen reduziert (ohne Heparin: 20%; mit Heparin: 11%), die absoluten
Werte nach Apherese waren aber ausnahmslos normwertig, so dass eine Hamolyse
nicht wahrscheinlich ist (ohne Heparin: 0,89+0,3 g/l vor und 0,72+0,27 g/l nach
Apherese; mit Heparin: 0,8910,53 g/l vor und 0,78+0,4 nach Apherese).

3.2.4 Elektrolyte und Blutgasanalyse

Es fielen keine Veranderungen der Natriumkonzentration oder der
Kaliumkonzentration wahrend der Lipidapherese ohne Heparin auf. Die gemessenen
Natriumkonzentrationen lagen sowohl systemisch (136+2 mmol/l bis 137+2 mmol/l)
als auch an der vendsen Blutentnahmestelle (1381 mmol/l bis 139+3 mmol/l)
ausnahmslos im Normbereich. In der historischen Kontrollgruppe lagen die
systemisch entnommenen Natriumkonzentrationen vor und nach Apherese ebenfalls
im Normbereich (vor: 1382 mmol/l; nach: 138+2 mmol/l). In der Kontrollstudie

wurden weder wahrend der Apherese noch an der vendsen Entnahmestelle Natrium-
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oder Kaliumproben gewonnen. Wéhrend der Behandlung ohne Heparin zeigte sich
ein diskreter kontinuierlicher Kaliumabfall von initial 3,9+0,3 mmol/l auf 3,7+0,2
mmol/l systemisch gemessen. Eine Hypokaliamie trat nicht auf. Die Messungen im
vendsen Schenkel offenbarten die Reinfusion von leicht hypokalidmischem Blut nach
500 ml, 1000 ml und 2000 ml behandeltem Blutvolumen (3,4+0,3 mmol/l bis 3,6+0,3
mmol/l). Die Kaliumkonzentrationen vor und nach Lipidapherese mit Heparin lagen
im Normbereich (4,1+0,6 mmol/l).

In den beiden Studienarmen wurden zur Antikoagulation unterschiedliche
Konzentrationen des calciumbindenden ACD-A eingesetzt. Die Lipidapheresen ohne
Heparin wurden mit einem Citratverhaltnis von 1:20 antikoaguliert, dies hatte die
Reinfusion eines Blutes mit niedriger Konzentration ionisierten Calciums zur Folge
(zwischen 0,14+0,04 mmol/l und 0,16x0,03 mmol/l). Daraus resultierte ein
kontinuierlicher Riickgang der Konzentration ionisierten Calciums im systemischen
Schenkel von 0,99+0,17 mmol/l vor Apherese auf 0,81+0,18 mmol/l nach
Beendigung der Behandlung (siehe Abb. 3.2.2). Auch die Kontrollapheresen
verursachten trotz der Verwendung einer geringeren ACD-A Konzentration (1:40)
einen durchschnittlichen Riickgang des ionisierten Calciums, der jedoch im AusmafR
geringer war (0,98+0,21 mmol/l vor und 0,86+£0,13 mmol/| nach Apherese).

In der Kontrollstudie wurden keine Calciumbestimmungen im vendsen Schenkel des
Apheresesystems oder wahrend der Apherese vorgenommen (siehe Abb. 3.2.2).

In beiden Studienarmen blieben die pH-Werte im zuflihrenden, arteriellen DALI-
System stabil im Normbereich (mit Heparin: 7,37+0,05 vor und 7,38+0,07 nach
Apherese; ohne Heparin: 7,39+0,03 vor und 7,40+0,02 nach Apherese). Im vendsen
Schenkel ergaben sich bei reiner Citratantikoagulation erniedrigte pH-Werte, die im
Verlauf keine Veranderungen zeigten (7,17+0,03). Entsprechende Kontrollwerte im
historischen Studienkollektiv lagen nicht vor.

Die Untersuchungen des BE bestatigten die beschriebenen pH-Ergebnisse.
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Abb. 3.2.2: lonisiertes Calcium vor, wahrend und am Ende der Apherese in
Abhangigkeit vom Antikoagulationsregime.

m MH

—0,5 1 — | OArt. OH

@ Ven. OH

Vor 500 1000 2000 Ende

Abszisse: Zeitpunkt der Blutentnahme vor Apherese, nach 500, 1000 und 2000 ml behandeltem
Blutvolumen und nach Apherese. MH: mit Heparin; OH: ohne Heparin. Art.: Arterielles System, vor
dem Adsorber; Ven.: Vendses System, nach dem Adsorber. MH: N=16. OH: N=8.

3.2.5 Gerinnungsparameter

Im Folgenden werden die Effekte der Wahl verschiedener Antikoagulationsschemata
wahrend der DALI-Apherese auf unterschiedliche Gerinnungsparameter
beschrieben. Hierbei wurden wie bereits im ersten Teil der hier vorliegenden Arbeit
Routineparameter wie die  Thromboplastinzeit  (Quick) und  partielle
Thromboplastinzeit (PTT), aber auch die aktivierte Gerinnungszeit (ACT) untersucht.
In beiden Studienarmen kam es durch Antikoagulation wahrend der Lipidapherese
erwartungsgemaB zu Veranderungen der Gerinnungsparameter. Diese Anderungen
sind fir die Parameter Quick der Tab. 3.2.2 und PTT sowie ACT den Abbildungen
3.2.3 und 3.2.4 zu entnehmen. Die Anwendung der Standardantikoagulation mit
Heparin und Citrat fihrt erwartungsgeman un