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Einleitung

1 Einleitung

In der Extremitatenchirurgie gehdren thromboembolische Komplikationen zu den
haufigsten postoperativen Komplikationen. Ohne hinreichende Thrombose-
prophylaxe wirden in der Orthopadie nach Hochrisikooperation (wie z.B. Huft-
oder Knieprothesenimplantation) 45-51% der Patienten eine tiefe
Beinvenenthrombose (tBVT) entwickeln (Partsch et al., 1996).

Seit Anfang der siebziger Jahre steht unfraktioniertes Heparin (UFH) zur priméren
Thromboseprophylaxe zur Verfigung. Niedermolekulare Heparine (NMH) nehmen
seit 1985 in der perioperativen Thromboseprophylaxe einen hohen Stellenwert
ein.

Eine héaufige unerwiinschte Nebenwirkung nach Applikation von unfraktionierten
und auch niedermolekularen  Heparinen ist die Heparin-induzierte
Thrombozytopenie Typ Il (HIT II).

Verschiedene Studien zeigten bereits, dass bei orthopéadisch-chirurgischen
Patienten unter Heparintherapie mit UFH ein hohes Risiko fir eine HIT Il besteht
(Warkentin et al., 1995, 1996, 1998, Ganzer et al., 1999, Nand et al., 1997, Wallis
et al., 1999, Almeida et al.,, 1998, Marx et al., 1999, Mahlfeld et al., 2001). Bei
einer Antikoagulation mit unfraktioniertem Heparin ist das Risiko einer HIT Il etwa
zehn Mal hoher als bei niedermolekularen Heparinen, insbesondere dann, wenn
Patienten nach Hochrisikooperationen, wie zum Beispiel Implantationen von
kinstlichen Huft- oder Kniegelenken UFH zur Thromboseprophylaxe erhalten.
Hier findet sich ein erhdhtes HIT II-Risiko von 2,5-3,0% (Ganzer et al., 1999,
Warkentin et al., 1995).

Wahrend der prophylaktischen Gabe von NMH sinkt das Risiko einer HIT Il unter
0,1% (Lindhoff-Last et al.,, 2002). Dies zeigten auch Studien, in denen eine
optimale Prophylaxe nach elektiver Gelenkoperation untersucht wurde (Planes et
al., 1996, Dahl et al.,, 1997, Hull et all.,, 2000, Eriksson et al., 1991). Durch
Anwendung von NMH ist die Inzidenz der HIT Il im Greifswalder Klinikum (ca.
35.000 Patienten/Jahr) von ca. 30-35 auf 2-3 Falle pro Jahr gesunken (Greinacher
et al., 2003).

In den einzelnen Patientenpopulationen ist unter UFH- und NMH-Therapie eine
unterschiedliche Frequenz von Antikérperbildung und symptomatischer HIT zu
finden. Dies verdeutlicht das in Abbildung 1 dargestellte Eisbergmodell der HIT I
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(Lee et al., 2001). Der dargestellte Eisberg illustriert den Zusammenhang
zwischen HIT-assoziierter Thrombose, Thrombozytopenie und HIT-Antikdrpern,
nachgewiesen im Serotonin Freisetzungstest (14C-SRA) und Enzyme linked
immuno sorbent assay (ELISA). Betrachtet man die einzelnen Fachrichtungen,
zeigt sich vor allem unter UFH-Therapie in kardiochirurgischen Fachbereichen
eine hohe Inzidenz der HIT Il sowie von HIT-Antikérpern. Allgemein kann man
sagen, dass wesentlich mehr Patienten HIT-AntikGrper exprimieren, als

letztendlich eine HIT entwickeln.
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Abbildung 1: Eisbergmodell der HIT (Lee et al., 2001)

Hinsichtlich des poststationdren Behandlungszeitraumes zeigt eine Studie von
Haentjens et al., 2001, dass eine poststationére prophylaktische Heparinisierung
notwendig ist, um das Thromboserisiko zu reduzieren. Wahrend das Risiko einer
poststationaren tiefen Beinvenenthrombose ohne weitere prophylaktische
Heparingabe bei 6,3 % liegt, entwickeln nur 1,3 % derjenigen Patienten eine tBVT,
die poststationar prophylaktisch fur 3 Wochen mit NMH behandelt worden sind.
Damit hat sich eine Thromboembolieprophylaxe mit NMH bis zu 4 Wochen nach
elektivem operativen Gelenkersatz inzwischen etabliert (Cohen et al., 2001,
Eikelboom et al., 2001, Hull et al., 2001, 2000, Bergquist et al., 1996, Lassen et
al., 1998).
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1.1 Heparine

Im Jahr 1916 konnte erstmals eine gerinnungshemmende Substanz durch Dr. Jay
Mc Lean aus Hundeleber isoliert werden. Heparin ist ein polydisperses, negativ
geladenes, sulfatiertes Mucopolysaccharid, welches aus Glucuron-, Hexosamin-
und Esterschwefelsaure besteht. Auf Grund der stark anionischen Ladung bindet
Heparin gut an Kationen wie Kalzium und kationische Eiwei3korper. Es ist damit
ein starker Kationenaustauscher und Komplexbildner (Schwartz et al., 1990, Mc
Duffie et al., 1975, Nielson et al., 1988).

Heparin ist ein Sofort- oder auch Direktantikoagulanz. Eine einmalige intravendse
Applikation fuhrt zu einem sofortigen gerinnungshemmenden Effekt. Die
gerinnungshemmende Wirkung ist an die Anwesenheit von ATIIl gebunden.
(Choay et al., 1989, Lindahl et al.,, 1978). Es resultiert eine Komplexbildung,
wodurch die eigentliche Antithrombinwirkung beschleunigt wird. Nachfolgend |0st
sich Heparin wieder und steht zur Inaktivierung weiterer Serinproteasen zur
Verfugung (Katalysatoreffekt). Einige dieser Serinproteasen sind sogenannte Akut
Phase Proteine, welche bei verschiedenen Grunderkrankungen ansteigen. Dieses
Phanomen kann Grund dafur sein, dass bei Patienten mit thromboembolischen
Komplikationen und Gabe von Heparin in Standarddosierung eine ungentgende
Gerinnungshemmung bis hin zur Heparinresistenz beobachtet wird (Jaenecke,
1996). Auch bei der HIT Il kann eine Heparinresistenz auftreten. Eine Ursache
hierfur ist die Neutralisation von Heparin durch PF4 oder Mikropartikel, welche
durch die aktivierten Thrombozyten freigesetzt werden (Padilla et al., 1992, Bode
et al., 1991, Warkentin 2000).

Durch Depolymerisation aus unfraktionierten Heparinen wurden Ende der 70-iger
Jahre niedermolekulare Heparine entwickelt. Diese haben ein niedrigeres
Molekulargewicht. Die gerinnungshemmende Aktivitat der NMH ist gegen den
Faktor Xa gerichtet. Die Bindung erfolgt vorwiegend an ATIII, weniger an
Plasmaproteine (Laforest et al., 1991). Auf Grund der geringen Affinitdt zu
Endothelzellen und heparinbindenden Plasmaproteinen haben NMH eine deutlich
langere HWZ von 3-4 Stunden (Berquist et al., 1983, Grimaudo et al., 1988).
Daraus ergibt sich das Problem der Blutungsneigung bei Uberdosierung. Eine

Ubersicht der Heparinarten ist in Tabelle 1 dargestellt.



Tabelle 1: Vergleich UFH und NMH
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Unfraktioniertes Heparin
(UFH)

Niedermolekulares
Heparin (NMH)

Molekulargewicht (MG)
in Dalton

3.000-50.000

4.000-9.000

HWZ

1h-15h

3-4 h

Wirkungsmechanismus

Durch Heparin- AT IlI-
Komplex erfolgt die
Inaktivierung zahlreicher
Gerinnungsenzyme
(Thrombin, Xa, Xlla, Xla,
IXa).

Thrombin und Faktor Xa
sind hierbei am
empfindlichsten.

Selektive Hemmung von
Faktor Xa,
Thrombinhemmung ist
gemindert, da hierfur
Kettenlangen > 18
Monosaccharide bendtigt
werden.

Art der Gabg 2.3 Mal /d s.c. Gewichtsadaptiert 1 Mal/d
Prophylaxe: kontinuierlich i.v >c
Therapie o 2 Mal /d. s.c.

Laborkontrolle Therapie

aPTT min. 2 mal/d

Anti-Faktor Xa-Test

Blutungsneigung, allergische Reaktionen, ekzematdse
Reaktion an der Injektionsstelle, reversible Allopezia
diffusa (Jaques et al., 1979), Osteoporose (Griffith et al.,

Nebenwirkung 1965, Monreal et al., 1994), Hautnekrosen (Withe et al.,
1979), Transaminasenanstieg (Minar et al., 1980, Dukes
et al., 1984)
HIT 1l- Risiko bis 5% bis ca. 0,1%
Clexane®, Mono-
Auswahl einiger . . Embolex®, Clivarin®,
Liquemin®

Handelsnamen

Fragmin®, Innohep®,
Fraxiparin®

1.2  Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ Il (HIT  1I)

Diagnose

5-14 Tage nach Beginn der Heparintherapie kommt es in 85-90% der Falle zu

einem relativen Abfall der Thrombozytenzahlen von mehr als 50% des
Ausgangswertes oder unter 100.000 Thrombozyten/ul. Dieser Thrombozytenabfall
kann unter einer fortlaufenden Heparintherapie sowohl mit als auch ohne
thromboembolischen Komplikationen im Zusammenhang auftreten (Juhl et al.,
2006, Warkentin 1995, Warkentin 2000, Kelton et al 1986, Becker 1989,
Warkentin 1998, King 1984). Bei einer Heparinreexposition innerhalb 100 Tage
nach einer vorausgegangenen Heparintherapie kann eine Thrombozytopenie

schon nach wenigen Stunden oder 1-2 Tagen auftreten (Warkentin und Kelton
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1998, Kempf et al., 2000, Warkentin 2000). Als Ursache fur den frihen
Thrombozytenabfall nach Heparinreexposition werden zirkulierende Antikorper
diskutiert (Warkentin und Kelton 2001). Nach Absetzen von Heparin normalisieren
sich die Plattchenzahlen auf Werte >150.000/ul innerhalb von durchschnittlich 4
Tagen (Warkentin 2000). Stabile Thrombozytenwerte werden erst nach einigen
Tagen erreicht. Bei besonders schweren Thrombozytopenien (<15.000/pl) kbnnen
auch mehrere Wochen bis zur Normalisierung der Thrombozytenwerte vergehen.
Bei diesen Patienten (5%) ist die Gefahr von Blutungskomplikationen erhéht.
Trotzdem ist bei Patienten mit einer HIT Il und niedrigen Thrombozytenzahlen
eher an thromboembolische Komplikationen als an Blutungen zu denken
(Warkentin 1998, James et al, 2000).
Haufige HIT assoziierte thromboembolische Komplikationen sind:

» Verschlisse der tiefen grol3en Venen (Warkentin und Levine 1995, Warkentin

und Chong 1998, Markel et al., 1992)
* Lungenembolien (Warkentin et al., 1996)

» Hamorrhagische Nekrosen der Nebennieren, Mesenterialgefal3verschlisse
(Warkentin et al., 1995)

» Hautnekrosen (MacLean et al., 1990, Warkentin 2000, Whithe 1979)

» Verschlisse der Koronarien und der hirnversorgenden GefalRe (Diek et al.,
1990)

» Akute systemische Reaktionen (Warkentin et al., 1992, Amiral et al., 1992)
» Amputationen, Tod (King und Kelton 1984).

Vendse Verschlisse treten haufiger auf als arterielle Verschlisse (Nand et al.,
1997, Farner et al., 2001), vor allem an der unteren Extremitat (Warkentin et al.,
1995). Venose Thrombosen kénnen in Verbindung mit Marcumar akrale Nekrosen
hervorrufen (Warkentin et al., 1997, Warkentin et al., 1999).

Hautlasionen in Form von erythematdsen Knoten oder Plaques, exzematdse oder
offene Nekrosen werden bei 10-20% der HIT-Patienten beobachtet. Etwa 75% der
Patienten mit Nachweis von HIT-Antikérpern und Hautlasionen entwickeln
wahrend der Dauer der Heparingabe keine Thrombozytopenie (Warkentin 2000).
Auch von Hach Wunderle wurde 1994 HIT-assoziierte thromboembolische
Komplikationen ohne Abfall der Thrombozytenzahlen beschrieben.

Zur klinischen Diagnostik der HIT Il wurde der 4T-Score entwickelt. Der 4T-Score

(4 T's = Thrombocytopenia, Timing, Thrombosis and the absence of oTher
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explanation(s)) zur Beurteilung der Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer HIT I
hat einen sehr hohen negativ-pradiktiven Wert, d.h. Patienten mit einem Score < 4
haben mit groBer Wahrscheinlichkeit keine HIT. Der positive Vorhersagewert
eines hohen Scores hangt von der Klinik des Patienten und der Erfahrung des
Anwenders ab und muf3 durch Laborteste erganzt werden (Lo et al., 2006,

www.medizin.uni-greifswald.de/transfus/index.php?id=389, 15.11.2010).

Pathophysiologie

Die Pathogenese der HIT Il ist geklart. Als Hauptantigen wird ein Komplex aus
PF4 und Heparin beschrieben (Amiral et al, 1992, 1995, Visentin et al., 1994,
Greinacher et al., 1994, Kelton et al., 1994), aber auch andere Chemokine kénnen
an dem Immunprozess beteiligt sein, wie z. B. Interleukin 8 (IL8) und Neutrophilen
aktivierendes Peptid 2 (NAP2) (Amiral et al., 1996, Greinacher et al., 1992 und
1994, Kelton et al., 1994, Visentin et al., 1994, Gruel et al., 1993). PF4 ist ein
positiv geladenes tetrameres Protein, welches an Glycosaminoglycane binden
kann. PF4 wird in den alpha- Granula der Thrombozyten gespeichert und nach
deren Aktivierung freigesetzt. PF4 kann wiederum an Proteoglycane auf der
Endothelzelloberflache binden, welche Heparansulfat enthalten (Novotny et al.,
1993, Rao et al., 1989). Ebenfalls bildet PF4 Komplexe mit Polysacchariden mit
hohem Sulfatierungsgrad, wie Heparan oder Heparin (Obrien et al., 1985, Alban et
al., 2000). Nachdem Heparin an PF4 gebunden hat, wird ein Krypt- oder
Autoantigen exponiert. (Amiral et al., 2001, Visentin et al., 2001, Greinacher et al.,
2007). Die Interaktionen zwischen Heparin und PF4 sind abhangig von der
MolekulgroRe, dem Sulfatierungsgrad und dem Oligosaccharidaufbau des
Heparins (Amiral et al., 1995, Greinacher et al., 1995).

Die multimolekularen Immunkomplexe aus Antigen und Antikdrper (Visentin et al.,
1994, Greinacher et al., 1994) kdnnen an der Thrombozytenoberflache tber den
Fcy-Rezeptor lla (Fcy-Rlla)(CD32) binden (Kelton et al., 1994, Denomme et al.,
1997, Rubinstein et al., 1995). Dies ist der einzige Rezeptor auf der
Thrombozytenmembran an dem IgG Uber seinen Fc-Teil binden kann und ist
damit ein entscheidender Faktor fir die Entstehung der HIT. Die Vernetzung der
Rezeptoren durch PF4/H-Antikdrper-Komplexe fuhrt zur Thrombozytenaktivierung.
Die Thrombozytenaktivierung kann durch einen monoklonalen Antikdrper anti-
CD32-Klon (Kelton et al., 1988, Chong et al., 1989) vollstandig blockiert werden.

6
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Aktivierte Thrombozyten &ndern ihre Form, aggregieren und generieren
Mikropartikel, welche die Thrombinbildung verstarken (Warkentin et al 1994,
Boshkov et al, 1993). HIT-Antikbrper binden nicht nur an der
Thrombozytenoberflache, sondern auch an der Endothelzelloberflache an die dort
vorhandenen Heparansulfat- PF4-Komplexe (Cines et al., 1987, Visentin et al.,
1994). Mit Bindung der Antikdrper an die Endothelzellen werden zusatzlich
Endothelzellen aktiviert. Diese Aktivierung kann durch Gabe von Apyrase oder
Glykoprotein llb/llla-Rezeptorantagonisten gehemmt werden (Herbert et al.,
1998).

Ein zentrales Enzym bei der Entstehung der HIT ist Thrombin (Warkentin et al.,
1997, Carlsson et al., 2003). Thrombin ist eine aktive Peptidase, die aus
Prothombin gebildet wird. Es aktiviert Gerinnungsfaktoren, katalysiert die Bildung
von Fibrin, fuhrt zu einer Freisetzung verschiedener Mediatoren aus
Thrombozyten und Endothelzellen. Bei der HIT ist die Thrombingenerierung
deutlich verstarkt (Warkentin et al.,, 1997, Greinacher et al., 2000) gleichzeitig
erfolgt die Thrombozytenaktivierung (Chong et al., 1994), Freisetzung von
Mikropartikeln aus den Thrombozyten (Warkentin et al., 1994) und Alterierung von
Endothelzellen (Cine et al., 1987) sowie Monozyten (Pouplard et al., 2001).
Resultierend zeigt sich eine deutlich erhéhte thrombogene Potenz.

Nachweis von HIT-Antikorpern

Verschiedene Testprinzipien wurden entwickelt, um HIT-Antikérper nachzuweisen.
Im Vordergrund stehen die funktionellen und die antigenpréasentierenden
Testverfahren, bei denen entweder eine Plattchenaktivierung oder aber direkt die

Bindung der Antikdrper am Antigen nachgewiesen werden kénnen.

Funktionelle Testverfahren

Als Goldstandard gilt der *C-Serotonin-Freisetzungstest (SRA) mit sehr hoher
Spezifitat (Sheridan et al., 1986, Warkentin et al.,, 1992). Durch Verwendung
radioaktiven Materials ist dieser Test nicht in jedem Labor durchfuhrbar.
Funktionelle  Testverfahren  bendtigen  gewaschene  Plattchen  oder
plattchenreiches Plasma. Die Auswertung erfolgt visuell oder photometrisch.
Durch die Nutzung von gewaschenen Thrombozyten wird die Sensitivitat des
Testes erhoht (Kelton et al., 1984, Pfueller et al., 1986, Favarolo et al., 1992,
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Greinacher et al., 1994). Weitere verbreitete funktionelle Testverfahren sind in

Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Ubersicht funktioneller Testverfahren zur Diagnostik von HIT-
Antikérpern

Funktionelles Testverfahren

mit gewaschenen Thrombozyten mit thrombozytenreichem Zitratplasma
1. Serotonin-Freisetzungstest (SRA) 1. Thrombozytenaggregationstest (PAT)
(Sheridan et al., 1986) (Chong et al. 1993; Fratatonie et al

Radioaktives Serotonin wird aus den 1975).

alpha-Granula der Thrombozyten nach |Nach Plattchenaktivierung durch HIT-
Thrombozytenaktivierung freigesetzt Antikdrper kommt es zur

und gemessen Aggregatbildung der Thrombozyten,
deren Lichttransmission im
Aggregometer messbar ist

2. HIPA-Test 2. Annexin V-Bindungstest

(Greinacher et al., 1991, 1994, Eichler [(Tomer et al.,97, Tomer et al.,99)

et al., 1999) Durchflusszytometrische Messung der
Visuelle Auswertung der Bindung von anionischen Phospholipiden
Plattchenaggregation nach und Annexin V an der Oberflache von
Thrombozytenaktivierung moglich Thrombozyten nach deren Aktivierung

durch HIT-Antikorper

3. ATP Freisetzungstest

(Stewart et al.,95)
Antikdrper-induzierte
Thrombozytenaktivierung fuhrt zur
Freisetzung von luminographisch
messbarem ATP aus den Granula der
Thrombozyten

4. Durchflusszytometrie thrombozytarer
Mikropartikel (Lee at al.,96)
Freigesetzte thrombozytare
Mikropartikel sind
durchflusszytometrisch bestimmbar und
zur HIT-Diagnostik geeignet

Antigenprasentierende Testverfahren

Grundlage fur antigenprasentierende Testverfahren sind an der Oberflache eines
festen Tragers, z.B. einer Mikrotiterplatte, gebundene Zielantigene, wie
PF4/Heparin- oder PF4/Polyvinylsulfatkomplexe. An diese Zielantigene kénnen
spezifische Antikdrper binden (Amiral et al., 1992, Visentin et al 1994,1997). Die
Testdurchfiihrung ist schnell und unkompliziert. Eine Ubersicht der

antigenprasentierenden Testverfahren ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Ubersicht antigenprasentierender Testverfahren zur Diagnostik von
HIT-Antikorpern

Antigenprésentierende Testverfahren

Antigen: PF4-Heparinkomplexe Antigen: PF4-Polyvinylsulfat-Komplexe
1. In fester Phase (z.B. 1. PF4-Polyvinylsulfat-ELISA (Genetics
Asserachrom(J[Stago]Genneuvilliers, Testingrbnstitut [GTI-

France) HAT45 ™],Brookfield, WI)
Mikrotiterplatten mit beschichtetem PF4 ist an ein Polyanion gebunden, es
Antigen. wird von HIT-Antikdrpern erkannt und

HIT-Antikorpernachweis der Ig-Klassen |gebunden (Collins1997 Visentin 1997)
G, A, M ist méglich (Visentin 1994,
Amiral 1992, Greinacher 1994)

2. In flissiger Phase

Antigen liegt in Losung, unspezifische
Bindungen werden reduziert, nur
Nachweis von IgG maoglich (Newman
1999, Newman 1998)

3. Partikel Agglutinations-Test
PF4/H-Komplexe sind an Gelpartikel
gebunden (Meyer, 1999, Eichler 2002)

Partikel Agglutinations Test (ID-H/PF4 Antikorpertest)

Der Partikel Agglutinations Test (DIAMED) ist ein neueres Testverfahren, bei
welchem mit PF4/Heparin-Komplexen beschichtete rote Polymerpartikel in
Gelkartentechnik mit Patientenserum vermengt werden. Liegen HIT-Antikdrper
vor, kommt es zur Agglutination der Partikel. Nach Zentrifugation ist eine visuelle
Auswertung moglich (Meyer et al, 1999). Der Test ist schnell und einfach
durchfihrbar.
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Therapie bei HIT Il

Heparin sollte bereits beim ersten Verdacht auf eine HIT Il sofort abgesetzt
werden, um lebensbedrohliche thromboembolische Komplikationen zu vermeiden.
Zu bedenken ist, dass auch andere Medikamente, z.B. Antithrombin IIl, PPSB-
Konzentrate oder Katheterspulungen geringe Mengen Heparin enthalten kénnen.
Thrombozytenkonzentrate sollten vermieden werden. Im Rahmen der
Grunderkrankung, aber auch um die mit einer HIT einhergehenden
thromboembolischen Komplikationen zu verhindern, mul3 haufig eine weitere
Antikoagulation erfolgen.

Hierzu stehen verschiedene alternative Antikoagulantien zur Verfigung.
Danaparoid ist in der Europaischen Union zur prophylaktischen und
therapeutischen Behandlung von HIT-Patienten, auch in der Schwangerschaft
zugelassen. Die Applikation erfolgt subcutan (Lindhoff-Last et al., 2005). Zu
beachten ist, dass in vitro ca. zehn Prozent (7-50%) der Antikérper von HIT-
Patienten eine Kreuzreaktion (Baumgartel et al., 2000) mit Danaparoid zeigen.
Zwei rekombinante Hirudine (r-Hirudine) sind ebenfalls erfolgreich in die Therapie
eingefihrt worden, das Desirudin (CGP 39393, Revascll, Aventis) und das
Lepirudin (HBWO023, Refludanll, Aventis) (Greinacher und Volpel et al., 1999).
Hirudin muf3 jedoch i.v. appliziert werden und zeigt eine hohe immunogene
Potenz. Bei Bolusgabe sind anaphylaktische Reaktionen beobachtet worden
(Veach et al., 2007).

Argatroban stellt derzeit das Mittel der Wahl dar und hat neben einer erhéhten
Blutungsneigung keine relevanten Nebenwirkungen. Argatroban ist ein direkter
Thrombinhemmer, dessen HWZ von der Nierenfunktion abhangig ist. In einer
historisch kontrollierten amerikanischen Studie zeigte sich Argatroban als
effektives sicheres Antikoagulanz bei der HIT (Lewis et al.,, 2001, Argatroban-
Produktinformation 2000, Lubenow et al., 2003, Beiderlinden et al., 2007).

Auch bei HIT-assoziierten Thrombosen oder Lungenembolien ist eine
Langzeittherapie mit oralen Antikoagulantien wie Phenprocoumon (Marcumar(l)
fur weitere 3 bis 6 Monate indiziert. Bei der akuten HIT sollten Vitamin-K-
Antagonisten jedoch mit grof3er Vorsicht eingesetzt werden. Um einen iatrogenen
Protein-C-Mangel zu vermeiden und damit die Gefahr neue Thrombosen zu

entwickeln, sollte immer eine Uberlappende Therapie mit Hirudin oder Danaparoid
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zum Therapiebeginn erfolgen. Das ventse Extremitdtengangrdn scheint eine
schwerwiegende  Komplikation nach  frihzeitigem  Therapiebeginn  mit
hochdosiertem Vitamin-K-Antagonisten zu sein (Warkentin und Elavathil et al.,
1997, Greinacher 1999).

Inzwischen gibt es weitere Antikoagulantien, alternativ zur Heparintherapie, die
zur Prophylaxe venotser thromboembolischer Ereignisse nach grél3eren
orthopadischen Eingriffen mit Erfolg eingesetzt werden.

Genannt sei das Fondaparinux (Arixtra®) (Sanofi-Synthelabo (Suisse) SA, 1217
Meyrin/GE, ATC Code: B0O1AX05) (Bauer et al., 2001, Savi et al., 2005). Zur
Therapie der HIT 1l ist dieser direkte Anti-Xa-Hemmer noch nicht zugelassen.
Unter der Gabe von Fondaparinux wurde in seltenen Fallen ein Auftreten der HIT
Il beobachtet, da es ebenfalls an den Plattchenfaktor 4 bindet, wenn auch
schwacher als Heparine. Es kann daher einerseits selbst eine Immunreaktion
auslosen und andererseits fir eine dann sehr schnell und massiv ablaufende HIT
unter Heparinen sensibilisieren. Fondaparinux kann jedoch bei einer HIT in der
Anamnese und ohne aktuellen Nachweis von HIT-Antikérpern zur weiteren
Thromboseprophylaxe eingesetzt werden (Eriksson et al., 2001, 2003, Greinacher
et al. 2006, Warkentin et al. 2007).

Weiterhin Uberzeugten das Rivaroxaban (Xarelto® von Bayer Health Care) in den
RECORD-Studien als erster direkter oraler Faktor Xa-Inhibitor (Eriksson et al.,
2008, Lassen et al., 2008, Kakkar et al., 2008, Lohrmann et al., 2008) und das
Dabigatran (Pradaxa® von Boehringer Ingelheim) als ein neuer direkter
Thrombinhemmer zur Pravention und Behandlung thromboembolischer
Erkrankungen. Dabigatran  wird ebenfalls oral eingenommen. Eine
Gerinnungstberwachung unter der Therapie ist nicht erforderlich. Es wird jedoch
beobachtet, dass die neuen oralen Antikoagulantien Gerinnungstests verfélschen
konnen (Ferrer et al., 2009, Pradaxa Produktinformation 2009, Maegdefessel et
al., 2010). Eine Zulassung fur die Therapie der HIT Il liegt fir Rivaroxaban und

Dagibatran zum jetzigen Zeitpunkt nicht vor.
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, in einer klinischen Kohortenstudie die Inzidenz der HIT-
Antikdrper und die Inzidenz einer klinisch manifesten HIT Il bei orthopadischen
Patienten unter perioperativer Thromboseprophylaxe mit UFH oder NMH nach
elektiven Huft- oder Knieoperationen zu bestimmen. Im Normalfall bekamen die
Patienten nach Entlassung aus der Klinik (poststationar) bis zur Vollmobilisation
NMH subkutan appliziert. Von besonderem Interesse war deshalb, ob bei den
stationar HIT-Antikorper positiven Patienten ein erhdhtes Risiko besteht,
thromboembolische Komplikationen in der Zeit nach der Hospitalisierung zu
entwickeln.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit dem serologischen Nachweis
von HIT-Antikdrpern. Im Rahmen der Vorbereitung der oben genannten klinischen
Studie fiel auf, dass Testergebnisse HIT-Antikbrper positiver Seren bei
wiederholten Untersuchungen im gleichen Testverfahren (HIPA oder PF4/H-
ELISA) nach mindestens einjahriger Lagerung der Seren bei -70T nicht
vollstandig reproduzierbar waren. Dies ist von Interesse, da verschiedene Studien
zur Erfassung der Inzidenz der HIT-Antikdrper mit gelagerten Seren durchgefuhrt
wurden.

Es galt eine Madglichkeit zu finden, durch Modifizierung herkémmlicher
Testsysteme vergleichbare Testergebnisse der Patientenseren vor und nach

Lagerung zu erzielen.
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Zur Erfassung der Inzidenz der HIT Il sowie der Inzidenz von Heparin-Antikdrpern
wurden orthopadische Patienten nach Hochrisikooperation in eine prospektive
Kohortenstudie eingeschlossen. Im Follow up von 6 Monaten wurde untersucht,
ob Heparin-Antikérper einen Einflu3 darauf haben, poststationar vermehrt
thromboembolische Komplikationen zu entwickeln und somit ein Screening auf

Heparin-Antikdrper notwendig macht.

3.2  Ein- und Ausschlusskriterien

Nach elektiver Knie— oder Huiftendoprothesenimplantation erfolgte die
Thromboseprophylaxe der ersten Studiengruppe innerhalb eines Zeitraums von
10 Monaten (3/96-12/96) mit unfraktioniertem Heparin (Liquemin”, Roche,
Grenzach-Wyhlen, Germany 3x 5.000 IE s.c./d) sowie in den darauffolgenden 12
Monaten (1/97-12/97) einer zweiten Studiengruppe mit niedermolekularem
Heparin (Clexane", Enoxaparin, Aventis, Bad Soden, Germany 1x40 mg anti-FXa
E s.c./d). Das jeweilige Studienmedikament wurde durchgehend bis zum 16.
postoperativen Tag verabreicht und dartber hinaus. Ausgenommen davon waren
Patienten mit Verdacht auf eine HIT Il, bei denen sofort die entsprechenden
diagnostischen und therapeutischen MalRnahmen eingeleitet wurden. Von der
Studie ausgeschlossen wurden Patienten, die auf Grund einer friheren HIT 1l ein
anderes Medikament zur Thromboseprophylaxe erhielten, keine der oben
genannten Operation erhielten und im definierten Zeitraum mehrmals operiert
wurden. Das Studiendesign wurde von der Ethikkomission der Universitat

Greifswald genehmigt.
3.3 Datenerfassung des stationdren Verlaufes

Patientenakte

Es wurde in alle Krankenblatter der in diesem Zeitraum behandelten Patienten der
Orthopadie Greifswald Einsicht genommen. Dokumentiert wurden anamnestische
Daten, spezifische Patientencharakteristika, wie Geschlecht, Alter, Body Mass

Index (BMI), mdgliche Risikofaktoren wie Komedikation, Nebenerkrankungen,
13
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Heparinreexposition und frihere nicht HIT-bezogene thromboembolische
Komplikationen sowie der stationare Verlauf. Zusatzlich erfolgte die
Einsichtnahme in die orthopéadischen Operationsbicher, um alle operierten
Patienten in diesem Zeitraum sicher zu erfassen. Alle aufgenommenen Parameter
sind als Auszug der Originaltabelle sowie der dazugehdérigen Legende im Anhang

dieser Arbeit unter 11.1 hinterlegt.

Nachweismethoden thromboembolischer Komplikationen

Beim Auftreten einer thromboembolischen Komplikation wurden objektivierbare
Verfahren zur Diagnosesicherung je nach Krankheitshild angewandt.
Phlebografie, Phlebosonografie, Lungenperfusionsszintigrafie, D-Dimer-
Bestimmung, Heparin-Antikdrperbestimmung und Kontrolle der

Thrombozytenzahlen z&ahlten zu den Nachweismethoden.

Therapieoptionen bei Diagnose HIT Il
War die Kklinische Diagnose HIT 1l gesichert, erfolgte die sofortige
Therapieumstellung. Das jeweilige Studienmedikament wurde abgesetzt. Der

betroffene Patient erhielt ein alternatives Antikoagulanz.

Laborprotokolle

Blutproben der Studienpatienten von Tag 1 (praoperativ) und Tag 16
(postoperativ) wurden im HIPA-Test und im PF4/H-ELISA (STAGO) untersucht.
Die Ergebnisse wurden in standardisierten Protokollen dokumentiert. Beim
Vorliegen eines HIT-Verdachtes erfolgte die Einsendung des Patientenserum zum
Zeitpunkt des Auftretens der HIT mit sofortiger Untersuchung der Seren im HIPA-
Test und im PF4/H-ELISA.

Mogliche Einflussfaktoren auf die Bildung von HIT-Antikorper
Patientencharakteristika, wie das Alter, Geschlecht, BMI, Heparinreexposition,
verschiedene Grunderkrankungen wie Sepsis, Rheumathoidarthritis, Gicht,
Lebererkrankungen, chronisch obstruktive Bronchitis, Pneumonie, Allergien,
Tumorleiden, Schilddrisenerkrankungen und die Komedikation (Digitoxin) wurden
als einzelne und kombinierte Risikofaktoren fir die Entstehung der HIT Il sowie fur
die Bildung von Heparin-Antikdrpern untersucht.
14
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3.4  Datenerfassung des poststationaren Verlaufes

Alle Patienten, die wahrend des stationdren Aufenthaltes keine
thromboembolische Komplikation und keine HIT-assoziierten Symptome
entwickelt hatten, wurden in die prospektive Studie zur Erfassung der Inzidenz
thromboembolischer Komplikationen im Zeitraum von 6 Monaten nach der

orthopadischen Operation eingeschlossen.

Arztlicher Abschlussbericht der Anschlussheilbehandlung

Als Empfehlung fur die weitere poststationare Thromboembolieprophylaxe wurde
im arztlichen Entlassungsbrief der orthopadischen Klinik ein niedermolekulares
Heparin in Standarddosierung bis zur Vollmobilisierung empfohlen. Da die
Patienten  im Normalfall nach dem  Krankenhausaufenthalt eine
Anschlussheilbehandlung erhielten, wurde die weitere Thromboseprophylaxe
durch die Rehabilitiationsklinik fortgesetzt. Wichtige Informationen konnten daher
aus dem arztlichen Abschlussbericht der Anschlussheilbehandlung gewonnen
werden. Die Art und Dauer der weiteren poststationaren Thromboseprophylaxe
war abhangig und variierend von der entsprechenden Anschlussheilbehandlung,

dem Hausarzt und der Mobilisation des Patienten.

Patientenbefragung

Alle Patienten erhielten einen standardisierten Fragebogen zur Erhebung
thromboembolischer Komplikationen im oben definierten Zeitraum. Entweder fillte
der Patient den Fragebogen selbst aus oder der betreffende Hausarzt. Erfolgte
keine Rucksendung des Fragebogens, wurde der Fragebogen wiederholt
verschickt und versucht, Informationen telefonisch direkt vom Hausarzt zu
erhalten. Die im Anhang unter 11.2. hinterlegten Fragebtgen erfassten folgende

Angaben:

» Dauer und Art der poststationaren Heparinisierung
 Zeitpunkt der Vollmobilisation

o Auftreten thromboembolischer Komplikationen nach dem stationaren
Aufenthalt

* Durchfihrung einer Anschlussheilbehandlung

« Komedikation
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3.5 Labormethoden zum Nachweis von HIT-Antikdrpern

Als Baseline-Probe (Tag 1) wurde von allen Patienten am Tag vor der Operation
Blut entnommen und im HIPA-Test auf HIT-Antikdrper getestet. Im weiteren
stationéren Verlauf wurden postoperativ zwei bis drei Mal pro Woche bis zum Tag
16 die Thrombozytenzahlen kontrolliert. Am Tag 16 wurden erneut alle
Patientenproben im HIPA-Test und im PF4/H-ELISA (STAGO) untersucht. Alle
Seren wurden bei -70C (-27F) gelagert. Bestand de r Verdacht auf eine HIT 1l
wurden die Seren der Patienten im HIPA-Test und PF4-H-ELISA (STAGO) zum
Zeitpunkt des Auftretens der moéglichen HIT Il untersucht.

Nach einer Lagerungszeit von 2 Jahren wurden alle Seren wiederholt im HIPA-
Test untersucht. Als Kontrolle wurde in allen Probenanséatzen des HIPA-Testes
ein  monoklonaler Antikérper 1V.3 von Medarex zusatzlich eingesetzt und
ausgewertet. Damit wurde sichergestellt, dass der Antikorper heparinspezifisch ist.
Bei unspezifischen Testergebnissen erfolgte zum Nachweis thrombozytarer
Antikdrper die weitergehende Untersuchung im MAIPA-Test und im indirekten
Thrombozyten-ELISA. Nach Durchfihrung dieser Untersuchungen wurde fir
jeden Patienten definiert, ob der HIPA-Test als spezifisch positiv interpretiert
werden kann. Mit dieser Gesamtinterpretation des HIPA-Testes erfolgten die
weiteren statistischen Auswertungen. Auf den MAIPA-Test und den indirekten
Thrombozyten-ELISA wird im Einzelnen nicht weiter eingegangen.

Neben dem funktionellen Testverfahren wurden die Seren nach 2-jahriger
Lagerung auch im PF4/Polyanionen-ELISA der Firma GTI untersucht. Erganzend
erfolgte die separate Auftrennung der Immunglobulinklassen im ELISA.

Im Zeitstrahl der Abbildung 2 st der =zeitliche Zusammenhang der

Untersuchungen dargestellt.
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2 Jahre:

Tag 16 Probe
LUNtErsucht im:
HIPA-Test mitiohne

Tag 1 Tag 16 Enflassung  Anschiluhel- Hauslichkeit & Monate : =i
Baseline- Labommbe, behandiung postoperativ ngi?_ill‘éisiemme
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bis Tag 16 ab Tag 16 bis
Entlassung

Abbildung 2: Klinische Kohortenstudie — Zeitstrahl

HIPA-Test mit und ohne Zugabe eines monoklonalen Antikdrpers

Der Heparin-induzierte Plattchenaktivierungstest (HIPA-Test) (Greinacher et al.,
1991, 1994, Eichler et al., 1999) ist ein funktionelles Testverfahren. Es werden
gewaschene funktionstiichtige Thrombozyten bendtigt (Tabelle 4 und Tabelle 5).
Die Auswertung erfolgt visuell. Die Thrombozytensuspension wird in eine klare
Mikrotiterplatte mit dem zu untersuchenden Serum und mit Heparin in niedriger
und hoher Konzentration pipettiert. Anschlie3end erfolgt die Inkubation mit zwei
Stahlkiigelchen auf einem Magnetrihrer fir 45 min (Abbildung 3). Werden
fuhrt dies zur Aggregation und damit zu einer
Bei

Die

Thrombozyten aktiviert,
wird  Klar.
trib.

der Der Reaktionsansatz

Aktivierung bleibt

Sedimentation Thrombozyten.

ausbleibender die Thrombozytensuspension

Transparenz der Thrombozytensuspension wird in ca. 5 minttigem Abstand

gegen eine indirekte Lichtquelle abgelesen. Der Zeitpunkt der

Transparenzzunahme wird dokumentiert. Eine Aggregation der Thrombozyten bei
niedriger, nicht jedoch bei hoher Heparin-Konzentration, gilt als Nachweis einer
HIT II.
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Tabelle 4. Reagenzien des HIPA-Testes:
LOsungen Zusammensetzung Lagerung
80 ml Aqua destillata

+ 5 ml Bikarbonatpuffer

+ 1.750 pl Rinderalbumin 20%

+ 1.000 pl Glucosteril

mit Aqua dest. auf 100 ml
auffullen;

20 ml Grundwaschlésung

+ 50 ul Apyrase (1.000 U/ml)

+ 20 pl Hirudin (1.000 U/ml)

pH 6,3 einstellen mit 0,1m HCI
(keinen Rihrmagneten
verwenden)

50 ml Grundwaschlésung

+ 500 ul Magnesiumchloridiésung
+ 1000 pl Kalziumchloridlésung
pH 7,2 einstellen mit 0,1 m HCI

In geschlossenen
Gefalien bis zum
Gebrauch bei 37C

Grundwaschlésung

In geschlossenen
Gefalien bis zum
Gebrauch bei 37C

Waschlésung 1

In geschlossenen
GefalRRen bis zum
Gebrauch bei 37C

Suspensionslésung

16,0 g NaCl
0,4 g KCI Raumtemperatur
Bikarbonatpuffer 2,0 g NaHCO; oder Kuhlschrank

0,1 gNaH,PO,4 ad 100 ml A.dest. 4T
wochentlich frisch ansetzen

Magnesiumchlorid- 21,723 g MgCl, x 6 H,0O ad 500 ml Sjlgrmtemperatur
05N A-dest Kiihlschrank 4C
Raumtemperatur
Kalziumchloridlosung Z?ﬂisgt CaClzx2H.0 ad 500 ml - -
- Kiihlschrank 4°C
RSA 20% RSA ohne Azid-Zusatz verwenden 2JICh fr'.SCh
ansetzen;

SIGMA mit isotoner NaCl-Lésung
Arbeitsverdiinnung mit 1.000 U/ml portioniert bei

Apyrase herstellen -20C

SIGMA, Art.Nr. 7646, Grade Il

Stammlésung mit 10.000 U/ml - .

herstellen portioniert bei

Fa. Pentapharm, Basel, Schweiz 20T
Hirudin Arbeitsverdiinnung

1.000 U/ml: portioniert bei

Stammldésung 1:10 mit isoton. -20C

NaCl verdinnen

0,5 ml Kollagen-Reagenz + 2,0 ml

Horm-Puffer

= 200 pg/ml, daraus portioniert bei
Kollagen Arbeitsverdinnung mit 20T

10 pg/ml herstellen mit Horm-

Puffer

Fa. Nykomed AM Minchen
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Weitere bendtigte Materialien:

Tabelle 5: Zubehor des HIPA-Tests

Materialien Bezugsquelle Hinweis
Fa. Greiner; Rundboden, unsteril
Art.Nr. 650101

Stainless steel Gr.M4 Art.Nr. SKF
RB-2-RS

Fa.Hauser
Kistenpfennig/Arbeitstechnik
Herrngarten 12 PLZ 35435
Wittenberg-Lauenbach

Aqua dest., Glucose 10 Fa. Braun

Mikrotiterplatten

Stahlkugelchen vor
Gebrauch mit
unvergalltem
Alkohol reinigen
und gut trocknen!

Stahlkugelchen

Durchfiihrung: Von 4 gesunden Spendern werden 2x10ml ACD-A-Blut gewonnen
(ACD-A: Blut im Verhaltnis 1: 6,25). Das ACD-A-Blut wird 20min bei 120xg
zentrifugiert. 5ml plattchenreiches Plasma (PRP) werden von jedem Spender
vorsichtig in neue Réhrchen abgehoben. Pro 1ml PRP setzt man 111ul ACD-A-
Losung und 5ul Apyrase (1.000U/ml) zu. Es erfolgt erneut eine Zentrifugation
(7min bei 650xg). Im Anschluss daran wird der Uberstand abgegossen. Das
Thrombozytenpellet resuspendiert man in 1ml Suspensionslosung. Zuletzt wird
die Thrombozytensuspension auf 300.000 Thrombozyten/ul mit
Suspensionspuffer eingestellt. Nach Verschluss der Ro6hrchen erfolgt eine
Inkubation (45min bei 37<C). Danach werden 75ul Thrombozytensuspension in
eine Rundbogen-Mikrotiterplatte pipettiert, die mit 2 Stahlkugeln je Vertiefung
versehen ist. Nach dem unten stehenden Schema werden weiterhin 10ul Heparin
2,1U/ml, 1050U/ml (Endkonzentration 0,2U/ml bzw. 100U/ml) und 20ul
hitzeinaktiviertes Patientenserum in die Mikrotiterplatte pipettiert. Zur Testung der
Kreuzreaktivitat mit Danaparoid pipettiert man statt Heparin Orgaran 2,1 aFXa
E/ml (Endkonzentration 0,2aFXa E/ml) zur Thrombozytensuspension in die
Vertiefung der Mikrotiterplatte. Durch Zugabe von Kollagen 10pg/ml
(Endkonzentration 1pg/ml) statt Heparin wird die Funktionstichtigkeit der
Thrombozyten Uberprift. Auf einem Magnetrihrer wird die Mikrotiterplatte 45min

bei Raumtemperatur und 500rpm inkubiert (Tabelle 6).

19



Material und Methoden

Tabelle 6: Pipettierschema des HIPA-Testes in einer Rundboden-Mikrotiterplatte
(Greinacher et al., 1991)

Illé)/?nol 2,1 10 Hitze- Thromb
S ~ 12,1 IE/mI . |aFXaE/ |pg/ml | ozyten-
uspen . |Hepari C inakt.
Sions- Teparln ml =1 Patien- |>2>
puffer =0,2 ~100 Orgaran |pg/ml ten- pension
U/milf.c. u/mif.c =0,2 Kollage serum (300.00
|U/mif.c. |nf.c. 0
Thr./ul)
Pufferkontrolle
(Negativ- 10 pl 20 pl 75 ul
kontrolle)
Niedrige
Heparin- 10 pl 20 pul 75 ul
konzentration
Hohe
Heparin- 10 pl 20 pl 75 ul
konzentration
Prifung auf
Kreuz-
reaktionen 10 pl 20l 7Sl
gegen Orgaran
Prufung der
Funktions-
fahigkeit
der 20 i 10 pl 75 ul
Thrombozyten
(Positiv-
kontrolle)

Auswertung: Die Auswertung erfolgt, wie schon oben beschrieben, visuell gegen

eine Lichtquelle.

Zugabe des monoklonalen Antikérpers moab VI.3

Die Thrombozytenaktivierung kann durch einen monoklonalen Antikérper
(mlgG2b, Medarex, Annandale, NY) gegen den Fcy-Rlla (Kelton et al., 1988,
Chong et al., 1989, Salmon et al., 1998) vollstdndig blockiert werden. Der
monoklonale Antikérper moab IV.3 wurde im HIPA-Test zum Ausschluss von
unspezifischen Reaktionen in der Thrombozytensuspension (75ul) im Verhaltnis
8:1 beigefiigt und 10min vorinkubiert. Anschlie3end fuhrt man den HIPA-Test wie
gewohnt durch. Beim Vorliegen von Antikdrpern gegen PF4/H-Komplexe bleibt die

Thrombozytensuspension im Testansatz mit dem monoklonalen Antikbrper moab
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IV.3 trib. Liegen andere Antikdrper gegen Thrombozyten vor, wird der Testansatz
unspezifisch klar. In Tabelle 7 ist die Auswertung des HIPA-Testes zu finden.

Tabelle 7: Interpretation des HIPA-Test

HIPA-Test
Ansatz ohne moab | Ansatz mit moab Interpretation
V.3 V.3
Pos= klar Pos Unspezifische Antikérper vorhanden
Pos Neg Antikdrper gegen PF4/H-Komplexe

vorhanden

Neg=trib Pos Unspezifische Antikérper vorhanden
Neg Neg Keine Antikdrper vorhanden

Bufier

Collagen

0.2 Hep Ca

100 Hep Ca

02 Hep Na

0.2 LW

0.2 LMW\2

0.2 Org 10172

Abbildung 3: Mikrotiterplatte des HIPA-Test mit Magnetkugeln

3.5.1 Antigenspezifische Testverfahren

PF4/Heparin-ELISA (Stago)

Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind in stochiometrischen Verhaltnissen mit

einem PF4/Heparin-Komplex beschichtet. Verdlinntes Patientenserum oder

Plasma wird in die beschichteten Vertiefungen pipettiert und inkubiert. Gegen
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PF4/Heparin-Komplexe gerichtete Antikdrper in der Patientenprobe binden an die
beschichtete  Mikrotiterplatte.  Ungebundene  Antikdrper werden  durch
Waschschritte entfernt. AnschlieRend erfolgt die Zugabe von peroxidase-
konjugierten Anti-Human-Immunglobulin G/M/A. Nach Inkubation binden diese
Anti-Human Immunglobuline in Sandwichtechnik an die im vorangegangen Schritt
gebundene  Antikdrper.  Ungebundenes Konjugat wird anschlieend
ausgewaschen. Das gebundene Enzym wird Uber eine Farbreaktion
nachgewiesen. Nach Stoppen der Farbreaktion mit 3 molarer Schwefelsaure wird
diese photometrisch gemessen. Die photometrisch gemessene Farbintensitat ist
direkt proportional zur AntikGrperkonzentration der Probe.

Durchfiihrung: Frisches Patientenserum oder Plasma wird 1:101 (5ul Probe+500ul
Puffer) mit Verdinnungspuffer verdinnt. Die Proben sollten nicht langer als 48
Stunden (bei 2 bis 4C) gelagert werden. Die gefrie rgetrockneten Kontrollen
werden mit 1ml Verdinnungspuffer gel6st und ohne weitere Verdinnungsschritte
im Testansatz verwendet. Je 200ul der verdinnten Patientenprobe und der
Kontrollen sowie der Verdinnungspuffer als Leerwert werden in die
Mikrotiterplatte pipettiert. Danach erfolgt eine 60 minltige Inkubation bei
Zimmertemperatur. Nach 5-maligem Waschen der Mikrotiterplatte mit
Waschpuffer  wird in  jede  Vertiefung 200ul  Anti-Human-lgG/A/M-
Peroxidasekonjugat gegeben und erneut fir 60 min bei Zimmertemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation wird die Mikrotiterplatte erneut 5 Mal gewaschen
und anschlieRend in jede Vertiefung 200ul Substratldsung gegeben. Nach 5 min
Inkubation im Dunkeln wird die Farbreaktion mit 50ul 3 molarer Schwefelsaure pro
Vertiefung abgestoppt. Innerhalb von 2 Stunden wird die Farbreaktion bei einer

Extinktion von 492 nm abgelesen.
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PF4/Polyanionen-ELISA (GTI)

Die Festphase des HAT™-Enzymimmunoassays ist mit einem PF4-
Polyvinylsulfat-Komplex beschichtet. Gegen PF4 gerichtete Antikdrper in der
Patientenprobe binden an diesen Festphasenkomplex. Zum Nachweis der
Spezifitat werden 10ul Heparin zusatzlich zum Patientenserum in einem weiteren
Probenansatz pipettiert um positive Reaktionen zu hemmen. Nach einem
Waschschritt, bei dem alle nicht gebundenen Serumbestandteile entfernt werden,
wird alkalische Phosphatase-markiertes AntiHuman-IgG/M/A zugefligt. In einem
weiteren Waschschritt wird das Uberschissige Konjugat entfernt. Durch Zugabe
des chromogenen Substrats p-Nitrophenylphosphat (PNPP) entsteht ein
Farbkomplex, der nach Abstoppen der Enzymreaktion photometrisch ausgewertet
wird (Tabelle 8).

Tabelle 8: Reagenzien des ELISA-Test

Ldsungen Bemerkung

60 ml Waschlésung 10xkonzentriert

2x30 ml Proben-Verdinnungspuffer gebrauchsfertig

1x80 ul Anti-Human-1gG/A/M polyvalent, 100xkonzentriert, (alkalische

Phosphatase)

6x500ul p-Nitrophenylphosphat Substrat | gebrauchsfertig

1x15 ml Substratpuffer gebrauchsfertig

1x15 ml Stoplésung gebrauchsfertig

1x180 pl positives Kontrollserum gebrauchsfertig

1x180 ul negatives Kontrollserum gebrauchsfertig

Weitere Materialien (nicht im Testkit vorhanden):

* Destilliertes Wasser

* Pipetten

» Stoppuhr

* ELISA-Plattenreader: Wellenlange 405nm (Referenzwellenlange 490nm)

Durchfihrung: Fur die Antikdrperbestimmung wird frisches Patientenserum oder

Plasma verwendet. Lipamische, ikterische, hamolytische oder hitzeinaktivierte
Seren sind ungeeignet. Die Proben sollten nicht langer als 48h (bei 2 bis 4T )
gelagert werden. Bei langerer Lagerung sollten die Proben bei mindestens -20C

eingefroren werden.
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Testreagenzien und Patientenproben werden auf Raumtemperatur gebracht. Das
Konzentrat der Waschlosung wird 1:10 mit Aqua destillata verdinnt. Die
Kontrollseren sowie die Patientenseren werden 1:51 mit dem gebrauchsfertigen
Probenverdinnungspuffer verdinnt (3ul Serum + 150ul
Probenverdinnungspuffer). Kurz vor Gebrauch werden die Strips aus der
Verpackung in den Rahmen eingesetzt. Nun pipettiert man in jede Vertiefung
250ul Waschpuffer und lasst dies 5-10min bei Raumtemperatur inkubieren. Nach
entfernen des Waschpuffers werden in jede Vertiefung 50ul der jeweiligen
verdinnten Probe pipettiert. Die Platte wird abgedeckt und 40min bei 37C
inkubiert. Nach der Inkubation werden alle Vertiefungen 5 Mal mit je 250ul
Waschpuffer gewaschen In alle Vertiefungen pipettiert man 50ul verdinnte
Konjugatldosung (1:100 mit Probenverdinnungspuffer). Die Platte wird abgedeckt
und 40min bei 37C im Brutschrank inkubiert. Im Ans chluss daran werden alle
Vertiefungen mit je 250 ul Waschpuffer aufgefillt und gewaschen. Nun wird das
Substrat und die Substratgebrauchsverdiinnung angesetzt.

Substrat: 1 Flasche p-Nitrophenylphosphat + 0,5ml Aqua dest. I6sen und bis
Gebrauch dunkel aufbewahren.

Substratgebrauchverdinnung: 10ul verdinntes p-Nitrophenylphosphat und 1ml
gebrauchsfertigen Substratpuffer pro Strip.

In alle Vertiefungen werden 100ul Substratgebrauchverdinnung pipettiert. Es
erfolgt eine weitere Inkubation fir 30min bei Raumtemperatur und im Dunkeln.
Danach werden 100ul Stopplosung in jede Vertiefung pipettiert und innerhalb von
15min bei 405nm photometrisch ausgewertet.

Auswertung:

Zur internen Testkontrolle missen bei jedem Ansatz eine positive und negative
Kontrolle und ein Leerwert mitgefiihrt werden. Die Extinktion der Positivkontrolle
mufd mindestens 1.000 oder hoher liegen. Ein Ergebnis ist positiv, wenn die
Extinktion der Probe gleich oder hoher als 0,400 ist. Folgende in Tabelle 9
dargestellte Reaktionen sind méglich:

Tabelle 9: Auswertung des GTI-Antigen-Enzymimmunoassays

Patientenprobe Patientenprobe mit Interpretation
Heparin
Positiv Negativ Heparin-induzierter AK
Negativ Negativ Kein PF4-AK
Positiv Positiv PF4-AK
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Modifizierter PF4/Polyanionen-ELISA

In Vorbereitung zur Studie wurde beobachtet, dass HIT-Antikorper positive
Patientenseren nach 2-jahriger Lagerung bei =70 in den Testergebnissen des
PF4/Polyanionen-ELISA (GTI) und PF4/Heparin-ELISA (STAGO) nicht mehr
reproduzierbar waren. Es wurden Mdglichkeiten gefunden, Antikérper auch nach
einer langeren Lagerungszeit wieder sicher nachzuweisen.

Die erste Moglichkeit bestand darin, statt des Patientenserums, die durch eine
Préazipitation gewonnene IgG-Fraktion im PF4/Polyanionen-ELISA (GTI) zu
untersuchen. Die Isolation der IgG -Fraktion erfolgte von 100ul Patientenserum
durch 1gG-Prazipitation an einer Protein G Sepharosesdule (Pharmacia,
Schweden). AnschlieRend folgte die Elution durch eine Erniedrigung des pH- Wert
mittels 0,25M Acetatpuffer, pH 2,8. Um IgG im Ruckstand zu sammeln wurde das
Eluat der Saule zentrifugiert (100kD Ausschlussfilter, Micron MC100, Amicon,
USA, 3000x g, 1min 209 und PF4 durch die Filtermem ban gefiltern. Das Retentat
mit dem IgG-Ruckstand wurde mit 1M Trisbasepuffer (pH 11,0) neutralisiert und
mit 100ul verdinnt. Diese Methodik ist im Anhang unter 11.3 in einem Poster
dargestellt.

Auf Grund der grof3en Patientenzahl unserer Studie wurde nach einer weiteren,
schneller durchfiihrbaren Mdglichkeit gesucht, um Antikdrper nach Lagerung
sicher nachzuweisen. Alle Seren wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und
anschlieBend sofort verarbeitet. Es wurden die Inkubationzeit und die
Inkubationstemperatur des PF4/Polyanionen-ELISA (GTI) variiert (40min/37<T,
24h/4<C, 36h/4C, 48h/4C, 60h/4C).

Zur Validierung des Testes wurden vor Lagerung Antikérper positive und negative
Patientenseren sowie Antikdrper negative Seren von gesunden Blutspendern
untersucht. Das Testprinzip, Reagenzien, Materialien und die Auswertung
entsprechen den Standardbedingungen des PF4/Polyanionen-ELISA (GTI).
Jedoch wird beim ersten Inkubationsschritt fur 60 Stunden bei 4° im Dunkeln

inkubiert statt der tblichen 45 min bei Raumtemperatur.

25



Statistische Methoden

4 Statistische Methoden

Die Aufnahme der Patientendaten sowie der Labordaten erfolgte zunachst in einer
Exceltabelle der Version Microsoftl] Excel 97. Patientencharakteristika, wie das
Geschlecht, Alter, BMI und die Operationsart wurden durch arithmetische
Mittelwerte (AM) sowie die einfache Standardabweichung (SA) ermittelt.
Gruppenvergleiche erfolgten mittels Chi-Quadrat (xz)-Test bzw. Fishers-Exact-
Test (nominalskalierte Parameter) oder Mann-Whitney-U-Test (kontinuierliche
Parameter). P-Werte < 0.05 wurden als signifikant gewertet.

Um den Zusammenhang verschiedener Faktoren und dem Risiko fur eine HIT zu
ermitteln, wurden durch logistische Regression Modelle, adjustiert fir Alter und
Body-Mass-Index, berechnet. Odds ratios mit 95 % Konfidenzintervallen (KI)
wurden erfasst.

Die Gesamtauswertung erfolgte mittels Statistikprogramm SPSS (Version 11,
SPSS GmbH Software, Minchen).
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5 Ergebnisse

5.1 Patientencharakteristika
5.1.1 Demografische Daten

Im Zeitraum von Marz 1996 bis Dezember 1996 wurde 231 Patienten (100
Méanner, 131 Frauen) unfraktioniertes Heparin zur Thromboseprophylaxe
perioperativ subcutan appliziert. Es wurden 189/ 231 Huftgelenksendoprothesen
(87 Manner, 102 Frauen) und 42 Kniegelenksendoprothesen (13 Manner, 29
Frauen) implantiert. Der Altersdurchschnitt der UFH-Patientengruppe lag bei 64,3
+ 9,38 Jahren (Méanner: 60,72 + 9,4; Frauen: 66,9 + 8,3). Der BMI-Durchschnitt
wurde mit 29,03 * 4,8 ermittelt (M&nner: 29,08 £ 4,63, Frauen: 29,00 £ 5,0).
Weitere 271 Patienten (100 Manner, 171 Frauen) erhielten im Zeitraum von
Januar 1997 bis Dezember 1997 niedermolekulares Heparin zur perioperativen
Thromboseprophylaxe. Es wurden 224/ 271 Hiftgelenksendoprothesen (90
Manner, 134 Frauen) und 47 Kniegelenksendoprothesen (10 Manner, 37 Frauen)
implantiert. Der Altersdurchschnitt lag bei 62,3 Jahren + 11,61 (Manner: 58,5 *
12,2, Frauen: 64,53 + 10,6). Der BMI-Durchschnitt lag bei 28,4 + 4,95 (Manner:
28,4 + 4,14, Frauen: 28,55 = 5,55). Dies ist in Tabelle 10 dargestellit.
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Tabelle 10: Charakteristika der Patientengruppen

Charakteristika UFH (N =231) NMH (N = 271) p*
Geschlecht, % (n) 0,15
Manner 43,3 (100) 36,9 (100)

Frauen 56,7 (131) 63,1 (171)

Alter, Jahre 64,3 (9,4) 62,3 (11,6) 0,16
Operation, % 0,81
Huft-TEP 81,8 (189) 82,7 (224)

Knie-TEP 18,2 (42) 17,3 (47)

vorherige Heparinreexposition, <0,01
%

ja 57,6 (133) 45,4 (123)

nein 32,9 (76) 50,3 (137)

keine Angabe 9,5 (22) 4,1 (11)

TEC vor stationaren Aufenthalt 0,08
ja 11,3 (26) 6,6 (18)

nein 87,4 (202) 90,4 (245)

keine Angabe 1,3 (3) 3,0 (8)

BMI, kg/m* 29,0 (4,8) 28,4 (5,0) 0,20

UFH =unfraktioniertes Heparin ; NMH =niedermolekulares Heparin; TEP = Totalendoprothese ;
TEC=thromboembolische Komplikation. Kontinuierliche Parameter wurden als Mittelwert
(Standardabweichung) dargestellt. *die Gruppe mit ,keine Angabe“ wurde nicht in die
Signifikanztestung eingeschlossen. Durchgefiihrt wurden der X*-Test fur nominalskalierte
Parameter und Mann-Whitney-U-Test flir kontinuierliche Parameter.

Die beiden Studiengruppen unter der Thromboseprophylaxe mit UFH und NMH
sind gleichverteilt. Mindestens einmal Kontakt mit einem Heparin hatten 57,6%
der Patienten der UFH-Gruppe und 45,4% der Patienten der NMH-Gruppe vor
dem untersuchten stationédren Aufenthalt. Zudem hatten bereits 11,3% der UFH-
Patienten und 6,6 % der NMH-Patienten eine thromboembolische Komplikation
vor dem Untersuchungszeitpunkt gehabt. In Abbildung 4 und Tabelle 11 ist eine
Unterteilung der einzelnen Altersgruppen unter UFH und NMH dargestellt. Der
Anteil der Gruppe der 60 bis 79-jahrigen Frauen ist in beiden Studiengruppen
gegenuber dem Anteil der Manner sowie der nicht 60 bis 79-jahrigen erhdht. Das

Ergebnis ist jedoch nicht signifikant (p=0,8).
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Tabelle 11: Verteilung der Altersgruppen unter der Thromboseprophyaxe mit UFH
und NMH

Altersgruppen, % UFH NMH p= 0,08
20-39 1,3 (3) 4,4 (12)
40-49 4,8 (11) 8,9 (24)
50-59 21,2 (49) 19,6 (53)
60-69 44,2 (102) 39,5 (107)
70-79 25,5 (59) 22,5 (61)
> 80 3,0 (7) 5,2 (14)
267
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Abbildung 4: Geschlechtsspezifische Altersverteilung der beiden

Patientengruppen
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5.2  Stationarer Verlauf
5.2.1 Ubersicht aller thromboembolischen Komplikationen im Studienzeitraum

In Tabelle 12 sind alle 17 Patienten mit einer stationdren thromboembolischen
Komplikation bis zum 16. postoperativen Tag dargestellt. Bei 12 Patienten wurde
eine HIT Il diagnostiziert. 5 Patienten erlitten ein thromboembolisches Geschehen
anderer Genese.

Tabelle 12: Auflistung aller thromboembolischen Komplikationen im
Studienzeitraum

Pat-ID Antikoagulation Op-Art Ereignis Ereignistag
68 UFH Huft-TEP BVT+Tcp 8
156 UFH HUft-TEP BVT+Tcp 10
219 UFH Huft-TEP BVT+Tcp 20 (BVT)
Tcp zwischen Tag 6
& 11
139 UFH HUft-TEP Tcp 2
159 UFH Huft-TEP Tcp 8
168 UFH Huft-TEP Tcp 8
194 UFH Huft-TEP Tcp 12
34 UFH Knie-TEP Tcp 8
98 UFH Knie-TEP Tcp 8
69 UFH Huft-TEP LE 15
231 UFH Huft-TEP BVT 8
85 UFH Knie-TEP LE 7
205 UFH Huft-TEP BVT+LE 10
84 UFH Huft-TEP LE,verstorben 1
Tag 13
392 NMH Huft-TEP ACS 7
109 UFH Huft-TEP LE, 10
verstorben
Tag 11
424 NMH Knie-TEP kardialer Schock 2

UFH = unfraktioniertes Heparin ; NMH = niedermolekulares Heparin ; BVT= Beinvenenthrombose,
LE= Lungenembolie, ACS= akutes Koronarsyndrom, Tcp= Thrombozytopenie
5.2.2 Inzidenz einer HIT Il unter unfraktionierten und niedermolekularen

Heparinen

Beim Verdacht auf eine HIT erfolgte die Antikbrpersuche am Tag des Auftretens
der thromboembolischen Komplikation in beiden Standardtestverfahren (HIPA und
PF4/Heparin-ELISA). Zwolf von 231 (5,19%) Patienten (2 Manner, 10 Frauen),
welche unfraktioniertes Heparin zur Thromboseprophylaxe erhielten, entwickelten

Symptome, die haufig mit einer HIT assoziiert sind. Der mittlere BMI betrug
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31,33+ 4,56 bei den betroffenen Frauen und 27,29 + 2,88 bei den betroffenen
Mannern. Von den HIT-Patienten gehdrten 11/12 (91,66 %) zu der Altersgruppe
der 60 bis 79-jahrigen.

Aus der Studiengruppe der 271 NMH-Patienten ist bei keinem Patienten eine HIT
Il diagnostiziert worden.

Somit konnte eine Inzidenz der HIT Il unter postoperativer UFH-
Thromboseprophyaxe nach Hochrisikooperation von 5,19 % und unter NMH-

Prophylaxe von 0 % nachgewiesen werden.

Differenzierung der HIT-Symptomatik unter UFH

Bei einem Patienten wurde eine isolierte tiefe Beinvenenthrombose (8,33%), bei 2
Patienten eine isolierte Lungenthrombembolie (16,66%), bei 6 Patienten eine
isolierte  Thrombozytopenie (50%) und bei weiteren 3 Patienten eine tiefe
Beinvenenthrombose in zeitlichem Zusammenhang mit einer Thrombozytopenie

(25%) diagnostiziert. Tabelle 13 zeigt die Zusammenhénge.
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Tabelle 13: Darstellung der Patientencharakteristika und HIT-Symptome unter der
Prophylaxe mit UFH

Pat- Heparin- Frihere Tag des HIT-

ID w/m Alter BMI reexposition TEC ELISA HIPA Auftretens Symptom
85 w 69 352 ja nein p p 7 LE

69 w 74 29,1 ja nein n p 15 LE

139 w 69 248 ja nein p p 2 Tcp

156 w 65 32,9 ja nein p p 10 BVT+Tcp
68 w 70 238 ja nein kM p 8 BVT+Tcp
219 m 64 29,3 nein nein p p 20 BVT+Tcp
194 m 62 253 ja ja n p 12 Tcp

98 w 72 33,1 ja ja kM p 8 Tcp

168 w 66 26,0 nein nein p p 8 Tcp

159 w 58 35,1 ja nein p p 8 Tcp

34 w 64 355 ja nein p p 10 Tcp
231w 76 35,8 ja nein p p 8 BVT

m-mannlich, w-weiblich, p-positiv,n-negativ, km-kein ausreichendes Material verfligbar, Tcp-
Thrombozytopenie, BVT-Beinvenenthrombose, LE-Lungenembolie. Unter NMH wurde keine HIT
nachgewiesen.

Interessanterweise gaben 10/12 (83,3%) der betroffenen Patienten bereits eine
Heparinreexposition in der Vergangenheit an. Frihere thromboembolische

Komplikationen waren bei zwei HIT-Patienten bekannt.

Zeitpunkt des Auftretens thromboembolischer Komplikationen unter einer HIT Il

Zwischen Tag 6 und Tag 12 nach Beginn der Heparintherapie kam es gehauft
zum Auftreten einer Heparin-induzierten Thrombozytopenie Typ Il (Median 8,5,
SA 4,48 Tage, Varianz 20,08 Tage). Das Minimum betrug 2 und das Maximum 20
Tage. 41,7% der Patienten erlitten am Tag 8 das thromboembolische Geschehen.

In Abbildung 5 ist der Zeitpunkt des Auftretens einer HIT grafisch dargestellt.
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Abbildung 5: Ereignis—Zeit-Diagramm bei HIT Il

5.2.3 Thromboembolische Komplikationen ohne Nachweis von HIT-Antikérpern

Wie in Tabelle 14 zu sehen ist, wurden wahrend des gesamten stationaren
Aufenthaltes bei 6 (3,03%) UFH-Patienten (1 Mann, 5 Frauen) und 2 NMH-
Patientinnen (0,73%) thromboembolische Komplikationen beobachtet, ohne dass
Antikdrper in einem funktionellen oder antigenspezifischen Testsystem
nachgewiesen werden konnten.

Beobachtet wurden 3 isolierte Venenthrombosen (37,5%), 1 Venenthrombose mit
Lungenembolie (12,5%), 2 Lungenembolien ohne periphere Thrombose (25%), 1
instabile Angina pectoris (12,5%), und 1 kardialer Schock mit fraglicher

thrombogener Genese (12,5%).
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Tabelle 14: Zusammenstellung der Patientencharakteristika von Patienten mit
thromboembolischen Komplikationen ohne nachgewiesene HIT Il

Pat— Heparin- Frihere Tagdes TEC-
ID w/m Alter BMI reexposition TEC Antikoagulation Auftretens Art
424 w 68 25,8 ja nein NMH 2 KS
392 w 71 343ja nein NMH 7 ACS
84 W 72 23,2 kKA ja UFH 15 LE
109 w 62 394 ja ja UFH 9 LE
205 w 69 312]a nein  UFH 10 v
29 m 51 29,8 ja ja UFH 20 BVT
204 w61 345ja ja UFH 18 BVT
2 W 58 28,2 ja nein UFH 17 BVT

Legende: m-méannlich, w-weiblich, p-positiv, n-negativ, kA-keine Angabe, Tcp-Thrombozytopenie,
BVT-Beinvenenthrombose, LE-Lungenembolie, KS-Kardialer Schock, ACS-Akutes
Koronarsyndrom.

Auffallend war, dass 7 von 8 Patienten (87,5%) eine Heparinreexposition angaben
und sogar 4 von 8 (50%) ein frilheres thromboembolisches Geschehen.

Zu der Gruppe der 60 bis 79-jahrigen gehérten 6 von 8 Patienten (75%). Sieben
von 8 Patienten (88%) waren weiblich. Eine zeitliche H&ufung der klinischen
Ereignisse zeigte sich nicht (Median 11,0 Tage, SA 5,65 Tage, Varianz 31,95
Tage). Das Minimum betrug 2 und das Maxiumum 20 Tage (Abbildung 6).

Anzahl TEC-Falle ohne HIT
MNachweis

| I | I I | I I ] I | I I | I I | I | I
1 2 3 45 6 7 8 9101121314 151617 18 19 20
Tage postoperativ
Abbildung 6: Ereignis—Zeit-Diagramm von thromboembolischen Komplikationen

ohne HIT-AK- Nachweis
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5.2.4 Vergleich von HIT-Patienten mit symptomatischen Non-HIT-Patienten

Eine HIT tritt wahrend des stationaren Aufenthaltes mit 2,4 % bezogen auf die
Gesamtstudienpopulation prozentual haufiger auf als thromboembolische
Komplikationen ohne nachgewiesene HIT-Antikdrper (1,6%). Frauen sind mit 83,3
% an der HIT und mit 87,5 % an thromboembolischen Komplikationen ohne HIT-
Antikdrpernachweis beteiligt. Auch lasst sich in beiden Gruppen eine hohe
Heparinreexpositionsrate von 83,3 % bei der HIT und 75 % bei der TEC ohne HIT-
Antikdrper nachweisen. Ein Unterschied zeigt sich jedoch im Auftreten von
thromboembolischen Komplikationen vor dem stationaren Aufenthalt. Wahrend
bei den HIT-Patienten nur bei 16% vor dem stationaren Aufenthalt eine TEC
bekannt war, hatten 50% der Patienten mit thromboembolischen Komplikationen

ohne HIT-Antikorper frihere thromboembolische Komplikationen (Tabelle 15).

Tabelle 15: Vergleich von Patienten mit HIT+TEC und Patienten mit TEC ohne
HIT-Nachweis

Charakteristika HIT TEC ohne HIT
(N=12) (N=28)

Geschlecht, % (n)

Manner 16,7 (2) 12,5 (1)

Frauen 83,3 (10) 87,5 (7)

Alter, Jahre 67,4 (5,2) 64,0 (7,3)

Operation, %

Huft-TEP 75,0 (9) 87,5 (7)

Knie-TEP 25,0 (3) 12,5 (1)

vorherige Heparinreexposition, %

ja 83,3 (10) 75,0 (6)

nein 16,7 (2) 12,5 (1)

keine Angabe 0 (0) 12,5 (1)

TEC vor stationaren Aufenthalt

ja 16,66 (2) 50,0 (4)

nein 91,7 (11) 50,0 (4)

BMI, kg/m® 30,7 (4,5) 30,8 (5,2)

UFH =unfraktioniertes Heparin ; NMH =niedermolekulares Heparin; TEP = Totalendoprothese ;
TEC =thromboembolische Komplikation. Auf Grund der niedrigen Fallzahlen ist ein statistisches
Testverfahren nicht aussagekraftig anwendbar.
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5.2.5 Auftreten von HIT- Antikbrpern bei asymptomatischen Patienten

Von 482 asymptomatischen Patienten mit Probeneingang am 16. postoperativen
Tag erfolgte ein Antikérperscreening im HIPA-Test und im PF4/Polyanionen-
ELISA mit Modifikation. Vollstandige Ergebnisse im HIPA-Test lagen fur 422
Patienten vor, im PF4/Polyanionen-ELISA mit Modifikation flr 411 Patienten.

Ein positives HIPA-Ergebnis entwickelten 5,9% (25/422) der asymptomatischen
Patienten (Manner: 4,5%, Frauen: 1,4%), unabh&ngig davon, ob diese Patienten
UFH oder NMH zur Thromboseprophylaxe erhielten (Tabelle 16). Differenziert
man nun die UFH-Gruppe von der NMH-Gruppe, dann zeigt sich in der UFH —
Gruppe ein signifikanter Unterschied in Bezug auf Geschlecht und Nachweis
eines positiven HIPAs (p< 0,01). Im Vergleich zu den Frauen hatten Manner eine
5-fach erhohte Wahrscheinlichkeit, im HIPA positiv auf Antikbrper getestet zu
werden. Berechnet man den Einfluss von Alter und BMI mit, dann steigt die
Wahrscheinlichkeit mit zunehmenden Alter und BMI auf das 7-fache (Tabelle 16).
Des Weiteren besteht bei den UFH-Patienten ein Zusammenhang zwischen
vorausgegangener Heparinreexposition und einem positiven HIPA-Test (p=0,02).
Auffallend viele Patienten, die eine HIT entwickelt haben, erhielten bereits zu
einem friheren Zeitpunkt Heparin.

Frihere thromboembolische Komplikationen, Alter, BMI und Operationsart haben
bei den UFH-Patienten keinen Einfluss auf die Exprimierung von HIT-Antikérpern
sowohl im HIPA als auch im ELISA nicht (Tabelle 17).
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Tabelle 16:Nachweis von HIT-Antikdrpern mittels HIPA in Bezug auf Geschlecht
und Heparinart.

OR (95%-KI) fur

HIPA, % (n/N) positiven HIPA
positiv negativ p* unadjustiert adjustiert fur
Alter und BMI
Geschlecht <0,01
Manner 4.5 36,7 4,94 6,94
(19/422) (155/422) (1,93; 12,66) (2,46; 19,59)
Frauen 1,4 57,3 Referenz Referenz
(6/422) (242/1422)
Heparin-Art 0,40
UFH 3,1 40,8 1,42 1,56
(13/422) (172/422) (0,63; 3,18) (0,68; 3,61)
NMH 2,8 53,3 Referenz Referenz

(12/422) (225/422)

UFH = unfraktioniertes Heparin ; NMH = niedermolekulares Heparin; OR = Odds ratio; KI =
Konfidenzintervall. *X?-Test.

Tabelle 17: Vergleich von UFH-Patienten im HIPA bzw. im modifizierten
PF4/Polyanionen-ELISA (n = 184).

HIPA ELISA
Charakteristika negativ  positiv p negativ positiv p
Geschlecht, % (n) <0,01 0,86
Manner 43,3 (74) 92,3 (12) 46,2 (66) 48,8 (20)
Frauen 56,7 (97) 7,7 (1) 53,8 (77) 51,2 (21)
Alter, Jahre 64,0 (9,8) 66,3(7,8) 0,41 650(9,4) 61,0(10,3) 0,05
Operation, % 0,98 0,49
Huft-TEP 81,9 (140) 84,6 (11) 83,2 (119) 78,0(32)
Knie-TEP 18,1 (31) 15,4 (2) 16,8 (24) 22,0 (9)
vorherige Heparin- 0,02 0,57
reexposition, %
ja 52,6 (90) 92,3 (12) 54,5 (78) 58,5 (24)
nein 38,6 (66) 7,7 (1) 37,8(54) 31,7 (13)
keine Angabe 8,8(15) 0(0) 7,7 (11) 9,8 (4)
TEC vor 0,62 0,01
stationaren
Aufenthalt
ja 10,5 (18) 0 (0) 12,6 (18) 0(0)
nein 89,5 (153) 100,0 (13) 87,4 (125) 100,0 (41)
BMI, kg/m® 29,0 (5,0) 27,7 (3,00 0,37 28,9(4,9 29,2(52) 094

Fur 29 Patienten der 213 UFH Gruppe lagen keine Testergebnisse fur HIPA oder ELISA vor. UFH
=unfraktioniertes Heparin ; NMH= niedermolekulares Heparin; TEP = Totalendoprothese ; TEC
=thromboembolische Komplikation. Durchgefihrt wurden der X?-Test fur nominalskalierte
Parameter und Mann-Whitney-U-Test flir kontinuierliche Parameter.
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Im PF4/Polyanionen-ELISA wurden insgesamt bei 14,6% (60/411) aller Patienten
(Méanner: 6,8%, Frauen: 7,8%) Antikorper, unabhangig von der Heparinart,
nachgewiesen. Im ELISA ist dieser Unterschied zwischen den Geschlechtern
nicht signifikant (p= 0,22). Es besteht eine 3-fach erhéhte Wahrscheinlichkeit (p=
<0,01), Antikérper im ELISA zu entwickeln, wenn Patienten UFH statt NMH zur
Thromboseprophylaxe erhalten (Tabelle 18).

In der NMH-Gruppe zeigen sich weder im ELISA noch im HIPA
geschlechtsspezifische Unterschiede. Auch der Einfluss des Alters, des BMIs oder
frihere Heparingaben sind nicht signifikant. Auffallend ist jedoch, dass unter
NMH-Prophylaxe bei signifikant mehr Patienten mit einem positiven HIPA-Test
schon frihere thromboembolische Komplikationen bekannt waren (25%, p= 0,03).
Im ELISA findet sich dieser Unterschied mit p= 0,99 nicht. Es zeigt sich auch,
dass asymptomatische Patienten mit einem positiven ELISA im Durchschnitt
etwas junger sind (p=0,05) und einen héheren BMI (p=0,94) haben als Patienten
mit einem negativen ELISA oder einem positiven HIPA (Tabelle 19). Die

Unterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant.
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Tabelle 18: Nachweis von HIT-Antikérpern mittels ELISA in Bezug auf Geschlecht
und Heparin-Art.

ELISA, % (n/N) OR (95%-K]) fiir
positiven ELISA
positiv negative p* unadjustiert adjustiert fur
Alter und BMI
Geschlecht 0,41
Manner 6,8 35,0 1,26 1,09
(28/411) (144/411) (0,73; 2,18) (0,61; 1,95)
Frauen 7,8 50,4 Referenz Referenz
(32/411) (207/411)
Heparin-Art <0,01
UFH 10,0 34,8 3,14 3,42
(41/411) (143/411) (1,75; 5,63) (1,88; 6,22)
NMH 4,6 50,6 Referenz Referenz

(19/411) (208/411)

UFH = unfraktioniertes Heparin ; NMH = niedermolekulares Heparin; OR = Odds ratio; KI =
Konfidenzintervall. *X?-Test.

Tabelle 19: Vergleich von NMH-Patienten im HIPA bzw. modifizierten
PF4/Polyanionen-ELISA (n = 227).

HIPA ELISA
Charakteristika negativ.  positiv p negativ. positiv p
Geschlecht, % (n) 0,22 0,81
Manner 36,7 (79) 58,3 (7) 37,5(78) 42,1 (8)
Frauen 63,3 (136) 41,7 (5) 62,5 (130) 57,9 (11)
Alter, Jahre 62,3 63,2 (12,1) 0,88 62,6 59,4 (5,2) 0,31
(11,2) (11,0)
Operation, % 0,47 0,14
Huft-TEP 80,5 (173) 91,7 (11) 79,8 (166) 94,7 (18)
Knie-TEP 19,5 (42) 8,3(1) 20,2 (42) 5,3(1)
vorherige Heparin- 0,76 0,33
reexposition, %
ja 44,2 (95) 33,3 (4) 44,7 (93) 31,6 (6)
nein 52,6 (113) 58,3 (7) 51,9 (108) 63,2 (12)
keine Angabe 83,3(7) 8,3(1) 3,4 (7) 5,3(1)
TEC vor 0,03 0,99
stationaren
Aufenthalt
ja 10,5 (12) 25,0 (3) 6,7 (14) 5,3(1)
nein 89,5 (199) 66,7 (8) 90,9 (189) 94,7 (18)
keine Angabe 1,9 (4) 8,3 (1) 2,4 (5) 0 (0)
BMI, kg/m” 28,7 (4,9) 25,8 (4,9 0,08 28,7 (4,9) 27,3 (5,0) 0,29

Fur 42 Patienten der 269 UFH Gruppe lagen keine Testergebnisse fur HIPA oder ELISA vor. UFH =
unfraktioniertes Heparin; NMH= niedermolekulares Heparin; TEP = Totalendoprothese; TEC =
thromboembolische Komplikation. Durchgefihrt wurden der X?-Test fur nominalskalierte Parameter
und Mann-Whitney-U-Test fiir kontinuierliche Parameter.
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5.2.6 Mortalitat

Aus der Gruppe der Patienten, welche UFH zur Thromboseprophylaxe erhielten,
verstarben 3 Patienten postoperativ wahrend des stationédren Aufenthaltes (1
Mann, 2 Frauen). Bei 2 Patienten konnten keine Heparin-Antikbrper am Tag 16
bestimmt werden, da der Todeszeitpunkt vor Tag 16 lag und keine
Materialeinsendung erfolgte. Bei dem dritten Patienten war die HIT-Diagnostik
negativ.

Aus der Gruppe der NMH-Patienten starb eine Patientin postoperativ. Bei dieser
Patientin konnte keine HIT-Diagnostik durchgefuhrt werden, da keine
Materialeinsendung erfolgte. 5 Patienten starben nach dem Follow-up von 6
Monaten poststationar. In Tabelle 20 findet sich eine Zusammenstellung der

Todesfalle.
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Tabelle 20: Zusammenstellung der Todesfalle bezogen auf den Todeszeitpunkt.

Pat-IDw/m Geb.-dat HIPA ELIS Op-Art Antiko- Todesursache/
A agulation Todeszeitpunkt

stationar vor Tag 16

84 w  05.04.1924 kM kM  Huoft- UFH Lungenembolie
TEP +akutes Rechtsherz-
versagen
109 w  29.05.1934 n n Huft- UFH Lungenembolie
TEP
424 w  09.04.1928 kM kM Knie- NMH Keine Information
TEP
zwischen Tag 16 und 6 Monate postoperativ
220 m  02.11.1937 n n Huft- UFH Auf Innere-ITS
TEP verstorben
nach 6 Monaten postoperativ
118 w  30.04.1917 n p Knie- UFH Keine Info 4/98
TEP verstorben
123 w 17.06.1927 n n Knie- UFH Mai 98 nach TEP
TEP der Gegenseite
verstorben
128 w  12.01.1924 n n Huft- UFH Keine Information
TEP Fragebogen als
verstorben gemeldet
zurlck
166 w  03.01.1922 n p Knie- UFH Verstorben April 98
TEP
139 w  10.02.1927 p p Huft- UFH 11/97 verstorben;
TEP Aufenthalt 8/96 HIT

mit Lungenembolie/
Thrombozytopenie

n= negativ, p= positiv, km= keine Materialeinsendung, m=ménnlich, w= weiblich

5.3 Poststationarer Verlauf bis 6 Monate postoperat  iv

Alle Patienten, die wahrend des stationaren Aufenthaltes keine HIT Il entwickelt
hatten, wurden in die prospektive Studie zur Erfassung der Inzidenz
thromboembolischer Komplikationen in einem Zeitraum bis zu 6 Monaten
poststationar eingeschlossen. Alle Patienten erhielten per Brief einen Fragebogen,
so dass Daten Uber den poststationaren Verlauf zusammengetragen werden
konnten. Fragebdgen wurden bei fehlender Rickantwort wiederholt verschickt
oder Informationen telefonisch erfragt.

Letztendlich konnten Informationen bezlglich des poststationdren Verlaufs von
419/485 (86,39%) Patienten ausgewertet werden.
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5.3.1 Anschlussheilbehandlung und H&auslichkeit

Von diesen 416 bisher asymptomatischen Patienten wurden im poststationaren
Verlauf 284 Patienten (67%) mit einem niedermolekularem Heparin
weiterbehandelt, 1 Patient mit einem UFH, 7 Patienten mit Falithrom und 6 mit
ASS. Von 26 Patienten konnte nicht sicher eruiert werden, wie sie poststationar
antikoaguliert wurden. 95 Patienten gaben an, dass sie keine
Thromboseprophylaxe poststationar bekamen.

Im Mittel erhielten die Patienten 29,2 Tage Heparin zur Thromboseprophylaxe mit
einer Varianz von 21,2 Tagen. Von den 416 Patienten gaben 349 Patienten im
Fragebogen an, postoperativ eine intensive physiotherapeutische Therapie
erhalten zu haben. Im Mittel gaben die Patienten 31,5 Tage bis zum Erreichen der
Vollmobilisation mit einer Varianz von 30,9 Tagen an. In Abbildung 7 und

Abbildung 8 sind diese Ergebnisse dargestellt.
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Dauer der Heparintherapie

100
80
= 60
=
S
E 40+
20
O o bis 9
'SZ 110 bis 19 | 20 bis 29 | 30 bis 39 | 40 bis 49
Tage
B Manner 45 25 25 23 27
W Frauen 40 42 42 37 49

Abbildung 7: Dauer der Heparintherapie poststationar in Tagen

100+

Anzahl (n)

Dauer bis zur Volimobilisation

ObISS 11 bis 19 | 20 bis 29 | 30 bis 39 | 40 bis 49
Tage

H Manner 32 14 12 4 58

W Frauen 67 25 17 8 68

43

Abbildung 8: Dauer der Vollmobilisation poststationar in Tagen
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5.3.2 Poststationar aufgetretene thromboembolische Komplikationen

In der UFH-Studiengruppe konnten bei 1,29% der Patienten (2 Manner, 1 Frau)
poststationar eine thromboembolische Komplikation nachgewiesen werden. In der
NMH- Studiengruppe traten bei 1,4% der Patienten (3 Manner, 1 Frau)
thromboembolische Komplikationen auf.

Von den asymptomatischen Patienten, welche stationdr im HIPA oder im
modifizierten PF4/Polyanionen-ELISA positiv getestetet wurden, entwickelte
keiner im poststationaren Bereich eine thromboembolische Komplikation. In
Tabelle 21 sind die poststationar auffalligen Patienten mit ihren Komplikationen

zusammengefasst.

Tabelle 21: Auflistung der Patienten mit thromboembolischen Komplikationen
poststationar bis zum Zeitpunkt 6 Monate postoperativ.

Pat-lD m/w  Alter HIPA ELISA Op-Art g'r?pa””' Komplikation
40 m 49 n n HT  UFH LE

98 w 75 n n KT  UFH BVT

275  m 79 n n KT  UFH BVT

357 m 65 n n HT  NMH  BVT

582 m 64 n n HT  NMH  BVT

501 m 58 n n HT  NMH  BVT/PTS
631  w 69 n km HT NMH  BVT

n=negativ, km=kein Material, m=m&nnlich, w=weiblich,LE-Lungenembolie, BVT-
Beinvenenthrombose, PTS-postthrombotisches Syndrom, HT-HUft-TEP, KT-Knie-TEP

5.4  Labormethoden zum Nachweis von HIT-Antikdrpern

Alle Patienten wurden im HIPA-Test, im PF4/Polyanionen-ELISA mod und im
polyspezifischen PF4/Heparin-ELISA untersucht. In diesem Kapitel wird zunachst
auf die Testentwicklung und Testvalidierung einer Modifikation des
PF4/Polyanionen-ELISA (GTI) eingegangen mit dem Ziel nach mehrjahriger
Lagerung verborgene Antikorper in urspringlich positiven Patientenseren wieder

nachweisen zu kdnnen.

5.4.1 Testvalidierung des PF4/Polyanionen-ELISA (GTI) mit Modifikation

Auf Grund der Beobachtung, dass HIT-Antikérper nach 2 -jahriger Lagerung von

Patientenseren bei —70C haufig nicht mehr nachweis bar waren, erfolgte die

44



Ergebnisse

Entwicklung einer Methode zum Nachweis von HIT-Antikbrpern auch nach
langerer Lagerungszeit. Hierbei sollten die Extinktionen ahnlich hoch sein, wie bei
der Ausgangsuntersuchung im frischen Serum. Die Seren wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut und anschlieBend sofort verarbeitet. Es wurden die
Inkubationzeit und die Inkubationstemperatur des PF4/Polyanionen-ELISA (GTI)
variiert (40min/37<C, 24h/4C, 36h/4C, 48h/4<C, 60 h/4<C). Zur Validierung des
Testes wurden vor Lagerung AntikOrper positive und negative Patientenseren
sowie Antikdrper negative Seren von gesunden Blutspendern getestet. Das
Testprinzip, Reagenzien, Materialien und die Auswertung entsprechen den
Standardbedingungen des PF4/Polyanionen-ELISA (GTI) wie unter Punkt 3.5.2.
Jedoch wird beim ersten Inkubationsschritt fir 60 Stunden bei 4° C im Dunkeln

inkubiert statt der tblichen 45 min bei Raumtemperatur.

Testevaluation:

Patientenseren: Im HIPA-Test und PF4/Heparin-ELISA (Stago) Antikorper positiv

getestete Seren von Patienten unter Heparintherapie wurden 2 Jahre bei - 70C
gelagert. Nach 2-jahriger Lagerung wurden diese Seren wiederholt im HIPA-Test,
PF4/Heparin-ELISA (Stago) und PF4/Polyanionen-ELISA (GTI) untersucht.

Kontrollgruppen: Als Kontrollgruppen wurden erstens 20 vor Lagerung negative
Seren im HIPA-Test und im PF4/Polyanionen-ELISA (GTI) von Patienten unter

Heparintherapie ohne HIT-Verdacht und zweitens 23 vor Lagerung negative
Seren von gesunden Blutspendern untersucht. Alle Seren der beiden
Kontrollgruppen wurden ebenfalls fur 2 Jahre bei -70C gelagert.

Resultat: Durch eine Verlangerung der Inkubationszeit im PF4/Polyanionen-ELISA
konnte ein Ansteigen der optischen Dichte beobachtet werden, wahrend die
negativen Kontrollen unterhalb des Cut off- Wertes blieben. Bei einer
Inkubationszeit von 60 Stunden und einer Inkubationstemperatur von 4T zeigten
10 von 12 Patienten eine deutliche Reproduzierbarkeit von HIT-Antikbrpern.

Die 43 negativen Kontrollseren (20 Seren von Patienten unter Heparintherapie
ohne nachweisliche HIT und 23 Seren von gesunden Blutspendern) sowie die
testinternen Negativkontrollen blieben negativ.

In Abbildung 9 ist die Inkubationszeit und die resultierende optische Dichte

dargestellt. Mit Zunahme der Inkubationszeit steigen die Extinktionen ebenfalls an.
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Abbildung 9: Nachweis von HIT-Antikérpern durch Veranderung der
Inkubationsbedingungen mit den daraus resultierenden optischen Dichten nach 2-

jahriger Lagerung der Seren

Auf Grund der Ergebnisse dieser Voruntersuchungen wurden alle Patientenseren

nach Lagerung im PF4/Polyanionen-ELISA mit Modifikation untersucht.

5.4.2 Ho6he der Extinktionen im PF4/Polyanionen-ELISAmod

Im Folgenden wurden Patientenseren vom Tag 16 (HIT-Patienten und Antikérper
positive Non-HIT-Patienten) hinsichtlich ihrer Extinktionen im PF4/Polyanionen-
ELISA mod miteinander verglichen. Es wurden mdgliche geschlechtsspezifische
Unterschiede und mdgliche Einflussfaktoren auf die Antikbrperexpression, wie
Gewicht, Operationsart, Heparinreexposition, und frihere thromboembolische
Komplikationen untersucht. Bei den HIT-Patienten fallen wesentlich hdhere
Reaktionsstarken auf (optischen Dichten zwischen 1,0 und 1,5 ) als bei Antikérper
positiven Non-HIT-Patienten (optische Dichten zwischen 0,7 und 0,9). Bei
Mannern konnten héhere optische Dichten beobachtet werden. Bei Antikorper
positiven  Non-HIT-Patienten finden sich diese geschlechtsspezifischen
Unterschiede nicht. Haben die Patienten schon friiher Heparin erhalten, zeigen
sich bei diesen Patienten leicht héhere optische Dichten. Vergleicht man die
Antikdrper positiven Non-HIT Patienten hinsichtlich der Heparinreexposition, so

findet man sogar ein signifikantes Ergebnis (p=0,03). Auf Grund der geringen
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Fallzahlen sind die Ergebnisse jedoch statistisch nicht aussagekréaftig genug

(Tabelle 22).

Tabelle 22: Vergleich der Hohe der optischen Dichten von Patienten mit positivem

PF4/Polyanionen-ELISA.

HIT Patienten

Non-HIT Patienten

N = 5* N = 60
n  optische n optische p
Dichte Dichte

Geschlecht 0,67
Manner 1 1,34 (-) 28 0,81 (0,36)
Frauen 4 1,10 (0,73) 32 0,79 (0,42)
Operation 0,08
Huft-TEP 4 1,32 (0,58) 50 0,75(0,33)
Knie-TEP 1 0,43 () 10 1,07 (0,58)
vorherige 0,03
Heparinreexposition
ja 3 1,29 (0,75) 30 0,90 (0,43)
nein 2 0,92 (0,58) 25 0,67 (0,25)
keine Angabe - - 5 0,84 (0,63)
TEC vor stationaren -
Aufenthalt
ja - - 1 1,25 (-)
nein 5 1,14 (0,64) 59 0,79 (0,39)
BMI 0,41
<30 kg/m* 2 0,92 (0,58) 39 0,73(0,28)
>30 kg/m” 3  1,29(0,75) 21 0,93 (0,53)

Mittelwert (Standardabweichung). *Keine Signifikanztestung aufgrund der geringen Fallzahl. "Die
Gruppe mit ,keine Angabe“ wurde nicht in die Signifikanztestung eingeschlossen. Mann-Whitney-U-

Test.
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6 Diskussion

Diese prospektive klinische Kohortenstudie erfasst die Inzidenz der HIT-
Antikdrper bei 502 orthopadischen Patienten unter der perioperativen
Thromboseprophylaxe mit unfraktioniertem- oder niedermolekularem Heparin
nach elektivem Huft- oder Kniegelenksersatz und deren Relevanz im weiteren
poststationaren  Bereich sowie die Inzidenz der Heparin-induzierten
Thrombozytopenie Typ II.

Des Weiteren beschéftigt sich die Studie mit dem serologischen Nachweis von
HIT-Antikorpern in funktionellen und antigenspezifischen Testverfahren sowie der
speziellen Problematik des Nachweises von Antikérpern in gelagerten

Patientenseren.

Inzidenz der HIT

Eine klinisch symptomatische HIT entwickelten in unserer Studie 5,19% der UFH-
Patienten. Dies liegt etwas hoher als in der Literatur angegeben. Andere Studien
zeigten bereits, dass bei orthopadisch-chirurgischen Patienten unter
Heparintherapie mit UFH ein hohes Risiko besteht, eine HIT mit
thromboembolischen Komplikationen zu entwickeln (2,5-3,0%, Ganzer et al.,
1999, Warkentin et al., 1995. In unserer Studie konnte bei keinem mit NMH
behandelten Patienten eine HIT nachgewiesen werden. Niedermolekulare
Heparine stellen im Vergleich zu unfraktionierten Heparinen eindeutig die
zuverlassigere postoperative Thromboseprophylaxe hinsichtlich einer Kklinisch
manifesten HIT dar (Warkentin et al., 1996, Nand et all., 1997, Wallis et al., 1999).
NMH haben im Vergleich zu UFH aufgrund ihres geringen Molekulargewichtes
und dem damit verbundenen geringeren Sulfatierungsgrad eine geringere Affinitat
zu PF4 (Holmer et al., 1980, Cadroy et al., 1989). Auch sind die PF4/NMH/IgG-
Komplexe kleiner und fihren weniger zu Quervernetzungen der FcyRlla-
Rezeptoren und damit zur Thrombozytenaktivierung als die grofReren
PF4/UFH/IgG-Komplexe. Aus diesem Grund tritt die HIT Il unter NMH- Therapie
wesentlich seltener auf als unter UFH- Therapie (Warkentin und Levine 1995,
Greinacher et al., 2006). Wahrend der prophylaktischen Gabe von NMH sinkt das
Risiko einer HIT Il unter 0,1%, wie auch in einer Studie von Lindhoff-Last et al.,

2002 beschrieben. Dies zeigten auch weitere Studien, in denen eine optimale
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Prophylaxe nach elektiver Gelenkoperation untersucht wurde (Planes et al., 1996,
Dahl et al., 1997, Hull et al., 2000, Eriksson et al., 1991).

In unserer Studie war auffallend, dass signifikant mehr Frauen eine HIT
entwickelten als Manner (11/12 Frauen, 91,66 %). Jedoch bilden deutlich mehr
Méanner als Frauen Antikérper gegen Heparin-PF4-Komplexe aus, ohne
Symptome zu entwickeln. Die Wahrscheinlichkeit fir Manner einen positiven
HIPA-Test zu entwickeln, ist im Vergleich zu den Frauen um das 5-fache erhoéht.
Weiterhin gaben von den HIT-Patienten 10/12 (83,3%) eine Heparinreexposition
an. Bei den HIT-Patienten, vorwiegend Frauen, gehorten 11/12 (91,66%) zu der
Altersgruppe der 60-79-jahrigen. Damit kénnen wir die Beobachtungen von
Warkentin bestéatigen, der ebenfalls in seinen Studien den Zusammenhang
zwischen Geschlecht, Heparinart und Patiententyp (Innere/Chirurgie) untersuchte
(Warkentin et al. 2006). Er zeigt mittels logistischer Regressionsanalyse, dass vor
allem Frauen aus chirurgischen Einrichtungen unter UFH ein erhohtes Risiko
aufweisen, eine HIT zu entwickeln (Frauen vs. Manner: OR 9,22 vs.1,83, p=0,20).
Demzufolge haben Frauen den groften gesundheitlichen Nutzen von einer

Thromboseprophylaxe mit NMH nach einem chirurgischen Eingriff.

HIT-Symptome

Bei 33,33% der HIT-Patienten trat eine isolierte Thrombozytopenie auf und bei
weiteren 41,66% ein thromboembolisches Ereignis mit Thrombozytopenie.
Thromboembolische Ereignisse ohne Thrombozytopenie traten bei 25 % der HIT-
Patienten auf. Dass eine HIT auch ohne Thrombozytopenie auftreten kann,
zeigten auch die Daten von Warkentin und Greinacher 2000. Demzufolge sollte
man mit der weiteren Diagnostik und Therapieumstellung nicht erst bis zum
Auftreten einer Thrombozytopenie warten, sondern diese bereits beim ersten
Verdacht einer thromboembolischen Komplikation unter einer laufenden
Heparintherapie durchgefiihrt werden. Hilfreich zur klinischen Diagnosesicherung
ist hierbei der 4T-Score (4 T's = Thrombocytopenia, Timing, Thrombosis and the
absence of oTher explanation(s) (Lo et. al., 2006).

Warkentin und Greinacher stellten eine Regel auf, die besagt:* Je ungewohnlicher
und schwerer die thromboembolische Komplikation bei Patienten unter
Heparintherapie erscheint, umso wahrscheinlicher ist die Ursache der

thromboembolischen Komplikation eine HIT* (Warkentin 2000).
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Tag des Auftretens einer HIT Il

Am héaufigsten wurde eine HIT Il in der Studie um den 8. postoperativen Tag
beobachtet. Es ist bekannt, dass haufig Komplikationen zwischen Tag 5 und Tag
14 nach Heparinstart auftreten (Warkentin et al., 1995, Warkentin et al., 2000,
Fabris und Luzatto et al.,, 2000). In diesem Zeitraum muss eine regelmafige
Thrombozytenzahlenkontrolle erfolgen. Bei einer Heparinreexposition innerhalb
der letzten 100 Tage kann der Zeitpunkt des Auftretens einer Thrombozytopenie
schon nach wenigen Stunden oder 1-2 Tagen liegen (Warkentin und Kelton 1998,
Kempf et al, 2000, Warkentin, 2001). Als Ursache fir den frihen
Thrombozytenabfall nach Heparinreexposition werden noch zirkulierende
Antikorper diskutiert (Warkentin und Kelton, 2001). In dieser Studie konnte trotz
der hohen Heparinreexpositionsrate dieses Phanomen in nur einem Einzelfall

beobachtet werden.

Inzidenz der HIT-Antikorper bei asymptomatischen Patienten

Prinzipiell kann man die HIT als ein Drei-Stufen-Modell beschreiben. Der erste
Schritt ist die Immunantwort (Bildung von HIT-Antikdrpern). Im zweiten Schritt
erfolgt die Thrombozytenaktivierung und verstarkte Thrombinbildung. Hiermit
verandert sich die urspringliche Immunreaktion hin zu einem prokoagulatorischen
Syndrom. Ob im dritten Schritt der prokoagulatorische Zustand zu einer
Thrombose fihrt, hdngt von den individuellen Eigenschaften des Patienten ab.
Nicht jeder Patient mit nachgewiesenen HIT-Antikdrpern ist auch klinisch
symptomatisch (Greinacher, 2003). Das Zusammenspiel von
Antikdrperkonzentration, Affinitdt und der Kklinischen Kondition des Patienten
erhohen das Risiko, eine klinisch symptomatische HIT zu entwickeln (Amiral und
Meyer, 2000, 2001).

In unserer Studie entwickelten 5,9% (25/422) der asymptomatischen Patienten
(Méanner: 4,5 %, Frauen: 1,4 %) im HIPA ein positives Ergebnis. Auffallig ist, dass
signifikant mehr Manner Antikérper im HIPA entwickelten als Frauen (p<0,001). Im
modifizierten PF4/Polyanionen-ELISA werden insgesamt bei 14,6% (60/411) der
asymptomatischen Patienten Antikorper nachgewiesen. Der Unterschied zwischen

den Geschlechtern ist jedoch nicht signifikant (6,8% Manner, 7,8% Frauen).
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Vergleicht man die Heparinarten miteinander, so findet man in der UFH-Gruppe
mehr Antikorper positive Patienten als in der NMH-Gruppe.

Die antigenspezifischen Testverfahren sind insgesamt sensitiver als das
funktionelle Nachweisverfahren (UFH: HIPA 3,1%, ELISA 10%; NMH: HIPA 2,8%,
ELISA 4,6 %). Diese Daten kdonnen durch frihere Studien zum Nachweis von HIT-
Antikérpern, z.B von Warkentin 1995 (UFH=7,8% vs NMH= 2,2%) bestatigt
werden.

Der Altersdurchschnitt und der mittlere BMI sind in beiden Studiengruppen gleich
verteilt. Es zeigt sich jedoch, dass asymptomatische Patienten mit einem positiven
ELISA im Durchschnitt etwas jinger sind (p=0,05) und einen héheren BMI haben
(p=0,9) als Patienten mit einem positiven HIPA.

In beiden Studiengruppen findet  sich eine auffallend hohe
Heparinreexpositionsrate mit bis zu 50 %.

In der NMH-Gruppe fallt weiterhin bei den asymptomatischen Patienten mit einem
positiven HIPA-Test eine hohe Rate an friheren thromboembolischen

Komplikationen mit bis zu 25 % auf.

Poststationarer Verlauf

Auf Grund der hohen Inzidenz der HIT-Antikorperexprimierung bei orthopadischen
Patienten wurde Uberlegt, alle Patienten vor Entlassung auf Antikérper zu
screenen und als Konsequenz gegebenfalls weiter alternativ zu antikoagulieren.
Das Risiko ohne weitere prophylaktische Antikoagulation eine tBVT zu entwickeln,
ist deutlich erhéht (6,3%), im Vergleich zur Studiengruppe derjenigen Patienten,
welche poststationar weitere 3 Wochen mit NMH prophylaktisch heparinisiert
wurden (1,3%). Der Nutzen einer Thromboembolieprophylaxe mit NMH bis zu 4
Wochen nach elektiven operativen Gelenkersatz ist inzwischen etabliert
(Haentjens et al., 2001, Cohen et al., 2001, Eikelooom et al., 2001, Hull et al.,
2001, 2000, Bergquist et al., 1996, Lassen et al 1998).

Von 87% der Patienten konnten wir Informationen beztiglich des poststationaren
Verlaufs im Zeitraum bis zu 6 Monaten postoperativ erhalten.

Von diesen wurden 67% mit einem niedermolekularem Heparin weiterbehandelt.
Im Mittel erhielten die Patienten 29,2 Tage Heparin zur Thromboseprophylaxe.
1,29% der UFH-Patienten und 1,4% der NMH -Patienten mussten poststationar
wegen einer thromboembolischen Komplikation behandelt werden. Auffallend war

hierbei, dass vor allem Méanner betroffen waren (5:2). Jedoch sind die hierfir
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resultierenden Patientenzahlen zu gering, um daraus Schlussfolgerungen
abzuleiten.

Bemerkenswert ist, dass kein einziger im HIPA- oder ELISA positiv getesteter
Patient poststationar eine thromboembolische Komplikation entwickelte. Trotz
HIT-Antikdrpernachweis und poststationarer prophylaktischer Weiterbehandlung
mit einem niedermolekularen Heparin besteht kein erhéhtes Risiko 6 Monate nach
dem Krankenhausaufenthalt eine thromboembolische Komplikation zu entwickeln.
Unsere Studie zeigt eindeutig, dass ein HIT-Antikbrperscreening bei
orthopadischen Patienten kurz vor Entlassung oder gegebenenfalls die
Umstellung auf eine alternative Antikoagulation bei positiven Antikdrpernachweis
nicht zu einer Reduzierung der Thromboserate poststationér beitragen wirde
(Marx et all., 1999, Chong et all., 1998). Es wuirde lediglich zu einem Anstieg der
Kosten fuhren.

Testmodifikation des PF4/Polyanionen-ELISA

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschaftigt sich direkt mit dem serologischen
Nachweis von HIT-Antikérpern. Im Rahmen der Vorbereitung der obengenannten
klinischen Studie fiel ein labortechnisches Phanomen auf. HIT-Antikdrper kénnen
bei wiederholten Untersuchungen im gleichen Testverfahren (PF4/Heparin-ELISA
und PF4/Polyanionen-ELISA) nach mindestens einjahriger Lagerung der Seren
bei -70C ihre Reaktivitat verlieren. In einem funk tionellen Test, wie dem HIPA-
Test sind nach Lagerung der Seren bei —70T weiter hin Antikdrper nachweisbar,
nicht jedoch in einem antigenprasentierenden Testsystem. Durch die Veranderung
der Inkubationszeit und Veranderung der Inkubationstemperatur auf 60h/4C
wurde eine Moglichkeit gefunden, auch im PF4/Polyanionen-ELISA vergleichbare
Testergebnisse der Patientenseren vor und nach Lagerung zu erzielen. Ein Grund
ist moglicherweise, dass das PF4 im Serum wahrend der Lagerung denaturiert.
PF4 stellt die Antigenbindungsstelle dar. Daran kénnen HIT-Antikorper binden,
nachdem die Seren auftauen. Durch eine verlangerte Inkubationszeit konnen die
HIT-AntikOrper statt am Serum- PF4 vermehrt an den PF4/Polyanionen-
Komplexen an der Mikrotiterplatte des Testsystems binden. Mdglich ist dies durch
eine hohere Bindungsaffinitat oder durch eine Konformationsanderung des
ursprunglichen PF4-Molekils. Ein Beweis fir diese Hypothese ist die erhalten

gebliebene Reaktivitat der HIT-Seren im funktionellen HIPA-Test. Die gebildeten
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Immunkomplexe vernetzen scheinbar noch die Fcy-Rezeptoren der
Thrombozyten. Dieser Effekt ist vermutlich als ein rein in-vitro Phdnomen zu
betrachten, muss jedoch bei der Durchfuhrung und Interpretation von
experimentellen Studien zur Erfassung der Inzidenz von HIT-Antikdrpern in
gelagerten Seren in Betracht gezogen werden.

Prinzipiell ist die Kombination eines funktionellen Testverfahrens mit einem
antigenprasentierenden Test in Hinblick auf die Vorhersagegenauigkeit fir eine
manifeste HIT zu empfehlen (Greinacher et al., 1994, Warkentin und Sheppard,
1999, Warkentin 2000).

Hohe der Extinktionen im ELISA

Betrachtet man den PF4/Polyanionen-ELISA hinsichtlich der Ho6he der
Extinktionen, findet man einige Auffalligkeiten. HIT-Patienten haben
durchschnittlich hohere Reaktionsstarken (optische Dichte 1,0-1,5) als Antikdrper
positive Non-HIT-Patienten (optische Dichte 0,7-0,9). Antikdrperpositive Non-HIT-
Patienten mit einer Heparinreexposition zeigen ebenfalls hohere optische Dichten
im Vergleich zu der Gruppe, welche vorher noch kein Kontakt mit einem Heparin
hatte (p=0,03).

Dies bestéatigen auch Daten von Warkentin 2008, welcher die Hohe der optischen
Dichten im ELISA und die Korrelation mit dem SRA vergleicht. Er beschreibt, je
hoher die Reaktionsstarke im ELISA (>1,4) ist, desto haufiger ist auch der SRA
positiv und damit die Wahrscheinlichkeit, eine HIT zu entwickeln.

Altunas untersuchte ebenfalls die Hohe der optischen Dichten von 94 HIT-
Patienten mit und ohne Thrombose. Er zeigt in seiner Studie, dass vor allem HIT-
Patienten, die auch thromboembolische Komplikationen entwickelten, hdhere
Reaktionstarken aufweisen als HIT-Patienten ohne Thrombose (Altunas et al.
2008).

Die Hohe der Reaktionsstarke im ELISA (> 1,5nm) kann also als ein wichtiger
positiv pradiktiver Marker fur eine drohende HIT mit Thrombose herangezogen
werden. Hierbei sollten in jedem Fall frische, nicht gefrorene Seren in einem
herkdbmmlichen ELISA-Testsystem verarbeitet werden.

Werden Seren verwendet, die bei — 70C gelagert wurden, so sollten die

Testergebnisse generell kritisch betrachtet werden.
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Schlussfolgerung und Ausblick

1. Unter der Thromboseprophylaxe mit NMH ist in dieser Studie keine HIT 1l
nachweisbar. Damit erweist sich NMH im Vergleich zu UFH als die geeignetere
postoperative Thromboseprophylaxe.

2. Die am 16. postoperativen Tag nachgewiesenen HIT-Antikérper (UFH> NMH)
haben keinen Einflu@ auf die Ausbildung von thromboembolischen
Komplikationen im Zeitraum bis zu 6 Monaten nach einer orthopadischen
Operation. Ein postoperatives stationares Screening auf HIT-Antikorper ist
demzufolge nicht sinnvoll.

3. In dieser Studie entwickeln Manner haufiger HIT-Antikorper als Frauen. Frauen
mit HIT-Antikorpern entwickeln jedoch haufiger eine HIT II.

4. Bei den HIT-Patienten wurde in dieser Studie ein durchschnittlicher BMI von 30
beobachtet und ein erhohtes Lebensalter zwischen 60-79 Jahren. Beide Faktoren,
Adipositas und hoheres Lebensalter, stellen zusatzliche Risikofaktoren fir
thromboembolische Komplikationen dar.

5. Als Risikofaktoren fir das Auftreten einer HIT mit thromboembolischen
Komplikationen sind Heparinreexposition und bereits friihere thromboembolische
Komplikationen nachgewiesen worden.

6. Thrombozytenzahlen sollten unter Heparintherapie weiterhin regelmafRig
kontrolliert werden.

7. Zur weiteren Klinischen Diagnosesicherung ist zusatzlich der 4T-Score von
nutzen.

8. Zur laborchemischen Sicherung der Diagnose HIT sind verschiedene
Testverfahren etabliert. Die Testung im herkémmlichen ELISA sollte jedoch mit
frischen, nicht gelagerten Seren erfolgen oder alternativ bei gelagerten Seren mit
dem oben beschriebenen modifizierten ELISA-Verfahren.

9. Die Kombination eines funktionellen Testverfahrens mit einem
antigenprasentierenden Test in Hinblick auf die Vorhersagegenauigkeit fir eine
manifeste HIT ist zu empfehlen.

10. Zur Therapie der HIT Il gibt es inzwischen verschiedene sichere Substanzen,
wie das Hirudin, Desirudin, Lepirudin, Danaparoid und Argatroban.

11. Alternativ zur prophylaktischen Heparinisierung nach orthopadischen
Operationen und zur Behandlung von vendsen Thrombosen kann Fondaparinux

effektiv eingesetzt werden. Der Einsatz von Fondaparinux bei Patienten mit HIT 1l
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wird derzeit untersucht. Momentan wird empfohlen, Fondaparinux bei HIT Il in der
Anamnese und ohne Nachweis von Antikdrper zur postoperativen
Thromboseprophylaxe einzusetzen.

12. Die neuen oralen Antikoagulantien, wie Rivaroxaban und Dagibatran, stellen
ebenfalls sichere Substanzen zur postoperativen Thromboseprophylaxe dar. Zur
Therapie der HIT 1l liegt jedoch derzeit keine Zulassung vor.

13. Durch den Einsatz von vorrangig niedermolekularen Heparinen sowie durch
den Nutzen der neueren Antikoagulantien zur Thromboseprophylaxe im

postoperativen Bereich sollte die HIT Il perspektivisch an Bedeutung verlieren.
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7 Zusammenfassung

Eine der haufigsten unerwlinschten Nebenwirkungen nach Applikation von
unfraktionierten- und auch niedermolekularen Heparinen ist die Heparin-induzierte
Thrombozytopenie Typ Il. In einer prospektiven klinischen Kohortenstudie im
Zeitraum von Marz 1996 bis Dezember 1997 wurde die Inzidenz der HIT-
Antik6rper bei 502 Patienten unter perioperativer Thromboseprophylaxe mit
unfraktioniertem oder niedermolekularem Heparin nach elektiven Huft- oder
Knieoperationen erfasst. 231 Patienten erhielten unfraktioniertes und 271
Patienten niedermolekulares Heparin zur perioperativen Thromboseprophylaxe
appliziert. Vor allem Frauen im Alter zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr nach
einem operativen Eingriff sind hinsichtlich thromboembolischer Komplikationen
besonders gefahrdet.

Eine manifeste HIT Il wurde bei 5,19% der Patienten unter postoperativer UFH-
Thromboseprophyaxe nach Hochrisikooperation nachgewiesen, jedoch bei
keinem NMH-Patienten.

Deutlich mehr Manner als Frauen entwickeln Antikorper gegen Heparin-
Plattchenfaktor 4- Komplexe, ohne dass sich thromboembolische Komplikationen
oder eine manifeste HIT Il entwickeln.

Insgesamt betragt die Inzidenz der HIT— Antikérper im HIPA unter UFH-
Prophylaxe 3,1% versus NMH- Prophylaxe 2,8%; im ELISA unter UFH-Prophylaxe
10% versus NMH-Prophylaxe 4,6%.

Bisher wurde noch nicht untersucht, ob stationédr nachgewiesene HIT- Antikérper
im  poststationaren  Bereich einen  Einfluss auf die Entwicklung
thromboembolischer Komplikationen haben. Die Studie zeigt, dass 1,29% der
UFH-Patienten und 1,4% der NMH -Patienten poststationar im Studienzeitraum
von 6 Monaten nach der Hospitalisierung wegen einer thromboembolischen
Komplikation behandelt wurden. Diese Patienten waren jedoch HIT- Antikérper
negativ. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass postoperativ nachgewiesene
Heparinantikorper trotz  fortgeflhrter prophylaktischer Heparinapplikation,
hauptsachlich NMH, kein erhdohtes Risiko darstellen, poststationar
thromboembolische Komplikationen hervorzurufen. MalRnahmen hinsichlich eines
stationdren Screenings auf HIT-Antikdrper und gegebenenfalls eine friihzeitige

Umstellung auf eine alternative Antikoagulation sind demzufolge nicht notwendig.

56



Zusammenfassung

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschéftigte sich mit dem serologischen Nachweis
von HIT-Antikérpern. Im Rahmen der Vorbereitung der obengenannten klinischen
Studie fiel auf, dass Testergebnisse HIT-Antikbrper positiver Seren bei
wiederholten Untersuchungen im gleichen Testverfahren (HIPA oder
PF4/Heparin-ELISA) nach mindestens zweijahriger Lagerung der Seren bei -70C
nicht vollstandig reproduzierbar waren. Dies ist von Bedeutung, da verschiedene
Studien zur Erfassung der Inzidenz der HIT-Antikrper mit gelagerten Seren
durchgefiihrt wurden. Durch Modifizierung herkbmmlicher Testsysteme wurde
eine Mdglichkeit gefunden, vergleichbare Testergebnisse der Patientenseren vor
und nach Lagerung zu erzielen. Ein vermutlich blockiertes Antigen konnte sich
durch den verlangerten Inkubationsprozess l6sen und nun wieder am Testsystem
angreifen. Alle Seren wurden nach Lagerung von 2 Jahren bei —70C mit dieser
Modifikation des Polyanionen-ELISA untersucht.

Um eine HIT Il frihzeitig zu erkennen, empfiehlt es sich, weiterhin postoperativ
engmaschig die Thrombozytenzahlen zu kontrollieren und beim Auftreten von
thromboembolischen Komplikationen unter Heparintherapie mit und ohne
Thrombozytopenie eine HIT-Diagnostik (Kombination eines funktionellen Testes
mit einem antigenspezifischen Test) durchzufihren. Beim Nachweis von HIT-
Antikdrpern mufd Heparin abgesetzt werden und eine alternative Antikoagulation,
z.B. durch Orgaran, Hirudin oder Argatroban durchgefuhrt werden. Durch den
Einsatz der neueren Antikoagulantien, wie Fondaparinux, Rivaroxaban oder
Dabigatran im Bereich der postoperativen Thromboseprophylaxe wird die HIT I

maoglicherweise an Bedeutung verlieren.
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228 2 1 1| 271 2 2 25.10.1996 248 f f f n n 2 3
229 2| 1 |1 |2rss 1 2 28101896 | 279 | n n n 2 3
31 : 2 1 1[3584 1 2 29.10.1996 n n n 2 06.11.1996 1 1 1.101 1
232 | 2 [ 1 [1] 318 1 2 04.11.1896 150 [ n n n 2 | 05.11.19%6 3 2
233 | 1 1 1[ 284 2 2 29.10.1996 335 n n n 2 3
235 | 2 1 1 [ 408 3 2 11.11.1996 n n n 2 3
236 1 1 12422 1 2 04.11.1996 17 n n n 2 3
7 : 1 1 1 (2409 2 2 04.11.1996 109 n n n 2 3
238 | 1 2 [ 1] 2438 1 2 04.11.1895 188 4 3
238 | 2 1 1[30.78 1 1 04.11.1996 211 n n n 2 3
240 | 1 1 |1 [3019 1 2 05.11.1895 1 f 3 3
241 2 1 1[3764 2 2 05.11.1986 n n n 2 3
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248 1 1 1 (4224 1 2 07.11.1986 308 n n n 2 3
| 1

11.11.1996 505 0,176 2| n 2|22 1 0,239 0,149 0.1 0239
13.11.1996 | 437 0,246 2| n 2|22 1 03 0,319 0.099 03
380 4 4 2 1
12.11.1996 18 (1501 ]| p [ 0.813 0.198 0721 1363 | 0,187 0,315 8 1,363
20111996 359 0,284 2[f|[n[n[2]2]2 0,203 0,13 0,122 0,203
15.11.1996 569 0,235 2] n 2]2]2 1 0,277 0,111 0,177 0277
19.11.1996 oe72 [06os| 1| F[n 222 1 0.281 0.150 0.274 0281
20.11.1996 510 0,188 2| ffo|n|1|1]2 1 0,205 0,104 0,076 0,205
20.11.1996 396 0,664 | 0.8 1 n 2]2]2 1 0.135 0.140 1.133 0135
21111996 579 0,241 2 e[ [1]2 1 0,363 0,236 0,155 0,363
453 4 4 2 1
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25111996 | 400 0,167 2| n 2|22 1 0,238 0,075 0,081 0,238
27.11.1996 590 0,334 2| n 2|22 1 0,296 0,065 0,115 0,296
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11.2 Fragebogen

Sehr geehrte Frau / Herr.........ccccooooeeevvennne, !

Sie sind vor einiger Zeit in der Klinik fur Orthopadie an der Ernst -Moritz - Arndt -
Universitat an lhrer Hifte/ Knie operiert worden.Um eventuelle Komplikationen, wie z.B.
eine Verstopfung der Blut-gefalBe zu verhindern, bekamen Sie téaglich eine
Heparinspritze (Bauchspritze). Wir wollen nun wissen, ob diese Behandlung tatsachlich
alle Komplikationen verhindert hat. Dazu moéchten wir Sie bitten, die folgenden Fragen
korrekt zu beantworten und den Fragebogen in dem beiliegenden Ruck-umschlag
wieder zuriick zusenden.Fragen Sie Ihren Hausarzt oder behandelnden Arzt, falls Sie
Probleme beim Beantworten haben sollten. Zu diesem Zweck ist ein Schreiben an
Ihren Hausarzt beigefugt.

Wie lange erhielten Sie die Heparinspritzen nachdem Sie aus
der Orthopéadischen Klinik entlassen wurden ?

|:|10 Tage DZO Tage |:|30 Tage D40 Tage |:| langer als 40 T.
Wie erfolgte Ihre nachstationare Behandlung ?
- Waren Sie in krankengymnastischer Behandlung ? |:|ja |:| nein

- Ab wann begann die Vollmobilisation / konnten Sie wieder laufen?
nach ............ Tagen

- Sind Sie noch gehbehindert und liegen hauptsachlich im Bett ?
[Jia []nein

3) Hatten Sie in den 6 Monaten nach ihrer Operation folgende Be-
schwerden ?

O keine Beschwerden

L Wadenkrampfe / Wadenschmerzen

L1 harte Unterschenkelmuskulatur

[0 Schwellungen der Beine und FulRe

1 Venenentzindungen

L Thrombosen , wenn ja, wie behandelt ? ...........cccoooeiiiiiiinnnns
andere Beschwerden/Symptome ..........ccceeiiieiiiiiieiiiiiiinneeeen

4) Welche Medikamente nahmen Sie regelmalig in den 6 Monaten
nach Ihrer Operation €IN?.............ciiiiiiiiiiiiii e
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- Hatten Sie Schmerzmittel in den 6 Monaten nach Ihrer Operation
in Verwendung, z.B. Aspirin, ASS - ratiopharm, Thomapyrin?
Wenn ja, welche und wie l[ange?.........cccvvvviiiii e,

- Nehmen Sie Vitamin K-Antagonisten ein, z.B. Phenprocoumon,
Marcumar, Falithrom ?
Wenn ja , welche und wie l[ange?..........iiiiiiiieeiiiin,

- Leiden Sie an einer Herzerkrankung und bekommen Sie Medi-
kamente dagegen, z.B. Digitoxin, Digoxin ?
Wenn ja , welche und seitwann ?............ccceeeiieiiieeeveeeviinn.

5) Haben Sie friher schon einmal Heparinspritzen erhalten ?
Wenn ja, wann und wie lange ?..........coviiiiiiiieee e

Ich danke Ihnen und hoffe, daf3 das Beantworten der Fragen
nicht zu schwierig war!

Mit freundlichen GriRRen

Sabine Funk Prof. Dr. med A. Greinacher
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Zusatzfragebogen:

Sehr geehrte Frau/Herr...........c.cc.ocooevnnnn.n. !

Vor einigen Monaten erhielten Sie einen Fragebogen aus unserem Institut, indem wir
Sie zu lhrem

Aufenthalt vom............. bis............. in der Orthopadischen Klinik Greifswald befragten .
Wir haben nun die Fragebdgen ausgewertet. Sie gaben dabei an, Beschwerden
entwickelt zu haben, wie ............cccvviiinnn.

Zu diesem Punkt mochten wir Sie gerne noch etwas genauer befragen, um unsere
Daten optimal auswerten zu kénnen.

Ich hoffe, es macht Ihnen nicht zu viel Arbeit.

1) Wann genau traten diese Beschwerden auf /Thrombose, Lungenembolie)?
(zutreffendes bitte ankreuzen)
noch wahrend des Krankenhausaufenthaltes
in der AnschluB3heilbehandlung
im Hauslichen
Wenn es geht, bitte Datumsangabe

Wie erfolgte die Behandlung daraufhin?
o keine
o vom Hausarzt
o Klinikeinweisung in............cccovvvvvviivnnnnnnn.

Welche Medikamente erhielten Sie von lhrem Arzt oder in der Klinik?

Welche Art von Beschwerden hatten Sie?
Thrombose am .................
o Oberschenkel
o Unterschenkel
o im Becken
o Lungenembolie
o andere Lokalisation , WO...........cccccvveenneen.

Vielen Dank!

Sabine Funk Prof. Dr. med A. Greinacher
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11.3 Poster und Vortrage

Die Poster wurden ausgestellt auf der 44. und 45. Jahrestagung der Gesellschaft
fur Thrombose-und Hamostaseforschung e. V. in Freiburg 1999 und Mannheim
2000.

HIT-Antikorper sind in gelagerten Proben mittels
PF4/Heparin - ELISA nicht sicher nachweisbar

P.Eichler, L.E.Carlsson, S.Funk, H.-P.Mtller, A.@racher,
Institut fur Immunologie und Transfusionsmedizin,
Ernst-Moritz-Arndt-Universitat, Greifswald

Zielstellung; Methode:
Um die Reproduzierbarkeit von Resultaten zur HITéRérperbestimmung zu prifen, gelagertes HIT-Serum (< -40°C);
untersuchten wir verschiedene Serum-Proben im Atistzon 2 Jahren. Alle Proben wurden bei PF4/Heparin ELISA: 1996 positiv, 1998 negativ,
HIPA-Test: 1996 positiv, 1998 posit
<-40°C gelagert. l
Wahrend im HIPA-Test HIT-Antikorper auch nach 2jafer Lagerung der Proben noch sicher nachi Prazipitation der IgG-Fraktion an Protein A, G Retentat
weisbar waren, zeigten im PF4/Heparin-ELISA nur n@cvon 10 Proben positive Resultate: l s D N
Fier
im sauren Milieu werden Immunkomplexe zerstort
Seum[1 [2 |3 [4 [5 |6 7 |8 ]9 | i0]
Nr
Filat
L o o o e o o o o saures Eluat ber Amicon-Filter zentrifugiert (MéerMC100)
1996
HIPA [0 [p [p [P [0 [p [P [P [P P
e Retentat (obere Phase) neutralisiert,
f;;“*pppppppppp
PF4/Heparin ELISA zum Nachweis der HIT-Antikorper Retentat
ELSA[n [p [p [n [0 [n [0 |n [n |0
1998
Ergebnisse:
caono
Blank
Hypothese: neg. Kontolle ey
Im ELISA-Test ist der HIT-Antikorper nach einer
pos. Kontolie Teaz
durch Adsorption nicht nachweisbar.
Alternativen 1. Adsorption an die Kunststoffobedtie oder E= CEL]
2. Anlagerung von Antigenen an HIT-Antir in der Probe Retental Tos7
weitere Resultate im PF4/Heparin-ELISA nach
Leer-[pos. neg. 1 2 3 4 |5
Hypothese 1: da auch ein im HIPA-Test zu erwarten ware; el cerlice -
Hypothese 2: mdglich 15955 Tes 1827 145 52005200
1998 (008 (080 008 042 027 008 009 |04
(stan
dard
1998 (009 [1.02 009 087 135 320 914 |15
(oditi
iiation)
Testprinzipien
Test (HIPA) PE4J -ELISA
SchluBfolgerungen:
; *HIT-Antikorper sind in gelagerten Proben mittel§#Heparin-ELISA nicht
? x »— sicher nachweisbar.
= “Wahrscheinliche Ursache ist die Adsorption der HAntikérper an Antigene in
der Probe. Hierdurch ist eine Bindung an die Miitesplatte nicht mehr
“l maoglich, die sind Assay
;x >— nachweisbar.
=~ “Ergebnisse zur Untersuchung auf HIT-Typ Il-Antipér aus gelagerten Probef
im PF4/Heparin-ELISA sind duBerst kritisch zu betear
Ve (EpRinen Aubiipish “Eine der der Probreder fanr
“bleibt der HIT-Antikorper im funktionellen Test ah nach Bindung von Antigen Ay e e UWRE e et r N e
. denn die erfolgen nach Bindung des

Fc-Teils des Antikorpers am Fc gamma Rila-Rezeptor,

Literatur:
g g Greinacher A, Michels |, Kiefel V, Mueller-Eckhar@ A rapid and sensitive test for diagnosing hépar
kann der HIT-Antikorper im ELISA nicht mehr am Agen in der Mikrotiterplatte binden, R ek

da er bereits mit Antigen abgesattigt ist.

Amiral 3, Bridey F. Dreyfus M, Vissac AM, FressinaE, Wolf M, Meyer D. Platelet factor 4complexed to
heparin is the target for antibodi letter]. Thrombesteost
1992,68:95-6.
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HIT-antibodies are not a risk factor for the
development of TECs during outpatient

heparinization within 6 months

replacment — a prospective blinded trial

P. Eichlet, S. Funk, D. Albrecht, D. Ganzet, U. Strobel, N. Lubenow, A. Greinachet. 1. Dept. of Inmunology and
Transfusion Medicine, University of Greifswald, Geany, 2. Dept. of Orthopedics, University Greifs@aGermany.

after hip or knee

Background

This prospective cohort trial was performed 1. to compared the incidence of
Heparin-induced antibodies (HIT-ab) in orthopedic patients after hip or knee
replacement treated with UFH (Liguemin®) or LMWH (Clexane®) and 2. to
assess whether patients developing HIT-ab without clinical symptoms during
the inpatient period might be at an increased risk to develop new TECs during

prolonged outpatient heparin thrombosis prophylaxis.

2. Relevance of HIT-ab during outpatient heparinization

In the table the outcomes of 169 UFH- treated patients and 238 LMW H-treated patients
(asymptomatic for HIT-Symptoms in the inpatient period) are given. 17 sera of UFH-
treated patients were not available for repeated investigation. 5 UFH-treated patients
developed TECs in inpatient period but after day 16.

24 sera of LMWH-treated patients were not available for repeated investigation. 2
LMWH-treated patients developed TECs in inpatient period but after day 16.

Methods

both pos ‘ both neg ‘ total ‘

1. Incidence of HIT-ab HIPA pos | ELISA pos
+For a period of 9 months 240 patients were treated with UFH (Liquemin®) followed
by a period of 12 months in which 328 patients received LMWH (Clexane®). ‘ Total 15 (8.9%) ‘ 31 (18.3%) 6(3.6%) | 117 (69.2%)| 169 ‘

11 (4.6% 32 (13.4%) 4 (1.6%) 191 (80.2%)| 238
Frequently the platelet count was controlled and blood samples at day 16 were (4.6%) - ! - . - .
screened immediately for HIT-ab in the HIPA-test!.

. . . TEC 1/15 (8.9% 0 0 2/117(1.7%) |3/169(1.8%
+Patients with a positive HIPA-test result and clinical symptoms of HIT (decrease of out l‘,,{(-l 5 0? 0 0 3 lC-,{(l 5 ‘) 4‘2\;‘3\,(7 7 0‘?
platelet counts >50% from the baseline platelet count before start of heparin patient
treatment and/or new TECs between day 1 and day 16 during heparin therapy) were
treated with an alternative anticoagulans. No 0 1 0 13 14
«For asymptomatic patients (without decrease of platelet counts or new TECs during gueiuonnalre 0 4 0 28 32
ac
heparin therapy) with a positive HIPA-test result the treatment with heparin was
continued.
. Outcome of heparinizated patients (LMWH+ UFH)
2. Relevance of HIT-ab during heparinization
HIT + HIT- amount
*By a questionnaire the patient's status (death, new symptomatic TECs) 6 months
after hospital discharge was obtained. TEC+ 2 5 7 0038
p=0,
*From all patients who send back the questionnaire and we had enough patient =
P K an p TEC- 24 303 327 «=0.05
material we investigated in the HIPA-test p and i lly in the
Heparin/PF4-ELISA (GTL, Brookfield, USA) amount 26 308 334
Results Discussion

1. Incidence of HIT-ab

UFH-patients total (n=240)

This prospective cohort study in patients following orthopedic hip or knee joint

replacement surgery confirms the study of Warkentin 2 (incidence of HIT-ab:

LMWH-patients total (n=328) UFH=7.8%, LMWH=2.2% in 14C-Sertotonin releasing assay) that the incidence of HIT-
/,f \ abs and the development of HIT-symptoms is higher in patients treated with UFH
- y compared to LMWH treatment.
clinical asymptomatic for HIT| HIT-symptoms
(n=220) (91.67%) (n=20) (8.33%)
(n=321) (97.8%) (n=7) (2.2%) .
Conclusion
| | Total . . )
The of HIT-abs in orthopedic patients treated with UFH is 19.6%
;\l;aof 191 (29 not available ) 18 (2 not available) 209/220 accordingly in patients treated with LMWH 9.6%. LMWH seems to be a safer option
vestigated 264 (57 not available ) 5 (2 not available) 269/321 for thrombosis prophylaxis in this patients.
The continous control of platelet count during the inpatient period is important to
HIT-ab 25/191 (18.4%) 16/18 (88.8%) 41/209 (19,6%) detect HIT-patients early.
positive 26/264 (9.8%) 0/5 26/269 (9,6%) . . .
Furthermore it seems to be that asymptomatic , but HIT-ab positive patients do not
have a higher risk to develop symptomatic TECs during outpatient thrombosis
HIT-ab 166/191 (81.6%) 2/18 (11.1%) 168/209 (80,3%) prophylaxis than HIT-ab negative patients.Therefore, a screening of these patients
negative 238/264 (90.2) 5/5* 2431269 (90,3%) does not seem to be indicated. But it is possible that the number of investigated
patients is undercharged.
p=0,002
oth causes of TECswere not exclud K =0,05 Literatur:1.Greinacher A, Michels A, Kiefel V, Mueller-Eckhard C. A rapid and sensitive test for diagnosing

heparin-assoziated thrombocytopenia. Thromb Haemost. 1991:66:734-6

2. Warkentin TE, Levine MN, Hirsch J, Horsewood P, Roberts RS, Gent M, Kelton JG. HIT in patients treated with
I lecul ht heparin or heparin.N Engl J Med. 332:1330-1335; 1995
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13 Lebenslauf

Name:
Anschrift:
Tel.:

geboren am :
Geburtsort:

Familienstand:

Staatsangehorigkeit:

Religion :

Eltern:

Geschwister:

Schulausbildung:

Lebenslauf

Kropf, Sabine, geb. Funk

Am Teufelstein 11, 17509 Lubmin
01714781112

07.03.1976

WeilRwasser /Deutschland
verheiratet, 2 Kinder

deutsch

evangelisch

Vater: Dr. med. Erhard Funk, praktischer Arzt,
Facharzt fur Kinderheilkunde
Mutter: Ursula Funk, MTA
Bruder: Reinhard Funk,

Orthopadieschuhmachermeister

1982: eingeschult in POS in Pasewalk

1990: Wechsel auf das Gymnasium

Juni/94 : Ablegen des Abiturs

Oktober/94 : Beginn des Medizinstudiums an der Universitat in Greifswald

August/96 : Ablegen des Physikums in Greifswald

August/98 : Ablegen des ersten Staatsexamens in Greifswald

Wintersemester/99 : Promotionssemester, experimentelle Arbeit auf dem Gebiet

der Thrombozyten- und Heparinforschung

Méarz/2000: Ablegen des zweiten Staatsexamens
April 2000-Marz 2001: Praktisches Jahr (4 Monate

Innere Medizin auf der Hamatologisch-Onkologischen Station an der Universitat

Greifswald, 4 Monate Orthopadie im St. Claraspital Basel (Schweiz), 4 Monate

Chirurgie im Kantonalen Spital Altstatten (Schweiz))

Juni/2001: Ablegen des 3. Staatsexamen
1.0ktober 2001: Stellenantritt als Arztin im Praktikum in der Klinik und Poliklinik

fur Orthopadie der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald
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01.04.2002-31.10.2004 Stellenantritt im Neurologischen Rehabilitationszentrum
Greifswald, Tatigkeit im Bereich der Querschnitt-Rehabilitation mit Chirurgischer
Weiterbildung, der neurologischen Intensivstation, der Inneren Medizin sowie der
physikalischen Therapie.

12.03.2004-31.08.2005 Beginn der Mutterschutzzeit mit anschliel3ender Elternzeit.
01.09.2005-06.05.2007 Stellenantritt im Funktionsbereich fir Allgemeinmedizin
der Community Medicine mit stationarer Tatigkeit vom

01.09.2005-28.02.2006 Kardiologie /Pulmologie,

01.03.2006-31.08.2006 Endokrinologie/Gastroenterologie,

01.09.2006-28.02.2007 Padiatrie

01.03.2007-06.05.2007 wissenschaftliche Tatigkeit im  Funktionsbereich
Allgemeinmedizin.

06.05.2007-31.10.2008 Beginn der Mutterschutzzeit mit anschlie3ender Elternzeit
01.11.2008-30.06.2010 Arbeit als Weiterbildungsassistentin in niedergelassener
Allgemeinarztpraxis

30.06.2010 Ablegen der Facharztprufung fur Allgemeinmedizin in Rostock

Ab 01.08.2010 Niederlassung als Allgemeinmedizinerin in Lubmin

Famulaturen:

17.2.97-17.3.97 Innere Medizin am Kreiskrankenhaus Pasewalk
1.9.97-30.9.97 Orthopadie an der EMAU Greifswald
2.3.98-29.3.98 Allgemeinarztpraxis in Pasewalk

1.9.98-4.10.98 Allgemeinarztpraxis in Pasewalk

8.3.99-28.3.99 Chirurgie am Wilhelminen Spital, Wien (Osterreich)

Nebentatigkeiten:
4 Semester Studentische Hilfskraft an der Klinik und Poliklinik fir Orthopadie
EMAU Greiswald
1 Semester studentische Hilfskraft am Institut for Immunologie und

Transfusionsmedizin der EMAU Greiswald
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Lebenslauf

Publikationen : 1. Risikopatient muss operiert werden.
Die ganze Vorbereitung sollte der Hausarzt koordinieren.
S. Funk, K.Otto, J. Thonack, W.Hoffmann
MMW-Fortschr. Med. Nr 45/2006(148 JG.)33-34.

2. Sensibilisierung fir atypische Symptome-
Frauenherzen schlagen anders.

S. Funk, K.Otto, J. Thonack, W.Hoffmann
Herz+GefalRe fur die Hausarztpraxis 2006;3(2) 46-48

3.0rganisation des Neugeborenen-Horscreenings in
Mecklenburg/Vorpommern.

F. Kropf, S. Funk, T. Nawka.

Z.Allg. Med.2007;69:1-4

4. Koronare Herzkrankheit eindammen

Anséatze zur Primar-und Tertiarpravention.

J. Thonack, S. Funk, P. Habermann, K.Otto, W.Hoffmann
Der Allgemeinarzt 18/2006 S. 42-44.

Besondere Kenntnisse: 1 Y jahriger Unterricht der franzésischen Sprache

8 jahriger Unterricht der russischen und englischen Sprache

1 jahriger Intensivsprachkurs Italienisch an der Universitat Greifswald

1 Semester Sprachkurs ,Englisch fur Mediziner an der Universitat

Kenntnisse und sicherer Umgang in der Computerbenutzung (z.B.: SAP [-SH)

sowie Anwendung des Standardofficepaketes
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