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1  Einleitung

1.1  Behandlung von Herzerkrankungen mittels moderner

Kardiochirurgie

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems wie beispielsweise Arteriosklerose der Herzkranz-
gefifle gehoren zu den haufigsten Todesursachen in den Industrienationen (Leitlinie Chro-
nische KHK 2013). Als Therapiemoglichkeiten stehen konservative und interventionelle Me-
thoden zur Verfigung wie z.B. Medikamente oder eine Koronarangiographie mit Stent-Im-
plantation. Sind diese Verfahren bei fortgeschrittenen Verinderungen erschopft, kommen
chirurgische Verfahren zum Einsatz (Braunwald et al. 2002, Ruf3 et al. 2009, Werdan et al.
2012). Hierzu zihlen neben Bypassoperationen auch Eingriffe wie der Herzklappenersatz
oder Herzklappenrekonstruktionen. Auch Doppel- und Mehrfacheingriffe sind moglich (Ea-
gle et al. 2004). Der Grof3teil dieser Operationen wird am offenen, nicht-schlagenden Herzen
mittels extrakorporaler Zirkulation durchgefiihrt. Hierfiir ist der Einsatz einer Herz-Lungen-

Maschine (HLM) erforderlich (Bojar 2011).

Im Folgenden soll die Funktionsweise einer HLM und auch mégliche Probleme durch die

Anwendung dieses Verfahrens niher erliutert werden.

1.1.1 Aufbau einer HLM

Mit einer Herz-Lungen-Maschine ist es moglich, fur die Dauer des Eingriffes die Funktionen
des Herzens und der Lunge zu Gbernehmen (Pretzsch et al. 2007). Vereinfacht gesagt, wird
dabei das Blut iiber ein Schlauchsystem geleitet, von Kohlendioxid befreit, mit Sauerstoff

gesittigt und zurtck in den Koérper tiberfithrt (s. Abb. 1) (Born et al. 2010, Bojar 2011).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Funktionsweise einer Herz-Lungen-Maschine. (http:/ /www.biomed.ruhr-
uni-bochum.de/forschun g/pic/9801p08a01.gif)

Nicht organische Oberflichen wie das Schlauchsystem der HLM aktivieren bei Kontakt des
Blutes das Gerinnungssystem des Patienten. Es besteht die Gefahr, dass sich Blutgerinnsel
bilden, die zu Makro- und Mikroembolien im gesamten Organsystem fihren kénnen (Hart-

mann et al. 2005, Striebel 2005, Schulte am Esch et al. 2011).

Sofern keine Kontraindikationen bestehen, wird zur Prophylaxe eines thrombembolischen
Geschehens Heparin eingesetzt. Die Dosierung erfolgt gewichtsadaptiert mit 300 bis
400 IE/kg Korpergewicht (KG) (Fischlein 2000). Kurz vor dem Beginn der extrakorporalen
Zirkulation wird das Heparin intravends verabreicht. Nach Ende der extrakorporalen Zirku-
lation wird das vorhandene Heparin im Blut mit Protamin antagonisiert, so dass wieder phy-
siologische Gerinnungsabliufe im Koérper des Patienten erfolgen kénnen (s. 1.2.2.2) (Hart-

mann et al. 2005, Thiel und Roewer 2013, Bojar 2011).

1.1.2 Vorteile einer HLM

Bei den in dieser Arbeit zugrunde liegenden Eingriffen muss das Herz wihrend der Anlage
eines oder mehrerer Bypisse und/oder des Einsetzens einer neuen Herzklappe kontrolliert
authoren zu schlagen. Dies wird mit Hilfe einer kardioplegen Losung erreicht, die eine hohe
Konzentration an Kalium enthilt. Den Operierenden wird dadurch ein sicherer Zugang zum

Herzen ermdglicht (Ruf3 et al. 2009, Menasché 2001).

Das Blut aus dem Operationsgebiet wird nicht verworfen, sondern tuber spezielle Sauger

aufgefangen und dem Patienten tiber die HLM erneut zugefiihrt. Dabei handelt es sich um



eine wichtige patienteneigene Ressource. Viele Studien haben bereits prisentiert, dass es zu
einer hoheren Mortalitit und Morbiditit kommt, wenn vermehrt Fremdblut transfundiert
wird (Leal-Nowval et al. 2001, Avidan et al. 2004, Murphy und Pamphilon 2009, Kashuk et al.
2010, Johansson 2010, Haas 2012, Weber et al. 2012).

Nach Ende der extrakorporalen Zirkulation kann das restliche Blut aus dem System der Ma-
schine gewonnen werden und dem Patienten als sogenanntes Maschinenblut zuriickgegeben
werden (Flom-Halvorsen et al. 2003, Zisman et al. 2009). Diese autologe Transfusion enthalt
jedoch Heparin. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass es hierdurch zu einer Beein-
flussung des Gerinnungssystems kommt. Dies soll im Rahmen dieser Arbeit niher unter-

sucht werden.

1.1.3 Probleme bei Operationen unter Einsatz einer HLM

Der dargestellte Mechanismus stellt einen gravierenden Eingriff in die menschliche Physio-
logie dar. Eine Reihe von Komplikationen kann wihrend, aber auch nach der Operation

auftreten. Eine unerwiinschte Folge sind Nachblutungen (Fischlein 2000, Bojar 2011).

Postoperative Blutungskomplikationen auf der Intensivstation sind geftirchtet, da der Patient
hierdurch vital bedroht sein kann. Die Ursachen konnen vielseitig sein. Zum einen sind die
Blutungskomplikationen chirurgischer Natur, die durch eine erneute operative Intervention
behandelt werden mussen. Zum anderen kann die Ursache auch in der Blutgerinnung selbst
liegen. Es konnen sowohl die plasmatische als auch die zellulire Gerinnung betroffen sein.
Hierbei kbnnen ein Mangel an Gerinnungsfaktoren oder ein Mangel bzw. eine gestorte Funk-
tion der Thrombozyten ursichlich sein. Thrombozyten tragen wesentlich zur Blutgerinnung
bei (Hartmann et al. 2005). Bei Operationen mit einer HLM kann es zum Verlust oder zur
eingeschrinkten Funktion der Blutplittchen kommen. Beispielsweise kénnen mechanischer
Stress oder Hypothermie wihrend des Eingriffs zu Verdnderungen der Oberflichenrezepto-
ren mit konsekutiven Funktionseinschrinkungen fithren (Fischlein 2000, Paparella et al.

2004, Tanaka et al. 2009).

Trotz erfolgter Antikoagulation zeigt sich eine Aktivierung von Gerinnungsfaktoren, die
auch tber das Operationsende hinaus andauern kann (Zisman et al. 2009). Der Verbrauch
von Gerinnungsfaktoren mit reaktiver Hyperfibrinolyse stellt einen weiteren Ausloser post-
operativer Blutungen dar (Luxembourg et al. 2007). Standardisiert werden daher intraopera-
tiv Antifibrinolytika intravends verabreicht (Fischlein 2000, von Heymann et al. 2006, Lancé

etal. 2010).



Auch wenn vor Beendigung der Operation eine Antagonisierung mit Protamin erfolgt, kann
trotzdem ein Hepariniiberschuss eine mogliche Ursache fiir ein postoperatives Blutungser-
eignis darstellen (Gravlee et al. 1992, Khuri et al. 1995, Griffin et al. 2001, Mittermayr et al.
2009, Karow und Lang-Roth 2013). Der letztgenannte Punkt soll im Rahmen dieser Arbeit

eingehender betrachtet werden.

1.2 Blutgerinnung

Sobald es im Koérper des Menschen zu Verletzungen kommt, werden automatisch Mecha-

nismen in Gang gesetzt, die der Blutstillung dienen.

In den meisten Lehrbiichern wird auch heute noch zwischen primarer und sekundarer Ha-
mostase unterschieden sowie bei letzterer zwischen einem exogenen (extrinsischen) und en-
dogenen (intrinsischen) Weg (s. Abb. 2) (McFarlane 1964, Lang und von Depka 2006, Burgis
2008, Kochs et al. 2008, Karow und Lang-Roth 2013). Dieses Modell, das die Aktivierung
einer spezifischen Enzymkaskade unter Beteiligung verschiedener Cofaktoren beinhaltet, ist
jedoch abgel6st worden durch ein neueres Verstindnis fir die Zusammenhinge von plas-
matischer und zellulirer Gerinnung (Hoffman und Monroe 2001, Kochs et al. 2008, Karow

und Lang-Roth 2013).
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Abb. 2: Gerinnungskaskade (modifiziert nach Karow und Lang-Roth 2013)

Ende der neunziger Jahre zeigten Untersuchungen, dass das bisherige Verstindnis tber das

Gerinnungssystem revidiert werden musste. Hoffman und Monroe prigten den Begriff eines



Zell-basierten Gerinnungsmodels (Hoffman und Monroe 2001). Hierbei spielt die Interak-
tion zwischen einem Faktor-VIIa-Tissue-Factor-Komplex (F-VIIa-TF-Komplex) und der
Zelloberfliche aktivierter Thrombozyten eine entscheidende Rolle. Hieraus wird ersichtlich,
dass ein Mangel oder eine Fehlfunktion der Blutplittchen einer effizienten Fibrinbildung
entgegensteht (Monroe und Hoffman 2006, Kochs et al. 2008). Im Zell-basierten Gerin-
nungsmodel werden drei Phasen unterschieden (s. Abb. 3) (Smith 2009).

Wihrend der sogenannten Initiation kommt das Blut nach einer Verletzung mit TF (Tissue
Factor), welcher beispielsweise auf Fibroblasten exprimiert wird, in Bertihrung. Hierbei
kommt es zur Bildung eines Komplexes aus TF und aktivierten Faktor VII (F VIIa), der im
Blut zirkuliert. Jetzt werden F X und IX sowie in der Folge auch IF V aktiviert. Dies bewirkt

die Bildung einer zunichst geringen Menge an Prothrombinase und Thrombin (F IIa).

Wihrend der 2. Phase, der Amplifikation verstarkt das gebildete Thrombin die Adhision
und Aktivierung der Thrombozyten. Auf der Oberfliche der Blutplittchen kommt es nun
zu weiteren wichtigen Schritten der Gerinnung. F V, F VIII sowie F XI werden aktiviert.

Dies ermdglicht in der Folge die dritte Phase der Gerinnung, die Propagation.

Vermehrt wird auf der Plittchenoberfliche Tenase und Prothrombinase gebildet. Dabei han-
delt es sich um verschiedene spezifische emzymatische Komponenten der plasmatischen
Gerinnung. Hierdurch wird eine enorme Menge an Thrombin produziert, dies wird auch als
Thrombinburst bezeichnet. Anteil an weiterer Stabilitit des Clots hat durch Thrombin akti-
vierter I XIII. Als Ergebnis kommt es zur Entstehung eines stabilen Fibringerinnsels (Mon-
roe und Hoffman 2006), (Roberts et al. 20006), (Smith 2009), das die Integritit des Gefil3sys-

tems wieder herstellt.

a) INITIATION c) PROPAGATION

m Aktivierter Thrombozyt
Plittchen # —
Thrombozyt

Abb. 3: Die drei Phasen des Zell-basierten Gerinnungsmodels, modifiziert nach Smith 2009




1.2.1 Medikamentdse Therapie kardiochirurgischer Patienten

Ansatzpunkte fiir eine medikamentése Beeinflussung des Gerinnungssystems bieten sich an
verschiedenen Stellen. Insbesondere Patienten, die an einer koronaren Herzkrankheit (KHK)
leiden oder bereits einen Herzinfarkt erlitten haben, werden Thrombozytenaggregations-
hemmer als Sekundirprophylaxe empfohlen. Auch nach Intervention sowie Stentimplanta-
tion sind sie angezeigt (van Es et al. 2002, Leitlinie Chronische KHK 2013, Karow und Lang-
Roth 2013). Die perioperative Anpassung der antiaggregativen Medikation erfolgt nach indi-
vidueller Risikoabwigung.

Die Wirkmechanismen der unterschiedlichen Substanzgruppen sollen im Folgenden kurz

erlautert werden.

1.2.1.1 Acetylsalicylsaure (ASS)

ASS hemmt die Cyclooxygenase (COX) irreversibel. Dieses Enzym bildet aus Arachidon-
sdure zum einen in den Endothelzellen Prostazyklin, zum anderen in den Thrombozyten den
Gegenspieler Thromboxan. Prostazyklin zirkuliert im Blut und vermittelt eine Vasodilatation
sowie eine Hemmung der Thrombozytenaggregation. Thromboxan hingegen bewirkt eine
Vasokonstriktion und férdert die Aggregation der Thrombozyten. Obwohl ASS an den En-
dothelzellen und an den Thrombozyten angreift, hebt sich die Wirkung nicht etwa auf, son-
dern der aggregationshemmende Effekt tiberwiegt. Blutplittchen besitzen keinen Zellkern.
Somit ist die Wirkung von ASS erst mit Ende ihrer Lebensdauer, etwa nach 7-10 Tagen,
aufgehoben. Endothelzellen hingegen synthetisieren die COX innerhalb einiger Stunden
nach (Burgis 2008, Miceli et al. 2013, Karow und Lang-Roth 2013).

ASS stellt den Thrombozytenaggregationshemmer der ersten Wahl dar (Karow und Lang-
Roth 2013).

1.2.1.2 ADP-Rezeptorantagonisten

Clopidogrelhydrogensulfat ist ein irreversibler thrombozytirer ADP-Rezeptorantagonist. A-
denosindiphosphat (ADP) hat eine aggregationsfordernde Wirkung und ist an der Bindung
von Fibrinogen an die Blutplittchen mitbeteiligt. Bei dem Medikament handelt es sich um
ein Prodrug. Der aktive Metabolit entsteht durch Hydrolyse und Oxidation unter Beteiligung
von CYP2B6, CYP3A4 sowie CYP2C19 in der Leber. Die Wirkdauer betrigt 3-10 Tage.
Indiziert ist es neben ASS bei akutem Koronarsyndrom oder auch nach Herzkathetereingrif-
fen mit Stent-Implantation (Yusuf et al. 2001, van Es et al. 2002, Burgis 2008, Wallentin et
al. 2009, Darius 2010, Mehta et al. 2010, Miceli et al. 2013, Karow und Lang-Roth 2013).



Prasugrel und Ticagrelor zihlen zu den neueren ADP-Rezeptorantagonisten und kénnen
beim akuten Koronarsyndrom alternativ zu Clopidogrel in Kombination mit ASS verabreicht
werden. Beide Substanzen wirken bereits nach 30 Minuten. Hierunter traten allerdings auch
signifikant mehr Blutungsereignisse auf als unter Clopidogrel (Wiviott et al. 2007). Im Falle
des Prasugrels bindet der aktive Metabolit irreversibel und spezifisch am Oberflichenprotein
des ADP-Rezeptors der Blutplittchen. Die Metabolisierung erfolgt mittels CYP3A4 und
CYP2B6. Die Wirkdauer betragt 5-10 Tage. Bei Ticagrelor hingegen handelt es sich um eine
aktive Substanz, die Bindung erfolgt ebenfalls spezifisch am ADP-Rezeptor, unter Beteili-
gung von CYP3A4 kann das Medikament letztlich tiber die Niere abgebaut werden. Die
Wirkdauer betrigt 3-4 Tage (Wiviott et al. 2007, Wallentin et al. 2009, Karow und Lang-Roth
2013).

1.2.1.3 Phenprocoumon und NOA (neue orale Antikoagulantien)

Phenprocoumon ist ein Vitamin-K-Antagonist, durch den die Vitamin-K-Epoxidreduktase
sowie die Vitamin-K-Chinon-Reduktase gehemmt werden. Diese Enzyme sind an der Car-
boxylierung von Glutaminsaure beteiligt. Fehlt diese Funktion, so entstehen unvollstindige
Vorstufen der Gerinnungsfaktoren II, VII, IX und X in der Leber. Die Wirkung tritt auf-
grund noch intakter Vitamin K-abhingiger Gerinnungsfaktoren verzogert ein, etwa ab dem
dritten Tag nach Therapiebeginn. Indiziert ist dieses Medikament beispielsweise bei chroni-
schem Vorhofflimmern, als Thrombembolieprophylaxe bei mechanischen Herzklappen o-
der bei erworbenen Herzklappenvitien nach einem thrombembolischen Ereignis (Burgis

2008, Kemkes-Matthes 2008, Karow und Lang-Roth 2013).

Inzwischen werden auch die zugelassenen Indikationen fiir die neuen oralen Antikoagulan-
tien wie Dabigatran und Rivaroxaban immer breiter. Diese Medikamente hemmen direkt den
Faktor II bzw. X der Blutgerinnung. Hierbei besteht der Vorteil, dass anders als beim Phen-
procoumon keine engmaschigen Laborkontrollen erfolgen miissen. Es werden dennoch ver-
gleichbare Wirkungen erzielt. Der therapeutische Nutzen setzt bereits nach der ersten Ein-
nahme ein. Die Wirkung ist bei Auslassen der Einnahme entsprechend der jeweiligen Halb-
wertzeit von ca. 13 bzw. 9 Stunden rascher aufgehoben. Dadurch besteht dann erneut ein
Schlaganfall- oder Embolierisiko. Andererseits wird ein operativer Eingriff zeitnah moglich,
da lange Umstellungsphasen wegfallen (Heindl und Spannagl 2009, Lancé et al. 2010, Véller
et al. 2010, Karow und Lang-Roth 2013).



1.2.2 Medikamente, die die Blutgerinnung unter HLM
beeinflussen
Im Folgenden soll mehr auf die Medikamente eingegangen werden, die fiir die vorliegende

Arbeit von Bedeutung sind. Wihrend einer Operation unter Zuhilfenahme einer HLM wer-

den bezogen auf die Blutgerinnung besondere Voraussetzungen benotigt.

1.2.2.1 Heparin

Heparin ist ein Mucopolysaccharid (s. Abb. 4) und gehort zu den Glukosaminoglykanen. Zu
therapeutischen Zwecken eingesetztes Heparin wird aus Rinderlungen oder aus der Darm-

mukosa von Schweinen extrahiert (Karow und Lang-Roth 2013).
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Abb. 4: Strukturformel von Heparin. (http://www.thromboseportal.at/_images/patienteninfos/13_Hepa-
rin_Strukturformel.jpg)

Der Abbau von Heparin erfolgt in der Leber mittels Hydrolyse durch Heparinasen, die Me-
tabolite werden renal ausgeschieden (Mahnel et al. 2009, Karow und Lang-Roth 2013).

Heparin geht eine Verbindung mit Plasmaproteinen, insbesondere dem Antithrombin III
(ATIII), ein und verstirkt dabei dessen Wirkung um den Faktor 700 bis 1000. Als Cofaktor
bewirkt Heparin eine Konformationsinderung des Antithrombins. Dieser Komplex inakti-
viert den sogenannten Prothrombinasekomplex, bestehend aus Faktor X, V, Calciumionen
und Phospholipiden. Auch Faktor II (Thrombin), IX, XI und XII sowie Kallikrein, eine
Serinprotease, werden gehemmt. Die Wirkung ist erheblich von der Plasmaeiwei3bindungs-
kapazitit abhingig. Bei einem Mangel an ATIII ist der Effekt von Heparin folglich vermin-
dert (Preissner 2008), (Mahnel et al. 2009), (Karow und Lang-Roth 2013). Die HWZ wird
bei einer Dosierung von 400 IE/kg KG intravends (i.v.) zwischen zwei und drei Stunden

angenommen (Burgis 2008).



Fir eine Operation mit extrakorporaler Zirkulation wird standardisiert unfraktioniertes He-
parin (UFH) verwendet. Dabei kann das Medikament fast vollstindig mit Protamin antago-
nisiert werden (Mahnel et al. 2009, Lancé et al. 2010, Karow und Lang-Roth 2013).

1.2.2.2 Protamin

Protamin ist ein Heparinantagonist und wird aus dem Samen des Onchorhynchus keta
(Lachs) gewonnen. Verwendet wird das Salz des gewonnenen Proteins, dabei gibt es zwei
Formen, die sich in der Wirkung nicht unterscheiden, zum einen das Protaminsulfat und
zum anderen das Protaminhydrochlorid. Das Medikament wird im Blut enzymatisch meta-
bolisiert, zum grof3ten Teil tiber die Niere und im geringen Mal3e auch hepatisch ausgeschie-

den (Karow und Lang-Roth 2013).

Es findet Anwendung bei einer Uberdosierung von Heparin und wie oben bereits beschrie-
ben als Antidot nach der extrakorporalen Zirkulation (Griffin et al. 2001, Hartmann et al.

2005, Karow und Lang-Roth 2013).

Aufgrund der speziellen ionischen Komplexbildung kann lediglich UFH in vollem Umfang
neutralisiert werden, der Effekt auf niedermolekulares Heparin (NMH) wird als gering be-
schrieben (Burgis 2008, Mahnel et al. 2009, Karow und Lang-Roth 2013). Protamin selbst
zeigt im ungebundenen Zustand etwa bei einer Uberdosierung gerinnungshemmende Eigen-
schaften und kann dann zu einer aPTT-Verlingerung fihren (Mochizuki et al. 1998, Griffin
et al. 2001, Hartmann et al. 2005, Khan et al. 2010, Karow und Lang-Roth 2013). Auch ein
Mangel an Thrombozyten oder Faktorenmangel kann zu einer Uberdosierung beitragen

(Nielsen 2006, Bolliger et al. 2010).

1.3 Ziel der vorliegenden Arbeit

Postoperative Blutungen nach kardiochirurgischen Eingriffen, die unter Einsatz einer HLM
durchgefithrt werden missen, konnen auch heute noch eine vitale Bedrohung fiir die be-
troffenen Patienten darstellen. In solchen Fillen muss ziigig entschieden werden, welche

Therapie am besten zum Sistieren der Blutung fithren wird.

Eine mégliche Ursache stellt eine zu hohe Restkonzentration von Heparin im Blut des Pati-
enten nach Ende der Operation dar. Ziel dieser Arbeit soll es sein, herauszufinden, wie haufig
solch ein Uberschuss zu beobachten ist und mit welcher laborchemischen Methode er zu-

verldssig erkannt werden kann.



Ein weiterer Aspekt ist die Tatsache, dass dem Patienten durch die Gabe des ,,Maschinen-
blutes* auch Heparin zugefthrt wird. Dieses Blut wird nach Beenden der extrakorporalen
Zirkulation aus der HLM gewonnen. Ziel war die Kldrung, ob die hierdurch zugefihrte He-

parinmenge einen relevanten Effekt auf die Blutgerinnung hervorruft.



2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Das Studienprotokoll wurde unter der Antragsnummer 8/6/12 durch die zustindige Ortliche
Ethikkommission am 08.07.2010 nach zwei Revisionen (s. Anhang) genehmigt. Daraufhin
begann das Screening der Patienten. Folgende Einschlusskriterien wurden fiir die Studienteil-

nehmer festgelegt:

o Alter: zwischen 18 und 90 Jahren;

e Geschlecht: mannlich/weiblich;

e Risikogruppe: ASA 11 bis 1V;

e Geplante Operation mit Einsatz der Herz-Lungen-Maschine
Folgende Ausschlusskriterien wurden festgelegt:

e Risikogruppe: ASAV

e DPatienten, die postoperativ ein Assist-System bendétigen, welches eine kontinuierli-
che Heparintherapie erfordert (ECMO, LVAD, RVAD, BVAD)

e Patienten mit einer allergischen Reaktion auf Protamin

e Patienten mit bekannter HIT Typ 11

e Eswurden von August 2010 bis September 2011 ca. 250 Patienten gescreent, davon

wurden 100 Patienten eingeschlossen.

Da es sich um eine prospektive, beobachtende Studie handelte, wurde kein Einfluss auf die

Behandlung der Patienten genommen.

Dokumentiert wurden alle Medikamente mit Einfluss auf die Blutgerinnung wie Acetylsa-
licylsdure, Clopidogrel, Prasugrel oder Ticagrelor sowie der Zeitpunkt der letzten Einnahme

priaoperativ.

Auch Probanden, die Cumarine eingenommen haben, wurden dokumentiert, in aller Regel

wurde das Medikament bereits vor Klinikeinweisung pausiert.



2.1.1 Studieneinschluss

Die Patienten wurden einen Tag prioperativ mindlich sowie schriftlich (s. Anhang) tiber die
Studie, den Studienablauf und die erforderlichen Blutentnahmen aufgeklart und willigten

schriftlich in die Untersuchung ein.

2.2 Blutentnahmen

Die Blutproben wurden iiber einen liegenden arteriellen Zugang gewonnen. Um eine Ver-
dinnung zu vermeiden, wurde zunichst eine ausreichende Menge Blut (ca. 3-faches
Totraumvolumen der Zuleitung) abgezogen und verworfen. Lediglich die Ausgangswerte
konnten uber einen zentralen Venenkatheter (ZVK) entnommen werden. Auch hierbei
wurde eine ausreichende Menge Blut verworfen, um einer Verdiinnung vorzubeugen. Am
Abnahmeschenkel liefen keinerlei andere Medikamente wie etwa Heparin, um Verfilschun-

gen der Werte auszuschliefen.

2.2.1 Messzeitpunkte (MZP)

Die Blutentnahmen wurden zu drei Messzeitpunkten durchgefithrt bzw. dokumentiert.

2.2.1.1 Vor der Operation = MZP 1

Am Aufnahmetag wurde durch die Station der aktuelle Gerinnungsstatus des Patienten
durch die Bestimmung der Thromboplastinzeit nach Quick, die aPTT und die Bestimmung
der Thrombozytenzahl ermittelt. In den meisten Fillen wurde zusitzlich auch die Fibrino-

genkonzentration bestimmt. Diese Daten wurden der Patientenakte entnommen.

Zusitzlich zu den genannten Routineuntersuchungen wurde prioperativ die Anti-Xa-Akti-
vitit bestimmt. Dazu wurde unmittelbar vor Beginn der Operation eine Monovette mit Ci-
tratblut abgenommen. Aus dieser Blutprobe wurde neben der Anti-Xa-Aktivitit auch erneut
die aPTT und TZ ermittelt, so dass alle drei Werte zum gleichen Zeitpunkt bestimmt werden

konnten.

Die Blutprobe wurde bei 3000 Umdrehungen pro Minute ( U/min) fiir zehn Minuten zent-
rifugiert (Labofuge 400R-Function Line, Heraeus instruments). Der Uberstand wurde unter
Schonung des Buffy Coats (Leukozytenfilm zwischen Plasma und Erythrozyten) in ein klei-
neres Rohrchen Gberfihrt. Dieses wurde mit einer Nummer versehen und sofort bei -20°C
eingefroren. Die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitit erfolgte gesammelt durch die Abteilung

Klinische Chemie im Universititsklinikum Géttingen.



2.2.1.2 Nach der Operation = MZP 2

Um einen einheitlichen Messzeitpunkt zu haben, wurden die nichsten Proben im OP durch
Mitarbeiter der Anisthesie abgenommen. Die Blutentnahme erfolgte mit den sogenannten
»15-nach-Werten®. 15 Minuten nach Antagonisierung des Heparins mit Protamin wird rou-
tinemiBig die ACT mit Hilfe des Haemochron®-Gerites bestimmt. Fiir diese Studie wurden
zusatzlich drei Monovetten mit Citratblut abgenommen, die dann auf der Intensivstation
entgegengenommen wurden. Zeitnah und vor Gabe des Maschinenblutes wurde tber den
liegenden arteriellen Zugang des Patienten Nativblut mit einer Monoject-Spritze ohne Zu-
sitze abgenommen. Mit Hilfe des Hepcon® und Haemochron®-Gerites wurde jeweils die

ACT bestimmt.

Die erste Monovette Citratblut wurde zur erneuten Anti-Xa-Bestimmung bei 3000 U/min
fiir zehn Minuten zentrifugiert, der Uberstand in ein neues R6hrchen iiberfithrt und einge-

froren. Auch hiervon wurden neben der Anti-Xa-Aktivitat, aPTT und TZ ermittelt.
Die zweite Monovette wurde zur Ermittlung des Fibrinogens in das Zentrallabor geschickt.

Die dritte Monovette wurde fiir die Rotationsthromboelastomettie (ROTEM®) verwendet.
Diese Messung wurde zeitnah nach Aufnahme des Patienten auf der Intensivstation durch-
gefithrt. Das Nativblut aus der Monoject-Spritze wurde unmittelbar nach der Blutentnahme
fir die Messung der ACT und semi-quantitativen Bestimmung der Heparinkonzentration
durch eine Protamintitration im Hepcon® verwendet. Nach Eingabe von Groie, Gewicht
und Geschlecht des Patienten konnte die Messung gestartet werden. In den ersten zwei Ka-
nalen wurde standardisiert die ACT bestimmt. In weiteren vier Kanilen wurde automatisiert
mittels Protamintitration die Heparinkonzentration in der Vollblutprobe bestimmt. Wenn
ein Hepariniiberschuss detektiert wurde, konnte die notwendige Menge an Protamin eben-

falls errechnet werden.

Ein Teil des Blutes aus dieser Monovette wurde fir die Bestimmung der ACT im Ha-
emochron®-Gerit verwendet. Nach Applikation des Blutes in die dafiir vorgesehene Katu-

sche wurde auch hier automatisiert die ACT ermittelt.

2.2.1.3 Nach Gabe des Maschinenblutes (MB) = MZP 3

Wihrend der Operation wird kontinuierlich patienteneigenes Blut aus dem Operationsgebiet
gesammelt und wieder aufbereitet. Nach Beenden der extrakorporalen Zirkulation wird das
restliche Blut, das im System verblieben ist, in einem Beutel zur Retransfusion bereitgestellt.

Umgangssprachlich wird dieses autologe Blut als Maschinenblut bezeichnet.



In der Regel wurden zwischen 500 und 1000 ml autologes Patientenblut auf der Intensiv-
station transfundiert. Teilweise war es aus medizinischer Indikationsstellung notwendig, dass
bereits auf der Fahrt vom Operationssaal zur Uberwachungsstation Teile des MB verabreicht
wurden. In diesen Fillen konnte keine ACT mittels Hepcon® vor MB ermittelt werden. Die

ACT mittels Haemochron® konnten dem Anisthesieprotokoll entnommen werden.

Nach der Transfusion des Maschinenblutes wurden erneut drei Citratmonovetten und ein
Nativrohrchen zur Bestimmung von aPTT, Thrombinzeit, Anti-Xa-Aktivitit, ACT und Ro-
tationsthromboelastometrie abgenommen und wie unter 2.2.1.1 bereits beschrieben, unter-

sucht.

2.3 Durchgefuhrte Tests

Die verwendeten Tests sollen an dieser Stelle ausfiihtlicher erklart werden.

2.3.1 aPTT

Mit Hilfe der aPTT ist es moglich, Aussagen tiber das intrinsische Gerinnungssystem zu
erhalten. Damit ldsst sich eine Heparintherapie tiberwachen, aber auch ein Mangel an ver-
schiedenen Gerinnungsfaktoren erkennen, die durch Heparin beeinflusst werden (s. Abb. 2).
Es gibt eine Reihe von Faktoren, die unabhingig von einer Heparintherapie zu Veridnderun-
gen fithren kénnen. Bei einer zu langen vendsen Stauung vor Abnahme des Blutes oder zu
schneller Aspiration kann es zu Verfilschungen der aPTT kommen. Vermehrte Ansamm-
lungen von Fibrinspaltprodukten im Blut, wie sie z.B. nach einer extrakorporalen Zirkulation
vorkommen, kénnen zu einer Verlingerung fithren. Protamin selbst zeigt bei Uberdosierung
einen gerinnungshemmenden Effekt (Karow und Lang-Roth 2013). Bei Entziindungen im
Korper oder nach Operationen kann dieser Test hingegen verkurzt sein (Mochizuki et al
1998, Griffin et al. 2001, Hartmann et al. 2005, Kochs et al. 2008, Khan et al. 2010, Schulte
am HEsch et al. 2011).

Im Folgenden soll die Durchfithrung dieser Methode niher beschrieben werden.

Das Citratblut wurde bei 3000 U/min fiir zehn Minuten zentrifugiert, der Uberstand unter
Schonung des Leukozytenfilms in ein neues, verschlieBbares R6hrchen tberfihrt und sofort
bei -20°C eingefroren. Die weitere Bestimmung der aPTT erfolgte gesammelt durch Mitar-

beiter der klinischen Chemie.

Hierftir wurde Dade® Actin® FSL Reagenz (Produktnummer: B4219-2) von der Firma

Dade Behring Marburg GmbH verwendet. Zunichst werden in ein Kunststoffréhrchen



0,1 ml Dade® Actin® FSL Reagenz und 0,1 ml Plasma pipettiert und vermischt. Es folgt fiir
180 Sekunden eine Inkubation bei 37°C. Als nichstes wird zum Starten der Messung 0,1 ml

vorgewidrmtes Calciumchlorid (0,2 M) gegeben.

Die Zeit bis zum Einsetzten der Gerinnung wird in Sekunden wiedergegeben. Die Norm bei

einem Erwachsenen liegt zwischen 26 und 37 Sekunden.

Reagenz Zusammensetzung

Dade® Actin® FSL Reagenz Gereinigte Sojabohnen- und Kaninchen-
hirnphospholipide in 1,0 x 10* M Ellag-

sdure, gepuffert, stabilisiert und konserviert

Tab. 1: Bestandteile des angewendeten aPTT-Reagenzes

2.3.2 Thrombinzeit (TZ)

Eine Verlingerung der TZ kann erfasst werden, wenn die Thrombinbildung gehemmt ist.
Etwa bei Anwesenheit von Heparin im Blut, bei Uberdosierung von Protamin oder bei Vot-
liegen von Fibrinspaltprodukten. Auch bei einem Mangel an Fibrinogen ist die TZ verlangert

(Kochs et al. 2008), (Barthels 2013).

Der Test stellt in der heutigen Praxis jedoch keinen Standard mehr dar. Zum einen ist die
Methode storanfillig gegentiber einer Reihe von Variablen, wie z.B. pH-Wert oder verwen-
dete Reagenzien, zum anderen kann das Fibrinogen heute laborchemisch direkt bestimmt

werden (Schulte am Esch et al. 2011).
Im Folgenden soll die Durchfithrung dieser Methode nidher beschrieben werden.
Auch die Thrombinzeit wurde aus Citratblut bestimmt.

Hierftir wurde BC-Thrombin-Reagenz der Firma Siemens Healthcare Diagnostics GmbH
(Produktnummer: OWNA 11) verwendet. Dieses Reagenz enthilt Thrombin, welches den
natirlichen Aktivator des Fibrins darstellt. Quantitativ wird die Zeit bis zur Bildung eines

Gerinnsels gemessen.

In ein auf 37°C vorgewirmtes Rohrchen werden 0,1 ml Citratblut und 0,25 ml BC-Throm-

bin-Reagenz gegeben. Mit Zugabe des Reagenzes startet die Messung.

Der Wert wird in Sekunden angegeben. Die Norm liegt im Labor des Universititsklinikums

Gottingen bei 15 bis 22 Sekunden.



Reagenz Zusammensetzung

BC-Thrombin-Reagenz lyophilisiert: Thrombin vom Rind, Al-

bumin vom Rind

Pufferlésung fir BC-Thrombin-Reagenz HEPES, pH 7,4
Konservierungsmittel: 5-Chlor-2-methyl-
isothiazol-3-on (6 m g/1) und 2-Methyl-iso-
thiazol-3-on (2m g/1)

Tab. 2: Bestandteile des angewendeten Thrombinzeit-Reagenzes

2.3.3 Anti-Xa-Aktivitat

Ein direkter Test zur Erfassung von Heparin im Blut ist die Anti-Xa-Aktivitit. Hierbei stehen
die niedermolekularen Heparine (fraktionierte) im Vordergrund. Diese Gruppe hemmt den
Faktor Xa der Blutgerinnung mehr als die unfraktionierten. Weshalb dieser Test zur Ubet-

wachung einer Therapie mit fraktionierten Heparinen dienen kann (Kochs et al. 2008).

Der Heparin-AT III-Komplex hemmt das Thrombin und den Faktor Xa im Blut des Pati-
enten. Als Anti-Xa-Aktivitit wird die Summe aller Substanzen in der Probe bezeichnet, die
den Faktor Xa hemmen, in erster Linie alle niedermolekularen Heparine. Das wiederum be-
deutet, je mehr Heparin in der Probe detektiert werden kann, desto hoher ist die Anti-Xa-
Aktivitit und desto weniger freier Faktor Xa ist im Blut zu finden (Kochs et al. 2008, Bruhn
et al. 2011).

In dieser Studie erfolgte die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitit zum einen, um auszuschlie-
Ben, dass bei den Studienpatienten prioperativ niedermolekulare Heparine verabreicht wur-
den. Zum anderen wurde die Anti-Xa-Aktivitit als Referenzmethode zum Nachweis von

Heparin benutzt.

Im Folgenden soll die Durchfthrung dieser Methode niher beschrieben werden, die nicht

zur Routine zahlt.

Hierfiir wurde das Blut in der Citratmonovette bei 3000 U/min fiir zehn Minuten zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde in ein neues verschlieBbares Réhrchen iiberfithrt und beschriftet.
Dabei wurde konsequent der Buffy Coat geschont. Die Probe wurde im Anschluss sofort
bei -20°C eingefroren. Die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitit erfolgte durch Mitarbeiter der

klinischen Chemie.



Verwendet wurde hierfir Berichrom®Heparin (Produkt Nummer: OWLD11) von Dade
Behring Marburg GmbH. Hierbei wird mittels eines chromogenen Substrates die Extinkti-
onszunahme des restlichen Faktor Xa‘s bei einer Wellenlinge von 405 Nanometern (nm)

bestimmt.

Zunichst wird mit Hilfe von Dextransulfat gebundenes Heparin in der Blutprobe freigesetzt
und somit messbar. 50 pl der Probe werden mit 50 ul ATIII-Reagenz und 500 ul Faktor Xa-
Reagenz vermischt und fiir eine Minute bei 37°C inkubiert. Der Heparin-ATIII-Komplex
inaktiviert den Faktor Xa. Je mehr Heparin im Blut des Patienten vorhanden ist, desto weni-
ger freier Faktor Xa kann am Ende der Messung detektiert werden. Um diese Menge sichtbar
zu machen, wird nun 100 ul Substrat-Reagenz hinzugegeben, die Probe gemischt und noch-
mals bei 37°C inkubiert. Freier Faktor Xa ist in der Lage, diesen Farbstoff zu spalten. Je mehr
Farbstoff ermittelt werden kann, desto mehr freier Faktor Xa befindet sich in der Blutprobe.

Die Extinktion kann nun bei 405 nm ermittelt werden.

Die Auswertung erfolgt anhand einer zuvor angefertigten Bezugskurve mit unfraktioniertem

Heparin.

Die Anti-Xa-Aktivitit wird in Internationalen Einheiten pro Milliliter (IE/ml) angegeben.
Bei Werten kleiner 0,1 IE/ml ist kein Hepatin in der Probe nachweisbar. Zwischen 0,1 und
0,4 IE/ml wird von einer Low-Dose- und bei Werten groBer als 0,4 IE/ml von einer High-

Dose-Konzentration im Blut des Patienten gesprochen.

Reagenz Zusammensetzung

Faktor-Xa-Reagenz Lyophilisiert; Plasma-Fraktion (human) mit
Zusatz von Ttis (6 g/1), Natriumchlorid
(12 g/1) und EDTA (0,74 ¢/dl); Konset-

vierungsmittel: Natriumazid (< 1 g/1)

Dextransulfat-Reagenz Lyophilisiert; Konzentration in der Ge-

brauchslosung: 0,02 g/1

ATIII-Reagenz (human), lyophilisiert; Konzentration in
der Gebrauchslosung: 1 IU/ml; Konservie-

rungsmittel: Natriumazid (< 0,1 g/1)

Substrat-Reagenz Lyophilisiert; Konzentration in der Ge-
brauchslosung: Z-D-Leu-Gly-Arg-ANBA-

methyl-amid 4 mmol/1

Tab. 3: Bestandteile des angewendeten Anti-Xa-Reagenzes



2.3.4 Activated Clotting Time (ACT) und Protamintitration

Die Bestimmung der ACT stellt ein wichtiges Point-of-Care- (POC-) Monitoringverfahren dar.
Diese Methode dhnelt der aPTT, wobei hierfiir Vollblut verwendet wird (Racioppi et al.
2009). Die ACT ist ein unspezifischer Test, der zum Monitoring verwendet werden kann,
jedoch nicht fir die Diagnostik geeignet ist (Despotis et al. 1994, Despotis et al. 1997, Murray
et al. 1997, Spannagl und Calatzis 2002, Mittermayr et al. 2009).

Im Universititsklinikum Gottingen kommen zwei verschiedene Methoden regelmif3ig zum
Einsatz. Zum einen wird die Messung mit Hilfe des Oberflichenaktivators Celite® (Kiesel-
gur) gestartet. Bis zum Auftreten des ersten Fibrins (ACT) wird die Zeit in Sekunden gemes-
sen. Zum anderen wird die ACT tiber den Kontaktaktivator Kaolin ermittelt. Bei letzterer

kann zusatzlich die Heparinkonzentration mittels Protamintitration bestimmt werden.

Das Verfahren mit Hilfe des Obetflichenaktivators Celite® wird bei den herzchirurgischen
Eingriffen angewendet, um die Heparinisierung und die Antagonisierung des Heparins zu
tberwachen. Auf der Intensivstation wird zusitzlich noch die ACT tiber den Kontaktaktiva-
tor Kaolin ermittelt und eventuell Gberschussiges Heparin mittels Protamintitration be-

stimmt.

Im Folgenden soll die Durchfithrung dieser Methoden anhand der beiden verwendeten Ge-

rate naher beschrieben werden.

2.3.4.1 Haemochron®

Die ACT-Bestimmung mit Hilfe des Obetflichenaktivators Celite® erfolgt mit dem Ha-
emochron® Jr. Signature von der Firma Keller Medical. Dazu wurde die Kivette mit einem
groB3en Tropfen Vollblut befillt. Die Heparinkonzentration kann laut Hersteller bis zu einer

Grenze von 2,5 IE/ml Blut bestimmt werden.

Die hierfiir nétigen Einmalkartuschen wurden im Kithlschrank bei 2-8°C aufbewahrt. Erst
kurz vor der Messung wurde die Kartusche aus ihrer Einzelverpackung entnommen und in
die dafiir vorgesehene Offnung geschoben. Nach einer kurzen Aufwirmphase durch das
Gerit selbst konnte eine definierte Vollblutprobe von 15 pl aspiriert werden. Uberschiissiges
Blut wurde automatisch in einen gesonderten Entsorgungskanal iiberfiihrt. Standardisiert lief

nach Drucken der Starttaste der Test ab.

Zur Aktivierung der intrinsischen Gerinnung iber die Kontaktphase wird sogenanntes

Celite® (Kieselgur) in den Kivetten verwendet. Kieselgur ist eine Substanz, die aus Silizi-



umdioxidschalen fossiler Kieselalgen hergestellt wird. Weitere Bestandteile der Trockensub-
stanz in der Testkiivette waren Kartoffeldextrin, Stabilisierungsmittel und Puffer. Nach Star-
ten der Messung wird das aspirierte Blut in die Testkammer verschoben. Nach Vermischen
der Probe mit dem Startreagenz wird das Gemisch im Testkanal hin und her bewegt. Dorthin
sind mehrere LED-Detektoren positioniert, die die Geschwindigkeit des Blutflusses messen.
Bei Einsetzen der Gerinnung verlangsamt sich dieser. Fillt er unter ein definiertes Niveau ist
das Ende der Messung erreicht und die Zeit wird auf dem Display in Sekunden angegeben.

Der normale Bereich liegt zwischen 85 und 150 Sekunden.

2.3.4.2 Hepcon®

Die ACT-Bestimmung iiber den Kontaktaktivator Kaolin erfolgt mit dem Gerit Hepcon®
HMS Plus von der Firma Medtronic. Auch hierbei lduft ein automatisierter Test ab. Die
Gewinnung der Blutprobe erfolgt tber eine mitgelieferte drei Milliliter Monoject-Spritze
ohne Zusitze. Diese wird mit einer stumpfen Nadel (19 ga) versehen, entliiftet und sofort in

das Gerit eingespannt.

Nun wird semi-quantitativ die Heparinkonzentration in der Vollblutprobe durch eine Prota-
mintitration gemessen. Die Gerinnungszeit fallt in der Kammer am niedrigsten aus, in der
die Heparinkonzentration der Protaminkonzentration am nichsten ist. Heparinkonzentrati-

onen bis 8,2 IE/ml Blut konnen detektiert werden.

Insgesamt werden 2,5 ml Blut ben6tigt um alle sechs Kammern des Hepcons® zu bestticken.
Zunichst werden vier sogenannte Heparin-Testkartuschen automatisiert mit einer Menge
von je 0,24 ml Patientenblut gefillt. Jede Kammer enthilt unterschiedliche Konzentrationen
an Protamin. Zusitzlich enthalten sind das Konservierungsmittel Natriumazid sowie als Ak-
tivierungsmittel in gepufferter Losung verdiinntes Thromboplastin zur Verkiirzung der Re-
aktionszeit. Der Gehalt an Reagenzien beruht auf einem Neutralisierungsverhiltnis von ca.

Img Protaminsulfat zu 110 IE Heparin.

Auch dieser Test stoppt, wenn das Gerit eine Gerinnselbildung erkennt, hierbei mittels eines
Kolben-Hebemechanismus. Dieser Kolben senkt sich fortlaufend in die jeweilige Test-Kar-
tusche ab. Bei einsetzender Gerinnung verlangsamt sich der Mechanismus. Ein fotoptisches
Element im Gerit registriert dies und stoppt die Messung bei Unterschreiten einer definiet-
ten Geschwindigkeit. Mit Hilfe der bekannten Protaminmenge und des zuvor nach manueller
Eingabe des Geschlechts, der Gré3e und des Gewichts errechneten Blutvolumens wird dann
die bendtigte Menge an Protamin angezeigt, die appliziert werden musste, um den Heparin-

Uberschuss zu antagonisieren.



Zusitzlich erfolgt in den restlichen zwei Kammern vom Typ ,,High Range Activated Clotting
Time* (HR-ACT) die Bestimmung der aktuellen ACT. Hierbei enthalten die Kartuschen
Kaolin als Kontaktaktivator der endogenen Gerinnung iiber den Faktor XII. Die Messung

verlauft linear zur Erhéhung der Heparinkonzentration in der Patientenprobe.

Jede Kammer enthilt 0,1 ml Kaolin 12% als Suspension in HEPES-Pufferlosung (2-(4-(2-
Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-Ethansulfonsiure). Weitere Bestandteile sind Calcium und
Natriumazid. Das mechanische Prinzip verliuft identisch wie oben beschrieben. In jede
Kammer werden 0,4 ml Patientenblut appliziert. Nach Beendigung des Tests werden fur je-

den Kanal die Gerinnungszeit sowie die durchschnittliche ACT in Sekunden angegeben.

Im Universititsklinikum Géttingen wird das Hepcon®-Gerit auf der Intensivstation einge-

setzt, um festzustellen, ob eine postoperative Gabe von Protamin notig ist.

2.3.5 Rotationsthromboelastometrie/ ROTEM®

Die Rotationsthromboelastometrie ist ein weiteres POC-Testverfahren, das bei akuten Blu-
tungen ein wichtiges Instrument zur schnellen Beurteilung des aktuellen Blutgerinnungssta-

tus des Patienten darstellt.
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Abb. 5: Phasen der Gerinnung und der jeweilige iibliche Gerinnungstest (modifiziert nach Lang und von
Depka 20006).

Im Unterschied zu den bereits genannten Routine-Gerinnungstests stoppt die Messung nicht
mit Beginn der Blutgerinnung, sondern ermoglicht eine Aussage zur Qualitit des entstande-
nen Gerinnsels. Von der ersten Bildung des Fibrins tiber die gro3tmdogliche Auspragung des

Clots bis hin zu dessen Auflosung (s. Abb. 5). Wichtige Parameter sind dabei die Clo#ting Time



(CT = Gerinnungszeit), die Clot Formation Time (CFT = Gerinnselbildungszeit), die Maximum
Clot Firmness MCFEF = Gerinnselfestigkeit) und die Maxznum Lysis (ML = Maximale Lyse) (s.
Abb. 5). Bei Vergleich der verschiedenen zur Verfiigung stehenden Testverfahren ist es mog-
lich, spezifische Informationen tiber einen Mangel an Gerinnungsfaktoren oder auch Hin-
weise auf eine Thrombozytenfunktionsstérung zu erhalten (Lang und von Depka 2000,

Kochs et al. 2008).
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Abb. 6: Typische graphische Auftragung der ROTEM-Methode. (http://www.getinnung-igs.at/pic-buch/pa-
ramerter_Thrombelastometr.gif)

Die Thrombelastometrie ist ein Verfahren, das im Laufe der Jahre immer weiter verbessert
worden ist. Entwickelt wurde es wihrend des zweiten Weltkrieges durch den Heidelberger

Professor Hellmut Hartert, erstmals stellte er sein Gerat 1948 vor (Hartert 1948).

Aufgrund seiner Bedienbarkeit und Storanfilligkeit war dieses Gerit jedoch nicht alltagstaug-
lich. AuBlerdem arbeitete die Methode ohne Zusatzreagenzien, und eine genaue Aussage

konnte erst nach ein bis zwei Stunden getroffen werden.

Eine weitere Problematik stellte die mechanische Instabilitit dar. Wihrend der Messung
mussten unbedingt Erschiitterungen vermieden werden, sonst wire es zu verfilschten Er-
gebnissen gekommen. Das System bestand aus einer sich um 4,75° drehenden Kuvette, in
die das Blut appliziert wurde. Die Kiivette wurde stetig bei 37°C gehalten. In diese Kiivette
tauchte ein zylindrischer Stempel ein, der an einem Torsionsdraht aufgehingt war (s. Abb.
7). Bei Start der Messung begann der Zylinder, um die Hochachse Drehpendelbewegungen

auszufthren. Im Verlauf der Gerinnung bildeten sich Fibrintiden zwischen Kivettenwand



und Stempel, die bei zunehmender Ausprigung in der Lage waren, den aufgehiangten Stem-
pel auszulenken. Mit Hilfe einer Lichtquelle und eines Spiegels, der an den Torsionsdraht
angebracht war, wurde die zunehmende Auslenkung auf einen Photokymographen (Wellen-
schreiber) Ubertragen und konnte somit graphisch tiber die Zeit aufgezeichnet werden (Mal-

lett und Cox 1992).

Eine Reihe von Verbesserungen wurde von Calatzis und Spannag] zwischen 1995 und 1997
in Miinchen durchgefihrt (Calatzis et al. 1995). Hierbei wurden Reagenzien verwendet, die
verschiedene spezifische Reaktion starten konnten, so dass schnell unterschiedliche Aspekte
der Gerinnung beurteilt werden konnten. Vier Graphen kénnen parallel aufgezeichnet wer-
den. Bereits nach zehn Minuten lieSen sich Aussagen tiber den Gerinnungsstatus treffen und
eine entsprechende Therapie einleiten. Durch diese Verbesserungen wurde die Methode als

POC Verfahren anwendbar (Spannagl und Calatzis 2002).
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Abb. 7: Gerite zur Thrombelastometrie: Modell nach Hartert: (a); Neues Modell nach Calatzis (c) (modifi-
ziert nach Lang und von Depka 2000).

Aullerdem wurden einige bauliche Verdnderungen vorgenommen. Jetzt rotiert nicht die
Kiuvette, sondern der Stempel in der Blutprobe um 4,75°. Die Achse, an der der Stempel
hingt, wird mechanisch durch ein Kugellager stabilisiert, so dass das System resistent gegen-
tber Erschiitterungen wird. Eine eingeschaltete Feder iibertrigt an den Stempel Drehpen-
delbewegungen abwechselnd nach rechts und nach links (s. Abb. 7). Bei fortlaufender Ge-
rinnung wird diese Bewegung zunehmend gehemmt. Auch hierbei wird die Verinderung
durch eine Lichtquelle kontinuierlich abgetastet. Der an der Achse befestigte Spiegel verin-
dert seine Position, dies wird mit Hilfe einer kleinen elektrischen Kamera aufgezeichnet und
an einen Computer weitergeleitet, wo das Signal verrechnet wird und als Thrombelastogra-

phickurve gegen die Zeit graphisch sichtbar wird (s. Abb. 6 und 7) (Calatzis et al. 2003).
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In dieser Arbeit wurden insbesondere die Clotting Time in zwei Testansatzen naher betrach-
tet, im kontaktaktivierten INTEM und im HEPTEM, bei dem zusitzlich Heparinase hinzu-
gefiigt wird. Durch Vergleich dieser beiden Werte lassen sich Informationen iiber eine resi-
duelle Heparin Menge im Blut des Patienten gewinnen (s. Abb. 8) (Lang und von Depka
2000).
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Abb. 8: Vergleich INTEM/HEPTEM bzgl. einer residuellen Heparinwirkung (modifiziert nach Lang und
von Depka 2000).

Im Folgenden soll die Durchfithrung dieser Methode niher beschrieben werden.

Verwendet wurde auf der Intensivstation das ROTEM®-Gerit der Firma Tem International

GmbH aus Munchen.
Die Analyse wurde mit Citratblut durchgefiihrt.

Das Geriit besteht aus einem Messsystem mit vier Kanalen, das an einen Laptop angeschlos-
sen ist. Jeder Kanal wird durch eine Kurve visualisiert. Eine angeschlossene automatische
Pipette ermdglicht es, verschiedene Reagenzien zu dem Patientenblut hinzuzufigen. Je nach

Fragestellung konnen verschiedene Tests ausgewihlt werden.

Im Extem wird das extrinsische Gerinnungssystem wiedergegeben. Im INTEM wird das
intrinsische System beurteilt (s.u.). Im FIBTEM kann ein Fibrinogen-Mangel detektiert wer-
den. Hierbei wird die Thrombozytenfunktion durch Zugabe von Cytochalasin D ausgeschal-
tet. Im HEPTEM wird die Gerinnung wie im INTEM aktiviert, durch Zugabe von Hepari-
nase, einem Heparin abbauendem Enzym, kann vorhandenes Heparin aus der Probe elimi-

niert werden.

Das Blut sowie die fiir den Test notwendigen Reagenzien wurden in die dafiir vorgesehenen
Kivetten (Cup) gegeben. AnschlieSend wurde das Gemisch zum Starten der Messung an den
entsprechenden Stempel (P/n) gefiihrt, dieser wurde zuvor manuell mit dem jeweiligen Kanal

des Gerites verbunden. Die verschiedenen Kanile fithrten nun Drehpendelbewegungen aus.



Durch die Gerinnselbildung wurde der Stempel in seinen Rotationsbewegungen immer wei-
ter eingeschrinkt. Mechanooptisch konnten die daraus resultierenden Daten an den Laptop
weitergeleitet werden. Es entstand fir jeden Kanal eine charakteristische Kurve tiber die Zeit,

die an spezifischen Punkten der Gerinnung Daten wiedergab und automatisch speicherte.

Im Folgenden sollen die fiir diese Arbeit entscheidenden Kanile niher beschrieben werden.

2.3.5.1 INTEM

Zunichst werden 20 pl star-tem® Reagenz (griin) aspiriert, nach einem Luftpolster wird in
dieselbe Pipettenspitze 20 pl in-tem® Reagenz (blau) aufgesogen und in den vorbereiteten
Cup gegeben. Als nichstes werden mit einer neuen Pipettenspitze 300 ul Citratblut aufge-
nommen und zu der Messzelle hinzugefiigt. Durch nochmaliges Repipettieren des Gemi-
sches wird eine ausreichende Durchmischung erreicht. Nun wird der Kiivettenhalter mit dem

Probenansatz sofort iiber den Stempel des entsprechenden Kanals gefithrt und die Messung

gestartet.
Reagenz Inhalt REF (Referenznummer)
star-tem®Reagenz (Rekalzi- 0,2 mol/1 CaCl, in 503-01
fizierungsreagenz) HEPES-Puffer pH 7,4;
0,1% Na-Azid
in-tem®Reagenz Partielles Thromboplastin- 503-02

Phospholipid aus Kanin-
chenhirn; Ellagsaure; Puf-

fer; Konservierungsmittel

Tab. 4: Bestandteile des angewendeten INTEM-Reagenzes

2.3.5.2 HEPTEM

Hierbei werden zunichst 20 ul hep-tem® Reagenz aspiriert und in den vorbereiteten Cup
gegeben. Mit einer neuen Pipettenspitze werden 20 pl in-tem® Reagenz hinzugefiigt. Mit
einer weiteren Spitze werden 300 pl Citratblut aufgenommen und zur Probe gegeben. Durch
Repipettieren des Ansatzes wird eine ausreichende Durchmischung erzielt. Die Probe wird

sofort iiber den Stempel des entsprechenden Kanals geftihrt und die Messung gestartet.



Reagenz Inhalt REF (Referenznummer)
hep-tem® Reagenz Heparinase aus Flavobakte- 503-08
(Rekalzifizierungsreagenz + | rien; Konservierungsmittel 800282
Heparinase) (Natriumazid); Puffer; Cal-
cium
in-tem® Reagenz 8.0. 8.0.

Tab. 5: Bestandteile des angewendeten HEPTEM-Reagenzes

2.4 Statistik und Datenspeicherung

Die Speicherung der Daten erfolgte pseudonymisiert in Tabellenform mit dem Programm

Excel (Microsoft Office 2010).

Alle statistischen Auswertungen wurden mittels MedCalc® (MedCalc Software, Mariakerke,

Belgien) ausgefiihrt.

Ein Chi-Quadrat-Test wurde verwendet, um das Auftreten von residuellem Heparin mit

Hilfe der Anti-Xa-Aktivitat zu bewerten.

Sogenannte Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurven wurden fiir Standardgerin-
nungsparameter sowie fur die verwendeten ROTEM-Variablen berechnet. Hieraus wurde
die Sensitivitit und Spezifitit sowie negativer und positiver pradiktiver Wert der einzelnen
Methoden errechnet, um eine restliche Konzentration an Heparin von 0,4 IE/ml vorherzu-

sagen. Hierbei wurde ein p-Wert von kleiner 0,05 als signifikant angesehen.

Weiterhin wurde eine Regressionsanalyse zur Unterscheidung der beiden angewendeten
Messmethoden zur Bestimmung der ACT erstellt. Die Messwerte wurden gegeneinander

aufgetragen.



3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Im Zeitraum von Juli 2010 bis August 2011 wurden 100 konsekutive Patienten eingeschlos-
sen, die sich einer elektiven kardiochirurgischen Operation unter Einsatz einer HLLM unter-
ziehen mussten. Aufgrund einer Anti-Xa-Aktivitit von mehr als 0,2 IE/min zum MZP 1
und einer mutmaBlichen prioperativen Applikation von NMH wurden drei Patienten im
Nachhinein von der Studie ausgeschlossen. Zwei Patienten wurden aufgrund einer fehlenden
Ausgangsmessung der Anti-Xa-Aktivitit, die als Referenzmethode diente, ausgeschlossen.

Die demographischen Daten der verbliebenen 95 Teilnehmer sind in Tabelle 6 aufgefthrt.

Parameter Mittelwert (+Std)
Alter (Jahre) 67 (+/-10)
Gewicht (kg) 83 (+/-16)
Grofle (cm) 171 (+/-10)
Relative Haufigkeiten
Weiblich/Minnlich (%) 26,3/73,7
Bypass-Operationen (%) 64,2
Herzklappenersatz oder —rekonstruktion (%0) 10,5
Kombinationseingriffe (%) 25,3
Median (IQR)
Menge an retransfundiertem Maschinenblut | 800 (600;1000)
(m)

Tab. 6: Demographische Daten des Patientenkollektivs.

3.2 Verlauf von Standard- und POC-Gerinnungsdiagnostik

Die die Mediane der Standard- und der POC-Gerinnungsdiagnostik zu den einzelnen Mess-
zeitpunkten sind in Tabelle 7 aufgefihrt. Da die extrakorporale Zirkulation einen massiven
Eingriff in die Homdostase des Gerinnungssystems darstellt, wurde auf Gruppenvergleiche
zwischen MZP 1 und den anderen Messzeitpunkten verzichtet. Zwischen MZP 2 und MZP
3 kam es zu ecinem signifikanten Anstieg der ACT sowohl bei Messungen mit dem
Hemochron® Jr. Signature (126 (109; 142) vs. 145 (135; 158), p <0,0001), als auch bei Mes-
sungen mit dem Hepcon® HMS Plus (125 (112; 137) vs. 135 (122; 148), p 0,004) (Tab. 7).



Die CT HEPTEM war zum MZP 2 signifikant hoher als zum MZP 3 (205 sec (182; 233) vs.

195 sec (174; 221), p 0,02) (Tab. 7).

Parameter MZP 1 MZP 2 MZP 3 p-Wert
Thrombozyten (/nl) 241 (194;288) | 146 (117;189) | 149 (119;194) | 0,67
aPTT (sec) 31 (29;35) 48 (42;56) 47 (39;58) 0,42
TZ (sec) 19 (18;20) 36 (28;52) 41 (31;63) 0,1
ACT Hemochron (sec) | - 126 (109;142) | 145 (135;158) | < 0,0001
ACT Hepcon (sec) - 125 (112;137) | 135 (122;148) | 0,004
CT INTEM (sec) - 208 (189;242) | 219 (191;236) | 0,38
CT HEPTEM (sec) - 205 (182;233) | 195 (174;221) | 0,02

Tab. 7 Mediane mit Interquartilsabstand (inter quartile range; IQR) der konventionellen Gerinnungsparame-
ter sowie der POC-Diagnostik zu den verschiedenen Messzeitpunkten.

3.3 Anti-Xa-Aktivitat und Gabe von Maschinenblut

Nach Beenden der extrakorporalen Zirkulation (MZP 2) wiesen sechs Patienten eine Anti-
Xa-Aktivitit groBer 0,4 IE/ml (6,3%) auf. Die Anti-Xa-Aktivitit dieser Patienten hatte sich
zum MZP 3 wieder normalisiert. Die Patienten erhielten zwischen MZP 2 und MZP 3 im
Median 800 ml (600; 1000) Maschinenblut. Nach der Gabe des Maschinenblutes (MZP 3)
tberschritten drei Patienten, die zuvor keine auffillige Anti-Xa-Aktivitit gezeigt hatten, den

festgelegten Schwellenwert von 0,4 IE/ml (3,2%).

3.4 ROC-Analysen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der ROC-Analysen der untersuchten Methoden zur
Detektierung einer residuellen Heparinkonzentration groBer 0,4 IE/ml gezeigt. Soweit die
Fliche unter der Kurve (area under the curve; AUC) signifikant von 0,5 verschieden war, sind
der beste Cut-off-Punkt mit Sensitivitit, Spezifitit, negativem und positivem pridiktiven
Wert angegeben. Wenn die Daten dies zulieBen, wurden diese Werte ebenfalls fiir einen
Punkt im Bereich der Uberschreitung der klinisch festgelegten Grenzwerte des Parameters

angegeben.

3.4.1 Standardgerinnungstests

In der ROC-Analyse unterschied sich die aPTT mit einer AUC von 0,85 signifikant von 0,5
(p-Wert 0,0004) (s. Tab. 8 und Abb. 9).



Fir eine aPTT > 57s konnte eine Sensitivitit von 88,9% und eine Spezifitit von 80,3% er-
mittelt werden. Der positive pradiktive Wert (PPW) der Methode lag hierbei bei 18,6, der
negative pradiktive Wert (NPW) bei 99,3 (s. Tab. 8). Da es kaum Daten im Bereich einer
Uberschreitung des klinisch festgelegten oberen Grenzwertes der aPTT gab, kann die Aus-

sagekraft der aPTT in diesem Bereich anhand der erthobenen Daten nicht beurteilt werden.

aPTT (n=187), AUC=0,85; 95% KI (0,79-0,898); p=0,0004

aPTT [s] PPW NPW Sensitivitit [%] | Spezifitit [%]

Bester Cut-off-

Punkt >57 18,6 (8,4-33,4) 99,3 (96,2-100) 889 (51,8-99,7) | 80,3 (73,7-85,9)

Tab. 8: Daten der ROC-Analyse fiir die aPTT. Gezeigt ist der beste Cut-off-Punkt.
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Abb. 9: ROC-Analyse fur die aPTT, um eine Hepatrinmenge von = 0,4 IE/ml zu etkennen. Es zeigte sich
eine Fliche unter der ROC-Kurve (AUC) von 0,852 (p-Wert 0,0004).

Fir die Thrombinzeit unterschied sich die AUC mit 0,854 ebenfalls signifikant von 0,5 (p-
Wert < 0,0001) (s. Tab. 9 und Abb. 10).

Fir eine TZ > 66 s ergab sich eine Sensitivitit von 77,8% und eine Spezifitit von 85,4%.
Der positive pradiktive Wert (PPW) lag bei 21,2, der negative pradiktive Wert (NPW) bei

98,7. Fiir den Bereich der Uberschreitung des oberen Grenzwertes von 28 Sekunden steigt



die Sensitivitit und der NPW auf 100, wahrend die Spezifitit und der PPW auf 25,3 bzw. 6,3

sinken (s. Tab. 9).

Thrombinzeit (n=187), AUC=0,854; 95% KI (0,795-0,901); p<0.0001

Thrombinzeit [s] PPW NPW Sensitivitit [%)] Spezifitit [%]
Uberschreiten des
Normwerts >28 6,3 (2,9-11,7) 100 (92,1-100) 100 (66,4-100) 25,3 (19,1-32,3)
Bester Cut-off-
Punkt >66 21,2 (9,0-38,9) 98,7 (95,4-99,8) 77,8 (40,0-97,2) 85,4 (79,3-90,2)

Tab. 9: Daten der ROC-Analyse fiir die TZ. Gezeigt sind der beste Cut-off-Punkt und die Uberschreitung
des oberen Normwerts.
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Abb. 10: ROC-Analyse fur die TZ, um eine Heparinmenge von = 0,4 IE/ml zu erkennen. Es zeigte sich eine
Fliche unter der ROC-Kurve (AUC) von 0,854 (p-Wert < 0,0001)

3.4.2 Thrombelastometrie (ROTEM®)

Fir unsere Fragestellung waren die CT im INTEM sowie die Differenz der CT im INTEM
und der CT im HEPTEM (DIFF INTEM/HEPTEM) ausschlaggebend. Bei beiden Para-
metern unterschied sich die AUC mit 0,546 fir die CT INTEM und 0,584 fir die DIFF




INTEM/HEPTEM statistisch nicht von 0,5. Daher kénnen aus den in dieser Arbeit gewon-
nen Daten keine Aussagen zu Sensitivitit, Spezifitit, NPW oder PPW dieser Parameter ge-

troffen werden.

3.4.3 ACT-Methode

Fiir die Uberwachung der Heparinkonzentration im Blut mittels ACT wurden zwei verschie-
dene Gerite verwendet. Zum einen das Hemochron® Jr. Signature (ACT Hemochron®),
zum anderen das Hepcon® HMS Plus (ACT Hepcon®). Die AUC unterschied sich bei
beiden Methoden mit 0,517 beim Hemochron® Jr. Signature und 0,582 beim Hepcon®
HMS Plus nicht signifikant von 0,5. Daher kénnen auch fiir diese beiden Parameter keine

Aussagen zu Sensitivitit, Spezifitit, NPW oder PPW getroffen werden.

3.4.4 Protamintitration im Hepcon®

Zusitzlich zur ACT-Bestimmung wurde mit dem Hepcon® HMS Plus eine Protamintitra-
tion durchgefiihrt. In der ROC-Analyse fiir diesen Parameter unterschied sich die AUC mit
0,743 signifikant von 0,5 (p 0,03). Als bester Cut-off-Punkt erwies sich eine erforderliche
Dosis von 1500 IE Protamin. Fir diesen Wert ergaben sich eine Sensitivitit von 50% sowie
eine Spezifitit von 99%, mit einem PPW 75 und einem NPW von 98 (s. Tab. 10 und Abb.
11).

Da im Normalfall keine Gabe von Protamin erfordetlich sein sollte, wurde als oberer Grenz-
wert fur diesen Parameter eine Dosis von 0 IE Protamin angenommen. Dieser Wert zeigte
vergleichbare Ergebnisse im Hinblick auf Sensitivitit, Spezifitit und NPW. Lediglich der
PPW war mit 60 deutlich niedriger als beim besten Cut-off-Punkt. (s. Tab. 10).

Protamintitration (n=144), AUC=0,743; 95% KI (0,664-0,812); p=0,03

Protamindosis [

IE] PPW NPW Sensitivitit [%o] Spezifitit [%]

Uberschreiten der

Normwerte >0 60,0 (11,0-96,5) 97,8 (93,8-99,6) 50,0 (11,8-88,2) 98,6 (94,9-99,8)

Bester  Cut-off-

Punkt >1500 75,0 (19,4-99,4) 97,9 (93,9-99,6) 50,0 (11,8-88,2) 99,3 (96,0-100)

Tab. 10: Daten der ROC-Analyse fiir die Protamintitration. Gezeigt sind der beste Cut-off-Punkt und die
Uberschreitung des oberen Normwerts.



100

80

60

40

20

Abb. 11: ROC-Analyse der Protamintitration, um eine Heparinmenge = 0,4 IE/ml zu etkennen. Es zeigte
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sich eine Fliche unter der ROC-Kurve (AUC) von 0,743 (p-Wert 0,030)

3.5 Vergleichbarkeit unterschiedlicher ACT-Messmethoden

Die Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Messmethoden fir die ACT wurde mit einer li-
nearen Regression untersucht. Die Steigung der erstellten Regressionsgerade lag bei 0,621.
Der Schnittpunkt mit der Y-Achse zeigte eine deutlich lingere ACT fir Messungen mit dem
Hemochron® Jr. Signature im Vergleich zu Messungen mit dem Hepcon® HMS Plus (s.
Abb. 12). Die Bestimmung der ACT fiir jedes Datenpaar erfolgte hierbei aus derselben Blut-

probe.
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Abb. 12: Regressionsgerade zur Unterscheidung der beiden angewendeten Messmethoden zur Bestimmung
der ACT. Die Messwerte wurden gegeneinander aufgetragen.



4 Diskussion

4.1 Inzidenz einer residuellen Heparinisierung und Einflisse

durch die Gabe von Maschinenblut

Die Inzidenz einer Heparinkonzentration von mehr als 0,4 IE/ml lag nach Beenden der
extrakorporalen Zirkulation bei 6,3%. Im weiteren Verlauf nach der Gabe des Maschinen-
bluts betrug sie noch 3,2%. Die niedrige Inzidenz nach Beenden der extrakorporalen Zirku-
lation deckt sich mit den Ergebnissen anderer Autoren (Murray et al. 1997). Mittermayr et
al. fanden eine dhnlich niedrige Fallzahl, in einer Studie mit 22 Patienten nach ACVB Ope-

rationen (Mittermayr et al. 2009).

Bei niherer Betrachtung zeigten alle Patienten, die zum MZP 2 eine erhohte Anti-Xa-Akti-
vitit aufwiesen, nach der Gabe des Maschinenbluts wieder einen normalen Wert. Dies
konnte zum einen durch eine ausreichende renale und hepatische Metabolisierung von zu-
gefithrtem Heparin bedingt sein. Zum anderen ist die Zusammensetzung des Maschinenbluts
nicht standardisiert. Es besteht neben Blut des Patienten aus Wundflissigkeit und kristalloi-
den Spillésungen. Auch der Anteil der korpuskuldren Anteile ist individuell unterschiedlich.
Dies kénnte zu einem nennenswerten verdiinnenden Effekt im Hinblick auf die Heparin-
konzentration im Maschinenblut gefithrt haben. Letztlich konnte deutlich weniger Heparin
mit dem Maschinenblut verabreicht worden sein, als allgemein angenommen. Da in dieser
Studie keine Bestimmung der Heparinkonzentration im zugefuhrten Maschinenblut erfolgte,
kann zu diesem Punkt keine Aussage getroffen werden. Auch in der Literatur konnten hierzu

keine niheren Angaben gefunden werden.

Die vermehrte Aktivierung von Thrombozyten durch die extrakorporale Zirkulation kénnte
ein weiterer Faktor sein, der zur Reduktion der Heparinkonzentration im Maschinenblut ge-
fihrt haben koénnte. Hierbei wird Plittchen Faktor vier (PF4) aus den Granula der Throm-
bozyten freigesetzt und bindet Heparin, das dadurch an Wirkung verliert (Levy et al. 1995,
Tanaka et al. 2009). Durch diesen Vorgang kénnte vorhandenes Heparin im Maschinenblut
durch PF4 gebunden worden sein. Ebenso kénnte eine PF4-Zufuhr durch die Transfusion
des Maschinenbluts die Heparinmenge im Korper des Patienten reduziert haben. In der Li-
teratur wird diskutiert, ob rekombinanter PF4 als Alternative zu Protamin fir die Antagoni-
sierung von Heparin nutzbar wire (Cook et al. 1992, Bernabei et al. 1995, Dehmer et al.

1995, Dehmer et al. 1996, Demma und Levy 2012).



Die Applikation des Maschinenblutes war im Hinblick auf die Anti-Xa-Aktivitit fir die meis-
ten Patienten unproblematisch. Allerdings zeigten drei Patienten in der vorliegenden Studie
nach Infusion der autologen Transfusion eine Heparinkonzentration >0,4 IE/ml. Diese Pa-
tienten unterschieden sich nicht beztglich demographischer Parameter wie Geschlecht,
GroBe oder Gewicht, der prioperativen antikoagulativen Therapie oder der durchschnittli-
chen Menge an Maschinenblut. Eine mogliche Erklirung fiir diese Beobachtung kénnte in
einer schnelleren Infusionsgeschwindigkeit liegen, so dass ein hoherer Spitzenspiegel an He-
parin messbar gewesen wire. Auch eine postoperativ eingeschrinkte renale oder hepatische
Funktion kénnte zu einer verminderten Metabolisierung von zugefithrtem Heparin gefithrt
haben. Da in dieser Studie die Dauer der Maschinenbluttransfusion nicht dokumentiert
wurde, ist nicht auszuschlieBlen, dass es durch einen kiirzeren Applikationszeitraum zu Ver-

anderungen der Anti-Xa-Aktivitit gekommen sein kénnte.

In der Literatur wird aulerdem ein Heparin-Rebound als mogliche Ursache gesehen (Teoh
et al. 1993, Levy et al. 1995). Aufgrund der kiirzeren Halbwertzeit des Protamins, bezogen
auf die des Heparins, hitte es theoretisch einige Stunden nach der Antagonisierung zu einer
erneuten Freisetzung von Heparin und somit auch zu einem Anstieg der Anti-Xa-Aktivitit
kommen koénnen (Teoh et al. 2004). In der Literatur ebenso wie in der vorliegenden Arbeit

finden sich wenige Hinweise auf einen relevanten Effekt (Martin et al. 1992).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen nahe, dass eine Erhéhung der Anti-Xa-Akti-
vitat nach kardiochirurgischen Eingriffen sowohl nach Beendigung der extrakorporalen Zir-
kulation als auch nach Transfusion des Maschinenblutes eher selten vorkommt. Dennoch
muss ein méglicher Heparintiberschuss als Ursache einer postoperativen Blutungskomplika-
tion in Betracht gezogen und ausgeschlossen werden, da die spezifische Therapie mittels
Protamin vergleichsweise einfach und kostengtinstig ist. Eine prophylaktische Gabe ohne
diagnostisches Korrelat sollte nicht erfolgen, da zahlreiche Studien einen gerinnungshem-
menden Effekt des Protamins bei Uberdosierung dokumentiert haben (Mochizuki et al.

1998, Nielsen et al. 2006, Mittermayr et al. 2009).

Wir untersuchten im Weiteren verschiedene Moglichkeiten der Gerinnungsdiagnostik im
Hinblick auf ihr Potential, eine residuelle Heparinkonzentration >0,4 IE/ml von anderen
Ursachen einer gestorten Gerinnung zu unterscheiden. Dies soll im Folgenden niher be-

trachtet werden.



4.2 Moglichkeiten der regularen Gerinnungsdiagnostik in der

Kardiochirurgie

Aus den Parametern der Routinediagnostik wurden in unserer Studie die aPTT und die
Thrombinzeit auf ihre Sensitivitit und Spezifitit hin untersucht, eine residuelle Heparinkon-
zentration >0,4 IE/ml zu detektieren. Beide Parameter erwiesen sich als geeignet, eine rele-
vante Restheparinisierung zu erkennen. Ein Nachteil der konventionellen Gerinnungstests
ist, dass lediglich die Zeit bis zum Einsetzen der Gerinnung gemessen wird. Sie beinhalten
keine Informationen tber die Thrombozytenfunktion oder die Qualitit des entstandenen

Gerinnsels (Ogawa et a. 2012, Haas et al. 2012).

Friher stellte die TZ eine Moglichkeit der indirekten Fibrinogenbestimmung dar (Kochs et
al. 2008). Die Methode erwies sich jedoch vielfach als storanfillig, deshalb ist sie fiir den
Routinebetrieb nur bedingt geeignet (Kochs et al. 2008, Schulte am Esch et al. 2011).

Trotz ihrer Aussagekraft in Bezug auf eine residuelle Heparinisierung hat die regulire Gerin-
nungsdiagnostik einen entscheidenden Nachteil — den Zeitfaktor. Eine Standardgerinnungs-
diagnostik bendétigt zwischen 40 und 90 Minuten, bis die Werte dem Untersuchenden zur
Verfigung stehen (Tschaikowsky et al. 1998, Toulon et al. 2009, Haas et al. 2012). Insbeson-
dere bei akuten Blutungen muss ziigig eine residuelle Heparinisierung aufgedeckt werden
bzw. von anderen Ursachen unterschieden werden, um eine entsprechende Therapie einzu-
leiten. Lediglich zur Untermauerung bzw. zum Ausschluss einer residuellen Heparinisierung
bei einem stabilen Patienten wire die aPTT hilfreich (Toulon et al. 2009, Haas et al. 2012,

Weber et al. 2013a/b).

Schnellere Therapieentscheidungen zur Behandlung von Gerinnungsstérungen koénnen
durch den Einsatz von patientennahen Methoden getroffen werden. Diese sollen im Folgen-

den niher betrachtet werden.

4.3 ACT-Messung

In der Herzchirurgie erfolgt die Steuerung der Heparintherapie wiahrend der extrakorporalen
Zirkulation hdufig tber die ACT. In der vorliegenden Studie konnten beide untersuchten
ACT-Methoden eine residuelle Heparinisierung nicht signifikant von anderen Ursachen ei-

ner gestorten Himostase unterscheiden.

Frithere Studien haben bereits gezeigt, dass verschiedene Einflussgro3en wie Hypothermie
wihrend des Eingriffs, Himodilution, aber auch Protamin in der Lage sind, die ACT zu

verlingern (Murray et al. 1997, Dalbert et al. 2006). Auch eine niedrige Thrombozytenzahl



oder ein erniedrigter Hamatokrit, die hiufig nach kardiochirurgischen Eingriffen zu be-
obachten sind, kénnen zu einer Verlingerung der ACT fithren (Mochizuki et al. 1998, Girardi
et al. 2000). Die ACT gilt als wenig spezifisch und sensitiv (Despotis et al. 1994). Durch die
durchgefiihrte Himodilution wiahrend der extrakorporalen Zirkulation sinkt der Hamatokrit.
Chavez et al beschrieben dies als einen der Haupteinflusse, die die ACT verfalschen kénnen
(Chavez et al. 2004). Auch ein Mangel an Fibrinogen wird fir eine Verlingerung der ACT
verantwortlich gemacht (Mittermayr et al. 2009). Murray et al zeigten bereits Ende der neun-
ziger Jahre, dass bei einer noch normwertig gemessenen ACT nach kardiochirurgischen Ein-
griffen hiufig andere Parameter, wie etwa die aPTT oder auch die Thrombelastometrie au-
Berhalb des Referenzbereiches lagen (Murray et al. 1997). Auch neuere Studien bestitigten,
dass die ACT nicht mit der tatsichlichen Heparinkonzentration im Blut korreliert (Nielsen
2002, Racioppi et al. 2009, Khan et al. 2010). In Kenntnis dieser Untersuchungen erscheint
der Einsatz dieser Methode zur Detektion einer postoperativen residuellen Heparinisierung

beim herzchirurgischen Patienten nicht sinnvoll.

Tremey und Kollegen beschrieben hingegen eine gute Korrelation bei Heparinkonzentrati-
onen kleiner 0,8 IE/ml. Allerdings bezog sich diese Untersuchung zum einen auf eine kleine
Kohorte von 30 Patienten (Tremey et al. 2006). Zum anderen handelte es sich um Patienten,
die nicht mittels extrakorporaler Zirkulation operiert wurden, sondern um Patienten, die sich
kiirzeren gefilichirurgischen Eingriffen unterzogen haben. Daher lisst sich ein direkter Ver-

gleich mit unseren Ergebnissen nicht anstellen.

Des Weiteren fiel bei unserer Untersuchung auf, dass die Werte der beiden parallel verwen-
deten ACT-Methoden teils deutlich voneinander abwichen. Beide Tests basieren auf dhnli-
chen Prinzipien in Bezug auf die Aktivierung des intrinsischen Gerinnungsweges, eine Ka-
pillarverschlussmethode im Haemochron® versus Hikelmethode mit repetitiver Absenkung
des Kolbens im Hepcon®. Innerhalb dieser Studie konnten signifikant lingere ACT-Werte
im Haemochron® festgehalten werden als im Hepcon®, obwohl die Diagnostik aus dersel-
ben Blutprobe erfolgte. Auch andere Studien prisentierten bereits eine relevante Variabilitdt
unter Einsatz verschiedener ACT-Methoden (Despotis et al. 1994, Bosch et al. 2006, Guz-
zetta et al. 2010, Garvin et al. 2010, Ojito et al. 2012).

Da auch heute noch oft die ACT als Hauptmethode zum Monitoring der Gerinnung nach
extrakorporaler Zirkulation genutzt wird, erscheint es wenig sinnvoll, Gerite unterschiedli-

cher Hersteller einzusetzen.



4.4 Protamintitration mittels Hepcon®

Als einziger POC-Parameter der vorliegenden Studie konnte die Protamintitration eine resi-
duelle Heparinisierung mit mehr als 0,4 IE/ml signifikant von anderen Stérungen der Hi-
mostase unterscheiden. Andere Autoren konnten zeigen, dass durch Einsatz des Hepcons®
wihrend der extrakorporalen Zirkulation die Hiufigkeit einer repetitiven Protamingabe ge-
senkt werden konnte (Bennett et al. 2001, Vonk et al. 2014). Ob ein Blutverlust durch die
Protamintitration wesentlich vermindert werden kann, wird weiterhin kontrovers diskutiert
(Shore-Lesserson et al. 1998, Runge et al. 2009). Dennoch konnten mehrfach die Vorteile
von niedrigeren Protamindosen auf das Gerinnungssystem demonstriert werden (Shigeta et

al. 1999, Kimmel et al. 2002, Vonk et al. 2014).

Neben der sehr zuverlissigen Detektion einer erh6hten Heparinkonzentration im Blut des
Patienten ist ein weiterer Vorteil dieser Methode die kurze Messdauer und die einfache Hand-
habung des Gerites. Ein méglicher Nachteil des Hepcons® konnte sein, dass Konzentrati-
onen unter 0,4 IE/ml nicht abgebildet werden. Somit witen hochnormale Hepatinkonzent-

rationen in Proben nicht erkannt worden.

Ein Patient in unserem Kollektiv wies vor der Gabe des Maschinenbluts hochnormale Kon-
zentrationen an Heparin im Blut auf, die durch das Hepcon® nicht erkannt werden konnten.
Nach der Gabe des Maschinenbluts kam es zu einer Grenzwertiiberschreitung, die detektiert
wurde. Moglicherweise konnte eine Erweiterung der erhiltlichen Kartuschen helfen, grenz-
wertig ethohte Heparinkonzentrationen zu erkennen. So kénnte eine zusitzliche Applikation

von Heparin durch die Gabe von Maschinenblut in diesen Situationen vermieden werden.

4.5 Thrombelastometrie/ ROTEM®

Die Thrombelastometrie hat in den letzten Jahren einen grof3en Stellenwert in der Diagnostik
und Therapie perioperativer Blutungskomplikationen entwickelt. Viele Algorithmen zur Be-
handlung von perioperativen Blutungen basieren auf Parametern der Thrombelastometrie
(Weber et al. 2013a/b). Vor allem bei kardiochirurgischen Patienten konnte gezeigt werden,
dass die Anwendung von POC-basierten Algorithmen von Vorteil ist (Tschaikowsky et al.
1998, Reinhofer et al. 2008, Weber et.al. 2013a/b, Gotlinger et al. 2013). Weber und Kollegen
beobachteten unter der Verwendung von POC-basierten Verfahren nicht nur eine signifikant
geringere Transfusionsrate, sondern neben kiirzeren Nachbeatmungszeiten und einer kiirze-
ren Verweildauer auf der Intensivstation auch eine signifikant geringere Mortalitdt nach sechs

Monaten (Weber et al. 2012).



Ein gezielter Einsatz der verschiedenen Blut- und Gerinnungsprodukte fithrt zu einem ge-
ringeren Bedarf an diesen insgesamt. Hierdurch werden nicht nur finanzielle Ressourcen ge-
schont, sondern vor allem die Transfusionsrate von Fremdblutbestandteilen reduziert (Vin-
cent et al. 2002, Murphy et al.2007, Kashuk et al. 2010). Viele Studien haben bereits priasen-
tiert, dass es zu einer héheren Mortalitit und Morbiditit kommt, wenn vermehrt Fremdblut
transfundiert wird (Koch et al. 20006, Bursi et al. 2009, Kertai et al. 2009, Murphy und Pam-
philon 2009, Haas 2012, Johansson 2010, Weber et al. 2012).

Trotz der eben beschriebenen, nachgewiesenen, positiven Effekte bei der Anwendung von
Thrombelastometrie bei kardiochirurgischen Patienten konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht gezeigt werden, dass diese Methode eine residuelle Heparinisierung signifikant von an-
deren Ursachen einer gestorten postoperativen Himostase unterscheiden kann. Dies galt so-
wohl fir die CT INTEM, als auch fir die Differenz CT INTEM/CT HEPTEM. Letztere
konnte 7z vitro eine Heparinisierung nachweisen (Mittermayr 2005). Mittermayr und Kollegen
konnten in einer Untersuchung an 22 Patienten residuelles Heparin nach einem kardiochi-
rurgischen Eingtiff durch die DIFF CT INTEM/CT HEPTEM in 3 von 6 Fillen detektieren
(Mittermayr 2009). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit der Detektionsrate in der vorliegen-
den Studie. In den ausgewerteten Daten fiel auf, dass die CT HEPTEM in 74 von 190 Mes-
sungen linger als die CT INTEM war. Eigentlich ist davon auszugehen, dass die Zugabe von
Heparinase zu einer Blutprobe mit residuellem Heparin die Gerinnung durch die Elimination
des tiberschiissigen Heparins verbessert und damit die CT verkirzt. Daher sollte die oben
beschriebene Konstellation so nicht vorkommen. Die Messungen im Rahmen der Studie
erfolgten durch zwei Personen mit ausreichend Erfahrung in der Anwendung der Rotations-
thrombelastometrie, die Reagenzien wurden nach Anweisungen des Herstellers hergestellt
und gelagert. Daher wurde nicht von einem methodischen Problem ausgegangen. Nach
Ricksprache mit dem Hersteller TEM International ist auch unter korrekter Anwendung
eine Varianz von bis zu 5% zwischen unterschiedlichen Tests aus derselben Blutprobe zu
beobachten. Nach Anwendung dieser Kriterien und Ausschluss aller Messungen mit einer
Differenz unter 5% zeigten immer noch 51 von 190 Messungen die oben beschriebene Auf-
filligkeit. In 7z vitro Versuchen wurde eine verlingerte CT HEPTEM bei einem Uberschuss
an Protamin in der Blutprobe beobachtet (Mittermayr 2005). In einer Studie mit 38 Patienten,
die sich einer Herzklappenoperation unterzogen, wiesen Vonk und Kollegen eine lingere CT
HEPTEM in der Gruppe mit héheren Protamindosen nach (Vonk 2014). In der Studie von
Vonk und Kollegen erfolgte allerdings keine Bestimmung der CT INTEM, so dass keine
Aussage in Bezug auf die Differenz CT INTEM/CT HEPTEM gemacht werden kann. Die

Blutentnahme in der eben zitierten Studie erfolgte ebenso wie in der vorliegenden Studie



kurz nach Beenden der extrakorporalen Zirkulation und Antagonisierung des Heparins mit
Protamin. In diesem Zusammenhang wire ein Uberschuss an Protamin eine mégliche Ursa-
che fiir eine verlingerte CT HEPTEM. Allerdings sollte dann eine ebenso verdnderte CT
INTEM zu beobachten sein, da ein Uberschuss an Protamin hier ebenfalls zu einer Verlin-
gerung fihren wiirde. Eine mogliche Erklirung fir die beobachtete Diskrepanz zwischen
CT INTEM und HEPTEM koénnte eine Freisetzung von Protamin aus Heparin-Protamin-
Komplexen sein. Dies kénnte moglicherweise durch einen Abbau von Heparin durch Hepa-
rinase entstehen. Zu den Auswirkungen von Heparinase auf Heparin-Protamin-Komplexe
existieren bisher keine Untersuchungen, so dass keine Aussage in Bezug auf eine mogliche

Freisetzung von Protamin hergestellt werden kann.

Vor allem unter dem Aspekt, dass die Thrombelastometrie in der Diagnostik von periopera-
tiven Blutungskomplikationen einen enormen Stellenwert hat, bedarf diese mogliche Stor-

quelle einer Kldrung durch weitere Studien.

4.6 Limitationen und Vorziuge der Studie

Die vorliegende Arbeit weist einige Limitationen auf. Zum einen wurde die zu erwartende
Ereignishaufigkeit in der Fallzahlanalyse deutlich tiberschitzt. Daraus resultierte nur eine ge-
ringe Anzahl an Patienten, die tatsichlich eine residuelle Heparinisierung aufwiesen. Diese
geringe Inzidenz erschwerte die statistische Auswertung der Daten und Berechnung von
Sensitivitit und Spezifitit der unterschiedlichen evaluierten Methoden. Zum anderen er-
folgte keine Bestimmung der Heparinkonzentration aus dem Maschinenblut, so dass eine
Aussage zu der tatsichlich zugefithrten Menge an Heparin durch die Applikation des Ma-

schinenbluts nicht méglich ist.

Auch wenn die zugefithrte Heparinmenge nicht bestimmt wurde, konnte dennoch durch die
vorliegende Arbeit gezeigt werden, dass die Transfusion von Maschinenblut nur sehr selten
zu einer Heparin-bedingten Verschlechterung der himostatischen Situation des Patienten
fihrt. Daher besteht keine Notwendigkeit, auf die Gabe dieser Ressource zu verzichten. An-
gesichts der bekannten negativen Auswirkungen einer Fremdblutgabe, die zu einer Erho-
hung der Mortalitit und Morbiditit fithrt, stellt die Nutzung von Maschinenblut eine M6g-
lichkeit dar, den Einsatz von Erythrozytenkonzentraten zu reduzieren (Vincent et al. 2002,
Koch et al. 2006, Murphy et al. 2007, Kashuk et al. 2010, Bursi et al. 2009, Kertai et al. 2009,
Murphy und Pamphilon 2009, Ebinger et al. 2010, Johansson 2010, Haas 2012, Weber et al.
2012).



Zusatzlich unterstreicht diese Arbeit nochmals den Stellenwert der Protamintitration bei der
Detektion von tiberschiissigem Heparin. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wire es
empfehlenswert, die Protamintitration regelhaft in der Diagnostik der postoperativen Blu-
tungskomplikation nach kardiochirurgischen Eingriffen einzusetzen. Sie konnte eine sinn-
volle Erginzung zu den etablierten POC-Methoden wie beispielsweise der Rotationsthrom-
belastometrie sein. Insbesondere da die beobachteten Diskrepanzen zwischen den thrombe-
lastometrischen Messungen im INTEM- und HEPTEM-Test moglicherweise einen Hinweis
auf noch unbekannte Stérquellen aufzeigen. Es erscheint sinnvoll, diese Fragestellung durch
weitere Studien zu untersuchen. Sollte sich dieser Zusammenhang bestitigen, finde sich un-
ter Umstinden eine Méglichkeit, Himotherapiealgorithmen fiir Patienten nach kardiochirur-

gischen Eingriffen zu erweitern bzw. zu verbessern.



5 Zusammenfassung

Postoperative Blutungen stellen hiufige Komplikationen nach kardiochirurgischen Eingrif-
fen mittels Herzlungenmaschine dar. Eine mogliche Ursache kann eine residuelle Heparin-
wirkung sein. In dieser Studie wurde zum einen untersucht, ob das verabreichte Maschinen-
blut nach Ende der extrakorporalen Zirkulation einen relevanten Effekt auf die Himostase
im Patienten ausiibt und zum anderen, mit welcher laborchemischen Methode dies am bes-

ten erkannt werden kann.

Hierzu wurden die Anti-Xa-Aktivitit sowie Standardgerinnungsparameter (TZ, aPTT) von
100 konsekutiven Patienten, die sich einem Eingriff mittels HLM unterzichen mussten, zu
drei verschiedenen Zeitpunkten detektiert. Die erste Messung erfolgte praoperativ, die zweite
nach Beenden der extrakorporalen Zirkulation und die dritte nach Gabe des MB’s. Zusitz-
lich wurden Untersuchungen mittels POC-Verfahren zu MZP 2 und 3 durchgefiihrt. Dazu
zihlten die Thrombelastometrie (ROTEM®), die ACT (Haemochron®, Hepcon®) sowie

die Protamintitration (Hepcon®).

Die Inzidenz von Patienten mit einer Heparinkonzentration >0,4 IE/ml war insgesamt ge-
ring. Die AUC in den ROC-Analysen der ACT sowie der Thrombelastometrie (Differenz
CT INTEM/HEPTEM) waren nicht signifikant verschieden von 0,5. Die CT im HEPTEM
war in 74 von 190 Fillen linger als die CT im INTEM. Die Standardgerinnungstests sowie
die Protamintitration konnten eine residuelle Heparinisierung signifikant von anderen Ursa-

chen einer gestorten Gerinnung unterscheiden.

Die Gabe des Maschinenbluts erhoht die Anti-Xa-Aktivitit lediglich vereinzelt. In dieser Ar-
beit fiel eine mogliche Stéranfilligkeit im HEPTEM der ROTEM®-Analyse insbesondere
nach Ende der extrakorporalen Zirkulation auf. Die Protamintitration mittels Hepcon® stellt
hingegen eine sichere POC-Methode zur Detektion einer Restheparinisierung nach kardio-
chirurgischen Eingriffen dar. Auch die aPTT erwies sich als valide, ist in der Notsituation

jedoch zu langsam.
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KURZPROTOKOLL
ZUR VORLAGE BEIM ETHIK-KOMITEE DER MEDIZINISCHEN FAKULTAT
DER GEORG-AUGUST-UNIVERSITAT GOTTINGEN
1. Studienziel
Titel: ,,Methodenvergleich zur Erfassung einer Restheparinisierung nach

kardiochirurgischen Eingriffen.

Postoperative Blutungen stellen ein weiter bestehendes Problem nach kardiochirurgischen
Eingriffen unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine dar. Dieses Problem ist multifaktoriell
bedingt (1). Ein méglicher Faktor kann ein postoperativer Uberschuss von Heparin sein. Ziel
der nachfolgenden Untersuchung ist es, die Hiufigkeit eines postoperativen Uberschusses
von Heparin nach kardiochirurgischen Eingriffen an der extrakorporalen Zirkulation zu er-
fassen und zu bestimmen, welcher laborchemische Marker bzw. welche laborchemische Me-

thode diesen Uberschuss von Heparin am zuverldssigsten detektiert.

2. Wissenschaftlicher Hintergrund

Eine postoperative Blutung nach kardiochirurgischen Eingriffen mit nachfolgender Trans-
fusion von Blutprodukten ist mit einer ethdhten Rate an Re-Thorakotomien sowie vermeht-
ten infektibsen Komplikationen (2), wie zum Beispiel sternalen Wundinfektionen und syste-
mischen Infektionen, assoziiert. Neben chirurgischen Ursachen gibt es noch verschiedene
weitere Ursachen fiir eine vermehrte postoperative Blutungsneigung. Dies sind z.B. Hypo-
thermie, Inflammation, Thrombozytendysfunktion, Hyperfibrinolyse und eine residuelle He-
parinwirkung (1). Die Haufigkeit und der Anteil einer residuellen Heparinwirkung an einer

diffusen Nachblutung ist umstritten (1, 3).

3. Studiendesign

Es handelt sich bei diesem Vorhaben um eine prospektive beobachtende Untersuchung ohne

Einfluss auf die Behandlung des Patienten.

Primire Zielparameter:



. Heparin-Konzentration im Plasma gemessen als Anti-Xa Aktivitit, einer
etablierten Methode fiir den Nachweis von residuellem Heparin im Blut un-

mittelbar nach Ankunft des Patienten aus dem OP

. ACT (activated clotting time) unmittelbar nach Ankunft des Patienten aus
dem OP mit Hepcon® HMS Plus™ (Medtronic Minneapolis, USA) und
Hemochron Jr. Signature+ Jr (International Technidyne Corp. Edison,

NJ,USA)

. Ergebnis der Protamin-Titration mittels Hepcon® HMS Plus™ (Medtronic

Minneapolis, USA) unmittelbar nach Ankunft des Patienten aus dem OP
e aPTT und TZ unmittelbar nach Ankunft des Patienten aus dem OP

. Ergebnis einer Thrombelastographie mittels Rotem® (Pentapharm, Mun-
chen) unmittelbar nach Ankunft des Patienten aus dem OP (Verhiltnis zwi-

schen CT-Intem und CT-Heptem Test)(4)

Dieselben Parameter sollen unmittelbar nach der Applikation von mit Heparin versetztem
Eigenblut, gewonnen aus der Herz-Lungen-Maschine, erneut ethoben werden, um zu sehen,
ob die Applikation des sogenannten ,,Maschinenblutes® eine erneute klinisch relevante He-

parin-Wirkung verursacht.

Zu diesem Zwecke miissen intra- und postoperativ zusatzlich 30 ml Blut gewonnen werden,

die sonst in der Routine nicht enthommen werden mussten.

Um eine relevante priaoperative Beeinflussung der Anti-Xa Aktivitit (z.B. durch niedermo-
lekulare Heparine) auszuschlieBen wird vor der intraoperativen Heparingabe eine Gerin-
nungsmonovette zur Bestimmung von Quick, PTT, TZ, Fibrinogen und Anti-Xa Aktivitit

abgenommen).

Zusitzlich sollen folgende weitere Parameter erfasst werden:

* Biometrische Daten (Alter, Gewicht, Kérpergréfie, Geschlecht)

e Art des operativen Eingriffes



* Intraoperativ verabreichte Heparin und Protaminmenge.

* Intraoperativ verabreichte Menge an Blutprodukten (inklusive Retransfusion von
,Maschinenblut®) sowie von applizierten Gerinnungsfaktoren.

*  Korperkerntemperatur des Patienten

* Standardgerinnungsparameter (Quick, PTT, Fibrinogen, Thrombozytenzahl).

Alle diese Parameter sind aus der Routine-Dokumentation ersichtlich.
4. Patienten / Probandenrekrutierung

Es sollen 100 konsekutive Patienten, die sich einem elektiven kardiochirurgischen Eingriff

mit Finsatz der Herz-Lungen-Maschine unterzichen miissen, eingeschlossen werden.

Einschlusskriterien:

o Alter: z wischen 18 und 90 Jahren;

¢ Geschlecht: mannlich/weiblich;

* Risikogruppe: ASA 11 bis 1V;

*  Geplante Operation mit Einsatz der Herz-Lungen-Maschine

Ausschlusskriterien:

* Risikogruppe: ASA'V;

* Patienten, die postoperativ ein Assist-System bendétigen, welches eine
kontinuierliche Heparintherapie erfordert (ECMO, LVAD, RVAD, BVAD)

* Patienten, die prioperativ niedermolekulares Heparin zur therapeutischen
Antikoagulation erhalten.

¢ Patienten mit einer allergischen Reaktion auf Protamin

e Patienten mit bekannter HIT Typ 11

Der Zeitraum der Erfassung soll ca. 3 Monate betragen.

5. Biometrie



Eine relevante Restwirkung von Heparin wird bei einer Heparin-Konzentration von mehr
als 0,6 IE pro ml Blut erwartet. Bei einem Verteilungsvolumen des Heparins von 0,06 L/kg
KG (=Plasmavolumen) entspricht dieses bei einem 70 kg Menschen einer Heparinmenge

von 2500 IE.

Durch die Bestimmung der funktionell aktiven Heparin-Konzentration mittels Anti-Xa Ak-
tivitit soll ermittelt werden, wie haufig eine relevante Heparinkonzentration trotz intraope-
rativer Antagonisierung des Heparins mit Protamin bei Aufnahme auf der Intensivstation
vorliegt. Des Weiteren soll tiberpriift werden, wie haufig diese Konzentration durch die Gabe
von mit Heparin versetztem ,,Maschinenblut® tberschritten wird. Mittels ROC-Analysen
sollen Sensitivitit und Spezifitit der anderen vier Parameter ermittelt werden, mit der eine

Uberschreitung des oben genannten Grenzwertes detektiert werden kann.

6. Archivierung und Datenschutz

Alle Daten werden pseudoanonymisiert erfasst. Die Codierung erfolgt tiber die klinikinterne

Patientennummer.

Eine gesonderte Aufklirung und schriftliche Einwilligung des einzelnen Patienten tber die

studienbedingte zusitzliche Entnahme von 30 ml Blut wird durchgefiihrt.
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Dokumentationsbogen

Patient:
Alter: __Jahre Geschlechtt _ w _ m
Korpergrofle: __ cm ASA:

Gewicht: __ kg

Prioperative Medikation: ASS
Clopidogrel
Marcumar

Heparin s.c.

Prioperative Gerinnung: Quick:
PTT:
TZ:

Fibrinogen:

Thrombozytenzahl:

Anti-Xa

__ mg bis zum...........
__ mg bis zum...........
__ mg bis zum...........

__ IE bis zum...........

%

sec

sec
__mg/dl
_ x10°/ml

__IE/ml




Operativer Eingriff:

Intraoperativ verabreichte Medikamente:

Heparin IE Protamin 1IE

Intraoperativ transfundierte Einheiten:
EK ml FFP

Thrombozytenkonzentrat ml Maschinenblut

Gerinnungsfaktoren/Gerinnungsaktive Substanzen:

ml

ml

PPSB IE Fibrinogen g AT III

Tranexamsiure g Desmopressin E

Laborparameter bei Autnahme:

Quick %
PTT ___secC

TZ __sec
Fibrinogen __mg/dl
Thrombozytenzahl _ x10°/ml

Anti-FXa _ IE/ml



ACT Hemochron sec

ACT Hepcon® __sec
Hepcon® __ E Protamin empfohlen
Rotem® CT-INTEM __ sec
CT-HEPTEM _sec
Korperkerntemperatur ___°C

Laborparameter nach Gabe von ,,Maschinenblut®:

Menge des ,,Maschinenblutes* _ ml
Quick _ %
PTT ___sec
TZ __ sec
Fibrinogen __mg/dl
Thrombozytenzahl _ x10°/ml
Anti-Xa _ IE/ml
ACT Hemochron ____sec
ACT Hepcon® ___sec
Hepcon® ___ E Protamin empfohlen
Rotem® CT-INTEM ___sec
CT-HEPTEM sec

Kérperkerntemperatur °C



6.2 Patienteninformation
ZENTRUM ANAESTHESIOLOG IE, RETTUNGS- U. INTENSIVMEDIZIN

Geschiftsfithrender Leiter: Prof. Dr. med. M. Quintel
Leiter der Studie: PD Dr. med. A. Briauer, Robert-Koch-Str. 40, 37075 Gottingen,

Tel.:0551-39-22946

Information zur Studie

sMethodenvergleich zur Erfassung einer

Restheparinisierung nach kardiochirurgischen Eingriffen*

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Bei Ihnen ist eine Herzoperation unter Einsatz der Herz-Lungen-Ma-
schine geplant. Aus diesem Grund bitten wir Sie um die freiwillige Teil-
nahme an dieser wissenschaftlichen Studie, die einen Vergleich zwi-
schen verschiedenen Laboruntersuchungen im Hinblick auf die Blutge-
rinnung ergeben soll. Nach der Operation werden Sie zunachst auf die
Intensivstation verlegt, damit in dieser friihen Phase die Funktion aller
lebenswichtigen Organe ltickenlos Gberwacht werden kénnen. Hierzu
werden Sie von speziell geschultem arztlichen und pflegerischen Fach-
personal betreut, das Ihre Kérperfunktionen nicht nur mit Messinstru-
menten Uberwacht ("Monitoring"), sondern auch regelmaBig be-

stimmte Blutwerte kontrolliert.

Stérungen der Blutgerinnung gehdéren zu den haufigeren Problemen
nach Herzoperationen. Der Einsatz der Herz-Lungen-Maschine erfor-
dert, dass Ihr Blut durch Medikamente ungerinnbar gemacht wird (sog.

Heparinisierung). Eine weitere mégliche Ursache ist die Gabe von un-



gerinnbar gemachtem Wundblut, das wahrend der Operation gesam-
melt und aufbereitet wird. Auch wenn hierdurch unter Umstanden die
Gerinnung beeintrachtigt wird, kann dadurch andererseits die Gabe

von Fremdblutkonserven vermieden werden.

Fur die Uberwachung der Blutgerinnung und der Restheparinisierung
nach Abschluss der Operation stehen eine Reihe von Laboruntersu-
chungen zur Verfugung. Alle bisher bekannten Laborwerte haben ihre
Vor- und Nachteile, so dass ein ,idealer" Labortest bislang nicht exis-
tiert. Von besonderer Bedeutung ist daher ein systematischer Vergleich
der bisher gebrauchlichen Laboruntersuchungen, um gegebenenfalls
die Vorteile der einzelnen Untersuchungen allein oder in Kombination

nutzen zu kénnen.

Aus diesem Grund bitten wir Sie um Ihre freiwillige Teilnahme an die-
ser Studie, die am Klinikum der Universitat Géttingen durchgefihrt
wird und fuinf verschiedene Blutgerinnungstests bei Patienten nach
Herzoperationen vergleichend untersuchen soll. Hierzu werden vor der
Operation, unmittelbar nach Aufnahme auf der Intensivstation sowie
nach der Gabe von aufbereitetem Eigenblut alle finf Gerinnungsun-
tersuchungen durchgefihrt. Hierzu sind drei Blutentnahmen notwen-
digen, bei denen insgesamt etwa 30 ml Blut aus bereits liegenden In-
fusionskathetern entnommen.

Die Untersuchung beschrankt sich ausschlieBlich auf die Messung und
den Vergleich der verfigbaren Blutgerinnungstests. Es werden nicht
nur die Ergebnisse der Gerinnungstests gespeichert, sondern auch ei-
nige in der Routineversorgung erhoben Laborwerte und Daten zur
Operation, wie Art und Dauer des Eingriffs, oder zur Person, wie Alter
und Geschlecht. Die Speicherung dieser Daten erfolgt in pseudoano-
nymisierter Form. Das heiBt die Daten werden unter einer Nummer

gespeichert, damit die Zuordnung der erhobenen Daten zur Person nur



durch einen getrennt aufbewahrten Schllissel méglich ist. Nur die ver-
antwortlichen Studienarzte haben Einblick in die Originalunterlagen
und kdénnen eine Entschllsselung vornehmen. Nach Anschluss der
Studie werden die gesammelten Proben vernichtet, es erfolgt keine
Weitergabe an Dritte. Die Speicherung der Daten wird flr 2 Jahre er-
folgen. Fir den Fall, dass Sie Ihre Teilnahme an dieser Studie wider-
rufen, kdnnen Sie eine Ldschung aller personenbezogenen Daten ver-
langen. Es werden im Rahmen der Studie weder Testsubstanzen ver-
abreicht, noch wird die medizinische Behandlung vor, wahrend und
nach der Operation durch die Studie in irgendeiner Weise beeinflusst.
Die einzige zusatzliche MaBnahme besteht in der Entnahme von ins-
gesamt ca. 30 ml Blut, was weniger als 0,5% der gesamten Blutmenge
des Korpers entspricht. Hierdurch sind keinerlei negative Effekt auf
den Kreislauf oder die Erholungsphase nach der Operation zu erwar-

ten.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig und erfolgt nur nach Aufkla-
rung der Patienten sowie nach deren schriftlicher Zustimmung. Die Ein-
verstandniserklarung kann jederzeit von den Patienten oder ihren An-
gehoérigen widerrufen werden. Aus der Teilnahme an der Untersuchung
ergibt sich kein unmittelbarer Nutzen fur die Patienten, die medizini-
sche Behandlung wird durch die Teilnahme in keiner Weise beeinflusst
oder geandert.

Zusatzlich zum oben genannten Studienleiter sind die an der Studie
beteiligten Prifarzte flr die Patienten oder ihre Angehdrigen persén-
lich oder telefonisch (Uber die Hauptpforte: 0551-39 6810) erreichbar:

PD Dr. A. Brauer: Pieper-Nr. 919-4094
Dr. S. Wand : Pieper-Nr: 919-4035
Dr. S. Cassens: Pieper-Nr. 919-4205 Dr.
D. Heise: Pieper-Nr. 919-4069

C. Bireta: Pieper-Nr. 919-1342



6.3 Einwilligungserklarung des Patienten
GEORG-AUGUST-UNIVERSITAT GOTTINGEN

Universititsmedizin Goéttingen

ZENTRUM ANAESTHESIOLOG IE, RETTUNGS- U. IN-
TENSIVMEDIZIN

EINWILLIGUNGSERKLARUNG DES PAT IENTEN

Methodenvergleich zur Erfassung einer Restheparinisierung nach kar-

diochirurgischen Eingriffen

Pat-INT. o

AUFKLARENDER ARZT: .ooevvviecveoeeenoeeesereeeeens P IEPER: c.covvvrerrrecricrnenne
Zentrum Anaesthesiologie, Rettungs- und Intensivmedizin Robert-Koch-Str. 40
D-37075 Gottingen

Tel.-Nr. 0551-39-22230 (Anisthesiologie)

Uber das Ziel und den Nutzen der Untersuchung wurde ich aufgeklirt, meine Fragen wurden

beantwortet. Mir ist bekannt, dass ich die Einwilligung jederzeit widerrufen kann, ohne dass



dadurch Nachteile entstehen. Ich erklire mich bereit, an der wissenschaftlichen Untersu-
chung tber den Methodenvergleich zur Erfassung einer Restheparinisierung nach kardiochi-

rurgischen Eingriffen teilzunehmen.

Mir ist bekannt, dass bei dieser Untersuchung personenbezogene Daten, medizini-
sche Proben gesammelt und Daten iiber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet
werden sollen. Ich wurde informiert, dass die Speicherung der Daten in pseudoano-
nymisierter Form erfolgt, damit keine Zuordnung der erhobenen Daten zu meiner
Person durch Dritte erfolgen kann. Mir ist bekannt, dass eine Speicherung der Daten
fiir einen Zeitraum von 2 Jahren erfolgt und ich im Falle eines Widerrufs meiner
Studienteilnahme eine Loschung aller personenbezogenen Daten verlangen kann.
Desweiteren ist mir bekannt, dass nach Abschlul3 der Untersuchung simtliche ge-
sammelten Proben vernichtet werden. Die Verwendung der Angaben iiber meine
Person und die Erhebung der Daten erfolgt nach den gesetzlichen Bestimmungen
und setzt vor der Teilnahme an der Untersuchung die folgende freiwillig abgege-

bene Einwilligungserklirung voraus.

Gottingen, den ...c.eveveerveicniniinenne.

................................................................... (Unterschrift des/der Patienten/in)

................................................................... (Unterschrift des Arztes)
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