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Einfithrung 1

1 Einfuhrung

1.1 Lateral Flow Immunoassay zum Nachweis einer heparin-
induzierten Thrombozytopenie Typ 2 — Rechtfertigung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einem neuen Nachweisverfahren der
heparininduzierten Thrombozytopenie Typ 2 im Sinne eines Lateral Flow Immunoassays zur
erleichterten Diagnostik dieser Nebenwirkung im klinischen Alltag. Einleitend werden hierbei
primdr die zwei unterschiedlichen Formen dieser Krankheit, ihr Verlauf und ihre
Pathogenese, sowohl die daraus folgenden Therapieprinzipien beleuchtet.

Insbesondere aber wird sie sich mit den bereits vorhandenen diagnostischen Moglichkeiten
befassen und ein weiteres neuartiges Testverfahren in diesem Zusammenhang vorstellen.

Die Diagnose einer heparininduzierten Thrombozytopenie oder HIT Typ 2 muss nicht nur
schnell und zuverldssig erfolgen um Komplikationen zu vermeiden, sondern gleichzeitig
wegweisend sein im Hinblick auf etwaige Therapieentscheidungen. Zu diesem Zweck stellt
diese Arbeit einen neu entwickelten Lateral Flow Immunoassay vor: ein mit geringerem
Zeitaufwand und grundlegenden Laborkenntnissen durchzufiihrendes Testverfahren im
Vergleich zur konventionellen HIT-Diagnostik, dessen klinischer Nutzen beziiglich Validitit
und Reliabilitdt untersucht werden soll. Hierzu wurde in zwei Phasen mit unterschiedlichem
Schwerpunkt ein Testprofil erstellt und zusammengefasst. Die Ergebnisse werden gesondert

dargestellt und in einer abschlieenden Diskussion erortert.
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1.2 Die heparininduzierte Thrombozytopenie — eine Ubersicht

1.2.1 Der Ausloser

Das Arzneimittel Heparin besteht aus negativ geladenen Mukopolysacchariden, welche
hauptsichlich aus Iduronsdure- und Glucosaminobausteinen (Glucosamin-N-Sulfat) aufgebaut
sind. Prinzipiell werden zwei Typen unterschieden, welche sich in ihren MolekiilgroBen (im
Mittel 15000 Dalton) und Halbwertszeiten (subcutan appliziert ca. 4h bis 8h) unterscheiden
und in der Konsequenz in ihren Anwendungsgebieten und -indikationen differieren. So kann
man klinisch zwischen niedermolekularem Heparin (LMWH) und unfraktioniertem Heparin
(UFH) unterscheiden (vgl. Herdegen et al., 2008). Die biochemische Grundstruktur von
beiden ist jedoch gleich und besteht aus mehreren Disacchariden (Linhardt et al., 1988)
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Abbildung 1: Der Grundbaustein des Heparins. Dieses Disaccharid bildet das Hauptgeriist (75-90%)

der Struktur von Heparin.
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Das niedermolekulare Heparin zeigt Vorteile in seiner Pharmakokinetik, wie zum Beispiel in
seiner ldngeren Plasmahalbwertszeit und erhohten Bioverfiigbarkeit. Unfraktioniertes Heparin
zeichnet sich durch seine geringeren Kosten und die Moglichkeit zur schnellen
Antagonisierung mit Protamin aus. Jedoch muss die gerinnungshemmende Wirkung der
unfraktionierten Heparine engmaschig tiiberwacht werden. Intravends bzw. subcutan
appliziert, greifen beide in die Gerinnungskaskade ein. Dort wird die Wirkung von
Antithrombin, einem natiirlichen Antikoagulanz des Gerinnungssystems, um ein Vielfaches
verstirkt, und so die Aktivierung des Stuart-Prower-Faktors (Faktor X), eines
Schliisselenzyms der plasmatischen Gerinnung, und einigen anderen Gerinnungsfaktoren
(Prothrombinasekomplex, Faktor XI, Faktor IX) verhindert. Zusétzlich wird Kallikrein
aktiviert. Im Vergleich mit niedermolekularem Heparin inaktiviert unfraktioniertes Heparin
zusitzlich noch Faktor Ila (Thrombin). Die Blutgerinnung kann nun nicht mehr effektiv
ablaufen, was man sich in der klinischen Medizin zu Nutze macht: Indiziert ist Heparin
hauptsichlich in der kurzfristigen Thromboseprophylaxe, insbesondere wenn ein erhohtes

Gerinnungsrisiko der Patienten besteht (z.B. durch Immobilitét).
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Abbildung 2: Das plasmatische Gerinnungssystem und die Auswirkungen von Heparin
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1.2.2 Geschichte der heparininduzierten Thrombozytopenie

Die antikoagulatorische Wirkung von Heparin, das im frithen 20. Jahrhundert aus tierischem
Lebergewebe (Hepar=Leber) isoliert worden war, wurde seit den 1920er Jahren untersucht
und seine Wirkung auf das Gerinnungssystem in mehreren Studien festgehalten. Dies hatte
zur Folge, dass Heparin seit den 1950er Jahren als Gerinnungshemmer und Antithrombo-
tikum fest in der modernen Medizin verankert wurde.

Im Jahre 1957 wurden dann erste Nebenwirkungen in Form von Embolieféllen in Aorta und
IlliakalgefdaBen in Hanover, New Hampshire, wihrend systemischer Heparintherapie
beschrieben (vgl. Weismann et al., 1958). Diese traten meist zwischen dem 7.-15. Tag der
Behandlung auf. Da nach Absetzen des Heparins keine weiteren neu aufgetretenen Embolien
beobachtet wurden, folgerte man einen Zusammenhang mit der Heparinapplikation.

Das Aussehen dieser Embolien wurde als ,,weich und lachsfarben* beschrieben, sie bestanden
zum grofiten Teil aus Fibrin und Thrombozyten (vgl. Weismann et al., 1958). Diese, erst mit
Skepsis betrachteten Beobachtungen aufgrund der vielseitigen Verwendbarkeit des Heparins,
wurden ein paar Jahre spéter erneut nachvollzogen (vgl. Roberts et al., 1964). Auf Grund des
verzogerten Auftretens der Thromboembolien wurde ein immunogenes Geschehen vermutet,
welches sich in den 1970er Jahren durch verschiedene Arbeitsgruppen und vielfaltige
Untersuchungen bestétigte. Hier wurde zum ersten Mal der Zusammenhang mit einem durch
heparinabhéngige Immunglobuline ausgelosten Geschehen hergestellt (vgl. Rhodes et al.,
1973). Man folgerte, dass es spezifische, durch Heparin gebildete Antigenkomplexe geben
miisse, gegen die sich der Kdrper mit einer Bildung von Antikdérpern, welche wiederum mit
besagten Antigenkomplexen interagieren, zur Wehr setzt. Diese Uberlegung konnte aufgrund
der 1992 gemachten Entdeckung des verantwortlichen Komplexes, bestehend aus
Plédttchenfaktor 4 in Verbindung mit Heparin als Antigen fiir die heparinabhingigen
Antikorper, wissenschaftlich belegt werden (vgl. Amiral et al., 1992).

In dieser Zeit wurde ebenfalls der Begriff des ,,White Clot Syndroms* (Akkumulation von
Fibrinaggregaten im arteriellen System) als Synonym fiir die heparininduzierte
Thrombozytopenie Typ 2 beschrieben. Da diese Art von Thromben jedoch ebenfalls bei der
Phlegmasia coerulea dolens auftreten, ist die Bezeichnung, zumindest was die Spezifitét der
Thromben angeht, nicht dquivalent zu gebrauchen.

In den 90er Jahren wurde festgestellt, dass es eine Korrelation zwischen den klinischen

Begleitumstdnden und der Thromboselokalisation gibt, wie weiter unten beschrieben wird.
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Gerade ihr immunogener Charakter und ihr ambivalentes Auftreten machen die
heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2 deshalb heute noch zu einer schwer

einzuschitzenden und gefahrlichen Nebenwirkung der Heparinbehandlung.

1.2.3 Atiologie der heparininduzierten Thrombozytopenie

Auf Grund der unterschiedlichen Molekiilgr68en von beiden Heparintypen steigt das Risiko
einer HIT Typ 2 nach Applikation von unfraktioniertem Heparin (UFH) auf Grund seiner
vermehrten Proteinbindung und seiner hoheren Molekiilgroe (Molekiilmasse von 15-30 kDa
im Vergleich zu 3-5 kDa bei niedermolekularen Heparinen (LMWH)) um ein Vielfaches an
(vgl. Greinacher et al., 2010).

Man unterscheidet klinisch zwei Typen der heparininduzierten Thrombozytopenie:

Zum einen die heparininduzierte Thrombozytopenie vom Typ 1, welche mit einem moderaten
Abfall der Thrombozyten verbunden ist und meist direkt zu Beginn, d.h. in den ersten Tagen
der Heparin-Therapie, auftritt. Dieser Plattchenabfall beruht auf einer direkten
Wechselwirkung zwischen Thrombozyten und Heparin und ist nicht immunogen vermittelt,
sondern hauptsidchlich auf die negative Ladung und die GroBe der Heparinmolekiile
zuriickzufiithren. Die MolekiilgroBe des Heparins ist direkt proportional zu deren
Bindungskapazitit und nimmt somit FEinfluss auf das Ausmafl der Stimulation bei der
Thrombozytenaktivierung (vgl. Horne et al., 1990).

Die genaue biochemische Wechselwirkung ist noch nicht vollstindig geklért, doch scheint
dieser Aktivierungseffekt iiber den Glycoproteinrezeptor IIb/Illa abzulaufen (vgl. Chong et
al., 1989).

Die Plittchenzahlen stabilisieren sich in der Regel wieder spontan und eine medikamentdse
Intervention ist nicht notwendig. Die Heparintherapie kann und sollte sogar fortgesetzt
werden (vgl. Greinacher et al., 2003).

Die heparininduzierte Thrombozytopenie vom Typ 2 ist wesentlich komplexer in ihrer
Atiologie und tritt meist erst nach ca. 5-10 Tagen withrend der Heparinbehandlung auf, wobei
das Auftreten primir unabhingig vom jeweiligen Heparintyp (LMWH/UFH) ist

(vgl. Warkentin et al., 1995; Greinacher et al., 1994b).

Das Risiko liegt jedoch, wie oben beschrieben, bei unfraktioniertem Heparin hoher und
steigert sich sogar noch bei Verabreichung von bovinem UFH im Vergleich zu porcinem

UFH, wie sich in mehreren Studien herausstellte (vgl. Schwartz et al., 1985; Francis et al.,
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2003). Die Ursache hierfiir zeigt sich in einer erhdhten Thrombozytenaktivierungsaffinitét
und einem unterschiedlichen biochemischen Profil von bovinem Heparin (Sulfat-Disaccharid-

Verhiltnis) (vgl. Casu et al., 1983).

1.2.4 Symptomatik

Die heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2 ist eine ernst zu nehmende Nebenwirkung der
Heparingabe  und  stellt die  haufigste  Ursache  fiir  arzneimittelbedingte
Immunthrombozytopenien (in 85-90% der Fille) dar (vgl. Greinacher et al., 2010). Diese
treten im Zeitraum von ca. zwei Wochen nach Applikation in unterschiedlichem Ausmal}
(definitionsgemal weniger als 150 x 10"9) auf und bringen schwerwiegende Folgen fiir den
Patienten im Sinne von paradoxen Thromboembolien und Gerinnungsstérungen mit sich (vgl.
Greinacher et al., 2010).

Endotheliale Zellen werden stimuliert und das Gerinnungssystem zu einer massiven
Produktion von Thrombin angeregt (vgl. Greinacher et al., 2010). Des Weiteren werden
zusdtzlich Monozyten aktiviert, welche wiederum prokoagulatorische Molekiile freisetzen
(vgl. Pouplard et al., 2001).

Diese, sich akkumulierenden Wechselwirkungen kénnen lebensbedrohliche Folgen nach sich
ziehen, insbesondere durch das Auftreten von Thrombosen und daraus folgenden Embolien.
Blutungen hingegen treten selbst bei sehr geringen Plédttchenzahlen praktisch nicht auf.
Zusitzlich werden Hautldsionen bis hin zu Nekrosen der subkutanen Einstichstellen
beschrieben, welche im Mittel 8 Tage nach Beginn der Heparintherapie auftreten (vgl.
Hasegawa, 1984; MacLean et al., 1990). Dennoch sind diese Nebenwirkungen nicht
obligatorisch fiir das Vorliegen einer HIT Typ 2. Bei alleinigem Auftreten einer
Thrombozytopenie ohne initiale Thrombose nach Heparingabe spricht man von einer
»isolierten HIT*. Das Risiko einer spéter auftretenden Thrombose bleibt jedoch bestehen

(52,8 % nach 30 Tagen) (vgl. Warkentin et al., 1996c¢).
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1.2.5 Pathogenese

Der Pathomechanismus der HIT Typ 2 beruht auf einer Antigenkomplexbildung von
Plattchenfaktor 4, einem Plasmaprotein, mit den verabreichten Heparinmolekiilen und einer
konsekutiv immunvermittelten Antikérperproduktion (vgl. Boshkov et al., 1993).

Diese Antigenkomplexbildung ist stark von der jeweiligen Konzentration von Heparin und
dem Pléttchenfaktor 4 abhéngig (vgl. Greinacher et al., 1994b; Amiral et al., 1995). Durch
negative Ladung und die Molekiilgroe der jeweiligen Heparinart beeinflusst, konnen diese
Komplexe nun iiber die Heparin-Bindungsstelle an Thrombozyten anbinden (Van Rijn et al.,
1987, Horne et al., 1996). Hierbei besteht jedoch auch die Vermutung, dass der
Plattchenfaktor 4 diese Bindung hervorruft (vgl. Capitanio et al., 1985). Einerseits nun durch
die Anlagerung der Antikorper (siehe unten) an besagte Komplexe, andererseits durch direkte
Aktivierung durch Heparin oder Zell-Zell-Interaktionen werden die Thrombozyten zur
Ausschiittung von prokoagulatorischen Substanzen angeregt (vgl. Marcus et al., 1995;
Schattner et al., 1993). Die Antikorperbindung findet an speziellen Rezeptoren statt (sieche
unten) und fiithrt zu einer Bildung von Diacylglycerol (DAG) und Inositol Triphosphat (IP3)
sowie einer konsekutiven Freisetzung von Calcium, was nachfolgend zu einer
Plattchenaktivierung fiihrt (vgl. Chacko et al., 1994).

Entgegen der Erwartung wird die heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2 aber nicht zu
den Immunreaktionen vom Typ III, sondern zu den zytotoxischen Antikdrperreaktionen

gerechnet (vgl. Roitt et al., 1985).
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Abbildung 3: Pathogenese der HIT Typ 2 im Uberblick

1.2.5.1 Lokalisation

Klinisch treten die Thrombosen sowohl im vendsen als auch im arteriellen Blutsystem auf.
Klinische Studien belegten, dass die Lokalisation der Thromben von den klinischen
Begleiterscheinungen und dem postoperativen Status der Patienten abhingt (vgl. Boshkov et
al., 1993). So wurde zum Beispiel eine Hiufung von vendsen HIT-Thrombosen bei
chirurgischen Patienten beobachtet, wobei ein vermehrtes Auftreten arterieller Verschliisse
bei Patienten mit kardiovaskuldren Vorerkrankungen beobachtet wurde. Insgesamt kann von
einem 2:1 Verhiltnis in Bezug auf vendse Thrombosen ausgegangen werden, wobei ein

gleichzeitiges Auftreten nicht auszuschliefen ist (vgl. Ortel et al., 1998).
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1.2.5.2 HIT-Antikorper

Gegen PF4/Heparin-Komplexe produziert das Immunsystem Antikorper, welche an die
gebildeten Antigenkomplexe binden, damit die HIT Typ 2 auslosen und die pathologische
Gerinnungskaskade in Gang setzen. In dieser ,,Dreierkonstellation® (PF4, Heparin, HIT-
Antikorper) ist es erst moglich, die Thrombozytenaggregation auszulosen. Ob die
Komplexbindung an die Thrombozyten nun vor oder nach Anlagerung der Antikorper ablauft,
ist in vivo bisher noch nicht ausreichend geklért.

Einige Studien belegen eine unabhidngige Monozytenaktivierung durch Antikdrper, welche
eine gesteigerte Gewebefaktorproduktion zur Folge hat. Dies kann alternativ zu Thrombosen
fiihren (vgl. Pouplard et al., 2001).

In den meisten klinischen HIT - Féllen konnen diese Antikorper der IgG-Klasse zugeordnet
werden (vgl. Bakchoul et al., 2009). Die Pathogenitit dieser Antikdrper hingt zum grof3en
Teil von ihrer Rezeptoraffinitit und ihrer Konzentration im Blut ab. So zeigen z.B. IgG-
Antikorper eine hohere Affinitdt zum PF4-Heparinkomplex als IgA und IgM (vgl. Bakchoul
et al., 2009). Desweiteren wurden zugleich mehrere neue Antikdrperepitope auf den PF4-
Heparinkomplexen identifiziert, was die Vermutung bestitigt , dass die HIT-Antikorper nicht
aquivalent binden, sondern ihre Pathogenitét affinitdtsbezogen vermitteln (vgl. Horsewood et
al., 1996; Pouplard et al., 1997). Die Antikérpersynthese findet normalerweise nur in den
ersten 5-10 Tagen nach Heparinapplikation statt. Das Risiko erst nach 10 Tagen
kontinuierlicher Heparintherapie HIT-Antikorper zu bilden, sinkt dementsprechend stark ab.
Das Auftreten einer Thrombozytopenie korreliert jedoch damit nicht und kann, wie oben

beschrieben, auch noch einige Zeit spiter auftreten (vgl. Warketin et al., 1995).

1.2.5.3 Der Antikorperrezeptor

Die Fc-Abschnitte der IgG-Molekiile binden an die FcyRIla-Rezeptoren der Blutpléttchen.
Dieser FcyRIIa-Rezeptor ist ein Rezeptorsubtyp mehrerer iibergeordneter Rezeptorklassen,
wobei sich die extrazelluliren Komponenten der einzelnen Unterklassen nur geringfiligig
unterscheiden (vgl. Brooks et al., 1989). Es handelt sich hierbei um ein 40kDa Glykoprotein,
welches hauptsichlich auf Blutpldttchen exprimiert wird (vgl. Rosenfeld et al., 1985). Die
Affinitdt dieser Rezeptorenklassen ist, abhingig von der bindenden Antikorperklasse,

variabel. Der FcyRIla-Rezeptor weist eine niedrige Affinitit zu IgG-Antikorpern auf und



Einfithrung 10

interagiert speziell mit Immunkomplexen (Antigen-Antikorper) (vgl. Warmerdam et al.,
1991). Die FcyRIla-Rezeptorendichte variiert innerhalb eines Individuums nur unwesentlich,
wobei verschiedene Patienten unterschiedliche Dichteparameter aufweisen konnen (vgl.
Rosenfeld et al., 1987). Uber einen spezifischen ADP-abhiingigen Signaltransduktionsweg

(vgl. Gratacap et al., 2000) wird nach Antikérperbindung eine calciumabhédngige Asymmetrie
der Thrombozytenmembran erreicht, d.h. die Membran wird instabil und die Thrombozyten
verlieren ihre strukturelle Integritdt. Diese Degranulierung der Zellmembran fiihrt zu einer
Freisetzung prokoagulatorischer Substanzen wie zum Beispiel Thromboxan A2 (vgl. Chong
et al., 1981). In der Folge verlieren die Thrombozyten ihre Stabilitét, aggregieren leichter und
die Zahl der funktionsfdhigen Blutplattchen sinkt. Somit nimmt der FcyRIla-Rezeptor eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der HIT Typ 2 ein (vgl. Anderson et al., 1990). In
weiteren Studien wurde ein Polymorphismus der Aminosdurensequenz des Rezeptors
nachgewiesen und untersucht. Eine Punktmutation an Position 131 sorgt fiir einen Austausch
zwischen Arginin und Histidin. Hier zeigte sich, dass die Variante FcyRIla-R/R131, durch
verminderte Phagozytose und somit ldngerem Verbleib im Blutkreislauf, eher mit
thrombotischen Komplikationen und vermehrter Thrombozytenaktivierung assoziert ist.
Zusitzlich wurde eine verstirkte Reaktion dieser Rezeptorvariante mit HIT-Antikorpern

beschrieben (vgl. Lena et al., 1998).

1.2.6 Klinische Manifestationen

Das zeitliche Fenster der Erstmanifestation klinischer Symptome kann variieren. So wird
zusdtzlich zum regelhaften Auftreten nach ungefahr 5-10 Tagen sowohl ein ,,Rapid Onset* als
auch ein selteneres ,,Delayed Onset“ beschrieben, welche mit einer eindriicklichen
Thrombozytopenie direkt (1-2 Tage) nach Heparingabe bzw. mit einer verspiteten
thrombozytopenischen Symptomatik mehrere Tage nach dem Absetzen von Heparin
einhergehen. (vgl. Tholl et al.,, 1997; Gruel et al., 2003; Warkentin et al., 2001). Die
Wahrscheinlichkeit des ,,Rapid Onset“ korreliert stark mit dem Zeitrahmen der
vorangegangen Applikation von Heparindosen und dem daraus resultierenden Antikorpertiter.
(vgl. Warkentin et al., 2001).

So wurden Patienten mit einer kiirzlich stattgehabten Heparintherapie beschrieben, die ohne
primidre Thrombozytopenie bei einer zweiten Heparintherapie akut progrediente

Thrombozytopenien und paradoxe Thrombosen entwickelten. Gleichzeitig schien es Patienten
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mit typischer HIT-Symptomatik zu geben, die auf eine erneute Heparintherapie iiberhaupt
nicht reagierten (vgl. Warkentin et al., 2001; Lindhoff-Last et al., 2002).

Bei dem ,,Delayed Onset* einiger, mit Heparin in der Vorgeschichte (ca. 30-40 Tage vorher)
behandelter Patienten fanden sich immer noch stark erhdhte Antikorpertiter und wieder neu
aufgetretene Thrombozytopenien trotz fehlender aktueller Heparintherapie. In einigen Féllen
wurde sogar eine heparinunabhingige Plittchenaktivierung beschrieben (vgl. Kelton et al.,
1981).

Schlussfolgernd wurde festgestellt, dass in Bezug auf die diversen zeitlichen
Erscheinungstypen der HIT Typ 2 die heparinspezifischen Immunglobuline nur relativ kurz
(im Median ca. 50 Tage) im Blut persistieren, und die Nachweiswahrscheinlichkeit sowohl in
Antigen- als auch Aktivierungsassays proportional der zeitlichen Entfernung zur ersten
positiven Testung abnimmt. Diese unterschiedlichen zeitlichen Intervalle werden im Rahmen
eines Autoimmunprozesses betrachtet.

Warum dieser Immunprozess nicht bei allen HIT-Patienten auftritt, ist bisher noch unklar,
wird aber mit einer genetischen Pradisposition, wie zum Beispiel einem erhohten PF4-Level
im Blut, der Dichte und Polymorphismen der FcyRIla-Rezeptoren auf den Blutplédttchen und
der Hohe der Heparindosis sowohl der verwendeten Heparinart (UFH vs. LMWH), in
Verbindung gebracht. Diese unterschiedlichen Morphologien besitzen deshalb eine hohe
pathologische Relevanz, da sich durch sie verstirkt bzw. vermindert wirksame Angriffspunkte
im Entstehungsmechanismus der HIT Typ 2 ergeben. Des Weiteren scheint die jeweilige
medizinische Behandlung ebenso eine nicht zu unterschétzende Rolle zu spielen, bezogen auf
den Vergleich zwischen konservativer und chirurgischer Behandlung (vgl. Chong et al., 1993;
Karas et al.,, 1982; Denomme et al., 1997). So variiert die Wahrscheinlichkeit der
Antikorperbildung nach Gabe von UFH zwischen 2% bei rein kardial behandelten Patienten,
bis 50% bei kardial-chirurgisch behandelten Patienten. Dies bestétigt nur das komplizierte
Zustandekommen der Antigenkomplexe durch Heparinmolekiile, dem PF-4 Blutspiegel und

den herrschenden Blutzirkulationsbedingungen.
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1.2.7 Klinische Diagnostik

Das Hauptmerkmal der HIT Typ 2 sind die thromboembolischen Komplikationen nach
Heparingabe, wobei diese relativ eng mit spezifischem zeitlichen Auftreten, Lokalisation und
Starkegrad assoziiert sind. Fiir eine genauere klinische Orientierung und diagnostische
Hilfestellung ist der sogenannte 4T-Score von grofler Bedeutung. Dieser Score setzt sich aus
der Summe von vier Unterkategorien (im Einzelnen: Thrombozytopenie, Thrombose,
zeitlicher Einordnung des Plittchenabfalls bzw. Auftreten einer Komplikation und anderen
Komplikationen, evtl. andere bekannte Ursachen des Pldttchenabfalls) zusammen. Fiir jede
dieser Unterkategorien werden je nach Schweregrad bis zu zwei Scoring-Punkte vergeben
und danach addiert. Bei der Thrombozytopenie wird ein Plattchenabfall < 30% des
Ausgangswertes oder ein Nadir von <10.000/ul mit null Punkten bewertet. Dementsprechend
werden bei 30-50% Plittchenabfall (Nadir 10.000-19.000 ul) ein Punkt und bei > 50% (Nadir
>20.000 ul) zwei Punkte vergeben. Im Falle einer Thrombose werden bei keiner
nachweisbaren Thrombose null Punkte vergeben, ein Punkt, falls der Verdacht auf eine alte
bzw. wieder aufgetretene Thrombose besteht, und zwei Punkte im Rahmen einer neu
nachgewiesenen Thrombose. Den zeitlichen Rahmen (Time) bewertet man mit null Punkten,
wenn der Pléttchenabfall weniger als vier Tage besteht und keine Heparinapplikation
stattgefunden hat. Wenn die Heparingabe > 11 Tage zurlickliegt oder die Pléttchen in den
letzten 30-100 Tagen akut, bei vorheriger Heparingabe, abgefallen sind, so wird ein Punkt
vergeben. Falls sich der zeitliche Rahmen auf die letzten 5-10 Tage nach Heparingabe bezieht
oder der Pldttchenabfall sich absolut akut vollzogen (< 1 Tag) hat bei letzter stattgehabter
Heparinapplikation in den letzten 1-30 Tagen, so betrdgt der Wert im 4T-Score 2 Punkte.
Wenn anzunehmen ist, dass wahrscheinlich andere Ursachen fiir die Thrombozytopenie und
andere parallel aufgetretene HIT-Symptome in Frage kommen, werden in der vierten
Kategorie (oTher Explanations) null Punkte vergeben, ein Punkt bei hypothetisch anderen
Ursachen im Rahmen anderer hdmatologischer Erkrankungen oder Medikamenteneinnahme,
zwei Punkte bei absoluter Sicherheit und Ausschluss anderer Kausalketten. Ein Summenwert
von 0-3 spricht gegen eine klinisch relevante HIT Typ 2, wobei dennoch eine
Antikorperbildung mit geringer Plédttchenaktivierungsaffinitdt moglich ist. Ein Punktewert ab
6 lasst eine hohe Wahrscheinlichkeit annehmen (vgl. Lo et al., 2006)



Einfithrung 13
Patientenname: Geburtsdatum: verwendeter Heparintyp:
Klinischer Score: 4T-Score (Wahrscheinlichkeit einer HIT Typ I1)
Punktewert 2 0 Patientenscore:
Plattchenabfall > 50 % Plattchenabfall 30-50 % Plattchenabfall < 30 %
des Ausgangswertes / des Ausgangswertes des Ausgangswertes
1.7 Thrombozytopenie Nadir > 20.000/ul Nadir 10.000-19.000/pl Nadir < 10.000/ul
Neue Thrombose (sicher), |V.a. auf alte, progressive / |Keine Thrombose
Thrombose/ Hautnekrose, recurrente Thrombose,
2.T Ischémie/ Akute systemische Reak-  |erythematdse Hautlasion
Nekrose/ tion nach UFH-Bolus
Beginn: 5-10 Tage nach Beginn: > 11 Tage nach Beginn: Pléttchenabfall
Heparingabe oder Platt- Heparingabe oder Platt- < 4 Tagen ohne kiirzliche
3T Zeitverlauf (Time) chenabfall < 1 Tag chenabfall < 1 Tag Heparingabe
(Heparingabe innerhalb (Heparingabe innerhalb
1-30 Tage zuvor) 30-100 Tage zuvor)
Andere Ursachen der Keine anderen Ursachen  |Eventuell andere Ursachen |Wahrscheinlich andere
4.7 Thrombozytopenie méglich méglich Ursachen
(oTher Explanations)
Gesamtwert:

Klinische Wahrscheinlichkeit einer HIT Typ II:

Datum, Stempel der Station:

0-3 Punkte: niedrig
4-5 Punkte: mittel
6-8 Punkte: hoch

Arztunterschrift:

Abbildung 4: 4T-Score-Modifikation aus Greifswald

1.2.7.1 Interpretation der Diagnostik

Die endgiiltige Diagnose einer heparininduzierten Thrombozytopenie Typ 2 setzt sich sowohl
aus klinischen (4T-Symptomen), als auch aus laborchemischen Parametern zusammen. Bei
hohem klinischen Verdacht aber negativen Testergebnissen ist eine eventuelle
Testwiederholung anzuraten, wobei ein negatives Testergebnis in beiden Testverfahren eine
HIT Typ 2 relativ unwahrscheinlich macht. Hierbei sollte sowohl die Héaufigkeit der
Thrombozytopenie im klinischen Alltag unabhédngig von HIT-Antikorpern bedacht werden,
als auch der eventuelle Antikérpernachweis ohne klinische Symptomatik (Lubenow et al.,
2000). An erster Stelle steht jedoch das individuelle Wohl und Risiko des Patienten und

macht einen durchdachten Therapie- und Entscheidungsplan unerldsslich.
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Behandlungsschema HIT

Hohe Wahrscheinlichkeit im 4T-Score Niedrige Wahrscheinlichkeit im 4T-Score

\ ./

‘ Klinische Beurteilung ’

h
Heparin absetzen, J ‘

Alternatives Antikoagulanz

Heparintherapie fortsetzen

Unter Kklinischer Kontrolle ’

verabreichen

HIT-Testung

(Antigen-/Aktivierungsassay)

Keine weitere Heparingabe,
Alternative Antikoagulation fortfihren
bis Thrombozytenanstieg

Klinik beachten, ’

‘ Heparin weitergeben

Abbildung 5: Ubersicht iiber den Handlungsablauf bei Verdacht auf eine HIT Typ 2. Wichtig ist hier

die zusammenhingende Beurteilung zwischen klinischem Bild und diagnostischem Laborverfahren.

1.2.8 Immunologische Diagnostik und Testverfahren

Da die heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2 in ihrer Pathogenese auf einer
Immunkomplexbildung durch Antikdrper beruht, sind verschiedene Laborverfahren
entwickelt worden, welche auf die Detektion der HIT-Antikorper bzw. ithrer Komplexe
ausgerichtet sind. Hierbei zielt die Diagnostik primér auf den Ausschluss einer HIT Typ 2 ab,
d.h. der negativ pradiktive Wert nimmt die wichtigste Rolle in diesem Prozess ein.

Zum anderen wird aber der alleinige immunologische Nachweis bzw. Ausschluss dem
komplexen Bild der HIT Typ 2 nicht gerecht und eine endgiiltige Diagnose sollte erst nach
Beurteilung des klinischen Status erfolgen (4T-Score). Hierbei sollten vor allem die
Thrombozytopenie bzw. stattgehabte Thrombosen eine Rolle spielen.

Zum Nachweis einer HIT werden hauptsdchlich zwei unterschiedliche immunologische
Testverfahren (Assays) angewendet: Antigen- und Aktivierungstestungen.

Antigentestungen  weisen  direkt die  HIT-Antikorper durch  Bindung nach.
Aktivierungstestverfahren messen das Ausmall der Thrombozytenaktivierung nach einer

Antigen-/Antikorperbindung.
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1.2.8.1 Aktivierungstestverfahren

Aktivierungstestungen beziehen sich auf die thrombozytire Reaktion nach Zugabe von
Patientenserum und Heparin. Hier wird das Ausmal der Aktivierung quantifiziert (z.B. als
Agglutination). Die sich aus den jeweiligen Testungen ergebenden immunologischen
Moglichkeiten und Voraussetzungen variieren je nach verfiigbarem Testverfahren.

Die Aktivierungstestungen konnen grundsitzlich in zwei Kategorien aufgeteilt werden:
diejenigen Testverfahren, in denen die Patientensera mit gewaschenen Thrombozyten versetzt
werden (,,Washed platelet assays®) und Aktivierungstestungen in denen plattchenreiches
Citratplasma verwendet wird (,,c-PRP assays®).

Die ,,washed platelet assays® bilden die Grundlage fiir die meisten heute gebriuchlichen
Testungen auf HIT-Antikdrper, wie zum Beispiel dem ,,Serotonin release assay® (SRA) oder
dem ,,Heparin induced platelet activation assay* (HIPA). Diese Testverfahren sind heute der
Goldstandard in der Diagnostik der HIT Typ 2 und zeichnen sich durch hohe Spezifitdt und
Sensitivitdt aus. Der HIPA wird vorzugsweise in Europa angewendet, wahrend der SRA
hauptsédchlich in den USA und Kanada eingesetzt wird.

Das Prinzip hierbei beruht auf der Herstellung einer Plédttchensuspension aus Vollblut, welche
durch mehrmaliges Zentrifugieren und einer zwischenzeitlichen pH-Wert Senkung entsteht.
Diese pH-Wert Senkung ist existenziell um eine Aggregation der Thrombozyten zu
verhindern.

Nach abgeschlossener Waschung werden die gereinigten Plittchen mit dem zu testenden
hitzeinaktivierten (Prophylaxe vor Plittchenaktivierung durch Thrombin) Patientenserum und
Heparin versetzt. Um eine falsch positive Reaktion der Probe sicher erkennen zu konnen,
wird jeweils eine therapeutische Heparindosierung (0,2 U/ml eines niedermolekularen
Heparins) verwendet. Zusétzlich wird mit einer extrem hohen Heparindosis (100 U/ml UFH —
hierbei sollte keine Reaktion stattfinden) gegengetestet. Optional kann zusitzlich eine
Testung mit ,,Heparin-Alternativen®, z.B. Danaparoid durchgefiihrt werden um eventuelle
Kreuzreaktionen zu erkennen (vgl. Greinacher et al., 1991). Die Endpunkte dieses Tests sind
variabel und liegen je nach Testverfahren im direkten Nachweis von Plittchenaggregation,
Freisetzung von vorher markiertem Serotonin oder der Messung des ADP-Gehaltes mittels
Luminometrie. Eine positive Reaktion ist dann eindeutig gegeben, wenn die Suspension mit
der therapeutischen Heparindosierung aggregiert und beide anderen Proben negativ ausfallen
(vgl. Greinacher et al., 1991; Eichler et al., 1999). Die gravierendsten Nachteile dieses

Testverfahrens sind der hohe zeitliche Aufwand und die anspruchsvollen Voraussetzungen
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was Ausstattung und Erfahrung angeht. Aktivierungstestungen mit plattchenreichem
Citratplasma (c-PRP Assays) werden heute auf Grund diverser Komplikationen im
Testverlauf eher seltener verwendet. Das Prinzip beruht hier auf einer direkten Verwendung
von pléttchenreichem Citratplasma mit pléttchenfreiem zu testendem Patientenplasma, das
nach dem Ausschluss unspezifischer Aggregationen (15min Zuwarten) mit Heparin versetzt
wird. Die Endpunkte dieses Testes setzen an zwei Stellen an. Zum einen wird die Aggregation
mit einer therapeutischen Heparindosis (0,5 U/ml) und dem zu testenden Serum eingeleitet.
Zum anderen wird dieselbe Aggregation mit oben erwidhnter, sehr hoher Heparindosis (100
U/ml), abgebrochen. Nachteile dieses Testverfahrens bestehen einerseits in der Gefahr einer
falsch positiven Testinterpretation bei stattgefundener Aggregation, zum Beispiel ohne
Einwirken von HIT-Antikérpern und andererseits in einer falsch negativen Auswertung, falls
die Pléttchenaggregation schon vor Heparinaddition beginnt (vgl. Chong et al., 1993;
Goodfellow et al., 1998).

Im Bezug auf die Sensitivitit beider Testverfahren zeigt sich eine deutliche Gewichtung auf
Seiten der ,,Washed platelet assays* von 65-94% gegentiber den ,,c-PRP Assays* mit 39-81%
(vgl. Walenga et al., 1999).

So zeigte sich zum Beispiel im direkten Vergleich zum ,,HIPA Assay®, dass der ,,c-PRP
Assay* nur 23 von 70 Patienten richtig positiv erkannte, aber von 24 Patienten, die im ,,c-PRP
Assay* richtig positiv getestet wurden, der ,,HIPA Assay* nur einen Patienten falsch negativ

bewertete (vgl. Greinacher et al. 1994a).

1.2.8.2 Antigentestverfahren

Die Antigentestungen konnen, wie auch die Aktivierungsverfahren, in verschiedene
grundlegende Testprinzipien kategorisiert werden. So finden sich auf der einen Seite
Testverfahren, in denen eine so genannte ,feste Phase® verwendet wird, d.h. die zum
Nachweis von HIT Typ 2 spezifischen Antikorpern benétigten Substanzen wie Heparin und
Plattchenfaktor 4 werden schon vor der eigentlichen Testung zusammengefiihrt und inkubiert.
Durch Waschung mit einem Phosphatpuffer wird die Reaktion beendet und das Testserum
hinzugefiigt. Die nun gebundenen Antikoérper werden mit markierten sekunddren IgG-
Antikorpern durch Bindung und der nach Substratgabe folgenden Verdnderung der
Absorption nachgewiesen. Hierbei ist insbesondere der PF4-Polyvinylsulfonattest zu nennen

(vgl. Collins et al., 1997; Visentin et al., 2001; Pouplard et al., 2010).
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Auf der anderen Seite stehen die ELISA-Testverfahren, die eine ,,fliissige Phase* verwenden.
Hierbei werden Antigenkomplexe und Antikdrper in einem fliissigen Medium vermischt
(Heparin, PF4, Patientenserum), inkubiert und mit einem speziellen Protein (G-Sepharose)
zentrifugal vermischt (vgl. Newmann et al., 1998). Wihrend der Zentrifugation binden die
Immunkomplexe an das Protein an und konnen durch nachfolgende Zugabe und Bindung der
Streptavidin-Peroxidase an den neu entstandenen Komplex quantifiziert werden. Urspriinglich
wurde diese Technik angewendet, um Antikorper gegen bestimmte Staphylokokkenstdmme
zu bestimmen (vgl. Nagi et al. 1993). Im Vergleich zu den Testverfahren mit einer ,,festen
Phase* scheint es eine niedrigere Rate falsch positiver Ergebnisse zu geben. Dies liegt zum
einen darin begriindet, dass weniger unspezifische Antikorperbindungen auftreten und zum
anderen in einer moglichen Interaktion von PF4 und dem Oberflichenplastik der

Mikrotiterplatte (vgl. Newmann et al., 1999).

1.2.8.2.1 Partikel Gel Immuntest

Das Prinzip dieser immunologischen Testung ist grundlegend ebenfalls zu den antigenen
Testverfahren zu rechnen, welche eine ,feste Phase” verwenden, soll aber in seiner
Durchfithrung und den damit verbunden Anforderungen auch im Hinblick auf den weiteren
Verlauf dieser Arbeit, gesondert vorgestellt werden.

Hinsichtlich des Verfahrens werden hierbei Trigerstoffe (z.B. Styropor) mit PF4 und Heparin
versetzt, wobei diese entweder schon fest auf einem Medium vorgegeben sind oder separat zu
dem Testserum in ein Mikroreaktionsgefdll appliziert werden. Die genauen Dosierungen
variieren je nach Test. Nach einer jeweils testspezifischen Inkubationszeit werden die
Suspensionen zentrifugiert und ausgewertet. Bei Anwesenheit von heparinabhingigen
Antikdrpern agglutinieren die Trédgerstoffe und bilden entweder eine Schicht an der
GefaBoberfliche oder dispergieren in der Fliissigkeit. Bei negativer Testreaktion fallen sie am
Gefallgrund aus. Die positive Reaktion kann auch durch Farbinduktion oder
Absorptionsmessung festgestellt werden (vgl. Eichler et al., 2001). Die Reaktionsstdrke und
-wahrscheinlichkeit ist proportional zum Antikorpertiter des jeweiligen Serums, wobei dies
nicht fiir das klinische Bild der HIT Typ 2 gilt. Die Vorteile dieses Testverfahrens liegen in
der schnellen Durchfiihrung und bereits vorgefertigten Testmaterialien. Ablauffehler werden
so minimiert, jedoch kann die Testauswertung nicht immer eindeutig sein. So wurde eine

Variabilitit der Ergebnisse nach mehrmaliger Testung beschrieben (vgl. Alberio et al., 2003).
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Die Testsensitivitit liegt im Bereich der anderer konventioneller Antigentestungen mit ,,fester
Phase* (vgl. Eichler et al., 2001). In weiteren Testverfahren (vgl. Risch et al., 2003) fanden
sich Hinweise auf eine hohe Rate falsch positiver Testergebnisse. So wurden 42 klinisch
komplett unauffillige Herzpatienten 10-18 Tage postoperativ. sowohl mit einem
konventionellen Antigenverfahren als auch mit dem Partikel Gel Immuntest untersucht. Die
positiven Ergebnisse differierten zwischen 69% im PaGIA und 26% im EIA. Diese
Ergebnisse zeigen eine weitaus niedrigere diagnostische Spezifitdt als die der Antigenassays
mit ,,fester Phase®. Jedoch ist hierbei festzuhalten, wie oben erwihnt, dass das primire Ziel
der Diagnostik ein hoher negativ pradiktiver Wert darstellt.

In Bezug auf den NPV wurden verschiedene Testverfahren verglichen und stellten einen
negativ priadiktiven Wert von 1 fiir zwei Elisatestungen (Poly-ELISA fiir IgG, IgA und IgM
und IgG-spezifischer ELISA) fest. Der NPV des PaGIA lag hierbei nur bei 99,5% (vgl.
Bakchoul et al., 2009).

1.2.8.3 Andere Testverfahren

Es existieren noch weitere verschiedene Testverfahren um die HIT Typ 2 nachzuweisen,
wobei deren Einsatz umstritten ist, so zum Beispiel eine Testgruppe, welche die direkte
Bindung von heparinabhidngigen Antikorpern an Thrombozyten nachweisen soll (vgl.
Griffiths et al., 1997). Dadurch, dass diese jedoch nur von wenigen Antikdrpern verursacht
werden kann, welche gleichzeitig aber eine starke Pliattchenaktivierung hervorrufen kénnen,
ist die Testreliabilitdt eingeschrankt. Weitere dieser Testtypen, welche unter anderem direkt
den Anstieg der bindungsfdhigen HIT-Antikdrper im Serum nachweisen sollten (vgl. Lynch et
al., 1985), wurden von den spezifischeren Antigentestungen (PF4-Test) abgelost. In diesem
Zusammenhang ist auch der so genannte SPRCA (solid phase red cell assay) zu nennen, ein
Testverfahren welches IgG bedeckte Indikatorzellen verwendet, die mit Heparinserum oder
Heparinalbumin vermischt werden um eine Reaktion nachzuweisen. Der Grad der Ausfillung
der Indikatorzellen wird anschlieBend auf einer Skala von 1 bis 10 (schwache vs. sehr starke
Ausfillung) bestimmt (vgl. Leach et al., 1994; Leach et al., 1995; Leach et al., 1997; Sinor et
al., 1990). Nachteilig haben sich hier die untersucherspezifische Testauswertung bzw. die
subjektive Scorebewertung und eventuelle Beeinflussung des Testergebnisses durch

thrombozytenspezifische Alloantikdrper gezeigt. Dies scheint umso relevanter, da sich bisher
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kein spezifisches Reaktionsprofil der HIT-Antikérper nachweisen liel (vgl. Lynch et al.,
1985; Greinacher et al., 1994b).

1.2.8.4 Vergleich Antigen/Aktivierungsassay

Im Hinblick auf die Testsensitivitét beider Verfahren mit Plasma- und Serumproben zeigt sich
ein anndhrend gleiches Ergebnis in Bezug auf den Nachweis einer klinisch relevanten HIT
Typ 2. So bestitigt das Resultat der Antigentestung die zuvor getroffenen Aussagen von
Aktivierungstestungen in 75-90% (vgl. Greinacher et al., 1994a). Ahnliche Prozentzahlen
werden mit umgekehrter Kontrollanordnung erreicht (vgl. Greinacher et al., 1994a). Bei
direkt postoperativen, prospektiv untersuchten Patienten stieg die Sensitivitdt auf tiber 90%
(vgl. Warkentin et al., 2000), wobei in Bezug auf HIT-Antikorper ohne klinische
Manifestation Antigenassays hohere Nachweisraten aufweisen (vgl. Amiral et al., 1995;
Warkentin et al., 2000). Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass Aktivierungstestungen eine
hohere Spezifitit beziiglich der klinischen HIT aufweisen. Dies kdnnte unter anderem mit der
Variabilitdt der HIT-Antikorper in Hinblick auf Antigenbindung und Grad der Pléttchen-
aktivierung zu erkldren sein (vgl. Amiral et al., 2000). Weitere Studien berichten von einer
hoheren Testsensitivitdt der Antigenassays in Hinblick auf etwaige Verdiinnungen. So wurden
12 HIT-Blutplasmen, sowohl durch Antigen- als auch Aktivierungsassays positiv bestétigt,
1:100 verdiinnt. Der Antigentest zeigte anschlieBend sogar bei 200-facher Verdiinnung noch
12 von 12 positive Ergebnisse, wihrend in der Aktivierungstestung schon bei 100-facher
Verdiinnung lediglich 2 von 12 positiv getestet wurden (vgl. Visentin et al., 1994).
Gleichzeitig sinkt der positive Nachweis im Antigenassay im zeitlichen Verlauf langsamer ab
als der Nachweis im Aktivierungsassay. So zeigt der Antigenassay nach 100 Tagen bei HIT-
Patienten immer noch 40% der Ergebnisse als positiv an, wihrend der Aktivierungsassay in

der gleichen Zeit bei unter 20% liegt (vgl. Warkentin et al., 2001).
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1.2.9 Therapie

Therapeutisch gibt es mehrere Ansatzpunkte von bestimmten Pharmazeutika bei der HIT Typ
2, wobei der primére Benefit fiir den Patienten im sofortigen Absetzen des auslosenden Agens
liegt, d.h. von Heparin. Allerdings reicht dies als einzige Therapiekonsequenz nicht aus,
sondern es muss langerfristig mit antikoagulatorischen Alternativen behandelt werden.

Wie oben schon beschrieben, unterscheiden sich beide Heparintypen in ihrem Risikoprofil
eine heparininduzierte Thrombozytopenie auszulosen. So sollte der Einsatz von
unfraktioniertem im Vergleich zu niedermolekularem Heparin situationsgerecht und
notwendig sein.

Im weiteren Verlauf der Therapie ist jedoch ein patientenspezifisches Vorgehen indiziert,
zumal sich das Bild der heparininduzierten Thrombozytopenie nicht immer klinisch homogen
darstellt und es mehrere Heparinalternativen gibt. Einen einheitlichen Standard gibt es hierbei
nicht. Dennoch sollte sich das therapeutische Vorgehen primér an den klinischen Aspekten
und der wirkungsvollen Bekdmpfung vorhandener Thrombosen orientieren. Bei fehlenden
klinischen Anhaltspunkten fiir eine HIT Typ 2 ist eine Fortsetzung der Heparintherapie und
eine strenge Beobachtung des Patienten im Hinblick auf eine nicht immunogene HIT
abzuwégen.

Um nun im weiteren Verlauf, nach Absetzen von Heparin, das Auftreten erneuter
Thrombosen zu verhindern, muss antikoagulatorisch interveniert werden. Dies kann klinisch
grundsitzlich mit verschiedenen, pharmakologisch dhnlich wirksamen Medikamenten erreicht
werden: Der direkte Thrombinhemmer Argatroban, welcher sich heute in vielen Zentren als
das Mittel der ersten Wahl zum Heparinersatz darstellt und der Faktor Xa — Inhibitor
Danaparoid sind hier zu nennen. Die Hirudine, urspriinglich aus dem Speichel von Blutegeln

isoliert, werden seit dem Mérz 2013 nicht mehr hergestellt.



Einfithrung 21

1.2.9.1 Danaparoid (Handelsname: Orgaran)

Das Glykosaminoglykan Danaparoid besteht hauptsdchlich aus Heparansulfat (84%), dessen
Disaccharide, im Gegensatz zu Heparin, zum groflten Teil aus Glucuronsdure und N-Acetyl-
Glucosamin bestehen und eine geringere negative Ladung besitzen. Es wirkt, parenteral
verabreicht, liber eine Hemmung von Gerinnungsfaktor Xa und dadurch indirekt von
Thrombin. Indikationen bestehen hauptsdchlich in der Therapie von neu aufgetretenen
Thrombosen und in der Thrombosephrophylaxe.

In retrospektiven Studien wurde herausgefunden, dass Danaparoid eine hohere Effektivitét in
therapeutischer als in prophylaktischer Anwendung besitzt. So wurden 750 Patienten mit
»isolierter” HIT mit prophylaktischen Dosen von Danaparoid und Lepirudin behandelt, wobei
in der Folge das ,Danaparoid-Kollektiv¢ eine hohere Thromboserate aufwies. In
therapeutischer Dosierung bei HIT-assoziierten Thrombosen war das Patientenoutcome
dhnlich (vgl. Farner et al., 2001). In verschiedenen Langzeitstudien (vgl. Chong et al., 1992)
wurde die Erfolgsrate (definiert als komplette Regredienz der Thrombozytenzahlen ohne neue
Thrombosen) von Danaparoid mit 91-94% beschrieben.

Als Nebenwirkungen der Danaparoidtherapie werden hauptsdchlich schwere Blutungen bei
besonders hoher Dosierung oder verminderter renaler Ausscheidung beschrieben. Diese
Nebenwirkungen scheinen gehduft bei antikoagulierten Patienten mit kardiopulmonalem
Bypass aufzutreten (vgl. Magnani et al., 1997; Westphal et al., 1997). Jedoch fanden sich
wiéhrend der Behandlung von arteriellen und vendsen Thrombosen bei HIT-Patienten keine
Blutungsphidnomene (vgl. Chong et al., 2001). Des Weiteren scheint es eine Kreuzreaktivitit
zwischen Danaparoid und HIT-Antikérpern zu geben, welche jedoch im Vergleich zu
niedermolekularem Heparin gering ausfillt. Diese liegt im Mittel bei 9,6% unter Verwendung
von plittchenreichem Citratplasma (vgl. Makhoul et al., 1986; Kikta et al., 1993).

Jedoch scheint diese Kreuzreaktivitdt zu variieren, zum Beispiel durch Aktivierung griindlich
gereinigter Plittchen oder dem Gebrauch eines Antigenassays mit ,,fliissiger Phase® (vgl.
Warkentin, 1996b; Koster et al., 2000; Newmann et al., 1998). Die Kreuzreaktivitit von
Danaparoid mit HIT-Antikorpern wurde mit 7% im Vergleich zu 83-89% mit
niedermolekularem Heparin gemessen (vgl. Vun et al., 1996).

Bei der Testung mit einem Antigenassay der ,,fliissigen Phase® wurde eine weitaus hohere
Kreuzreaktivitidt von Danaparoid und HIT-Antikdrpern mit 50% gemessen (vgl. Newmann et
al., 1998). Es wurde in beschriebenen Studien jedoch auch festgestellt, dass die

Kreuzreaktivitit von Danaparoid in ihrer Stirke weitaus geringer ausfillt als die von
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niedermolekularem Heparin. Hierzu wurde die klinische Signifikanz dieser Kreuzreaktivitit
untersucht (vgl. Warkentin, 1996b; Newmann et al., 1998) und kein Unterschied im Outcome

beziiglich unterschiedlicher Testverfahren der Patienten festgestellt.

1.2.9.2 Argatroban (Handelsname: Argatra)

In den 1980er Jahren wurde ein direkter Thrombininhibitor aus der Aminoséure L-Arginin in
Japan entwickelt. 1995 wurde Argatroban, damals noch Novastan, in den USA durch diverse
Studien evaluiert und im Jahre 2000, speziell fiir die Behandlung der HIT Typ 2, auf den
Markt gebracht (vgl. Lewis et al., 2001; Lewis et al., 2003).

Argatroban interagiert sowohl mit gebundenem als auch mit freiem Thrombin ca. 500 mal
starker als die nicht mehr eingesetzten Hirudine, wobei keine Kreuzreaktionen mit HIT-
Antikorpern beschrieben wurden (vgl. Walenga et al., 1996). Medikamenteninteraktionen mit
hdufig gebrauchten Substanzen wie Aspirin oder Marcumar sind bisher nicht beschrieben,
wobei in kombinierter Anwendung natiirlich ein erh6htes Blutungsrisiko besteht (vgl. Clark et
al,, 1991; Inglis et al. 2002; Tran et al.,, 1999). Seine Halbwertszeit, determiniert
hauptsédchlich durch die Leber bei ca. 40-50 Minuten und sein antikoagulatorischer Effekt
setzt unmittelbar nach Applikation ein. Insbesondere in der HIT-Behandlung zeigte sich ein
hoher Benefit fiir die Patienten, u.a. durch die Reduktion der schlaganfallassoziierten
Mortalitdt, einer geringeren Blutungswahrscheinlichkeit und einem  schnellen
Thrombozytenanstieg (vgl. Lewis et al., 2003).

Die moglichen Nebenwirkungen, hauptsidchlich die Gefahr einer unkontrollierten Blutung (in
der ARG-911 Studie mit 6,11% beschrieben), sollten durch die aPTT iiberwacht werden und
primir durch ein Aussetzen von Argatroban behandelt werden (auf Grund der kurzen HWZ-
Normalwerte nach ca. 2-4 Stunden). Sekundér sollte, zumal kein spezielles Antidot verfligbar

ist, symptomatisch behandelt werden.
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1.2.9.3 Besondere Situationen und erweiterte Therapiemoglichkeiten

In der Schwangerschaft wird von den oben genannten Medikamenten bevorzugt Danaparoid,
auf Grund seiner sicher festgestellten fehlenden Plazentagidngigkeit verabreicht (vgl.
Lagrange et al., 2002). Zu Argatroban gibt es noch keine abschlieBenden
Forschungsergebnisse, jedoch wurde in Tierexperimenten keine Schddigung des Fotus
festgestellt (sieche Argatroban Beibackzettel, 2002).

Bei der HIT Typ 2 im Kindesalter gibt es prinzipiell keine klaren Medikamenten-
empfehlungen (hauptsdchlich wegen fehlender Daten), doch in einigen Studien (vgl. Boshkov
et al., 2002; Boshkov et al., 2003a; Boshkov et al., 2003b; Macchi et al., 2000) zeigten sich
bisher keine Nebenwirkungen bei Anwendung von Danaparoid und Argatroban mit einer
Dosisadaption auf das Korpergewicht. Weitere, zusétzlich zur antikoagulatorischen Therapie,
mogliche Therapieoptionen bei fortgeschrittener HIT-Thrombosierung bieten zum einen die
konventionelle Thrombolyse mit t-PA, wobei hierbei die Thrombozytopenie keine primére
Kontraindikation darstellt, jedoch genau diskutiert werden sollte. Eine chirurgische
Intervention ist im Sinne einer chirurgischen Thrombektomie patientenabhédngig ebenfalls
durchfiihrbar.

Antithrombozytdre Medikamente wie Dextran, Acetylsalicylsdure oder GPIIB/IIIa Inhibitoren
verhindern zwar in unterschiedlichen Ausmallen die Pléttchenaggregation und
Fibrinogenpolymerisation, jedoch sind diese Medikamente in Bezug auf die HIT Typ 2 in
Kombination mit antikoagulatorischen Substanzen einzusetzen und eine vermehrte
Blutungsneigung muss dringend {iberwacht werden.

Auch Vitamin K- Antagonisten wie Cumarine spielen in der Behandlung der HIT Typ 2 eine
Rolle, wobei sie hauptsichlich in der Langzeitbehandlung von Thrombosen eingesetzt werden
sollten und weniger in der aktuen, thrombozytopenen Phase der HIT. Denn dort besteht
gerade in der frithen Phase der Cumarinapplikation ein extremes Ungleichgewicht von
prokoagulatorischen (gesteigerte Thrombinsynthese) und antikoagulatorischen Effekten
(Hemmung der Vitamin K-abhédngigen Gerinnungsfaktoren, z.B. Protein C etc.), welche dann
zu venodser Gangrin, insbesondere an den Extremitéten, fithren konnen. Prophylaktisch sollte
diesbeziiglich immer ein Thrombininhibitor mitverordnet werden.

Natiirlich sind in diesem Zusammenhang auch neuere Faktor Xa-Inhibitoren wie z.B.
Fondaparinux zu nennen. Fondaparinux, ein synthetisches Pentasaccharid, bindet selektiv an
Antithrombin und inhibiert so Faktor Xa. Der Vorteil liegt in seiner fehlenden Affinitit zu

PF4, d.h. es bilden sich keine Antigenkomplexe aus bzw. werden von HIT-Antikdrpern nicht
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erkannt. Dennoch sind auch nach Gabe von Fondaparinux wenige Fille von
Thrombozytopenien beschrieben worden (vgl. Bhatt et al., 2013; Warkentin et al., 2012).
Nachteilig sind die hoheren Kosten im Vergleich zu Heparin.

Fondaparinux gehdrt, wie oben schon erwihnt, zu den selektiven Inhibitoren von Faktor Xa.
Durch seine Bindung an Antithrombin wird die Hemmung dieses Gerinnungsfaktors um ein
Vielfaches verstdrkt. Durch seine relativ lange Halbwertszeit, ist eine einmalig tégliche
intravendse Applikation ausreichend. Seine Ausscheidung erfolgt hauptsdchlich iiber die
Niere. Ein Antidot ist nicht verfiigbar.

Das Medikament hat sich vor allem in der Thrombosephrophylaxe bei Patienten mit positiver
HIT-Anamnese bewihrt und kann in diesem Falle als eventuelle Alternative fiir Heparin und

andere Antikoagulanzien genutzt werden (vgl. Bakchoul et al., 2012; Warkentin et al., 2011).
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2 Material und Methoden

2.1 Fragestellung

Die Testcharakteristika des Lateral Flow Immunoassay (LFI) sollen im Rahmen der
vorgelegten Arbeit ermittelt werden: Wie sensitiv und spezifisch ist der LFI im Vergleich zu
den anderen Testverfahren? Welche Vor- oder Nachteile ergeben sich im Labor im Vergleich
zu den anderen Testverfahren? Spielen Matrixeffekte eine Rolle oder kann der
Antikorpernachweis im LFI mit verschiedenen Matrices zuverlédssig durchgefiihrt werden?
Um eine Aussage iiber diese Fragen treffen zu kdnnen, wurde die Testperformance des
Lateral Flow Immunoassay in zwei Phasen untersucht. Zunichst wurden Seren von 452
chirurgischen und internistischen Patienten zusitzlich zur Regeldiagnostik auch mit dem
neuen Lateral Flow Immunoassay untersucht. In einer zweiten Phase wurden fiir einhundert
Patienten zusétzlich Restmaterialien aus der Routinediagnostik (EDTA-Blut, Citratplasma)
verwendet, um Matrixeffekte zu priifen.

Zur zusitzlichen Qualitdtskontrolle des LFI-HIT wurden 10 gesunde Blutspender ohne
Verdacht auf eine HIT Typ 2 ebenfalls optisch und elektronisch untersucht.

Um Wechselwirkungen des Testablaufes und Ergebnisbeeinflussung durch die
Heparinkonzentration auszuschliefen wurden zwei Seren, im HIPA, PF4-Assay und LFI-HIT
positiv (optisch und elektronisch), ausgewdhlt und mit jeweils fiinf unterschiedlich hohen
Dosierungen von unfraktioniertem Heparin versetzt (0,51E, 11E, 2IE, 4IE, 100IE). Danach
wurde die LFI-HIT-Testung erneut optisch und elektronisch durchgefiihrt.

2.2 Studiendesign

Fiir alle durchgefiihrten Untersuchungen wurde Patientenrestmaterial verwendet, das von
Untersuchungen auf die HIT Typ 2 stammte. Die Priifung im LFI erfolgte im Anschluss an
die tiblichen serologischen Untersuchugen. Die Ergebnisse wurden von Labormitarbeitern
unter Verwendung von Pseudonymen tabellarisch erfasst und um die weiteren

experimentellen Ergebnisse erginzt.
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2.3 Verwendete immunologische Testverfahren:

Phase [

Heparin induced platelet activation assay (HIPA)

PF4 Enhanced (GTI Diagnostics, Waukesha, WI, USA) (GTI-IgG-Elisa)

Zymutest HIAIgG (Hyphen Biomed, Neuville-Sur-Oise, Frankreich) (HIA-IgG-Elisa)
Particle Gel Immunoassay (PaGIA, BioRad, Miinchen, Deutschland)

Lateral Flow Immunoassay (LFI-HIT, Milenia Biotec, Giessen, Deutschland)

Phase 11

Heparin induced platelet activation assay (HIPA)
PF4 Enhanced (GTI Diagnostics, Waukesha, WI, USA) (GTI-IgG-Elisa)
Lateral Flow Immunoassay (LFI-HIT, Milenia Biotec, Giessen, Deutschland)

2.3.1 Heparin induced Platelet Activation Assay (HIPA-Assay)

Der HIPA-Assay gehort zu den, in der Einleitung beschriebenen, Aktivierungsverfahren zum
Nachweis einer heparininduzierten Thrombozytopenie Typ 2. Die Seren von HIT-Patienten
fiihren in Kombination mit Heparin in niedriger Konzentration zu einer Aktivierung der
Blutplattchen und konsekutiver Aggregation. Der Grad der Plittchenaktivierung in Form
einer Aggregation der Thrombozyten wird danach visuell ausgewertet.

Zur Gerinnung von Thrombozyten werden vier 10ml Polyréhrchen, in die 1,6ml ACD-A
Formula A (Na-Citrat/Glukose monohydrat, Fa. Biotrans GmbH — Bestell Nr. 184354-03)
vorgelegt waren, mit Blut von verschiedenen Blutspendern aufgefiillt und fiir 15 min bei 37°C
inkubiert. Zur Gewinnung von pléttchenreichem Plasma (PRP) werden die Rohrchen 25
Minuten bei 800 Umdrehungen pro Minute (UpM) zentrifugiert.

Fiir die weitere Verarbeitung werden Apyrase 2000U, in 2ml NaCl gelost, (Fa. Sigma —
Bestell Nr. A-7646) und Hirudin 2000 ATU, in 2ml Aqua dest gelost, (Fa. Pentapharm —
Bestell Nr. 319247) aufgetaut. MgCl2, 0,Imol/l = 2,033g + 100ml Aqua dest, (Fa. Merck —
Bestell Nr. 1.05833) und CaCl2, 0,1mol/l = 1,470g + 100ml Aqua dest, (Fa. Sigma — Bestell
Nr. C-3881) werden auf Raumtemperatur gebracht. Es werden zwei Rohrchen pro Spender

vorbereitet. Das plattchenreiche Plasma wird abpipettiert und in die vorbereiteten Rohrchen
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tiberfiihrt. Es werden pro Mililiter pléattchenreichen Plasmas jeweils 111ul ACD-A und 5ul
Apyrase hinzugegeben. Die Rohrchen werden nun bei 440g sieben Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend werden der Uberstand dekantiert und die Rohrchen trocken getupft.

Nun wird in jedes Roéhrchen 1ml Waschpuffer (pH zwischen 6,2-6,4) bestehend aus 40ml
Grundlosung [Zusammensetzung: Sml Ausgangslosung A (Zusammensetzung: 16g NaCl (Fa.
Roth — Bestell Nr. 3957), 0,4g KCl (Fa. Merck — Bestell Nr. 1.04936.1000), 2g NaHCO3 (Fa.
Merck — Bestell Nr. 1.06329.1000), 0,1g NaH2PO4 (Fa. Merck — Bestell Nr. 1.06346.1000)
mit Aqua dest auf 100ml aufgefiillt), Iml Glukose, 1,75ml Albumin (0,4 Albumin + 2ml
Aqua dest), mit Aqua dest auf 100ml aufgefiillt und bei 37°C gelagert], 40ul Hirudin
(Herstellerangaben siehe oben), 100ul Apyrase (Herstellerangaben siehe oben), gegeben, die
Thrombozyten resuspendiert und erneut 3ml Waschpuffer hinzugegeben. Nachdem die
Rohrchen mit Parafilm verschlossen worden sind, werden sie 15min. bei 37°C inkubiert und
7min. bei 440g zentrifugiert. Danach werden die Rohrchen erneut dekantiert. Das Pellet wird
mit 1ml Suspensionspuffer, pH zwischen 7,2-7,4, [Zusammensetzung: 60ml Grundlésung
(Zusammensetzung siehe oben), 600ul MgCl2, (0,1mol - Herstellerangaben siehe oben),
1200ul CaCl2 (0,1mol — Herstellerangaben siehe oben)] resuspendiert und auf 2ml erginzt.
Die Zellen werden erneut fiir 45 min. bei 37°C inkubiert. In die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte (Fa. Greiner — Bestell Nr. 650101) werden je zwei rostfreie Stahlkiigelchen
GroBe 44 (Fa. Hiuser — Bestell Nr. 11001495) versenkt.

20ul Patienten- oder Kontroll-Serum, jeweils entweder 10ul Heparin (2,11.E./ml, 10501.E./ml,
0,2mg/ml  oder Kollagen 40ug/ml (mit 20ul Suspensionspuffer) und 75ul
Thrombozytensuspension werden ebenfalls auf die Platte gegeben (Arbeitsanweisung: AM-
TL-403/G, SOP des HIPA am Standort Giessen). 45 min. werden die Platten nun auf dem
Magnetriihrer geriihrt und die visuelle Transparenz erst miniitlich und nach der fiinften

Minute im Flinf-Minuten-Takt abgelesen.

2.3.2 Antikorper gegen PlLittchenfaktor 4 (PF4) — Polyvinyl-Sulfanat
(PVS) — Komplexe Test (GTI Diagnostics, Waukesha, WI,
USA) (GTI-IgG-ELISA)

Das Prinzip dieser Testung beruht auf einer Zusammenfiihrung von dem zu untersuchenden
Patientenserum und Plittchenfaktor 4-/PVS-Komplexen. Die spezifischen HIT-Antikérper im

Serum binden an die Festphasenantigene. Nachdem die iibrigen, nicht gebundenen,
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Antikorper entfernt wurden, wird ein markierter [gG-Antikorper hinzugegeben. Durch die
weitere Zugabe des chromogenen Subrates PNPP wird eine Farbreaktion ausgeldst, welche
abgelesen und ausgewertet werden kann. Der Test wird zu den oben beschriebenen Antigen-
testungen gerechnet.

Zuerst werden 300ul Waschpufferkonzentrat (gebrauchsfertig, bestehend aus einer Phosphat-
gepufferten Losung mit NaCl und Tween 20 (Polysorbat 20), mit 1% Natrium-Azid versetzt
und vor dem Gebrauch mit 1:10 destilliertem Wasser verdiinnt) in jede Vertiefung des
Teststreifens (Fa. Diagast — Bestell Nr. 200211), der in einem Halterahmen aufgehidngt ist
(12x - 1x8), gegeben und danach fiir 7min., mit einer Folie abgedeckt, bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wird die Fliissigkeit verworfen und die Platte auf einem saugfiahigen Tuch
ausgeklopft. Fiir den Nachweis einer Antikorperreaktion werden 6ul Patientenserum in 294ul
Probenverdiinnungspuffer (gebrauchsfertige Phosphat-gepufferte Saline-Losung mit 0,05%
Natrium-Azid) verdiinnt und 50ul in die Vertiefungen (A1+A2 bis E1+E2) eingegeben; als
Positivkontrolle wird die Vertiefung GI1+G2 verwendet (Doppelbestimmung). Als
Negativkontrolle stehen die Vertiefungen F1+F2 zur Verfiigung. Die Kontrollseren bestehen
aus humanem Serum (6ul humanes Serum mit Rinderalbumin versetzt und 0,1% Natrium-
Azid enthaltend, + 294ul Probenverdiinnungspuffer (siche oben)).

Die letzten zwei Vertiefungen werden frei gelassen und als Blanks genutzt (H1+H2). Nun
werden die Teststreifen mit Abdeckfolie verschlossen und bei 37°C im Brutschrank 45min.
inkubiert. Nach der Inkubation werden die einzelnen Vertiefungen viermal mit dem
Waschpuffer gespiilt und trocken getupft.

Nachdem die restlichen Fliissigkeitsreste entfernt wurden, wird eine Losung mit 10ul Anti-
IgG Konjugat (mit alkalischer Phosphatase markierter, gereinigter Antikorper von der Ziege,
gegen humanes IgG gerichtet) und Iml Probenverdiinnungspuffer angesetzt (bei allen 12
Teststreifen werden 60ul des Konjugates mit 6ml Verdiinnungspuffer verdiinnt). Nun werden
50ul der neuen Konjugatlosung in alle Vertiefungen auBBer H1+H2 pipettiert. Danach werden
die Streifen erneut mit Folie verschlossen und bei 37°C 45 min. inkubiert.

Im Anschluss werden die Vertiefungen erneut viermal gewaschen.

Das PNPP-Substrat (p-Nitrophenylphosphat) wird in 500ul destilliertem Wasser gelost und
gut durchmischt und im Verhéltnis 1:100 mit Substratpuffer (gebrauchsfertige Losung, enthélt
Diethanolamin, MgCl2 und 0,02% Natrium-Azid) verdiinnt (je 2 Teststreifen 20ul PNPP mit
2 ml Substrat-Puffer). 100ul der verdiinnten PNPP-L6sung werden nun in alle Vertiefungen,

auBer den Blanks, gegeben. Die Ansdtze werden im Dunkeln bei Raumtemperatur 30 min.
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inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wird in jede Vertiefung 100ul Stopplésung
(gebrauchsfertige Losung aus 3M NaOH) pipettiert, in die Blanks 200ul.

Die Auswertung erfolgt nun innerhalb der nichsten 15 min. in einem Plattenphotometer
(Sunrise, Fa. Tecan, Méannedorf) bei 405nm oder 410nm (Referenzwellenlédnge von 490nm).
Fiir eine analytische Freigabe der Ergebnisse muss immer sowohl eine positive, als auch eine
negative Kontrolle mitgefiihrt werden. Die jeweiligen Doppelbestimmungen sollten nicht
mehr als 20% voneinander abweichen. Das Hauptkriterium fiir einen validen Test liegt im
optischen Mittelwert. Dieser sollte bei einer Negativ-Kontrolle bei < 0,300 und bei einer
Positiv-Kontrolle bei > 1,800 liegen. Das Ergebnis der PF4-Testung wird als positiv gewertet,
wenn die Extinktion der Probe > 0,400 OD betrigt.

2.3.3 Zymutest HIAIgG (Hyphen Biomed, Neuville-Sur-Oise,
Frankreich)

Dieses Testprinzip beruht auf der Vermischung von verdiinntem Testserum mit
Thrombozytenlysat auf einer, mit Heparin beschichteteten, Mikrotiterplatte. Nach Bindung
der Antikorper konnen diese mit Hilfe von Immunkonjugat und chromogenen Substanzen
nachgewiesen werden. Anfangs wird eine klassische ELISA-Mikrotiterplatte (12
Mikrostreifen mit jeweils 8 Vertiefungen, beschichtet mit Heparin) verwendet. Die
entsprechend bendtigte Anzahl an Vertiefungen wird mit 50ul lyophilisiertem Thrombo-
zytenlysat (gebrauchsfertig und mit 2ml Aqua dest. rekonstituiert) aufgefiillt. Jeweils 200ul
einer 1:100 (mit gebrauchsfertigem Probendiluenten) verdiinnten Serumprobe bzw. der
jeweiligen IgG-Kontrolle (Positivkontrolle (entspricht Serum mit HIT-Antikérpern) und
Negativkontrolle (entspricht Serum von Normalspendern)) aufgefiillt. Die gebrauchsfertigen
IgG-Kontrollen werden mit 1ml Probendiluent rekonstituiert. Anschliefend erfolgt die erste
Inkubation bei Raumtemperatur iiber 1h. Nach dieser Zeit werden die Vertiefungen mit 300ul
Waschlosung (gebrauchsfertig geliefert und 20fach mit Aqua dest. verdiinnt) in fiinf
Durchgidngen ausgewaschen.

Direkt nach dem Waschen werden 200wl Immunkonjugat (Anti-IgG (Fcy)-HRP-
Immunkonjugat, lyophilisierte HRP-gekoppelte Antikorper spezifisch fiir humanes 1gG (Fcy)
mit 7,5ml gebrauchsfertigem Konjugatdiluent vermischt) hinzugegeben. Danach werden die
Platten erneut bei Raumtemperatur fiir 60min. inkubiert und wiederum 5-malig mit

verdiinnter Waschlosung gewaschen. Danach werden 200ul eines gebrauchsfertigem TMB-
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Peroxidasesubstrates (3,3', 5,5'-Tetramethylbenzidin) in die jeweiligen Vertiefungen hinzu
gegeben. Wichtig ist hierbei, dass gleiche Zeitintervalle eingehalten werden. Die
Farbentwicklung tritt nach Smin. ein. Direkt danach sollte erneut in denselben Zeitintervallen
jeweils 50ul des gebrauchsfertigen Stopppuffers (0,45M Schwefelsdaure) hinzu pipettiert
werden. Nach 10 min. ist die Losung stabilisiert und die Absorption kann bei 450nm
gemessen werden. Zur Sicherstellung der Validiét sollte die Positivkontrolle bei > 1,0 liegen.
Der Wert der Negativkontrolle sollte sich bei < 0,25 befinden. Die Ergebnisse werden in drei
Kategorien angegeben. Hierbei wird ein positives Ergebnis > 0,5 OD, ein schwach positives

Ergebnis bei >0,3 bis < 0,5 OD und ein negatives Ergebnis bei < 0,3 OD unterschieden.

2.3.4 Particle Gel immunoassay (PaGIA, BioRad (DiaMed),
Miinchen, Deutschland)

Das Prinzip dieses Testverfahrens beruht auf der Agglutination von kiinstlichen Heparin-PF4
Partikeln nach Zugabe von Patientenserum. Es handelt sich hierbei um einen
Gelzentrifugationstest. Synthetische Partikel sind mit Komplexen aus Heparin/Plattchenfaktor
4 (HPF4) beschichtet und farblich markiert. Kommt es nun zu einem Kontakt zwischen diesen
Antigenkomplexen und HIT-Antikorpern im Patientenserum wird eine Agglutination
ausgelost. Mit Hilfe einer Gelmatrix werden die agglutinierten Partikel von den nicht-
agglutinierten Partikeln abgetrennt, indem Diese an der Geloberflache verbleiben, wihrend
die nicht-reagiblen Partikel auf den Boden absinken. Durch die farbliche Markierung der
Komplexe, kann das Ergebnis visuell abgelesen werden.

Es werden eine Testkarten (bei Raumtemperatur gelagert) mit jeweils 6 Mikrordhrchen, eine
Suspension mit den enthaltenen Heparin/PF4-Partikeln (gebrauchsfertig, farblich markiert, bei
5°C gelagert), sowie eine Positiv- bzw. Negativkontrolle (bei jeweils 5°C gelagert) und das zu
untersuchende Testserum bendtigt. Zusétzlich werden eine Zentrifuge mit speziellem
Zentrifugeneinsatz und ein Inkubator bendtigt. Vor der Testdurchfiihrung sind alle
Reagenzien auf Raumtemperatur zu bringen. In jedes einzelne Mikror6hrchen werden 10ul
eines zu untersuchenden Patientenserums pipettiert. AnschlieBend werden 50ul der
angemischten Partikelsuspension hinzugegeben. Danach wird die Testkarte bei
Raumtemperatur Smin. inkubiert und 10min. bei 85g zentrifugiert. Danach kann das Ergebnis
abgelesen werden: Als positive Reaktion wird eine rote Linie auf der Geloberfliche bzw.

innerhalb des Gels gewertet.
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Bei einer negativen Reaktion wandern die Partikel durch das Gel hindurch und lagern sich am
Rohrchenboden ab. Bei zweifelhaften Reaktionen wird der Test als ungiiltig betrachtet und

muss wiederholt werden.

2.3.5 Lateral Flow Immunoassay (LFI-HIT, Milenia Biotec, Giel3en,
Deutschland)

Das Testprinzip des LFI-HIT beruht auf einer qualitativen Bestimmung von Antikdrpern
gegen PF4/Polyanion-Komplexe in Serum. Hierbei handelt es sich um eine Neuentwicklung
zur Verbesserung der HIT-Diagnostik. Immobile anti-humane Antikorper der IgG-Klasse auf
der Membran der Auswertungskarte binden an eventuelle HIT-Antikorper im Serum, welche
zuvor an die PF4/Polyanion-Komplexe gebunden wurden und durch Goldnanopartikel in
Form der Testlinie sichtbar gemacht werden. Die restlichen Goldnanopartikel flieBen im
Testfeld weiter und manifestieren sich, bei ecinwandfreiem Testablauf, in Form der
Kontrolllinie. Es werden eine HIT-Test Einheit, ein Probenpuffer und eine Auswertungskarte
bendtigt. Jeweils jede Komponente ist gebrauchsfertig und direkt aus dem Test-Kit
entnehmbar. Die Lagerung der einzelnen Komponenten erfolgt bei 2-8°C in trockener
Umgebung.

Der Testablauf besteht aus vier Schritten: Zuerst werden Sul des zu untersuchenden Serums
auf den Probeauftrag der Testeinheit pipettiert. AnschlieBend werden zwei Tropfen des
Probepufters (pH 7,4) ebenfalls auf den Probeauftrag gegeben. Die Testeinheit wird nun 10
min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wird der Teststreifen sofort optisch mit
Hilfe der Auswertekarte abgelesen und qualifiziert. Ein positives Ergebnis liegt vor, wenn die
Kontrolllinie deutlich sichtbar und die Testlinie einen gleichen oder stirkeren Farbton wie auf
der Auswertungskarte aufweist.

Zusitzlich wird die physikalische Absorption des Teststreifen mittels eines POCScan-Readers
(Milena POCScan Reader) elektronisch gemessen. Es ist zu beachten, dass elektronische
Testergebnisse zwischen 100mV bis -100mV als nicht HIT verdéchtig eingestuft werden.

Zur Validitit dieser Testung ist eine deutlich sichtbare Kontrolllinie auf dem Testfeld
unbedingt erforderlich. Andernfalls muss die Testung mit einer anderen Testkarte wiederholt

werden.
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Abbildung 6: Es ist das Testfeld des LFI-HIT dargestellt. Man erkennt sowohl den Kontrollstreifen
(linkes Bild), als auch den Teststreifen bei positiver Testung deutlich (rechtes Bild). Die
Flussrichtung, in der sich das Substrat nach Zugabe der Pufferlosung ausbreitet, ist ebenfalls

angegeben.

2.4 4T-Scoring System:

Zur klinischen Bewertung und Korrelation der Testergebnisse wurde die Modifikation des
4T-Scores nach Warkentin (vgl. Lo et al., 2006) eingesetzt. Dieser Score wurde dem Labor

mit der Anforderung serologischer HIT-Diagnostik mitgeteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Testphase 1

Es wurden insgesamt 452 Patienten mit Verdacht auf eine HIT Typ 2 untersucht. Davon
wurden 34 positiv im HIPA getestet (7,5%). Die weiteren Testverfahren fielen unterschiedlich
aus. Der LFI-HIT testete 63 Proben positiv, darunter alle 34 HIT-Patienten. Der PF4-Test
(GTI-IgG-ELISA) zeigte 79 positive Testergebnisse, in denen ebenfalls alle 34 HIT Patienten
enthalten waren. Der HIA-IgG-ELISA zeigte 87 positive Resultate, wobei auch hier die
jeweils vorher getesteten 34 HIT-Patienten erkannt wurden. Der PaGIA zeigte 86 positive
Resultate, fiel jedoch bei drei der 34 HIT-Patientenseren negativ aus. In Relation ergibt sich
hierbei eine Differenz von 8,8%.

Die Sensitivitits- und Spezifitdtsberechnungen der einzelnen durchgefiihrten Testverfahren
sind in folgender Tabelle aufgefiihrt. Die jeweiligen priadiktiven Werte sind ebenfalls
dokumentiert. Der negative pradiktive Wert des LFI-HIT liegt hier bei 1. Damit liegt dieser
auf gleicher Hohe wie die negativ pradiktiven Werte der ELISA-Verfahren (NPV: 1).

Im Vergleich zwischen den positv pradiktiven Werten beider elektronischen Testungen des
PoC-Scanners fillt ein hoherer PPV bei dem Grenzwert von 137mV auf (0,6 im Vergleich zu
0.524). In Bezug auf die anderen Testverfahren insgesamt gibt der Wert von 0.6 das absolute
Maximum eines erreichten positiv pradiktiven Wertes an. Die sonstigen Werte beider PoC-
Scanner Messungen liegen bei vergleichender Betrachtung jedoch prinzipiell auf einem
Niveau. Lediglich die Spezifitit der 137mV-Scannung zeigt sowohl im Vergleich mit den
iibrigen Testverfahren als auch den anderen Auswertungsmodi des LFI-HIT einen hoheren
Wert (0.947).

Der PaGIA weist in dieser Vergleichstestung die jeweils niedrigsten Vorhersagewerte auf.
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3.1.1 Ergebnisse der Testverfahren in der Ubersicht

Testverfahren im Vergleich

Auslesung positive Negative Spezifitit | Sensitivitit | NPW | PPW
Test und Ergebnisse Ergebnisse

Grenzwert

richtig | falsch | richtig | Falsch

LFI- optisch 34 29 389 0 0.93 1 1 0.54
HIT
LFI- Scanner; 33 30 388 1 0.928 0.971 0.997 | 0.524
HIT 100mV
LFI- Scanner; 33 22 396 1 0.947 0.97 0.997 | 0.6
HIT 137mV
GTI- Photometrie; | 34 45 373 0 0.892 1 1 0.43
IgG OD=0.4
ELISA
HIA- Photometrie; | 34 53 365 0 0.873 1 1 0.39
IgG OD=0.5
ELISA
PaGIA | optisch 31 55 361 3 0.868 0.912 0.992 | 0.36

Bei Betrachtung der Tabelle féllt auch die insgesamt recht hohe Spezifitidt des LFI-HIT im
Vergleich zu den anderen Testverfahren auf. Die Rate der falsch positiv getesteten Proben lag
bei 6,9%, im GTI-IgG-ELISA lag sie bei 10,8%, im HIA-IgG-ELISA bei 12,7% und im
PaGIA bei 13,2%. Die Sensitivitdt unterscheidet sich zwischen dem LFI-HIT optisch und den
ELISA-Verfahren nicht. Lediglich der PaGIA liegt mit 0,912 deutlich unter den
Vergleichsverfahren.

Durch den LFI-HIT wurden insgesamt 63 Patienten visuell klar positiv getestet. Hierbei
waren alle 34 HIT-Patienten enthalten. In der anschlieBenden elektronischen Testung mit dem
Grenzwert von 100mV wurden ebenfalls 63 Proben positiv getestet, wobei jedoch eine HIT-
Probe nicht erkannt wurde. Das elektronische Signal dieser Probe betrug 92mV. Der

prozentuale Anteil der nicht erkannten Probe lag in diesem Kollektiv bei (1/34) 2,9%.
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Im Allgemeinen betrug die elektronische Signalvariabilitidt fiir die positiven HIT-Proben
92mV — 972mV (Mittelwert: 616 = 50). Die iibrigen elektronischen Messwerte fiir die
negativen Proben lagen in einem Bereich von OmV - 714mV (Mittelwert: 249 + 29).

Im Vergleich zwischen dem Anstieg der optischen Dichte der ELISA-Testungen und der
Hohe des elektronischen Signals im LFI-HIT ergab sich praktisch keine Korrelation

(Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman: 0,39).

3.1.2 Grenzwertoptimierungskurve

Diese Scannerergebnisse der Testphase 1 wurden mit jeweils einem 4T-Score von iiber 4 und
einer positven HIPA-Testung in diese graphische Darstellung aufgenommen. Wie in der
Grafik zu sehen ist, wurde eine Variation des elektronischen Grenzwertes auf 137mV getestet.
Dieser Wert hat jedoch nur minimale Auswirkungen auf die Erhohung der Sensibilitdt und
Spezifitit im Vergleich zu 100mV. Die Fliche unter der Kurve néhrt sich 1 (idealer Test) an,

was hierbei auf eine hohe Sensitivitit und Spezifitit der elektronischen Auswertung hinweist.
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Abbildung 7: Grenzwertoptimierungskurve (ROC-Kurve) der Testungen des LFI-HIT. AUROC

betrdgt hier 0,988. Die Variation des elektronischen Grenzwertes auf 137mV ergibt eine minimal
hohere Spezifitét.
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3.1.3 Korrelation zwischen elektronischem Signal und
Antikorperpotential

Ein zu Anfangs vermuteter Zusammenhang zwischen der Hohe des elektronischen Signals
und der Plittchenaktivierungsaffinitit der Antikorper lieB sich im Studienverlauf nicht
bestdtigen, obwohl die ersten Testungen siginifikante Messwerte zeigten (siehe Graphik
unten). Doch im Verlauf wiesen verschiedene negative Proben sehr hohe Signale auf

(=137mV) und ein optisch positives Serum wurde hingegen mit 92mV gemessen. Dem zu
Folge scheint die Hohe des elektronischen Signals in dieser Messreihe keine verldssliche
Aussage lber die Antikorper zu geben. Die Antikorperaktiverungsfahigkeit scheint zwar in
threr Tendenz mit hheren Messwerten einherzugehen, doch befinden sich insgesamt zu viele

Antikdrper mit hohem Aktivierungspotential ausserhalb der gesetzten Intervalle.
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Abbildung 8: Diese Graphik stellt den Zusammenhang zwischen dem elektronischen Signal und der
Antikorperaffinitit zur Plattchenaktivierung dar. Hierbei wurden insgesamt 55 Patientensera (im LFI-

HIT positiv getestet) untersucht und je nach ihrem HIPA-Testergebnis in zwei Gruppen unterteilt.
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3.1.4 Dauer der Testdurchfithrung

Wie oben schon erwihnt, variierte der Zeitaufwand fiir die Durchfithrung der einzelnen
Testverfahren. Der LFI-HIT war mit einem Zeitaufwand von 11-12 Minuten im Vergleich zu
den anderen kommerziellen Testverfahren am schnellsten durchzufiihren. Der PaGIA lag im
Mittel zwischen 16-18 Minuten. Die ELISA-Verfahren lagen zwischen 121-135 Minuten
(GTI-IgG-ELISA: 121-125 Minuten, HIA-IgG-ELISA: 124-133 Minuten).

Testdauer im Vergleich

LFI-HIT PaGIA GTI-IgG-Elisa HIA-IgG-Elisa
Zeitspanne (Min) | 11-12 16-18 121-125 124-133
— Range
Median (Min) 11:30 16 121 130

3.1.5 Zusammenhang mit dem 4T-Score

Im klinischen Zusammenhang zeigte sich, dass 36% (n=23) der Patienten, die im LFI-HIT
positiv getestet wurden, eine hohe Wahrscheinlichkeit im 4T-Score (=6) aufwiesen. Eine
mittlere Wahrscheinlichkeit (4-5) liel sich bei dem iiberwiegenden Anteil der positiven
Patienten mit 60% (n=38) nachweisen. Nur bei 4% (n=2) der positiv getesteten Proben wurde
eine geringe Wahrscheinlichkeit (0-3) konstatiert. Dies weist auf eine hohe klinische

Korrelation und erhohte Testreliabilitit hin.
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3.2 Testphase 2

In der zweiten Versuchsreihe wurden zusitzlich 100 Patientenproben mit Verdacht auf eine
HIT Typ 2 getestet und mit dem HIPA sowie dem PF4-Assay (GTI-ELISA) verglichen. Hier
wurde insbesonders die Durchfiithrung des LFI-HIT mit verschiedenen Testreagenzien bzw.
Matrices und deren Reliabilitdt sowie Reproduzierbarkeit der Ergebnisse iiberpriift. Eine
Verdachtsdiagnose wurde als bestitigt angenommen, wenn der HIPA-Assay ein entsprechend

positives Ergebnis anzeigte.

Testkollektiv (insgesamt 100 Patienten mit Verdacht auf eine HIT)

LFI-HIT Serum LFI-HIT Plasma LFI-HIT Vollblut HIPA PF4 4T-Score
Optisch Scan Optisch Scan Optisch Scan
Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg

<3 | >3
7 93 |6 9 |7 93 |6 94 |12 |88 11 89 |7 93 |8 92 |38 |62

Es ergaben sich von insgesamt 100 getesteten Proben sieben, im HIPA positiv getestete
Resultate. Bei drei der Proben ergab sich kein ausgepragter klinischer Zusammenhang, da der
4T-Score bei diesen Patienten niedrige Wahrscheinlichkeiten fiir das Auftreten einer HIT Typ
2 zeigte (2-3). Die restlichen vier Proben zeigten mittlere Wahrscheinlichkeiten (4-5). Im
PF4-Test wurden acht positive Ergebnisse angezeigt, wovon zwei nicht mit dem HIPA
iibereinstimmten.

In der optischen Auswertung des LFI-HIT wurden drei von sieben positiven HIPA-
Ergebnissen erkannt. Der LFI-HIT wurde in dieser Phase zusétzlich mit Citratplasma und
EDTA-Blut des jeweiligen Patienten durchgefiihrt und optisch sowie elektronisch
ausgewertet. Es sollte die Aussagekraft anderer Blutzusammensetzungen als Testreagenzien
iberpriift werden. In Bezug auf die HIPA-Ergebnisse lieferte EDTA-Blut insgesamt neun
falsch positive und drei richtig positive. Die Testungen mit Citratplasma ergaben in Bezug auf
die HIPA-Ergebnisse insgesamt vier falsch- und drei richtig positive Ergebnisse an. Fiir
Serum ergaben sich ebenfalls vier falsch positive und drei richtig positive Ergebnisse.
Insgesamt zeigten Serum und Citratplasma 89 richtig falsch Ergebnisse an. Die falsch

negativen Ergebnisse beliefen sich bei beiden Testreagenzien auf vier.
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In der folgenden Tabelle werden die jeweiligen Testrethen im Vergleich mit Serum

gegeniibergestellt:

Vergleich der Testreagenzien (optisch)

Serum EDTA-Blut Serum Citratplasma
Negativ Negativ 85 Negativ Negativ 90
Positiv Positiv 4 Positiv Positiv 4
Negativ Positiv 8 Negativ Positiv 3
Positiv Negativ 3 Positiv Negativ 3
Ubereinstimmung: 89% 94%

Die elektronischen Messungen der einzelnen HIPA-positiven Probetypen der LFI-HIT waren
jeweils stets liber dem gesetzten Grenzwert von 100mV.

Insgesamt zeigten sich Diskrepanzen zwischen den drei verschiedenen Testreagenzien. Die
optische Testung mit EDTA-Vollblut zeigte die hochste Rate falsch positiver Testergebnisse
an (8% im Vergleich zu Serum). Citratplasma wies nur 3% falsch positive Resultate im
Vergleich mit Serum auf. Der negativ pradiktive Wert fiir Serum lag mit 96% gleich hoch wie
der von Citratplasma. Der positiv pradiktive Wert fiir Serum in dieser LFI-HIT Untersuchung
lag bei 43%, ebenso wie fiir Citratplasma. Der PPW von EDTA-Blut lag mit 27% deutlich
darunter.

Eine Korrelation zwischen der Hohe des elektrischen Signals und der optischen Anzeige auf
dem Teststreifen lieB sich in praktisch allen Fillen beobachten. Eine optische Positivitét
bestdtigte sich meist in elektronischen Werten iiber 80mV, wovon EDTA-Blut die hdufigsten

falsch positiven elektronischen Grenzwertiiberschreitungen aufwies.
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3.2.1 Stabilititspriifung

Die Stabilititsproben der Normalspender in der Kurzzeituntersuchung zeigten im LFI-HIT zu
allen drei Messzeiten (Erstuntersuchung, nach 24h, nach 48h), sowohl mit Citratplasma als
auch EDTA-Vollblut, negative Ergebnisse und auch die elektronischen Signale blieben unter
dem Grenzwert. Die jeweiligen HIT Proben (im HIPA-Assay und PF4-Assay positiv getestet)
lagen, bis auf eine EDTA-Testung nach 24h (hier féllt das Signal von 103mV auf 22mV nach
24h ab. Das Signal steigt nach 48h wieder auf 140mV an), stets iiber dem elektronischen
Grenzwert und blieben zu allen drei Testzeitpunkten im LFI-HIT optisch positiv.

Die Messwerte der Langzeituntersuchung bei Normalspendern blieben ebenfalls stabil. Nach
insgesamt 60 Tagen zeigte sich weder bei Serum- noch bei Plasmaproben eine Verdnderung
der visuellen Ergebnisse, auch gab es keine elektronischen Signalschwankungen. Fiir den
Startpunkt der Langzeitstabilititsmessung von Citratplasma wurde der erste Messwert der
Kurzzeitstabilitdt angenommen.

Die positiven HIT-Proben blieben stabil und die elektronischen Grenzwerte wurden in jeder

Messung erreicht.

LFI-HIT mit EDTA-Blut und Citratplasma (Kurzzeitstabilitit)

Normalspender (6x) HIT-Proben (6x)
Optisch Scan (6x) Optisch Scan (6x)
(6x) <100mV >100mV | (6x) <100mV >100mV
Beginn | Negativ | Negativ - Positiv - Positiv
24h Negativ | Negativ - Positiv Negativ Positiv (5x)
(1xVB)
48h Negativ | Negativ - Positiv - Positiv

LFI-HIT mit Serum und Citratplasma (Langzeitstabilitit)

Normalspender (6x) HIT-Proben (6x)

Optisch Scan (6x) Optisch Scan (6x)

(6x) <100mV >100mV | (6x) <100mV >100mV
Beginn | Negativ | Negativ - Positiv - Positiv
60 T. Negativ | Negativ - Positiv - Positiv
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3.2.1.1 Stabilititsverlauf

O =Serum

Spannung Blau = Normalspender / LFI-HIT optisch negativ

m = EDTA-Vollblut
Rot = PF4 und HIPA positiv / LFI-HIT optisch positiv

4 = Citratplasma

400mV
200mVv i
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Abbildung 9: Der Stabilititsverlauf (Kurzzeit) von Citratplasma und EDTA-Blut ist hier dargestellt.

Serum und Citratplasma wurden nach 60 Tagen auf die Langzeitstabilitit getestet.
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3.2.2 Prazisionstestung

Die Prézisionstestung zeigte bei beiden Plasma- und Vollblutproben durchgehend visuell

positive Resultate an. Die elektronischen Signale lagen bei vier plasmatischen Proben jeweils

unter dem Grenzwert. Die elektronischen Ergebnisse der Vollbluttestung lagen bei insgesamt

acht Durchldufen unter dem Grenzwert, wobei in zwei Féllen die Werte knapp unter 100mV

lagen. Der Mittelwert der elektronischen Testungen lag sowohl fiir EDTA-Blut, als auch fiir

Citratplasma bei tiber 100mV. Der Variationskoeffizient ist in der Tabelle angegeben und

blieb, bis auf die EDTA-Testung der zweiten Probe, relativ konstant.

Prazision des

LFI-HIT (mit je zwei

Citratplasma), davon jeweils 10 Testdurchliufe

HIT-positiven Proben

EDTA-Blut und

Probe 1 Probe 2

EDTA-Blut Citratplasma EDTA-Blut Citratplasma

Optisch | Scan Optisch | Scan Optisch | Scan Optisch | Scan
Nr. 1 positiv 83mV positiv SmV positiv 121mV Positiv 165mV
Nr. 2 positiv 105mV | positiv 124mV | positiv 97mV Positiv 148mV
Nr. 3 positiv 160mV | positiv 176mV | positiv 23mV Positiv 111mV
Nr. 4 positiv 152mV | positiv 150mV | positiv 28mV Positiv 59mV
Nr. 5 positiv 148mV | positiv 101mV | positiv 133mV Positiv 127mV
Nr. 6 positiv 166mV | positiv 108mV | positiv 123mV Positiv 221mV
Nr. 7 positiv 86mV positiv 158mV | positiv 141mV Positiv 109mV
Nr. 8 positiv 143mV | positiv 133mV | positiv 9mV Positiv 101mV
Nr. 9 positiv 50mV positiv 123mV | positiv 192mV Positiv 159mV
Nr. 10 positiv 164mV | positiv 150mV | positiv 56mV Positiv 214mV
Median 125,7mV 122,8mV 101,3mV 141,4mV
VK 33,38 38,60 52,2 35,81
SA 41,97 47,40 52,96 50,68
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3.2.3 Qualitatskontrolle der Testung

Eine unabhéngige zusdtzliche Kontrollgruppe bestand aus 10 gesunden Blutspendern ohne
Verdacht auf eine heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2. Es wurden jeweils EDTA-
Blut, Citratplasma und Serum mit dem LFI-HIT optisch und elektronisch untersucht. Hierbei
wurden alle zehn Proben negativ getestet, wobei sich bei einer Plasmatestung eine
Auffilligkeit zeigte. Der LFI-HIT wies hierbei ein positives visuelles Ergebnis und ein hohes
elektronisches Signal (265 mV) auf. Die entsprechende Testung der Serum- und
Vollblutprobe zeigten jedoch keine Auffalligkeiten.

LFI-HIT Qualititskontrolle (10 ,,normale* Blutspender)

Serum EDTA-Blut Citratplasma

Optisch Scan (mV) Optisch Scan (mV) Optisch Scan (mV)

Neg Pos <100 | >100 | Neg Pos <100 | >100 | Neg Pos <100 | >100

10 - 10 - 10 - 10 - 9 1 9 1

3.2.4 Titrationspriifung

Hierbei sollte eine Testbeeinflussung durch die Heparindosierung ausgeschlossen werden. Es
wurden zwei, im HIPA, PF4-Assay und LFI-HIT positiv getestete, Seren verwendet und mit

unterschiedlich hohen Dosierungen von unfraktioniertem Heparin versetzt.

Titrationspriifung (2 positive Seren (jeweils 5ul) verstetzt mit Heparin in
unterschiedlicher Konzentration (IE/ml)

Serum 1 (LFI-HIT Serum 2 (LFI-HIT

Optisch Scan Optisch Scan
0,5 IE/ml positiv 193mV positiv 763mV
1 IE/ml positiv 155mV positiv 745mV
2 IE/ml positiv 135mV positiv 746mV
4 1E/ml positiv 13ImV positiv 716mV
100 1E/ml positiv 109mV positiv 653mV
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4 Diskussion

Das Medikament Heparin wird heutzutage praktisch in jedem medizinischen Fachgebiet mit
Schwerpunkt in den chirurgischen Fiachern zur postoperativen Antikoagulation eingesetzt. Es
ist ein kostenglinstiges und effektives Medikament, um bei immobilen Patienten eine
suffiziente Antikoagulation zu gewéhrleisten. Durch den Einsatz des Heparins steigt nun das
Risiko, eine heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2, und damit verbunden, gefahrliche
Komplikationen im Blutgerinnungssystem zu entwickeln.

Diese heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2 zeichnet sich durch eine iiberschielende
Blutgerinnung mit daraus folgender Thrombusbildung und Verschleppung ins Gefdl3system
aus. Zustande kommt diese Tatsache durch eine immunkomplexvermittelte
Thrombozytenaktivierung. Diese Immunkomplexe bestehen aus spezifischen HIT-
Antikdrpern, Heparin und Plattchenfaktor 4. Therapeutisch muss nun durch das Absetzen von
Heparin und Gabe von alternativen Antikoagulantien interveniert werden. Da diese
Nebenwirkung fiir den Patienten akut lebensbedrohlich sein kann und in relativ kurzen
Zeitintervallen auftritt, ist hier insbesondere eine effektive und schnelle Diagnostik im
klinischen Alltag wichtig. Hierbei bestehen die Nachweismethoden in bisher relativ
langwierigen und teuren Laborverfahren. Ein sofortiger diagnostischer Ausschluss bei akutem
HIT-Verdacht ist somit nicht mdglich. Um die Kosten und den diagnostischen Zeitaufwand
zu senken sowie effektivere klinische Nutzbarkeit zu gewéhrleisten, scheinen andere
Verfahren notig.

Diese Arbeit stellt nun einen neuen Lateral Flow Immunoassay (LFI-HIT) zum Nachweis
spezifischer HIT-Antikorper vor, welcher hier in zwei Testphasen untersucht wurde. Die erste
Phase schloss eine LFI-HIT-Testung von Patientensera mit Verdacht auf eine HIT Typ 2 und
gleichzeitig jeweilige Vergleichstestungen mit unterschiedlichen Testverfahren mit ein.
Hierbei wurde besonders auf den Vergleich mit speziellen ELISA-Verfahren Wert gelegt. Die
zweite Testphase umfasste ein neues Kollektiv von Patienten mit Verdacht auf eine HIT Typ
2. Hierbei wurde speziell auf die klinische Anwendbarkeit und den klinischen Alltag der
Testung eingegangen. Die Testungen wurden hier um Proben von Citratplasma und EDTA-
Vollblut derselben Patienten erweitert.

Die Ergebnisse der ersten Testphase zeigen, unter Beriicksichtigung der Sensitivitdt und
Spezifitdt, dass der LFI-HIT durchaus in der Lage ist, betroffene Patienten mit Verdacht auf
eine HIT Typ 2 exakt zu identifizieren und gleichzeitig ein Zeitersparnis im diagnostischen

Procedere zu gewihrleisten. Die Ergebnisse dieser Studie weisen eine vergleichbar hohe
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Sensitivitit wie die ELISA-Testungen auf, im Vergleich mit dem PaGIA eine deutlich héhere.
Die hinzukommende Tatsache, dass der LFI-HIT im Vergleich mit den anderen Testverfahren
die niedrigste Rate an falsch positiven Resultaten aufweist, spricht zudem fiir eine hohe
klinische Nutzbarkeit.

Eine eventuelle Beeinflussung der Testergebnisse durch dullere Faktoren wie bei Newman
beschrieben (vgl. Newman et al, 1999), zum Beispiel durch Polystyrene oder der
Immobilisation von PF4 auf der Mikortiterplatte, fallen bei der LFI-HIT Testung weg und
konnten in der Folge mogliche Uberdiagnostizierungen senken und damit verbundene
Folgekosten einsparen.

Dennoch scheint ein Verzicht auf weitere funktionelle Testverfahren, wie zum Beispiel die
HIPA-Testung, weiterhin nicht méglich zu sein (vgl. Lo et al., 2007), da trotzdem falsch
positive Testergebnisse im LFI-HIT gemessen wurden.

Die methodische Einfachheit der Testdurchfiihrung und die Schnelligkeit des Testresultates
stellen im klinischen Alltag weitere Vorteile des LFI-HIT im Vergleich zu anderen
Testverfahren dar. Hierbei ist zuerst die zeitliche Komponente zu erwihnen.

Die durchschnittliche Testdauer von ca. 12 Minuten liegt unter der zu vergleichender
Testverfahren, wie zum Beispiel den oben genannten ELISA-Verfahren. Dies ist
hauptsidchlich auf die einfache Handhabung des LFI-HIT und seiner Auswertung
zuriickzufiihren. Dies erhoht die Compliance des medizinischen Personals im Alltag, wobei
die genauen Auswirkungen auf den 6konomischen Aspekt in weiteren Studien herausgestellt
worden sind. Hierbei wurde festgehalten, dass die folgenden Kosten einer bestéitigten HIT
Typ 2 (hierbei wurde zwischen HIT Typ 2 mit Thrombose und HIT Typ 2 ohne Thrombose
unterschieden) deutlich von denen einer HIT-Verdachtsdiagnose nach oben abweichen und
dies umso eher eine schnelle diagnostische Sicherheit und genauen Auschluss erfordert (vgl.
Nanwa et al., 2011).

Die klinische Korrelation der positiven Testergebnisse des LFI-HIT und des 4T-Scoring
Systems in der ersten Testphase (34 positive Patienten mit einem 4T-Score >3) ldsst auf eine
hohe Testvaliditidt schlieBen und verfolgt gleichzeitig den Ansatz, nur bei relevantem
klinischem Verdacht auf eine HIT Typ 2 serologische Testverfahren anzuwenden, wobei
diese Vorgehensweise in neueren Studien zumindest bei intensivmedizinischen Patienten
fragwiirdig erscheint (vgl. Berry et al., 2011). Dennoch ist festzuhalten, wie oben bereits
erwahnt, dass kein immunologisches Testverfahren, inklusive der elektronischen Auswertung
im LFI-HIT, das Aktivierungspotential von HIT-Antikérpern (im HIPA nachweisbar) in

Bezug auf Thrombozyten vorhersagen kann. In der zweiten Testphase ergab sich von sieben
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positiven Patienten nur bei vier ein 4T-Score iiber 4 (57%). Hierbei blieb die Korrelation mit
dem klinischen Zustand unter den Erwartungen der ersten Phase, da zwei Patienten einen
Wert von 3 und ein Patient einen Wert von 2 aufwiesen.

In der elektronischen Testung der ersten Testphase des LFI-HIT wurde eine optisch positive
Probe nicht erkannt, bzw. blieb mit 92mV unter dem geforderten Grenzwert. Hierbei ist
bisher noch unklar, worin die Ursache bestand. In der zweiten Testphase mit Citratplasma und
EDTA-Vollblut zeigten sich ebenfalls solche Diskrepanzen, wobei bei den meisten optisch
positiven Proben des LFI-HIT mindestens 80mV iiberschritten wurden. Auch die
Kollektivtestungen bestétigten dieses Phidnomen. Es steht nun zur Disposition, das
elektronische Messsystem zur Diagnose einer HIT in weiteren Studien zu optimieren und den
Grenzwert eventuell noch weiter anzupassen.

Zusétzliche zeigte sich, dass der elektronische Grenzwert von 100mV nicht unbedingt Folge
eines positiven visuellen Ergebnisses im LFI-HIT ist, aber seine endgiiltige Hohe einen
wesentlichen Hinweis auf seine Aussagekraft gibt. So zeigte sich in der zweiten Testphase,
dass in den Fillen, in denen der Grenzwert deutlich {iberschritten wurde, auch ein positives
Ergebnis im HIPA erreicht wurde.

Im Rahmen der zweiten Phase zeigte sich ein negativ pradiktiver Wert von 96% fiir Serum
und Citratplasma im optischen LFI-HIT. In der ersten Phase lag der negativ priadiktive Wert
der optischen Auswertung mit Serum bei 1.

Der positive Vorhersagewert liegt in der ersten Phase bei 54% in der optischen Auswertung
mit Serum. In der zweiten Phase liegt er mit 43% bei Serum und Citratplasma darunter. In
Kombination mit dem negativen Vorhersagewert und im Hinblick auf relativ kongruente
Werte der Serumauswertung verstirkt dies die Moglichkeit einer alternativen Anwendung von
Citratplasma statt Serum im LFI-HIT. Die Langzeitstabilitdtspriifung belegt, dass sich die
Testergebnisse auch nach Einfrierung der Seren und Citratplasmen iiber mehrere Wochen
nicht verdndern. Eine Lagerung und diagnostische Wiederverwertung von positiven Proben
scheint somit moglich.

Da Citratplasma meist in der Routinediagnostik abgenommen wird, konnte dies den
Testablauf und somit den schnellen Ausschluss einer HIT Typ 2 zusitzlich beschleunigen.
Mit Hinblick auf eine hohe Auschlusswahrscheinlichkeit einer HIT Typ 2 bei negativem
Testergebnis ergibt sich eine hohe Relevanz fiir den klinischen Alltag durch Einsparung

weiterer Folgediagnostik.
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Bei EDTA-Vollblut zeigen sich keine {iberzeugenden Testresultate im Vergleich mit
Citratplasma und Serum. Insbesondere die hohe Rate der falsch positiven Testresultate fallt
hierbei ins Auge.

Ebenso fallen die unterschiedlichen elektronischen Signale im Vergleich zwischen
Citratplasma und EDTA-Vollblut in der Préizisionstestung auf. Obwohl die visuelle Testung
der Proben stets positiv bleibt, scheinen die Ergebnisse des PoC-Scanners beeinflusst zu
werden. Von zwanzig Durchldufen bleiben bei zwei der plasmatischen Proben die Werte
unter dem geforderten Grenzwert. Bei Vollblutproben bleiben hingegen acht Resultate in der
Messung negativ.

Schlussfolgernd erfiillt EDTA-Vollblut die Anforderungen an ein verléssliches und objektives
Testsystem nicht.

Die Titrationspriifung, welche Ausschluss iiber eine Testbeeinflussung durch die
Heparindosierung geben sollte, zeigte einen relativ proportionalen Abfall der elektronischen
Signale bei steigender Heparindosierung. Gleichzeitig blieben die visuellen Werte jedoch
unverdndert und ebenso stagnierten die gemessenen Werte des PoC-Scanners selbst bei einer
Heparindosierung von 100n IE/ml iiber dem Grenzwert von 100mV. Das lédsst den Schluss zu,
dass eine klinische Beeinflussung der Testergebnisse durch die Dosishohe von Heparin nicht
zu erwarten ist. Es bleibt abzuwarten, ob sich diese Tendenz in weiteren Testungen bestatigt.
In der Qualititskontrolle zeigte sich ein elektronisches Signal von 256mV in einer
plasmatischen Probe eines bisher unauffdlligen Normalspenders. Da dieser zufillig
ausgewdhlt wurde, bestand kein Verdacht auf eine HIT Typ 2 oder ein dhnliches Leiden bzw.
eine Kreuzreaktion mit Antikdrpern. Durch den hohen elektronisch gemessenen Wert, der
jedoch nur mit Plasma nachgewiesen wurde, bleibt eine Interpretation dieses Ergebnisses
schwierig. Eine falsch positive Messung bleibt nicht ausgeschlossen, wobei es sich hierbei
auch um eine Kreuzreaktion mit plasmatischen Antikérpern handeln konnte und eine
Heparineinnahme in der Vorgeschichte nicht auszuschlieen wire.

Zusammenfassend ist der Lateral Flow Immunoassay ein Testverfahren, das fiir den
klinischen Alltag deutliche Vorteile verspricht.

Durch die einfache Handhabung und das schnelle Resultat, die niedrige Rate falsch positiver
Resultate, ist ein schneller Ausschluss der heparininduzierten Thrombozytopenie Typ 2
moglich. Dies erscheint gerade im hektischen klinischen Alltag der heutigen Medizin ein
wichtiges Kriterium zu sein. Dies ist jedoch, auch auf Grund der persistierenden falsch

positiven Resultate, immer genau abzuwégen.
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In 6konomischer Hinsicht wiirden sich aufwendige zusétzliche Laborverfahren bei einem
negativen Testergebnis und die hohen Kosten fiir alternative Antikoagulantien einsparen
lassen, wie zum Beispiel Orgaran und Argatra, die weit iiber den Kosten fiir Heparin liegen
(N1 Packung: ca. 35 Euro im Vergleich zu ca. 235-291 Euro). Gleichzeitig bietet der LFI-HIT
die Mdglichkeit jede Probe mit Verdacht auf eine heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2
direkt zu untersuchen. Es wird also keine Stapel-Testung mit langen Teststreifen und
mehreren verschiedenen Proben durchgefiihrt (batch-testing), sondern es ist moglich jede
einzelne Probe direkt befunden zu konnen (random-access-testing). Dadurch lassen sich
Kosten einsparen, da auf iiberbriickende alternative Antikoagulantien verzichtet werden kann
und zusétzlich ein zeitlicher Vorteil geschaffen.

Die Ergebnisevaluation mittels eines elektronischen Scanners zeigt noch einige Diskrepanzen
beziiglich des visuellen Ergebnisses, obwohl sich hierbei eine deutliche Tendenz beobachten
lasst. Hierbei ist der elektronische Grenzwert eventuell zu liberarbeiten. Leider lédsst sich auch
mit dem LFI-HIT und seiner elektronischen Auswertung keine Korrelation mit der
Pléttchenaktivierungsaffinitit der HIT-Antikorper darstellen, wobei sich in der ersten
Testphase ebenfalls gewisse Tendenzen herausstellten.

Citratplasma zeigt auf Grund seiner Testresultate eine hohe Proportionalitit zu den
Testergebnissen von Blutserum. Hier scheint eine klinische Nutzbarkeit mdglich und im
Rahmen des klinischen Alltages auch sinnvoll. EDTA-Blut scheint sich auf Grund der

Testergebnisse nicht in ein funktionierendes Testsystem einfligen zu lassen.
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5 Zusammenfassung

Die heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2 ist eine lebensbedrohliche Nebenwirkung
nach der Heparinapplikation, welche ein sofortiges Handeln und sichere Diagnostik erfordert.
Hierzu wurde ein spezieller Lateral-Flow-Immunoassay entwickelt, welcher schnell und
zuverldssig das Vorliegen der HIT Typ 2 {liberpriifen soll. Die Testvalidierung in vorliegender
Arbeit in zwei Testphasen zeigte eine hohe Testsensitivitdt und einen negativ pridiktiven
Wert von 1, was einen zeitnahen Erkrankungsausschluss gewihrleistet und kostenintensive
Folgeuntersuchungen einspart. Es lieBen sich stabile Resultate in Prézisions- und
Stabilitdtspriifungen nachweisen, was den Riickschluss auf dauerhaft verléssliche
Testergebnisse zuldsst. Die Schnelligkeit und Einfachheit der Testdurchfiihrung ist, in
Hinblick auf etablierte Verfahren, deutlich positiv zu bewerten, insbesondere in der
individuellen Durchfiihrbarkeit fiir jede einzelne Probe (Random-Access-Testing). In
Zusammenhang mit dem klinischen Erscheinungsbild der HIT Typ 2 (4T-Score) zeigte sich
eine hohe Ubereinstimmung der Testergebnisse. In Hinblick auf die einzelnen Testreagenzien
(EDTA-Vollblut, Serum, Citratplasma) liefert EDTA-Vollblut im Vergleich keine sicheren
Ergebnisse, wobei Plasma und Serum quasi &uquivalent einzusetzen sind. Die
Potentialmessung des PoC-Scanners scheint eng mit dem visuellen Testergebnis zu
korrelieren, ist aber in Bezug auf den elektronischen Grenzwert in weiteren Testungen zu
iiberpriifen. Zusammenfassend ist der Lateral-Flow-Immunoassay ein kostenglinstiges und
schnell durchzufithrendes Testverfahren um eine heparininduzierte Thrombozytopenie Typ 2

sicher auszuschlielen und bei positivem Resultat weiterfithrende Diagnostik einzuleiten.

Summary

Heparin-induced thrombocytopenia type 2 is a life-threatening side effect after heparin
application and requires both, reliable diagnosis and fast intervention. A lateral flow
immunoassay (LFI-HIT) was recently developed, the validation of which is presented in this
thesis. LFI-HIT displays a high sensitivity, and a negative predictive value of 1, allowing for
promplty exclusion of HIT type 2. Result consistency was proven by precision and stability
testing. The test itself is very simple to perform and results are available within a short period
of time. Another advantage, in comparison to other available test formats, is random-access
testing of single patient samples. LFI-HIT shows a high correlation with the clinical pretest

probability (4T-score). Comparison of different matrices (EDTA, serum, citrate) revealed that
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EDTA performs less well in comparison to plasma and serum; whereas these both may be
used interchangeable. Potential measurement using PoC scanner seems to correlate closely
with the visual results. It, however, is still hampered by technical problems precluding the
definition of an acceptable, pre-set threshold. In conclusion, LFI-HIT is a fast and realiable

test system for the exclusion of heparin-induced thrombocytopenia type 2.
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7 Anhang

7.1 Zehn klinische ,,Regeln* fiir die HIT-Diagnose

(diese ,,Regeln“ sollen als Empfehlung und nicht als klinischer Standard angesehen werden)

Regel 1: Ein Patient mit nachgewiesener Thrombozytopenie, dessen Plittchenabfall zwischen dem 5
und dem 10 Tag der Heparinbehandlung auftritt, sollte bis zum Beweis des Gegenteils als
Verdachtsfall einer HIT Typ 2 angesehen werden.

Regel 2: Ein starker Plattchenabfall direkt nach Beginn der Heparinbehandlung représentiert eher
unwahrscheinlich eine Heparin-induzierte-Thrombozytopenie, es sei denn der Patient erhielt vor
kurzem (bis zu 100 Tage) schon Heparin.

Regel 3: Ein Pldttchenabfall von iiber 50% postoperativ zwischen dem 5. und dem 14.Tag
einhergehend mit einer Heparinbehandlung kann auf eine HIT hindeuten, sogar bei Plittchenzahlen
iiber 150 x 1079/L.

Regel 4: Petechien und spontane Blutungszeichen sind keine obligatorischen klinischen Bestandteile
der HIT, sogar bei niedrigen Plattchenzahlen.

Regel 5: Die HIT ist assoziiert mit einer hohen Thrombosewahrscheinlichkeit trotz Absetzen von
Heparin: Die Wahrscheinlichkeit betrdgt ungefiahr 5-10% pro Tag iiber die ersten zwei Tage; das
akkumulative Risiko tiber 30 Tage betrdgt 50%.

Regel 6: Die Lokalisation der Thromben ist stark abhingig von klinischen Faktoren (z.B. Gefal3status,
postoperativer Zustand etc.)

Regel 7: Bei Patienten, die Heparin erhalten, entwickelt sich der Schweregrad einer Thrombose
proportional mit der Wahrscheinlichkeit einer HIT.

Regel 8: Venose Extremititen Gangrin ist charakterisiert durch (1) Thromboseentwicklung in
Assoziation mit einer akuten HIT; (2) tiefe Venenthrombose der Extremititen beeinflusst durch
vendse Gangran und (3) einer erhohten INR wihrend der Kumarinbehandlung. Dieses Syndrom kann
verhindert werden durch eine (1) verspéatete Kumarinantikoagulation bis zu einer Plattchenzahl von
mind. 100-150 x 10"9/L und bis dahin alternative Antikoagulation (Hirudine, Argatroban etc.). (2)
Niedriger Initialdosis der Kumarine und (3) Uberlappung der parenteralen und oralen Antikoagulation
von mindestens 5 Tage.(4) Intervention mit Vitamin K bei HIT-Patienten nach begonnener
Kumarintherapie

Regel 9: Erythematdse und nekrotisierende Hautldsionen nach Heparininjektion sollten als dermale
Manifestationen der HIT, bis zum Beweis des Gegenteils, angenommen werden. Das Risiko von
Thrombosen bei Kombination von Thrombozytopenie und Hautldsionen wird erhoht.

Regel 10: Jegliche allergische und kardiopulmonale Reaktion, die 5-30 Minuten nach intravendser
Heparininjektion auftritt, sollte als akute Manifestation einer HIT, bis zum Beweis des Gegenteils,
angesehen werden. Hier sollten direkt nach der Gabe die Thrombozyten bestimmt werden.

(vgl. Warkentin T, Greinacher A: Heparin-Induced Thrombocytopenia, Third Edition, Revised and
Expanded, Marcel Dekker, Inc. 2004, S. 597-598)
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