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Einleitung und Fragestellung

1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

1.1  Einleitung

Heparine sind korpereigene Polysaccharide, die in Mastzellen gebildet werden. Durch
Antithrombin-vermittelte und -unabhingige Mechanismen iiben die unterschiedlich
groBBen Molekiile differenzierten Einfluss auf die Himostase aus (Baluwala et al., 2017;
Howell and Holt, 1918). Klinisch werden sie heutzutage zur Hemmung der Blutgerinnung
(Antikoagulation) in unterschiedlichen Indikationen eingesetzt (Hao et al., 2019). Die
gerinnungshemmenden Eigenschaften der Heparine senkt die Inzidenz fiir das Auftreten
von Thrombosen (Murray et al., 1936), weshalb es zur Prophylaxe und Therapie von
Venenthrombosen und Lungenembolien eingesetzt wird (AWMEF, 2015; Crafoord et al.,
1947). Ferner werden sie bei der Behandlung des akuten Koronarsyndroms (Carleton et
al., 1960; Collet et al., 2021) und als Prophylaxe bei Vorhofflimmern verwendet (DGK,
2020; Hirsh et al., 2001; Sterne et al., 2017). Oftmals erfolgt mithilfe von Heparin die
Durchfiihrung vieler moderner Organersatzverfahren, wie der Dialyse bei chronischer
Niereninsuffizienz, bei Operationen unter Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine
(HLM), oder bei Herz- und Lungenersatzverfahren, den sogenannten Extracorporeal-
Life-Support-Systemen (ECLS) (Cronin and Reilly, 2010). IThrem klinischen Nutzen steht
eine dosisabhingige Steigerung der Inzidenz von Blutungskomplikationen gegeniiber

(Robertson and Jones, 2017).

Erstmals wurden Heparine im Jahr 1916 von Jay McLean entdeckt, der ein fettldsliches
Phosphatid aus der Hundeleber extrahierte, dass nachfolgend als Heparin benannt wurde
(McLean, 1959). Strukturell handelt es sich bei den Heparinen um Polysaccharide
(=Glykosaminoglykane), die abhingig von ihrem Extraktionsort ein Gemisch aus
Heparinen unterschiedlicher Kettenldngen aufweisen (Gray et al., 2008). Durch
Aufbereitung lassen sich aus diesem Gemisch, dem sog. unfraktioniertem Heparin (UFH;
durchschnittliches Molekulargewicht 15 kDa) auch die Heparine mit geringem
Molekulargewicht extrahieren. Diese, als niedermolekulare Heparine (NMH)

bezeichneten enthalten nur noch Heparine, die mindestens 60% unter einem
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Molekulargewicht von 8 kDa liegen (z.B. Enoxaparin 4,5 kDa) (Barrowcliffe, 2012;
Chen et al., 2018).

Der Wirkmechanismus der Heparine basiert letztlich auf einer Potenzierung der durch
Antithrombin III (AT III, im weiteren als Antithrombin (AT) bezeichnet) vermittelten
Hemmung von Thrombin (Faktor Ila) und Faktor Xa (Tanguay and Seguin, 2022).
Heparine konnen subkutan oder intravends appliziert werden. UFH haben eine geringe
Halbwertszeit (HWZ) von 30-60 min, wodurch sich ihre Wirkung sehr gut steuern lésst.
Der schnelle Abbau erfolgt dabei vor allem iiber Makrophagen, Endothelzellen der
GefiaBwand und retikuloendotheliale Zellen (Leentjens et al., 2017). NMH haben im
direkten Vergleich mit UFH eine lingere HWZ von 4,5 Stunden (Enoxaparin) mit
entsprechend verlidngerter antikoagulatorischer Wirkung, wodurch eine kontinuierliche
Gabe nicht erforderlich ist (Lim et al., 2006). Gerade NMH bergen die Gefahr einer
systemischen Akkumulation bei Niereninsuffizienz, wodurch das Blutungsrisiko steigt
(Lim et al., 2006; Wang et al., 2022). Einerseits bieten NMH also den klinischen Vorteil
einer verldngerten und im Regelfall zuverldssig ohne Monitoring einsetzbaren Wirkung.
Andererseits gibt es klinische Einflussfaktoren wie eine Niereninsuffizienz, Adipositas,
hohes Alter und kritische Erkrankungen, wodurch die gerinnungshemmende Wirkung
von NMH deutlich schlechter steuerbar ist als die von UFH (Leung and MacRae, 2019).
Eine mogliche, wenngleich duflerst seltene Nebenwirkung von Heparinen besteht dariiber
hinaus in der Ausbildung einer sog. Heparin-induzierten Thrombozytopenie (HIT) Typ
II. Hierbei kommt es zu einer Antikorperbildung gegen den Heparin-Pléittchen Faktor 4
(PF 4) -Komplex, wodurch vor allem Thrombosen entstehen konnen (Greinacher, 2015;
Walenga et al., 2005).

Um Blutungskomplikationen bei Uberdosierung, oder Thrombosegefahr bei
Unterdosierung von Heparinen zu minimieren kann die antikoagulatorische Wirkung
mittels verschiedener Labortests, wie z.B. der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit
(aPTT), der Thrombinzeit (TZ), der Anti-Xa-Aktivitit oder bettseitig verfligbaren sog.
Point-of-Care-Testing (POCT) (wie z.B. dem viskoelastischen Verfahren der
Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®) und der Activated Clotting Time (ACT))

gemessen werden.
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1.2 Gerinnungsphysiologische Grundlagen

Die Hamostase wird iiblicherweise in die Phasen der primiren (thrombozytire) und

sekundéren (plasmatische) Himostase unterteilt.
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Abbildung 1: Ablauf der priméren Hamostase
Nach Verletzung einer Gefafiwand erfolgt eine Bindung des vWF an subendotheliale Kollagenfibrillen mit
anschlieBender Adhision, Aktiverung und Aggregation von Thrombozyten (Klippe et al., 2014).

Die primire oder zellulire Hamostase beschreibt die initiale Bildung eines primiren,
thrombozytiren Blutgerinnsels, in Folge einer GefaBverletzung. In Folge dieser, kommt
es zunidchst zu einer u.a. durch Prostaglandine vermittelten Vasokonstriktion. Der im
Blutplasma zirkulierende von Willebrand Faktor (vWF) bindet nach einer
Konformationsdnderung iiber die A3-Doméne an die verletzungsbedingt freiliegenden
Kollagenfibrillen der subendothelialen Matrix (Klippe et al., 2014; Lankhof et al., 1996).
Nachfolgend kommt es zu einer vVWF vermittelten Thrombozytenadhision {iber den
Glykoprotein-Ib-IX-V-Komplex. Die anschlieBende Aktivierung von Thrombozyten ist
gekennzeichnet durch eine Anlagerung von Kollagen an Thrombozyten, vor allem {iber
den GPVI-Rezeptor. Hierriiber kommt es zu einer Ausschiittung von ADP, Serotonin
und Thromboxan A2 (TXA>»). Durch die ausgeschiitteten Mediatoren kommt es zu einer
Aktivierung weiterer Thrombozyten (i.S. einer positiven Riickkopplung) mit

anschlieBender Anlagerung und Aggregation von Thrombozyten {iber Fibrinogen an den
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Glykoprotein IIb-II1a-Rezeptoren (Abbildung 1) (Broos et al., 2011; Colvin, 2004; Onishi
et al., 2016).

Bei der sogenannten sekunddren Himostase erfolgt eine Kaskadenartig ablaufende und
verstdrkende Thrombin-Bildung iiber die gemeinsame Endstrecke von Faktor Xa und

Faktor Va die in einer Fibrinpolymerisation miindet (Klippe et al., 2014).

FVII — FVlI Tissue factor (TF)
Xlla
XIa TF / FVila
FIX —_— FlXa
\ FVllla FVIII / vVWF
Ex FXa Fva «— FV FXII

T

1/

Prothrombin (FII)

FXIla

(;3534
Fibrinogen W

Abbildung 2: Ablauf der sekundidren Hémostase

Die intrinsische (iiber Aktivierung von Faktor XII durch das Endothel) und extrinsische (iiber die Bindung
von Faktor VII an den vom Endothel freigesetzten Tissue factor) Gerinnungskaskade miindet in einer
gemeinsamen Endstrecke. Uber den Faktor Ila wird Fibrinogen zu Fibrin und in Anwesenheit von Faktor
Xllla zum stabilen quervernetzten Fibrinthrombus (Klippe et al., 2014).

Die plasmatische Gerinnung wird historisch bedingt in eine sog. extrinsische und eine
intrinsische Gerinnungskaskade unterteilt, die in eine gemeinsame Endstrecke miinden.
Wihrend heutzutage vornehmlich das zellbasierte Modell der Hadmostase, das mit
Initiation, Amplifikation, Propagationsphase, ein weitaus umfassenderes Bild der
vielschichtigen Prozesse der Himostase zeichnet, wird das historische Kaskadenmodell,

vornehmlich aus didaktischen Griinden weiterhin herangezogen.

Dem Kaskadenmodell zur Folge, kommt es in der extrinsischen Kaskade nach einer

Endothelschidigung zum Kontakt von Gewebefaktor (Tissue Factor (TF); Faktor III) -
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exprimierenden Zellen mit dem zirkulierenden Blut. Der TF aktiviert den im Blut
zirkulierendem Faktor VII. Es kommt zu einer Komplexbildung von Faktor III, Vlla,
Calcium und Phospholipiden, der als sog. extrinsischer Tenase-Komplex bezeichnet wird.

In der gemeinsamen Endstrecke der Gerinnungskaskade wird Faktor X aktiviert.

Bei der intrinsischen Kaskade erfolgt eine Kontaktphasenaktivierung iiber Kininogen und
Kalikrein mit Aktivierung von Faktor XII. Faktor XlIlIa aktiviert nun Faktor XI, der
wiederum Faktor IX aktiviert. Faktor [Xa und Faktor VIlla bilden iiber Calcium und
Phospholipide den sog. intrinsischen Tenase-Komplex, der ebenfalls in der gemeinsamen
Gerinnungsendstrecke miindet. Es erfolgt eine Aktivierung von Faktor X zu Xa, der
wiederum Faktor II (Prothrombin) zu Faktor IIa (Thrombin) aktiviert. Der Faktor Ila
spaltet Fibrinogen in Fibrin. In zusdtzlicher Anwesenheit von Faktor XIII/XIIla kommt
es zur Quervernetzung des Fibrins (Abbildung 2).

Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass die Himostase vielmehr auf den
entsprechenden Zellen stattfindet (v.a. Thrombozyten und Endothelzellen), weshalb vom
zellbasierten Modell der Himostase gesprochen wird, dass wiederrum den in vivo Ablauf
besser beschreibt. In der Initiationsphase fiihrt eine Verletzung des Endothels zur
Freilegung des in der subendothelialen Matrix liegenden TF und von Kollagen mit
Anlagerung von Thrombozyten und Faktor VII. Durch den TF-VIIa Komplex wird Faktor
IX und X aktiviert. Der intrinsische Tenase Komplex (Faktor [Xa und VIIIa) aktiviert
ebenfalls Faktor X. Durch den Prothrombinase-Komplex (Faktor Xa, Calcium und Faktor
Va) wird Thrombin generiert. In der nachfolgenden Amplifikation werden durch
Thrombin zahlreiche weitere Prozesse aktiviert. So kommt es zu einer weiteren
Aktivierung von Thrombozyten und der Faktoren V, VIII und XI, wodurch wiederum
groBe Mengen von Thrombin (,,Thrombin burst“) generiert werden. In der
Propagationsphase erfolgt schlieBlich tiber Thrombin die Umwandlung von Fibrinogen
in Fibrinmonomere. Thrombin aktiviert zusétzlich Faktor XIII, der die Fibrinmonomere
in quervernetzte Fibrinpolymere umwandelt und somit das Gerinnsel stabilisiert

(Hoffman and Monroe, 2001).
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1.3 Effekte von Heparinen auf die Himostase

Physiologisch wird den Heparinen inzwischen eine maf3gebliche Rolle in der endogenen
Regulation von Gerinnungsprozessen zugeschrieben (Lee et al. 2015). Der Mechanismus
beruht auf einer Verstdrkung der Wirkung von AT (neben anderen Serin-Protease-
Inhibitoren), wodurch die Faktoren Xa und Ila gehemmt werden (Baluwala et al., 2017).
Fiir die Aktivierung von AT ist eine Pentasaccharidsequenz (Abbildung 3) im Heparin

erforderlich (Hao et al., 2019).

0,0
B ~O3SHN
0580\ O MOH g ,93 t ORE
NREO R -058HN Q O 0~ L7
HO™ NHAc O\~ 5 0,807~/ / AN
HO - I.".n..._._‘/»Ox-M\O o) 3SO OSOS_
HO ~0SO5

Abbildung 3: Darstellung eines Heparinmolekiils
Die Pentasaccharidsequenz ermoglicht die Bindung von AT, {iber das die antikoagulatorische Wirkung
entfaltet wird (Capila and Linhardt, 2002).

Bei der Injektion von UFH bindet nur etwa ein Drittel der applizierten Menge an AT
(Casu et al., 1981). Der Komplex aus Heparin und AT erhoht die antikoagulatorische
Wirkung von AT um das 1.000-fache (Baluwala et al., 2017). Es kommt zu einer
Konformationséinderung des AT, wodurch es an Faktor Ila, Xa, [Xa, XIa und Kallikrein
binden kann. Die Inhibition von Faktor Ila bedarf einer Heparinkettenldnge von
mindestens 18 Saccharidsequenzen. Uber eine Komplexbildung von Heparin mit AT
(Abbildung 4) und Faktor Ila wird Faktor Ila inhibiert (Krishnaswamy et al., 2010).
Aufgrund der  verkiirzten  Polysaccharidlinge, und weiter = vorhandener
Pentasaccharidsequenz (Chen et al., 2018), konnen NMH vor allem den Faktor Xa
hemmen (Tanguay and Seguin, 2022). Zusétzlich kann Heparin auch andere Serin-
Protease-Inhibitoren aktivieren. Hierzu zéhlen der Heparin-Kofaktor-II, der Protein-C-
Inhibitor und der TF-Plasminogen-Inhibitor (Abbildung 5) (Gray et al., 2012). Dariiber
hinaus kann Heparin an den vWF binden, wodurch es zu einer Einschrankung der

Thrombozytenfunktion kommt (Hirsh et al., 2001).

10
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Abbildung 4: Bindung von UFH und NMH an AT
UFH kann nach Bindung an AT sowohl Faktor Xa und Ila inhibieren. NMH kann aufgrund der verkiirzten
Kettenlénge tiberwiegend Faktor Xa inhibieren (Tanguay and Seguin, 2022).
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Abbildung 5: Einfluss von Heparin auf die sekundire Himostase

Heparin bindet an AT, den Heparin-Kofaktor-II (HCII), den Protein-C-Inhibitor (PCI) sowie den Tissue-
Factor-Plasminogen-Inhibitor (TFPI) und hat hierdurch die Moglichkeit, iiber verschiedene Faktoren auf
die sekunddre Hamostase einzuwirken (Gray et al., 2012).

11
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1.4 Messmethoden fiir die Abschidtzung der Heparinwirkung

Messverfahren zur Abschétzung der antikoagulatorischen Wirkung von Heparinen sind
essenziel, um eine addquate Dosierung, je nach Indikation (z.B.
Thromboembolieprophylaxe; therapeutische Antikoagulation bei mechanischen
Herzklappen, der Dialyse etc.) zu gewéhrleisten. Eine Unterdosierung kann unzureichend
die Entstehung von Thrombosen verhindern, wihrend eine Uberdosierung mit einer
erhohten Rate an Blutungskomplikationen vergesellschaftet ist. Fiir die Abschitzung der
Wirkung von Heparinen (Monitoring) existieren sowohl Labor als auch POCT-basierte
Methoden. Fiir UFH konnen die aPTT, die TZ, die Anti-Xa-Aktivitit, die ACT und die
ROTEM®-Analyse verwendet werden. Obwohl NMH im Gegensatz zu UFH im
klinischen Alltag hédufiger eingesetzt werden, fehlt fiir sie bislang ein rasch verfiigbares
Verfahren zur Detektion und Quantifizierung der Wirkung. Diese kann fiir NMH bisher
nur anhand der Anti-Xa-Aktivitit abgeschétzt werden (Newall, 2013; Ng et al., 2018).
NMH haben keinen Einfluss auf die ACT (Linkins et al., 2002) oder die aPTT (Kelecy
et al., 2018).

Bei der aPTT erfolgt die Messung der Zeit bis zur Bildung eines Gerinnsels nach
Kontaktaktivierung. Der Normalwert ist dabei je nach verwendetem Gerdt und
Assay/Kontaktaktivator (Ellagsdure, Silica, Kaolin) unterschiedlich, wird aber je nach
Literatur mit 25-34 Sekunden angegeben (Liu et al,, 2022). Der therapeutische
Wirkbereich von UFH liegt bei einer etwa 1,5- bis 2,5-fachen Verldngerung der aPTT im
Vergleich zum Normalwert (Hirsh and Raschke, 2004) bzw. einer aPTT im Bereich von
45-60 Sekunden (van Roessel et al., 2014). Die Thrombinzeit (Normbereich 16-21
Sekunden) stellt ebenfalls die Dauer dar, die es zu einer Blutgerinnselbildung bedarf,
nachdem dem Blutplasma Thrombin hinzugegeben wurde (Undas, 2017). Die TZ ist
sowohl durch UFH als auch NMH verldngert, dennoch gibt es keine Empfehlung fiir die
Steuerung der Therapie mit ihr (Bonar et al., 2012).

Bei der Messung der Anti-Xa-Aktivitit wird mithilfe eines chromogenen Substrat die
Konzentration der durch Heparin inhibierten Faktor Xa-Aktivitdt gemessen und in IE/ml
angegeben (Gehrie and Laposata, 2012). Ein therapeutischer Bereich von UFH liegt bei
einer Anti-Xa-Aktivitdt von 0,3-0,7 IU/ml vor (Hirsh and Raschke, 2004; van Roessel et
al., 2014). Der zur Thrombembolieprophylaxe empfohlene Wirkbereich von NMH wird

12
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mit einer Anti-Xa-Aktivitit von 0,2-0,4 IU/ml (Hamilton et al., 2021) und der
therapeutische Wirkbereich mit einer Ant-Xa-Aktivitidt von 0,4-1,0 IU/ml angegeben

(Damgen-von Brevern et al., 2005).

Die Bestimmung der aPTT weist eine gewisse Messungenauigkeit auf, sodass die TZ im
Vergleich mit der aPTT sensitiver fiir den Nachweis von UFH sein kann (Apipongrat et
al., 2022). Obwohl eine therapeutische Dosierung von UFH vorliegt, kann eine normale
oder verminderte aPTT vorliegen. Je nach eingesetzten Testreagenzien, dem
angewendeten UFH (aus Schweinen oder Rindern extrahiert), der Konzentration des UFH
oder durch Vorerkrankungen bzw. unterschiedlichen Konzentrationen von endogenen
Gerinnungsfaktoren eines Patienten kann die aPTT beeinflusst werden(Arachchillage et
al., 2017). Durch diese Storeinfliisse wird eine Korrelation mit der Anti-Xa-Aktivitit
nahegelegt und bei Kindern unter 12 Jahren sogar ausschlieBlich die Messung der Anti-
Xa-Aktivitdt empfohlen (Marlar et al., 2017). Rezente Leitlinien empfehlen daher eine
UFH-Steuerung an ECLS inzwischen nicht mehr anhand der aPTT, sondern mittels der
Anti-Xa-Aktivitdt (Helms et al., 2023).

Fir UFH gibt es zusitzlich noch rasch verfiigbare und validierte POCT-basierte
Monitoringverfahren, die gerade bei der Dialyse, bei Herzoperationen, dem Einsatz von
ECLS und der akuten Therapie von Thrombosen und Embolien eingesetzt werden. Hier
haben sich vor allem die ACT (Horton and Augustin, 2013) sowie die
Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®) durchgesetzt. Bei der ACT handelt es sich um
die Zeit bis zur Gerinnselbildung nach Oberflichenaktivierung z.B. mit Kaolin
(Arachchillage et al., 2017). Der Hauptnachteil der ACT liegt aber in der unspezifischen
Messung und der enormen Varianz in Abhdngigkeit vom verwendeten Messverfahren
(Dirkmann et al., 2019). Gerade in Blutungssituationen und bei der Anwendung in der
Herzchirurgie existieren mit z.B. Héimodilution, Fibrinogenmangel oder
Protaminiiberdosierung zahlreiche Einflussfaktoren, sodass ein sicherer Riickschluss auf
die vorliegende Heparinkonzentration nicht immer moglich ist.

Bei der Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®, (TEM® Innovation GmbH Miinchen))
handelt es sich um ein viskoelastisches Testverfahren zur Untersuchung der Hamostase,

welches eine  Weiterentwicklung der 1948 von  Hartert entwickelten
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Rotataionsthrombelastographie (ROTEG) darstellt (Hartert, 1948). Das urspriinglich
entwickelte Verfahren wurde nach Modifikation u.a. zu den klinisch anwendbaren TEG
(Haemonetics, Braintree, USA) und ROTEM® (TEM Innovation GmbH Miinchen,
Deutschland)  Hidmostase-Analysesystemen  weiterentwickelt. Beide  Systeme
ermoglichen eine bettseitige Bestimmung von verschiedenen Gerinnungsvariablen,
wodurch bei Blutungskomplikationen eine zielgerichtete Blut- und Gerinnungstherapie
erfolgen kann. Viskoelastische Messverfahren bieten dariiber hinaus die Moglichkeit,
eine UFH-Wirkung spezifisch zu detektieren und deren Konzentrationsbereich
anzuzeigen (Mittermayr et al., 2005; Mittermayr et al., 2009). Dies ist insbesondere
perioperativ, z. B. bei herzchirurgischen Eingriffen essenziell, da im Falle einer
Blutungsneigung eine Heparinrestwirkung nach unzureichender Antagonisierung mittels
Protamin ausgeschlossen werden muss. Andere Verfahren, wie z. B. die ACT sind
hingegen nicht in der Lage, zwischen einer Heparinwirkung und Koagulopathien (im
Sinne von Mangelzustinden einzelner Gerinnungsfaktoren) zu differenzieren.
Gleichzeitig muss eine Uberdosierung von Protamin als Heparin-Antidot unbedingt
vermieden werden, weil freies Protamin eine antikoagulatorische Wirkung iiber eine
Thrombozytenaggregationshemmung, Inhibition der Aktivierung von
Gerinnungsfaktoren wie Faktor V sowie eine verstérkte Fibrinolyse aufweist (Boer et al.,

2018).

Fiir die perioperative Anwendung ist die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt z.B. vor
einer Katheteranlage bei einer riickenmarksnahen Regionalanisthesie wichtig, um
Blutungskomplikationen zu minimieren. Gerade wenn eine Niereninsuffizienz bekannt
ist, wird die Messung der Anti-Xa-Aktivitit empfohlen (DGAI, 2014; Kietaibl et al.,
2022), aber auch bei intakter Nierenfunktion liegt noch bei bis zu 18% der Patienten nach
24 Stunden ein relevanter NMH-Effekt vor (Knoerlein et al., 2023), sodass die Detektion

einer moglichen Restaktivitit in manchen Situationen sinnvoll erscheint.

Das Fehlen eines jederzeit und rasch verfiigbaren sowie zuverldssigen
Monitoringverfahrens fiir NMH kann das Blutungsrisiko bei Patienten im Falle einer
NMH-Uberdosierung erhdhen, andererseits eine thrombotische Komplikation bei

unzureichender NMH-Therapie begiinstigen. Fiir erstere Patientengruppe kommt hinzu,
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dass eine Antagonisierung von NMH zwar partiell mit Protamin mdglich ist und auch
empfohlen wird (Kozek-Langenecker et al., 2017), andererseits aber mit teils
lebensbedrohlichen = Komplikationen = wie einer  Anaphylaxie, = Vasoplegie,
pulmonalarterieller Hypertonie oder verstirkter Blutungsneigung bei Uberdosierung
vergesellschaftet sein kann (Boer et al., 2018). Eine Protamintherapie bei lediglich
vermuteter Heparinwirkung kann dementsprechend den Patienten in hdchstem Male
gefdhrden. Fiir die zweite Patientengruppe ist es zudem hdchst problematisch, dass eine
suffiziente Antikoagulation zwar unabdingbar bei einer Lungenembolie oder
Gefédlverschliissen ist, aber gerade bei kritisch kranken Patienten nicht immer unter den
Standarddosierungen erreicht wird. Die vorliegende Arbeit versucht unter anderem diese
diagnostische Liicke zu schlieBen und so eine Mdoglichkeit zu erdffnen, wie die

Versorgung dieser Patienten verbessert werden konnte.
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1.5 Fragestellungen der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zu evaluieren, inwiefern die Rotationsthrombelastometrie dafiir
geeignet ist, verschiedene Plasmakonzentrationen (kein Substanznachweis vs.
prophylaktischer vs. therapeutischer Bereich) von UFH und NMH zu detektieren. Fiir
UFH besteht bisher zwar die Moglichkeit, mithilfe der Rotationsthrombelastometrie eine
Wirkung zu detektieren, eine Plasmakonzentration kann aber bislang nicht genau aus den
erhobenen Messwerten abgeleitet werden. Die Detektion und Quantifizierung einer
NMH-Wirkung konnte bisher nicht hinreichend mit der Rotationsthrombelastometrie
validiert werden (Olander and Schétt, 2021). Bislang sind demnach lediglich die
Bestimmung einer aPTT bzw. der Anti-Xa-Aktivitdt zum Monitoring gebriuchlich,
welche aber von einem Labor abhédngig und hierdurch zeitaufwendig sind. Im klinischen
Alltag sind zeitnahe Bestimmungen der Anti-Xa-Aktivitit hdufig gar nicht moglich.
Insbesondere in dynamischen Blutungssituationen ist der Zeitverzug, der aus der
Bestimmung von bestimmten Gerinnungsvariablen in einem Zentrallabor resultiert,
(Davenport et al., 2011; Toulon et al., 2009) teilweise erheblich und fiihrt dazu, dass die
erhaltenen Ergebnisse nahezu unbrauchbar fiir klinische Entscheidungen oder gar eine
Therapiesteuerung sind. Der Einsatz von POCT kann die Patientensicherheit durch
zeitnah verfiigbare Ergebnisse erhohen. Die Wirkung von UFH ist bisher bettseitig
mithilfe der ACT abschétzbar. Fiir NMH gibt es bisher kein bettseitig verfiigbares
Messverfahren, dass schnell die Wirkung detektieren kann. Ferner kann eine NMH-
Wirkung nicht mit der ACT detektiert werden. Es sollte iiberpriift werden, ob die
Rotationsthrombelastometrie eine diagnostische Alternative zu den klassischen
Labormessungen und der ACT-Bestimmung fiir die Abschitzung der Wirkung von
Heparinen darstellt. Gerade fiir NMH, welche abgesehen von einer aufwéndigen
Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitit einem Monitoring nahezu unzuginglich sind, sollte
eine bettseitige Detektion und Quantifizierung mittels viskoelastischer Messverfahren
iberpriift werden. Zur weiteren Differenzierung erfolgten spezifische ROTEM®-

Messungen sowie eine Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt im Labor.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Um die Effekte von Heparinen (UFH und NMH) im Vollblut auf verschiedene Variablen

der ROTEM® zu bestimmen wurden zwei unterschiedliche Testreihen durchgefiihrt.

In der ersten Testreihe wurden unterschiedliche Konzentrationen von UFH im Vollblut
mit jeweils verschiedenen ROTEM®-Assays (INTEM®- und HEPTEM®-Assay)
analysiert und hieraus die entsprechende Gerinnungszeit (CT) bestimmt. Nach
Durchfiihrung der rotationsthrombelastometrischen Messungen erfolgte die unmittelbare
Zentrifugation der restlichen Blutprobe und der Plasmaiiberstand wurde bei -80°C
eingefroren. Zu einem spéteren Zeitpunkt erfolgte die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitét

im Zentrallabor des Universitiatsklinikum Essen.

In der zweiten Testreihe wurden unterschiedliche Konzentrationen von NMH im Vollblut
mit verschiedenen ROTEM®-Assays (INTEM®-, HEPTEM®-, NATEM®- und NA-
HEPTEM Assay) analysiert und die jeweilige CT bestimmt. Nach Durchfiihrung der
rotationsthrombelastometrischen Messungen erfolgte die unmittelbare Zentrifugation der
restlichen Blutprobe und der Plasmaiiberstand wurde bei -80°C eingefroren. Zu einem
spéteren Zeitpunkt erfolgte die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitit im Zentrallabor des

Universitétsklinikum Essen.
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2.1 Studiendesign

Nach Zustimmung der Ethikkommission der Universitdt Duisburg-Essen (Ethikvotum
16-7173-BO) erfolgte die experimentelle Studie im Zeitraum von Januar bis April 2019
in der Klinik fiir Anésthesiologie und Intensivmedizin des Universitétsklinikums Essens.
Alle teilnehmenden Probanden wurden aufgekldrt und willigten schriftlich in die
Studienteilnahme ein. Den gesunden Probanden wurde Blut abgenommen, das
gewonnene Material verarbeitet und Gerinnungsanalysen durchgefiihrt. Die

Probandendaten wurden pseudonymisiert dokumentiert.

2.2 Probanden

An der Studie nahmen 20 gesunde Probanden im Alter zwischen 28 und 50 Jahren teil
(Alter (Mittelwert + Standardabweichung): 34,0 £ 5,7 Jahre). Hiervon waren 10 Méinner
(Alter: 34,1 = 5,3 Jahre) und 10 Frauen (Alter: 33,9 = 6,4 Jahre). Alle Probanden gaben
an, in den letzten zwei Wochen vor der Studie keine gerinnungsaktiven Medikamente
eingenommen zu haben. Die Gerinnungsanamnese aller Probanden war unauffillig.
Ausschlusskriterien waren jegliche Art von Vorerkrankungen, Allergien oder die

Einnahme von gerinnungsaktiven Substanzen.

2.3 Probengewinnung

Jedem Probanden wurde insgesamt 72 ml periphervenoses Blut (1. Versuchsteil 33 ml, 2.
Versuchsteil 39 ml) aus einer Cubitalvene ohne zusétzliche Venostase entnommen.

Die Abnahme erfolgte in Natriumcitrat-Kiivetten, mit einem definierten Fiillvolumen von
3000 ul (Monovette®, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland). Das in den Kivetten
enthaltene 0,106 molare Natriumcitrat liegt nach der Blutentnahme in einem
Mischungsverhaltnis von 1:10 vor und verhindert die Gerinnung der Probe durch
Komplexierung von Calcium-lonen. Die jeweils erste Probe wurde verworfen, um
Verfilschungen z.B. durch eine Punktions-bedingte = Kontamination mit
Gewebethromboplastin zu verhindern. Die Lagerung der Proben erfolgte bei

Raumtemperatur und die Messungen wurden innerhalb von zwei Stunden durchgefiihrt.
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2.4 Messverfahren
2.4.1 Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®)

Das in dieser Studie verwendete ROTEM® stellte eine Weiterentwicklung/Modifikation
der 1948 von Hartert beschriebenen Thrombelastographie (TEG) dar (Hartert, 1948).

Bei der in dieser Arbeit verwendeten ROTEM®-Analytik wird mit Citrat versetztes
Vollblut mit verschiedenen spezifischen Blutgerinnungsaktivatoren in eine auf 37°C
beheizte Kiivette (Cup) transferiert, in die wéhrend der anschlieBenden Messung ein
zylindrischer Stift (Pin) eintaucht. Anders als bei der Thrombelastographie (TEG) bewegt
sich der zylindrische Stift um die eigene Achse (= 4,75°) hin und her (Abbildung 6). Der
Stift kann sich bis zum FEinsetzen der Gerinnung frei bewegen. Sobald es zur
Gerinnselbildung kommt, fiihrt dieses zu einer Einschrinkung der Bewegung, die iiber
einen Spiegel optisch erfasst, durch einen Computer berechnet und schlie8lich graphisch
als sog. Temogramm (Abbildung 7) dargestellt wird (TEM® Innovation GmbH
Miinchen).
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Abbildung 6: Messprinzip der Rotationsthrombelastometrie

Es erfolgt ein Transfer von Blut in eine Mikrokiivette (Cup), in die wiederum ein Stempel (Pin)
eintaucht, der sich um +4,75°dreht. Die Gerinnselbildung kann optisch erfasst und mittels Computer
verarbeitet werden (TEM® Innovation GmbH Miinchen).

Wiéhrend es bei der wurspriinglichen Thrombelastographie (TEG) zur
Gerinnungsaktivierung iiber die Oberfliche der Mikrokiivette kam, ermdglicht das
ROTEM® mehrere verschiedene Analysen der Gerinnselbildung. Bei der ROTEM®-
Analyse erfolgt zunichst die Rekalzifizierung (star-tem®-Reagenz), gefolgt von dem
gewiinschten spezifischen Assay. Durch Zugabe verschiedener Gerinnungsaktivatoren
konnen so gezielt intrinsische als auch extrinsische Signalkaskaden angestoBen und
spezifische Fragestellungen (z.B. Heparineffekt, Hyperfibrinolyse, Fibrinogenmangel)

beantwortet werden.
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Abbildung 7: Temogramm einer ROTEM®-Analyse
Gezeigt ist die Entstehung eines Gerinnsels mit entsprechender Gerinnungszeit (CT), der
Gerinnselfestigkeit (MCF) und der Lyse des Gerinnsels (TEM® Innovation GmbH Miinchen).

Grafische Darstellung (Temogramm) der ROTEM®-Analyse

Das Temogramm (Abbildung 7) veranschaulicht die unterschiedlichen Messvariablen,

die eine zusitzliche Interpretation der Blutgerinnung ermdglicht.

Clotting Time
Die Clotting Time (CT) ist die Zeit von Beginn des Tests bis zur initialen Ausbildung
eines Gerinnsels. Definiert ist der Beginn der Gerinnselbildung mit einer Amplitude von

2 mm.

INTEM®
Das INTEM® beinhaltet Ellagsdure als Aktivator und ermoglicht hierdurch eine
Beurteilung der intrinsischen Gerinnung durch Messung der CT, die wiederum

vergleichbar mit der aPTT ist (Meesters et al., 2015; Theusinger et al., 2013).

HEPTEM®
Das HEPTEM® ist ein modifiziertes INTEM®, welches durch die Zugabe von
Heparinase eine Heparinwirkung deaktivieren kann und im Vergleich zu einer

korrespondierenden CT in einer INTEM®-Messung eine Heparinwirkung detektieren

kann (Meesters et al., 2015).
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NATEM®
Beim NATEM® erfolgt ausschlieBliche eine Rekalzifizierung mittels des star-tem®-
Reagenz, ohne dass ein weiterer Aktivator hinzugegeben wird, wodurch es zu einer

isolierten Kontaktaktivierung durch die Kiivettenoberflache kommt.

NA-HEPTEM

Das NA-HEPTEM ist eine Modifikation des NATEM®, bei der durch Zugabe von
Heparinase die Heparinwirkung deaktiviert und somit im direkten Vergleich mit einem
korrespondierenden NATEM-Assay eine Heparinwirkung demaskiert werden kann.
Nach Rekalzifizierung mittels star-tem®-Reagenz erfolgt die Zugabe des hep-tem®-

Reagenz.

2.4.2 Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitat

Die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt erfolgte durch das Zentrallabor der
Universititsmedizin Essen mithilfe von Assays der Firma Siemens Healthcare Diagnostic
Products GmbH (Eschborn, Deutschland). Fiir die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitét fiir
das UFH wurde der Innovance®-Heparin-Assay und fiir das NMH der Innovance®-
LMW-Heparin-Assay benutzt. Die Testdurchfiihrung erfolgte nach Zentrifugation im

Blutplasma mittels eines Sysmex CS-5100 der Firma Siemens (Eschborn, Deutschland).

Beiden Assays liegt ein chromogenes Messprinzip zugrunde, bei dem die Faktor Xa
vermittelte Umwandlung eines zugesetzten chromogenen Substrats (S-2732) gemessen
wird. Diese Einstufen Tests enthalten eine definierte Menge Faktor Xa (Reagenz). Dieser
wird durch den im Plasma enthaltenen Antithrombin-UFH bzw. NMH-Komplex
gehemmt. Die Bildung des Produktes (Paranitroanilin) wird vom Analysator bei einer
spezifischen Wellenlidnge (405 nm) optisch gemessen und ist umgekehrt proportional zur
Heparinaktivitit. Laut Herstellerangaben liegt der Messbereich bei 0,1 IE/ml bis

1,5 IE/ml. Die Plasma-Probe hat bei Raumtemperatur eine Stabilitdt von bis zu 4 Stunden.
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2.5 Untersuchungsprotokoll

Es erfolgten viskoelastische Gerinnungsanalysen bei unterschiedlichen Konzentrationen
von UFH und NMH im humanen Vollblut (Tabelle 1). Der Hélfte der Blutproben wurde
nach der Entnahme UFH (Heparin-Natrium, Leo Pharma AS) in Endkonzentrationen
(Vollblut) von 0,0 IE/ml bis 1,6 IE/ml zugesetzt (Gesamtvolumen 3160 pl), wihrend die
andere Hilfte der Blutproben mit Enoxaparin (Clexane® multidose) als NMH in
Endkonzentrationen von 0,0 IE/ml bis 0,8 IE/ml (Gesamtvolumen 3080ul) versetzt
wurde. Um einen Dilutionseffekt zu verhindern, wurde jeweils das gleiche Volumen einer
Mischung aus UFH bzw. NMH und NaCl 0,9% zugesetzt, welche erst unmittelbar vor
der Blutabnahme vorbereitet wurde. Die prozessierte Blutprobe wurde fiir 30 Minuten bei
37 °C inkubiert. Wéhrenddessen wurde die ROTEM®-Analyse gemdll den

Herstellerangaben vorbereitet.

Tabelle 1: Konzentrationsrethe UFH und NMH

Endkonzentration 0,0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,2 1,6
Unfraktioniertes
Heparin (IE/ml)
Endkonzentration 0,0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
Niedermolekulares
Heparin (IE/ml)

Mithilfe von 4 ROTEM® delta (TEM® Innovation GmbH, Miinchen, Deutschland)
wurden die CTs in INTEM®- und HEPTEM®-Assays fiir UFH und NMH bestimmt. Fiir
die NMH erfolgte zusétzlich eine Messung der CT in NATEM®- und NA-HEPTEM®-
Assays. Auf eine Analyse von NATEM®- und NA-HEPTEM® bei UFH wurde bewusst
verzichtet, da eine ausreichende Korrelation zumindest der CTuepreMe/CTiNTEM®@-Ratio
fiir UFH bekannt ist (Gorlinger et al., 2019). Die Analysen wurden bis zum Erreichen der
A10 durchgefiihrt. Unmittelbar nach dem Start der viskoelastischen Testverfahren
wurden das restliche Probenmaterial bei einer Zentripetalbeschleunigung von 2000 x g
fiir 20 Minuten zentrifugiert (Rotina 48r, Firma Hettich, Tuttlingen, Deutschland).
Hiernach wurde der Plasmaiiberstand sorgfiltig in ein Reaktionsgefdl (Firma Eppendorf
SE, Hamburg, Deutschland) iibertragen und bei -80°C eingefroren. Die Anti-Xa-
Aktivitdtsbestimmung fiir UFH und NMH erfolgte nachfolgend gemeinsam fiir alle

gesammelten Proben durch das Zentrallabor der Universitidtsmedizin Essen.
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2.6  Statistik

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit der Software GraphPad Prism Version 9.1.0

fiir MAC OS XI (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

Die Daten wurden zunéchst mittels D’ Agostino & Pearson Test auf das Vorliegen einer
Normalverteilung gepriift. Aufgrund fehlender Normalverteilung erfolgten die
Vergleiche der jeweiligen CT im INTEM® und HEPTEM® mit entsprechender
INTEM®/HEPTEM®-Ratio (UFH und NMH), sowie NATEM® und NAHEPTEM® mit
dazugehoriger NATEM®/NAHEPTEM®-Ratio (NMH) mittels nicht parametrischen
Friedmann Tests unter Dunn Korrektur des Alpha Fehlers. Alle Ergebnisse werden

nachfolgend als Median mit der entsprechenden 25. und 75. Perzentile dargestellt.

Mittels Receiver Operating Characteristic (ROC)-Analysen wurden die inkrementellen
Vollblutkonzentrationen von UFH bzw. NMH mit der nativen Probe (Kontrolle)
verglichen, um herauszufinden, ob die jeweilige Variable bzw. Ratio dazu geeignet ist
das Vorhandensein oder die Abwesenheit von Heparin zu diskriminieren. Mithilfe der
jeweiligen Sensitivitdt und Spezifitit wurde der optimale Schwellenwert der ROC-Kurve
anhand des Youden Index berechnet. Hierbei handelt es sich um den Punkt, bei dem die

Summe aus Sensitivitdt und Spezifitit ihren Maximalwert hat (Youden, 1950).

Es wurden folgende a priori Nullhypothesen formuliert:

1. Durch die Zugabe von UFH verdndert sich eine CTinteme/CTHePTEM®-Ratio
(ROTEM®) nicht.

2. Durch die Zugabe von NMH verdndert sich eine CTinteme/CTHePTEM®-Ratio
(ROTEM®) nicht.

3. Durch die Zugabe von NMH verindert sich eine CTnatema/CTna-HEPTEM®-Ratio
(ROTEM®) nicht.

4. CTinteme/CTrerTEM@-Ratios sind nicht geeignet, um eine UFH-induzierte Anti-
Xa-Aktivitét kleiner bzw. grofer als 0,1 IU/ml zu diskriminieren.

5. CTnateme/CTna-HEPTEM®-Ratios sind nicht geeignet, um eine NMH-induzierte
Anti-Xa-Aktivitét kleiner bzw. grofler 0,1 IU/ml zu diskriminieren.

Bei einem Alpha- Fehler von p<0,05 wurden die Nullhypothesen verworfen.
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Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluss von unfraktioniertem Heparin auf die rotationsthrombelastometrisch
gemessene Clotting Time (CT) in INTEM®- und HEPTEM®-Assays und die Anti-
Xa-Aktivitét

In der ersten Untersuchungsreihe erfolgte die Messung der CT in INTEM®- und
HEPTEM®-Assays nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von UFH zu
humanem Vollblut. Zusitzlich erfolgte die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitit aus den

Resten der fiir die ROTEM®-Untersuchungen verwendeten Proben.

3.1.1 Konzentrationsabhingiger Effekt von UFH auf die CT in INTEM®-Assays

Nach Zugabe von UFH zum Vollblut in vitro, zeigte sich eine konzentrationsabhingige
Verlidngerung der CT in INTEM®-Assays. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,4 IE/ml
war eine signifikante Verlidngerung der CT (Median [25./75. Perzentile]: 354s [309;376])
im Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 169s [161;180]) festzustellen
(p=0,0039). Bei den beiden geringeren, getesteten Vollblutkonzentrationen (d.h. 0,1 und
0,2 IE/ml) war keine statistische Signifikanz zu verzeichnen. Die CT zeigte jedoch bereits
bei Zugabe von 0,1 IE/ml eine deutliche Verldngerung (Median [25./75. Perzentile]: 218s
[201;243]) (Abbildung 8 und Tabelle 2)-
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Abbildung 8: Konzentrationsabhéngiger Effekt von UFH auf die CT in INTEM®-Assays bei 20
Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Signifikanz (**) p=0,0039, (****) p<0,0001
im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 2: Effekte inkrementeller Konzentrationen von unfraktioniertem Heparin auf die CTintEm®

CT (s)
Konzentration Median 25./75. Perzentile p Wert
(IE/ml)

0.0 169 161 /180
0.1 218 201 /243 >0,9999
0.2 272 258 /292 0,2277
0.4 354 309/376 0,0039
0.6 499 417 /560 <0,0001
0.8 612 563 /760 <0,0001
1,2 1015 861 /1350 <0,0001
1,6 1773 1251 /3005 <0,0001
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3.1.2  Konzentrationsabhidngiger Effekt von UFH auf die CT in HEPTEM®-Assays

Nach Zugabe von UFH zum Vollblut in vitro zeigte sich eine konzentrationsabhingige
Verlidngerung der CT in HEPTEM®-Assays. Ab einer Vollblutkonzentration von 1,2
IE/ml war eine signifikante Verldngerung der CT (Median [25./75. Perzentile]: 192s
[181;204]) im Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 165s [160;181])
festzustellen (p=0,0004). Bei den geringeren, getesteten Vollblutkonzentrationen (d.h.
0,1 bis 0,8 IE/ml) war keine statistische Signifikanz zu verzeichnen (Abbildung 9 und
Tabelle 3).
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Abbildung 9: Konzentrationsabhéngiger Effekt von UFH auf die CT in HEPTEM®-Assays bei 20
Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (***) p=0,0004,
(*¥***) p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 3: Effekte inkrementeller Konzentrationen von unfraktioniertem Heparin auf die CTueptEM®

CT (s)
Konzentration Median 25./75. Perzentile p Wert
(IE/ml)

0.0 165 160/ 181
0.1 167 162 /181 >0,9999
0.2 173 153 /180 >0,9999
0.4 171 156 /181 >0,9999
0.6 170 159/ 188 >0,9999
0.8 180 171/ 189 0,0836
1,2 192 181 /204 0,0004
1,6 192 182 /207 <0,0001
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3.1.3 Konzentrationsabhiangiger Effekt von UFH auf die CTinteme/CTrEPTEM®-Ratios

Nach Zugabe von UFH zum Vollblut in vitro, zeigte sich ein konzentrationsabhéngiger
Anstieg der CTinteme/CTrepTEM®-Ratio. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,4 TE/ml
war ein signifikanter Anstieg der Ratio (Median [25./75. Perzentile]: 2,10 [1,92;2,24]) im
Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 1,02 [0,96;1,06]) festzustellen
(p=0,0051). Bei den beiden geringeren, getesteten Vollblutkonzentrationen (d.h. 0,1 und
0,2 IE/ml) war keine statistische Signifikanz zu verzeichnen. Die Ratio zeigte jedoch
bereits bei Zugabe von 0,1 IE/ml einen deutlichen Anstieg (Median [25./75. Perzentile]:
1,28 [1,23;1,34]) (Abbildung 10 und Tabelle 4)-
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Abbildung 10: Konzentrationsabhiangiger Effekt von UFH auf die CTinteme/CTrerTEM®-Ratio bei 20
Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (**) p=0,0051,
(*¥***) p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 4: Effekte inkrementeller Konzentrationen von unfraktioniertem Heparin auf die

CTwreme/CTraePTEM®-Ratio

CTinteme/ CTueprEme-Ratio

Konzentration (IE/ml) Median 25./75. Perzentile p Wert
0.0 1,02 0,96 /1,06
0.1 1,28 1,23/1,34 >0,9999
0.2 1,61 1,50/1,76 0,2751
0.4 2,10 1,92/2,24 0,0051
0.6 2,83 2,53 /3,28 <0,0001
0.8 3,54 3,14 /4,04 <0,0001
1,2 5,23 4,23 /7,28 <0,0001
1,6 9,33 6,59 /15,09 <0,0001
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3.1.4 Konzentrationsabhidngiger Effekt von UFH auf die Anti Xa-Aktivitat

Nach Zugabe von UFH zum Vollblut in vitro, zeigte sich ein konzentrationsabhéngiger
Anstieg der Anti-Xa-Aktivitdt. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,6 IE/ml war ein
signifikanter Anstieg der Anti-Xa-Aktivitdt (Median [25./75. Perzentile]: 0,62 IE/ml
[0,32;0,77]) im Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 0,09 IE/ml
[0,09;0,09]) festzustellen (p=0,0007). Die Zugabe von 0,4 IE/ml UFH je Milliliter
humanem Vollblut, resultierte im Median in einer laborchemisch gemessenen Anti-Xa-

Aktivitit von 0,39 IE/ml ([25./75. Perzentile]: [0,15;0.47]) (Abbildung 10 und Tabelle 4)-
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Abbildung 11: Konzentrationsabhingiger Effekt von UFH auf die Anti-Xa-Aktivitéit bei 20 Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (***) p=0,0007,
(****) p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 5: Effekte inkrementeller Konzentrationen von unfraktioniertem Heparin auf die Anti-Xa-

Aktivitét
Anti-Xa-Aktivitit
(IE/ml)

Konzentration (IE/ml) Median 25./75. Perzentile p Wert
0.0 0,09 0,09 /0,09
0.1 0,09 0,09 /0,09 >0,9999
0.2 0,14 0,09/0,18 >0,9999
0.4 0,39 0,15/0,47 0,0752
0.6 0,62 0,32/0,77 0,0007
0.8 0,74 0,38 /1,01 <0,0001
1,2 1,30 0,73 /1,51 <0,0001
1,6 1,48 1,05/ 1,51 <0,0001
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3.1.5 Ubersicht UFH CTintema/CTrerTEM®-Ratios und Anti-Xa-Aktivitit

Fiir UFH zeigte sich in der Kontrollgruppe ohne Heparinzugabe (Tabelle 6), dass die

Anti-Xa-Aktivitdt in allen Féllen <0,1 IE/ml war. Zusétzlich zeigte sich, dass obwohl

UFH vorhanden war, auch Anti-Xa-Aktivitdten <0,1 IE/ml gemessen wurden (z.B. UFH-

Konzentration bei 1,6 TE/ml; 2 von 20 Messungen mit einer Anti-Xa-Aktivitdt <0,1

IE/ml).

Tabelle 6: Ubersicht UFH CTinteme/C TrerTeme-Ratio, Anti-Xa-Aktivitdt und Anzahl Anti-Xa-Aktivitit

<0,1 IE/ml
UFH CTinteEm®/CTHEPTEM®- Anti-Xa-Aktivitit Anzahl
Ratio (IE/ml) Anti-Xa-
Aktivitit
<0,1
1IE/ml
Konzentration | Median 25./75. Median 25./75.
(IE/ml) Perzentile Perzentile
0.0 1,02 0,96 /1,06 0,09 0,09 /0,09 20/20
0.1 1,28 1,23 /1,34 0,09 0,09 /0,09 19/20
0.2 1,61 1,50/1,76 0,14 0,09/0,18 8/20
0.4 2,10 1,92 /2,24 0,39 0,15/0,47 3/20
0.6 2,83 2,53/3,28 0,62 0,32/0,77 2/20
0.8 3,54 3,14/4,04 0,74 0,38 /1,01 1/20
1,2 5,23 4,23/7,28 1,30 0,73 /1,51 1/20
1,6 9,33 6,59 /15,09 1,48 1,05/1,51 2/20
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3.1.6 Ergebnisse der ROC-Analyse zur Vorhersage des Vorhandenseins von UFH (>0,1
IE/ 1’1’11) anhand der CTinteme/CTHePTEM®-Ratios

Abbildung 12 und Tabelle 7 zeigen die Ergebnisse der ROC-Analyse fiir die nach Zugabe
von UFH (alle Wertepaare mit einer Anti-Xa Aktivitdt >0,1 IE/ml) im Vergleich zur
Kontrolle (keine Zugabe von UFH). Anhand einer CTinteme/CTrePTEM®-Ratio von> 1,26
konnte das Vorhandensein von UFH mit einer Sensitivitit von 100% (95% KI: 96,44-
100%) und einer Spezifitdt von 100% (95% KI: 83,89-100%) nachgewiesen werden
(Flache unter der ROC-Kurve (Area under the Curve (ROC-AUC)) 1,0; p<0,0001). Aus
Abbildung 13 und Tabelle 8 ist ersichtlich, dass bei einer CTinteEme/CTrEPTEM®-Ratio >
1,91 eine Anti-Xa-Aktivitit >0,3 IE/ml (therapeutischer Bereich) mit einer Sensitivitit
von 88,46% (95% KI: 71,02-96,00%) und einer Spezifitit von 67,80% (95% KI: 55,11-
78,31%) nachgewiesen werden konnte (AUC 0,79; p<0,0001). Abbildung 14 und Tabelle
9 zeigen, dass eine CTmreme/CTueprTEMe-Ratio > 3,39 eine Anti-Xa-Aktivitit >0,75
IE/ml mit einer Sensitivitdt von 87,23% (95% KI: 74,83-94,02%) und einer Spezifitit von
84,95% (95% KI: 76,30-90,82%) erkennen ldsst (AUC 0,9039; p<0,0001).
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ROC Kurve - UFH CTrems/C T epTEMS-RALIO
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Abbildung 12: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen Kontrolle (Keine Zugabe von UFH) und
einer laborchemisch gemessenen Anti-Xa-Aktivitit >0,1 IE/ml anhand von CTinreme/CTrePTEM®-Ratios'

bei 20 Probanden

Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von <1,26 konnte
mit einer Sensitivitit von 100% und einer Spezifitit von 100% zwischen der Abwesenheit von UFH
(Kontrolle) und einer laborchemisch gemessenen Anti-Xa-Aktivitit (>0,1 IE/ml) unterschieden werden.

Tabelle 7: UFH-Kontrolle vs. UFH-Anti-Xa-Aktivitét >0,1 IE/ml Sensitivitdt und Spezifitdt
CTinteme/CTrerTEM@-Ratio

Ratio | Sensitivitét 95% Spezifitit 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index
>1.19 100 96,44% bis 100% 95,00 76,39% bis 99,74% 0,95
>1.26 100 96,44% bis 100% 100 83,89% bis 100% 1,00
>1.29 99,04 94,75% bis 99,95% 100 83,89% bis 100% 0,99
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Abbildung 13: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen laborchemisch gemessenen Anti-Xa-
Aktivitdt (bei UFH) <0,3 IE/ml und einer Anti-Xa-Aktivitét >0,3 IE/ml anhand von
CTmreme/CTrEPTEMR-Ratios' bei 20 Probanden

Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von >1,91 zeigt

sich mit einer Sensitivitdt von 88,46% und einer Spezifitdt von 67,80% eine Anti-Xa-Aktivitit >0,3
1IE/ml.

Tabelle 8: Ergebnisse Anti-Xa-Aktivitit <0,3 IE/ml vs. >0,3 IE/ml Sensitivitit und Spezifitét
CTinteme/CTrePTEM®-Ratio

Ratio | Sensitivitét 95% Spezifitit 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index
>1.86 88,46 71,02% bis 96,00% 66,10 53,37% bis 76,86% 0,55
>1.91 88,46 71,02% bis 96,00% 67,80 55,11% bis 78,31% 0,56
>1.92 84,62 66,47% bis 93,85% 67,80 55,11% bis 78,31% 0,52
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Anti-Xa-Aktivitat >0,75 IE/ml
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Abbildung 14: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen laborchemisch gemessenen Anti-Xa-
Aktivitét (bei UFH) <0,75 IE/ml und einer Anti-Xa-Aktivitit >0,75 IE/ml anhand von
CTmvteme/CTrerTEMe-Ratios' bei 20 Probanden

Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitdt. Bei einer Ratio von >3,39 zeigt

sich mit einer Sensitivitdt von 87,23% und einer Spezifitit von 84,95% eine Anti-Xa-Aktivitat >0,75
IE/ml.

Tabelle 9: Ergebnisse Anti-Xa-Aktivitit <0,75 IE/ml vs. >0,75 IE/ml Sensitivitit und Spezifitét
CTinteme/CTrePTEM®-Ratio

Ratio | Sensitivitét 95% Spezifitit 95% Youden-

(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index

>3.35 87,23 74,83% bis 94,02% 83,87 75,08% bis 89,97% 0,71

>3.39 87,23 74,83% bis 94,02% 84,95 76,30% bis 90,82% 0,72

>3.44 85,11 72,31% bis 92,59% 84,95 76,30% bis 90,82% 0,70
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Abbildung 15 und Tabelle 10 zeigt die ROC-Analyse fiir die CTintema/CTrEPTEM®-Ratio
nach Zugabe von UFH in einer Konzentration von mehr als 0,1 IE/ml im direkten
Vergleich mit der Kontrolle (keine Zugabe von UFH) unabhéngig der gemessenen Anti-
Xa-Aktivitit. Die Substanz lie3 sich bei einer Ratio von > 1,13 mit einer Sensitivitit von
100% (95% KI: 97,33-100%) und einer Spezifitit von 95% (95% KI: 83,5-99,11%)
nachweisen (p<0,0001, AUC 0,9971).
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Abbildung 15: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen Kontrolle (Keine Zugabe von UFH) und
einer UFH-Konzentration >0,1 IE/ml anhand von CTinteme/CTrerrEme-Ratios' bei 20 Probanden
Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von <1,13 konnte
mit einer Sensitivitit von 100% und einer Spezifitit von 95,00% zwischen der Abwesenheit von UFH
(Kontrolle) und einer UFH-Konzentration >0,1 IE/ml unterschieden werden.

Tabelle 10: UFH-Kontrolle vs. UFH-Konzentration >0,1 IE/ml Sensitivitit und Spezifitit
CTintemMe/CTrerTEM@-Ratio

Ratio | Sensitivitét 95% Spezifitit 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index
>1.10 100 97,33% bis 100% 90,00 76,95% bis 96,04% 0,90
>1.13 100 97,33% bis 100% 95,00 83,50% bis 99,11% 0,95
>1.14 99,29 96,07% bis 99,96% 95,00 83,50% bis 99,11% 0,94
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3.2 FEinfluss des  niedermolekularen = Heparins  Enoxaparin  auf  die
rotationsthrombelastometrisch gemessene Clotting Time (CT) in INTEM®-,
HEPTEM®-, NATEM®- und NA-HEPTEM-Assays.

In der zweiten Untersuchungsreihe erfolgte die Messung der CT in INTEM®- und
HEPTEM®-Assays nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von NMH zu
humanem Vollblut, wie in der ersten Untersuchungsreihe. Zusitzlich wurden noch die
NATEM®- sowie die NA-HEPTEM-Assays durchgefiihrt. Analog zur ersten
Untersuchungsreiche erfolgten laborchemische Messungen der Anti-Xa-Aktivitit aus den

jeweiligen Resten der Proben.

40



Ergebnisse

3.2.1 Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die CT in INTEM®-Assays

Nach Zugabe von NMH zum Vollblut in vitro, zeigte sich eine konzentrationsabhingige
Verlidngerung der CT in INTEM®-Assays. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,4 IE/ml
war eine signifikante Verlingerung der CT (Median [25./75. Perzentile]: 209s [199;223])
im Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 169s [161;180]) festzustellen
(p=0,0035). Bei den beiden geringeren, getesteten Vollblutkonzentrationen (d.h. 0,1 und
0,2 IE/ml) war keine statistische Signifikanz zu verzeichnen. Die CT zeigte jedoch bereits
bei Zugabe von 0,1 IE/ml eine Verldngerung (Median [25./75. Perzentile]: 182s
[174;194]) (Abbildung 16 und Tabelle 11)-
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Abbildung 16: Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die CT in INTEM®-Assays bei 20
Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (**) p=0,0035,
(*¥***) p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 11: Effekte inkrementeller Konzentrationen von niedermolekularem Heparin auf die CTintEm®

T

Konzentration (IE/ml) Median . 25(.S3 75. Perzentile p Wert
0.0 169 161/ 180
0.1 182 174 /194 >0,9999
0.2 193 185/198 0,5192
0.4 209 199 /223 0,0035
0.6 249 220/258 <0,0001
0.8 271 235/285 <0,0001
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3.2.2 Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die CT in HEPTEM®-Assays

Nach Zugabe von NMH zum Vollblut in vitro zeigte sich eine konzentrationsabhingige
Verlidngerung der CT in HEPTEM®-Assays. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,8
IE/ml war eine signifikante Verldngerung der CT (Median [25./75. Perzentile]: 191s
[177;199]) im Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 167s [161;177])
festzustellen (p=0,0018). Bei den geringeren, getesteten Vollblutkonzentrationen (d.h.
0,1 bis 0,6 IE/ml) war keine statistische Signifikanz zu verzeichnen (Abbildung 17 und
Tabelle 12).
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Abbildung 17: Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die CT in HEPTEM®-Assays bei 20
Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (**) p=0,0018
im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 12: Effekte inkrementeller Konzentrationen von niedermolekularem Heparin auf die CTueprEM®

Konzentration (IE/ml) Median CZS(.? 75. Perzentile p Wert
0.0 167 161/177
0.1 173 161/178 >0,9999
0.2 175 158 /190 >0,9999
0.4 173 168 /185 >0,9999
0.6 181 157/193 >0,9999
0.8 191 177/ 199 0,0018
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3.2.3 Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die CTinteme/CTherTEM®-Ratios

Nach Zugabe von NMH zum Vollblut in vitro, zeigte sich ein konzentrationsabhéngiger
Anstieg der CTinteme/CTrepTEM®-Ratio. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,4 TE/ml
war ein signifikanter Anstieg der Ratio (Median [25./75. Perzentile]: 1,19 [1,13;1,28]) im
Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 1,03 [0,93;1,05]) festzustellen
(p=0,0015). Bei den beiden geringeren, getesteten Vollblutkonzentrationen (d.h. 0,1 und
0,2 IE/ml) war keine statistische Signifikanz zu verzeichnen. Die Ratio zeigte jedoch
bereits bei Zugabe von 0,1 IE/ml einen Anstieg (Median [25./75. Perzentile]: 1,07
[1,00;1,15]) (Abbildung 18 und Tabelle 13)-
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Abbildung 18: Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die CTinteme/CTrEpTEMR- Ratio bei 20
Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (**) p=0,0015,
(****) p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 13: Effekte inkrementeller Konzentrationen von niedermolekularem Heparin auf die

CTwreme/CTraePTEM®-Ratio

CTinteme/CTueprreme-Ratio

Konzentration (IE/ml) Median 25./75. Perzentile p Wert
0.0 1,03 0,93 /1,05
0.1 1,07 1,00/ 1,15 >0,9999
0.2 1,12 1,04/ 1,19 >0,9999
0.4 1,19 1,13/1,28 0,0015
0.6 1,34 1,29 /1,39 <0,0001
0.8 1,38 1,33/ 1,44 <0,0001
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3.2.4 Konzentrationsabhidngiger Effekt von NMH auf die Anti Xa- Aktivitét

Nach Zugabe von NMH zum Vollblut in vitro, zeigte sich ein konzentrationsabhéngiger
Anstieg der Anti-Xa-Aktivitdt. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,4 IE/ml war ein
signifikanter Anstieg der Anti-Xa-Aktivitdt (Median [25./75. Perzentile]: 0,61 IE/ml
[0,45;0,69]) im Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 0,09 IE/ml
[0,09;0,09]) festzustellen (p<<0,0001) (Abbildung 19 und Tabelle 14)-
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Abbildung 19: Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die Anti-Xa-Aktivitét bei 20 Probanden
Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (****) p<0,0001
im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).

47



Ergebnisse

Tabelle 14: Effekte inkrementeller Konzentrationen von niedermolekularem Heparin auf die Anti-Xa-

Aktivitét
Anti-Xa-Aktivitit
(IE/ml)

Konzentration (IE/ml) Median 25./75. Perzentile p Wert
0.0 0,09 0,09 /0,09
0.1 0,14 0,09 /0,20 >0,9999
0.2 0,32 0,10/0,37 0,1319
0.4 0,61 0,45/0,69 <0,0001
0.6 0,91 0,10/ 1,08 <0,0001
0.8 1,32 0,77/ 1,40 <0,0001
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3.2.5 Ubersicht NMH CTinteMe/CThepTEM®-Ratios und Anti-Xa-Aktivitit

Fiir NMH zeigte sich in der Kontrollgruppe ohne Heparinzugabe (Tabelle 15), dass die
Anti-Xa-Aktivitdt in allen Féllen <0,1 IE/ml war. Zusétzlich zeigte sich, dass obwohl
NMH vorhanden war, auch Anti-Xa-Aktivititen <0,1 IE/ml gemessen wurden (z.B.
NMH-Konzentration bei 0,6 IE/ml; 5 von 20 Messungen mit einer Anti-Xa-Aktivitit <0,1
IE/ml).

Tabelle 15: Ubersicht NMH CTinteme/CThepreme-Ratio, Anti-Xa-Aktivitit und Anzahl Anti-Xa-
Aktivitdt <0,1 IE/ml

NMH CTintem®/CTHEPTEM®- Anti-Xa-Aktivitit Anzahl
Ratio (IE/ml) Anti-Xa-
Aktivitit
<0,1 IE/ml
Konzentration | Median 25./75. Median 25./75.
(IE/ml) Perzentile Perzentile
0.0 1,06 0,93/1,05 0,09 0,09 /0,09 20/20
0.1 1,07 1,00/1,15 0,14 0,09/0,20 8/20
0.2 1,12 1,04 /1,19 0,32 0,10/0,37 5/20
0.4 1,19 1,13/1,28 0,61 0,45/0,69 2/20
0.6 1,34 1,29 /1,39 0,91 0,10/1,08 5/20
0.8 1,38 1,33/ 1,44 1,32 0,77 /1,40 0/20
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3.2.6 Ergebnisse der ROC-Analyse zur Vorhersage des Vorhandenseins von NMH
(>0,1 IE/ ml) anhand der CTinteme/CTraEPTEM®-Ratios

Abbildung 20 und Tabelle 16 zeigen die Ergebnisse der ROC-Analyse fiir die nach
Zugabe von NMH (alle Wertepaare mit einer Anti-Xa Aktivitdt >0,1 IE/ml) im Vergleich
zur Kontrolle (keine Zugabe von NMH). Anhand einer CTinteme/CTrepTEM®-Ratio von
> 1,10 konnte das Vorhandensein von NMH mit einer Sensitivitdt von 77,5% (95% KI:
67,21-85,27%) und einer Spezifitdt von 95% (95% KI: 76,39-99,74%) nachgewiesen
werden (AUC 0,89; p=0,0009). Aus Abbildung 21 und Tabelle 17 ist ersichtlich, dass
bei einer CTinteme/CTueptEMe-Ratio > 1,15 eine Anti-Xa-Aktivitit >0,2 IE/ml
(prophylaktischer Bereich) mit einer Sensitivitit von 66,67% (95% KI: 45,37-82,81%)
und einer Spezifitit von 53,33% (95% KI: 36,14-69,77%) nachgewiesen werden konnte
(AUC 0,55; p=0,527).

Aus Abbildung 22 und Tabelle 18 ist ersichtlich, dass bei einer CTinteme/CTHEPTEM®-
Ratio > 1,14 eine Anti-Xa-Aktivitit >0,4 IE/ml (therapeutischer Bereich) mit einer
Sensitivitit von 77,78% (95% KI: 59,24-89,39%) und einer Spezifitit von 54,17% (95%
KI: 40,29-67,42%) nachgewiesen werden konnte (AUC 0,66; p=0,0202).
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Abbildung 20: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen Kontrolle (Keine Zugabe von NMH) und

einer laborchemisch gemessenen Anti-Xa-Aktivitdt >0,1 IE/ml anhand von CTinteme/CTHEPTEM®-

Ratios' beil

Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von <1,10

20 Probanden

konnte mit einer Sensitivitit von 77,50% und einer Spezifitdt von 95,00% zwischen der Abwesenheit

von NMH (Kontrolle) und einer laborchemisch gemessenen Anti-Xa-Aktivitat (>0,1 IE/ml)
unterschieden werden.

Tabelle 16: NMH-Kontrolle vs. Anti-Xa-Aktivitit >0,1 IE/ml Sensitivitit und Spezifitét

CTmteme/CTuerTEM®-Ratio

Ratio | Sensitivitét 95% Spezifitit 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index

>1.09 80,00 69,95% bis 87,30% 90,00 69,90% bis 98,22% 0,7

>1.10 77,50 67,21% bis 85,27% 95,00 76,39% bis 99,74% 0,73

> 1,11 76,25 65,86% bis 84,24% 95,00 76,39% bis 99,74% 0,71
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Anti-Xa-Aktivitat >0,2 IE/ml
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Abbildung 21: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen laborchemisch gemessenen Anti-Xa-

80 100

Aktivitdt (bei NMH) <0,2 IE/ml und einer Anti-Xa-Aktivitdt >0,2 IE/ml anhand von
CTmreme/CTrerTEMe-Ratios' bei 20 Probanden
Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von >1,15 zeigt

sich mit einer Sensitivitidt von 66,67% und einer Spezifitidt von 53.33% eine Anti-Xa-Aktivitdt >0,2

1IE/ml.

Tabelle 17: Ergebnisse NMH Anti-Xa-Aktivitat > 0,2 IE/ml Sensitivitit und Spezifitit

CTmteme/CTuerTEM®-Ratio

Ratio | Sensitivitét 95% Spezifitit 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index
>1.14 61,90 40,88% bis 79,25% 53,33 36,14% bis 69,77% 0,15
>1.15 66,67 45,37% bis 82,81% 53,33 36,14% bis 69,77% 0,2
>1.16 66,67 45,37% bis 82,81% 46,67 30,23% bis 63,86% 0,13
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Anti-Xa-Aktivitat >0,4 IE/ml
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Abbildung 22: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen laborchemisch gemessenen Anti-Xa-
Aktivitét (bei NMH) <0,4 IE/ml und einer Anti-Xa-Aktivitdt >0,4 IE/ml anhand von
CTmvteme/CTrerTEMe-Ratios' bei 20 Probanden

Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitdt. Bei einer Ratio von >1,14 zeigt

sich mit einer Sensitivitdt von 77,78% und einer Spezifitit von 54,17% eine Anti-Xa-Aktivitat >0,4
IE/ml.

Tabelle 18: Ergebnisse NMH Anti-Xa-Aktivitat > 0,4 IE/ml Sensitivitit und Spezifitit
CTinteme/CTrerTEM@-Ratio

Ratio | Sensitivitét 95% Spezifitit 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index
>1.13 77,78 59,24% bis 89,39% 52,08 38,33% bis 65,53% 0,30
>1.14 77,78 59,24% bis 89,39% 54,17 40,29% bis 67,42% 0,32
>1.15 70,37 51,52% bis 84,15% 54,17 40,29% bis 67,42% 0,25
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Abbildung 23 und Tabelle 19 zeigen die Auswertung einer ROC-Kurve fiir die
CTintema/CTrepTEM®-Ratio nach Zugabe von NMH in einer Konzentration von mehr als
0,1 IE/ml im direkten Vergleich mit der Kontrolle (keine Zugabe von NMH) unabhéngig
der gemessenen Anti-Xa-Aktivitidt. Die Substanz liel} sich bei einer Ratio von < 1,10 mit
einer Sensitivitdt von 75% (95% KI: 65,70-82,45%) und einer Spezifitit von 95% (95%
KI: 76,39-99,74%) nicht mehr nachweisen (p<0,0001, AUC 0,8633).
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Abbildung 23: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen Kontrolle (Keine Zugabe von NMH) und
einer NMH-Konzentration >0,1 IE/ml anhand von CTinteme/CTrerTEM®-Ratios' bei 20 Probanden
Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von <1,10 konnte
mit einer Sensitivitdt von 75,00% und einer Spezifitit von 95,00% zwischen der Abwesenheit von NMH
(Kontrolle) und einer NMH-Konzentration>0,1 IE/ml unterschieden werden.

Tabelle 19: NMH-Kontrolle vs. NMH-Konzentration >0,1 IE/ml Sensitivitit und Spezifitat
CTinteme/CTrerTEM@-Ratio

Ratio | Sensitivitdt 95% Spezifitit 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index
>1.09 77,00 67,85% bis 84,16 90,00 69,90% bis 98,22% 0,67

>1.10 75,00 65,70% bis 82,45% 95,00 76,39% bis 99,74% 0,70

>1.11 73,00 63,57% bis 80,73% 95,00 76,39% bis 99,74% 0,68
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3.2.7 Konzentrationsabhidngiger Effekt von NMH auf die CT in NATEM®-Assays

Nach Zugabe von NMH zum Vollblut in vitro, zeigte sich eine konzentrationsabhingige
Verlidngerung der CT in NATEM®-Assays. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,2
IE/ml war eine signifikante Verldngerung der CT (Median [25./75. Perzentile]: 1131s
[1006;1324]) im Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 731s [636;774])
festzustellen (p=0,0108). Bei der geringeren, getesteten Vollblutkonzentrationen (d.h. 0,1
IE/ml) war keine statistische Signifikanz zu verzeichnen. Die CT zeigte jedoch bereits
bei Zugabe von 0,1 IE/ml eine Verldngerung (Median [25./75. Perzentile]: 875s
[798;1058]) (Abbildung 24 und Tabelle 20)-
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Abbildung 24: Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die CT in NATEM®-Assays bei 20
Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (*) p=0,0108,
(*¥***) p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 20: Effekte inkrementeller Konzentrationen von niedermolekularem Heparin auf die CTnaTEM®

Konzentration (IE/ml) Median Crzrsfsl)75. Perzentile p Wert
0.0 731 636/ 774
0.1 875 798 /1058 >0,9999
0.2 1131 1006 /1324 0,0108
0.4 1766 1562 /2224 <0,0001
0.6 2758 2159 /3600 <0,0001
0.8 3600 3600 /3600 <0,0001

56



Ergebnisse

3.2.8 Konzentrationsabhidngiger Effekt von NMH auf die CT in NA-HEPTEM-Assays

Nach Zugabe von NMH zum Vollblut in vitro zeigte sich eine konzentrationsabhingige
Verlidngerung der CT in NA-HEPTEM-Assays. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,8
IE/ml war eine signifikante Verldngerung der CT (Median [25./75. Perzentile]: 930s
[852;1011]) im Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 747s [614;835])
festzustellen (p<0,0001). Bei den geringeren, getesteten Vollblutkonzentrationen (d.h.

0,1 bis 0,6 IE/ml) war keine statistische Signifikanz zu verzeichnen (Abbildung 25 und
Tabelle 21).
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Abbildung 25: Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die CT in NA-HEPTEM-Assays bei 20
Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (****) p<0,0001
im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 21: Effekte inkrementeller Konzentrationen von niedermolekularem Heparin auf die CTNA-HEPTEM

T

Konzentration (IE/ml) Median C25?5/)75. Perzentile p Wert
0.0 747 614 /835
0.1 736 634 /863 >0,9999
0.2 762 670/870 >0,9999
0.4 791 672/930 >0,9999
0.6 845 7777914 0,1899
0.8 930 852 /1011 <0,0001
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3.2.9 Konzentrationsabhidngiger Effekt von NMH auf die CTnarteme/CTNa-HEPTEM-
Ratios

Nach Zugabe von NMH zum Vollblut in vitro, zeigte sich ein konzentrationsabhéngiger
Anstieg der CTnateme/CTna-nEPTEM-Ratio. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,2 IE/ml
war ein signifikanter Anstieg der Ratio (Median [25./75. Perzentile]: 1,50 [1,43;1,60]) im
Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 0,99 [0,93;1,02]) festzustellen
(p=0,0147). Bei der geringeren, getesteten Vollblutkonzentrationen (d.h. 0,1 IE/ml) war
keine statistische Signifikanz zu verzeichnen. Die Ratio zeigte jedoch bereits bei Zugabe
von 0,1 IE/ml einen Anstieg (Median [25./75. Perzentile]: 1,26 [1,14;1,39]) (Abbildung
26 und Tabelle 22)-
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Abbildung 26: Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die CTnateme/CTna-nerTEM-Ratio bei 20
Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (*) p=0,0147,
(****) p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 22: Effekte inkrementeller Konzentrationen von niedermolekularem Heparin auf die

CTnateme/CTna-HEPTEM-RatiO

CTnxateEme/CTna-nepTEM-Ratio

Konzentration (IE/ml) Median 25./75. Perzentile p Wert
0.0 0,99 0,93 /1,02
0.1 1,26 1,14/ 1,39 >0,9999
0.2 1,50 1,43 /1,60 0,0147
0.4 2,38 1,95/2,80 <0,0001
0.6 3,17 2,73 /3,88 <0,0001
0.8 3,87 3,42/4,23 <0,0001
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3.2.10 Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die Anti Xa-Aktivitét

Nach Zugabe von NMH zum Vollblut in vitro, zeigte sich ein konzentrationsabhéngiger
Anstieg der Anti-Xa-Aktivitdt. Ab einer Vollblutkonzentration von 0,2 IE/ml war ein
signifikanter Anstieg der Anti-Xa-Aktivitdt (Median [25./75. Perzentile]: 0,31 IE/ml
[0,22;0,33]) im Vergleich zur Kontrolle (Median [25./75. Perzentile]: 0,09 IE/ml
[0,09;0,09]) festzustellen (p=0,0352). Die Zugabe von 0,4 IE/ml NMH je Milliliter
humanem Vollblut, resultierte im Median in einer laborchemisch gemessenen Anti-Xa-
Aktivitidt von 0,58 IE/ml ([25./75. Perzentile]: [0,35;0.67]) (Abbildung 27 und Tabelle
23)-
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Abbildung 27: Konzentrationsabhingiger Effekt von NMH auf die Anti-Xa-Aktivitét bei 20 Probanden

Graphische Darstellung mit Median, 25. und 75. Perzentile. Kennzeichnung Signifikanz (*) p=0,0352,
(****) p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle (0,0 IE/ml).
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Tabelle 23: Effekte inkrementeller Konzentrationen von niedermolekularem Heparin auf die Anti-Xa-

Aktivitét
Anti-Xa-Aktivitit
(IE/ml)

Konzentration (IE/ml) Median 25./75. Perzentile p Wert
0.0 0,09 0,09 /0,09
0.1 0,16 0,09/0,18 >0,9999
0.2 0,31 0,22/0,33 0,0352
0.4 0,58 0,35/0,67 <0,0001
0.6 0,83 0,40/ 1,00 <0,0001
0.8 0,94 0,21/ 1,35 <0,0001
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3.2.11 Ubersicht NMH CTnateme/CTNa-HEPTEM-Ratio und Anti-Xa-Aktivitit

Fiir NMH zeigte sich in der Kontrollgruppe ohne Heparinzugabe (Tabelle 24), dass die
Anti-Xa-Aktivitdt in allen Féllen <0,1 IE/ml war. Zusétzlich zeigte sich, dass obwohl
NMH vorhanden war, auch Anti-Xa-Aktivititen <0,1 IE/ml gemessen wurden (z.B.
NMH-Konzentration bei 0,8 IE/ml; 3 von 20 Messungen mit einer Anti-Xa-Aktivitit <0,1
IE/ml).

Tabelle 24: Ubersicht NMH CTnateme/CTna-nepTEM-Ratio, Anti-Xa-Aktivitit und Anzahl Anti-Xa-
Aktivitdt <0,1 IE/ml

NMH CTnatEMe/CTNA-HEPTEM- Anti-Xa-Aktivitit Anzahl
Ratio (IE/ml) Anti-Xa-
Aktivitit
<0,1 IE/ml
Konzentration | Median 25./75. Median 25./75.
(IE/ml) Perzentile Perzentile
0.0 0,99 0,93/1,02 0,09 0,09 /0,09 20/20
0.1 1,26 1,14 /1,39 0,16 0,09/0,18 8/20
0.2 1,50 1,43 /1,60 0,31 0,22 /0,33 3/20
0.4 2,38 1,95/2,80 0,58 0,35/0,67 2/20
0.6 3,17 2,73 /3,88 0,83 0,40/1,00 2/20
0.8 3,87 3,42 /4,23 0,94 0,21/1,35 3/20
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3.2.12 Ergebnisse der ROC-Analyse zur Vorhersage des Vorhandenseins von NMH
(>0,1 IE/ ml) anhand der CTnatema/CTNa-uEPTEM-RatiOS

Abbildung 28 und Tabelle 25 zeigen die Ergebnisse der ROC-Analyse fiir die nach
Zugabe von NMH (alle Wertepaare mit einer Anti-Xa Aktivitdt >0,1 IE/ml) im Vergleich
zur Kontrolle (keine Zugabe von NMH). Anhand einer CTnateme/CTna-nEPTEM-Ratio
von > 1,16 konnte das Vorhandensein von NMH mit einer Sensitivitit von 93,90% (95%
KI: 86,51-97,37%) und einer Spezifitit von 100% (95% KI: 83,89-100%) nachgewiesen
werden (AUC 0,98; p<0,0001). Aus Abbildung 29 und Tabelle 26 ist ersichtlich, dass
bei einer CTnatema/CTna-neptEm-Ratio > 1,30 eine Anti-Xa-Aktivitdit >0,2 1E/ml
(prophylaktischer Bereich) mit einer Sensitivitit von 90,48% (95% KI: 71,09-98,31%)
und einer Spezifitdt von 37,50% (95% KI: 22,93-54,75%) nachgewiesen werden konnte
(AUC 0,56; p=0,4342).

Aus Abbildung 30 und Tabelle 27 ist ersichtlich, dass bei einer CTnatEM®/CTNA-HEPTEM-
Ratio > 2,07 eine Anti-Xa-Aktivitdt >0,4 IE/ml (therapeutischer Bereich) mit einer
Sensitivitit von 89,36% (95% KI: 77,41-95,37%) und einer Spezifitit von 81,13% (95%
KI: 68,64,29-89,41%) nachgewiesen werden konnte (AUC 0,85; p<0,0001).
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Abbildung 28: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen Kontrolle (Keine Zugabe von NMH) und
einer laborchemisch gemessenen Anti-Xa-Aktivitit >0,1 IE/ml anhand von CTnateme/CTNA-HEPTEM®-

Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von <1,16 konnte
mit einer Sensitivitit von 93,90% und einer Spezifitdt von 100% zwischen der Abwesenheit von NMH
(Kontrolle) und einer laborchemisch gemessenen Anti-Xa-Aktivitdt (>0,1 IE/ml) unterschieden werden.

Tabelle 25: NMH-Kontrolle vs. Anti-Xa-Aktivitdt >0,1 IE/ml Sensitivitdt und Spezifitdt CTnatema/CTNa-
HEPTEM-Ratio

Ratio | Sensitivitét 95% Spezifitit 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index
>1.15 93,90 86,51% bis 97,37% 95,00 76,39% bis 99,74% 0,89
>1.16 93,90 86,51% bis 97,37% 100 83,89% bis 100% 0,94
>1.21 92,68 84,94% bis 96,60% 100 83,89% bis 100% 0,93
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Abbildung 29: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen laborchemisch gemessenen Anti-Xa-

Anti-Xa-Aktivitat >0,2 IE/ml
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Aktivitdt (bei NMH) <0,2 IE/ml und einer Anti-Xa-Aktivitdt >0,2 IE/ml anhand von CTnaTeEM®/CTna-
uepTEMe-Ratios' bei 20 Probanden
Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von >1,30 zeigt
sich mit einer Sensitivitit von 90,48% und einer Spezifitdt von 37,50% eine Anti-Xa-Aktivitit >0,2

1IE/ml.

Tabelle 26: Ergebnisse NMH Anti-Xa-Aktivitat >0,2 IE/ml Sensitivitdt und Spezifitdt CTnatEMa/CTna-
nepTEM-Ratio

Ratio | Sensitivitit 95% Spezifitat 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index
>1.29 90,48 71,09% bis 98,31% 34,38 20,41% bis 51,69% 0,25
>1.30 90,48 71,09% bis 98,31% 37,50 22,93% bis 54,75% | 0,28
>1.31 85,71 65,36% bis 95,02% 37,50 22,93% bis 54,75% 0,23
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Abbildung 30: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen laborchemisch gemessenen Anti-Xa-
Aktivitdt (bei NMH) <0,4 IE/ml und einer Anti-Xa-Aktivitdt >0,4 IE/ml anhand von CTnaTeEMe/CTna-
uepTEMe-Ratios' bei 20 Probanden

Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von >2,07 zeigt

sich mit einer Sensitivitit von 89,36% und einer Spezifitit von 81,13% eine Anti-Xa-Aktivitit >0,4
1IE/ml.

Tabelle 27: Ergebnisse NMH Anti-Xa-Aktivitat >0,4 IE/ml Sensitivitdt und Spezifitdt CTnaTEMa/CTna-
nepTEM-Ratio

Ratio | Sensitivitit 95% Spezifitit 95% Youden-

(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index

>2.03 89,36 77,41% bis 95,37% 79,25 66,54% bis 88,00% 0,69

>2.07 89,36 77,41% bis 95,37% 81,13 68,64% bis 89,41% 0,70

>2.20 87,23 74,83% bis 94,02% 81,13 68,64% bis 89,41% 0,68
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Abbildung 31 und Tabelle 28 zeigen die ROC-Analyse fiir die CTnaTEM®/CTNA-HEPTEM-
Ratio nach Zugabe von NMH in einer Konzentration von mehr als 0,1 IE/ml im direkten
Vergleich mit der Kontrolle (keine Zugabe von NMH) unabhéngig der gemessenen Anti-
Xa-Aktivitit. Die Substanz lie3 sich bei einer Ratio von > 1,08 mit einer Sensitivitit von
97% (95% KI: 91,55-99,18%) und einer Spezifitit von 95% (95% KI: 76,39-99,74%)
nachweisen (p<0,0001, AUC 0,9780).

Kein NMH vs NMH >0,1 IE/ml
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Abbildung 31: ROC-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen Kontrolle (Keine Zugabe von NMH) und
einer NMH-Konzentration >0,1 IE/ml anhand von CTnareme/CTna-nEPTEM®-Ratios' bei 20 Probanden
Graphische Darstellung als ROC-Kurve mit Sensitivitdt und Spezifitit. Bei einer Ratio von <1,08 konnte
mit einer Sensitivitdt von 97,00% und einer Spezifitit von 95,00% zwischen der Abwesenheit von NMH
(Kontrolle) und einer NMH-Konzentration>0,1 IE/ml unterschieden werden.

Tabelle 28: NMH-Kontrolle vs. NMH-Konzentration >0,1 IE/ml Sensitivitat und
Spezifitit CTnatEme/CTna-nEPTEM-Ratio

Ratio | Sensitivitét 95% Spezifitit 95% Youden-
(%) Konfidenzintervall (%) Konfidenzintervall Index

>1.05 97,00 91,55% bis 99,18% 90,00 69,90% bis 98,22% 0,87
>1.08 97,00 91,55% bis 99,18% 95,00 76,39% bis 99,74% 0,92
>1.12 96,00 90,16% bis 98,43% 95,00 76,39% bis 99,74% 0,91
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es eine bettseitig anwendbare Methode zu validieren, die relevante
Vollblutkonzentrationen von UFH und NMH ausschlie3t und zusétzlich Konzentrationen
wie bei einer therapeutischen Antikoagulation abschitzt. Hierzu wurde Blut von 20
gesunden Probanden in vitro mit unterschiedliche Vollblutkonzentrationen von UFH (0,0;
0,1;0,2;0,4;0,6;0,8; 1,2; 1,6 IE/ml) und NMH (0,0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 IE/ml) versetzt
und der Effekt der unterschiedlichen Konzentrationen auf die Ergebnisvariablen im
ROTEM® untersucht. Es erfolgte eine Bestimmung der CT in ROTEM®-Assays
(INTEM®, HEPTEM®, NATEM® und NA-HEPTEM-Assay) und die Bestimmung der
Anti-Xa-Aktivitdt. Zusétzlich wurde der Quotient der CTs korrespondierender Assays
(CTinteme/CTrepteEme fiir UFH/NMH und CTnateme/CTra-weptem fiir NMH) als sog.
Ratios bestimmt.

Hierbei zeigte sich eine konzentrationsabhdngige unterschiedlich stark ausgeprégte
Verldngerung der Gerinnungszeiten (Clotting Time (CT)) thrombelastometrischer
Vollblut-Assays (CTintem®, CTueptEM®, CTNaTEM®, CTNa-HEPTEM). Es zeigte sich, dass
die Gerinnungszeiten thrombelastometrischer Assays ohne Heparinase (INTEM® und
NATEM®), bereits ab der geringsten verwendeten Vollblutkonzentrationen von UFH
und NMH (0,1 IE/ml) konzentrationsabhdngig verldngert wurden. Signifikante
Unterschiede zur Kontrolle zeigten sich fir UFH im INTEM®-Assay ab 0,4 IE/ml
(p=0,0039), fiir NMH im INTEM®-Assay ab 0,4 IE/ml (p=0,0035) und fiir NMH im
NATEM®-Assay ab 0,2 IE/ml (p=0,0108). Sowohl fiir die NMH als auch fiir UFH waren
konzentrationsabhédngige Verldngerung der CTs in INTEM®-Assays festzustellen. In
dhnlicher Weise konnte fiir die NMH eine eher noch ausgeprigtere,
konzentrationsabhédngige Verldngerung der CTs in NATEM®-Assays festgestellt
werden.

Fiir die thrombelastometrischen Assays mit Heparinase (HEPTEM® und NA-HEPTEM)
zeigte sich keine ausgeprigte Verlingerung der CTs. Ein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle zeigte sich erst ab einer Vollblutkonzentration von UFH 1,2 IE/ml (p=0,0004)
und NMH 0,8 IE/ml (CTuepreme p=0,0018; CTna-ueptEM p<0,0001). In allen Messungen
zeigten sich normwertige Variablen, bezogen auf die Referenzwerte der CTs fiir UFH, da

die Heparinase die Wirkung der zugesetzten Heparine inaktivierte.
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Aus den jeweiligen CTs der Vollblutkonzentrationen von UFH und NMH wurde eine
Ratio aus CTinteme zur korrespondierenden CTuepreme, bzw. bei NMH von CTnateEme
zur korrespondierenden CTwna-neptem gebildet. Diese Ergebnisse sind aus mehreren
Griinden von klinischer Relevanz. Anhand einer CTinteme/CTuepTEM®-Ratio fiir UFH
bzw. bei einer CTnateme/CTrna-nepTEM-Ratio fiir NMH ist es moglich, klinisch relevante
Konzentrationen (< bzw. > 0,1 IE/ml (Anti-Xa-Aktivitit)) von UFH nachzuweisen bzw.
auszuschlieen. Des Weiteren lassen eine CTinteme/CThepTEMe-Ratio fiir UFH bzw. bei
einer CTnateme/CTna-ueprEm-Ratio  fir  NMH  abschdtzen, ab wann eine

Vollblutkonzentration vorliegt, die im klinischen Kontext als im therapeutischen Bereich

(Anti-Xa-Aktivitat >0,3 [E/ml UFH; >0,4 IE/ml NMH) liegend angesehen werden kann.

Die in dieser Studie verwendete Rotationsthrombelastometrie ist ein in der klinischen
Routine bereits vielfach etabliertes Point-of-Care Messverfahren zur Analyse der
Hamostase im Vollblut. Gerade in der Herz-Thorax-Chirurgie stellte es ein Verfahren
dar, dass von einigen Zentren eingesetzt wird (Karrar et al., 2022). Die Vorteile der
ROTEM®-Analyse liegen in der Differenzierung therapierelevanter Verdnderungen der
Blutgerinnung binnen weniger Minuten, wodurch eine rasche und zielgerichtete
Gerinnungstherapie begonnen und der Erfolg unmittelbar reevaluiert werden kann
(Whiting et al., 2015). Hierdurch lassen sich die Anzahl von Bluttranfusionen
(Erythrozyten-, Plasma- und Thrombozytenkonzentrate) reduzieren und moglicherweise
die Mortalitidt senken (Liu et al., 2024). Der Nachteil liegt darin, dass zum einen
ausgebildetes Personal, dass geschult im Umgang mit der Verarbeitung von Proben und
der Interpretation notwendig ist (Gasciauskaite et al., 2023) und zum anderen, dass eine
Untersuchung im Vergleich mit klassischen Labortests teurer ist (Prakash et al., 2016).

Die Messung der Anti-Xa-Aktivitét ist ein Verfahren, dass zur Therapiesteuerung des
prophylaktischen und therapeutischen Bereichs bei der Anwendung von UFH und NMH
eingesetzt werden kann. Eine routinemdflige Messung der Anti-Xa-Aktivitdit wird
allerdings nicht durchgefiihrt oder empfohlen (Hutt Centeno et al., 2019). Die
plasmatische Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdit hat hingegen den Vorteil eines
kalibrierten Verfahrens, welches verlésslich eine bestimmte Heparinwirkung iiber eine
indirekte Messung der Anti-Xa-Aktivitit ermoglicht. Der Nachteil liegt in der nicht

immer verfligbaren Messmoglichkeit. Nicht alle Labore bieten eine zeitnahe Bestimmung
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rund um die Uhr an. Dariiber hinaus ist die Dauer der Anti-Xa-Aktivitidtsbestimmung
abhéngig von der Transportzeit in das Labor und der entsprechenden Dauer der
Testdurchfiihrung. Die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt bietet sich vor allem fiir das
ambulante und stationdre Umfeld an, da die Wirkung von NMH nicht regelméBig
iiberwacht werden muss (Hirsh et al., 2001). Zusammenfassend stellt die Bestimmung
der Anti-Xa-Aktivitit ein Verfahren dar, dass nur durch ein Labor durchgefiihrt werden
kann und hierdurch zeitaufwendig ist. Je nach klinischer Situation, z.B. bei dringlicher
Anwendung von Interventionen, wie riickenmarksnaher Regionalanésthesien oder in
Notfallsituationen, in denen zeitkritisch ein Ergebnis notwendig ist, stellt die Bestimmung
der Anti-Xa-Aktivitdt kein optimales Vorgehen dar. Eine zeitnahe Messung mithilfe eines

POCT wiirde diese erhebliche klinische Versorgungsliicke schlieBen kdnnen.

Bereits 2006 konnte gezeigt werden, dass sich im TEG® eine Verlangerung der r-Zeit
(entspricht der CT im ROTEM® (Tekkesin et al., 2015) bereits bei einer Anti-Xa-
Aktivitdt < 0,1 TE/ml bei UFH zeigt. Hierbei zeigte sich gerade bei dem TEG® eine
deutlich hohere Sensitivitit fiir den Nachweis von UFH als fiir die aPTT und die Anti-
Xa-Aktivitédt (Coppell et al., 2006). In der vorliegenden Studie konnten diese Ergebnisse
fiir die ROTEM®-Analyse mithilfe einer CTinteme/CTaEPTEM®- bZW. CTNATEM®/CTNA-
nepTeM-Ratio in Bezug auf die Anti-Xa-Aktivitét bestétigt und dariiber hinaus auch fiir
NMH gezeigt werden. In einer Studie von 1997 konnte dariiber hinaus gezeigt werden,
dass die Sensitivitdt der ACT-Messung im direkten Vergleich mit der aPTT und der TEG

geringer fiir den Nachweis einer Rest-Heparinwirkung ist (Murray et al., 1997).

In den nachfolgenden Jahren zeigte sich ein zunehmender Einsatz des ROTEM® zum
Nachweis einer Rest-Heparinwirkung. Eine immer gro3er werdende Rolle spielte dabei
die Anwendung einer CTinteme/CTureptEme-Ratio. Die CTinteme/CTaerTEM®-Ratio
ermoglicht es z.B. in der Herzchirurgie, Restwirkungen von UFH nachzuweisen (Pavoni
et al., 2022). Mittlerweile wurden Algorithmen zur Detektion der Rest-Heparinwirkung
in der Herzchirurgie mittels der ROTEM®-Analyse etabliert (Gorlinger et al., 2019). In
diesem Algorithmus wird jedoch eine CTueprEM®/CTinTEM®-Ratio genutzt. Ist diese < 0,8
wird die Gabe von Protamin empfohlen (Weber et al., 2012). Ubertriigt man dieses auf

eine CTinteme/CTrEPTEM®-Rati0, so entspriche dies einer Ratio von > 1,25. Die hier
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vorliegende Studie kann diesen Algorithmus fiir eine Heparinwirkung in Bezug auf eine
Anti-Xa-Aktivitdt bestdtigen. Bei einer Ratio von > 1,26 liegt mit einer Sensitivitdt von
100% und einer Spezifitit von 100% eine Heparinwirkung in Bezug auf die Anti-Xa-
Aktivitdt (>0,1 IE/ml) vor. Vergleicht man es mit minimalen Heparinkonzentration im
Vollblut (0,1 IE/ml UFH) liegt schon bei einer Ratio >1,13 mit einer Sensitivitit von
100% und einer Spezifitit von 95% eine Heparinwirkung vor. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass schon eine CTinteme/CTrerTEM®-Ratio >1,0 fiir eine UFH Heparinwirkung
spricht (Mittermayr et al., 2005). Eine Limitierung der CTinteme/CThepTEM®-Ratio zeigt
sich jedoch in der Kinderherzchirurgie. Dort konnte nach Antagonisierung des UFH keine
Aussage liber die Notwendigkeit einer erneuten Protamingabe getroffen werden (Willems
et al., 2016).

In letztgenannter Studie hitte moglicherweise die CTinteme®/CThEPTEM®-Ratio zu einem
spateren Zeitpunkt wieder eingesetzt werden konnen. Die Limitation dieser Ratio scheint
vor allem unmittelbar nach Protamingabe zu bestehen. Vermutlich ldsst sich eine bessere
Aussage treffen, wenn geniigend zeitlicher Abstand zwischen Protamingabe und erneuter

Messung gegeben ist (Wand et al., 2020).

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass anhand der
CTinteme/CTrerTEM@-Ratios in weniger als 10 Minuten die Vollblutkonzentrationen von
UFH > 0,1 IE/ml auszuschlieBen sind. Bei einer CTintEme/CThepTEMe@-Ratio < 1,26 eine
Anti-Xa-Aktivitdit von UFH >0,1 IE/ml mit einer Sensitivitdit von 100% und einer
Spezifitdat von 100% ausgeschlossen werden. Bemerkenswert ist, dass im chromogenen
Assay zur Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt bei 19 von 20 Proben eine Anti-Xa-
Aktivitit <0,1 IE/ml gemessen wurde, obwohl eine Heparinkonzentration von 0,1 IE/ml
Vollblut vorlag. Die CTinteme/CTurrrEme-Ratio scheint in diesem Kontext noch
sensitiver flir die Bestimmung von minimalen Heparinkonzentrationen zu sein. In Bezug
auftatsdchlich vorhandenes UFH kann erst ab einer Ratio von <1,13 mit einer Sensitivitét
von 100% und einer Spezifitdt von 95% eine Heparinwirkung ausgeschlossen werden.
Zusitzlich zeigten sich in hoheren Konzentrationen von UFH bis 1,6 IE/ml auch Anti-
Xa-Aktivititen <0,1 IE/ml (z.B. bei 1,6 IE/ml 2/20 Messungen mit einer Anti-Xa-
Aktivitit <0,1 IE/ml) obwohl UFH in der Probe vorlag. Dies ist insofern problematisch,

als dass die Anti-Xa-Aktivitdt von 0,1 IE/ml gemiB3 nationalen und internationalen
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Empfehlungen beispielhaft die Grenze darstellt, ab der neuraxiale Punktionen unter UFH-
Therapie erfolgen konnen (Aase and Rosseland, 2023; DGAI 2014). Die vorliegenden
Ergebnisse ermdglichen nun auch die bettseitige Uberwachung einer Therapie mit UFH:
Bei einer CTinteme/CTrePTEM®-Ratio von >1,91 liegt mit einer Sensitivitit von 88,46%
und einer Spezifitit von 67,8% eine therapeutische Antikoagulation (Anti-Xa-Aktivitit
>0,3 IE/ml) vor. Dementsprechend kann man anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht
nur eine relevante UFH-Wirkung ausschlieen, sondern auch sowohl eine Unterdosierung
von UFH mit konsekutiver Erh6hung des Thromboserisikos, als auch eine Uberdosierung
mit damit einhergehendem Blutungsrisiko vermeiden. Eine derartige Uberdosierung von
UFH mit einer Anti-Xa-Aktivitit {iber 0,75 IE/ml erhdht das Blutungsrisiko und lie3e
sich ab einer CTinteme/CTrePTEM®-Ratio von >3,39 (Sensitivitit 87,23; Spezifitit 84,95)
vermuten (Descamps et al., 2021). Eine Limitation der CTinteme/CTuerTEM@-Ratio zeigt
sich in hoheren Konzentrationsbereichen von itiber 1,2 IE/ml. In diesen
supratherapeutischen Dosierungen zeigt sich bereits eine signifikante Verldngerung der
CTuepremMe. MutmaBlich reicht entweder die Menge an Heparinase im entsprechenden
Assay nicht aus, um die gesamte Wirkung des UFH zu spalten oder aber die Spaltprodukte
zeigen weiterhin eine gerinnungsaktive Wirkung. Das INTEM®-Assay allein kann aber
auch in dieser Situation zum Monitoring hoher Heparinkonzentrationen wéhrend einer

Herz-Lungen-Maschine eingesetzt werden (Gronchi et al., 2014).

Die Moglichkeit eines Nachweises NMH mithilfe viskoelastischer Testverfahren wie der
Rotationsthrombelastometrie wurde anfénglich kontrovers diskutiert. Mithilfe der
TEG®-Analyse scheint sich anhand eines verldngerten r-Wert ein NMH-Effekt zu zeigen
(Babin et al., 2017; Jackson et al., 2009; Klein et al., 2000) und eine Korrelation zwischen
dem r-Wert und der Anti-Xa-Aktivitit (Klein et al., 2000) zu bestehen. Dies konnte spiter
nochmals bestétigt werden, eine signifikante Korrelation zur Anti-Xa-Aktivitit zeigte
sich jedoch nicht (White et al., 2012). Weitere Versuche, NMH mit dem TEG® zu
detektieren, zeigten einen Zusammenhang zwischen der Anti-Xa-Aktivitit und dem
Coagulation Index (produzierter Wert aus r-Zeit, k-Zeit, maximaler Amplitude und Alpha
Winkel). Auch hier gelang keine Korrelation zu einer bestimmten Dosis von NMH

(Tekkesin et al., 2015).
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Fir die ROTEM® konnte, in mehreren Studien, eine dosisabhingige (NMH)
Verlangerung der CT im INTEM® gezeigt werden (Pavoni et al., 2022). In einer in vitro
Untersuchung, bei der dem Blut von Patienten einer Intensivstation Enoxaparin (0,2; 0,4;
und 0,6 IE/ml) hinzugefiigt wurde, konnte gezeigt werden, dass Enoxaparin zu einer
konzentrationsabhédngigen Verldngerung der CT in INTEM®- und NATEM®-Assays
fiihrt (Olander and Schétt, 2021). Eine signifikante Verldngerung der CT war in beiden
Assays erst ab einer Vollblutkonzentration von 0,4 IE/ml zu verzeichnen. Diese
Beobachtungen sind im Wesentlichen identisch mit den in der vorliegenden Studie
gemachten. Wihrend Orlander und Schétt jedoch darauf abzielten eine Korrelation
unterschiedlicher viskoelastischer Messvariablen mit der exogen hinzugefiigten
Vollblutkonzentration von FEnoxaparin herzustellen, verfolgte die vorliegende
Untersuchung eine andere Zielsetzung. Dabei konnte erstmals demonstriert werden, dass
mithilfe der CTinteme/CTheptEMe- bzw. CTnateme/CTna-neptEM-Ratios Enoxaparin
detektiert und zumindest semiquantitativ nachgewiesen werden kann. Ziel war es dabei
nicht eine Korrelation zwischen thrombelastometrischen Variablen und der (gemessenen)
Anti-Xa-Aktivitdt herzustellen, sondern anhand der CT-Ratios diec Abwesenheit oder das
Vorhandensein relevanter Vollblutkonzentrationen nachzuweisen.

Die Ergebnisse belegen, dass Konzentrationen, wie bei einer therapeutischer
Antikoagulation, von NMH bereits durch eine signifikante Verlangerung der CTintEm®
und eine Erhdhung der CTinteme/CTrEPTEMe@-Ratio nachgewiesen werden kann. Mithilfe
der CTnateme und CTnateme/CTna-uEPTEM-Ratio ldsst sich dariiber hinaus aber auch eine
geringere Konzentration von NMH detektieren: Durch Bestimmung der CTnatema/CTna-
nepTeM-Ratio in Bezug auf die Anti-Xa-Aktivitdt <0,1 IE/ml ldsst sich Enoxaparin bei
einer Ratio von <1,16 mit einer Sensitivitdt von 93,9% und einer Spezifizitdt von 100%
ausschlieBen. Auch hier muss die Anti-Xa-Aktivitét kritisch hinterfragt werden. Es zeigte
sich auch fiir NMH, dass obwohl eine Heparinkonzentration von 0,1 IE/ml im Vollblut
vorlag, in 8 von 20 Proben eine Anti-Xa-Aktivitdt <0,1 IE/ml gemessen wurde. Sowohl
die CTintem®/CTherTEM®-Ratio als auch die CTnateme/CTra-uEPTEM-Ratio scheinen fiir
derartig niedrige NMH-Wirkkonzentrationen sensitiver zu sein, als die Bestimmung der
Anti-Xa-Aktivitét an sich. In Bezug auf tatséchlich vorhandenes NMH kann erst ab einer
CTnateme/CTNa-merTEM-Ratio von <1,08 mit einer Sensitivitit von 97% und einer

Spezifitat von 95% eine Heparinwirkung ausgeschlossen werden. Zusétzlich zeigten sich
p p g ausg g
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in hoheren Konzentrationen von NMH bis 0,8 IE/ml auch Anti-Xa-Aktivitdten <0,1 IE/ml
(z.B. bei 0,8 IE/ml 3/20 Messungen mit Anti-Xa-Aktivitidt <0,1 IE/ml) obwohl NMH
vorlag. Somit zeigt sich hier die Moglichkeit, eine klinisch relevante NMH-Wirkung
auszuschlieBen. Bei einer CTnatema/CTna-nepTEM-Ratio > 2,07 lag mit einer Sensitivitét
von 89,36% und einer Spezifitit von 81,13% eine therapeutische Antikoagulation (Anti-
Xa-Aktivitdt >0,4 IE/ml) vor. Als Konsequenz fiir den klinischen Alltag l4sst sich hieraus
ableiten, dass die ROTEM®-Analyse als bettseitig verfligbare Messmethode sowohl die
Detektion einer therapeutischen Antikoagulation mit NMH als auch den Ausschluss einer
Heparinwirkung durch NMH erméglicht. Dies bedeutet einen erheblichen Zeitvorteil fiir
Therapieentscheidungen, da der Probentransport und die Messung der Anti-Xa-Aktivitét
in einem Zentrallabor entfallen kdnnen. Auch bettseitig kann nun eine Unterdosierung
von NMH bei gewliinschter therapeutischer Wirkung, sowie generell eine
Heparinwirkung durch NMH detektiert und ausgeschlossen werden. Eine
prophylaktische Antikoagulation (Anti-Xa-Aktivitdt 0,2-0,4 IE/ml) ldsst sich mithilfe

einer CTinteme/CTuertEMe- bzw. CTnateme/CTNa-HEPTEM-RAtio aber nicht detektieren.

Als eine potenzielle Limitation der durchgefiihrten Studie kdnnte eine unterschiedlich
groBe Bindung von Heparinen an unspezifische Proteine darstellen. Bis zum heutigen
Zeitpunkt ist nicht in Génze bekannt, an welche Molekiile Heparin zu binden vermag
(Hao et al., 2019). Weiterhing konnte eine Limitation in der zeitlichen Stabilitit der
Proben fiir die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt vorliegen. Bei Lagerung der Proben
unter Raumtemperatur sollte die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt innerhalb von 2
Stunden erfolgen. Auch nach dem Einfrieren der Plasmaproben bei -80 °C zeigt sich eine
verminderte Anti-Xa-Aktivitdt. Als ursdchlich hierfiir wird eine mogliche Aktivierung
von Gerinnungsfaktoren bei niedrigen Temperaturen, oder aber auch durch das Einfrieren
und Auftauen von entstandene Mikrovesikel aus wenigen, nicht abzentrifugierten,
Thrombozyten (Ng et al., 2018). Diese Limitation zeigt sich jedoch generell im klinischen
Alltag. Nicht immer kann die Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt unmittelbar oder auch
iiberhaupt im jeweiligen Labor durchgefiihrt werden. Daher werden diese Proben oftmals
eingefroren und ggf. sogar verschickt. Der Einfluss auf die Anti-Xa-Aktivitét bei einer
Probenlagerung bei 37 ° C ist unbekannt. Durch die Inkubation der Blutproben bei 37 °C
fiir 30 Minuten ist daher ein Einfluss auf die Anti-Xa-Aktivitat moglich.
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Eine weitere Limitation stellt die Auswahl von Enoxaparin als einziges untersuchtes
NMH dar. Obgleich Enoxaparin zu den in Deutschland am hiufigsten eingesetzten NMH
zahlt, unterscheidet es sich teils deutlich von anderen NMH wie z.B. Dalteparin oder
Tinzaparin. Tinzaperin ist das NMH, dass das hdochste durchschnittliche
Molekulargewicht (6,5 kDa) aufweist und halbsynthetisch iiber die Zugabe von
Heparinase hergestellt wird (Boyce and Walsh, 2022). Dalteparin (mittleres
Molekulargewicht 5 kDa) wird, wie Enoxaparin, iiber eine Depolymerisation aus UFH
hergestellt (Dunn and Jarvis, 2000). Enoxaparin und Dalteparin unterscheidet sich in ihrer
Anti-Xa- zu Anti-lIla-Aktivitidt (Enoxaparin 3,9:1; Dalteparin 2,5:1(Gerotziafas et al.,
2007)). Ubertragen auf unser Studiendesign wire es denkbar, dass gerade Dalteparin
ebenfalls Einfluss auf die Messvariablen in der ROTEM® haben konnte, da der
Herstellungsprozess dem von Enoxaparin sehr #hnelt. Eine Ubertragbarkeit auf
Tinzaparin konnte durch die Zugabe von Heparinase bereits im Herstellungsprozess einen
moglichen Einfluss auf die Messvariablen haben, insbesondere auf die Assays mit
Heparinase. Hinzu kommt, dass unterschiedliche Herstellungsverfahren fiir Enoxaparin
existieren, sodass unterschiedliche Enoxaparinpriparate etwas unterschiedliche
Eigenschaften auch in Bezug auf die Wirksamkeit aufweisen (Qneibi et al., 2020). Eine
Generalisierbarkeit der gezeigten Ergebnisse auf andere NMH und auch unterschiedliche

Enoxaparinpréparate miisste also durch weitere Versuche bestitigt werden.

Die allgemeine Limitation der Ubertragbarkeit von in vitro Versuchen auf in vivo
Situationen ist selbstverstidndlich auch bei dieser in vitro Studie gegeben. Zwar stellt die
fehlende Interaktionsmdglichkeit der untersuchten Substanzen, z.B. mit dem Endothel,
eine grundsétzliche Limitation dar, das genutzte Modell war jedoch darauf ausgelegt, die
tatsdchlich gemessene Anti-Xa-Aktivitit als MaB3stab zu nutzen. Insofern spielen in vivo
Prozesse eine nachgeordnete Rolle, da das Modell ideal geeignet erscheint um die
klinische Situation unter Therapie mit UFH/NMH zu simulieren. Auch unter in vivo

Therapie erfolgt die Bestimmung aller Gerinnungsstests schlieBlich in vitro.

Zusammenfassend konnte diese Studie erstmalig zeigen, dass anhand einer

CTinteme/CTrEPTEM®-Ratio bereits geringe Vollblutkonzentrationen (> 0,1 IE/ml) von
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UFH (Schwellenwert CTintem®/CTaePTEM®-Ratio >1,13; Sensitivitdt 100%, Spezifitit
95%) und NMH (Schwellenwert CTinteme/CTrepTEM®-Ratio >1,10; Sensitivitit 75,00%,
Spezifitdt 95,00%) nachgewiesen werden konnen. Mithilfe der Verwendung einer CT-
Ratio aus dem kommerziell erhéltlichen NATEM®-Assay, welches mit dem ebenfalls
kommerziell erhéltlichen hep-tem®-Reagenz zum, in dieser Arbeit als NA-HEPTEM-
Assay bezeichneten Assay kombiniert wurde, kann die Sensitivitdt fiir den Nachweis von
NMH weiter gesteigert werden (Schwellenwert CTnateme/CTna-uepTEM-Ratio >1,08;
Sensitivitit 97,00%, Spezifitit 95,00%).

Die Kombination zweier thrombelastometrischer Assays, jeweils mit und ohne Zusatz
von Heparinase, erlaubt also den Ausschluss, des Vorliegens klinisch relevanter
Konzentrationen von UFH und NMH. Insbesondere fiir die NMH ist dariiber hinaus auch
eine semi-quantitative Abschdtzung dahingehend moglich, ob in einer Blutprobe die
gemessene Anti-Xa-Aktivitdt in dem, im allgemein als therapeutisch angesehenen
Bereich (d.h. 0,4 — 0,8 IE/ml) liegt. In zeitkritischen klinischen Situationen konnte die
Verwendung dieser Assay Kombinationen also dazu beitragen, Therapieentscheidungen
(z.B. Protamingabe bei V.a. UFH / NMH induzierte Blutung, Dosisanpassung bei
prophylaktischer oder therapeutischer Antikoagulation oder die Entscheidung ob ein
(riickenmarksnahes) Regionalanésthesieverfahren durchgefiihrt werden kann zu

unterstiitzen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung: Heparine sind antikoagulatorisch wirksame Polysacharide, die entsprechend ihrer
Kettenlidnge in unfraktionierte (UFH) und niedermolekulare Heparine (NMH) unterteilt werden.
Klinisch werden sie zur Prophylaxe und Therapie von Thrombosen und Embolien, sowie zur
gezielten Hemmung der Blutgerinnung z.B. wihrend Verfahren mit extrakorporaler Zirkulation
(z.B. Dialyse, Herz-Lungen-Maschine) eingesetzt. Das Monitoring der antikoagulativen Wirkung
von UFH erfolgt vornehmlich laborchemisch mittels der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit
(aPTT), der Thrombinzeit (TZ), der activated clotting Time (ACT) und der
Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®). Das Monitoring der NMH erfolgt mittels der sog.
Anti-Xa-Aktivitit, die jedoch von einem Labor abhéngig und hierdurch zeitaufwendig ist. Ziel
dieser Arbeit war es den Effekt, klinisch relevanter Vollblutkonzentrationen von UFH und NMH
auf Variablen der ROTEM® zu beschreiben und hierdurch eine schnellere und bettseitig
anwendbare Methode zur Quantifizierung des antikoagulativen Effektes von Heparinen zu
erhalten.

Methoden: Blut von 20 gesunden Probanden wurde in vitro mit UFH bzw. NMH versetzt (finale
Vollblutkonzentrationen: UFH (0,0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,2; 1,6 IE/ml) bzw. NMH (0,0; 0,1;
0,2; 0,4; 0,6; 0,8 IE/ml)). AnschlieBend erfolgten die Bestimmung der jeweiligen Zeit bis zur
initialen Gerinnselbildung (Clotting Time (CT)) in ROTEM®-Assays (INTEM®, HEPTEM®,
NATEM® und modifiziertes NATEM® mit Heparinase (NA-HEPTEM-Assay)) und die
Bestimmung der Anti-Xa-Aktivitdt. Zusétzlich wurde der Quotient der CTs korrespondierender
Assays (CTinteme/CTuerreme flir UFH und CTnateme/CTrna-ueptem flir NMH) als sog. Ratios
bestimmt.

Ergebnisse: Fiir UFH lisst eine CTinteme/CTuerteMe-Ratio von < 1,13 den Ausschluss relevanter
Heparinkonzentration zu (Sensitivitit 100%, Spezifitit 95%, p<0,0001, AUC 0,9971), bei
> 1,909 liegt eine Vollblutkonzentration vor, wie sie bei einer therapeutischen Antikoagulation
zu erwarten wire (Sensitivitdt 88,46%, Spezifitit 67,8%, p<0,0001, AUC 0,7940). Fir NMH
ermoglicht eine  CTinreme/CThepreme-Ratio von < 1,1 den Ausschluss relevanter
Heparinkonzentrationen (Sensitivitdt 75%, Spezifitit 95%, p<0,0001, AUC 0,8633). Die
CTnatemae/CTra-uertEm-Ratio ermoglicht bei einer Ratio < 1,08 den Ausschluss einer NMH-
Wirkung (Sensitivitdt 97%, Spezifitat 95%, p<0,0001, AUC 0,9780) und weist bei einer Ratio
> 2,074 eine therapeutische Antikoagulation (Sensitivitit 89,36%, Spezifitit 81,13%, p<0,0001,
AUC 0,8547) nach.

Schlussfolgerung: Anhand rotationsthrombelastometrischer Assays mit und ohne Heparinase
lassen sich in vitro Konzentrationen von Heparinen, wie bei einer therapeutischen
Antikoagulation mit UFH und NMH abschétzen und relevante Vollblutkonzentration von UFH
und NMH ausschlieBen. Ferner zeigt sich eine Uberlegenheit der ROTEM®-Analyse im direkten
Vergleich mit der Anti-Xa-Aktivitét fiir minimale Vollblutkonzentrationen von NMH.
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Summary

Introduction: Heparins are anticoagulant polysaccharides, which are divided into unfractionated
(UFH) and low molecular weight heparins (LMWH), according to their chain length. Clinically,
heparins are used for prophylaxis and treatment of thromboses and embolism, as well as for the
targeted inhibition of blood clotting, e.g. during procedures with extracorporeal circulation (e.g.
dialysis, heart-lung machines). The anticoagulating effect of UFH is primarily monitored by
laboratory analyses using the activated partial thromboplastin time (aPTT), the thrombin time
(TT), the activated clotting time (ACT), and rotational thrombelastometry (ROTEM®). LMWH
are monitored by measuring the anti-Xa-activity, which requires a laboratory and is therefore
time-consuming. The aim of this work was to describe the effect of clinically relevant whole
blood concentrations of UFH and LMWH on ROTEM® variables of various assays and to obtain
a faster bedside applicable method for quantifying the anticoagulating effect of heparins.
Methods: Blood from 20 healthy volunteers was spiked in vitro with UFH or LMWH (final whole
blood concentrations: UFH (0,0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,2; 1,6 IE/ml) and LMWH (0,0, 0,1; 0,2;
0,4; 0,6; 0,8 IE/ml)). The respective time to initial clot formation was determined (Clotting Time
(CT)) by ROTEM®-Assays (INTEM®, HEPTEM®, NATEM® and modified NATEM® with
addition of heparinase (NA-HEPTEM-Assay)) and by measurement of the anti-Xa-activity. In
addition, the quotient of the CTs of corresponding assays was calculated as so called ratios (i.e.,
CTinteme/CTrerreme for UFH and CTnateme/CTna-nerTEM fOor LMWH).

Results: For UFH, a CTinrteme/CTuepteme-ratio of < 1,13 allows for the exclusion of relevant
heparin concentrations < 0,1 IE/ml (sensitivity 100%, specificity 95%, p<0,0001, AUC 0,9971);
a CTinteme/CTuerreMe-ratio > 1,909 is indicative for a whole blood concentration as would be
expected with therapeutic anticoagulation (i.e., > 0,3 IE/ml) (sensitivity 88,46%, specificity
67,8%, p<0,0001, AUC 0,7940). For LMWH, a CTinteme/CTuerreme-Ratio of < 1,1 allows the
exclusion of relevant (i.e., < 0,1 IE/ml) heparin concentrations (sensitivity 75%, specificity 95%,
p<0,0001, AUC 0,8633). The CTnateme/CTna-ueprem-ratio allows the exclusion of an LMWH
effect with a ratio < 1,08 (sensitivity 97%, specificity 95%, p<0,0001, AUC 0,9780) and proves
therapeutic anticoagulation (i.e., > 0,4 IE/ml) with a ratio of >2,074 (sensitivity 89,36%,
specificity 81,13%, p<0,0001, AUC 0,8547).

Conclusion: By using ROTEM®-assays with and without heparinase, in vitro heparin
concentrations can be estimated as in therapeutic anticoagulation with UFH and LMWH, and
relevant whole blood concentrations of UFH and LMWH can be excluded. Furthermore
ROTEM® analysis shows superiority in direct comparison with measuring the anti-Xa-activity

for minimal whole blood concentrations of LMWH.
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