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Zusammenfassung

Die Verwendung von maschinellen Autotransfusionssystemen (MAT-Systemen)
in der klinischen Routine fuhrt zu signifikant geringerem, perioperativem Ver-
brauch von allogenem Fremdblut. In vorausgegangenen Arbeiten konnte ge-
zeigt werden, dass im Transfusionsblut geringe Restmengen des Standardan-
tikoagulanzes Heparin vorhanden sein konnen. Klinische Relevanz bekommt
dieser Umstand, wenn MAT-Systeme bei Patienten mit vorhandener Heparin
induzierter Thrombozytopenie (HIT) eingesetzt werden. Bisher liegen keine
Studien zur Verwendung von Argatroban als alternatives Antikoagulanz fur
MAT-Systeme vor.

Daher sollte in der vorliegenden ex-vivo Studie die Effektivitat der Antikoagula-
tion mit Argatroban untersucht werden. Abgesaugtes Wundblut wurde mit 3 un-
terschiedlichen Argatroban Dosierungen (5 pg ml™, 50 pg ml™" und 250 pug mi™)
oder der Standard Heparin Dosierung 25 U ml™’ antikoaguliert. Das aufbereitete
Tranfusionsblut wurde auf Restkonzentrationen der verwendeten Antikoagulan-
tien in Abhangigkeit von zwei unterschiedlichen Waschzyklen analysiert.

Bis auf die niedrigste Argatrobankonzentration (5 ug ml™", in 3 von 8 Systemen
wurden Gerinnsel im Sammelreservoir gefunden) konnte eine ausreichende
MAT-System-Antikoagulation mit Argatroban erreicht werden. Mittels High Per-
formance Liquid Chromatography (HPLC) konnte Argatroban im Transfusions-
blut nachgewiesen werden. Das High-Quality-Waschprogramm reduzierte um
89-95% und das Notfallwaschprogramm um 60-90% die initiale Argatrobankon-
zentration. Heparinaktivitat, indirekt tber die Anti-Xa-Aktivitat gemessen, konnte
in 20% der Proben nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Waschvorgange Heparin nicht
sicher eliminieren und daher eine Heparin-Antikoagulation bei Patienten mit
HIT-Antikérpern unterbleiben sollte. Alternativ kann Argatroban verwendet wer-
den. Dabei wies in dieser Versuchsreihe eine Argatrobankonzentration von 50
Mg ml” im Hinblick auf die Effektivitat der Systemantikoagulation und der kli-
nisch nicht relevanten Argatrobankonzentrationen im Transfusionsblut das
gunstigste Verhaltnis auf im Vergleich zu den beiden anderen Konzentrationen.
Weitere Dosisfindungsstudien sind notwendig, um die optimale Argatroban-

Konzentration zur Verwendung in MAT-Systemen zu finden.
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1. Einleitung

Mit der Weiterentwicklung medizinischer Therapiekonzepte und der zu erwar-
tenden demographischen Entwicklung in den nachsten Jahrzehnten, ist von
einem deutlichen Anstieg des Transfusionsbedarfes auszugehen. Gleichzeitig
andert sich das Blutspendeverhalten in der Bevolkerung, so dass erwartet wird,
dass die Zahl der zur Verfugung stehenden Blutkonserven deutlich zurlick ge-
hen wird [Drackley et al 2012; Greinacher et al 2010; Greinacher et al 2007].
Nach dem deutschen Transfusionsgesetz ist die Indikationsstellung sowie die
Verabreichung von Blutkomponenten arztliche Tatigkeit. Hierbei muss die Indi-
kation zur Fremdbluttransfusion hinsichtlich der Beeintrachtigung des Immun-
systems, des damit verbundenen Infektionsrisikos und der oben erwahnten
Knappheit an Blutkomponenten gepruft werden [Seitz & Heiden 2010]. Nach
den Paragraphen 12, 14 und 18 des Transfusionsgesetztes sind die Kranken-
hauser, bzw. die anwendenden Abteilungen verpflichtet, eine Analyse des
Transfusionsbedarfes durchzufihren und Alternativen zur Fremdblutgabe zu
evaluieren und anzuwenden.

Die Bedeutung einer multidisziplindren, multimodalen und individualisierten
Strategie zur Vermeidung, bzw. Reduktion von perioperativer Fremdblutgabe ist
kurzlich durch die Resolution 63.12 der Weltgesundheitsversammlung unterstri-
chen worden. Die strategische Nutzung der zur Verfigung stehenden Einzel-
malinahmen wurde unter dem Begriff ,Patient Blood Management® (PBM) zu-
sammengefasst. Alle Mitgliedsstaaten der WHO beabsichtigen die Einfuhrung
des PBM [Shander et al 2012].

Als klinisch etablierte Malinahmen zur Einsparung von Fremdblutkomponenten
stehen die praoperative Eigenblutspende, die Durchflihrung einer normovola-
men Hamodilution, die Gabe von Erythropoietin und Blutersatzstoffen sowie die
maschinelle Autotransfusion (MAT) von intra- und unmittelbar postoperativ ge-
sammeltem Wundblut zur Verfugung [Gombotz 2012; Kleinert et al 2010].



1.1 Maschinelle Autotransfusionssysteme

Mit der Einflhrung der ersten MAT-Systeme in die klinische Routine zum Ende
der 1960er Jahre steht ein technisches Verfahren zur Verfligung, dass es er-
laubt, intra- und bis zu 6 Stunden postoperativ anfallendes Wund- und Drai-
nageblut zu sammeln und aufzubereiten [Klebanoff 1971]. Durch technische
Weiterentwicklung der MAT-Systeme konnten Komplikationen der MAT (Hamo-
lyse, Luftembolie, Koagulopathie, Verunreinigung des Re-Transfusionsblutes
mit Medikamenten, Waschlésungen und Bakterien, sowie inkomplett gewa-
schenes Re-Transfusionsblut angereichert mit aktivierten Leukozyten, Zytoki-
nen und anderen Mikroaggregaten) vermindert werden [Fong et al 2007]. Bei
den MAT-Systemen stehen zwei unterschiedliche Aufbereitungssysteme zur
Verfigung. Zum einen ist dies die diskontinuierliche aufbereitende Latham-
Glocke (z.B. DIDECO-Electa® (Sorin Group, Mailand, Italien), Cell-Saver5®
(Haemonetics, Braintree, USA) und zum anderen die kontinuierliche aufberei-
tende Zentrifugenkammer (z.B. C.A.T.S.®, Fresenius SE & Co. KGaA, Bad
Homburg, Deutschland). Das Grundprinzip dieser Systeme ist jedoch gleich. Im
Rahmen des Cell-Saver Prozesses wird zwischen drei Phasen (Sammeln, Wa-
schen und Retransfusion) unterschieden. Zunachst einmal wird das Blut im
Operationsfeld gesammelt und mit einer doppellaufigen Absaugeinheit aufge-
nommen. Ein Lumen des Schlauches saugt das anfallende Blut auf, wahrend
das zweite Lumen ein Antikoagulanz zur Vermeidung von Clotbildung im MAT-
System zuflgt. Das abgesaugte Blut passiert einen Filter und wird in einem Re-
servoir gesammelt. Die Separation der Blutkomponenten erfolgt dann Uber
Zentrifugation. Die so gewonnenen roten Blutkérperchen werden anschliel3end
gewaschen und Uber eine semi-permeable Membran gefiltert. Somit werden
Medikamente, freies Hamoglobin, Thrombozyten und Leukozyten eliminiert.
[Waters 2013]

Im Aufbereitungsprozess werden mehr als 90% der humoralen Bestandteile
und 50-70% der korpuskularen, nicht erythrozytaren Bestandteile und Zell-
trammer entfernt [Serrick et al 2003]. In vergleichenden Studien konnte gezeigt
werden, dass die Uberlebensrate von MAT aufbereiteten Erythrozyten und der

Gehalt von 2-3-Diphosphoglycerat und Adenosintriphosphat im autologen Re-



Transfusionsblut hoher ist als in allogenen Erythrozytenkozentraten. Auch
konnte gezeigt werden, dass die typische bikonkave Form der Erythrozyten
nach dem MAT-Prozess erhalten bleibt [Colwell et al 2002], wohingegen die
Erythrozyten im 14 Tage alten allogenen Spenderblut deutliche Verformungen
(Stechapfelform) aufwiesen mit negativen Folgen auf die Rheologie [Hovav et
al 1999].

Die Vorteile der autologen Transfusion im Vergleich zur Fremdblutgabe sind
umfassend. Der wichtigste Vorteil der MAT-Systeme ist das Einsparen von
Fremdblut, denn mit Fremdblutgabe erhoht sich die Tumorrezidiv- [Dresner et
al 2000; Taniguchi & Okura 2003; Szakmany et al 2006], und postoperative In-
fektionsrate [Duffy & Neal 1996; Innerhofer et al 2005; Davis et al 2003; Vam-
vakas 2002], die akute transfusionsassoziierte Lungenerkrankung (TRALI)
[Brander et al 2005], das Risiko eines postoperativen Myokardinfarkts [Spiess
et al 1998] mit Auftreten von postoperativem Low Output Syndrom [Surgenor et
al 2006]. Ferner ist in verschiedenen Patientenkollektiven eine erhdhte Mortali-
tat [Karkouti et al 2004; Koch et al 2006] beschrieben. Zum anderen sind mit
Fremdblutgabe infektiése Risiken, wie z.B. die Ubertragung von HIV, Hepatitis
B, Hepatitis C, bakterielle Kontamination mit Sepsis verbunden [Seitz 2010].
Zusatzlich erhoht die wiederholte Gabe von allogenem Blut das Risiko des Auf-
tretens von irreguldren Antikdrpern, was fur spatere erneute Transfusionen die
Bereitstellung passender Blutkonserven erschwert.

In verschiedenen Studien, Reviews und Metaanalysen konnte durch die An-
wendung MAT-Systemen eine deutliche Reduktion von Fremdblutgaben in vie-
len operativen Disziplinen gezeigt werden [Carless et al 2010; Geoghegan et al
2009; Fong et al 2007; Wang et al 2009; Murphy et al 2005; Markovi¢ et al
2009]. Einen Anstieg einer transfusionsassoziierten Komplikationsrate im Rah-
men einer der autologen Transfusion konnte dagegen nicht nachgewiesen wer-
den [Domen 1998; Carless et al 2010].

Die MAT ist indiziert bei Eingriffen mit einem zu erwarteten Blutverlust von Uber
1000 ml oder einem kalkulierten Blutverlust von Uber 20% des angenommenen
Patienten Blutvolumens, bei Patienten mit bestehender Anamie, vorhandenen
multiplen Antikérpern oder seltenen Blutgruppen, sowie bei Patienten, die eine

allogene Transfusion ablehnen (z.B. Zeugen Jehovas) [Esper 2011].



Als Kontraindikationen der MAT gelten Operationen in infizierten Wundgebieten
(z.B. Revisionseingriffe bei infizierten Gefal3- und Gelenkprothesen), die poten-
tielle fakale Kontamination infolge einer Er6ffnung des Darmes in der Visceral-
chirurgie, und tumorchirurgische Eingriffe, da durch die Retransfusion von Tu-
morzellen eine potentielle Metastasierung nicht ausgeschlossen ist [Hansen et
al 1999; Hansen et al 2002; Esper 2011].

Bei der Vielzahl der Vorteile von MAT im Vergleich zur allogenen Transfusion
muss beachtet werden, dass es bei der Auto-Transfusion groRer Volumina zu
einer Koagulopathie kommen kann, da beim Waschvorgang alle Thrombozyten
und Gerinnungsfaktoren mit eliminiert werden [Serrick et al 2003].

Ein weiteres Problem stellt auch die Verwendung von unfraktioniertem Heparin
(UFH) zur Antikoagulation dieser Systeme dar, denn je nach Aufbereitung
konnte UFH, z.T. in therapeutisch relevanten Dosierungen, im zur Transfusion
aufbereitetem Blut nachgewiesen werden. [Vorweg et al 1998; Serrick et al
2003; Umlas 1981a; Kling et al 1988; Paravicini et al 1983] .

1.2 Heparin induzierte Thrombozytopenie (HIT)

Die HIT ist ein klinisch-pathologisches Syndrom, welches sich typischer Weise
zwischen dem 5. und 14. Tag nach Beginn einer Heparintherapie [Warkentin &
Greinacher 2004] ,mit der Symptom-Trias Thrombozytopenie, bzw. Thrombozy-
tenabfall um > 50% und/oder einem thrombembolischen Ereignis unter Heparin-
therapie, manifestiert. Ursachlich fuhrt die Bildung von Antikérpern (IgG) gegen
Komplexe aus Plattchenfaktor 4 und Heparin zu einer Agglutination und Aktivie-
rung von Thrombozyten. In Gegenwart dieser Antikérper kann sich die Manifes-
tation einer HIT auch unmittelbar einstellen. [Lubenow et al 2002; Warkentin &
Kelton 1996] .

In der laborchemischen Diagnostik kann klassischer Weise 5 — 10 Tage nach
Heparingabe [Warkentin & Greinacher 2004; Warkentin & Kelton 2001;
Warkentin et al 2003; Lubenow et al 2002] ein Thrombozytenabfall mit Throm-
bozytenzahlen von <150.000/pl  [Warkentin et al 1995] bzw. 100.000ul



[Lubenow et al 2002; Martel et al 2005] und/ oder einem Abfall von mehr als
50% des Ausgangswertes [Warkentin et al 2003] nachgewiesen werden.

Bei der Therapie mit unfraktioniertem Heparin (UFH) ist sowohl die Bildung von
Heparin Antikdrpern als auch die Ausbildung des klinischen Bildes einer HIT |l
haufiger, als bei einer Therapie mit niedermolekularem Heparin (LMWH)
[Warkentin et al 1995; Warkentin et al 2000]. Nach Blutungskomplikationen ist
die HIT Il die wichtigste Komplikation bei der Therapie mit UFH [Warkentin &
Kelton 1996]. Bei 0,2 — 5% der mit UFH behandelten Patienten tritt eine HIT I
auf [Martel et al 2005; Girolami et al 2003; Warkentin et al 1995; Akca et al
2002; Warkentin et al 2006]. Martel et. al. konnten in einer Metaanalyse zei-
gen, dass abhangig vom Patientenkollektiv die durchschnittliche Inzidenz einer
HIT Il bei der Therapie mit UFH bei ca. 2,6% liegt [Martel et al 2005].

1.2.1 Pathogenese der HIT Il

Der Entstehung der HIT Il liegt eine Autoimmunreaktion zugrunde [Akca et al
2002; Warkentin et al 1998; Reilly 2003]. Bei der Therapie mit Heparin (als
Dauer- und Einzelgabe), sowie als Beschichtung auf Kathetern [Nand et al
1997; Kadidal et al 1999] kann die Gabe eine Heparin-induzierte Bildung von
pathogenen Antikdrpern der Immunglobulinklasse G und M triggern (HIT Anti-
korper). Die so gebildeten Antikérper erkennen multimolekulare Komplexe aus
Heparin und Plattchenfaktor 4 (PF4) an der Oberflache von Thrombozyten und
fuhren zur Thrombozytenaktivierung in vivo, sowie zur assoziierten Thrombin-
bildung [Visentin et al 1994; Rauova et al 2006]). Sowohl Endothelzellen als
auch Monozyten kdonnen von den HIT Antikdrpern aktiviert werden.

Das Hauptantigen stellt der Immunkomplex aus Heparin und PF4 dar. PF4 ent-
stammt den alpha-Granula der Thrombozyten und ist ein kleines, positiv gela-
denes Molekll. Bei Aktivierung der Thrombozyten wird PF4 in das zirkulierende
Blut abgegeben und ein Teil bindet an die Oberflache der Thrombozyten. Auf-
grund entgegengesetzter Ladung binden Heparin und Gykosaminogylkane an

PF4, diese Interaktion zwischen Heparin und PF4 ist abhangig vom Molekular-



gewicht des Heparins, was eine Ursache fur die starkere Immunogenitat von
UFH sein konnte [Greinacher et al 1995] . Durch die Bindung von Heparin und
PF4 andert sich die Konfiguration und es entstehen immunogene Neopeptide,
gegen die sich in der Folge Antikdrper bilden. Die so entstandenen Antikorper
binden sich an die durch Heparin-induzierte Konfigurationsénderung entstan-
denen Neopeptide [Horsewood et al 1996; Newman, & Chong 2000; Suh et al
1998]. Die gegen den Heparin-PF4-Komplex gerichteten Antikdrper sind meist
Immunglobuline der Klasse G (IgG), seltener der Klassen M oder A [Suh et al
1998]. Binden IgG-Antikorper mit Inrem Fab-Teil an den PF4 dieser Komplexe
an der Thrombozytenoberflache, entstehen Immunkomplexe aus IgG Antikorper
und Heparin-PF4-Komplexen [Newman & Chong 2000; Kelton et al 1994] . Die
so entstandenen Immunkomplexe kénnen sich wiederum mit dem Fc-Anteil des
IgG-Antikdrpers an spezifische Fc-Rezeptoren der Thrombozytenoberflache
binden [Kelton et al 1994] und durch diese Interaktion zu einer intravaskularen
Thrombozytenaggregation und -—aktivierung fuhren. Aus den so aktivierten
Thrombozyten wird vermehrt PF4 ausgeschuttet, was den Kreislauf der HIT
aufrecht erhalt. Die entstandenen Thrombozytenaggregate werden durch das
retikuloendotheliale System abgebaut, was die typische Thrombozytopenie zur
Folge hat [Dager et al 2007].

Die Thrombozytenaktivierung fuhrt zusatzlich zur Freisetzung von prothrombo-
tischen thrombozytaren Mikropartikeln, welche die Gerinnung, insbesondere die
Thrombinbildung, fordern. Dieser Umstand stellt den entscheidenden plasmati-
schen Faktor fur den prokoagulatorischen Zustand der HIT Il dar.

Abhangig vom verwendeten Nachweisverfahren konnen HIT Il Antikbrper im
Mittel 50 — 85 Tage nachgewiesen werden [Warkentin & Kelton 1996]. Bei eini-
gen Patienten jedoch kénnen HIT Antikdrper noch mehrere Monate nachgewie-
sen werden. Erfolgt eine erneute Heparintherapie bei Patienten mit hohem An-
tikOrpertiter, kann dies eine abrupt einsetzende Thrombozytopenie und/oder

Thrombembolie bewirken [Lubenow et al 2002].



1.2.2 Risiko unter UFH eine HIT zu erwerben

Das Risiko von Patienten, im Rahmen einer Heparintherapie eine HIT Il zu ent-
wickeln, scheint statistisch gesehen, gering. Verschiedene Studien konnten
zeigen, dass nur bei 0,2 — 2,7% der mit Heparin vorbehandelten Patienten das
Klinische Bild einer HIT Il imponiert [Busche et al 2011; Trehel-Tursis et al
2012; Selleng et al 2007; Verma et al 2003] — dies muss jedoch in Relation zur
Haufigkeit des klinischen Einsatzes betrachtet werden. Heparin wird als Stan-
dardantikoagulanz z.B. zur Thromboysprophylaxe, zur Behandlung von throm-
boembolischen Erkrankungen, Antikoagulation zur Vermeidung von Clotbildung
in Herz-Lungen-Maschine, Hamodialysemaschinen und Extracorporaler Memb-
ranoxygenierung (ECMO) und perioperativer Thromboseprophylaxe eingesetzt.
Nimmt man an, dass in einem Krankenhaus 15.000 Patienten im Rahmen des
stationaren Aufenthaltes als Thromboseprophylaxe Heparin erhalten, kénnen,
statistisch betrachtet, 30 — 405 Patienten pro Jahr eine HIT Il erleiden. Das Vor-
liegen einer postoperativen Thrombozytopenie ist sicher ein multifaktorielles
Geschehen, Trehel-Tursis et. al. konnten bei kardiochirurgischen Patienten, bei
denen aufgrund eines Thrombozytenabfalls oder einer persistierenden Throm-
bozytopenie eine HIT vermutet wurde, diese auch in 28% der Falle nachweisen.
[Trehel-Tursis et al 2012]. Bei der Therapie mit UFH, verglichen mit LMWH, ist
das Risiko eine HIT Il auszubilden 5 — 10 Mal héher [Busche et al 2011;
Lubenow et al 2002]. Somit sollte einem fur die HIT typischen Bild, also dem
typischen Auftreten einer Thrombozytopenie 5 — 10 Tage nach Beginn einer
Heparintherapie, der Schwere der Thrombozytopenie (kleiner 50% des Aus-
gangswertes) und dem Vorliegen von Thrombosen oder anderer HIT-
Komplikationen, diese als Differentialdiagnose in Betracht gezogen werden,
ebenso, wenn andere Grunde fur eine Thrombozytopenie fehlen [Warkentin &
Greinacher 2004].



2. Ziele der Arbeit

Mit der perioperativen Cell Saver Anwendung steht fur Patienten ein sicheres
und langjahrig erprobtes System zur Verfligung, mit dessen Hilfe es mdglich ist,
Blut, welches im Rahmen von operativen Eingriffen aus dem Wundbereich aus-
tritt, zu sammeln, aufzubereiten und im weiteren Verlauf dem Patienten wieder
zu retransfundieren. Im glnstigsten Fall kann durch den Einsatz eines solchen
Systems auf die Transfusion von Fremdblutprodukten verzichtet werden.

Bei dem Betrieb von Autotransfusionssystemen muss das aus dem OP Gebiet
gewonnene Blut antikoaguliert werden, damit es im weiteren Aufbereitungspro-
zess nicht zu Gerinnselbildung uUber Kontaktaktivierung im Sammelsystem
kommt.

Routinemafig wird dem Sammelsystem eine fixe Konzentration von unfraktio-
niertem Heparin (UFH) zugefugt, mit der das Blut im Sammelsystem ungerinn-
bar gemacht wird.

Das zugesetzte Heparin kann im anschlieRenden Waschvorgang durch Zentri-
fugation zum groten Teil entfernt werden, so dass keine gerinnungsbeeinflus-
senden Konzentrationen von Heparin mehr im aufbereiteten, zur Retransfusion

zur Verfugung stehenden Blut nachweisbar sind.

Da bei Patienten mit positiven Antikorperstatus gegen PF4 selbst geringste
Mengen an Heparin ausreichen, um die oben beschriebenen Komplikationen
(Thrombozytenabfall mit thrombembolischer Komplikation) auszulsen, besteht
bei diesen Patienten Unsicherheit bezlglich des Einsatzes von Heparin im
Rahmen der MAT Anwendung.

Uber das Absaugsystem sowie (iber Spuren von nicht ausgewaschenem Hepa-
rin im Retransfusionsblut kdnnten bei betroffenen Patienten die oben beschrie-

benen Komplikationen ausgelost werden.



Es stellt sich daher die Frage, ob nicht bei diesen Patienten auf das die HIT I
ausldosende Agens (Heparin) verzichtet und stattdessen der zur Therapie der
HIT 1l zugelassene direkte Thrombininhibitor Argatroban verwendet werden
sollte.

Mit Argatroban steht ein Medikament zur Verfligung, welches seit 2005 die Zu-
lassung zur antithrombotischen Therapie bei HIT und HIT-Verdacht besitzt.

Bei der Substanz handelt es sich um ein synthetisch hergestelltes Argininderi-
vat, welches als reversibler Thrombininhibitor agiert und in der klinischen Praxis
als intravendse Losung kontinuierlich via Perfusor appliziert wird.

Es liegen aktuell jedoch keine Untersuchungen zum Auswaschverhalten dieser
Substanz im MAT Einsatz vor.

Ziel dieser ex vivo Arbeit soll daher sein, zum einen die Konzentration von Ar-
gatroban in der Cell Saver Spullésung zu ermitteln, die eine ausreichende An-
tikoagulation des gesammelten Blutes sicher stellt, zum anderen soll untersucht
werden, ob unterschiedliche Argatrobankonzentrationen durch die vorgegebe-
nen Waschprogramme des Cell Saver eliminiert werden konnen.

In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das Standard-
antikoagulanz Heparin nicht vollstandig durch den MAT Aufbereitungsprozess
ausgewaschen werden konnte. In der vorliegenden Arbeit soll in der Kontroll-
gruppe das Auswaschverhalten von unfraktionietem Heparin untersucht wer-
den.

Im Rahmen dieser Arbeit soll geklart werden, ob Argatroban und in welcher
Konzentration eine sichere Alternative zu Heparin als Antikoagulation in Cell
Saver Systemen darstellt. Klinische Relevanz hatte dies bei Patienten mit gesi-

cherter HIT Il, bei denen Cell Saver Systeme zum Einsatz kommen sollen.



3. Material und Methoden

3.1 Studienart und Votum der Ethikkommission

Es handelt sich um eine randomisierte, monozentrische, ex vivo Studie der Kli-
nik fur Anasthesiologie und Intensivmedizin des Marienhospitals Osnabrtick mit
offenem Studiendesign. Die Studie wurde von der zustandigen Ethikkommissi-
on der Medizinischen Hochschule Hannover unter der Nummer 897 am

23.12.2010 genehmigt.

3.2 Studienteilnehmer

Bei den Studienteilnehmern handelt es sich um erwachsene Patienten (> 18
Jahre), die sich einer elektiven Operation bei malignen Tumoren unterziehen
mussten und bei denen aus diesem Grund eine MAT als kontraindiziert ange-
sehen wird.

Die Studienteilnehmer wurden im Rahmen der anasthesiologischen Vorberei-
tungen aufgeklart und haben schriftlich der Studie zugestimmt. Patienten, die
parallel an einer anderen Studie teilnahmen, bzw. in den vergangenen 30 Ta-
gen an einer Studie teilgenommen hatten, sowie schwangere Patientinnen wur-

den nicht in die Studie eingeschlossen.
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3.3 Randomisierung:

Fur die Randomisierung wurden zunachst 20 Briefumschlage mit den vorgese-
henen Untersuchungsgruppen beschickt, gemischt und anschlieltend von 1-20
nummeriert. Nach Einschluss eines Patienten wurde dem Studienteilnehmer die
Umschlag mit der kleinsten Zahl zugeordnet. Nach ,Verbrauch® der ersten 20
Umschlage wurde ermittelt, bei welchen Konzentrationen erneut eine Ver-
suchsdurchfuhrung notwendig war, diese Proben wurden erneut verblindet und
in geschlossenen Briefumschlagen gemischt und erneut fortlaufend numme-

riert.

3.4 Aufteilung der Studienteilnehmer in die Versuchsgruppen

Vergleichbar dem ublichen Vorgehen, bei dem unfraktioniertes Heparin (25000
U/ 1000 ml NaCl) als Antikoagulanz verwandt wird, soll in dieser Studie der Cell
Saver Spullésung eine festgelegte Argatrobankonzentration zugegeben wer-
den.

Jeder Gruppe von jeweils 5 Patienten wurde eine vorgegebene Argatroban-
Konzentration in der Spullésung randomisiert zugesetzt. Entsprechend der Fra-
gestellung der Studie wird mit 3 unterschiedlichen Argatroban Konzentrationen
(5 Mg ml”, 50 Mg ml'und 250 Mg ml'1) in der Spullésung sowie mit 2 unter-

schiedlichen Waschprogrammen pro Patient gearbeitet.
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3.4.1 Studiengruppe 1 (ARGS0)

In der ersten Studiengruppe betrug die Antikoagulanzkonzentration 50 mg Ar-
gatroban/1000 ml NaCl (= 50 ug ml'1). Diese Konzentration entspricht laut An-
gaben des Herstellers einer Aquivalenzdosis von 25000 IE Heparin/1000 ml
NaCl.

3.4.2 Studiengruppe 2 (ARG250)

In der zweiten Studiengruppe wurde als Antikoagulanz eine Konzentration von
250 mg/1000 ml (= 250 ug ml'1) NaCl verwendet.

3.4.3 Studiengruppe 3 (ARGYS)

In der dritten Studiengruppe war eine Konzentration von 5 mg Argatroban/1000

ml NaCl (= 5ug mI"') vorgesehen.

3.4.4 Studiengruppe 4 (HEP)

In der Kontrollgruppe wurde die vom Hersteller empfohlene Standardkonzentra-
tion von 25000 IE Heparin/1000 ml NaCl verwendet.

12



3.5 Versuchsdurchfuhrung

3.5.1 MAT- System

Im Rahmen der Studie kommt das Continuous-Auto-Tranfusions-System
(C.A.T.S® Cell Saver System, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Hom-
burg, Deutschland) zum Einsatz.

Das C.A.T.S. System ist ein kontinuierlich arbeitendes MAT-System, welches
vergleichbar mit den kontinuierlichen Systemen zur Hdmapharese, nach dem

Prinzip einer Durchflusszentrifuge arbeitet.

3.5.2 Versuchsaufbau

Das MAT-System besteht aus dem doppellaufigen Absaugschlauch, dem Blut-
sammelreservoir, den Pumpenschlauchen, der Waschzentrifugenkammer und
dem Re-Transfusionsbeutel (Abb.1).

" : Hetrans
Anti Wasch iz .
R ErIe E fusions rans
koagularz OsU i
Absaug Exh Sr Sung beuts fusions
schiauch | I i besteck
| Patient
X ] [ I [ |
Sauger =
s o Abtall
sammel CATS boutd
resanoir S
Reglar Vakuumpumpe /
einheit Hausvakuumsystem

Abb. 1: schematischer Aufbau des C.A.T.S.® MAT-Systems
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Zunachst werden 1000 ml NaCl 0,9% eine der Antikoagulantien in der entspre-

chenden Dosis zugeflgt.

Das Reservoir wurde mit 100 ml der Antikoagulanzlésung gefullt, hierbei wird
durch wiederholtes Schutteln des Resevoirs darauf geachtet, dass die Kontakt-
flachen und insbesondere der 40u-Reservoirfilter vollstdndig mit der Antikoa-

gulanzlésung in Kontakt kommt.

Wahrend der Blutsammelphase wird dem MAT-System kontinuierlich 100 ml/h
NaCl/Antikoagulanzlésung zugefuhrt. Das anschlielend aus dem OP Feld ab-
gesaugte Wundblut wird Uber die kontinuierliche Zufuhr der Antikoagulanzl6-
sung ungerinnbar gemacht und bis zur Aufbereitung durch das MAT-System im
Reservoir gesammelt. Die Sammelphase wurde entweder zum Ende der Ope-
ration oder bei vollstandig geflilltem Reservoir (Kapazitat 2200 ml) beendet, flr
die Durchfihrung des Versuches mit zwei unterschiedlichen Waschverfahren
werden mindestens 600 ml Wundblut bendtigt. Nach Beenden der Sammelpha-
se wurde die Gesamtmenge des Reservoirs und die verbliebende Menge der
NaCl/Antikoagulanz-Losung registriert und das MAT-System fur die Aufberei-

tung aufgerustet.

3.5.3 Aufbereitung des Wundbluts im MAT-System

Die Aufbereitung des Patientenbluts erfolgt innerhalb einer mit dem ubrigen
Schlauchsystem verbundenen rotierenden Waschkammer. Das Patientenblut
wird aus dem Reservoir mit der Blutpumpe in die Waschkammer geférdert. Dort
wird es kontinuierlich in drei aufeinanderfolgenden Verfahrensschritten aufbe-
reitet und als gewaschenes Erythrozytenkonzentrat von der Konzentratpumpe
in den Retransfusionsbeutel Gberflihrt (Abb.2).
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Abb. 2: C.A.T.S.° Waschkammer in der Aufsicht

VVom Blutanschluss bis zum Waschlésungsanschluss verlauft die erste Separa-
tionsstufe. In diesem Bereich wird das Blut auf einen Hamatokrit von ca. 80%
aufkonzentriert. Der grofdte Teil von Blutplasma, Zelltrummern, Leukozyten,
Thrombozyten, Antikoagulanz, alle sonstigen flussigen Bestandteile sowie nicht
emulgiertes Fett werden dabei abgetrennt. Aufgrund der Neigung des Kanals
flieBen die Blutzellen in einer dinnen Schicht am dufReren Kanalrand. Die flus-
sigen Bestandteile sowie das nicht emulgierte Fett flieRen innen im Kanal zum
Abfallanschluss. Im Bereich des Waschlésungsanschlusses liegt die Waschstu-
fe. Die konzentrierten Erythrozyten werden von unten mit Waschlésung durch-
stromt und dabei resuspendiert. Zwischen Waschlésungsanschluss und Kon-
zentratanschluss liegt die zweite Separationsstufe, in der die verbrauchte
Waschlésung entfernt und ein Hamatokrit von >50 % eingestellt wird. Am Kon-
zentratanschluss lauft das gewaschene Konzentrat in einen kleinen ,See”. Der
Flllstand dieses Sees wird von aul’en mit der Kamera des Konzentratsensors
uberwacht und durch die Konzentratpumpe auf eine konstante Hohe eingere-
gelt. Zu Beginn der Aufbereitung muss dieser ,See” (ca. 30 — 50 ml) erst ange-

fullt werden, bevor kontinuierlich Konzentrat aus der Waschkammer entnom-
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men werden kann. Am Ende der Aufbereitung kann der grofite Teil dieses Vo-
lumens in der Programmphase Leeren wieder aus der Kammer enthommen
werden (Abb. 2).

Pro Patient wird das Sammelblut mit je 2 unterschiedlichen Waschprogrammen,
dem Emergency-Waschprogramm und dem High-Quality-Waschprogramm
aufgereinigt.

Hinter den verschiedenen Waschprogrammen verbergen sich unterschiedliche

VVolumenverhaltnisse von Sammelblut zu Waschlésung:

- Emergency-Waschprogramm (Sammelblut:Waschlésung = 1:1)
- High-Quality-Wash (Sammelblut:Waschlésung = 1:7)

Die gesammelte Blutldsung bestehend aus Patientenblut und Spullésung, wird
fraktioniert den zwei Waschprogrammen zugefuhrt, was pro Waschvorgang je-
weils eine neue Waschkammer erforderlich macht. Mit diesem Vorgehen wird
sichergestellt, das bei jedem der 3 Waschprogramme exakt das gleiche Ver-

haltnis von Spullésung zu Sammelblut vorliegt
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3.6 Proben

3.6.1 Patientenprobe

Vor Beginn der Sammelphase wird jedem Patienten aus einem liegenden Zu-
gang einmalig eine EDTA Blutprobe zur Bestimmung Hb, Hkt und Thrombozy-
tenzahl und zwei Citratblutproben zur Bestimmung von Quick, aPTT und ent-

nommen.

3.6.2 Proben aus dem MAT-System

Nach Abschluss der Sammelphase und vor Beginn der Aufbereitung wird mit
einer sterilen Blasenspritze aus dem Reservoirausgang ca. 30 ml Blut entnom-
men, mittels einem Adapter und einer Kanule wird nun eine Citrat-Monovette
zur Bestimmung der Argatroban Konzentration (respektive der Heparinkonzent-
ration in der Heparin Kontrollgruppe) und eine EDTA-Monovette zur Bestim-

mung von Hb, Hkt und Thrombozyten befullt.

Nach Beginn des Aufpumpens des Blutkonzentrats in den Re-
Transfusionsbeutel wird der Waschvorgang abgebrochen und mittels der
Waschphase ,Leeren” wird die Waschkammer geleert. Es werden jeweils zwei
Citratblutproben (Citrate Monovettes, C 772 G, 4 ml Kabe Labortechnik, Nlrn-
brecht-Elsenroth, Germany) zur Bestimmung der Argatrobankonzentration (res-
pektive der Heparinkonzentration in der Heparin Kontrollgruppe) und zwei
EDTA Blutproben (EDTA Monovetten, E 772 G, 3,5 ml, Kabe Labortechnik,
Nurnbrecht-Elsenroth, Deutschland), zur Bestimmung von Hb und Hkt nach
den jeweiligen Waschprogrammen im aufbereiteten Retransfusionsblut gewon-
nen (Abb. 3). Die Proben wurden nach der Abnahme unverziglich dem Zentral-

labor zugeflihrt.

17



Probenentnahme Reservoir

Abb. 3: Positionen der Probengewinnung im MAT-System

3.7 Probenbestimmung

Um eine umgehende Verarbeitung der Blutproben zu gewahrleisten, wurde di-
rekt nach Probenversand in das Zentrallabor ein in die Studienprotokolle ein-
gewiesene MTA verstandigt, welche dann die Probenverarbeitung durchfluhrte.

Hkt, Hb, Thrombozyten, Quick und aPTT wurden direkt nach Ankunft vom
Zentrallabor des Marienhospitals Osnabruck (Leitung Dr. M. Wehmeyer) durch
das Laborsystem Sysmex XN-2000 (Sysmex Deutschland, Norderstedt,
Deutschland) bestimmt. Die Citratproben zur Bestimmung Antikagulanskon-
zentration wurden umgehend zentrifugiert (10 Minuten bei 4000 Umdrehungen/
Minute, 1,86g), das Plasma pipettiert und bei -80°C bis zum Probenversand

eingefroren.
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3.7.1 Bestimmung der Argatrobankonzentration im Serum

Zur Bestimmung der Argatrobankonzentration wurden die bei —80°C gefrorenen
Proben trockeneisgeklhlt per Expressversand an ein auf die Argatrobanbe-
stimmung spezialisiertes Labor (Analytical Clinical Concepts GmbH, Leiders-
bach, Deutschland) verschickt. Die Bestimmung der Argatroban Konzentration
im Serum erfolgte, wie durch Rhea et. al. beschrieben, per Flissigchromato-

graphie mit Massenspektrometrie Kopplung [Rhea et al 2012]

3.7.2 Bestimmung der Heparinkonzentration im Serum

Heparin ist eine koérpereigene Substanz, welche zusammen mit Histamin in
Mastzellen vorliegt. Gewebe mit hoher Heparinkonzentration sind Leber, Lunge
und Darm. Das klinisch verwendete Heparin stammt im Wesentlichen aus
Schweinedarm. Heparin ist ein kettenartig aufgebautes, sehr komplexes Glu-
cosaminoglucan mit einem Molekulargewicht, das zwischen 4000 und 40000
Dalton variiert. Zur Bestimmung der Heparinkonzentration stehen aufgrund die-
ser herterogenen Eigenschaften nur indirekte Nachweismethoden zur Verfu-
gung. Zur Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitat wurden die tiefgefrorenen Proben
an die Gerinnungspraxis Mannheim (Leitung Prof. Dr. C. E. Dempfle) verschickt

und dort bestimmt.
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3.8 Grole der Studiengruppen und Statistik

Fur die in dieser Studie vorliegende Fragestellung lagen bei Studienbeginn kei-
ne Daten oder vorlaufigen Ergebnisse anderer Studien vor, daher wurde keine
formale Fallzahlschatzung vorgenommen. Zielsetzung war es, in jeder Studien-
gruppe jeweils funf Patienten zu untersuchen. Sollte, z.B. aufgrund nicht aus-
reichendem Probenmaterial oder Gerinnselbildung und damit Verstopfen des
MAT-Systems die Untersuchung im Einzelfall nicht durchgefuhrt werden kén-
nen, wurden Studienteilnehmer solange nachrekrutiert, bis die vorgesehene
Anzahl von finf Patienten je Studiengruppe erreicht wurde.

Die Daten werden als Median und Bereich oder als Mittelwert und Standardab-

weichung dargestellt.
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4. Ergebnisse:

4 1 Biometrische Daten

Insgesamt sind in die Studie 42 Patientinnen und Patienten mit malignen Grun-
derkrankungen eingeschlossen worden und haben nach Aufklarung der Teil-
nahme zugestimmt. Im Verlauf der Studie zeigte sich, dass bei 19 Studienteil-
nehmern die Menge des gesammelten Wundblutes (Durchschnittliche Menge
Wundblut 489 ml, durchschnittiche Menge Antikoagulanzlésung 350 ml) nicht
fur die Aufbereitung nach Studienprotokoll ausreichten und somit aus der Be-
trachtung ausgeschlossen werden mussten. Blut von drei Patienten aus der
Untersuchungsgruppe ARG5S (5ug ml'1) konnte, trotz kalkuliert ausreichendem
Wundblut von tber 600 ml, aufgrund von Gerinnselbildung im Reservoirfilter,
nicht durch das MAT-System aufbereitet werden. Letztlich mussten 22 Patien-
ten nachrekrutiert werden.

Als Ergebnis konnten wir Blut von 20 Patienten (Alter 67 + 11 Jahre, 12 mann-
lich, 8 weiblich) durch das MAT-System aufbereiten und den Analysen zuflih-
ren.

Bei allen Patienten wurden grol3e, tumorchirurgische Eingriffe durchgefthrt, bei
denen die routinemallige Verwendung von MAT-Systemen kontraindiziert war:
Osophagusresektion (n=5), Duodenopankreatektomie (n=7), Leber-Resektion
(n=3), Magenresektion (n=1), radikale Hysterektomie (n=1), Rekutmamputation
(n=1), Nephrektomie (n=1) und Osteosynthese einer pathologischen Femurfrak-
tur (n=1).
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Einschleusen der Patienten
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Abbildung 4: CONSORT Flussdiagramm
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4.2 Heparin Clearence

Die Studienlésung von 25.000 Einheiten Heparin/ 1.000 ml NaCL-L6sung ergab
eine Konzentration von 1,7 + 1,4 Einheiten/ml (min. 0,4, max. 3,78 Einhei-
ten/ml) im Reservoir des MAT-Systems. Nach der Aufbereitung des gesammel-
ten Blutes mit dem Emergency-Waschprogramm lag in vier Fallen die Heparin-
konzentration im Re-Transfusionsblut unterhalb der Nachweisgrenze von 0,1
Einheiten/ml und in einem Fall mit 0,14 Einheiten/m| Uber der Nachweisgrenze.
Nach Aufbereitung des Wundblutes mit dem High-Quality-Waschprogramm lag
ebenfalls in vier Fallen die Heparinkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze
und in einem Fall konnten 0,27 Einheiten/ml Anti Xa Aktivitat nachgewiesen
werden. Beide Erytrhozytenkonzentrate, bei denen Rest Heprain nachgewiesen
werden konnte stammen nicht vom selben Patienten, somit konnte in 20% der

gewonnene Proben Restheparinaktivitat nachgewiesen werden.
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4.3 Argatroban Clearance

Die Argatroban Konzentraionen im Reservoir waren niedriger als in der ver-
wendeten Studienlésung, erhdhten sich jedoch linear mit zunehmender Ar-

gatroban Konzentration in der Studienlosung (Abb. 5).
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Abb. 5 Argatroban Konzentration (ug/ml) im Reservoir des MAT-Systems.

Zu beobachten war, dass in drei von acht Fallen (38%) in der Untersuchungs-
gruppe ARG5 (Argatrobankonzentration von 5 ug ml’ Spullésung) aufgrund
von Blutgerinnselbildung im MAT-System das gewonnene Blut nicht aufbereitet
werden konnte.

In allen verbleibenden Proben konnte das Blut erfolgreich mit den beiden
Waschprogrammen durch das MAT-System aufbereitet werden, und beide
Waschverfahren fuhrten zu vergleichbaren Hamatokritwerten in den Erythrozy-
tenkonzentraten: 63 + 24% (51-74%) nach dem Emergency-Waschprogramm
und 65,2 £ 23% (50,9 — 75,1%) nach dem High-Quality-Waschprogramm.

Wie in den Abbildungen 6, 7 und 8 gezeigt werden kann, wurde eine Rest-
Argatroban Konzentration in allen Erythrozytenkonzentraten nachgewiesen. Die
Aufbereitung mittels Emergency-Waschprogramm in der Gruppe ARG250
(250ug/ml Argatroban) ergab mit 23 + 13 ug/ml die héchste Argatroban Kon-

zentration im Re-Transfusionsblut. Die Aufbereitung mit dem High-Qualitiy-

24



Waschprogramm fuhrte zu niedrigeren Argatroban Konzentrationen im Eryth-
ozytenkonzentrat als nach der Anwendung des Emergency-Waschprogramms.
In beiden Waschprogrammen war die Argatroban Clearence am hochsten in
der Gruppe ARG50 verglichen mit den Gruppen ARG5 und ARG250 (Abb. 9).
Das Emergency-Waschverfahren reduzierte die Argatroban Konzentration auf
10-40% und das High-Quality-Waschverfahren auf 5-11% der initialen Konzent-

ration im Reservoir des MAT- Systems.

ug/ml 12
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0,6
0,4

0,2

o
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Reservoir  Emergency wash High quality
wash

Abb. 6: Argatroban Konzentration im Reservoir und im Erytrhozytenkonzentrat nach
Aufbereitung im Emergency- und High-Quality- Waschprogramm in der Untersuchungs-
gruppe ARG5

25



ug/ml 30
25
20
15

10

Abb. 7: Argatroban Konzentration im Reservoir und im Erytrhozytenkonzentrat nach

Reservoir
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Aufbereitung im Emergency- und High-Quality- Waschprogramm in der Untersuchungs-
gruppe ARG50.
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Abb. 8: Argatroban Konzentration im Reservoir und im Erytrhozytenkonzentrat nach
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Aufbereitung im Emergency- und High-Quality- Waschprogramm in der Untersuchungs-

gruppe ARG 250.
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Abb. 9 Vergleich der relativen Argatroban Clearence nach Aubereitung durch
Emergency- und High-Quality-Waschprogramm , Argatobran Konzentration im Reservoir

wurde =100% gesetzt.

Emergency-
50 mg Argatroban Patient Reservoir Waschpr. HQ-Waschpr. Einheit
Patient 1 <25 2976,1 1061,2 463,0 ng/ml
Patient 2 <25 20199,5 822,6 954,0 ng/ml
Patient 3 <25 16816.9 21517 44173 ng/ml
Patient 4 <25 5853.4 2263,8 1369,6 ng/ml
Patient 5 <25 31633,1 2178,9 794,2 ng/ml
Mittelwert <25 15495,8 1695,6 1599,6 ng/ml
Standardabweichung 0 11554,2 694,5 1608,6 ng/ml
Min. <25 2976,1 822,6 463,0 ng/ml
Max <25 31633,1 2263,8 4417,3 ng/ml

Tabelle 1: Argatobrankonzentrationen in Untersuchungsgruppe ARG50.
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250 mg Argatroban
Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Mittelwert
Standardabweichung
Min.

Max.

5 mg Argatroban
Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Mittelwert
Standardabweichung
Min.

Max.

Heparin 25.000 U
Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Mittelwert
Standardabweichung
Min.

Emergency- HQ-

Patient Reservoir Waschpr. Waschpr. Einheit
<25 54339,2 10127 1 9915.,6 ng/ml
<25 90537,6 14288,8 6809,8 ng/ml
<25 41237,1 20136,3 3291,0 ng/ml
<25 384804 27950,5 4300,9 ng/ml
<25 57692,4 42339,2 8335,9 ng/ml
<25 56457,3 22968 .4 6530,6 ng/ml

0,0 20750,3 12730,9 2750,5 ng/ml
<25 38480,4 10127,1 3291,0 ng/ml
<25 90537,6 42339,2 9915,6 ng/ml

Tabelle 2: Argatrobankonzentrationen in Untersuchungsgruppe ARG250.
Emergency- HQ-

Patient Reservoir waschpr. Waschpr. Einheit

25 7454 73.3 54,2 ng/ml

2,5 1191,9 2194 43,9 ng/ml

2,5 4972 496,5 123,7 ng/ml

25 877.8 406.,8 204 ng/ml

25 855,2 81,5 1054 ng/ml
<25 833,5 255,5 69,5 ng/ml

0,0 250.9 190.,9 43,4 ng/ml
<25 497,2 73.3 204 ng/ml
<25 1191,9 496,5 123,7 ng/ml

Tabelle 3: Argatrobankonzentrationen in Untersuchungsgruppe ARG5
Emergency- HQ-

Patient Reservoir Waschpr. Waschpr. Einheiten
<0,1 1,90 <01 0,27 U/ml
<0,1 0,40 <01 <0,1 U/ml
<0,1 1,98 0,14 <0,1 U/ml
<0,1 0,40 <01 <0,1 U/ml
<0,1 3,78 <01 <0,1 U/ml
<0,1 1,69 0,14 0,27 U/ml

0 1,40 0,06 0,12 U/ml

<0,1 0,40 0,14 <0,1 U/ml
<0,1 3,78 0,14 0,27 U/ml

Max.

Tabelle 4: Anti Xa Konzentration in der Kontrollgruppe HEP
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5. Diskussion

In dieser Ex-vivo-Studie wurde die routinemafige Anwendung eines Maschinel-
len-Autotransfusionssystems (MAT-System) bei einem Patientenkollektiv imi-
tiert, bei dem aufgrund eine Re-transfusion des behandelten Blutes kontraindi-
ziert war.

MAT-Systeme finden in der klinischen Routine dann Anwendung, wenn auf-
grund des operativen Eingriffs mit einem héheren Blutumsatz gerechnet werden
muss und die Transfusion autologen Bluts wahrscheinlich ist [Ashworth & Klein
2010]. Der Einsatz solcher Systeme kann die Transfusion von allogenem
Fremdblut deutlich reduzieren und in Einzelfallen sogar ganz verhindern [Wa-
ters 2013]. Insbesondere bei Patienten mit vermuteter oder nachgewiesener
HIT, welche sich einem solchen operativen Eingriff unterziehen mussen darf
der Nutzen von blutsparenden MalRnehmen im Sinne eines PBM nicht aulzer
Acht gelassen werden [Waters 2013; Spahn 2010].

In verschiedenen Arbeiten konnte einer Rest-Heparinaktivitat im autologen Re-
Transfusionsblut nachgewiesen werden [Umlas & O'Neill 1981b; Paravicini et al
1983; Vorweg et al 1998] [Marx et al 2001], leider liegen hier keine aktuellen
Studienergebnisse vor.

Die Ergebnisse dieser Studie liefern wichtige Informationen Uber die Verwen-
dung von Heparin und Argatroban zur Antikoagulation in MAT-Systemen bei
Patienten mit HIT:

Erstens: Obwohl Heparin aus der Mehrzahl der Proben vollstdndig ausgewa-
schen wurde ist bei 20% unserer Probanden eine Restheparinaktivitat nach-
weisbar. Wie oben bereits erwahnt, zeigen Vorstudien, dass Heparin nicht voll-
kommen durch die Aufbereitung im MAT-System ausgewaschen und eliminiert
wird. Daher sollte Heparin als Antikoagulanz in MAT-Systemen bei Patienten
mit vermuteter oder nachgewiesener HIT nicht verwendet werden, da nicht
ausgeschlossen werden kann, dass kleine Restmengen von Heparin mit dem

Re-Transfusionsblut infundiert werden. Da es sich bei der HIT Il um ein allergi-
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sches Geschehen mit Bildung von Antikérpern gegen den PF4-Heparin-
Komplex handelt [Warkentin et al 1998; Warkentin & Greinacher 2004], er-
scheint es folgerichtig, bei entsprechend disponierten Patienten jede Art der
Heparinexposition zu vermeiden. Die Transfusion von ,Heparin-kontaminiertem*
Blut kann das Risiko einer thromb-embolischen Komplikation in diesem Patien-
tenkollektiv erhdhen [Trehel-Tursis et al 2012].

Bei der Interpretation der Ergebnisse muss bertcksichtigt werden, dass, trotz
intensiver Recherche, flr die Analyse der Heparinkonzentrationen, kein Labor
mit einer direkten Heparinnachweismethode zur Verfigung gestanden hat und
auf eine indirekte Detektion von Heparin durch die Bestimmung der anti-Xa-
und/oder anti-lla-Aktivitat zurtickgegriffen werden musste. Bei diesem indirek-
ten Verfahren sind Spuren von Heparin unter einer Nachweisgrenze von 0,1
U/ml nicht erfassbar. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass in dieser
Studie sehr geringe Heparinrestmengen in den Proben nicht erfasst wurden.
Daher erscheint es folgerichtig, auf die Verwendung von Heparin zur Antikoagu-
lation im MAT-System bei Patienten mit vermuteter und/oder nachgewieser HIT
abzusehen. Es kdnnen keine Aussagen dazu gemacht werden, ob diese Emp-
fehlung nur fur Patienten mit unterstellter oder bewiesener HIT Erkrankung gel-
ten sollte oder auch fur Patienten in Betracht kommt bei denen eine HIT Er-
krankung zuvor diagnostiziert wurde und bei denen jedoch zum Operations-

bzw. Transfusionszeitpunkt keine HIT-Antikbrper mehr nachzuweisen sind.

Zweitens handelt es sich bei dieser Studie um die erste Studie, welche die An-
wendung von Argatroban zur Antikoagulation in MAT-Systemen und dessen
Auswaschverhalten in verschiedenen Waschprogrammen untersucht hat. Die
Ergebnisse zeigen die qualitativen Unterschiede in der Aufbereitung von ge-
wonnenem Wundblut mit zwei unterschiedlichen Waschprogrammen, dem
Emergency-Waschprogramm und dem High-Quality-Waschprogramm. Das
Emergency-Waschprogramm wird zur Aufbereitung grof3er Blut-Volumina ein-
gesetzt, die z.B. in Notfallsituationen anfallen. In Noftfallsituationen werden gro-
Re Volumina von anfallendem Wundblut in kurzer Zeit im MAT-Reservoir ge-
sammelt und sofort und schnell verarbeitet, damit dem hypovolamen Patienten
autologes Blut zugig transfundiert werden kann. Damit die Aufbereitung schnell

funktioniert und somit das Retransfusionsblut im Notfall zlgig zur Verfiigung
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gestellt werden kann, wird das Wundblut mit 7-fach geringerem Waschlésung-
volumen aufbereitet als mit dem Vergleichsprogramm High-Quality-Wash. Die
Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass mit dem hdherwertigeren Aufberei-
tungsverfahren die Argatroban Clearance deutlich effektiver war.

Argatroban hat mit 527g/mol ein geringes Molekulargewicht. Fur kleine und 16s-
liche Molekule kann dieses effektive Auswaschen eine deutliche Reduktion von
Wirkstoffkonzentrationen in einzelnen Patienten bedeuten. Um die Bedeutung
dieses Aspekts naher zu beurteilen sollten weitere Studien die Bedeutung die-
ses Aspekts untersuchen. Dadurch, dass bei Konzeption dieser Studie keine
Informationen bzgl. der Verwendung von Argatroban in MAT-Systemen zur Ver-
fugung standen, musste bezlglich der Dosierung von Argatroban ein pragma-
tischer Ansatz gewahlt werden. Es wurden drei verschiedenen Konzentrationen
von Argatroban fur die Studiengruppen kalkuliert. In der ersten Studiengruppe
wurde eine Konzentration von 50 ug ml" verwendet, da die gerinnungshem-
mende Wirksamkeit dieser Dosierung einer der von 25.000 |IE unfraktioniertem
Heparin entspricht. Als weitere Dosierungen wurden die zehnfach geringere
und die finffach hdhere Konzentration eingesetzt, in der Hoffnung die mdogli-
chen Grenzen des unteren und oberen Dosisbereiches identifizieren zu kénnen.
Obwohl das Blut von 5 Patienten aus der Untersuchungsgruppe ARG5S aufbe-
reitet und analysiert werden konnte, musste aufgrund von Gerinnselbildung im
MAT-Reservoir bei drei Patienten die Aufbereitung gestoppt werden und das
Blut konnte nicht aufbereitet werden. Daher lasst sich schlieBen, dass eine
Konzentration von 5 ug ml™' zu niedrig ist um eine ausreichende Antikoagulation
des abgesaugten Wundblutes im MAT-System zu gewahrleisten. Verglichen
hiermit zeigten die anderen 2 Konzentrationen von 50 und 250 pug ml™' eine aus-
reichende Antikoagulation im MAT-System und in diesen Gruppen konnten kei-
ne Versuchsabbruche Aufgrund von Blutgerinnselbildung im MAT-System beo-
bachtet werden.

Nicht Uberrascht hat die Tatsache, dass in der Gruppe mit der hochsten Ar-
gatrobankonzentration (ARG250) in beiden Waschprogrammen auch die
hdchsten Konzentrationen von Argatroban im Retransfusionsblut zu finden war.
Im Emergency-Waschprogramm werden in dieser Gruppe im Mittel 22 ug/ml
Argatroban in den Patienten transfundiert. In Situationen, in denen grolie Men-

gen an aufbereitetem Wundblut retransfundiert werden mussen, kann dies be-
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deuten, dass die Dosierung von 250 ug ml™’ Argatroban im Retransfusionsblut
das Potential hat, eine Uberschiellende Antikoagulation zu provozieren, eine
Blutungssituation zu unterstutzten und zu verlangern. Selbst bei im High-
Quality-Waschprogramm aufbereitetem Retransfusionsblut verbleiben 6,5 ug/ml
Argatroban im Retransfusionblut, auch diese Konzentration kénnte unter Um-
standen das Potential haben, akute Blutungen zu unterstitzen, bzw. aufrecht
zu erhalten. Daher kann die Anwendung von 250 ug ml™’ Argatroban aus die-
sen Griunden nicht empfohlen werden.

Die Verwendung von 50 ug ml™’ Argatroban zur Antikoagulation in MAT-
Systemen zeigte signifikant niedrigere Konzentrationen von Argatroban im Ret-
ransfusionsblut. Obwohl die Argatroban Dosierung nur flinffach niedriger dosiert
war konnte im Retransfusionsblut nur ein Zehntel der Konzentration gefunden
werden. Die Infusion von 1000 ml Retransfusionsvolumens unter der Verwen-
dung von 50 ug ml" im MAT-System wirde theoretisch zu einem Argatroban
.Bolus“ von 0,7-1,7ug fuhren. Verglichen mit der Dosierung von 2ug/kg Koérper-
gewicht pro Minute Argatroban um eine Argatroban induzierte Antikoagulation
zu erreichen, wurde ein solcher Bolus durch die Autotransfusion erwartungs-
gemal nicht zu einer klinisch relevanten Beeinflussung der Gerinnungshem-
mung fuhren kénnen. In einer klinischen Blutungssituation wirden sich arztliche
Kollegen und Kolleginnen sicher schwer damit tun, einem blutenden Patienten
jegliche Dosis eines Antikoagulanzes, welches akute Blutungssituationen un-
terhalten und/oder fordern kdnnte, zu infundieren. Die mag in dieser Form aber
auch fur Heparin gelten, nur hier ist der Nachweis schwieriger zu flhren, da die
indirekte Messung eine wesentlich ungenauere Nachweismethode als direkte
Nachweismethoden darstellt. Daher kdnnen aufgrund des Fehlens eines direk-
ten Nachweisverfahrens fur Heparin auch bei den nicht positiven Ergebnissen
gewisse Restheparinwirkungen und/oder Konzentrationen nicht ausgeschlos-
sen werden. Daher kann mit den Ergebnissen aus dieser Studie empfohlen
werden, weitere Studien zu Dosisfindung von Heparin zur Anwendung in MAT -

Systemen durchzuflhren.

Die vorliegende Arbeit war nicht als Dosisfindungsstudie konzipiert, daher kann
nicht ausgeschlossen werden, dass mit Argatrobandosierungen von unter 50

ug ml”" nicht auch eine auszureichende Antikoagulation in MAT-Systemen er-
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reichen kann, hiermit kdnnte sicher auch die Menge an Argatroban, welche mit
dem Transfusionsblut wieder in den Patienten gegeben wird, deutlich reduziert
werden. Weiterhin ist die vorliegende Arbeit eine ex-vivo Studie. Obwohl beim
Studien Design besonders darauf geachtet wurde, die Bedingungen des Klini-
schen Alltags zu berlcksichtigen, kann Uber die klinischen Auswirkungen der
Re-Transfusion der hier beschriebenen Argatroban Konzentrationen in stark
blutenden Notfallpatienten nur spekuliert werden, fur die Routineanwendung mit
Heparin liegen hier bereits Hinweise Uber Tansfusionsmengen assoziierte Blu-
tungsstérungen aufgrund von Antikoagulanzwirkung vor [Rollins et al 2011].
Dartiberhinaus ist aus ethischen Grunden Blut von Patienten mit malignen Er-
krankungen verwendet worden. Diese Versuchsgruppe ist gewahlt worden, um
anderen Patientinnen und Patienten das MAT-Verfahren nicht vorenthalten zu
mussen und moglichst vielen Patienten im Untersuchungszeitraum regular das
MAT-Verfahren zur Verfugung zu stellen. Es kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dass die vorliegenden malignen Grunderkrankungen Auswirkungen auf
das Gerinnungssystem der Patienten und damit auch Einfluss auf die Ergebnis-

se dieser Studien gehabt haben.
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6. Schlussfolgerungen

Bei Patientinnen und Patienten mit vermuteter oder nachgewiesener HIT sollte
Heparin als Antikoagulanz in MAT-Systemen nicht angewendet werden, da im
Transfusionsblut Restkonzentrationen von Heparin nachweisbar waren. Ar-
gatroban kann als alternatives Antikoaglanz in MAT-Systemen eine Gerinnsel-
bildung verhindern, hierbei ist eine Konzentration von 50 ug mi™' effektiver als
eine Konzentration von 5 ug ml". In dieser Studie konnte erstmalig gezeigt
werde, das Argatroban als Antikoagulanz im C.AT.S® MAT-System als eine
verlassliche Alternative zum bisher verwendeten Heparin angewendet werden
kann. 250 ug ml’ Argatroban wies nach Aufbereitung durch die Waschzyklen
relevante Argatrobankonzentrationen auf, die bei Re-Transfusionen zu eikli-
nisch relevanten Antikoagulation fuhren kénnten und sind daher als ungeeignet
zu bewerten. Weitere Studien sollten die fehlende Information tber die klini-
schen Folgen der Re-Transfusion von maschinell aufbereiteten Erythrozyten-
konzentraten mit Rest-Argatroban Konzentrationen und Uber alternative, ggf.

niedrigere Dosierungen liefern.
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