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Kurzreferat:

Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ Il (HIT) ist eine teils lebensbedrohliche
Nebenwirkung der Heparinbehandlung und zeigt atesrund wichtigstes klinisches Zeichen
einen Thrombozytenabfall, der aber auch bei andiKrankheitsbildern als ein Hauptsymptom
gilt, wie z.B. die Verbrauchskoagulopathie (DIC)bek auch bei Operationen mit der Herz-
Lungen-Maschine (HML) kommt es sehr haufig zum Tmbozytenabfall, so dass sich bei
diesen Patienten oft die Frage nach dessen Urssaehlte und zwar, ob dieser Abfall allein
HLM-bedingt oder zusatzlich durch die Gabe von Higpaur Antikoagulation ausgeldst ist. Um
die verschiedenen Testverfahren zur Abklarung eiiérll nach herzchirurgischen Eingriffen
zu validieren, wurden die klinischen und labormafidpaten von 193 Patienten mit klinischem
V.a. HIT Il ausgewertet. Bei 25 Patienten lie3 sscimindest mit einem der eingesetzten Tests
ein Antikdrper gegen den Heparin-PF4-Komplex nacbere wobei nur bei wenigen Patienten
in mehreren Tests dieser AK-Nachweis gelang, déstdtigt wurde. Alle Tests zeigten
abweichende Ergebnisse, wobei bezeichnenderweaiskeSe Tests bis dato keine Ringversuche
angeboten wurden, was fur den Laborbereich ungeletihist, so dass dringend fir jedes Labor

interne Validierungen erforderlich sind.

Schliisselworter:

Heparin-induzierte Thrombozytopenie, HIT Typ I, Antikoagulation, Heparin-
Plattchenfaktor4-Komplex (H/PF4-Komplex), Thrombembolien
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACVB Aorto-Coronarer-Veneppass
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IE Internation&mheiten

Ig Immunoglobulin
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KHK Koronare Herzkrankhei

kDa Kilodalton

MKE / MK Mitralklappenersatz / Mitralkfzgninsuffizienz
MW Mittelwert

NAP-2 Neutrophile aktivieresdPeptid

NI/ ANV Niereninsuffizienz / akutdierenversagen
NMH / UFH Niedermolekulares Heparin / Ukfianiertes Heparin
oD Optische Dichte

p Signifikanz
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PF4 Plattchenfaktor 4
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Patient heif’t in dieser Arbeit auch Patientin. Diffs auch alle in dieser Arbeit benutzten
Bezeichnungen, die aus Grunden der einfachereratlesbnur in der maskulinen Form
verwendet sind.



1. EINLEITUNG

Heparin ist wegen seiner gerinnungshemmenden Eibaften ein weitverbreitetes Medikament
in der Prophylaxe und Therapie thromboembolischeomglikationen. Eine seiner
unerwinschten Nebenwirkungen, die Heparin-induzi€trombozytopenie (HIT) &ul3ert sich in
einem Abfall der Thrombozyten in den ersten beifféachen nach Therapiebeginn. Dabei
lassen sich hinsichtlich Pathomechanismus und IKlawei verschiedene Formen der HIT
unterscheiden: eine nicht-immunologische HIT umeemmunologische HIT - friher HIT Typ

[ und HIT Typ Il genannt.

Die nicht-immunologische HIT weist nur eine milddrrdmbozytopenie von ca. 30% des
Ausgangswertes in den ersten 3 bis 5 Tagen nachafiebeginn ohne weitere bedeutsame
Komplikationen auf, wahrend der Thrombozytenaldfeil der selteneren immunologischen HIT
mehr als 50% vom Ausgangswert betrdgt verbunden nebensbedrohlichen

thromboembolischen Komplikationen und damit voriigné@r klinischer Relevanz.

Die Thrombozytopenie bei HIT Typ Il tritt in der B&l mit einer zeitlichen Verschiebung von 5
bis 20 Tagen nach Therapiebeginn auf und kann desnapplizierten Heparindosis abhangig
sein. Dieser Abfall ist allerdings reversibel naghsetzen des Heparins. Deswegen ist die
wichtigste therapeutische Mal3Bhahme bei einem dniohgye Verdacht auf eine HIT Typ Il der
sofortige Abbruch der Heparingabe. Aber gerade edi®atienten leiden oft an einer
antikoagulationsbedurftigen, da thrombosegefahmdé®eunderkrankung und bendétigen eine
zuverlassige Diagnosesicherung durch qualifiziefiestverfahren, um die notwendige
Antikoagulationstherapie anzupassen und thrombobksche Komplikationen vermeiden zu

kdnnen.

In den letzten Jahren wurde fir die HIT-Diagnosiike Reihe von Testsystemen entwickelt, die
eine unterschiedliche Sensitivitdt und Spezifitatiweeisen. An erster Stelle stehen die
funktionellen Testsysteme, die auf einem indireki&thweis von HIT-Antikérpern durch eine
Aktivierung von Spenderthrombozyten basieren uner @ne gute Aussagekraft verfiigen. An
zweiter Stelle befinden sich die immunologischerst$gsteme, die mogliche HIT-Antikorper
direkt nachweisen. Jedes Verfahren hat fur diedaeisungsfindung der klinisch tatigen Arzte

Vor- und Nachteile.



1.1 Die Heparin-Therapie — eine Ubersicht

McLean entdeckte 1916 den antikoagulierenden Efégk¢s aus der Hundeleber gewonnenen
Extraktes, der spater von Howell und Holt ,Hepar{ldt.: Hepar = Leber) genannt wurde und
weitere 20 Jahre spater durch Crafoord und Muriiagie therapeutische Anwendung eingesetzt
wurde. In der Anfangsphase kam es zu schwerwiegemdigbenwirkungen, insbesondere
Blutungskomplikationen, welche auf Dosisfindungsgehigkeiten und einer unzureichenden
Reinheit des gewonnen Heparins zurtickzufihren wafeparin wird auch in den Mastzellen
als kérpereigene Substanz gebildet, findet sichgeadur in sehr geringeren Konzentrationen im

zirkulierenden Blut (Schwartz et al. 1990).

Chemische Eigenschaften

HO

IUPAC-Name: Glucuronsaure-O-
sulfatmucopolysaccharid

Summenformel unspezifisch
Molare Masse 6000-30000 g/mol

Die handelsiublichen Heparin-Praparate variieren Mimlekulargewicht zwischen 4.000 und
40.000 Dalton - das mittlere Gewicht des unfrakeden Heparins (UFH) liegt bei etwa 15.000
Dalton (Nilsen et al. 1988). Therapeutisch verweesléleparin wird vor allem aus Lunge, Leber
und Darmmukosa von Rindern und Schweinen gewornNedermolekulare Heparine werden
aus unfraktioniertem Heparin durch Polymerisati@nglstellt, verfigen Uber ein niedrigeres
Molekulargewicht (4.000 — 6.000 Dalton) und weiseme langere Wirkdauer, bessere

Bioverfugbarkeit und eine geringere Nebenwirkuagsauf (Breddin et al. 1989).



Rosenberg et al. 1973 verteidigten ihre Theoriesddeparin nur indirekt Gber das kbrpereigene
Antithrombin (AT) seine gerinnungshemmende Wirkuragifweisen kann, wobei am
bedeutendsten der hemmende Einfluss auf die ak@wieGerinnungsfaktoren lla und Xa ist.
Durch Heparin wird die Inhibitionskinetik von AT uein Tausendfaches beschleunigt. Als eine
Bedingung fur die Verbindung an Antithrombin muss édeparinfragment eine genau
determinierte Pentasaccharidsequenz enthalten. Aibbt alle Heparine verfligen Uber diese
Sequenz und das teilt alle Heparine in die Gruppérhoher bzw. niedriger AT- Affinitat ein
(Schwartz et al. 1990; Choay et al. 1989; Haas 1946ch der Bindung des ,Heparin-AT-
Komplex® an Thrombin oder an den Gerinnungsfakt@F)-Xa dissoziiert Heparin aus dem
Komplex ab und kann neue Komplexe mit AT bildenr Dektivierte ,Proteasen-AT-Komplex*
wird Uber das retikuloendotheliale System (RESineliert (Glusa et al. 1997). Durch die
Hemmung des Thrombins kommt es zu einer Inaktimigrder Fibrinpolymerisation, die die
Bildung von Fibrinmonomeren sowie eine Desaktivigy des aktivierten GF-Va und die

Thrombozytenaggregation verhindert (Weitz et a@Q)9

Indikationen fir die Heparingabe: Im Jahr 1986 wurde auf der NIH-Konsensus Konferenz
das UFH in niedriger Dosis (low-dose) weltweit zBrophylaxe tiefer Venenthrombosen
anerkannt. In der Europaschen Konsensus-Erklarumgn 991 wurden auch die
niedermolekularen Heparine fir die Prophylaxe thHyoembolischer Komplikationen im
sogenannten Hochrisikobereich (peri- und postoper&rophylaxe) eingesetzt und spater auch
fur die Therapie der tiefen Beinvenenthrombose luntgenembolie.

Die wesentlichen Anwendungsgebiete VORH sind die Thromboembolieprophylaxe in der
operativen Medizin, die Behandlung von venodsen an@riellen Thrombosierungen (z.B.
Lungenembolie), Antikoagulation bei der Behandlamgextrakorporalem Kreislauf (z.B. Herz-
Lungen-Maschine und Hamodialyse) u.a.NMH sind unter anderem angezeigt zur
perioperativen Prophylaxe von venésen Thrombosenpew Uber viele Jahre weitere
Einsatzgebiete ohne arzneimittelrechtliche Zulagsaur Anwendung kamen (z.B. Therapie von

Venenthrombosen und Lungenembolien).



Nebenwirkungen der Heparintherapie: Die allgemeinen Nebenwirkungen bestehen aus
allergischen Reaktionen, wie z.B. Urtikaria, derpBlién-induzierten Thrombozytopenie Typ |
und Typ Il, aus Blutungen, besonders bei einer tiserung (z.B. bei Niereninsuffizienz),
Anstieg von Serumtransaminasen (GOT, GRIET, LDH, Lipase, reversible Haarausfalle und

Osteoporose. Eine besondere klinische Bedeutungelegspi die heparinbedingten
Thrombozytopenien, wobei dieser Effekt nach einepé&fininjektion bei gesunden Menschen
schon im Jahre 1962 von Gollub et al. beobachtetlowar. Von Rhodes et al. wurde im Jahre
1973 die Heparin-induzierte Thrombozytopenie alfeeiauf einem immunologischen
Mechanismus basierende Krankheit beschrieben. KHaatigem Wissensstand wird zwischen
den beiden Formen einer nicht-immunologischen Hepaduzierten Thrombozytopenie (HIT
Typ 1) und einer immunologischen Heparin- indugartThrombozytopenie (HIT Typ II)

differenziert.

1.1.1 Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT  Typ I)

Die nicht-immunologische Heparin-induzierte Thromjgopenie (HIT Typ 1) tritt bei ca. 10 %
der Patienten nach Beginn einer Heparintherapie auod fuhrt zu einem maRigen
Thrombozytenabfall (selten < 100.000/ul - seltel30% des Ausgangswertes) innerhalb der
ersten zwei bis funf Tage nach Beginn einer Antikdationstherapie. Trotz weiterer
Heparingabe normalisiert sich die Thrombozytenaaimwiegend innerhalb von drei Tagen
(Chong et al. 1990).

Die Pathogenese der HIT Typ | ist nicht ausreichgeklart. Dieses Phanomen, die verstarkte
Plattchenaggregation durch Heparin, wurde nactBdebachtung von Gao (Gao.C. et al., 2011)
durch eine Bindung an daglbp3-Integrin beschrieben, obwohl die genaue Binduegssvon
Heparin am allbB3-Integrin  noch nicht bekannt ist. Weiterhin ist sda&Ausmald der
Thrombozytopenie vom Suplementierungsgrad, vom kMoéegewicht und von der Dosierung
des Heparins abhangig, wobei auch die Komorbidié@trne et al. 1990) und der Einsatz von
Herz- Lungen- Maschinen (extrakorporale Blutkrei§l8ystem / EKZ) bei den
kardiochirurgischen Patienten eine grof3e RollelepiéBleese N. 1990). Wahrend der EKZ fallt
die Thrombozytenzahl in der Regel um ca. 40% ab usl kommt zu einer
Thrombozytenfunktionsstérung (Cullmann et al., 1,98@ber C.F. et al. 2011).



Die Labordiagnostik zur Feststellung der HIT Tyistlnicht ausreichend abgesichert und wéare
aufgrund der geringen klinischen Bedeutung dies€B Hyps nur differenzialdiagnostisch
bedeutsam (Greinacher 1995).

1.1.2 Die immunologische Heparin-induzierte Thromb  ozytopenie (HIT Typ Il )

Die Inzidenz der HIT Typ Il wurde aufgrund der Unkénis der unterschiedlichen Formen (Typ
[ /1) lange Zeit mit bis zu 30% falschlicherweisehdht eingeschétzt (Nelson et. al 1978). Eine
Metaanalyse aus 14 prospektiven Studien (Warkesttal. 1994), die insgesamt 1336 Patienten
einschloss, erreichte eine Inzidenz von 3,4% fi@ HIT Typ Il ohne thromboembolische
Komplikationen (TEK) und von 1% fiir die HIT Typ thhit TEK. Diese Ergebnisse korrelieren
mit einer prospektiven Studie von Warkentin et1895), in der insgesamt 665 hiftoperierte
Patienten auf die Inzidenz einer HIT unter UFH dMH untersucht wurden. Von 332 mit UFH
behandelten Patienten entwickelten 2,7% eine labhgndstisch gesicherte HIT Typ II. Unter
den Patienten mit NMH trat kein einziger Fall eir#T Typ Il auf.

Eine serologisch gesicherte HIT-Inzidenz (Kappelsa et al. 1997) lag mit 0,3% bei

konservativ behandelten kardiologischen und negrstben Patienten mit UFH-Behandlung.
Eine Studie von Greinacher et al. (1996) identiitg keinen Patienten mit HIT Typ IlI-typischer
Klinik unter 165 chronisch niereninsuffizienten ieaten wahrend der Dialysebehandlung mit
UFH-Gabe. Aufgrund dieser Daten lasst sich diedezz einer HIT Typ Il auf 0,1 — 3%

einschatzen, abhangig von verschiedenen Risikafaktovie Heparinart und Therapiedauer,
von der Grunderkrankung und Komorbiditdt sowie v@ner konservativen oder operativen

Behandlung beeinflusst.

Pathogenese der HIT Typ II: Die Plattchenaktivierung mit Plattchenaggregatierden als
eine Ursache fir die typischen Symptome einer inotagischen HIT und als ein Grund fur die
thromboembolischen Komplikationen unter einer Hepherapie anerkannt. Rhodes et al.
(1973) zeigten, dass das Serum von Patienten nat &iIT Typ Il in vitro die Blutplattchen von
Spendern in Anwesenheit von Heparin aktiviert. Ealgemeine Thrombozytenaktivierung in
vivo ist durch erhdhte Plasma-Spiegel von ADP, eria, Thromboxan A oder PF4, P-Selek-
tin (CD 62P),p-Thromboglobulin, Fibronektin, Metalloproteinase MM nachweisbar (Jurk et
al. 2005).
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Heparin bildet mit Thrombozytenproteinen (TRThromboglobulin, P-Selektin, PF4 u.a.) auf
der Thrombozytenoberflache oder auf zirkulierenddh multimolekulare Komplexe. Diese
.Heparin/PF4-Komplexe“ sind von gréRerer Bedeutuwngjl sie bei der Heparininaktivierung
als physiologische Reaktion und bei der HIT-Antigemildung (als Zielantigen der HIT Typ II-
Antikorper) eine Schlisselrolle spielen (Amirabgt1992, Kelton et al. 1994).

Plattchenfaktor 4 (PF4) aus derGranula der Plattchen steht als hauptsachliche gomante
bei der Entstehung und Bildung von HIT-(Neo-)Antiga an erster Stelle (Amiral et al. 1992).
Es wird vermutet, dass PF4 auf die Hamostase urgioganese Einfluss nimmt und auf das
Immunsystem modellierend wirkt. Auch andere Prageimie NAP-2 und IL- 8 kbnnen an der
Bildung von Neoantigenen beteiligt sein. Bei deldBng dieser Komplexe (Heparin/PF4) ist
eine optimale Konzentration von Heparin und PF4rddrlich (Horne et al. 1996) und auch die
Kettenlange des Heparins konnte die HIT-Neo-Antigddung beeinflussen. Gegen diese
immunologisch aktiven Neoantigene konnen dann HiSlésende Antikorper gebildet werden,
die zum Uberwiegenden Teil zur Immunglobulinklasg® gehoren, seltener IgM oder IgA
(Chong et al. 1995).

Durch die Immunkomplexe aus Heparin/PF4 und IgGQlwler plattchenaktivierende Effekt mit
Hilfe desthrombozytaren Fcy IIA- Rezeptors vermittelt, der nur auf der Oberflache der Blut-
plattchenzu finden ist (Anderson et al. 1995; Gao.C. et 2011). Die Rezeptor-Dichte ist
wahrend der Plattchenaktivierung massiv erhoht, undd die Thrombozytenaktivierung
unkontrollierbar und eine Kaskade weiterer Aktiuregsprozesse ausgelost werden:

a) Die aktivierten Thrombozyten setzen aus ihrean@la Thrombozytenproteine (TP) frei, die
weitere prokoagulatorisch aktive Antigen-Komplexiedn.

b) die antikoagulatorische Wirkung von Heparin widdrch die vermehrten TP/Heparin-
Komplexe gehemmt, so dass das Risiko von thrombokschen Komplikationen steigt
(Greinacher et al. 1999);

c) Die aktivierten Thrombozyten binden sich mit dexktivierten GP lIb/llla-Rezeptor an
Thrombin, so dass die Thrombozytenaggregation niituBg eines Primarthrombus gefordert
wird (Greinacher et al. 1999);

d) Die TP binden sich auch an das Heparansulfat demf Endothelzellen und bilden so
Antigenkomplexe/Neoantigene, an die sich auch die-Ahtikdrper binden (Greinacher et al.
1994). Dadurch wird durch ungeklarte Mechanismare ajesteigerte Freisetzung des Tissue

Faktors / Gewebsthromboplastin und der Inhibitoss Plasminogenaktivators aus den
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aktivierten Endothelzellen ausgeltst mit der Fadgeer erhdhten lokalen prokoagulatorischen
Aktivitat mit vermehrter Thromboseneigung (Cinesetl987).

Thromboembolische Komplikationen bei einer HIT Tiypverden vor allem bei hochdosierten
Gaben von Heparin (UFH) beobachtet, z.B. im Raheieer Bypass-Operation sowie bei den
Patienten nach Huftgelenk- TEP (Warkentin et aB5)%der bei Dialyse-Patienten. Als eine
weitere magliche Ursache wird auch ein genetisétspekt diskutiert, z.B. der Polymorphismus
des thrombozytaren dIA- Rezeptors. Heparin/PF4-Immunkomplexe gehéhgwfiger der
Subklasse Ig@G seltener IgG an (Arepally et al.1997). Die Patienten mityFta- Rezeptor
homozygoten Arg/Arg 131 Phanotyp zeigen z.B. einerminderte Affinitat zu den
Immunkomplexen/lg@ Die Bedeutung des Polymorphismus des-Ife- Rezeptors bei der
Entwicklung die HIT-assoziierten Komplikationen &terdings umstritten (Brandt et al. 1995,
Bachelot- Loza et al. 1998).

Bei den haufigsten genetisch bedingten Erkrankungpn erhéhten Thromboserisiko, wie
Protein-C-, Protein-S-Mutationen, Thrombinmangelktér-V-Leiden und aktiviertes Protein- C
(APC) -Resistenz, konnte keine erhdhte Assamatnit der HIT Typ Il nachgewiesen werden
(Lee et al. 1996). Unklar ist die Bedeutung deshMasses von IgM und IgA Antikdrpern
(Amiral et al. 1996). Oberflachengebundenes IgMrkténiber eine Komplementfixation und
dann durch eine Komplementaktivierung die Platttysenauslosen, wobei der PF4-Rezeptor
eine weitere Plattchenstimulation induziert. Insgesist die HIT Typ Il ein multifaktorielles
Geschehen und es konnten eine Vielzahl noch nithdéster weiterer Faktoren fur die klinische
Manifestation thromboembolischer Komplikationen rbeiVorliegen von HIT-Antikdrper

pradisponieren (Greinacher et al. 1999).

Klinische Manifestation der HIT Typ Il:  Die HIT ist hauptsachlich ein klinisches Syndrom,
das das Gleichgewicht des Gerinnungssystems dumneh lemmunreaktion beeintrachtigt. Die
Thrombozytopenie tritt charakteristischerweise zwe dem Tag 5 und 20 nach Beginn der
Heparintherapie auf (Warkentin et al. 1995). Diednigsten Plattchenzahlen liegen bei einer
serologisch bestatigten HIT Typ Il meistens zwisch@.000 bis 70.000f, in wenigen Fallen
niedriger als 30.00Q1 (Warkentin et al.1998), wobei eine solche Thromjtopenie selten
durch eine hamorrhagische Diathese kompliziert \@ong et al.1989).
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Eine Ausnahme besteht bei einer Reexposition mifpaHe durch den sogenannten
Boostereffekt, bei dem schon nach wenigen Stundsch rder Heparinreapplikation eine
Antikodrperbildung nachweisbar wird und es bereits arsten Tag zu schweren Klinischen,
thromboembolischen Stérungen kommt. Die Thrombamadhlen normalisieren sich erst nach
dem Absetzen der Heparintherapie innerhalb vorsS’biagen und die HIT-Antikorper sind in
der Regel nach 2 — 3 Monaten nicht mehr nachwei$arkentin et al. 1998).
Thromboembolische Komplikationen treten im Verlaiier HIT Typ Il bei 20 — 50 % aller
Patienten auf, wobei die vendsen Thrombosen mit BHalifiger sind als die arteriellen
Verschlisse (Warkentin et al. 1995). Die arterrellBhromben bestehen hauptséchlich aus
Thrombozytenaggregaten und haben ein helles Ausséhes diesem Grunde wurde die HIT
Typ Il auch als ,white clot Syndrom* bezeichnet (téa et al 1986). Die arterielle Thrombose
ist oft mit einer ausgepragten Atherosklerose amfeerativen Eingriffen in dem betreffenden
arteriellen System assoziiert, hauptsachlich in deol’en Becken- oder/und Beinarterien-
bereichen, aber auch in den Koronarien und in dgabrovaskuldren Regionen. Die Inzidenz
der akuten arteriellen Verschlisse in den Extraamtdst haufiger als ein Myokardinfarkt oder
eine cerebrovaskulare Apoplexie. Die Gefahr von damembolien wird besonders hoch
eingeschatzt (Warkentin et al. 1996). In einigeleR&kommt es auch zu thromboembolischen
Komplikationen ohne einen deutlichen Throbozyteahl(PLT-Zahl Gber 100.000/ul), wobei

dies vor allem bei einer Heparinreexposition atgmesoll (Traska et al. 2004).

Im Zusammenhang mit einer HIT Typ Il sind auch aedeeparinbedingte, klinische Manifesta-
tionen bekannt geworden, insbesondere lokal betgdrautlasionen an den Injektionsstellen
mit schmerzhaften erythemattsen Plagues oder Haosen. Diese verlaufen in vielen Fallen
ohne Thrombozytopenie, jedoch mit HIT-spezifischemikdrpernachweis und kénnen zu den
ersten klinischen Symptomen der HIT Typ Il gehdrEm weiters untypisches Phanomen ist
eine akute systemische Reaktion nach einem i.vatigBolus, meist 10 min nach Injektion mit
Symptomen, wie Schuttelfrost, arterielle Hypotorfiachykardie und als Folge auch eine antero-
grade und retrograde Amnesie (s.g. amnestischedr@w). Als Ursache wird einer
vorbestehenden Sensibilisierung durch friihere Hieg@gpositionen angenommen (Warkentin et
al. 1994).
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1.2. Labordiagnostik der HIT Typ Il

Die klinische Diagnose der HIT ist oft nicht eintiguso dass eine verlassliche Labordiagnostik
fur eine rasche Entscheidung zum Abbruch der Hefhetapie und Wechsel zu ,kompatiblen
Antikoagulanzien* erwunscht ist. AuRerdem muissenhdiufigsten Differenzialdiagnosen ausge-
schlossen werden, wie z.B. eine Autoimmunthrombmzstie (ITP), eine DIC/Verbrauchs-
koagulopathie (z.B. bei Sepsis), eine Medikamenéssoziierte Thrombozytopenie (z.B. durch
Chinidin o.a.) sowie eine EDTA-Proben bedingte Esthrombozytopenie (cave: Kontrolle der

Thrombozytenzéhlung im Citrat-Blut).

1.2.1. Funktionelle Testverfahren

Das Prinzip aller funktionellen Tests ist ein imditer Nachweis von HIT-Antikorperaktivitaten
durch eine Messung der Plattchenaktivierung / -@ggfion nach einer Stimulation und
Freisetzung von Plattchenproteinen aus frischem@péhrombozyten. Zu den funktionellen
Tests gehoren der Plattchenaggregationstest (PAN Kalton et al. 1984), der Serotonin-
Release-Assay (SRA nach Sheredan et al. 1986) sodee Heparin-induzierte
Plattchenaktivierungstest (HIPA nach Greinachedl.8991).

Beim PAT nach Kelton wird plattchenreiches Plasma (PRP von Spenderthmaytén) mit dem
Patientenserum und Heparin in einem Aggregometarbiert. Eine HIT liegt vor, wenn die
optische Dichte des Plasmas in dem Einsatz mitrigied Heparinkonzentration im Vergleich
mit dem Puffer (Kontrolle) um 25% angestiegen rstl mit hoherer Heparinkonzentration keine
Aggregatbildung registriert wird. Der Test ist @l und schnell, aber seine Sensitivitat variiert
zwischen 39 und 81 % (Spezifitat 90 — 100%). Digydbnisse sind abhangig von der
Plattchenzahl und der Beimengumgn Erythrozyten (Breddin et al. 1975, Kelton et al349
Chong et al. 1993).

Im C 14-SRA nach Sheredarwird radioaktiv markiertes Serotonin im Patientengse nach
seiner Freisetzung aus den thrombozytese@ranula durch Heparinzugabe gemessen. Die
Zunahme der Radioaktivitat um mehr als 20 % inRl@be mit einer Heparinkonzentration von

0,1 — 1,0 U/ml bestatigt die ausgepragte Plattdktenarung durch HIT-Antikorper.
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Trotz hoher Sensitivitat und Spezifitat (Arepallyad. 1995; Greinacher et al. 1994) hat dieser
zeitaufwendige Test insbesondere wegen der Verwendon radioaktivem Serotonin in der
Routinediagnostik keine Bedeutung (Sheredan €196, Chong et al. 1998, Greinacher et al.
1991).

Der HIPA- Test nach Greinacher untersucht das Ausmald von Thrombozytenaggregatdn na
Plattchenaktivierung durch Heparin/PF4-Antikdrpenkdexe in einer Mikrotiterplatte. Spender-
Blutplattchen / Plattchenreiches Plasma (PRP) werite einer Mikrotiterplatte mit dem
Patientenserum und mit Heparin in niedriger und hoher Konzentration mit zwei
Stahlktgelchen auf einem Magnetrihrer inkubiert.e DPlattchenaktivierung fuhrt zur
Aggregation und damit zur Sedimentation der Blutpkien. Bei ausbleibender Aktivierung
bleibt die Plattchensuspension trib. Der Zeitpudkr Zunahme der Transparenz wird
dokumentiert. Eine Aggregation der Thrombozyten hesdriger, nicht jedoch bei hoher
Heparin- Konzentration und bei den anderen Hepml&mo(Orgaran, NMH) gilt als Nachweis

einer HIT mit einer Kreuzreaktion.

1.2.2. Immundiagnostische Testverfahren

Heparin-PF4 — ELISA Test nach Amiral (1992) erméglicht einen direkten Nachweis von
Heparin/PF4-Antikorpern  (IgG, IgM, IgA). Die HepafPF4-Antikbrperkomplexe im

Patientenserum werden an einer Festphase (Milaqateen mit einer Beschichtung von H/PF4-
Antigenkomplex) durch eine Immunkonjugation (Antigéntikorper Reaktion) adsorbiert. Die

Intensitat der entstehenden Farbe ist dem GehaltdtleF4- Komplex in der Probe proportional.

ID-PaGIlA—Partikel Gel Immunoassay nach Eichler (20Q) beruht auf dem Nachweis von
Antikorpern gegen Heparin-Plattchenfaktor-4-Kompledurch Agglutination roter Polystyren-
Beads, die mit Heparin-Plattchenfaktor-4-Komplekeschichtet sind. Diese Beads werden mit
dem Patientenserum in die Reaktionskammer eineeimér Sephacryl-Matrix und einem Anti-
Human-Globulin geflllten ID-Karte (DiaMed AG, Bergsim) gefillt und inkubiert. Im positiven
Falle agglutinieren die Beads je nach Starke ddik8rper oberhalb oder in der Gel- Matrix.
Der Test ist schnell und leicht durchfiihrbar undkesnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse
sehr gut mit denen eines ELISA-Tests Ubereinstim(aerhler et al. 2001).
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AESKULISA HIiT Il ELISA (2007)ist ein Festphasen-Enzymimmunoassay zur quangtativ
und qualitativen Bestimmung von 1gG Antikérpernminhunkomplexen aus PF4 und Heparin,
die eine HIT Il verursachen. Das Testprinzip igt Bildung eines Antigen (Neoepitope H/PF4) —
Antikorper (IgG) - Komplex in den Microtiter-Kavit&n mit einer spezifischen Antigen-

beschichtung. Der Nachweis gebundener Antikorpefolgtr mit einer enzymatischen

Farbreaktion, die direkt proportional zur Antikorkenzentration im Plasma ist.

1.3. Therapie der HIT Typ II

Wenn bei den Patienten die klinischen Symptomerditi€ Typ Il entsprechen (Abnahme der

Thrombozyten > 50 % bei einer Heparintherapie afy Jaind/oder neu auftretende thrombo-
embolische Komplikationen), muss die Heparintheragddgesetzt werden. Nach prospektiven
Daten ist das Absetzen von Heparin eine nicht &ade Mallnahme, um ein erhéhtes
Thromboserisiko bei einer HIT zu vermeiden. Diekngg nur, wenn eine alternative Antikoagu-

lationstherapie weitergefiuhrt wird (Greinacherlefil899).

Zu den effizienten Antikoagulantien als Alternatizee Heparin gehéren z.B. Heparinoide,

rekombinantes Hirudin, Fondaparinux und Argatroban.

Das Heparinoid / Danaparoid-Natrium drgaran®) wirkt antikoagulatorischdurch die
Hemmung des Faktor Xa und durch die Erhéhung detittkambin-Aktivitat mit hoher
Wirksamkeit bei Patienten mit HIT (Mangani et #8938, Warkentin et al. 1996). Ein Nachteil ist
die Entwicklung einer Kreuzreaktivitdt mit HIT-ARGrpern bei ca. 10 % der HIT-Patienten,

wobei nicht alle diese Patienten thromboembolisthmplikationen entwickeln.

Alternativ werden auchr-Hirudine verwendet, welche Thrombin spezifisch inhibieremd u
keine Kreuzreaktion mit HIT-Antikorpern zeigen. diilin wird von den Speicheldrisen des
medizinischen Blutegels (Hirudo medicinalis) pro@uz Die rekombinanten Hirudine Lepirudin
(Refludan®) und Desirudin(Revas®) inaktivieren auch thrombusgebundenes und zudem an
Fibrinabbauprodukten verbliebenes Thrombin, so dasse effektive Auflésung von
wandstandigen Thromben ohne eine stimulierende Wgkauf die Thrombozyten ermdglicht
wird (Weitz et al. 1990, Weitz et al. 1998, Meyeraé 1998). Die Halbwertzeit betragt 1 — 2
Stunden und ist von der Nierenfunktion abhéngig Birudin-Therapie wird durch die aPTT,
besser durch die Ecarinzeit (ECT) Uberwacht (Nowetk al. 1993). Eine umstrittene
Nebenwirkung bei Patienten mit HIT ist eine Bildumgn Hirudin-Antikdrpern bei ca. 45 %,
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jedoch ohne Zunahme neuer thromboembolischer K&atpnen oder Hamorrhagien und ohne
neutralisierenden Effekt auf das Hirudin (EichleePal. 1997).

Seit 2005 ist zudemi\rgatroban (Argatra®) zur Antikoagulation bei Erwachsenen mit HIT
Typ Il zugelassen mit einer reversiblen Hemmungtbdner Wirkungen des Thrombins (Lewis
et al. 2003). Argatroban interagiert nicht mit HARtikGrpern und induziert auch nach
mehrfacher Gabe keine Antikdrperbildung (LewisletGD3).

Mit dem Pentasaccharidfondaparinux (Arixtra ®) steht auch ein Heparinanalogon mit
selektiver Faktor-Xa-Hemmung zur Verfigung. Durcé selektive und reversible Bindung an
AT-1ll verstarkt Fondaparinux nahezu 300-fach di€-yermittelte Hemmung von Faktor Xa
(Savi P. 2005, Schwabe U. 2003).

Vitamin-K-Antagonisten allein sind zur Antikoagutat bei der HIT nicht geeignet, da sie
wegen des frihzeitigen Abfalls von Protein C digohmboseneigung bei HIT- Patienten noch
verstarken kénnen, bis am Tag 3-4 auch die Gerigsfaktoren drastisch abgesenkt sind.
Deswegen darf diese Therapie erst nach Normalsigeder Thrombozytenzahlen und unter
Uberlappender Gabe eines parenteralen Antikoagbkgesnnen werden (Kelton J.G. 2005). Die
HIT-Antikdrper sind nach Absetzen des Heparins @r &egel nach 90 Tagen nicht mehr
nachweisbar, so dass eine kurzzeitige ReexposttibriHeparin (z.B. wahrend einer Operation

an der Herz- Lungen- Maschine) maoglich ist.
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2. PROBLEMSTELLUNG UND FRAGESTELLUNG

Wie bei vielen anderen Laboratorien werden auckltddas Institut fir Transfusionsmedizin die
Ergebnisse der haufig notfallmaRig angefordertesh durchgefihrten Untersuchungen auf HIT-
Antikorper telefonisch an die behandelnden Arzteekgegeben. Da bei uns zudem die positiven
Ergebnisse (= Nachweis von HIT-Antikorpern) durchea Arzt mitgeteilt werden, erfolgen
meist konsiliarische Erdrterungen Uber die darawsfatgernden Mal3nahmen fir eine ggf.
notwendige Umstellung der  AntikoagulationstherapieZur  Unterstitzung  der
Entscheidungswege erschien es daher dringlich, imeSeiner laborinternen Evaluation die
Untersuchungsergebnisse mit den klinischen Datemiatersuchten Patienten abzugleichen, um

die Daten der einzelnen Laborergebnisse zukinésgér einordnen zu kénnen.

Hierzu sollten wegen der besseren Vergleichbarkeisichtlich der klinischen Parameter die
Daten von den Patienten einer Klinik naher untdrsuerden, wobei sich dies zahlenmaflig am
besten mit der Patientengruppe verwirklichen liglte sich in der Klinik fir Herz-
Thoraxchirurgie einer vergleichbaren Operation am®r dHerz-Lungen-Maschine mit
Vollheparinisierung unterzogen hatte, wobei in gestoperativen Tagen uberwiegend weiterhin

Heparin verabreicht wurde.

Anhand der Thrombozytenverlaufe vor und nach dersefden der Heparintherapie und anderer
klinischer Daten, die laut Literatur vordringlictirf die Diagnosesicherung der HIT Typ I
herangezogen werden, sollte im Vergleich mit demgeBnissen der verschiedenen Tests
herausgearbeitet werden, ob einer der Tests ald@n nur die Kombination von Ergebnissen
mehrerer Tests die Diagnose einer HIT Typ Il siohbelfen. Des Weiteren sollte geklart
werden, ob man mit Hilfe des weitverbreiteten Sdkests ID-PaGIA allein irgendeine
verwertbare Information zur Erhartung oder Abschwiing des klinischen Verdachts auf eine
HIT Typ Il erhalt.

18



3. PATIENTEN UND TESTVERFAHREN

3.1 Patientenkollektive

Im Zeitraum vom Mérz 2003 bis August 2005 wurdemdastitut fur Transfusionsmedizin von
insgesamt 193 Patienten der Klinik fir Herz- undrBExchirurgie des Universitatsklinikums
Blutproben mit der Anforderung fur eine HIT-Diagtikszugeschickt, da klinisch der Verdacht
auf eine Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typdstand. Um die Verdachtdiagnose naher
zu analysieren und charakterisieren zu konnen, evuleki jedem Patienten die anamnestischen,
klinischen und labordiagnostischen Daten sowierdedikamenttse Profil aufbereitet und dann
mit den Ergebnissen der HIT-Diagnostik zusammersgefdn allen Kollektiven wurden die
folgenden Patienteninformationen erfasst:

Alter und Geschlecht, Hauptdiagnose, Komorbiditat WOperationenart sowie die Heparin-
therapie (Formen, Dosierung, Dauer, Erst- oder Pesikon); dazu die Thrombozyten-Werte
und deren Verlauf einschlie8lich HIT-Score nachdtoal. 2006 (Tab. 1) sowie die thrombo-
embolischen Komplikationen mit dem Zeitpunkt desftAatens und ihren Folgen. Bei der
Labordiagnostik wurden erfasst der Tag der HIT-Dasgstellung, resp. Zeitpunkt des HIT-

Antikdrpernachweises sowie die Art der HIT-Diagiost(H/PF4-ELISA, ID-PaGIA
AESKULISAHIT Il und HIPA).
Merkmal 2 Punkte 1 Punkt 0 Punkte

Thrombozytopenie

>50% relativer Throbozyten-
abfall oder Nadir 20-100x10/pl

30-50% relativerThrombozyten-
abfall oder Nadir 10-19x10/pl

<30% relativer Throbozyten-
abfall < 10x 10/l

Timing des

Thrombozytenabfalls

Wahrend Tag 5-10 nach
Beginn Heparingabe oder < 1
Tag, wenn Heparinexpo-
sition wahrend der vergan-

genen 30 Tage.

>10 Tage nach Beginn Hepa-
ringabe oder unklare Dauer der
Heparinexposition oder < 1Tag,
wenn Heparinexposition wahrend

der vergangenen 30-100 Tage.

<1 Tag nach Beginn einer
Heparingabe ohne friihere
Heparinexposition Throm-
bose oder andere Folge-

komplikationen.

Thrombose oder
andere
Folgekomplikationen

Nachgewiesene thromboem-
bolische Erkrankung,
Hautnekrose oder akute

Systemische Reaktion

Progressive, Rekurrierende

oder klinisch stumme
Thromboembolische Erkrankung;
Erythematdse Hautlasionen an den

Einstichstellen

K eine

Alternative Ursache
fir eine
Thrombozytopenie

Keine vorhanden

Maoglich

Definitiv vorhanden

Tabelle 1:HIT-Score fir die klinische Diagnose (4T-Score)méo et al. 2006).
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4T- Score (Tab. 1) ist ein standardisiertes Puiskésy zur Beurteilung der Klinischen
Wahrscheinlichkeit der Heparin-induzierten Thromygopenie. Durch die Anwendung des 4T-
Punktsystems_({ifrombozytopenie, Arombosis, iming und Oher Causes) kdnnen Patienten in
Gruppen mit niedriger (< 4 Punkte), mittlerer (48nkte) und hoher (6-8 Punkte) klinischer
Wabhrscheinlichkeit fur das Vorliegen eines HIT Syrdes eingeteilt werden (Aslan T. et al.
2009).

3.2 Methoden

Die ventse Blutentnahme erfolgte in zwei Rohrchiati¢-Blut). Nach dem Eintreffen des
Untersuchungsmaterials wurden diese zuerst bei Remperatur fir ca. 60 min. zur Nachge-
rinnung stehen gelassen und dann 10 Minuten beé 80fentrifugiert (Lagerung bei 4-8°C fur
maximal 48 h). Der Uberstand (Serum) wurde abpgrettind fur den ID-PaGIA Heparin/PF4
Antikorpertest und den H/PF4-ELISA eingesetzt. AisRend wurden 2 Rickstellproben
(Eppendorfgefalle a 1500 pl Serum) bei -30°C tiebgen, woraus alle nachtraglichen
Untersuchungen durchgefuihrt wurden. Fur den HIPArdeu das zu untersuchende
Patientenserum zusatzlich durch Hitze inaktiviB&°C, max. 45 min), dann 2-mal bei 10.000 g

fur 3 min. zentrifugiert und der Uberstand verwende

3.2.1 Heparin/PF4 ENHANCED Festphasen-Enzymimmuno assay (H/PF4-ELISA)

Testprinzip: Die Mikrotiterplatte dieses ELISA Tests (H/PF4 ENNBED Festphasen-Enzym-
immunoassay) ist mit einem Komplex aus Polyvinylf&u(PVS) und hochgereinigtem PF4
beschichtet. Die Patientenproben werden verdinwik auf die Mikrotiterplatten inkubiert.

Befinden sich im Patientenserum Antikorper gegen H#PF4-Komplex, binden sich diese
Immunkomplexe an das auf der Festphase der M-Ppadigentierende Antigen. Die Ubrigen
Serumbestandteile und nicht gebundenen Antikérpend@n durch intensives Spulen entfernt.
Anschlie3end wird ein mit alkalischer Phosphatasekmartes Anti-Human IgG-/ IgM-/ 1gA-

Gemisch zugefuhrt. In einem weiteren Waschvorgairg viberschissiges Konjugat entfernt.
Durch Zugabe von einem chromogenen Substrats PRf#®trophenylphosphat) entsteht eine
Farbreaktion, die nach 30 min. mit einer 3M NaOHslug abgestoppt und photometrisch
ausgewertet wird. Zur isolierten Bestimmung der -lgi@er IgM-Klasse wurde Anti-Human

Ig—Konjugat benutzt, gerichtet gegen die jeweiligamunglobulinklassen.
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Reagenzien und Verbrauchsmaterial: Der H/PF4-ENHANCED Solid Phase ELISA
(Waukesha, USA) enthalt folgende Reagenzien: Teftst (X-HAT45), PF4 Wasch-
l6sungskonzentrat, Probenverdiinnungspuffer und t&uapsffer. Dazu Anti-Human 1gG-/
IgA-/IgM- Konjugat und PNPP Substrat sowie Stoppligs positives und negatives Kontroll-
serum; zur Differenzierung Anti- Human IgG—Konjugahd Anti- Human IgM—Konjugat
(Diagast, Aachen); die Auswertung erfolgte mit défikrotiterplattenphotometer bei einer

Wellenlange von 405 oder 410 nm und einer Referellemlange von 490 nm.

Interpretation der Ergebnisse:  Ein Ergebnis ist positiv, wenn die Extinktion (ODew) der
Probe gleich oder grofer ist als der Cutoff (=0¢4B). Eine Inhibition von mehr als 50%
(Cutoff=0,8) nach Zugabe von Heparin bestatigt diassische HIT-Typ Il. Auch die positive
Kontrolle soll eine Inhibition zeigen.

Nachfolgend ein Auszug (Kriterien fur einen valideest) aus der aktuellen Gebrauchanweisung

des Testansatzes:

Probe Durchschnittl. OD- Wert
Negativ.................. Cutoff < 0.43
Schwach Positiv....... Cutoff> 0.56
POSItIV ..ooeevivieeeciiiee Cutoft 1.61
Hoch Positiv .............. Cutoff 2.70

Berechnung des Inhibition- Prozent- Faktors:

(1) -) Probe mit Heparin (OD-Wert) — Positiv- Kontrolle (OD- Wert)[ |X 100 = %
Probe ohne Heparin (OD-Wert)-Ngtiv- Kontrolle (OD-Wert) Inhibition

Eine Inhibition unter 50% ist ein zweifelhaftes Ebgis und weist auf einen PF4 und /oder

HIT 1I- Antikorper hin. Keine Inhibition spricht fleinen isolierten PF4-Antikorper.

3.2.2 AESKULISA HIT Il

Testprinzip: Der AESKULISA HiT ist auch ein Festphasen-Enzymimmunoassay aber nur zur
quantitativen und qualitativen Bestimmung von Ig@tkorpern. Die 1:101 verdinnten
Serumproben werden in den Kavitaten, welche mitifipehen Antigenen beschichtet sind,
inkubiert. Dabei binden spezifische Antikorper (A#)s dem Patientenserum, wenn vorhanden,
an das Antigen auf der Platte, ungebundene AK werda folgenden Waschschritt

ausgewaschen.
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AnschlieRend werden markierte anti-Human Immundiabu(Konjugat) zugegeben. Wéahrend
der Inkubation binden diese an den zuvor gebildeterigen-Antikorper-Komplex. Der

Nachweis gebundener Antikérper erfolgt mit enzyswter Farbreaktion (blau) des Substrats,
die mit verdiinnter Saure abgestoppt wird (Farbuitagchach gelb). Die Farbentwicklung des
Chromogens ist abhangig von der an den Immunkompglexundenen Konjugatmenge /

proportional zur Antikdperkonzentration im Serum.

Verbrauchsmaterial und Reagenzien: AESKULISA HiT 1I-KIT, (AESKU.DIAGNOSTICS,
Wendelsheim) enthalt folgende Reagenzien: Probésmpuind Waschpuffer, Negativ- und
Positiv-Kontrollen, Cutoff Kalibrator, Konjugat, TR1Substrat und Stopp-L&sung.

Die Auswertung erfolgt mit dem Mikrotiterplatten-dtbmeter mit optischem Filter fir 450 nm;
ELISA Reader 2001 Typ 10550 (Biotest).

Testdurchfuhrung:  Verdinnung der Reagenzien, z.B. Probenpuffer 1:& Wfaschpuffer
1:50 mit destilliertem Wasser. Verdinnung der MPddieproben 1:101 mit Probenpuffer
verdinnen und mischen. Fir das Waschen werden 20vemdinnter Waschpuffer pro
8 Kavitaten oder 200ml pro 96 Kavitaten benotigardelles Waschen: Flussigkeit sorgfaltig
durch Ausklopfen der Platte auf Filterpapier emtéer. 300 ul verdinnten Waschpuffer in jede
Kavitat pipettieren, 20 sec warten. Den Vorganghnoweimal wiederholen. Dann je 100 ul der
verdiinnten Proben in die Kavitaten pipettieren jentl0O0 ul Kalibratoren beziehungsweise des
Cutoff Kalibrators und der Negativ- und Positiv- idmlle dazu (Inkubation 30 min bei 20-
32°C). 3-mal mit jeweils 300 pl 1:50 verdiunnte Wmgadfer waschen und 100 pl
Enzymkonjugatlésung zugeben Inkubation 30 min Be+32°C). 3-mal mit jeweils 300ul 1:50
verdiinntem Waschpuffer waschen und 100 pl TMB- 8atddsung in jede Kavitat pipettieren
(Inkubation 30 min bei 20 — 32°C) und vor intensitéchtstrahlung schitzen. Dann 100 pl
Stopploésung pro Kavitéat pipettieren und mindesténMinuten inkubieren. Platte schitteln

5 Sekunden vorsichtig und die optische Dichte B8 @m innerhalb von 30 min messen.

Interpretation der Ergebnisse: Die qualitative Auswertung erfolgt anhand des Veidies
der optischen Dichte (OD) der Patientenprobe mitageischen Dichte des Cutoff Kalibrators.
Liegt die OD der Patientenprobe im Bereich von #2@es Cutoff Kalibrators, so ist diese als
grenzwertig zu bewerten. Bei einer hoheren OD ist Ratientenprobe als positiv, bei einer
niedrigeren OD als negativ einzustufen (jeweilsctachnittlich OD-Wert ~ < Cutoff).
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Kriterien fir einen validen Test:
Negativ: <0, 8; grenzwertig: <1, 2; positiv:> 1,61; (+++ >2,70)
Die Sensitivitat deAESKULISA HiT Il wurde mit einem Wert von 100% und eine Spezifitat

von 96% angegeben.

3.2.3 ID-PaGIA Heparin/PF4- Antikorper Test (ID-Pa  GIlA/DiaMed)

Testprinzip: Der ID-PaGIA ist ein Polymerpartikel-Gel-Immunoagsan Mikroréhrchen.
Synthetische Polymerpartikel mit hoher Dichte simit Heparin/PF4-Komplex beschichtet.
Werden diese Partikeln mit Serum des Patienten igehty reagieren spezifische Antikdrper
aller lg-Klassen mit dem HPF4 auf der Partikelolaetie und 16sen die Agglutination der
Partikel aus. Um eine raumliche Trennung von aggkrten und nicht agglutinierten Partikeln
zu erreichen, wird das Reaktionsgemisch durch GakHiltrationsmatrix 10 min zentrifugiert
und dann die Ergebnisse interpretiert. Der Testdeurach bekannter Gebrauchsanweisung /

Testprinzip durchgefiihrt und am Ende unter der tigichlle abgelesen.

Verbrauchsmaterial und Reagenzien: ID-PaGIlA/Heparin/PF4 Antibody Test ID-Karte mit
Anti-Human-Globulin innerhalb der Gelmatrix (DiaMe&lG, Cressier sur Morat, Schweiz);
ID-Zentrifuge 6S / Micro Typing System (DiaMed AG).

Interpretation der Ergebnisse:

Eine positive Reaktionentspricht einer vollstandigen/starken Agglutinatidie als rote Linie
oben auf dem Gel oder direkt unter der Gel-Obentazu erkennen ist oder einer partiellen
Agglutination, bei der einige Partikel den Boders dikrorohrchen erreicht haben, aber immer
noch Agglutinate im oberen Teil des Gels oder isageten Gel zu sehen sind.

Eine negative Reaktionzeigt eine vollstdndige Sedimentation der Partddsl Plattchen am
Boden des Mikroroéhrchens; auf und innerhalb dess Geld keine agglutinierten Partikel zu

sehen.

3.2.4 Heparin- induzierter Plattchen-Aktivierun  gstest (HIPA)

Testprinzip: Nach einer Inkubation der Patientenseren mit gevessashhumanen Blutplattchen
in Gegenwart von Heparin auf Mikrotiterplatten mutwvei Stahlkiigelchen auf einem

Magnetrthrer entwickelt sich eine prokoagulatorgssthrombozytenaktivierung, so dass durch
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die Bindung die H/PF4-Immunkomplexe an Fc-Rezeptaler Plattchen entsteht und stimuliert
dadurch die aktivierungsabhangige Thrombozytenaggien. Die Aktivierung von Throbozy-
ten wird bei zwei verschiedenen Heparinkonzentnatno(2,1 U/ml und 1050 U/ml) untersucht
und zusatzlich mit Clexane, Orgaran (Endkonzemtna@i,2 U/ml) und Hirudin (500 U/ml), um
die Kreutzreaktivitat der AK mit den anderen Antiguilantien zu tGberprufen.

Die Thrombozytenaktivierung durch H/PF4-Antikérpefindet nur bei  niedriger
Heparinkonzentration (0,2 U/ml) statt. Das induzidie Ausbildung von multimolekularen
H/PF4-Immunkomplexen und die Bindung der Antikér@ar die Thrombozyten mit einer
Thrombozytenaktivierung und Aggregation. Der Remkdansatz wird klar bzw. transparent. Bei
der hoheren Heparinkonzentration kommt es zu eidgparin-Uberschuss und zu einer
Blockade der Immunkomplex—Bildung (Blockade-Phénoemehne weitere Thrombozyten-
aktivierung der und die Plattchensuspension blgilib.

Die Transparenz der Thrombozytensuspension wirdan5-minitigem Abstand gegen eine
indirekte Lichtquelle abgelesen und der Zeitpurdst Aunahme der Transparenz wird auf dem
Auswertungsprotokoll dokumentiert. Ein positiveraRgonsansatz mit der Plattchenaggregation

bei niedriger, nicht jedoch bei hoher Heparinkonzion gilt als Nachweis einer HIT.

Verbrauchsmaterial und ReagenzienMagnetrihrer (IKAMAG REO), pH-Meter (Fa. WTW),
Mikrotiterplatte (Fa. Roth), Stahlktgelchen (Faild)e Apyrase 2000 U (Fa. Sigma), ACDA
(Fa.Fresenius), pH-Pufferlsg. pH- 6,865 (Fa. Meffleledo) und pH- Pufferlsg. pH- 9,184
(Fa.Mettler-Toledo) sowie KCL 3 mmol/l (Fa. Mett&oledo), Kollagenreagenz Horm (Fa. Ny-
comed), Albumin bovine Fraction V pH 7,0 (Fa. Sérv&agnesiumchlorid-Hexahydrat
(Fa. Merck), Heparin- Natrium 5000 IU (Ratiopharr@jexane (Avensis), Orgaran (Organon),
r-Hirudin 200 ATU (Pentapharm).

Testdurchfuhrung: In jede Vertiefung der Mikrotiterplatten werden @lkigelchen vorgelegt
und dann die Reagenzien nach Gebrauchsanweisumgtigrip mit nachfolgender Gabe der
hitzeinaktivierten Patientenprobe (Inkubation 5 mbei Raumtemperatur) und Zugabe der
Thrombozytensuspension (300x 103/ul) in allen Rws#n; dann 45 min Inkubation auf einem
Magnetrihrer bei Raumtemperatur (500U/min); die kiReaen werden alle 5 min optisch im
Durchlicht anhand der Transparenz der SuspensioWdrgleich mit den Kontrolle abgelesen

und im Auswertungsprotokoll dokumentiert.
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Interpretation der Ergebnisse:  Die Plattchenaktivierung fuhrt zur Aggregation und danur
Sedimentation der Blutplattchen. Der Reaktionsanaatd klar. Bei ausbleibender Aktivierung
bleibt die Plattchensuspension tribe. Der Zeitpwgtt Zunahme der Transparenz wird doku-
mentiert. Eine Aggregation der Thrombozyten bednger, nicht jedoch bei hoher Heparin-
Konzentration gilt als Nachweis einer HIT.

Die Voraussetzungen fur aussagekraftige Ergebnissgen bei den ,positiven” Reaktionen in
allen Ansatzen mit Kollagen (Kontrolle der Aktiviiarrkeit der Spenderthrombozyten) und bei

den fehlenden (,negative”) Reaktionen mit Susperspaffer (Negativ-Kontrolle).

3.3 Statistische Methoden

Die Ergebnisse wurden in einer Datenbank mit deftwdoe Excel 2000 erfasst und so
aufbereitet, dass die statistischen Berechnungéueni Statistikprogrammen SPSS- Version 18
durchgefuhrt werden konnten.

Zuerst erfolgte eine deskriptive Auswertung dergeatheinen Daten (z.B. Alter, BMI,
Thrombozytenwerte, HIT-Score, IgM- und IgG- Wertg,.mit Angabe der wichtigsten
Parameter (Mittelwert, Standardabweichung, Minimund Maximum). Danach wurden die
4 Patientengruppen miteinander verglichene(vAay ANovA). Die signifikanten Parameter
wurden weiter mit dem post hoc Test nach Tukey tedurUm dartber hinaus Hinweise auf
sich andeutende Gruppenunterschiede zu finden wuidepaarweise Gruppenvergleiche auch
der t-Tests (Welch) benutzt.

Fur die bei der Kontrolle ermittelten 1gG- und IgMVerte wurden anhand der vorgegeben
Cutoffs fur die Anzahl der positiven Ergebnisse Kaenzintervalle unter Verwendung der
Binomialverteilung ausgerechnet und die ermitteki@ufigkeiten fir die Patienten mit V.a. HIT
und mit HIT Typ Il zur Gesamtanzahl der untersucHRatienten in Relation gebracht.

Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrschieimiteit von 0=0,05 angesehen und die
kritischen Wahrscheinlichkeiten p angegeben.

Die statistischen Auswertungen wurden mit Untersttiy des Institutes fur Biometrie und
Medizinische Informatik durchgefiihrt.

Insgesamt erwiesen sich die untersuchten Gruppenfabeine abschlieRende und umfassende
statistische Auswertung als zu klein, so dass dafidierungsdaten vorwiegend deskriptiv

beurteilt werden missen.
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4. ERGEBNISSE

Es wurde von 03/2003 bis 08/2005 bei 193 Patierdes der Klinik fir Herz- und
Thoraxchirurgie der Verdacht auf eine HIT Typ [I0¢80%iger Thrombozyten-Abfall unter
Heparintherapie) gestellt und eine komplexe HIT¢gbiastik durchgefihrt. Die gesamte Zahl der
Patienten mit Heparintherapie in der Klinik in digsZeitraum betrug 1225 Personen (193/1225
— 16 %). Unter den 193 Patienten konnte bei 88 % {168) in keiner der labordiagnostischen
Untersuchungen diese klinische Verdachtsdiagnoseitigt werden. Bei 25 Patienten (12 %)
konnte nach dem Klinischen Verdacht, zumindestriare der 4 durchgefiihrten Tests, auch eine
labordiagnostische HIT-Diagnostik positiv ausgdeemerden; in der Tabelle 2 sind die
Inzidenz und die absolute Haufigkeit eines V.a. Hiyp Il bei HTC-Patienten dargestellt.

HTC-Patienten Patientenzahl Inzidenz Relation
%

nach Heparintherapie insgesamt 1225

ohne V.a. HIT 1032 84

mit V.a. HIT 193 16 1von6

ohne V.a. HIT und HIT-Diag. negativ 1200 98

HIT-Diagnostik positiv 25 2 1von49

Tabelle 2:Inzidenz und absolute Haufigkeit eines V.a. HITp Tl bei HTC-Patienten unter einer
Heparintherapie.

Da bei diesen 25 Patienten nicht alle Labortestspesitives Ergebnis auf eine HIT Typ I
ergaben, lieBen sich auf Grund der labordiagndstisdKonstellationen vier unterschiedliche
Gruppen bilden: H/PF4-ELISA (+/-), ID-PaGIA (+/AESKULISA (+/-) und/oder HIPA (+/-):

Gruppe |:  H/PF4-ELISA ¢); ID-Pa GIA (-); AESKULISA (-); HIPA (-)
Gruppe Il H/PF4-ELISA §); ID-Pa GIA (+); AESKULISA (-); HIPA (-)
Gruppe Il : H/PF4-ELISA ¢); ID-Pa GIA (-); AESKULISA (-); HIPA ¢)
Gruppe IV: H/PF4-ELISA §); ID-Pa GIA (+); AESKULISA (+); HIPA (+)

Alle Patienten hatten ihren maximalen Thrombozyfall von mehr als 30 - 50 % innerhalb
der ersten 3 Wochen ab Beginn der Heparingabengiwdib jeweiligen Ausgangswerte bei
5 Patienten nicht als Vorwert (= individueller Nowert) bestimmt worden waren. Ersatzweise
wurde bei diesen 5 Patienten der nach Absetzerieearintherapie (wieder) erreichte héchste

Thrombozytenwert als Normwert genommen.
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Der Mittelwert des Tages des maximalen Thrombozyefalls (Abb. 1) lag in der Gruppe | bei
Tag 4 in der Gruppe Il und in der Gruppe Il beg®aund in der Gruppe IV bei Tag 8.

Tag des maximalen Thrombozyten-Abfalls
25

20 - e

Tag

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Patienten Gr.-l Gr.-ll Gr.-1ll Gr.-IV

Abb. 1: Tag des max. Thrombozyten- Abfalls bei den Patienté V.a. HIT Typ Il
(4 Patienten hatten schwere thrombadisgthe KomplikationenTEK])

Der Tag des maximalen Abfalls der Thrombozytenwemeschen den Gruppen unterscheidet
sich mit keiner Signifikanz (p= 0,1) obwohl die kitwerte in den Gruppen I, Ill und IV hoéher
sind als in der Gruppe | (Abb. 2).

Tag der minimalen Throbozytenzahl

11

Tagmin
|

18

Gruppen

Abb. 2: Boxplotdarstellung des Zeitpunkts (= Tag) des makém Abfalls (= minimalste Throbozyten-
zahl) der Thrombozytenwert im Vergleich der 4 Ragagruppen.
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Alle getesteten Patienten, die zumindest in ein@m4dTests ein positives Ergebnis zeigten,
waren zumindest im H/PF4-ELISA-IgG/-M reaktiv (T&).

HIT- Diagnostik Test- positiv Test- negativ (n) TEK
n (%) n n (%)

H/PF4-ELISA-IgG/-M 25 (100) 0 4 (16)
(n=25)

ID-Pa IGA/DiaMed 17 (68) 8 4 (24)

(n=25)

H/PF4- ELISA IgM 11 (52) 10 2 (18,2)
(n=21)

H/PF4- ELISA IgG 18 (86) 2 4 (21
(n=21)

AESKULISA HiT II-

ELISA- IgG 5 (24) 16 4 (80)
(n=21)

HIPA 12 (48) 13 4 (33)
(n=25)

Tabelle 3:Darstellung der Absolutwerte / prozentualer Andigit Ergebnisse des labordiagnostischen
Tests bei Patienten mit V.a. HITHid deren thromboembolische Komplikationen (TEK).

Bei 21 Patienten konnten die H/PF4-Antikdrper ndehlgG- und IgM-Klasse im ELISA separat
untersucht werden (Tab. 4) um die klinische Relewamischen HIT-Antikorper der Klasse IgM

und 1gG bei symptomatischen HIT-Patienten zu finden

Gruppe - | Gruppe - 1l Gruppe - llI Gruppe — IV
(n=5) (n=8) (n=3) (n=9) Insgesamt

H/PF4-ELISA-
IgG/-IgM 5 8 3 9 25
(n=25)
nur IgM 0 1 0 2 3
(n=21)
nur IgG 0 2 3 5 10
(n=21)
IgG und IgM 3 3 0 2 8
(n=21)
AESKULISA
HIT Il -1IgG 0 0 0 5 5
(n=21)

Tabelle 4:Ergebnisse H/PF4-ELISA- Tests der Absolutwertelaenunglobulinklasse IgG und IgM bei
Patienten mit V.a. HIT Typ Il
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Zur Verdeutlichung der Aussagekraft der verschiedehestverfahren, haben wir 4 Patienten-
Gruppen zusammengestellt je nach Reaktivitat inTaests: H/PF4-ELISA (+/-), ID-Pa GIA (+/-),
AESKULISA (+/-) und/oder HIPA (+/-).

4.1. Klinische Charakteristika der Gruppe |
[H/PF4-ELISA(+); ID- Pa GIA (-); AESKULISA (-); HIPA (-) ]

Zu dieser Gruppe konnten insgesamt 5 Patienten @m4al) zugeordnet werden. Das Durch-
schnittsalter lag bei 67 Jahren (56 bis 80 J.).t¥veiallgemeine Daten wie Begleiterkrankung
und HIT-Risikofaktoren wurden zusammengefasst (Bb.Die Patienten-Anamnese zeigt uns
eine Heparin- Reexposition, respektive Vorsensigitung (NMH/UFH) bei allen 5 Patienten.

Davon bekamen 2 Patienten eine Heparintherapie (N\Mg¢en Z.n. Myokardinfarkt (bei einem

Patient mit der Dg: HIT Typ Il) weitere zwei Patien wegen VHF. 1 Patient war nach ACVB-
5-fach -Operation (5 Jahre vorher) mit UFH versavgtden.

Haupt-Diagnose (n= 5)

o KHK

- mit Mitralklappeninsuffizienz

- mit Aortenklappenvitium

- mit Trikuspidalklappeninsuffizienz

NGNS

Komorbiditat

a. Vorhofflimmern

b. pAVK

c. art. Hypertonie

d. Diabetes mellitus Typ Il

RO RN

HIT- Risikofaktoren praoperativ

a. Heparin- Vorsensibilisierung

- Z.n. AMI

- VHFE

- Z.n. ACVB-Op

b. Antithrombose Prophylaxe vor OP ( NMH)
c. Patienten mit HLM- Einsatz

GNP ININ|OT

Tabelle 5:Klinische Patienten-Charakteristika und ihre Throsdrisikofaktoren (Gruppe I).

Bei allen Patienten wurde aufgrund ihrer kardiowdélen Erkrankung unter Anwendung der
Herz-Lungen-Maschine (Antikoagulation mit Heparielne ACVB-Operation durchgefihrt.
3 Patienten bekamen auf3erdem noch kinstliche Kigppthesen (MKE, AKE, TKE).

Die Thrombozytenwerte (Tab. 6) betrugen vor Therlapginn durchschnittlich 175 (SD+69)
G/L , dann fielen die Werte um mehr als 50% beatiddten und bei einem Patient nur um mehr
als 30% (Pat. Nr.: 5). Patient Nr.: 5 hatte ein@ Hyp Il und schon eine Thrombozytopenie bei
der Aufnahme.
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Die minimale, mittlere Thrombozytenzahl war 68 (213} G/L (mit einem klinisch relevanten
Abfall von 61%). Die Thrombozytenwerte wurden naem Einsatz der Herz-Lungen-Maschine
bei 4 Patienten mit einem mittleren Thrombozyterialbvon 33 % ausgewertet und 1 Patient

zeigte einen Anstieg im Vergleich mit dem Aufnahreeiw

Thrombozyten- Wert vor UFH- Therapie (MW+SD) 175+ 69 G/L
Niedrigste Thrombozyten- Wert (MW + SD) 68 + 23 G/L
Tag des Thrombozyten- Abfalls (MW) 4d
Thrombozyten- Abfall % (MW) 61

* Thrombozyten- Wert vor HLM- Einsatz (MW  +SD) 175 + 69 G/L
*Thrombozyten- Wert nach HLM- Einsatz (MW +SD) 117 +47 G/L

- Thrombozyten- Differenz (MW) 58 G/L

- Thrombozyten- Abfall % ( MW) 33
UFH- Therapiedauer (MW+SD) 4,2 +3,8d
HIT Score Punkte (MW) 6
HIT Typ Il / TEK 0/0 Pat.

Tabelle 6 Statistische Daten der Patientengruppe |.

(Thrombozyten- Werte; Tag des max. Thrombozyterfaldy Dauer der Heparintherapie; HIT-Score-
Werte; Patientenzahl mit HIT Typ Il und TEK). ( MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung)

Das Thrombozyten- Diagramm (Abb. 3) zeigt uns, dessden Patienten Nr.: 2, 3 und 4 nach
einer Sensibilisierung mit NMH (mind. 2 - 5 Tage @peration) und nach Einsatz der HLM die

PLT- Zahl um > 50% abgefallen war.

Gruppe I: Thrombozyten-Diagramm

450
400 A
350 A 362

300 - 284

250 A 246
200 +
150

Thrombozyten- G/L

100 -
50 A

59 41

i1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 Tag

‘—0— 1Pat. —=— 2 Pat. 3 Pat. 4 Pat. —%— 5 Pat.

Abb. 3: Thrombozyten-Diagramm der Patientengruppe I.
(Thrombozyten- Werte bei der Aufnahme, natiVHEinsatz, max. Abfall und bei der Entlassung).

Die Heparintherapie wurde bei allen Patienten $djerm V.a. eine HIT Typ Il abgesetzt und

auf eine adaquate Antikoagulationstherapie (RevBefludan plus Falithrom bei 4 Patienten
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und ausschlief3lich Falithrom bei 1 Patienten) unediesPatient Nr.: 5 hatte in der Anamnese
eine HIT Typ Il und eine Thrombozytopenie, so dbss ihm kein Heparin sondern Hirudin
(Refludan) angewendet wurde. Eine Erhéhung/Normealing der Thrombozytenzahl wurde

dann innerhalb von 3 — 5 Tagen konstatiert (Abb. 3)

Die HIT-Score Auswertung (Abb. 4) zeigte einen ymghen Verlauf fir HIT bei den Patienten
Nr.: 3 und 4 mit 6 Punkten am 1. -3. Tag, bei datidaten Nr.: 2 ab 5. Tag mit 5 Punkten und
bei Patient Nr.: 1 nach 10 Tagen mit 6 PunktenieRalr.: 5 (keine Heparintherapie, da in der

Anamnese HIT Typ Il) wurde nicht in diese Gesamswartung einbezogen.

Gruppe I: HIT-Scoring

RPukde

SiE.
HE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Tag

g

O B N W » 0 O N
|

‘ —e—1Pat. —m— 2 Pat. 3 Pat. 4 Pat. —%—5 Pat. ‘

Abb. 4: HIT-Score (nach Lo et al. 2006) Auswertung (postfat) bei der Patientengruppe I.

Die HIT-Score Interpretation gibt uns die Mogligitk nur die Patienten Nr.: 1 und 2 als
potenziell gefahrdet fir eine HIT Typ Il einzustufe

Was die thromboembolischen Komplikationen bei di€eippe betrifft, so trat bei Patient Nr.:1
eine akute Atemnotsituation (V .a. Lungenembolietgénologisch nicht bestatigt) nach Hepa-
ringabe in therapeutischer Dosierung tUber 9 Tageofibozytopenie mit Abfall von 58%) auf,
die sich nach Absetzen des Heparins und Falithrailme®ach 5 Tagen besserte. Bei dem Patient
Nr.: 2 kam es vor der HIT-Diagnostik am Tag 5 zoeen ausgepragten Unruhezustand ohne
weitere Komplikationen. Dieser Zustand normaligesith nach Absetzen des Heparins.

Die mittlere Dauer einer Heparintherapie mit UFHKdmaer Operation betrug 4,2 Tage (SD%3,8)
bis zum PLT-Abfall. Bei 4 Patienten passierte diekon am 1. bis 4. Tag und bei einem erst
nach 10 Tagen.

Bei allen Patienten fand eine Antikoagulation mEHUstatt; bei 3 Patienten in therapeutischer
Dosierung, bei einem Patient als Thrombosepropleylaxd bei dem Patient Nr.: 5 nur bei der
Operation mit HLM.
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Alle Patienten wurden nach einem Krankenhausaudéintton 9 bis 18 Tage in ein Reha-
bilitationszentrum im kompensierten und stabilen stdnd ohne thromboembolische

Komplikationen Uberwiesen.

4.2. Klinische Charakteristika der Gruppe Il

[H/PF4-ELISA(+); ID- Pa GIA (+); AESKULISA (-); HIPA () ][

Diese Gruppe umfasste insgesamt 8 untersuchtenkatigm:w ~ 7:1) mit einem Durch-

schnittsalter von 63 (38 — 75 J.). Alle Patientearden wegen schwerer kardiovaskularer
Erkrankungen fur weitere operative Behandlungegendmmen. Unter Einsatz der HLM wurde
bei 5 Patienten ein ACVB- mehrfach in der Kombioatimit dem Ersatz einer Aortenklappe
(2 Patienten) oder Mitralklappe (3 Patienten) dgeftinrt. Bei 1 Patient erfolgte nur ein
Aortenklappenersatz. Ein Patient hatte eine Impleont eines HSMI- Systems. Ein Patient
wurde zum Wechsel einer Perikard-Drainage nach AQYBeration wieder aufgenommen. Aus
den Anamnesedaten wurden bei allen Patienten, snkalaplexe Krankheitsbild aufzuzeigen,

zuerst die wichtigen Begleiterkrankungen zusammiasge(Tab. 7).

Haupt-Diagnose (n= 8)
o KHK 2
- mit Mitralklappeninsuffizienz 3
- mit Aortenklappeninsuffizienz 2
e Aortenklappeninsuffizienz 1
Komorbiditat
a. pAVK 1
b. Sepsis / candida Sepsis 3/1
c. art. Hypertonie 6
d. NI- / ANV- Dialyse 1/1
e. Thrombozytopenie 2
HIT- Risikofaktoren praoperativ
a. Heparin- Vorsensibilisierung 6
- Z.n. AMI 2
- Z.n. Lungenembolie 1
- NI- / ANV- Dialysel 2
-Z.n. HIT Typ-ll 1
b. Antithrombose Prophylaxe vor OP (UFH / NMH) 2/4
c. Patienten mit HLM- Einsatz 6

Tabelle 7: Klinische Patienten-Charakteristika und ihre Throsrisikofaktoren (Gruppe I1).
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Zudem wurden die praoperativen HIT-Risikofaktoreisammengestellt:

* Z.n. AMI vor 2 Monaten bei 2 Patienten;

e Z.n. Lungenembolie bei 1 Patient;

» Dialysepflichtig waren 2 Patienten

e 1 Patient mit V.a. HIT Typ Il in der Anamnese (kmtgnde Thrombozytopenie, HIT-
Diagnostik- negativ);

* Antikoagulationstherapie mit UFH/NMH vor der Staisaufnahme bei 6 Patienten (2 / 4);

« 3 Patienten hatten eine bakterielle- und 1 Patientlida- Sepsis.

Die Heparintherapie erfolgte bei 7 Patienten inrdpeutischer Dosierung (nach aPTT-
Kontrolle), bei einem Patient nur wéhrend der OpendHLM (Patient Nr.: 13 Z.n. HIT-II in der
Anamnese). Die Heparingabe erfolgte durchschrit®i@ (SD+ 6) Tage (Tab.8).

Thrombozyten - Wert vor UFH- Therapie (MW+SD) 194+ 113 G/L
Niedrigste Thrombozyten - Wert (MW+SD) 67 + 24 G/L
Tag des Thrombozyten - Abfalls (MW) 9d
Thrombozyten - Abfall % (MW) 65

* Thrombozyten - Wert vor HLM- Einsatz (MW +SD) 194 + 111 G/L

* Thrombozyten - Wert nach HLM- Einsatz (MW +SD) 154 + 60 G/L

* Thrombozyten - Differenz (MW) 40 G/L

* Thrombozyten - Abfall % ( MW) 21

UFH- Therapiedauer (MW+SD) 9,3+6d
HIT Score Punkte (MW) 5,6

HIT Typ Il / TEK 2/0 Pat.

Tabelle 8: Statistische Daten der Patientengruppe |l.
(Thrombozyten - Werte; Tag des max. Thrombozytesfalts; Dauer der Heparintherapie; HIT-Score-

Werte; Patientenzahl mit HIT Typ Il und TEK). ( MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung)

Der Thrombozyten-Mittelwert (siehe Tab. 8) lag Zuwefapiebeginn bei 194 (SD+113) G/L mit
maximalem Plattchenabfall bis zu 67 (SDx24) G/Lm&cTagen (MW). Der Thrombozyten-

Abfall war mit 65 % klinisch relevant.
Im Thrombozyten-Diagramm (Abb. 5) zeigt sich bé&atienten ein HIT Il-typischer PLT-Abfall

(ab Tag 5 bis 20), jedoch bei den Patienten Ni8, @0 und 11 wurde bei der Abklarung die

Diagnose einer bakteriellen, resp. candida Sepstgéstellt mit dem dringenden V.a. einen
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Verbrauchskoagulopathie (DIC) bedingten PLT-Abfktient Nr.: 13 hatte keine postoperative
Heparintherapie (nur intraoperativ)) bekommen, weder Anamnese eine HIT Il bekannt war.

Gruppe II: Thrombozyten-Diagramm
500

450 +
400 +
350 A
300 -
250 A
200 A
150 +

Throbozyten - G/L

100 -

50 -

0

i1 o0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 Ta
‘—0— 6 Pat. —=— 7 Pat. 8 Pat. 9 Pat. —%— 10 Pat. —e— 11 Pat. —— 12 Pat. 13 Pat.

Abb. 5: Thrombozyten-Diagramm der Patientengruppe 1.
(Thrombozyten- Werte bei der Aufnahme, ndtM- Einsatz, max. Abfall und bei der Entlassung).

Zudem bekraftigt die HIT-Score Auswertung (Abb.b& 3 Patienten (Nr.: 7, 9 und 12), deren
PLT-Abfall sicherlich nicht durch eine Sepsis bedinwar, die Verdachtsdiagnose auf eine

Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT II).

Gruppe Il: HIT-Scoring

8
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g
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£ 5|
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—e— 11 Pat. —+— 12 Pat. —=—13 Pat.

Abb. 6: HIT-Score (nach Lo et al. 2006) Auswertung (postfat) bei der Patientengruppe Il
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Nach Stellung der Verdachtdiagnose HIT Typ Il wubde 7 Patienten die Heparintherapie mit
UFH sofort beendet und die Antikoagulationstherd@e6 Patienten durch Hirudin und durch
Falithrom bei 1 Patienten weitergefuhrt. Ein stbiAnstieg der Plattchenzahl wurde bei

5 Patienten (3-5 TageachEnde der Heparingabe) bis zum Ausgangswert beodtacht

6 Patienten wurden nach dem stationdren Aufenthadh 7 bis 19 Tagen ins
Rehabilitationszentrum im stabilen Allgemeinzustae thromboembolische Komplikationen
Uberwiesen. 2 Patienten (Patient Nr.: 6 und 11ewarach einer fulminant verlaufenden Sepsis

verstorben.

4.3 Kilinische Charakteristika der Gruppe I

[H/PF4-ELISA(+); ID- Pa GIA (-); AESKULISA (-); HIPA ( +)]

Dies ist die kleinste Gruppe mit nur 3 Patienter, dle gleiche HIT-Diagnostik-Kombination
aufwiesen. Das Durchschnittsalter der Patienterbkige3 J. (57 — 68; m:w ~ 1:2). Bei allen
Patienten (Tab.9) wurde aufgrund ihrer kardiovaéitar Erkrankung (1 Pat. mit KHK und MKI,

1 Pat. mit KHK und MKI + AKI und 1 Pat. mit KHK undKI) eine operative Behandlung
(mehrfach ACVB bei 2 Patienten, bei einem PatielitExsatz) mit HLM durchgefuhrt.
Préaoperative HIT-Risikofaktoren (Tab. 9) wurden beim Patient Nr.: 14 mit Z.n. AMI mit
Heparintherapie vor der Operation festgestelldass diese Heparinisierung als ein Risikofaktor
durch Vorsensibilisierung fur die Entwicklung dehrdmboembolischen Komplikation

angesehen werden kann.

Haupt-Diagnhose (n= 3)

o KHK

- mit Mitralklappeninsuffizienz 1
- mit Mitralklappeninsuffizienz + Aortenklappenins uffizienz 1
- Aortenklappeninsuffizienz 1

Komorbiditéat

a. art. Hypertonie

b. COPD / pulmonale Hypertonie

c. Diabetes mellitus Typ Il

HIT- Risikofaktoren praoperativ

a. Heparin- Vorsensibilisierung
- Z.n. AMI
b. Patienten mit HLM- Einsatz.

Tabelle 9: Patienten klinische Charakteristika und ihren THroserisikofaktoren (Gruppe Il1).
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Die durchschnittlichen Thrombozytenwerte (Tab. ké)ugen bei Aufnahme 253 (SD+69) G/L
und es wurde ein maximaler Plattchenabfall mit 66 régistriert, entsprechend einer
Thrombozytenzahl von 85 (SD+51) GI/L.

Zur Vermeidung postoperativer TEK wurde eine thetdische Heparinisierung durchgefinhrt.
Es dauerte 9 (SD+2,6) Tage, bis die Heparinappiikah (UFH) aufgrund der klinisch-
labordiagnostischen Konstellation bei allen Paéentabgesetzt wurde. Die weitere

Antikoagulation wurde bei 2 Patienten mit Hirudimdubei einem mit Falithrom durchgefihrt.

Thrombozyten - Wert vor UFH- Therapie (MW+SD) 253+ 69 G/L
Niedrigste Thrombozyten - Wert (MW+SD) 85+ 51 G/L
Tag des Thrombozyten - Abfalls (MW) 9d
Thrombozyten - Abfall % (MW) 66

* Thrombozyten - Wert vor HLM- Einsatz (MW +SD) 253 + 69 G/L

* Thrombozyten - Wert nach HLM- Einsatz (MW +SD) 211+64 G/L

- Thrombozyten - Differenz (MW) 42 G/L

- Thrombozyten - Abfall % ( MW) 17
UFH- Therapiedauer ( MW+SD) 9+26d
HIT Score (Punkte MW) 6,6
HIT Typ Il / TEK 2/0 Pat.

Tabelle 10:Statistische Daten der Patientengruppe lIl.
(Thrombozyten — Werte; Tag des max. Throbozyterfal’d) Dauer der Heparintherapie; HIT-Score- Werte;
Patientenzahl mit HIT Typ Il und TEK). ( MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung)

Das Thrombozyten-Diagramm (Abb. 7) und die HIT-®&cAuswertung (Abb. 8) zeigen uns bei
den Patienten Nr.: 14 und 15 den typischen Vefiauéine HIT Typ II: am Tag 9 und 13 trat ein

PLT-Abfall von mehr als 50 % und ein maximaler H€ore mit 6 Punkten auf.

Gruppe lll: Thrombozyten-Diagramm
350

300 +

250 -+

200 A

150 +

Thraoazyten- G

100 +

50 1

(o]

1 (0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 Tag

‘—0— 14 Pat. —=— 15 Pat. 16 Pat. ‘

Abb. 7: Thrombozyten-Diagramm der Patientengruppe lIl.
(Thrombozyten- Werte bei der Aufnahme, nach HLNMs&tz, max. Abfall und bei der Entlassung).
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Gruppe Illl: HIT-Scoring

1 2 3 4 s 6 7 8 o 10 11 12 13 Tag
‘ —e— 14 Pat. —m— 15 Pat. 16 Pat. ‘

Abb. 8: HIT-Score (nach Lo et al. 2006) Auswertung (postfat) bei der Patientengruppe llI.

Die Daten vom Patient Nr.: 16 bestatigen die Ventiiagnose auf HIT Il nicht vollstandig
(PLT—Abfall von 315 G/L auf 176 G/L und HIT-Scorimgir bis zu 2 Punkten).
Alle Patienten wurden nach einem Krankenhausaudéintbn 9 bis 18 Tagen in ein Rehabilita-

tionszentrum im stabilen Zustand ohne thromboembloé Komplikationen tGberwiesen.

4.4 Klinische Charakteristika der Gruppe IV

[H/PF4-ELISA(+); ID- Pa GIA (+); AESKULISA ( +); HIPA (+)]

Das IV. Patientenkollektiv stellt eine besondet®laliagnostische Konstellation mit 9 Patienten
(m:w ~ 5:4) dar. Das mittlere Patientenalter wurdé 65 (52 - 75) Jahren ausgewertet.
7 Patienten in dieser Gruppe (Tab.11) hatten eshevere KHK mit arterieller Hypertonie und

zusatzlich hatte ein Patient Nr.: 20 eine AMI, COdl Sepsis. 2 weitere Patienten wurden mit

einer kombinierten Aortenklappen- und Mitralklappeuffizienz stationar aufgenommen.

Haupt-Diagnose (n= 9)
o KHK 7
e Mitralklappeninsuffizienz + Aortenklappeninsuffizi enz 2
Komorbiditéat
a. AMI + COPD + Sepsis 1
b. Vorhofflimmern 2
c. art. Hypertonie 9
d. Diabetes mellitus Typ Il 3
e. . NI- / ANV- Dialyse 1
HIT- Risikofaktoren praoperativ
a. Heparin- Vorsensibilisierung 6
- Z.n. AMI 5
- Z.n. Apoplex 1
b. Antithrombose Prophylaxe vor OP (UFH / NMH) 3/3
c. Patienten mit HLM- Einsatz 9

Tabelle 11:Klinische Patienten-Charakteristika und ihre Throswrisikofaktoren (Gruppe V).
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In der Folge erhielten 7 Patienten mehrfache ACVi8 @ Patienten einen Aorten- und einen
Mitralklappenersatz. Alle Eingriffe verliefen untéiLM-Einsatz. Aus den Anamnesedaten
wurden folgende Risikofaktoren fir die Entwicklungon Thrombozytopenie und

thromboembolischen Komplikationen (TEK) nach eiHeparintherapie zusammengestellt:

* Z.n. AMI bei 5 Patienten;

e Z.n. Apoplex bei 1 Patient;

* Heparin- Sensibilisierung vor der Stationsaufnatiamel bei 6 Patienten (bei 3 Patienten
mit UFH und 3 mit NMH) statt.

Die Heparintherapie dauerte in dieser Gruppe 9 @Dage und bei dem Verdacht auf eine HIT
Il wurde die Antikoagulation bei 7 Patienten mititlin und bei einem Patienten mit Falithrom

weitergefuhrt.

Thrombozyten - Wert vor UFH- Therapie (MW+SD) 237+ 52 G/L
Niedrigste Thrombozyten - Wert (MW+SD) 81 + 37 G/L
Tag des Thrombozyten - Abfalls (MW) 8 d
Thrombozyten - Abfall % (MW) 66

* Thrombozyten - Wert vor HLM- Einsatz MW  +SD 237 £52 G/L

* Thrombozyten - Wert nach HLM- Einsatz MW +SD 232 £+51 G/L

- Thrombozyten - Differenz (MW) 5 G/L

- Thrombozyten - Abfall % ( MW) 2
UFH- Therapiedauer (MW+SD) 9+3d
HIT Score (Punkte MW) 6,8
HIT Typ Il / TEK 7 /4 Pat.

Tabelle 12:Statistische Daten der Patientengruppe 1V.
(Thrombozyten- Werte; Tag des max. Thrombozyterfaldy Dauer der Heparintherapie; HIT-Score-
Werte; Patientenzahl mit HIT Typ Il und TEK). ( MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung)

Die Thrombozyten-Mittelwerte (Tab. 12) lagen vor @peration bei 237 (SD+52) G/L. Nach
HLM- Einsatz zeigte sich bei 6 Patienten nur ein%#®ger Thrombozyten- Abfall und bei 3
Patienten kommt es zur atypischen PLT- Erh6hungm Zhaximalen PLT-Abfall kam es erst
nach 8 Tagen und dieser betrug 81 (SD+37) G/L (p6D%ese Daten sind klinisch relevant. Das

fuhrte bei allen Patienten zum Absetzen der Heplaarapie und zur HIT- Diagnostik.
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Das Thrombozyten-Diagramm (Abb. 9) zeigt uns bei Batienten ohne TENTr.: 17, 18, 19
einen Thrombozyten- Abfall von 30 bis 50 % am Tka§-9 der Heparintherapie und bei
Patienten Nr.: 23 und 25 mit mehr als 50% am Ta@.8-

Gruppe IV:Thrombozyten- Diagramm / ohne TEK

412

238

Thrombozyten - G/L

1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Tag

‘ —e— 17 Pat. —=— 18 Pat. 19 Pat. 23 Pat. —¥— 25 Pat. ‘

Abb. 9: Thrombozyten-Diagramm der Patientengruppe 1V ohBK.T

(Thrombozyten- Werte bei der Aufnahme, nach HIB¥hsatz, max. Abfall und bei der Entlassung)
Nachfolgend im Vergleich zeigt sich im Thrombozyf@agramm (Abb. 10). bei allen Patienten
mit schwerer TEK(Nr.: 20, 21, 22 und 24) der Thrombozyten-Abfaii mehr als 50% am 9. bis
12. Tag.

Gruppe IV: Thrombozyten- Diagramm / mit TEK

400

350 -

300 -

250 1

200 -

150 +

100

Thrombozyten - G/L

50 1

37

0

1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Tag
‘ —— 20 Pat. MI+ANV+S —B— 21 Pat. Ml+a.iliaca 22 Pat. a.femoralis 24 Pat. LE

Abb. 10: Thrombozyten-Diagramm der Patientengruppe IV miKTE
(Thrombozyten- Werte bei der Aufnahme, nach HLMadaitz, max. Abfall und bei der Entlassung).
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In der HIT- Scoring Abbildung bei den Patienten @K (Abb. 11) erreichen 4 Patienten
(Nr.: 17, 18, 19, 23) maximal 5 Punkte und Pathént 25 hat 6 Punkte.

Gruppe IV: HIT-Scoring / ohne TEK

Punkte
OFRP N WDMNOAOO N
|

—K VS 23 i 2 g T T T T T .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Tag

| —e—17 Pat. —=— 18 Pat. 19 Pat. 23 Pat. —x— 25 Pat.]

Abb. 11: HIT-Score (nach Lo et al. 2006) Auswertung (postfar) bei der Patientengruppe 1V ohne TEK

Zum Vergleich bei den Patienten mit TEKbb. 12) zeigt sich eindeutig eine hohe, klihisc
Wahrscheinlichkeit (maximal 7 — 8 Punkte) fur ekhi@ Typ Il bei allen Patienten aus.

Gruppe IV: HIT-Scoring / mit TEK

Punkte
OFRP N WANOU O N © ©

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Tag
| —e—20Pat. —=—21 Pat. 22 Pat. 24 Pat. |

Abb. 12: HIT-Score (nach Lo et al. 2006) Auswertung (postfer) bei der Patientengruppe IV mit TEK

Vier Patienten erlitten schwere, thromboemboliskbenplikationen: Patient Nr.: 20 hatte eine
AMI und akutes Nierenversagen, Patient Nr.: 21 eiMl und eine Embolie der a. iliaca

communis bds., Patient Nr.: 22 hatte eine Embaiead femoralis communis li. (Embolektomie
in den beiden Fallen) und Patient Nr.: 24 hatte émngenembolie. Die Patienten Nr.: 20 und 21
verstarben an den Folgen der Thromboembolie; bgemaNr.: 22 wurde eine Embolektomie

erfolgreich durchgefuhrt. Die Thrombozytenzahl nalisiert sich nach Heparintherapie-

Abbruch bei allen 7 Patienten nach ca. 4 Tagen.
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Alle 7 Patienten wurden nach dem Krankenhausaudéintton 9-16 Tagen in ein
Rehabilitationszentrum im stabilen Zustand ohneteveithromboembolische Komplikationen

Uberwiesen.

4.5 Vergleich labordiagnostischen Testergebnissen der 4 Gruppen

Die HIT-Diagnostik war in deGruppe | bei allen 5 Patienten nur im H/PF4- ELISAst nach
Amiral positiv. Der HIPA-,ID- Pa GIA und AESKULISA HIT II-Test (IgG-AK-Nachweis)
waren in dieser Gruppe negativ. Bei 3 Patienterdenseparat der IgG-AK- und der IgM-AK-
Status, als Differential-diagnostisches Kriteriubei der HIT-Diagnostik, bestimmt (Abb.13).
Die Ergebnisse zeigen deutlich héhere IgM-AK Werte allen 3 Patienten gegeniber den
IgG-AK Werten.

Gruppe |I: Ig M, Ig G (ELISA)
2 1,8 3

1,5 f-c-gg-——————=———=—="=———————~—~—~—~——~—~——~—~——~—~—~—~—~—~—~——~—~ | |

o 1 +-41 @ fF-------me e -
os 1B o.as

Nn.d Nn.d
3 4 5 Patient
‘ BIgM Cutoff-0,6 mIgG Cutoff-0,4 ‘

Abb. 13: Ergebnisse der einzelnen Immunglobulinklasse Ighll lg& der Gruppe | (D-E+H-).
H/PF4-ELISA-Test / IgM- Cutoff:@,lIgG- Cutoff: 0,4. (Pat. 3 und 4 nicht angesetntd.)

Die HIT-Diagnostik war in deiGruppe Il (Abb. 14).zwar bei allen 8 Patienten positiv im
H/PF4-ELISA nach Amiral, jedoch bei der Testung Emzelansatz auf 1gG- und IgM-AK
wurde in dieser Gruppe mit 6 Patienten bei 4 PareigG-AK (von 0,67 bis 2,9 OD) und bei
3 Patienten IgM-AK (von 1,3 bis 1,7 OD) als schwadsitiv bis positiv (reaktiv) ausgewertet.

Gruppe II: IgM, IgG (ELISA)
3,5
3 4 -
2,5 |y RGN | gy gy gy gy g g g g g gy
1,95
OD 2 | SySySRRy: P /T [ 0PNy 0PNy il g g g g
1,5 128 ______\ __ 1,83 o __
1 69 0,6 0,72
a
0.5 .4 0,42
n.d. n.d.
o ‘ ‘ : : : :
6 7 8 o 10 11 12 13 P atient
‘ B IgM Cutoff:0,6 mIgG Cutoff:0,4 ‘

Abb. 14: Ergebnisse der einzelnen Immunglobulinklasse Ighll iggs  der Patientengruppe Il (D+E+H-).
H/PF4-ELISA-Test / IgM- Cutoff.@,lgG- Cutoff: 0,4. (Pat. 12 und 13 nicht angetseta.d.)
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Auch im ID-Pa GIA / DiaMed waren alle Patienten iges wahrend die Ansatze im
AESKULISA (lgG-AK Nachweis) und im HIPA-Test beilah Patienten dieser Gruppe negativ

ausfielen.

Die HIT-Diagnostik war in deGruppe Il bei allen 3 Patienten im HIPA und H/PF4-ELISA
nach Amiral positiv. Der separate AK-Ansatz fur lg@&ler IgM-AK zeigte bei allen Patienten,
besonders aber bei den Patienten Nr.: 15 und dfasitives Ergebnis (Abb. 15).

Der ID-Pa GIA /DiaMed und der AESKULISA (IgG-AK Nhweis) waren negativ.

Gruppe Ill: IgM, 1gG (ELISA)
2
1,69
1,5
oD a1
0,5 -
o :
14 15 16 Patient
‘ @ IgM Cutoff:0,6 BmIlg G Cutoff:0,4 ‘

Abb. 15: Ergebnisse der einzelnen Immunglobulinklasse Igid lgG der Patientengruppe Il (D-E+H+).
H/PF4-ELISA-Test / IgM- Cutoff:@),lgG- Cutoff: 0,4.

Die HIT-Diagnostik zeigte in deGruppe IV (Abb. 16) bei allen 9 Patienten deutlich positive
Werte in allen Testverfahren, besonders in deneRalnit TEK, wobei vor allem der
monospezifische Immunoassay (IgG-AK-Nachweis) ¢ii€ Typ Il bestatigt: 6 Patienten sind
positiv und 1 Patient schwach positivim H/PF4-EA1§G, jedoch nur 5 im AESKULISA, vier
davon mit schweren TEK.

Gruppe IV: IgM, IgG (ELISA)
3,5
2.9
3 2.9 2.9 2,9 2,9 5 &
2,5
1,9
oD 2 1,6
1,5 1,24
1,18 e
17 0,41 0,54
’ . . 0,49
0.5 | 0,41 0,37
o - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
17 18 19 20 21 22 23 24 25 Patient
‘ Blg M Cutoff:0,6 mlg G Cutoff:0,4 ‘

Abb. 16: Ergebnisse der einzelnen Immunglobulinklasse Ighll lg& der Patientengruppe IV (D+E+H+).
H/PF4-ELISA-Test / IgM- Cutoff:@,lIgG- Cutoff: 0,4. (Pat. 20, 21, 22 und 24 mitK)E

42



Nachfolgend werden die ELISA-Werte der Patientert pusitivem 1gG-AK-Nachweis bei
negativem IgM-AK-Nachweis dargestellt (Abb. 17)tdressanterweise befinden sich bei diesen
Patienten zwei (Patient Nr.: 20 und 22) von deratdleRten mit schweren TEK, wobei die beiden
anderen Patienten mit TEK (Patient Nr.: 21 und a4¢h erhohte IgM-AK-Werte aufwiesen
(Abb.18).

H/PF4-ELISA Test IgG positiv / IgM negativ

Y ———

2,9 2,9

TEK TEK

6 9 14 15 16 18 20 22 23 25
Patienten Gr.- Il Gr.- 1l Gr.- IV ‘ B IgM-Cutoff:06

Abb. 17: Ergebnisse H/PF4- ELISA Tests mit positiven IgGd megativen IgM- Werten bei den Patienten
allen Gruppen.TEK- thromboembolische Komplikationen). IgM- Cutoff601gG- Cutoff: 0,4

IgG und IgM bei den Ppatienten mit TEK nach HIT Typ -1l
3,5
2,9 29 29 2,9 2,9
3 4+ - —
2,5
8 21
1,5
1T 4+--4 |- _______41 s 1 |- _____ _
0,54 0,54
20 21 22 24 Patient
\ = 1IgG-Cutoff:0,4 m IgM-Cutoff:0,6 \

Abb. 18: Ergebnisse H/PF4- ELISA Tests mit IgG- und IgM-Véerbei den Patienten mit TEK.
IgM- Cutoff: 0,6; IgG- Cutoff: 0,4

43



In der Abbildung Nr.: 19 und Nr.: 20 sind die Ahgaverte der Absorption im Heparin/PF4-
ELISA entsprechend IgG- und IgM- Klasse in alleu@en dargestellt.

Heparin/PF4- ELISA IgG- Klasse im Vergleich der 4Gruppen.
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Abb. 19: Boxplotdarstellung der absoluten Absorptionswertder Heparin/PF4-ELISA 1gG- Klasse im
Vergleich der 4 Patientengruppen.
(Cutoff fur 1gG: negativ- 0.4; scagh positiv> 0.56; positiv> 1.61)

Heparin/PF4- ELISA IgM - Klasse im Vergleich der 4Gruppen.
s 1 T T
e T l
B J T

Abb. 20: Boxplotdarstellung der absoluten Absorptionswertder Heparin/PF4- ELISA IgM-Klasse im
Vergleich der 4 Patientengruppen.
(Cutoff fur IgM: negati¥ 0.,6; positiv> 1.61)

In der Abbildung Nr.: 19 ist zu sehen, dass diepgpeulV mit 2,8 den hosten Median fir die IgG
Adsorptionswerte hatte, gefolgt von Gruppe Il Jluhd Gruppe Il (0,58). Der Median der
Gruppe | (0,48) liegt zwischen dem vorgegebenatof€ von 0,4 flr negativ und 0,56 fur

schwach positiv.
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Der paarweise Mittelwertsvergleich mit dem t-Téate{ch) fur die IgG Absorptionswerte zeigt
einen signifikanten (p<0,003) Unterschied zwiscl@mippe | und Gruppe IV. Zwischen den
Gruppen Il, Il und 1V liel3 sich keinen signifikarmtUnterschied (p> 0,10) feststellen.

In Abbildung Nr.: 20 ist zu sehen, dass die Gruppet 1,24 den hosten Median fur die IgM
Adsorptionswerte hatte, gefolgt von Gruppe Il (},05ie Mediane der Gruppen Il und IV
liegen mit 0,4 bis 0,6 in der H6he des fir diese¢hidden angegebenen Cutoff -Werd)(6).

Der paarweise Mittelwertsvergleich mit dem t-Teate{ch) fur die IgM Absorptionswerte liel3

zwischen den Gruppen |, 1I, Il und IV keinen sifikanten Unterschied (p> 0,44) erkennen.
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5. DISKUSSION

Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ Il (HI} ist eine seit vielen Jahren bekannte
und sehr schwerwiegende Komplikation bei der Ardigdation mit Heparin. Fur deren
Auftreten wird als erster Hinweis ein klinisch nicanders erklarbarer Thrombozyten-Abfall
angesehen. Daher wurde seit den spaten 80er Jdilnreim unterschiedliche Fachgesellschaften
eine regelmaRige Kontrolle der Thrombozytenwerte Werlauf einer Heparintherapie
vorgeschrieben (Chong et al. 1989). Als eine fue diIT Il dringend verdachtige
Thrombozytopenie wird ein Abfall der Blutplatichemuf mindestens 50 % des
.pratherapeutischen“ Ausgangswertes gewertet (Whirkeet al. 1998). Diese Definition
bertcksichtigt die individuellen Thrombozytenvefiiubesser als das Heranziehen eines
absoluten Grenzwertes von z.B. 100000/ ul als es@itenes in der Literatur sehr haufig
diskutiertes Kriterium.

In der Praxis lasst sich allerdings nicht zuletzigen der normalerweise relativ haufigen
starkeren Schwankungen der Plattchenzahlen eirhesoloptimaler Ausgangswert oft nur
retrospektiv klar definieren. Zum Teil kann es nemndig werden, dass man als ,normalen*
Vorwert den Wert zu Hilfe ziehen muss, der nach d&lpsetzen der Heparingaben wieder
erreicht wird, da die Bestimmung des Ausgangswaeritdd selten unterlassen wird oder aus den
Vorakten nicht ermittelbar ist. Wegen eines meidteriiormalen Reboundeffekts beim
Wiederanstieg der Thrombozyten nach Absetzen desuhes sollte man nicht den zunachst als
erstes erreichten Hochstwert als (Vor-)Normalweshmen, sondern 3 — 5 Tage spater eine
Kontrollbestimmung durchfihren (Greinacher A. 199%ergleichbare Verlaufe der
Thrombozytenwerte zeigen sich auch in den vorlidganUntersuchungen (Abb. 3, 7 und 9),
insbesondere bei den Patienten in den Gruppen 2 @adb. 5 und 10).

Die Bestimmung und Berechnung des HIT-Scores windchd die oft nur retrospektiv zu

ermittelnden individuellen Normalwerte der Patienstark beeintrachtigt, da durch die Art und
Weise des Thrombozyten-Abfalls (< oder > 30 % cel@®0 %) die Diagnosestellung und dann
auch die Interpretation und Vergabe der Scorepumkte unerheblich beeinflusst werden. Wie
man in den Gruppen Il und Il (Abb. 6 und 8) datltlierkennen kann, schwankt bei den
Patienten zum Teil die Punktzahl des HIT-Scores Vag zu Tag sehr stark und Iasst nur in

wenigen Fallen eine eindeutig stetig zunehmendeldi®nerkennen, so wie man es bei einer
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sehr verstarkenden klinischen Symptomatik im Rahragrer HIT Il unter fortwahrenden
Heparingaben erwarten wirde.

Unabhangig davon ist allerdings der Wiederanstieg Tchrombozyten auf annéhernd normale
(Ausgangs-)Werte innerhalb von wenigen Tagen narh Absetzen einer Heparintherapie ein
weiteres sehr wichtiges Kriterium fur die kliniscbegagnose einer HIT Il und gilt als nahezu
beweisend. Natirlich ist der Plattchenanstieg Weriterium fur den HIT-Scor, da dieser
zwangslaufig erst nach ,Abschluss” der HIT Il aiiftr In der Praxis erfullt sich diese
Normalisierung der Thrombozytenwerte i.d.R. beemllechten* HIT-Patienten mit oder ohne
thromboembolische Komplikationen (TEK), wobei sidies in der vorliegenden Untersuchung
ganz besonders bei den Patienten der Gruppe 4(2digt 9 und 10).

Wahrend es im klinischen Alltag sehr viele versdbiee Grinde fir einen Thrombozytenabfall
auch ohne das Vorliegen einer HIT gibt, wie z.BieeRAutoimmunthrombozytopenie (ITP), eine
DIC/Verbrauchskoagulopathie  (z.B. bei Sepsis), eindMedikamentenassoziierte
Thrombozytopenie (z.B. durch Chinidin o0.a.) odemeeithrombotisch- thrombozytopenische
Purpura (TTP) sowie eine EDTA-Proben bedingte Pstwmdmbozytopenie, so lasst sich bei
Patienten nach herzchirurgischen Eingriffen einontivozytenabfall i.d.R. auf eine massive
Beeintrachtigung der Blutplattchen durch die Shedt& und Fremdoberflachenkontakte beim
Einsatz der Herz-Lungen-Maschine zurlickfihren (@aiin et al. 1980). Insbesondere auch
nach Herzklappenersatz lasst sich bei einigen matie in der Folge eine weitere
Beeintrachtigung der Plattchenfunktion selbst, alseh der Plattchenzahl feststellen, wobei
hinsichtlich der primaren Hamostase auch das emv@lvon-Willebrand-Jirgens-Syndrom bei
Herzklappenpatienten eine gewichtige Rolle zu spigdcheint (Heilmann et al. 2010). Eine
weitere durch Shearkrafte und / oder Fremdober@adkontakt ausgeloste Thrombozytopathie
und auch Thrombozytopenie tritt auch bei der kanériche Hamofiltration bei
niereninsuffizienten Intensivpatienten auf, wobier lauch eine Abgrenzung zur HIT Il erfolgen

muss, da diese Patienten i.d.R. auch im VerlauHdenofiltration heparinisiert werden.

Da zum Uberwiegenden Teil die Herzoperationen uBtesatz der Herz-Lungen-Maschine zur
Vermeidung einer Gerinnselbildung im Blut unter egirtherapeutischen Antikoagulation mit
Heparin erfolgen, wére beim Feststellen eines Thamyten-Abfalls eine exakte HIT-
Diagnostik sehr wiinschenswert. Insbesondere wirdym3er Teil dieser Patienten auch in den
Tagen danach insbesondere nach Herzklappenersaiewvdmstellung auf eine orale Atikoagu-

lation mit hochdosiertem Heparin behandelt, so dhssGefahr des Auftretens einer HIT I
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deutlich steigt. Vor allem koénnen die meisten dies@atienten bereits schon vor der
Herzoperation auch als potentiell Heparin-sensileitt gelten, da diese bei diversen invasiven
diagnostischen Eingriffen, z.B. bei radiologiscli@efa3darstellungen, sehr haufig mit Hilfe von
Heparin antikoaguliert worden waren, so dass aunhsehr friher und starker Abfall der

Thrombozyten schon zu Beginn der ersten Therapiegaaftreten kann.

Da bis zum Erreichen der vollen therapeutischenk@agulation mit den derzeit noch Ublichen
Vitamin-K-Antagonisten Uberlappend eine PTT-gestieué.v. Antikoagulation mit Heparin
durchgefuhrt wird und bei einer klinisch wirksameiT Il zur Vermeidung thromboembolischer
Komplikationen schnellstmoglich auf eine alternatiAntikoagulation umgestellt werden
misste, ist eine sichere HIT-Diagnostik unerlabslidiese Dringlichkeit wird dadurch noch
verstarkt, da sehr viele alternative Antikoagulanzfir eine therapeutische Antikoagulation
noch nicht zugelassen oder zum Teil auch nur scrstererbar sind, was die Gefahr von
Blutungskomplikationen drastisch erhoht (Bauer KeAal. 2001, Breddin H. et al. 2002, Chew
D. et al. 2002, Chong B.H. et al. 1992, Erikssoh &. al. 2001, Lewis B.E. et al. 2003, Savi P.
et al. 2005, Shah A.C. et al. 2000).

Die Datenlage zur Wertigkeit der unterschiedlicidachweisverfahren fur HIT-Antikdrper in
Verbindung mit den unterschiedlichsten klinischearl&ufen der Patienten mit nachgewiesenem
Abfall der Thrombozytenwerte ist bis heute immecmaineinheitlich und sehr viele Tests zum
HIT-Antikdrper-Nachweis wurden und werden propagiand sind teilweise auch wieder
verworfen worden. Nicht zuletzt besteht bei dennikirn der dringende Wunsch nach
verlasslichen Schnelltests, deren Wertigkeit sedwfip an der fehlenden Chargenkonstanz

scheiterte.

Insbesondere der nahezu regelhaft nach Herzopeeatimit Einsatz der Herz-Lungen-Maschine
auftretende Thrombozyten-Abfall, der bei vielen eneth operativen Fachern sehr viel seltener
vorkommt, macht es fir die Herzchirurgie sehr wigthdurch Testverfahren mit schnell verfug-
baren Messergebnissen sicher zu erkennen, inwiglasitHeparin beim Einsatz der HLM fur
den Plattchenabfall (mit-)verantwortlich ist, umrclu eine sehr rasche und gezielte Umstellung
der postoperativ notwendigen Antikoagulation throernbolische Komplikationen vermeiden

zu kdénnen.
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Da der Throbozyten-Abfall meist erst im Verlauf ddmikalltags nach Erhalt und Bewertung
des Blutbildes zu dem V.a. eine HIT fuhrt, ist Rd.am selben Tag kein aufwendiger
immunologischer Test mehr durchfihrbar, so dassichst die Heparingaben auf Verdacht
abzusetzen und auf eine andere Antikoagulation atalten sind. Der dringliche Wunsch der
Kliniker, die Notwendigkeit zur Umstellung der Aktiagulation mit Hilfe von schnellen
Testergebnissen zu unterstitzen, fuhrte zur weNembreitung des leicht und schnell
durchzufiihrenden ID-PaGIA, der auch in der vorlretgn Untersuchung eingesetzt worden war
und bei 17 der untersuchten Patienten (n=25) paaitsfiel.

Im Gegensatz dazu waren alle 25 Patienten mit déPkr4HELISA-IgG/-M Routinetest positiv.
Beide Tests fuhren sowohl mit IgG-, wie auch IgMtkarpern gegen den Heparin-
Plattchenfaktor 4-Komplex zu einer positiven Reakti so dass zur weiteren Abklarung
zusatzliche Tests angesetzt werden mussen, da Wekrsuchungen nur dem Nachweis von
IgG-Antikdrpern eine klinische Relevanz zusprecfteelton J.G. et al. 1994; Arepally G. et al.
1997; Juhl D. et al. 2006).

Doch auch beim spezifischen IgG-Antikérpernachvagiggen sich je nach Testverfahren sehr
unterschiedliche Ergebnisse, denn von den 25 khndringend HIT-verdachtigen Patienten
lieBen sich zwar im H/PF4-ELISA-IgG Routinetest A& von 21 Patienten IgG-Antikorper

nachweisen, mit dem AESKULISA jedoch nur bei 5 vdnPatienten. Besonders hervorzuheben
ist dabei, dass sich unter diesen 5 Patienten idizigen 4 befanden, bei denen schwere

thromboembolische Komplikation auftraten.

Bezieht man nun auch noch den funktionellen Anpkdnachweis mit dem HIPA-Test mit ein,
so machte dieser zwar bei 9 Patienten das VorliggarHIT-AK wahrscheinlich, wobei jedoch
nur bei 7 dieser Patienten eindeutig positive IgksMachweisreaktionen im H/PF4-ELISA-1gG
und nur bei 5 auch im AESKULISA auftraten. Im Sditest ID-PaGIA waren jedoch 17 von 25
reaktiv, wobei bei 8 von diesen sowohl der HIPA{T@se auch bei 5 der AESKULISA-Ansatz
negativ ausgefallen waren. Besonders hervorzuhédierdass die Patienten mit negativem
Schnelltest (ID-PaGIA) zwar vereinzelt in anderessfs positive Reaktionen zeigten, jedoch
auch in der Ruckschau, wie in der HIT-Score Bewsgtkeine klinisch eindeutigen Hinweise
auf eine HIT Il aufwiesen, so dass man mit diesestt werbreiteten Schnelltest zumindest keine
Patienten mit dem dringenden V.a. eine HIT Il zerdkhen scheint. Allerdings erscheint der

Anteil der falsch-positiv getesteten Patienten hicterheblich, da man hier auch sehr dringlich
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bertcksichtigen muss, dass es bei diesen Patieabsnlut notwendig erschien, z.T. als
alternative Antikoagulation, nichtzugelassene Madiknte einsetzen zu mussen. Insbesondere
bei schweren Blutungskomplikationen kann der Emsan Medikamenten im ,off-label-use”

fur die Arzte schwerwiegende forensische Folgerehab

Von den 25 Patienten, die zumindest in einem odehireren Testansatzen positive Reaktionen
zeigten, waren aber letztendlich nur 5, die inmaleer durchgefuhrten Testverfahren einen HIT-
AK-Nachweis aufwiesen. 4 von diesen HIT-Patientatidn zudem schwere klinische TEK. Wie
eingangs aufgefuhrt, wurden von insgesamt 193 atieder Herzchirurgie (16 % von 1225
Patienten mit Heparin-Exposition in der HTC) urdem V.a. auf eine HIT Il wegen eines peri-
und postoperativen Thrombozyten-Abfalls Blutprorem Nachweis von HIT-AK eingeschickt,
wobei bei 168 Patienten (87 % von 193) keine AKhggeviesen werden konnten. Bei 25
Patienten (Risiko 1 : 49 ~ 25 : 1225 HTC-Patiepfanden sich z.T. sowohl klinisch (s. HIT-
Score), wie teils auch labormafig eindeutige Hiseeiuf das Vorliegen einer HIT 1.

Nach den Daten im HIT-Score und in den Labor-ArayqID-PaGIA Schnelltest, 19G-
Nachweis und HIPA-Test deutlich positiv) kann jeldowr bei 11 Patienten die Diagnose HIT Il
als gesichert gelten. Dies entspricht einer Inzzdeon 0,89 % (1 / 111 HTC-Patienten) fur die
Entwicklung einer HIT Il nach einer Heparinthergpi®bei in groReren Ubersichtsarbeiten von
Inzidenzen um 0,1-3 % berichtet wird (Greinachealetl996). 4 von den 1225 HTC-Patienten
hatten unter der Heparintherapie schwere thromboksche Komplikationen (0,32 %),
entsprechend einem Risiko von 1 / 306 Patienten.

Im Vergleich dazu erreichte eine Metaanalyse augprbépektiven Studien (Warkentin et al.
1994), die insgesamt 1336 Patienten einschloss, lexidenz von 3,4% flur die HIT Il ohne
thromboembolische Komplikationen (TEK) und von 1%r fdie HIT Il mit TEK. Diese

Ergebnisse korrelieren mit einer prospektiven &tudin Warkentin (1995), in der insgesamt
665 hiftoperierte Patienten auf die Inzidenz ekdr unter UFH und NMH untersucht worden

waren.
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5.1. Schlussfolgerungen

Betrachtet man die Ergebnisse der unterschiedlidhetersuchungen auf HIT-Antikorper in
Erganzung zu den Klinischen Verlaufen in den Kraakéen bei 193 Patienten der HTC, bei
denen es unter Heparin zu einem Thrombozyten-AgElbommen war und wegen V.a. HIT I
entsprechende Labortests durchgefiihrt worden waremgen sich nur wenige valide und
Ubereinstimmende Ergebnisse fur die Wertigkeit zaboruntersuchungen auf HIT-AK. Auch

ein sicherer sog. ,Goldstandard“-Test ist anhand=sigebnisse nicht erkennbar.

Nach allen Empfehlungen muss bei den ersten genden Anzeichen fur das Vorliegen einer
HIT Il die Heparintherapie unverziglich unterbrocheverden und bei fortbestehender
Indikation fur eine Antikoagulation ein alternatsveund nach Madoglichkeit ein fir diese
Indikation zugelassenes Medikament angesetzt weddgemach den drtlichen Gegebenheiten
kann man dann anhand einer Blutprobe einen TestHalHAntikdrper durchfiihren lassen,
wobei in der Regel fur eine therapeutische Entsithrgj zur alternativen Antikoagulation das
Testergebnis nicht abgewartet werden kann. Je n&dyleiterkrankungen (z.B.
Niereninsuffizienz) wird man ein entsprechendewmlativpraparat auswahlen. Nach Erhalt der
Ergebnisse ist es dann oftmals gar nicht so einfadylich, erneut die Antikoagulation
umzustellen, da immer wieder anhand wiederholtestvBeefahren ein bestimmter Wirkspiegel
erreicht werden muss. Oft ist es dann besser, dasative Medikament zu belassen, zumal

wenn nur fir wenige Tage eine Antikoagulation ndgtg

Zumindest erscheint es nach unseren Daten moglieltieparingaben fortzufiihren, wenn sich
im Schnelltest ID-PaGIA keine Antikdrper nachweidassen. Da aber dann doch zu viele
Patienten mit einem anderen Medikament, welchd# s breit anwendbar ist, versorgt werden
mussten, ohne dass eine wirkliche Indikation dajégeben ist, sollten zuséatzliche Tests

angesetzt werden.

Insbesondere muss man bedenken, dass eine HITériAnamnese alle Arzte dazu zwingt, bei
diesen Patienten ein Leben lang auf die altbewdhejgarinisierung zu verzichten. Fur diesen
Antikorpernachweis eignet sich der kombinierte Negis von IgM-IgG-Antikdrpern nicht, so

dass der alleinige Nachweis auf IgG-AK spezifisobescheint. Allerdings zeigt sich in unserer
Auswertung, dass ggf. der Cutoff, ab dem der Téstpasitiv zu werten ist, gegenuber den

Firmenangaben angehoben werden sollte. Allerdingssmman fur diese im Rahmen einer
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Validierung des Tests zu erhebenden Daten nocle weitere Parallelbewertungen zwischen
den klinischen Angaben und Testergebnissen durorfiih

In der Rickschau der letzten Jahre ist der Umgaitgdiesen Patienten allerdings deutlich
einfacher geworden, da es mittlerweile doch immezhmalternative Medikamente zur
prophylaktischen und therapeutischen Antikoaguhatgibt, die zum Teil aufgrund ihrer
gréReren therapeutischen Breite weniger blutungbgdénd sind als die Heparintherapie.
Solange diese Medikamente nicht zur Verfigung slandar es dringlicher, fur die Umstellung
auf alternative, meist noch nicht zugelassene Maddate einen Test als Grundlage flr diese
Entscheidung zu haben. Zumindest fur die Ausstglon Notfallausweisen mit dem Hinweis
auf allergische Reaktionen mit Heparin, ggf. HIetscheint es unerlasslich, sehr sorgsam diese
Art von Diagnose zu stellen. Allein aufgrund vonzsinen Laborergebnissen die Diagnose HIT
Typ Il zu stellen und dahingehend einen entspreddremMotfallausweis auszustellen, erscheint
ohne eindeutige klinische Verlaufsparameter oftr selweifelhaft und sollte entsprechend
verwertet werden. Leider ist es fur die Diagnodkstg nicht immer so einfach wie in den
Fallen, wo es nach dem Absetzen des Heparins zemeiraschen (Wieder-) Anstieg der

Thrmobozytenwerte bis zum individuellen Norm Wewtrkmt.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ Il (HI) stellt eine gravierende, teils lebensbe-
drohliche Nebenwirkung der Heparinbehandlung das Brste und wichtigste klinische Zeichen
fur deren Auftreten ist der Thrombozytenabfall, @erdings auch bei einigen anderen Krank-
heitsbildern als eines der Hauptsymptome gilt, wi®. die Verbrauchskoagulopathie (DIC) bei
septischen Zustanden. Aber auch bei invasiven HEiegrmit Einsatz der Herz-Lungen-Maschine
(HML) kommt es sehr haufig zum Thrombozytenabfall, dass sich bei Patienten in der Herz-
chirurgie sehr haufig die Frage nach dessen Ursatdilt, und zwar allein HLM-bedingt (z.B.

durch den Fremdoberflachenkontakt oder Shearkréétej zusatzlich durch die Gabe von Heparin

zur Antikoagulation.

Um das generelle Vorgehen beim Einsatz der verdehen Testverfahren zur Abklarung einer HIT
Il beim Thrombozytenabfall nach herzchirurgischemgiffen zu validieren und ggf. effizienter zu
machen, wurden die klinischen und labormaRigen maten 193 Patienten der Herzchirurgie
ausgewertet, bei denen eine Blutprobe unter dem WM& Il zum Heparin-PF4-Komplex-Anti-
korpernachweis ins Institut fur Transfusionsmediimgesendet worden war. Bei 25 Patienten liefl3
sich zumindest mit einem der eingesetzten TestAmditkorper nachweisen, wobei nur bei wenigen

Patienten in mehreren Tests dieser AK-Nachweisgela

Erfreulicherweise zeigte sich, dass der derzeitdmumh Markt befindliche und breit angewendete
Gelkarten-Schnelltest (ID-PaGIA) zumindest in dearliegenden Untersuchung keine falsch
negativen Reaktionen aufwies. Allerdings waren weder falsch positiven Reaktionen bei 6 von
17 Patienten die Heparingaben ,unndtigerweise” séigeé, resp. umgestellt worden. Inwieweit der
ausschlie3lich nur bei 5 Patienten reaktive AESK®AITest oder der bei 7 Patienten reaktive
H/PF4-ELISA-IgG-Ansatz bei zu wenigen Patienten assl zum Umstellen der Antikoagulation
gegeben hatte, lasst sich anhand der hier kleiaipaRlen nicht eindeutig beantworten. Unter den
5 AESKULISA- positiven Patienten befanden sich jd@déls in der Nachuntersuchung auch alle 4
Patienten mit schweren thromboembolischen Kompbkah. Bei diesen war auch der HIPA- Test
positiv, der von einigen als aussagekraftiger (§8ldndardtest angesehen wird, jedoch zeigten
sich hier sogar insgesamt 9 Patienten reaktiv.\Algeil beim HIPA- Test kann gewertet werden,
dass mit diesem Test Kreuzreaktionen der AK miteama Antikoagulantien bestimmt werden
kénnen, wobei fir die genannten Tests derzeit kBRingversuche angeboten werden, was fur den
Laborbereich ungewohnlich ist, so dass dringererma Validierungen erforderlich sind.
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