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Einleitung
In Deutschland werden jdhrlich fast 100.000 herzchirurgische Eingriffe durchgefiihrt

(Deutscher Herzbericht 2014). Ohne die Entwicklung der Herz-Lungen Maschine
(HLM), die eine extrakorporale Oxygenierung und Decarboxylierung des Blutes erlaubt
(Abb.1), wéren Operationen am nicht schlagenden Herzen unmoglich. Von den ersten
theoretischen Uberlegungen zur extrakorporalen Zirkulation (EKZ) (Le Gallois; 1812)
iiber die praktische Umsetzung 1828 durch James Kay bis zum ersten erfolgreichen
Einsatz einer HLM am Menschen durch John H. Gibbon 1953 vergingen mehr als 100
Jahre.
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Abb. 1: Schematischer und vereinfachter Aufbau einer pumpengetriebenen Herzlungenmaschine

Die Aktivierung des Gerinnungs- und Fibrinolysesystems und proinflammatorischer
Mediatoren durch den Kontakt des Blutes mit Fremdoberflichen der HLM stellt den
Anwender auch heute noch vor klinische Probleme (Boisclair MD et al. 1993; Burmann
JF et al. 1994). Da noch immer keine vollig biokompatiblen Oberflichen zur Verfligung
stehen, muss zur Vermeidung von Gerinnselbildungen, wie schon in den 50er Jahren,
eine tempordre systemische Antikoagulation erfolgen. Die Antithrombin (AT) -
vermittelte Inhibierung insbesondere der Faktoren Ila (Thrombin) und Xa durch

Heparin stellt hierbei seit fast 70 Jahren den Standard dar (Cohn LH.; 2003).



1. Pharmakologie der gerinnungsaktiven Substanzen

1.1 Heparin

Heparine sind Glycosaminoglycane, die aus abwechselnden Folgen von D-Glucosamin
und einer Uronsédure (D-Glucuronsiure oder L-Iduronsdure) bestehen (Jorpes E.;1936).
Die hierbei entstehenden Ketten haben eine molare Masse zwischen 4.000 und 40.000
Dalton, meistens jedoch um 15.000 Dalton (Hirsh J et al.;2001, Johnson EA et al.;
1976). Sie gehoren aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit und der kurzfristigen
Antagonisierbarkeit mit Protamin zu den heute am hiufigsten perioperativ eingesetzten
Antikoagulanzien. Heparine sind tierische Extrakte und werden aus der Schweinedarm-

Mucosa bzw. Rinderlunge gewonnen (Karst NA et al.;2003).

Die biologische Aktivitdt des Heparins beruht auf der Fahigkeit, die Inhibitoraktivitit
des AT gegeniiber den an der Blutgerinnung beteiligten Proteasen, besonders F X,
(Stewart-Prower-Faktor) und F II, (Thrombin), zu beschleunigen. Sobald Heparin an AT
bindet, kommt es zu einer Konformationsdnderung des AT und zur vollstindigen
Freilegung des aktiven Zentrums (Lindahl U et. al;1979, Rosenberg et al.;1979).
Abhingig von der Heparinkonzentration kann die Aktivitit des AT bis zu
zweitausendfach erhoht werden (Olson ST et al.;1992). Fiir eine Thrombinhemmung
muss Heparin auch an Thrombin binden. Hierfiir sind jedoch Heparinmolekiile mit einer
Lange von mindestens 16 - 20 Monosaccharideinheiten erforderlich. Fiir die Hemmung
des Faktors X, reicht dagegen die Pentasaccharidsequenz eines niedermolekularen

Heparins aus (Hellstern P ;2007, Lindahl U et al.; 1984).

Nach intravenoser Injektion kommt es aufgrund einer Bindung an Endothelzellen,
Makrophagen und Plasmaproteine (Hirsh J, Warkentin TE;2001, Barzu T, et al;1985,
Young E et al.;1992) zu einer initialen Elimination von ca. 40 % eines unfraktionierten
Heparins (Halbwertszeit 5 - 15 Min.). Diese schnelle Elimination wird gefolgt von einer
langsameren renalen Elimination mit einer Halbwertszeit von 60 - 90 Minuten (Dawes
J, Papper DS;1979). Erst wenn alle o.g. Bindungsstellen besetzt sind, wird die Dosis-
Wirkungs- Beziehung linear (de Swart CA et al.;1982).

Die vielfiltigen Bindungen des Heparins, insbesondere an Akut-Phase-Proteine, die
durch eine Vielzahl von Krankheitsentititen oder durch Kontakt mit Fremdoberflichen
in ithrer Konzentration erhoht sein konnen, erlauben keine verldssliche Vorhersage der

patientenindividuellen Pharmakokinetik (Barzu T, et al. ;1985).



Fir die Durchfiihrung einer extrakorporalen Zirkulation bei herzchirurgischen

Operationen werden Heparindosen von 300-500 LE /kg Kg appliziert (Cohen JA;1984).

1.2 Protamin

Die Entdeckung des aus stark basischen Peptiden bestehenden Protamins aus Kdpfen
von Lachsspermatozoen gelang bereits 1874 dem Biochemiker Johann Friedrich Mie-
scher (Feulgen R;1927). Die ersten Studien zur Erforschung der antagonistischen Ei-
genschaft von Protamin gegeniiber Heparin wurden jedoch erst in den 1930er Jahren

durchgefiihrt (Chargaff E, Olsen KB;1938; Jaques LB:1973)

Protamin ist ein alkalisches Protein, dessen Molekulargewicht zwischen 4.000 bis
10.000 Dalton variiert (Ballhorn R;2007). Ursichlich fiir die Alkalitdt ist der hauptséch-
liche Aufbau aus der basischen Aminosdure Arginin, weiterhin auch aus Lysin und His-
tidin.

Klinisch Einzug fand das Protamin in zwei Bereiche der Pharmakotherapie. Zum einen
wird es in den 1936 von Hagedorn (Hagedorn HC et al; 1984) entwickelten Verzoge-
rungsinsulinen (Neutrales-Protamin-Hagedorn Insulin NPH) verwendet, um die Freiset-
zung von Insulin zeitlich zu verschieben und damit die Wirkung zu verldngern (Lacey
A;1952). Zum anderen ist Protamin als Protaminsulfat oder Protaminhydrochlorid bei
der Antagonisierung von Heparin im Gerinnungsmanagement z.B. grofler gefil3- und
herzchirurgischer Eingriffe bisher unverzichtbar. Durch elektrostatische Wechselwir-
kung kann Protamin das Heparin aus seiner Bindung mit AT l6sen und einen stabilen

Komplex ohne antikoagulatorische Wirkung bilden (Coggin MH et al.;2012)

Nach klinischer Erfahrung kann 1 mg Protamin ca. 100 IE Heparin antagonisieren (Be-
cker RC;2006). Da jedoch die Halbwertzeit des Protamins mit 8-30 Minuten deutlich
kiirzer ist als die des Heparins mit 90-120 Minuten, kann es notwendig werden, Prota-
min-Repetitionsdosen zu injizieren, um einen Heparin-Rebound zu verhindern. Die Ur-
sachen eines Heparin-Rebounds werden kontrovers diskutiert, liegen aber sicher auch
im vielfaltigen Bindungsverhalten des Heparins (Teoh KH et al;2004). Dies macht bei
Eingriffen mit systemischer Antikoagulation ein systematisches peri- und postope-

ratives Antikoagulationsmanagement notwendig.

Im klinischen Alltag zeigt sich, dass Protamin nicht nur einen positiven prokoagulatori-
schen Effekt in Bezug auf das Heparin hat, sondern bei Dosis-Uberschreitung auch an-

tikoagulatorische Wirkungen haben kann (Griffin et al;2001). Die Ursachen der antiko-
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agulatorischen Wirkung waren lange Zeit unklar. Zum einen wirkt hochdosiertes Pro-
tamin insbesondere gebunden an Heparin antithrombozytir, wichtiger scheint jedoch
die von Fionnuala Ni Ainle 2009 gezeigte Hemmung von Faktor V und konsekutiver
Reduktion der Thrombingenerierung zu sein. Insgesamt ist die therapeutische Breite der
rein heparinneutralisierenden prokoagulatorischen Wirkung des Protamins klein. Unab-
hingig von der antikoagulatorischen ,,Neben“-Wirkung des Protamins, kann die Sub-
stanz multiple fiir den Operationsverlauf relevante Nebenwirkungen induzieren. Hierbei
sind insbesondere Wirkungen auf das Bronchialsystem und die Kreislaufdepression zu
nennen, die auf einen negativ inotropen und vasodilatatorischen Effekt zuriickgehen
(Kien ND;1992). Gelegentlich sind diese Nebenwirkungen schwer von einer anaphylak-
toiden Reaktion zu unterscheiden. Die Inzidenz ist hierbei jedoch mit deutlich unter 1%
eher gering (Nybo M, Madsen JS;2008). All die soeben erwdhnten Wirkungen bzw.
Nebenwirkungen machen eine prézise Dosierung des Protamins unabdingbar (Byun Y

et al. 2000, Ni Ainle F et al. 2009).

1.3 Messung der Heparinkonzentration

Heute ist es klinischer Standard, eine therapeutische Dosis des Heparins anhand von La-
bortests zu kontrollieren und zu steuern. In der Klinik hat sich die Messung der aktivier-
ten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) durchgesetzt. Die Analyse wird nach Inkuba-
tion mit Phospholipiden im Citratplasma durchgefiihrt. Intraoperativ, z.B. bei Patienten
mit herzchirurgischer Operation unter Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine, wird die
im Labor vorgenommene aPTT-Messung durch patientennahe und zeitsparende point-
of-care-Methoden wie die activated clotting time (ACT) ersetzt. Hier wird Vollblut mit
einem Oberfldchenaktivator (z.B. Kaolin) inkubiert und je nach Messsystem die Bil-
dung von Fibrin bzw. die thrombinkatalysierte Umsetzung eines zugegebenen Pseudo-
substrates gemessen (Bull MH;1975, Cohen JA;1984). Die Heparindosierung und die
Dosierung des Antagonisten Protamin erfolgen dabei empirisch auf der Basis des Kor-
pergewichts des Patienten und werden durch wiederholte Messungen der ACT indivi-

duell angepasst.

Andere Testmethoden wie die rotationsthrombelastometrische Messung der intrinsi-
schen plasmatischen Gerinnung (INTEM) fanden bisher zur Steuerung einer therapeuti-
schen Antikoagulation keinen relevanten Einzug in den klinischen Alltag. Sie werden in

Kombination mit z.B. heparinasehaltigen Testansétzen eher zur Differenzierung kom-


http://flexikon.doccheck.com/de/Fibrin
http://flexikon.doccheck.com/de/Pseudosubstrat
http://flexikon.doccheck.com/de/Pseudosubstrat

plexer Gerinnungsstdrungen auch nach kardiopulmonalem Bypass eingesetzt (Weber

CF etal., 2012)

Am Institut fiir Biophysik der Universitdt Frankfurt wurde durch die Arbeitsgruppe von
Prof. Méntele eine neue Methode zur direkten Heparinkonzentrationsbestimmung ent-
wickelt und 2007 vorgestellt. Diese Methode nutzt die Lichtstreuung der sich im mit
Protamin versetzten Patientenblut aus Heparin-Protamin-Komplexen bildenden Nano-
partikel. Dabei korreliert die Streulichtintensitit in Vorwértsrichtung (45°) mit der An-
zahl der Heparin-Protamin-Komplexe. Die Methode wird im weiteren Verlauf als LiSA

(Light Scattering Assay) bezeichnet.



2. Fragestellung

Trotz der etablierten zur Verfiigung stehenden Testmethoden und der Antagonisierbar-
keit des Heparins kommt es beim therapeutischen Einsatz wie z.B. bei der extrakorpo-
ralen Zirkulation im Rahmen einer Bypass Operation immer noch in 20 % der Félle zu
Blutungskomplikationen (Skubas et al. 2001, Spiess et al. 1999). Die Ursachen hierfiir
sind zahlreich und betreffen sowohl das plasmatische Gerinnungssystem als auch die
zelluldren Bestandteile (Holloway et al. 1988, Weerasinghe et al. 1998). Nach Beendi-
gung einer extrakorporalen Zirkulation steht deshalb die schnelle hdmostaseologische
Abkldrung der FEinfliisse von Dilution, Verbrauch und Funktionsstorung der Gerin-
nungsfaktoren und Thrombozyten sowie der prd- und intraoperativ eingesetzten Antiko-

agulanzien im Vordergrund.

Ziel dieser Studie ist die Validierung der nephelometrischen LiSA-Methode zur Be-
stimmung der Heparinkonzentration durch den Messwertvergleich mit der derzeit stan-
dardmiBig eingesetzten anti-Xa-Aktivitits-Bestimmung, die die Aktivitit des Heparin-
Antithrombin-Komplexes gegeniiber dem Faktor Xa misst und im Wege einer Eich-
kurve die Heparinkonzentration in E/mL angibt. Dabei stellt sich die Frage, inwieweit
die anhand der gefundenen Messwerte der Lichtstreuung durch den Protamin-Heparin-
Komplex einerseits und der anti-Xa-Aktivitdt andererseits berechneten Heparinkonzen—
trationen miteinander korrelieren. Die Vergleichsmessungen sollen insbesondere zeigen,
ob in der klinischen Situation eines herzchirurgischen Eingriffs mit Abgang von der
Herz-Lungen-Maschine eine noch bestehende Restheparinkonzentration nach Antagoni-
sierung mit Protamin von den beiden Methoden gleich gemessen wird. Zusétzlich soll
auch in der Phase der vollstindigen Heparinisierung wihrend der extrakorporalen Zir-
kulation ein Messwertvergleich mit der derzeit zur Point-of-care-Steuerung einer Hepa-
rinisierung eingesetzten Activated Clotting Time (ACT) und mit den thrombelastome-
trisch moglichen Untersuchungen zur Bestimmung der Heparinkonzentration (Ge-
rinnselbildung nach intrinsischer Aktivierung und in Anwesenheit einer Heparinase) er-

folgen.

Die diffuse Blutung kurz nach Beendigung der extrakorporalen Zirkulation ist eine mul-
tifaktoriell bedingte wichtige himostaseologische Komplikation herzchirurgischer Ein-

griffe, die schnell beherrscht werden soll (Grottke O et al.; 2015). Die schnelle und



exakte Antagonisierung der intraoperativen hochdosierten Heparinisierung und die
Vermeidung einer durch zu hohe Protamindosen bedingten Blutungsneigung spielen
dabei eine grofle Rolle (Levy JH et al.;2012, Koster A et al.;2014). Dies hat sogar zu
Uberlegungen gefiihrt, am Ende der EKZ das Heparin in einem extrakorporalen ,,Pro-
tamin-Bioreaktor* mittels immobilisiertem Protamin zu eliminieren (Yang VC; 1991),

was sich allerdings klinisch nicht durchgesetzt hat.

Wenn die LiSA-Messwerte vor und nach der Injektion des Heparins und nach Antago-
nisierung mit Protamin eine gute Ubereinstimmung mit den etablierten Verfahren auf-
weisen, konnte kiinftig das gute point-of-care-Potenzial dieser Methode im Operations-
saal genutzt und dadurch moglicherweise das Risiko peri- und postoperativer Blutungen

oder Thrombosen verringert werden.



3. Material und Methodik

3.1 Studienablauf

Fiir diese Studie lag ein positives Votum der Ethikkommission der Heinrich-Heine-

Universitét Diisseldorf vom 01.03.2012 vor (Studiennummer 3792).

Aufklirung und Einwillicung der Patienten

Die erwachsenen Patienten, bei denen elektive herzchirurgische Operationen mit Ein-
satz der Herz-Lungen-Maschine vorgenommen wurden, wurden préoperativ im Arztge-
sprich und schriftlich mittels eines Informations- und Aufklirungsbogens (sieche
Anhang) iiber den Zweck der Studie und die studienbedingten zusétzlichen
Blutentnahmen aufgeklirt und willigten schriftlich ein. Sie konnten jederzeit und ohne
Begriindung die Teilnahme an der Studie widerrufen. Es wurden allgemeine patienten-
und eingriffsbezogene Daten (Kdrpergewicht, Grofle, Geschlecht, Alter; Operations-
dauer, Bypassdauer, Transfusionen) sowie die Ergebnisse der allgemeinen und
heparinspezifischen Gerinnungsanalytik erhoben (Quickwert, aPTT, Fibrinogen-
konzentration, Calciumkonzentration, Thrombozytenzahl, anti-X,—Aktivitdt, Rotations-

thrombelastometrie Intem®™ und Heptem®, ACT).

3.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien: In die Untersuchung wurden erwachsene Patienten eingeschlossen,
die sich am Evangelischen Klinikum Niederrhein gGmbH einem elektiven herz-
chirurgischen Eingriff unter Verwendung der Herz-Lungen-Maschine unterziehen
mussten. Die pridoperative Vorbereitung der Patienten musste die Moglichkeit zur
hinreichenden Information iiber den Zweck und den Umfang der vorgesehenen

zusitzlichen Blutabnahmen und eine wirksame Einwilligung erlauben.

Ausschlusskriterien: Ausschlusskriterien waren ein Patientenalter < 18 Jahre, eine
fehlende personliche Einwilligungsfahigkeit, eine vorbestehende klinische Blutungs-
neigung oder klinische Zeichen einer Blutgerinnungsstérung (Hdmatome, Petechien)
und die intraoperative Transfusion von mehr als flinf Erythrozytenkonzentraten vor

Protamingabe.



3.3 Studienprotokoll und Probengewinnung

Die in die Studie eingeschlossenen 102 Patienten erhielten eine Prdmedikation mit oral
verabreichten Benzodiazepinen nach Maligabe des zustindigen Anésthesisten. Im OP-
Vorraum wurde ein anonymisiertes intraoperatives Studienprotokoll zur Dokumentation
von Datum, Alter, Geschlecht, Grofe und Gewicht, Art der Operation, Heparin- und
Protamingaben sowie Gaben von Blutprodukten bis zu 24 Stunden postoperativ
begonnen. Den Patienten wurde eine periphere Venenverweilkaniile (Vasofix Safety,
Braun Melsungen, Groflie 2.2 mm Innendurchmesser) angelegt und zur zusétzlichen

Sedierung Midazolam (Dormicum®) 1 — 5 mg i.v. injiziert.

Dann erfolgte in Lokalanisthesie mit Mepivacain 1% (Scandicain®) 0,5 — 1 mL s.c. die
Anlage eines intraarteriellen Katheters (Arterial Cannula FloSwitch® Grip-Lok, BD,
Franklin Lakes, USA) bevorzugt in die linke A. radialis zur kontinuierlichen
Blutdruckmessung und Blutgasanalytik. Anschlieend wurde die Narkoseeinleitung mit
Fentanyl (Jansen Cilag, Neuf}) 0,3-0,5 mg, Propofol (Propofol—Lipur0® 1%, Braun
Melsungen) 1 — 2 mg/kgKG und Pancuronium (Pancuronium®, Inresa, Freiburg) 0,1
mg/kgKG 1i.v. durchgefiihrt. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte auch wihrend
der Herz-Lungen-Maschine mit dem volatilen Andsthetikum Sevofluran (Sevorane®,
Abbott GmbH KG, Wiesbaden) und repetitiven Gaben von Fentanyl nach klinischer

Symptomatik, insbesondere jedoch vor Sternotomie und Maschinenabgang.

Nach der Narkoseeinleitung wurde ein 3-lumiger zentraler Venenkatheter (ZVK;
ARROW, Blue Flex Tip) in die V. jugularis interna (links oder rechts) gelegt. Im Falle
eines schlechten peripheren Venenstatus wurde zusétzlich eine Schleuse (Arrow flex, 6

Fr., Arrow international) in die V. jugularis interna eingebracht.

Nach dem Transport des Patienten in den Operationssaal und Anschluss an das
Beatmungsgerdt (Leon plus, Heinen + Lowenstein GmbH & Co. KG, Bad Ems)
erfolgte die erste Blutentnahme (M1) aus dem arteriellen Zugang (Abb. 2).

Zu jedem Messpunkt wurden die folgenden Werte erhoben: ACT, LiSA, anti-Xa-
Aktivitdit und Rotem-Analytik (Pentapharm) mit EXTEM, INTEM, FIBTEM und
HEPTEM.

Im Operationsverlauf wurden den Patienten nach der Priparation der Bypassgefille
bzw. nach Perikarder6ffnung 300 LE. Heparin (Heparin Natrium 25000, Ratiopharm
GmbH, Ulm) / kgKG i.v. verabreicht (Gravlee G;1992). Der Messpunkt M2 erfolgte 5



Minuten nach Gabe des Heparins. Als Ziel-ACT wurde ein Wert von > 400 Sekunden
angestrebt; lag der Wert darunter, wurden repetitive Heparindosen von 5.000 — 10.000

IE verabreicht.

Das Vorfiillvolumen der Herzlungenmaschine (Priming) betrug 1.700 mL bestehend aus
1.000 mL Ringer Lactat, B. Braun, Melsungen), 500 mL HES 6%, (Voluven® Fresenius
Medical), und 200 mL Mannitol 15% (Fresenius Medical, Hof a. d. Saale). Zusitzlich
wurden der Losung 2.400 E Heparin (Heparin Natrium 25000, Ratiopharm GmbH,

Ulm) zugesetzt.

Wihrend der extrakorporalen Zirkulation (EKZ) wurden ein nicht-pulsatiler Blutfluss

von 2,6 - 3 L/min/m” und ein mittlerer arterieller Blutdruck von 50 mmHg angestrebt.

Nach dem Abgang von der Herz-Lungen-Maschine und ausreichender Blutstillung
wurde vor der Antagonisierung des Heparins mit Protamin die nidchste Blutabnahme
(M3) vorgenommen. Die Protamindosis betrug 1.000 E Protamin pro 1.000 E Heparin

der initialen Dosis, ohne Beriicksichtigung repetitiver Dosen.

5 Minuten nach der Protamingabe erfolgte die letzte Blutabnahme (M4).

Narkoseeinleitung
Intubation und
Beatmung
Katheteranlagen

OP-Beginn OP-Ende

Heparingahe Protamingabe

HLM

¥ "
M3 M4

Abb. 2: Zeitliche Zuordnung der Zeitpunkte der Blutabnahmen (M1 bis M4) zum operativen Ver-
lauf und zu den Medikamentengaben (HLM: Zeitdauer des Einsatzes der Herz-Lungen-Maschine).

M1 M2
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Die jeweils fiir die Studie gewonnen Blutproben (3 x 5 mL Citratblut, Sarstedt Mono-
vette) wurden mit einem Zahlencode anonymisiert und umgehend und ohne Zwischen-
lagerung in das 50 m entfernte Laboratorium transportiert und dort umgehend
bearbeitet. Die fir die Streulichtmikroskopie bestimmten Proben wurden in 2 mL
Eppendorf Kiivetten umgefiillt und bei 1800 rpm fiir 10 Minuten in der Zentrifuge der
Firma Heraeus zentrifugiert. Das Plasma wurde abpipettiert und in Glaskiivetten der
Firma Schott AG gegeben. Das Plasma aller Proben wurde ausschlieBlich mit

Protaminsulfat der Firma Leo Pharma (1400 IE/mL) behandelt.

Die Ergebnisse der Laboruntersuchungen wurden ausgedruckt und dem anonymisierten
Studienprotokoll zugeordnet. Nach dem Messzeitpunkt M4 konnten weitere kalkulierte
Protamindosen verabreicht werden, wenn heparinhaltiges Patientenblut aus der Herz-

Lungen-Maschine retransfundiert wurde.

3.4 Messungen der Heparinkonzentration und Heparinaktivitiit

3.4.1 Streulichtspektroskopie LiSA

Die hier beschriebene Messmethode wurde am Institut fiir Biophysik der Universitét
Frankfurt zur direkten Messung der Heparinkonzentration entwickelt (Maurer J et al.;
2011). Sie nutzt die Tatsache, dass es beim Durchgang von Licht durch ein Medium
oder eine Partikellosung zu einer Wechselwirkung mit der Materie kommt, wodurch
sich die Ausbreitungsrichtung und/oder auch die Wellenldange des Lichts dndern kann.
Diese Wechselwirkungen konnen unter dem Begriff ,,Streuung® zusammengefasst

werden.

Die entwickelte Messvorrichtung nutzt die Komplexbildung von Heparin und Protamin.
Die Lichtstreuung der hierbei entstehenden Nanopartikel ldsst sich zur quantitativen

Bestimmung der Heparinkonzentration nutzen (Abb. 3).

Fiir die Messung der Lichtstreuung der o.g. Nanopartikel wird paralleles Licht mit einer
Wellenldnge von 580 - 680 nm, das von einer gekiihlten LED ausgesendet wird, durch
die mit Plasma gefiillte Glaskiivette (Fiolax, Schott AG, Mainz) gesendet. Die Wellen-
lange wurde aufgrund des Absorptionsmaximums des die Messung stérenden Hamo-
globins (400-540 nm) gewdhlt, da mit einer noch ausreichenden Streuintensitit der
Heparin-Protamin-Nanopartikel und geringer Himoglobin-Absorption zu rechnen ist

(Maurer J et al.;2011). Als Detektoren dienen zwei Photodioden in einem Winkel von
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45° (Vorwirtsrichtung) und 135° (Riickwirtsrichtung), die die Intensitdt des von der
Suspension gestreuten Lichts detektieren (Abb. 4 ).

N N Y )
N~ N— N~ 3_5
©e® 0

0_"0 o
0 o o + Heparin 0 . . +P%nim Oh o —
@ ®
v ) e ~J L9

Blutplasma Heparin gebunden Heparin gebunden Nanopartikelbildung
O Albumin an Antithrombin an Protamin der Heparin-Protamin-

komplexe
o Antithrombin IIT . .

Abb. 3: Prinzip der LiSA Messung. Dargestellt sind die Komplexbildung des im Patientenblut vorhan-
denen Heparins mit Antithrombin, des Heparins mit Protamin und die Bildung der Heparin-Protamin-
Nanopartikel (nach Maurer J et al. 2011, mit freundlicher Genehmigung)

Kiivette mit
Serumprobe

D
Ouelle

Abb. 4 :Aufbau der photometrischen LiSA Apparatur. Zwei Streulichtdetektoren messen die Zunah-
me der Heparin-Protamin-Nanopartikel-bedingten Lichtstreuung tiber die Zeit.

Dieser Messmethode liegt die Rayleigh-Gans-Debye Néaherung (Karlsson A et al., 2013)
zugrunde, welche die Lichtstreuung durch Partikel beschreibt, die deutlich kleiner sind
als die Wellenldnge des verwendeten Lichts. Danach erlaubt die Messung der

Streuintensitét in Vorwirtsrichtung (I 45°) die Bestimmung der Partikelanzahl.

Bei zusitzlicher Messung der Intensitéit der Riickstreuung (I 135°) und der Bildung des

Quotienten aus I 45°/1 135° konnen zusétzlich Informationen zu Gréfe (nm) und



Bildungskinetik der Partikel gewonnen werden. Dieses Verfahren wird als Dissymme-

triemethode bezeichnet (Hase C, 2007).

Die weitergeleiteten Signale der Photodioden sind abhingig von der einfallenden
Lichtintensitdt und werden getrennt voneinander in den Mikrophoneingang eines
Laptops geleitet, wo sie iiber eine Software (Gesiarz V, 2010) ausgewertet und in einem

Diagramm dargestellt werden (Schmidt W, 2000).

Die am Mikrophoneingang durch die Signale erzeugte Spannung ist dabei proportional
zur Intensitdt der Lichtstreuung und wird als Kinetik der Partikelbildung in Abhéngig-
keit von der Zeit aufgenommen (sieche Abb. 5). Hierbei stellt sich in der Zeit von 0 bis 5
Minuten eine durch Triglyceride und Cholesterin verursachte Grundstreuung dar. Die
dann auftretende starke Zunahme der Streuintensitit ist das Ergebnis der
Protaminzugabe. Die Differenz zwischen dem Grundstreuwert und dem maximalen
Streuwert in der Reaktionssittigung wurde als MaBl fiir die Heparinkonzentration

verwendet.

Protamin-

110000
Zugabe

100000 <

S0000 -

80000 4

T0000 -

Streuintensital ( Counts)

60000

Zeit ( Min

Abb. 5: Reaktionsverlauf der Partikelbildung in Abhiingigkeit von der Zeit in heparinisiertem
Blutplasma nach Zugabe von Protamin

In Vorversuchen im Rahmen der Doktorarbeit von Stefanie Haselbach wurden aus den
Lichtstreuwerten die Heparin-Plasmakonzentrationen mit Hilfe der folgenden Kalibrier-
kurve ermittelt (Abb. 6). In die Kalibrierung gingen Messdaten aus 7 Probandenproben
ein. Dokumentiert wurde die Differenz der Grundstreuung von der Lichtstreuung in Re-

aktionsséttigung.
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Streudifferenz Al ., (a.u.)
n
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a -0,299 0,032
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Abb.6: Kalibrierkurve

Die Heparinplasmakonzentration wurde in [.LE/mL wurde an Anhand der Kalibrierung

nach der Formel

.'.E.'.) _ Streulichtintensitit - 0,299

Heparin — Plasmakonzentration (
0,291

mli

berechnet.

3.4.2 Anti-Xa-Aktivitit
Die Messung der anti-Xa-Aktivitit erfolgte aus Citratplasma mittels Mikrotiterplatten-

Methode (COAMATIC® Heparin) nach Kalibration anhand von Standardkurven fiir
unfraktioniertes und niedermolekulares Heparin. Die Menge des Heparins wurde
anhand der anti—Xa—Aktivitit des im Plasma gebildeten AT-Heparin—Komplexes

bestimmt.

Probengewinnung: Bei der Blutabnahme miissen die Monovetten (Sarstedt S-Monovette
3 mL) bis zur Markierung gefiillt werden; hierdurch entsteht ein Verhéltnis von 9:1 von
Blut und Trinatriumcitrat. Danach erfolgte innerhalb von 30 Minuten die Zentrifugation

bei 2000 x g fiir 20 Minuten bei 20-25°C.

Messprinzip: Faktor Xa (Lyophilisierter Faktor Xa vom Rind, Trispuffer, EDTA, NaCl,
Dextransulfat und Rinder Serumalbumin) wurde im Uberschuss zu einer Mischung von

unverdiinntem Plasma und dem chromogenen Substrat S-2732 (Suc-Ile-Glu(-pip)-Gly-
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Arg-pNA-HCI; lyophilisiert, mit Detergens) gegeben. Bei der Bildung des Komplexes
aus Heparin und Antithrombin (AT) finden gleichzeitig zwei kompetitive Reaktionen
statt. Zum einen wird Faktor Xa durch den AT-Heparin-Komplex inhibiert, zum anderen
spaltet Faktor Xa vom chromogen Substrat S-2732 das p-Nitroanilin (pNA) ab. Die
nach Kalibration mit Standardproben mit einem Spektrophotometer bei 405 nm
gemessene pNA Freisetzung ist umgekehrt proportional zur Heparinaktivitdt in der
Plasmaprobe. Um den Einfluss von Heparinantagonisten wie z.B. Pléttchenfaktor 4
(PF4) zu minimieren, enthielt das Reaktionsgemisch Dextransulfat. Die Messungen
wurden automatisiert (BCS Gerinnungsautomat, Fa. Siemens, Eschborn) durchgefiihrt.

Die Heparinkonzentration wurde als Heparinaktivitdt (IU/mL) angegeben.

3.4.3 Thrombelastometrie
Die urspriingliche Thrombelastographie nach HARTERT erlaubte schon 1948 die

Beurteilung des Hédmostasesystems vom Beginn der Gerinnselbildung iiber die Fibrin-

bildung einschlieBlich der Interaktion mit den Thrombozyten bis zur Stabilisierung und

ggf. dessen Lyse (Abb. 7).

Auch bei dem in dieser Untersuchung verwendeten Rotem®—System ist die Kiivette fest
in einem Heizblock, der die Probe auf 37°C erwirmt, verankert. Es rotiert der in die
Probe eintauchende und durch eine elastische Feder angetriebene Plastikstempel um
4,75° um die eigene Léngsachse. Der bewegte Stempel bewegt wird durch ein
Kugellager stabilisiert. Hierdurch werden vibrationsbedingte Artefakte weitgehend
ausgeschlossen und der FEinsatz des Gerites als point of care Methode moglich. Setzt
die Gerinnung nach Zugabe des jeweiligen Aktivators ein, bilden sich auch hier
Gerinnselfdden zwischen der Wand der Kiivette und dem Stempel aus. Diese hemmen je
nach Gerinnselfestigkeit die Rotation des Stempels. Dieser zunehmende Widerstand
wird elektronisch erfasst und als Kurve entsprechend der klassischen Thromb-
elastographie ausgegeben und vermessen. Der Graph ist aus historischen Griinden seit
Hartert doppelseitig (Spannagl, 2002). Das hier verwendete Gerit ist das ROTEG®-05-
Messgerit (Pentapharm, Miinchen). Es verfiigt iiber 4 separate Kandle fiir die simultane
Messung von verschiedenen Tests. Die Auswertung, Darstellung und Speicherung der
Daten erfolgt durch ein angeschlossenes Notebook, welches Bestandteil des Systems ist
(Latitude-D-505; Fa. Dell, Software Vers. 2.98). Das Messgerit verfligte zudem tiber

eine Systempipette (Biohit eLine, Pentapharm, Miinchen) mit automatischem
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Pipettierprogramm; hierbei werden entsprechend des Testansatzes die Einzelschritte am

Laptop angezeigt und mit der Pipette ausgefiihrt.

4

Torsionsdraht

Spiegel

Registrierung

-y

Torsionsdraht

Drehbarer Zylinder
~—

Kiivette —_—

Blut

Abb. 7: Aufbau einer photometrischen Lichtstreu-Apparatur Das Prinzip beruht heute auf einem sich
alternierend um 4,45° um die Langsachse drehenden Torsionsdraht mit Stift, der sich in einer mit Nativ-
blut gefiillten Kiivette (Cup) befindet (nach Rick 1977).

Zu jedem Abnahmezeitpunkt wurden den Patienten jeweils drei Citrat-Réhrchen mit 5
mL Vollblut abgenommen und innerhalb von 60 Minuten weiterverarbeitet. Citratblut ist

fir ROTEM®-Analysen mindestens 6 Stunden stabil (Lang et al. 2005).

Testansitze

Die thrombelastometrischen Testansdtze wurden ausschlieBlich mittels standardisierten
ROTEM®-Reagenzien (Pentapharm, Miinchen) durchgefiihrt und vor jedem Versuch auf
Haltbarkeit und Offnungsdatum iiberpriift. Zunichst wurden die Reagenzien ca. 15
Minuten vor Messung aus dem Kiihlschrank entnommen, um diese auf Raumtemperatur
zu erwarmen. Die Kiivettenhalterungen wurden auf die obenliegende Wiarmeplatte
gestellt, um alle Messungen immer bei 37°C durchfiihren zu konnen. Je nach
gewidhltem Testansatz wurde nun entsprechend den Anweisungen des Pipettier-
programms die jeweilige Kiivette mit 300 upl Citratblut und den bendtigten
Testreagenzien (Tab.1) gefiillt und vermischt. Nach Abschluss des letzten Pipettier-
schrittes wurde der Cup mit dem Kiivettenhalter {iber die Drehachse geschoben und die

Messung automatisch gestartet.
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Tab. 1: Testverfahren der Thrombelastographie und Rotem-Reagenzien

star-TEM®
0,2 mol/L CaCl, in HEPES Puffer pH 7,4, 0,1% Na-Azid (NaN3) zur Rekalzifizierung
des Citratbluts

in-TEM®
Partielles Thromboplastin-Phospholipid (aus Kaninchenhirn) zur milden Aktivierung
des intrinsischen Gerinnungssystems, Ellagsdure-Puffer und Konservierungsmittel

fib-TEM®

Cytochalasin D / DMSO Losung zur Inhibierung der Thrombozyten und zur isolierten
Beurteilung des Fibrinogengehalts und der Qualitit der Fibrin-Polymerisation in
Citratblut im Vergleich mit ex-tem®, 0.2 mol/L CaCl, in HEPES Puffer pH 7.4

hep-Tem®
modifiziertes in-TEM® mit Heparinase zum Abbau des Heparins, Konservierungsmittel
und Puffer, Calcium-Ionen, im Vergleich mit in-tem®

Messgrofien
Die aus dem Thrombelastogramm abgeleiteten MessgroB3en zeigt Abbildung 8.

mm

60

40+

Maximum

20+

A15 (CT+15min)

-20T

40+

CT
CFT

60—+

+— min

Abb. 8: Vermessung und Auswertung der Thrombelastographie (A2b2 commons; zur freien Ver-
wendung gekennzeichnet)

Clotting Time (CT): Die Clotting Time beschreibt die Zeitspanne zwischen der Gerin-
nungsaktivierung nach Rekalzifizierung, Hinzugabe des entsprechenden Aktivators und
dem Beginn der Gerinnselbildung, d.h. der Zeit in welcher der rotierende Stempel

keinerlei Abbremsung bzw. Wiederstand erfahrt. Der Wert wird in Sekunden (s)
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angegeben. Faktoren, die CT beeinflussen, sind die Thrombinbildung die konsekutive

Gerinnselpolymerisation.

Clot Formation Time (CFT): Die nach der Clotting time folgende Clot Formation Time
ist die Zeitspanne zwischen Beginn der Gerinnungsinitiierung mit abbremsen des
Stempels und Erreichen einer Amplitude von 20 mm. Die CFT wird in ebenfalls in
Sekunden [s] angegeben und ist ein Mall fiir die Geschwindigkeit fiir die
Gerinnselbildung. Sie beschreibt die Gerinnselbildung, die durch einen ,,thrombin
burst* erfolgt (Wolberg AS, Campbell RA;2008). Die CFT hingt auch von der
Konzentration der Gerinnungsfaktoren und —inhibitoren sowie von der

Fibrinogenkonzentration ab (Innerhofer et al. 2004).

Maximum Clot Firmness (MCF): Die groffte Amplitude des Thrombelastogramms
entspricht der Maximum Clot Firmness und ist das Mall fiir die maximalen
Gerinnselfestigkeit. Vor Beginn der CFT betrdgt sie 0 mm. Sie ist abhidngig von der
Fibrinpolymerisation, vom F XIII und der Thrombozytenaktivitdt (Schlimp CJ et
al;2013).

Die Referenzintervalle fiir die Messgroflen konnen der Tabelle 2 entnommen werden.

Tab. 2: Referenzintervalle fiir die thrombelastographischen Messwerte der Rotem®
Analyse

CT=clotting time, CFT=clot formation time, MCF=maximum clot firmness, ML=maximum lysis

a: verkiirzte CT im HEPTEM gegeniiber INTEM deutet auf Heparineffekt

b: MCF < 9 mm im FIBTEM deutet auf Hypofibrinogendmie oder Polymerisationsstérung hin,
bei MCF > 25 mm Hyperfibrinogenamie

[Health Policy Advisory Committee on Technology, State of Queensland; 2012]

Parameter CT (s) CFT (s) MCF (mm) ML (% MCF)
INTEM 100 - 240 30-110 50-72 <15
EXTEM 40 - 80 34 -160 50-72 <15
HEPTEM? 100 - 240 30-110 50-72 -

FIBTEM® - - 9-25 -

3.4.4 Activated Clotting Time (ACT)
Die Messmethode der ACT wurde erstmalig 1966 von Hattersley beschrieben

(Hattersley PG;1966). Es wurde das Hemochron Jr. Signature Whole Blood
Microcoagulation System mit ITC-Testkiivetten als point-of-care-Gerinnungstest
eingesetzt. Frisches Vollblut wird einem Aktivator (Celite®™; Silizium, Kaolin und

Phospholipide) hinzugefiigt, und anschlieBend wird die Zeit bis zur Gerinnselbildung
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bei 37 °C +1,0 °C gemessen (Hemochon®,2004). Nach dem Vermischen mit dem
Reagenz wird die Probe in dem Testkanal mit einer vorgegebenen Geschwindigkeit hin-
und her bewegt und auf Gerinnselbildung iiberwacht. Wenn das Blut gerinnt, wird der
Fluss der Blutprobe innerhalb des Testkanals behindert, wodurch die Fluss-
geschwindigkeit zwischen den optischen Detektoren reduziert wird. Dieser Test weist
bei Heparinkonzentrationen zwischen 1,0 und 6,0 Heparin-Einheiten/mL Blut Linearitit
auf. Referenzwert < 120 Sekunden. Zielwert bei der Anwendung der Herz-Lungen-

Maschine > 400 Sekunden.

3.4.5 Quickwert
Fiir die Bestimmung der Thromboplastinzeit (TPZ, Quickwert) im Citratplasma wurde

das Reagenz Dade® Innovin® (Lyophilisat aus rekombinantem humanem Gewebefaktor
und synthetischen Phospholipiden (Thromboplastin), Calciumionen, einer heparinneu-
tralisierenden Verbindung, Puffer und Rinderserumalbumin als Stabilisator). Das Rea-
genz wird in E. coli aus rekombinantem humanem Gewebefaktor und synthetischen
Phospholipiden hergestellt, die keinerlei andere Gerinnungsfaktoren, wie z. B. Pro-
thrombin, F VII oder F X enthalten. Das Reagenz induziert die Gerinnselbildung tiber
den exogenen Aktivierungsweg. Dade® Innovin® ist gegeniiber therapeutischen
Heparinkonzentrationen unempfindlich. Durch Inkubation von Plasma mit der optima-
len Menge an Thromboplastin und Calcium wird der Gerinnungsvorgang ausgelost, die
Zeit bis zur Bildung des Fibringerinnsels wird gemessen. Referenzwerte 9,9 bis 11,8

Sekunden (70 — 100%).

3.4.6 Aktivierte Partielle Thromboplastinzeit (aPTT)
Als Reagenz zur Bestimmung der aPTT in Citratplasma wurde Pathromtin® SL (Silici-

umdioxid-Partikel 1,2 g/L, pflanzliche Phospholipide 0,25 g/L, Natriumchlorid, HE-
PES, pH 7,6; Konservierungsmittel: Natriumazid < 1 g/L) als schneller Suchtest fiir Ge-
rinnungsstorungen im endogenen System mit Erfassung der Faktoren VIII und IX sowie
der Kontaktfaktoren eingesetzt. Die Inkubation des Plasmas mit Phospholipiden und ei-
nem Oberfldchenaktivator fiihrt zur Aktivierung von Faktoren des endogenen Ge-
rinnungssystems. Durch Zugabe einer Calciumchlorid-Losung wird der Gerinnungsvor-
gang ausgelost. Gemessen wird die Zeit bis zur Bildung eines Fibringerinnsels. In ein
auf +37 °C vorgewidrmtes Testrohrchen werden Citratplasma 100 pLL und Pathromtin SL
Reagenz 100 pL pipettiert. Nach 2 Minuten Inkubation werden 100 uL. Calciumchlorid-
Losung 0,025 mol/L bei 37 °C zugegeben. Referenzwerte 30 — 36 Sekunden.
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3.4.7 Fibrinogen
Zur Messung der Fibrinogenkonzentration wurde das Dade® Thrombin Reagenz (REF B

4233-25, 10 x 1 mL, lyophilisiertes Rinderthrombinpraparat ca. 100 IU/mL mit
Stabilisatoren und Puffern) zur Verwendung fiir die quantitative Bestimmung von
Fibrinogen im Plasma eingesetzt. Thrombin wandelt l16sliches Fibrinogen in Fibrin um.
Die Gerinnungszeit verdiinnten Plasmas ist dabei umgekehrt proportional zur Fibrino-
genkonzentration des Plasmas (Methode nach Clauss). Die auf diese Weise erzielte
Gerinnungszeit wird dann mit der eines standardisierten Fibrinogenpriparates
verglichen. Es wurde ein automatisches Gerinnungsmessgeridt verwendet (Siemens

Healthcare Diagnostics). Referenzwert 1,8 - 3,5 g/L.

3.4.8 Thrombozytenzahl
Es wurde der XE-2100 Cell Counter (Sysmex Europe GmbH, Norderstedt) zur

Durchflusszytometrie nach dem Widerstandsmessprinzip mit hydrodynamischer Fo-
kussierung eingesetzt. Der Messbereich des Gerits betrdgt 0 — 5.000 Thrombozyten /
nL, die untere Nachweisgrenze 5,0. Die Richtigkeit wird mit = 5,0 % oder £ 10,0 x
10*/uL angegeben. Die Messungen erfolgten aus Citratblut (Saerstedt Monovette).
Referenzbereich 150.000 — 450.000/uL.

3.5 Statistische Methoden

Die statistischen Auswertungen wurden mit SPSS fiir Windows, Version 22.0 (SPSS
Inc., U.S.A.) durchgefiihrt. Die Darstellung der metrischen Variablen erfolgte als
Mittelwert und Median, wihrend die Streumalle als Standardabweichungen und
Standardfehler sowie Quartile angegeben wurden. Die kategorisierten bzw. nominalen

Daten wurden als absolute und relative Haufigkeit angegeben.

Die metrischen Variablen wurden mittels des Kolmogorow-Smirnow-Tests hinsichtlich
threr Normalverteilung iiberpriift. Die getesteten Variablen wiesen ganz iiberwiegend
keine Normalverteilung auf (p < 0,05). Bei den Vergleichen der Stichproben wurden
durchgehend nichtparametrische Tests flir nicht normalverteilte Stichproben herange-

zogen.

Zwei verbundene, nicht normalverteilte Stichproben wurden mittels Wilcoxon-Tests
hinsichtlich signifikanter Unterschiede iiberpriift, wihrend mehr als zwei verbundene,

nicht normalverteilte Stichproben mittels des Friedman-Tests verglichen wurden.
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Der Korrelation zwischen zwei Variablen wurde durch den Rangkorrelationskoeffizi-
enten nach Spearman-Rho berechnet. Dabei wurde der Korrelationskoeffizient nach

folgender Einteilung bewertet:

r<0,2 sehr geringe Korrelation
r=0,2-0,5 geringe Korrelation
r=0,5-0,7 mittlere Korrelation
r=0,7-0,9 hohe Korrelation
r=>0,9 sehr hohe Korrelation

Bei allen durchgefiihrten Tests erfolgte eine zweiseitige Signifikanziiberpriifung, wobei
ein p-Wert < 0,05 bzw. < 0,01 als statistisch signifikant galt. Die Korrelation der Varia-

blen wurde mittels SPSS in Streudiagrammen dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Allgemeine Patientendaten
Die Charakteristika des Patientenkollektives (n = 102) mit 32 Patientinnen und 70 Pati-

enten sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tab. 3: Praoperative Charakteristika des Patientenkollektives (BMI body mass index) und
operative Zeiten

MW + SD n Min  Max
Alter (Jahre) 70 £ 10 102 31 86
Gewicht (kg) 79 + 14 102 54 120
GroBe (cm) 169+9 102 148 186
BMI (kg/qm) 27,5+3,9 102 21 39
Hb (g/L) 13,6 1,6 102 8,6 16,5
Hkt (%) 40+ 4 102 26 50
Schnitt-Naht-Zeit (Min) 168 +40 102 95 317
Totaler Bypass (Min) 80 +£26 102 40 171
Aortenklemmzeit (Min) 44 + 18 87 15 96

Gerinnungs-Ausgangsmesswerte
Die folgende Tabelle 4 zeigt die praoperativen globalen Gerinnungsmesswerte.

Tab. 4 : Praoperative globale Gerinnungsmesswerte

MW +SD n Min Max
Quickwert (%) 105+17 102 24 120
INR 1,03 £0,22 102 0,87 2,57
PTT (Sek) 32,6 9,5 102 24 101
Fibrinogen (g/L) 39+1,0 100 2,0 6,3

Thrombozytenzahl (uL™")  241.500 + 69.000 102 101.000 413.000

Von den 102 Patientinnen und Patienten zeigten n = 8 prédoperativ trotz eines unauffalli-
gen anamnestischen und klinischen Befunds pathologische Werte bei der Kontrolle der

globalen Gerinnungswerte (Tab.5). Diese Werte und die Bestimmungen der Heparin-
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konzentration bzw. Heparinaktivitit zum Zeitpunkt M1 vor intraoperativer Heparingabe

sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt.

Tab. 5 : Auffallige praoperative globale Gerinnungsmesswerte von 8 Patienten und Mes-
sungen der Heparinkonzentration bzw. —aktivitat vor intraoperativer Heparingabe (M1).

Pat.  Quick PTT Fib  Thr LiSA antiX, ACT A CT intem-heptem
%  Sek g/L uL’ E/mL E/mL Sek Sek

2 30 38,4 525 400.000 0 02 141 3

9 52 60,1 2,54 217.000 0 0 147 1

25 106 68,8 2,95 228.000 0 0 116 3

50 40 49,7 2,33 166.000 0 0 174 -15

81 88 44,1 3,41 235.000 0 0,1 108 12

82 24 39,6 4,32 188.000 0 0 168 23

98 92 50,2 5,54 138.000 24 O 119 244

100 91 101,4 3,65 215.000 0 0,2 121 58

Bei der Interpretation der Daten der Tab. 5 ist zu bedenken, dass die Messungen der
globalen Gerinnungswerte meistens am Tag vor der Operation und die heparinassoziier-
ten Messungen erst am OP-Tag, also nicht zum selben Zeitpunkt, erfolgten. Weitere 4
Patienten zeigten minimale PTT-Verldngerungen (Werte zwischen 36 und 38 Sekun-

den), die nicht weiter beriicksichtigt wurden.

4.2 Art der durchgefiihrten Operationen

In der Tabelle 6 sind die bei den Patienten vorgenommenen Operationen aufgefiihrt.

Tab. 6: Art der durchgefiihrten Operationen (n = 102)

Eingriff n
Aortokoronarer Bypass 54
Aortenklappenersatz 16
Aortokoronarer Bypass + Aortenklappenersatz 14
Mitralklappenrekonstruktion 4
Aortokoronarer Bypass + Mitralklappenrekonstruktion 3
Mitralklappenersatz 3
Mitral- und Trikuspidalklappenrekonstruktion 2
Aorta ascendens — Ersatz 2
Sonstige 4
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4.3 Heparin- und Protamingaben

Die initiale Heparin-Dosis war fiir alle erwachsenen Patienten identisch mit 300 IE / kg
KG. EinschlieBlich der Nachdosierungen ergibt sich einschlieBlich der im Priming ent-
haltenen Heparin-Dosis eine durchschnittliche insgesamt applizierte Heparin-Dosis von
518 £ 154 IE /kg KG am Ende des Eingriffs. Protamin wurde geméal Protokoll zur initi-
alen Antagonisierung, zur Antagonisierung von Heparin im retransfundierten Blut aus

der Herz-Lungen-Maschine und zum Erreichen einer ACT < 120 Sekunden gegeben.

Insgesamt wurde eine durchschnittliche Protamingesamtdosis von 571+ 404 1E/kgKg

gegeben.

Die folgende Tabelle zeigt die bei den Patienten applizierten Heparin- und Protamin-

Dosen.

Tab. 7: Applizierte Heparin- und Protamindosen (E) auf 100 E gerundet. * ACT-gesteuert. **
bei Retransfusion von heparinhaltigem Eigenblut aus der Herz-Lungen-Maschine. Angaben nur
firn>1.

MW+ SD n Min Max
Heparin Initialdosis 23.900 +4.100 102 17.000 36.600
Heparin 1. Nachdosis* 8.600 =2.300 39 5.000 10.000
Heparin 2. Nachdosis* 5.800 + 1.800 13 5.000 10.000
Protamin Initialdosis 35.500 £ 6.000 102 20.000 52.000
Protamin 1. Nachdosis** 9.000 +2.000 62 5.000 15.000
Protamin 2. Nachdosis* 9.000 £+ 2.000 5 5.000 10.000
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4.4 Postoperative Daten

Die folgende Tabelle zeigt die zum OP-Ende nach der ersten Protamingabe gemessenen

globalen Gerinnungswerte.

Tab. 8 : Postoperative globale Gerinnungsmesswerte

MW+ SD n Min Max
Quickwert (%) 83+ 17 102 25 120
INR 1,15+0,21 102 0,93 2,49
PTT (Sek) 49,0 + 46,5 101 28 491
Fibrinogen (g/L) 3,3+1,0 99 1,0 5,6
Thrombozytenzahl (uL™")  153.500 + 52.000 102 43.000 283.000

Die Tabelle 9 zeigt die intraoperativen Transfusionen, die Messwerte fiir Hb und Hkt
am Ende der Operation und den Blutverlust sowie die Gabe von Blutprodukten in den

24 Stunden nach der Operation.

Tab.9 : Intraoperative Transfusionen, Hb und Hkt am OP-Ende, Drainageverluste und
Transfusionen innerhalb der ersten 24 Std. postoperativ

MW £+ SD n Min  Max
Erythrozytenkonzentrate 0,72+ 1,12 102 0 5
intraoperativ (n)
Hb (g/L) 10,1 £1,2 102 74 13,7
Hkt (%) 29+4 102 22 43
Drainageverluste (mL) 1.341 +£ 690 87 270  4.500
Erythrozytenkonzentrate 1,8+24 102 0 11
postoperativ (n)
Thrombozytenkonzentrate 0,2 + 0,7 102 0 4

postoperativ (n)

Auf Grund von operativen Blutungskomplikationen wurden bei 8 Patienten notfallmé-
Bige Revisions-Operationen notwendig. Von diesen 8 Patienten zeigte nur einer einen
kombinierten pathologischen Messwert in der anti-Xa und LiSA Messung. Ein weiterer
Patient zeigte bei M4 eine pathologisch hohe LiSA Messung. Ein neunter Patient mit
einem Drainageblutverlust > 2000 mL zeigte zum Zeitpunkt M4 in beiden Messwerten

keine pathologische Verdanderung.
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4.5 Messungen der Heparinkonzentration und Heparinaktivitiat

Die Tabellen 10, 11 und 12 geben die Messwerte fiir LiSA, anti-Xa-Aktivitit und die
ACT wieder. Die Tabelle 13, 14 und 15 geben die Messwerte fiir die thrombelasto-
graphischen Messungen der CT, CFT und MCF jeweils im in-Tem®, hep-Tem® sowie
der Differenz (in-Tem® - hep-Tem® fiir CT und CFT bzw. hep-Tem® - in-Tem® fiir
MCF) wieder.

Tab. 10: LiSA (E/mL) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anéasthesieeinleitung vor OP-Be-
ginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4 nach Protamin-
gabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™ nicht signifikant gegeniiber M1.

Ml M2 M3 M4
Median 0,00 4,78** 3,52%* 1,13%*
Standardfehler 0,03 0,13 0,09 0,05
Perzentile 25 0,00 3,63 2,97 0,99
75 0,00 5,59 4,06 1,30
n 102 102 100 102

Tab. 11: anti-Xa-Aktivitat (E/mL) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anasthesieeinleitung
vor OP-Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4 nach
Protamingabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™ nicht signifikant gegeniiber M1.

Ml M2 M3 M4
Median 0,00 >2,28%* >2,28%* 0,46**
Standardfehler 0,01 - - 0,04
Perzentile 25 0,00 > 2,28 > 2,28 0,34
75 0,02 >228 >228 0,68
n 102 102 102 102

Tab. 12: ACT (Sek) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anasthesieeinleitung vor OP-
Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4 nach Protamin-
gabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™ nicht signifikant gegenlber M1.

Ml M2 M3 M4
Median 115 455%* 460%** 120%
Standardfehler 1,6 8,8 8,2 2,8
Perzentile 25 106 417 434 112
75 127 495 500 129
n 102 102 102 102
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Ergebnisse der in-Tem® - Messungen

Tab. 13: CT in-Tem® (Sek) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anasthesieeinleitung vor OP-
Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4 nach Protamin-
gabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™ nicht signifikant gegenlber M1.

Ml M2 M3 M4
Median 182 n.m. n.m. 260%**
Standardfehler 6 - - 18
Perzentile 25 169 - - 226
75 204 - - 301
n 102 - - 102

Tab. 14: CFT in-Tem® (Sek) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anésthesieeinleitung vor
OP-Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4 nach Prota-
mingabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™* nicht signifikant gegeniiber M1.

Ml M2 M3 M4
Median 66 n.m. n.m. 130%*
Standardfehler 2 - - 8
Perzentile 25 55 - - 98
75 80 - - 173
n 102 - - 102

Tab. 15: MCF in-Tem® (mm) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anéasthesieeinleitung vor
OP-Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4 nach Prota-
mingabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™ nicht signifikant gegeniiber M1.

MiI M2 M3 M4
Median 62 0** 0** 53**
Standardfehler 0,6 0,1 0,5 2,8
Perzentile 25 59 0 0 47
75 65 0 0 56
n 102 102 101 102
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Ergebnisse der hep-Tem® - Messungen

Tab. 16: CT hep-Tem® (Sek) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anasthesieeinleitung vor
OP-Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4 nach Prota-
mingabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™ nicht signifikant gegeniiber M1.

Median
Standardfehler

Perzentile 25

75

Ml
186
3

165
205

102

M2
227%*
3

209
248

102

M3
212%*
3

196
233

100

M4
257**
20

217
309

102

Tab. 17: CFT hep-Tem® (Sek) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anasthesieeinleitung vor
OP-Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4 nach Prota-
mingabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™ nicht signifikant gegeniiber M1.

Median
Standardfehler

Perzentile 25

75

Ml
69
2

55
83

102

M2
7%k
3

60
85

102

M3
Qg+
5

78
126

100

M4
131**

101
172

102

Tab. 18: MCF hep-Tem® (mm) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anasthesieeinleitung vor
OP-Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4 nach Prota-
mingabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™* nicht signifikant gegeniiber M1.

Median
Standardfehler

Perzentile 25

75

Ml
62
0,6

58
66

102

M2
62 n.s.
0,7

58
66

102

M3
55%%
0,8

49
60

100

M4
52**
2.8

46
55

102
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Differenzen in-Tem® - hep-Tem®™ (CT und CFT) bzw. hep-Tem" - in-Tem®™ (MCF)

Tab. 19 : CT (in-Tem® - hep-Tem®) (Sek) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anasthesie-
einleitung vor OP-Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4
nach Protamingabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™* nicht signifikant gegen M1.

Ml M2 M3 M4
Median 1 - - 7
Standardfehler 5 - - 14
Perzentile 25 -7 - - -6
75 12 - - 23
n 102 - - 102

Tab. 20 : CFT (in-Tem® - hep-Tem®) (Sek) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anasthesie-
einleitung vor OP-Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4
nach Protamingabe). * p<0,05; ** p<0,01; ™ nicht signifikant gegen M1.

Ml M2 M3 M4
Median -2 - - . e
Standardfehler 2 - - 7
Perzentile 25 -6 - - -12
75 2 - - 8
n 102 - - 102

Tab. 21 : MCF (hep-Tem® - in-Tem®) (mm) zu den 4 Messzeitpunkten (M1 nach Anasthesie-
einleitung vor OP-Beginn, M2 nach Heparingabe vor HLM, M3 nach HLM vor Protamingabe, M4
nach Protamingabe). * p<0,05; ** p<0,01; " nicht signifikant gegen M1.

MI M2 M3 M4
Median 0 62%* S54%%* -1
Standardfehler 0,4 0,7 1,1 0,5
Perzentile 25 -2 58 48 -2
75 1,00 66 59 1,00
n 102 - - 102
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4.6 Korrelationen zwischen den Messungen der Heparinkonzentration und
Heparinaktivitit

Die folgenden Abbildungen (Abb. 9) zeigen die Abhdngigkeit der Messwerte fiir die
ACT (M1 bis M4) und die anti-Xa-Aktivitit (nur M1 und M4) von den LiSA-
Messwerten sowie die Abhingigkeit der anti-Xa-Aktivitdt von der ACT (nur M1 und
M4).
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Abb. 9: Abhiingigkeit der Messwerte fiir die ACT (oben) und die anti-Xa-Aktivitit (nur M1 und

M4; Mitte) von den LISA-Messwerten sowie die Abhéingigkeit der anti-Xa-Aktivitit von der ACT

(nur M1 und M4; unten). Regressionsgeraden in rot.

Der Kolmogorow-Smirnow-Test ergab, dass die Werte nicht normalverteilt waren (p <

0,01). Im Folgenden sind die Rangkorrelationskoeffizienten dargestellt.

Tab. 22 : Rangkorrelationskoeffizienten rs nach Spearman-Rho, Signifikanzniveau p (2-
seitig) und Anzahl der Datenpaare N

r p N
LiSA / ACT (M1 bis M4) 0,80 <0,01 406
LiSA / anti-Xa (nur M1 und M4) 0,80 <0,01 204
ACT / anti-Xa (nur M1 und M4) 0,23 <0,01 204

Thrombelastometrische Verfahren
CT in-hep CFTin-hep  MCF hep-in

LiSA s 0,04 0,11 0,10
p n.s. n.s. n.s.
N 204 204 406

ACT rs -0,07 0,55 0,39
p n.s. <0,01 <0,01
N 204 204 408

anti-Xa s 0,20 0,24 0,16
p <0,05 <0,05 n.s.
N 204 204 408
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5. Diskussion

5.1 Validitit der LiSA-Messungen

Bei der in dieser Untersuchung erfolgten Validierung der LiSA-Messung zeigte sich,
dass die im beschriebenen Patientenkollektiv mittels LiSA gemessenen Heparin-
konzentrationen im unteren Konzentrationsbereich <2 E/mL (zu den Messpunkten M1
und M4) mit einem r; = 0,8 hoch mit den derzeit als Standard geltenden Messungen der
anti-Xa-Aktivitdt korrelieren (Tab.22). Die beiden anderen in dieser Studie verwendeten
Messmethoden, die den Heparineffekt auf die Gerinnungszeiten und die Gerinnsel-
festigkeit messen (CT, CFT und MCF in der Thrombelastometrie; ACT), zeigen
untereinander mit einem rs zwischen 0,4 und 0,6 eine nur mittlere aber ebenfalls
signifikante Korrelation. Dagegen ist die Korrelation zwischen LiSA und ACT mit

einem r, = 0,23 lediglich gering, aber ebenfalls signifikant (Tab.22).

Die hier untersuchten Patienten erhielten zur Ermdglichung der extrakorporalen
Zirkulation initial durchschnittlich 23.900+ 4100 I.E Heparin i.v. (Tab. 7) und waren flir
den kardiopulmonalen Bypass zu den Messzeitpunkten M2 und M3 voll heparinisiert,
d.h. nach tiblicher Testweise lag die ACT bei >400 sec. Die LiSA-Messwerte zeigten zu
diesen Zeitpunkten Heparinkonzentrationen von 4,7 bzw. 3,5 E/mL (Tab. 10), wiahrend
die anti-Xa-Aktivititen oberhalb des Messbereichs > 2,28 E/mL lagen (Tab 11). Daraus
ergab sich, dass eine Korrelation von LiSA und ACT mit den Messwerten der anti-Xa-
Messung nur fiir die Messpunkte M1 und M4 vorgenommen werden konnte. Die ACT-

Werte wihrend der Vollheparinisierung lagen bei etwa 470 Sekunden (Tab.12).

Im Ubrigen zeigten die durchschnittlich 70-jihrigen 102 Patienten ein deutliches
Ubergewicht (Tab 3). Bei den acht Patienten (Tab. 5) mit einem oder zwei prioperativ
pathologischen globalen Gerinnungsmesswerten konnten keine gleichsinnigen Einfliisse
auf die spiter direkt intraoperativ nach Narkoseeinleitung vorgenommenen
Ausgangsmessungen der ACT, LiSA oder anti-Xa-Aktivitdt festgestellt werden, so dass
es sich moglicherweise um Artefakte oder um Phdnomene handelt, die die weiteren
Messungen nicht beeinflussten. Wie die intraoperativen Transfusionsraten (Tab. 9) und
postoperativen globalen Gerinnungsmesswerte (Tab. 8) nahelegen, kam es intraoperativ
nicht zu bedeutsamen Volumenschwankungen oder iiber Dilutions- und Herz-Lungen-

Maschinen-induzierte Effekte hinausgehenden Gerinnungsstérungen. Von den acht
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Patienten mit prdoperativ auBerhalb des Referenzbereichs liegenden globalen
Gerinnungsmesswerten hatten vier kombiniert eine Erniedrigung des Quickwertes, eine
verldngerte PTT und eine verldngerte ACT, was einen Dilutionseffekt nahelegt. Ob es
sich bei vier Patienten mit praoperativ nachweisbarer Heparinkonzentration (LiSA oder
anti-Xa-Aktivitdt) um die Effekte einer vorangegangenen Heparingabe handelte, konnte
nicht nachvollzogen werden. Alle acht Patienten hatten eine verldngerte PTT. Da die
PTT-Verlangerung haufig und fiir sich allein wenig sensitiv ist (Li et al. 2015), wurden

diese Patienten nicht von der Untersuchung ausgeschlossen.

Der auftillig niedrige Korrelationskoeffizient (Tab. 22) von 0,23 zwischen ACT und
anti-Xa-Aktivitit konnte auch daraus resultieren, dass wegen der Uberschreitung der
oberen Messgrenze der anti-Xa-Aktivitit wihrend der Vollheparinisierung nur der
niedrige Heparin-Konzentrationsbereich erfasst werden konnte (M1 und M4 mit n =
204). Moglicherweise findet sich in diesem schmalen Heparin-Konzentrationsbereich
tatsdchlich eine niedrigere Korrelation zwischen der ACT und der anti-Xa-Aktivitét, die
sich bei Vorliegen der Datenpaare auch im hohen Konzentrationsbereich den Werten der

Korrelation zwischen LiSA und ACT (rs = 0,80 mit n = 406) hitte anndhern kdnnen.

Deshalb wird zum Vergleich noch einmal die Korrelation zwischen den LiSA- und den
ACT-Wertrangen nur zu den Zeitpunkten M1 und M4 (n = 204) betrachtet, um zu
priifen, ob sich in diesem niedrigen Heparinkonzentrationsbereich ebenfalls ein
niedrigerer Korrelationskoeffizient findet. Dabei ergibt sich tatsdchlich mit einem r, =
0,35 (p < 0,01) eine zwar im Vergleich zur Korrelation ACT — anti-Xa bessere, aber nur
geringe signifikante Korrelation zwischen LiSA und ACT. Insgesamt korrelieren im
niedrigen Heparinkonzentrationsbereich nur die beiden Messverfahren LiSA und anti-

Xa im hohen Mal3e.

Wiéhrend LiSA und anti-Xa-Aktivitit die Heparinkonzentration nach der initialen
Antagonisierung mittels Protamin zum Zeitpunkt M4 mit 1,1 bzw. 0,5 E/mL noch hoch
signifikant erhoht finden, ist die ACT nur um 5 Sekunden verldngert, wenn auch bei >
100 Datenpaaren immer noch signifikant. Die thrombelastometrischen Differenz-
messwerte (Vergleich in-Tem® und hep-Tem®) fir CT, CFT und MCF (Tab. 19-21)
konnen dagegen die noch bestehende niedrigdosierte Heparinisierung am OP-Ende
nicht erfassen. Allerdings sind CT (Tab.13) und CFT (Tab. 14) zum Zeitpunkt M4 hoch
signifikant langer und die MCF (Tab. 15) kleiner als zum Zeitpunkt M1 und zeigen
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damit die heparinunabhéngig durch Dilution, Verlust, Verbrauch und die Herz-Lungen-

Maschine regelhaft induzierte intraoperative statische Gerinnungsstérung an.

Zusammengefasst ergibt sich, dass die beiden Verfahren der Heparinkonzentrations-
messungen LiSA und anti-Xa auch im niedrigen Heparinkonzentrationsbereich < 2
E/mL hoch miteinander korrelieren, jedoch nur gering mit den koagulometrischen
Verfahren der ACT und Thrombelastometrie. Dagegen korrelieren die beiden
koagulometrischen Verfahren besser — wenn auch nur teilweise und mittelstark —
untereinander als mit den Heparinkonzentrationsmessungen. Eine Erkldrung dafiir
ergibt sich daraus, dass gleiche Heparinkonzentrationen im Blut bei verschiedenen
Patienten nicht zwangsldufig die gleichen Effekte auf in vitro messbare

koagulometrische Gerinnungszeiten haben miissen.

Diese Ergebnisse stimmen gut mit den Ergebnissen fritherer Studien z.B. in der
Kinderherzchirurgie iiberein, die ebenfalls nur sehr schwache Korrelationen zwischen
ACT Messungen und der anti Xa Aktivitit wahrend der EKZ feststellten (Guzetta
NA;2010).

AuBerdem sind die Messungen der CT, CFT und MCF im in-Tem® (heparinabhingig)
und hep-Tem®™ (heparinunabhiingig) wesentlich durch die operationsinduzierten
Gerinnungsveranderungen beeinflusst, die von den LiSA- und anti-Xa-Messungen nicht
erfasst werden. So ergaben sich im hep-Tem® kontinuierlich fortschreitend
hochsignifikante Verlingerungen der CT (+70 Sek) (Tab.16) und CFT (+60 Sek)
(Tab.17) und eine Abnahme der MCF (-10 mm) (Tab.18) im Laufe der Operation als
Ausdruck der kombinierten perioperativen Gerinnungsstorung durch z.B. Dilution,
Verbrauch und Thrombozytenzahl-Abnahme sowie thrombozytire Funktionsein-
schrinkung. Dies bestdtigt auch der Vergleich der prdoperativen (Tab. 4) mit den
postoperativ gemessenen globalen Gerinnungswerten (Tab.8), die gleichférmig eine
postoperative  Verminderung des plasmatischen Gerinnungspotenzials und der

Thrombozytenzahl zeigen.

Das Streudiagramm der LiSA und ACT-Messwerte (Abb.9+10) lédsst eine Besonderheit
der ACT im hier untersuchten Patientenkollektiv erkennen. Die Datenpaare legen nahe,
dass die ACT im Bereich einer niedrigen bis mittleren LiSA-Heparinkonzentration von
0 — 2 E/mL eher unempfindlich zwischen bei 120 — 150 Sekunden liegt (griine

Einkreisung) und erst ab einem Schwellenwert von 2 E/mL mit einer deutlichen
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Verldngerung reagiert. Oberhalb von 2 bis 8 E/mL streut die ACT ebenfalls eher
unempfindlich um einen Wert von etwa 450 Sekunden (rote Einkreisung). Die ACT ist
demnach gut dazu geeignet, das Erreichen einer mittels LiSA gemessenen
Heparinkonzentration von > 2 E/mL anzuzeigen, kann jedoch im Konzentrationsbereich

darunter und dariiber nur wenig differenzieren (siche Abb. 10).

1000-] ° °
800
600

ACT (Sek)

4007

LiSA (E/mL)

Abb. 10: ACT und LiSA — Messwerte (n = 406) vor, wihrend und nach extrakorporaler Zirkula-
tion. Trennschiirfe der ACT bei ca. 2 E/mL Heparin.

Gerade bei der Kldrung der klinischen Frage, ob eine nach Abgang von der Herz-
Lungen-Maschine und nach empirischer Antagonisierung der Heparinwirkung mit
Protamin weiter bestehende diffuse Blutung noch heparininduziert sein kann, kommt
aber mit Blick auf die erforderlichen Therapiemafinahmen wie der Protamin-
Nachdosierung besondere Bedeutung zu. Immerhin wurde auch bei den Patienten dieser
Studie 62 mal (ca. 60%) (Tab. 7) zumindest eine weitere Protamindosis gegeben. In
diesem wichtigen niedrigen Heparin-Konzentrationsbereich ist die Differenzierungs-
fahigkeit der LiSA-Messung der ACT iiberlegen und der der anti-Xa-Aktivitits-
bestimmung, mit der sie hoch korreliert, ebenbiirtig. Dabei liegt die mittels LiSA
gemessene Heparinkonzentration nach der ersten Protamingabe (M4) im Median bei
1,13 E/mL (Tab.10), die Messung der anti-Xa-Aktivitit ergibt einen Wert von 0,46
E/mL (Tab. 11).
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Die Tatsache, dass Protamin-Heparin Titrationsverfahren wie LiSA oder &hnliche
Verfahren wie z.B. der Hepcon® hdhere Heparinkonzentration messen als die anti-Xa
basierten Verfahren, erklédrt sich moglicherweise daraus, dass die heute kommerziell
verfiigbaren Heparinpréparate auch niedermolekulare Heparinfraktionen enthalten, die
zwar einen Komplex mit Protamin bilden konnen, aber mangels der Fahigkeit, an
Antithrombin zu binden, keine klinisch-biologische Aktivitdt gegeniiber den Faktor Xa
haben (Hellstern P;2007).

Die anderen koagulometrischen Testverfahren der Thrombelastometrie konnen mit der
Erfassung der Heparineffekte auf die CT, CFT oder MCF keinen signifikanten Beitrag
zur Abschitzung der Heparinkonzentration im niedrigen Bereich leisten. Die Korrela-
tionen mit den LiSA- und anti-Xa-Messwerten sind fiir die klinische Praxis zu schwach.
Exemplarisch ist im Folgenden (Abb. 11) das Streudiagramm der LiSA-Messwerte und
der CT-Differenz intem-heptem zu den Zeitpunkten M1 und M4 dargestellt. Zwischen

den Messwerten war keine Korrelation feststellbar (rs = 0,04).
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Abb. 11: CT intem-heptem und LiSA-Messwerte (nur M1 und M4, n = 204, r; = 0,04) vor und nach

extrakorporaler Zirkulation.

Dieser Befund ist in guter Ubereinstimmung mit anderen aktuellen Untersuchungen
zum Einsatz der thrombelastometrischen Verfahren zur Detektion der Restheparin-

konzentration nach EKZ, in denen ebenfalls nur schwache Korrelationen mit z.B. der

36



ACT oder der anti-Xa Aktivitit gefunden worden (Willems A;2016, Mittermayer
M;2009). Trotzdem wurden in einer der Studien von 58 Blutproben, die in der anti-Xa-
Messung kein Restheparin enthielten, 56 durch die CT-InTem : CT-HepTem ratio
korrekt identifiziert (Mittermayer M;2009).

In der hier vorliegenden Studie zeigten 103 Blutproben in der LiSA Messung keine
Restheparinkonzentration. Von diesen zeigten jedoch 41 eine kiirzere CT im Heptem als
im Intem, so dass sich die heparinabhdngigen thrombelastometrischen Messwerte nicht

fiir die Steuerung der Antagonisierung des Heparins mit Protamin anbieten.
Point-of-Care Einsatz der LiSA-Messung

Die LiSA-Messapparatur erwies sich in dieser Studie als einfach zu bedienendes
System, das sich als point-of-care Methode fiir eine patientennahe Heparinkonzen-
trationsmessungen eignet. Der geringe Platzbedarf des Gerites inklusive Zentrifuge (60
x 50 cm) erlaubt sowohl eine Positionierung direkt im Operationssaal, als auch im

Zentrallabor.

Bei der Messung der ACT im Rahmen der Nutzung einer Herzlungenmaschine ist dass
Messintervall entsprechend der hohen Heparinkonzentration lang. Ein solcher

Zeitverzug ergibt sich bei der Verwendung der LiSA Konzentrationsmessung nicht.

Die in Bezug zur Kalibrationskurve ermittelten Ergebnisse lagen nach 11 bis 15
Minuten vor. Eine weitere Beschleunigung des Prozesses wire durch eine kiirzere
Zentrifugationszeit moglich. Hier miisste untersucht werden, inwieweit Kkiirzere
Zentrifugationszeiten die Messergebnisse beeinflussen. In Zukunft wird eine schnelle
Plasmaseparation tiber Filter mdglich sein (Kim B, Choi S; 2016), so dass eine
Prozesszeit von der Abnahme des Blutes bis zum Vorliegen des Ergebnisses von 3-5

Minuten realistisch erscheint.

Das Heparin/Protamin-Management ist ein empirisches Verfahren, welches durch
patientenindividuelle Faktoren wie z.B. Heparin-Clearance und Antithrombinaktivitét
keine standardméBig sichere Formelrechnung =zuldsst. Die héufigen Heparin-
Nachdosierungen und die noch hdufigeren Protamin-Nachdosierungen geben hierfiir
einen Anhalt. Viele der Protamin-Nachdosierungen erfolgten bei einer ACT, die bereits
unter 120 Sekunden im Normbereich lag. Sie wurden jedoch aufgrund des subjektiven
Eindrucks des Operateurs und Anisthesisten einer weiterhin diffusen Blutungs-

komponente nach klinischem Ermessen durchgefiihrt. Insofern kann eine schnelle point-
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of-care Objektivierung der aktuellen Heparinkonzentration, die die Rotations-
thrombelastometrie in dieser Studie nachgewiesen nicht leisten kann, moglicherweise

kiinftige Studienergebnisse positiv beeinflussen.

Bei den hier untersuchten Operationen mit einer HLM Zeit von > 60 Minuten (Tab. 3)
war gelegentlich ein leicht bis mittelgradig hdmolytisches Plasma nach Zentrifugation
zu beobachten. Urséchlich hierfiir ist wahrscheinlich der mechanische Stress, dem die
Erythrozyten wéhrend der HLM ausgesetzt werden (Vercaemst L, 2008). Um beurteilen
zu konnen, inwieweit dies die Ergebnisse beeinflusst, sind weitere Untersuchungen
notwendig. Bei fritheren Studien zur Plasmaseparation (Elsenbruch S, 2004) zeigte sich
gehduft ein hyperlipdmisches Plasma, welches eine signifikante Erhohung der
Grundstreuung bedingen wiirde. Da die Patienten in der hier vorliegenden Studie jedoch
eine mindestens 9 stiindige Nahrungskarenz bis zur ersten Blutentnahme eingehalten
hatten, trat dieses Phanomen nicht auf. Sollte die LiSA-Messmethode jedoch in anderen

klinischen Situationen verwendet werden, ist dies zu beriicksichtigen.

5.2 Heparin/Protamin-Dosierung

Die Patienten in dieser Studie erhielten vor Beginn der EKZ 300 IE Heparin /kgKG
intravends und zusétzlich 2.400 E Heparin zum Priming der EKZ. Als Zielwert wurde
eine ACT von tlber 400 Sekunden angestrebt. Obwohl die angegebene Dosierung
bewihrter jahrzehntelanger Empirie entspringt, ist eine sichere Vorhersage der
antikoagulatorischen Wirkung nicht moglich. So schwankte der primére Effekt in dieser
Studie erheblich mit ACT Werten zwischen 350 bis iiber 1.000 Sekunden (obere
Messgrenze des verwendeten Gerétes). In etwa 42 % der Félle war eine Nachdosierung
des Heparins entweder sofort oder innerhalb der ersten 30 Minuten nach Beginn der
EKZ nétig. Die empirische Gabe einer Repetitionsdosis von 5.000 — 10.000 IE Heparin
1.v. erfolgte nach der klinischen Einschdtzung des Anisthesisten. Diese seit langem
bekannte patientenindividuelle Wirkung des Heparins macht eine sichere Handhabung
schwierig (Levy JH;2010). Die in dieser Studie erhobenen klinischen Daten zeigen, dass
auch nach der korpergewichtsadaptierten Antagonisierung mit Protamin trotz ACT-
Werten unter 120 Sekunden eine Heparinkonzentration von mehr als 1 IE/mL
nachgewiesen werden konnte. Inwieweit durch eine zukiinftige patientenindividuelle

Optimierung der Protamin-Dosierung durch eine schnelle intraoperative Bestimmung
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der Heparinkonzentration im Patientenblut, die auch schon kurz vor der ersten
Antagonisierung durchgefiihrt werden kann, die Blutungsrate gesenkt werden kann,

miissen kiinftige Untersuchungen zeigen.

5.3 Blutungskomplikationen

Trotz routineméBiger postoperativer Bestimmung der globalen Gerinnungsparameter
einschlieBlich der thrombelastographischen Verfahren und Thrombozytenfunktionstests
und der therapeutischen Optimierung des Gerinnungspotenzials kommt es immer
wieder zu revisionsbediirftigen peri- und postoperativen Blutungen. Im Mittel betrugen
die Drainageverluste der Patienten dieser Studie in den ersten 24 Stunden postoperativ
etwa 1.350ml = 700 mL (Tab. 9). Neun Patienten hatten einen Blutverlust von > 2 L.
Insgesamt mussten acht Patienten rethorakotomiert werden, sieben dieser Patienten
stammten aus der Gruppe mit > 2 L Blutverlust. Beide Patienten, die einen Aorta
ascendens-Ersatz erhielten, gehorten ebenfalls in die Gruppe der Patienten, die revidiert
werden mussten. Mit urséchlich hier ist sicherlich die deutlich héhere Komplexitit des
Eingriffs und dem hoheren Nachblutungsrisiko. Bei allen Rethorakotomien ergab sich
ein deutlich erhohter Transfusionsbedarf von 4 - 10 Erythrozytenkonzentraten. Ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Blutung und Rethorakotomie einerseits und der
mittels LiSA bestimmten Heparinkonzentration zum Zeitpunkt M4 fand sich nicht. Als
ursdchlich hierfiir ist ein multifaktorielles Geschehen mit z.B. vorbestehender
Antikoagulation und/oder Thrombozytenfunktionshemmung, intraoperativer Dilutions-,
Verlust- und Verbrauchskoagulopathie, HLM-induzierter Thrombozytenfunktions-
storung und Hyperfibrinolyse und erfolgter Antikoagulation und Antagonisierung
anzusehen. Die LiSA Methode zur Heparinkonzentrationsbestimmung stellt in der
Differenzialdiagnose dieser Hdmostasestorungen einen neuen zuverldssigen Parameter
dar, der mdglicherweise kiinftig zu einer Verbesserung der routineméBigen
Heparinantagonisierung mit Protamin und des therapeutischen Managements von
Héamostasestorungen nach EKZ beitragen kann. Ob die LiSA Messmethode anderen
point-of-care Verfahren, die ebenfalls bei herzchirurgischen Eingriffen eine gute
Korrelation mit der ACT oder der anti-Xa-Aktivitit aufweisen (z.B. Heptest POC-Hi),
iiberlegen oder ebenbiirtig ist, ldsst sich derzeit nicht abschétzen (Hellstern P;2007).
Jedenfalls scheint die point-of-care Messung der INR (Quickwert) fiir die
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hidmostaseologische Diagnostik wihrend der EKZ aufgrund inakzeptabler Diskrepanzen
zu den Standardverfahren nicht brauchbar zu sein (Meesters MI;2016). Auch die
konsekutiven Messungen der Heparinkonzentration zur Etablierung einer dose-response
Kurve, die die Kalkulation der nach EKZ benétigten Protamin Dosis ermdglichen soll
(Raymond PD;2003), ist fiir den klinischen Einsatz umstritten (Azis KA;2016, Gilly
G;2016).

Zur Vermeidung heparininduzierter Blutungskomplikationen am Ende der EKZ wurde
in einer Studie versucht, die initiale Heparindosis durch Titration bis zu einer ACT
Verlangerung > 300 s zu reduzieren. Im Vergleich zu 100 Patienten, die 300 IE/kgKg
erhielten, ergab sich dadurch retrospektiv eine niedrigere initiale Heparindosis von 145
+ [E/kgKg, die mit einer signifikanten Reduktion des postoperativen Blutverlustes und
der allogenen Transfusionsrate, ab er nicht mit einer hoheren Inzidenz thrombem-
bolischer Ereignisse verbunden war (Fromes Y;2011). Jedoch bleibt auch bei
reduzierten Heparindosen der Einsatz von Messverfahren wie LiSA zur gezielten

Antagonisierung von Restheparin notwendig.
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6. Zusammenfassung

Eine sichere Vorhersage des Heparineffektes bei der systemischen Antikoagulation
wihrend der extrakorporalen Zirkulation im Rahmen eines herzchirurgischen Eingriffs
ist aufgrund der Streuung der patientenindividuellen Dosis-Wirkungs-Beziehung nicht
moglich. Mit der Messung der Lichtstreuung wéhrend der Bildung von aus Heparin und
Protamin bestehenden Nanopartikeln (Light Scattering Assay, LiSA), bei der die
Streuintensitit proportional zur Heparinkonzentration verlduft, steht seit kurzem eine
einfache und schnelle Heparinkonzentrations-Messung, die technisch als point-of-care
Diagnostik einsetzbar wére, zur Verfiigung.

Zur Validierung der LiSA-Heparinkonzentrations-Messung wurden insgesamt 102
erwachsene Patienten wahrend einer Herzoperation unter extrakorporaler Zirkulation
mit systemischer Heparin-Antikoagulation untersucht und vor und nach Heparin- und
Protamingaben Vergleichsmessungen der ACT, anti-Xa-Aktivitdt und thrombelasto-
graphischer Messgroflen (clotting time CT, clot formation time CFT, maximum clot
firmness MCF nach intrinsischer und extrinsischer Aktivierung sowie unter Heparinase-
zusatz als in-Tem und hep-Tem) durchgefiihrt.

Die LiSA-Messwerte und die der anti-Xa-Aktivitit im niedrigen Konzentrationsbereich
korrelierten hochsignifikant (r; = 0,80; p < 0,01). Auch die Korrelation zwischen den
LiSA-Messwerten und der ACT war iliber den gesamten Heparinkonzentrationsbereich
hochsignifikant (rs = 0,80; p < 0,01). Dagegen fand sich nur eine schwache Korrelation
zwischen der anti-Xa-Aktivitdt und der ACT im niedrigen Heparinkonzentrations-reich
(rs=0,23; p < 0,01), die sich moglicherweise durch eine nur geringe heparininduzierte
Streuung der ACT innerhalb des niedrigen (< 2 E/mL) und innerhalb des hohen (> 2
E/mL) Konzentrationsbereichs des Heparins erkldrt. Die thrombelastometrischen
Messwerte (Differenzen zwischen den mit und ohne Heparinase nach intrinsischer
Aktivierung gemessenen Werte) fiir die CT, CFT und MCF korrelieren nicht mit den
LiSA-Werten. Geringe bis mittlere Korrelationen fanden sich bei ACT und anti-Xa-
Aktivitdt. Die Heparinkonzentrationsmessung mittels LiSA und die anti-Xa-Aktivitit
sind im niedrigen Konzentrations-bereich < 2 E/mL sensitiver als die iiblicherweise
klinisch eingesetzte ACT oder die CT im in-Tem oder hep-Tem. Wéhrend diese
koagulometrischen Verfahren nach Antagonisierung mit Protamin bereits wieder
Normalwerte anzeigen, detektieren LiSA und anti-Xa-Aktivitdt noch signifikant erh6hte
Heparinkonzentrationen.

Einen signifikanter Zusammenhang zwischen den erhohten LiSA Werten nach Abgang
von der Herzlungenmaschine und einem erhdhten Drainageverlust in den ersten 24h
postoperativ oder der Notwendigkeit einer Revisionsoperation konnte in dieser Studie
nicht gezeigt werden. Nur zwei der acht operativ revidierten Patienten zeigten am Ende
der Operation auffdllige anti-Xa- oder LISA Messwerte, so dass von einer
multifaktoriellen Genese dieser Blutungen auszugehen ist.

Die Messung der Heparinkonzentration mittels LiSA ist schnell und einfach moglich
und korreliert bei herzchirurgischen Patienten vor und nach Heparin- bzw.
Protamingabe hoch und signifikant mit der anti-Xa-Aktivitit und der ACT. Dabei
erkennt die LiSA-Methode auch geringe Heparinkonzentrationen nach Protamingabe
ebenso gut wie die anti-Xa-Aktivitdt. Nach technischer Modifikation konnte die
Methode automatisiert point-of-care eingesetzt werden und moglicherweise zu einer
Verbesserung der heutigen empirisch basierten koérpergewichtsbezogenen und ACT-
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gesteuerten Heparin- und Protamindosierung beitragen. Ob dies auch zu einer
effektiveren Therapie der nach herzchirurgischer Operation und extrakorporaler
Zirkulation auftretenden Hamostasestorung fiithren kann, miissen kiinftige Studien
zeigen.
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9. Anhang

9.1 Patienteninformation

Patienteninformation

Validierung einer neuen Messmethode zur
direkten Bestimmung des Heparinspiegels im

Blut.

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Einleitung
Wahrend der Ihnen bevorstehenden Operation am Herzen werden

Sie an eine Herz-Lungen-Maschine angeschlossen sein, die die
Aufgabe |hres Herzens und lhrer Lunge in einem bestimmten
Zeitabschnitt wahrend der Operationszeit ubernimmt. Fur den
Betrieb der Herz-Lungen-Maschine ist eine Hemmung der
Blutgerinnung erforderlich. Zu diesem Zweck wird ein Medikament
mit dem Namen ,Heparin® verwendet. Die Veranderungen der
Aktivitat |hres Gerinnungssystems durch das Heparin werden
wahrend der Operation alle 30 Minuten kontrolliert.

Das aktuelle Messverfahren der Heparin-Wirkung beruht auf einer
indirekten Messmethode, die die Blutgerinnung misst. In dieser
Studie soll ein neues Messverfahren getestet werden, welches die
direkte Heparin-Konzentration in Ihrem Blut erfasst.

Ziel der Studie

Durch die Erhebung der Messdaten der Blutgerinnungs-
untersuchungen sollen die herkommlichen Messmethoden ACT
(activated clotting time) und Hepcon® mit einer neuen
Messmethode verglichen werden.

Durch den Vergleich der Messdaten sollen Informationen zur
Prafung und Verbesserung der neuen Messmethode gesammelt
werden. Durch das neue Messverfahren sollen in Zukunft Risiken
der Operation, wie Blutungen und Thrombosen weiter minimiert
werden.
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Ablauf

Wahrend der Operation werden routinemallig (etwa alle 30 Minuten)
Blutproben aus Ihrem zentralen Venenkatheter entnommen, um mit
den herkdmmlichen Messverfahren die Aktivitat lhres Gerinnungs-
systems zu bestimmen. Gleichzeitig werden pro Messung zusatzlich
ca. 3 ml Blut als Probe fur das neue Messverfahren verwendet.
Aulerhalb des Operationsfeldes wird Ihr Blut so aufbereitet, dass es
fur die neue Messmethode geeignet ist. Die ermittelten Daten aus
der herkdbmmlichen und aus der neuen Messmethode werden so
gespeichert, dass Sie anonym bleiben.

Nebenwirkungen / Risiken

Fur die Blutenthahme werden schon vorhandene Venenzugange
verwendet, die in der Operation bereits angelegt sind.

Es entstehen Ihnen keine Risiken und Nebenwirkungen, die mit der
Blutentnahme fur die Studie verbunden sind. Die zusatzlich
entnommene Menge von weniger als 3 ml Blut pro Probe - maximal
50 ml Blut insgesamt pro Operation - wird keine Auswirkung auf
Ihren Kreislauf haben und muss auch nicht durch Fremdblut ersetzt
werden.

In dieser Studie handelt es sich lediglich um die Erfassung von
Daten. Aufgrund der Messergebnisse werden keine therapeutischen
Entscheidungen getroffen, so dass keine zusatzlichen Risiken fur
Sie entstehen.

53



9.2 Einwillungserklirung

Einwilligungserklarung
Zur Teilnahme an einer Studie mit dem Thema:

Validierung einer neuen MeBmethode zur direkten Bestimmung des Hepa-

rinspiegels im Blut.

Name: Vorname:
Pat. Nr.: Geb.datum: Grolle: Gewicht:
1.) Ich habe die von Frau/ Herr Dr. durchgefuhrte

Aufklarung uber die Art und Durchfihrung, sowie die mdglichen Risiken der
Untersuchung verstanden und hatte die Mdglichkeit, Fragen zu stellen. Ferner
hatte ich die Gelegenheit, die Patienteninformation durchzulesen und Fragen
dazu zu stellen. Die von mir gestellten Fragen wurden beantwortet. Ich konnte
mir genugend Zeit nehmen, bevor ich meine Entscheidung zur Teilnahme an
dieser Studie getroffen habe.

2. Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Ich kann ohne Angabe von
Grinden und ohne Nachteile meine Einwilligung zurlickziehen. Eine derartige
Entscheidung hat keinen Einfluss auf die weitere medizinische Behandlung.

3. Eine Kopie dieser Einwilligung habe ich von dem die Untersuchung
durchfihrenden Arzt erhalten. Eine schriftliche Patienteninformation wurde mir
ausgehandigt.

Ich bin mit der pseudonymisierten Aufzeichnung, der im Rahmen dieser
Studie an mir erhobenen Krankheitsdaten und ihrer anonymisierten
Verwendung, z.B. fur Veroffentlichungen, einverstanden.

Ich erklare mich bereit, an der Studie teilzunehmen.

Eine Kopie der Patienteninformation, Einwilligungserklarung und Datenschutz-

erklarung habe ich erhalten. Das Original verbleibt beim Prufarzt.

(Datum/Unterschrift des Probanden) (Datum/Unterschrift des aufklarenden

Arztes)
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