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1. Einleitung

Die heparininduzierte  Thrombozytopenie (HIT) ist eine potentiell
lebensbedrohliche, medikamenteninduzierte Erkrankung. Diese kann durch die
Gabe des Polysaccharids Heparin ausgeldést werden. Die HIT wird
immunologisch vermittelt und beruht auf der Bildung von Antikdrpern gegen
einen Komplex aus Plattchenfaktor 4 (PF4) mit Heparin?. Nach dem aktuellen
Stand der Wissenschaft sind zwei Formen der heparininduzierten
Thrombozytopenie bekannt. Diese unterscheiden sich deutlich in ihrem
klinischen Verlauf, ihrer Relevanz in der Klinik und den ihnen zugrunde liegenden

pathophysiologischen Prozessen?®.

1.1 Heparininduzierte Thrombozytopenie Typ | und Typ Il

Die transitorische, klinisch wenig relevante heparininduzierte Thrombozytopenie
Typ | manifestiert sich haufig bereits innerhalb von 2 Tagen nach Beginn der
Heparintherapie. Sie beruht auf der direkten, nicht-immunologischen
Wechselwirkung zwischen Thrombozyten und Heparin. Sie bewirkt nur einen
sehr moderaten Abfall der Thrombozyten (selten < 100/nl) und kommt bei bis zu
ca. 20 % der Patienten vor. Sie verlauft in der Regel asymptomatisch und ist auch
unter weiterer Heparinexposition reversibel*. Die heparininduzierte
Thrombozytopenie Typ Il (HIT) stellt eine lebensgeféahrliche Komplikation der
Heparintherapie dar und betrifft bis zu 5 % der Patienten, die mit unfraktioniertem
Heparin® behandelt werden. Die HIT wird immunologisch vermittelt und beruht
auf der Bildung von Antikérpern gegen multimolekulare Komplexe des
Plattchenfaktors 4 (PF4) und Heparin?. Sie wird bei 0,25-5% der Patienten
zwischen dem 5. und dem 14. Tag nach Beginn einer Heparintherapie getriggert
und ist durch einen Abfall der Thrombozytenwerte um > 50 % sowie arterielle und

venose thromboembolische Komplikationen gekennzeichnet®-2.
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1.2 Pathogenese der HIT

Die HIT ist eine immunologisch vermittelte Reaktion, die zur Bildung von
Antikdrpern gegen einen Komplex aus Plattchenfaktor 4 (PF4) und Heparin fuhrt,
der nach der Exposition von unfraktioniertem Heparin (UFH), niedermolekularem
Heparin (NMH) oder anderen Glykosaminoglykanen, z.B. Chondroitinsulfat,
gebildet wird. Das polyanionische Heparinmolekil bindet an den positiv
geladenen PF4, der in den a-Granula der Thrombozyten gespeichert wird®1L,
Hierdurch kann aufgrund einer Konformationsdnderung ein immunogenes Epitop
freigelegt werden, gegen das Antikorper gebildet werden®. Der Immunkomplex
aus PF4/Heparin und IgG-Antikérpern bindet Uber thrombozytdre FcyRlla
Rezeptoren an die Thrombozytenmembran und bewirkt dort eine massive
Plattchenaktivierung??. Damit geht eine weitere Ausschittung von PF4 und
prothrombotischen Mikropartikeln einher, was zu einer weiteren massiven
Thrombin- und Thrombozytenaktivierung in der bereits ausgepragten
prokoagulatorischen Situation fiihrt*13, Die Bildung von Thrombin wird zusatzlich
durch PF4/Polyanion-vermittelte Aktivierung von Monozyten und Endothelzellen
gefdrdert. Dies  geschieht Uber  polyanionische, heparinédhnliche
Glykosaminoglykane auf der Membran von Monozyten und Endothelzellen, z. B.
Chondroitinsulfat, Hyaluronat und Proteoglykane, die mit PF4 komplexieren und
nach einer Immunreaktion mit HIT-Antikdrpern zu Endothellasionen oder

Monozytenaktivierung fihrent4.
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Abbildung 1: Pathogenese der HIT (aus Warkentin TE,2003)*

HIT-Antikorper lassen sich auch ohne das Vorliegen einer manifesten HIT
(Serokonversion) oder einer Heparinexposition nachweisen, vor allem nach
orthopéadischen oder kardiochirurgischen Eingriffen®>1? (siehe Abschnitt 1.4).
Das CXC-Chemokin PF4 setzt sich aus 70 Aminosauren (AS) zusammen®® und
besteht aus vier Monomeren, die einen Ring positiver Ladungen tragen, der
hauptséachlich auf Lysin basiert. PF4 wird vorwiegend in den Vorlauferzellen der
Thrombozyten, den Megakaryozyten, gebildet und in den a-Granula der
zirkulierenden Thrombozyten gespeichert!®. Es lagern sich 4 Monomere des
Proteins zu einem nicht kovalent gebundenen Tetramer zusammen. Dies ist
abhangig von der Konzentration und dem pH Wert?°. Grundsatzlich ist die Nahe
von mindestens zweli PF4 Tetrameren erforderlich (durch
Ladungsneutralisierung), um HIT-Antigene zu bilden?'. In Studien wurde
beobachtet, dass nur Heparinmolekile mit 10-18 Monosacchariden in der Lage
sind, Antigene auf dem PF4-Tetramer im PF4/Heparin-Komplex zu induzieren,

die durch anti-PF4/Heparin-Antikorper erkannt werden?224. Obwohl insgesamt
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die immunologischen Charakteristika bei HIT weder den klassischen Mustern
einer primaren oder sekundaren noch denen einer T-Zell-abhé&ngigen oder
unabhangigen Immunantwort folgen, ist ein spezifisches Merkmal der HIT-
Immunantwort die schnelle Induktion von anti-PF4/Heparin-lgG-Antikdrpern, die
bereits am 4. Tag nach Heparinexposition auftreten kann und somit einen
Indikator fur eine sekundare Immunantwort darstellt?>. Dies legt den Verdacht
nahe, dass bei HIT-Patienten bereits eine Pra&immunisierung gegen Komplexe
aus PF4 und heparinédhnliche Antigene vor der eigentlichen pharmakologischen
Heparinexposition stattgefunden haben kdnnte. Zudem weisen bereits ca. 4,3—
6,6 % der Blutspender, bis zu 21,7 % der Patienten vor kardiochirurgischen
Eingriffen und bis zu 6,1 % der Normalpopulation anti-PF4/Heparin-Antikorper-
positive Seren auf (Seropravalenz)?6:27.2829.30 |n frilheren Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass anti-PF4/Heparin-Antikbrper nicht heparin-
spezifisch sind, sondern auch Komplexe aus PF4 mit anderen Polyanionen
erkennen konnen??3132 wie sie auch auf der Oberflache von Thrombozyten,
Monozyten oder Endothelzellen vorkommen!#3334  AuRerdem konnen anti-
PF4/Heparin-Antikorper auch durch Nicht-Heparin-Polyanionen induziert
werden, z.B. durch Chondroitinsulfat und/oder = RNA/DNA 35363738
Krauel et al. konnten weiterhin nachweisen, dass bakterielle Infektionen, bei
denen Thrombozyten aktiviert werden und PF4 ausschitten3®40, die primare
Bildung von anti-PF4/Polyanion-Antikorpern induzieren kénnen?®. Die Bindung
von kationischem PF4 erfolgt an Polyanionen auf der Oberflache von
gramnegativen oder grampositiven Bakterien?®. So konnten beispielsweise
negativ geladene Lipopolysaccharide, speziell Phosphatgruppen, im Lipid A auf
gram-negativen Bakterien als Interaktionspartner des PF4 nachgewiesen
werden*!. Durch die Neutralisierung der positiven Ladung von PF4 durch die
Polyanionen kommt es zu einer Konformationsanderungen des PF4-Tetramers,
wodurch antigene Epitope im PF4-Tetramer des PF4/Polyanionen-Komplexes
freigelegt werden, gegen die Antikorper gebildet werden (,PF4/Heparin-like
epitopes“)?12242, Die Autoren schlussfolgern, dass die Interaktion von PF4 mit
Polyanionen auf der Oberflache der Bakterien eine primare Immunantwort
induziert und dies urspringlich einen evolutiondr konservierten
Abwehrmechanismus an der Schnittstelle von angeborener und adaptiver

Immunantwort darstellt. In der Folge einer spateren pharmakologischen

13



Heparinexposition bindet Heparin mit PF4 auf der Oberfache von Thrombozyten
und induziert dort antigene Epitope im PF4-Tetramer, gegen die bei
praimmunisierten Patienten anti-PF4/Polyanion-Antikérper  kreuzreagieren
(antigenes Mimikry) und eine sekundare Immunantwort auslésen kénnen. An
Bakterien gebundener PF4 kann also die gleichen Antigene induzieren wie an
Heparin gebundener PF42’. Durch Bindung des Fab-Fragments an das Antigen
kommt es nach ,cross-linking“ zwischen dem Fc-Fragment der an PF4/Heparin
gebundenen Antikorper und FcyRlla-Rezeptoren auf der
Thrombozytenoberflache zur Plattchenaktivierung und dem klinischen Bild einer
HIT#3444546.47 | etztlich handelt es sich um eine fehlgeleitete Immunantwort
(,misdirected bacterial defense mechanism")?°. Da die PF4-vermittelte
Opsonierung von Bakterien deren Eintritt in die Blutzirkulation erfordert, die
Inzidenz einer Sepsis aber viel zu gering ist, um die im Vergleich beobachtete
Serokonversionsrate bei kardio-chirurgischen Patienten von bis zu 50-75 % oder
bei orthopadischen Patienten von ca. 15 % (Range 10,75-38,6 %, siehe
Tabelle 1) zu erklaren!484950 untersuchten Greinacher et al. die Moglichkeit
einer in der Bevolkerung weit verbreiteten chronischen Infektion mit transienten
Bakteriamien wie Parodontitis als potentielle Ursache der primaren
Immunisierung?’. PF4 war dabei in der Lage, parodontale Erreger
(Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Porphromonas gingivalis) zu binden.
Diese PF4/Polyanion-Komplexe wurden durch humane anti-PF4/Heparin-
Antikdrper erkannt. Eine parallel durchgefuhrte Querschnittstudie (n=3500)
bestatigte die Assoziation von anti-PF4/Heparin-Antikdrpern und Parodontitis?’.
Dem vereinfachten Modell von primarer und sekundarer Immunantwort bei der
Etablierung einer HIT folgend, erfordert eine vorbestehende Immunisierung die
wiederholte Exposition mit dem Antigen, um die klinischen HIT- Manifestationen
auszulosen. Diese kann auf pharmakologischem Weg, z.B. Heparin und
Fondaparinux, (siehe Abschnitt 1.4.3) stattfinden und/oder durch endogene oder

bakterielle, polyanionische Trigger ausgeltst werden (siehe Abschnitt 1.4.2).
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1.3 Inzidenz der HIT

Die Inzidenz der HIT ist vom untersuchten Patientenkollektiv abhangig. So sind
internistische Patienten weit weniger von einer manifesten HIT betroffen als
chirurgische Patienten!. Unter den chirurgischen Patienten kommt es bei kardio-
chirurgischen Patienten bei 50-75 % zur Bildung von HIT- Antikdrpern
(Serokonversion)1484950  Eine klinisch manifeste HIT entwickelt sich nach
kardiochirurgischen Eingriffen jedoch nur bei einem kleinen Teil der Patienten
(Thrombozytopenie: 2 %; thromboembolische Komplikationen: 1 %)?.

Ein besonders hohes Risiko fur die Entwicklung einer HIT besteht vor allem fur
Patienten, die im Rahmen einer orthopadischen Operation unfraktioniertes
Heparin erhalten haben?. Die Serokonversionsrate unter Gabe von UFH liegt bei
diesen Patienten bei ca. 15 % (Range 10,75-38,6 %, siehe Tabelle 1), wobei sich
bei ca. 5 % der Patienten im Labor eine Thrombozytopenie nachweisen lasst. Bei
3 % kommt es in Folge zu thromboembolischen Komplikationen?.

Die Serokonversionsrate bei Patienten mit einem gréRReren orthopadischen
Eingriff, z.B. einer Implantation einer totalen Knie- oder Huftgelenkendoprothese
und Gabe eines NMH, betragt im Vergleich zu der Gabe eines UFH ca. 5 - 8 %
(Range 0,1-16,1 %) versus 15 % (Range 10,75-38,6 %, siehe Tabelle 1). Bei
lediglich 1 % dieser Patientengruppe entwickelt sich eine Thrombozytopenie, bei

0,5 % kommt es zu symptomatischen thromboembolischen Ereignissen?.
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A Schematic Iceberg Model of HIT

HIT-associated
Thrombosis \

Thrombocytopenia SRA positive EIA positive
(activation assay) (antigen assay)
. 3%
0 0 0,
1% 0.5% 0.25%

Medical

) Medical LMWH
Orthopedic Orfiitipecis UFH
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: UFH
Cardiac
U I |
| |

Surgical Patients Medical Patients

Abbildung 2: Das Schematische "Eisbergmodell" nach Warkentin zeigt den Zusammenhang
zwischen der Bildung von HIT-Antikdrpern, Thrombozytopenie und HIT-assozierten
Thrombosen. (B) Eisbergmodell der HIT in Abhangigkeit von der Art des Heparins und der

Patientenpopulationt. Mit Genemigung des Wiley-Blackwell-Verlages verwendet.

Dass die Art des Heparins eine entscheidende Rolle bei der Entstehung einer
HIT bzw. der Serokonversion spielt, zeigt die Tatsache, dass unter der Gabe von
unfraktioniertem Heparin ca. zehnmal haufiger eine HIT auftritt als unter
niedermolekularem Heparin®.

Insgesamt zeigt sich, dass, wie in Abbildung 2 dargestellt, nur bei einem kleinen
Teil von Patienten, die HIT- Antikérper entwickeln, auch klinische
Manifestationen wie Thrombozytopenie oder thromboembolische
Komplikationen auftreten. Bei der Mehrzahl der Patienten bleibt die
immunologische Antwort auf die Serokonversion beschrankt. Publizierte Studien
zur Untersuchung der Antikdrper und HIT- Inzidenzen in verschiedenen

Patientenkohorten sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1 - Inzidenz der HIT Antikorper
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Ahmad | 475-669 TKA & THA UFH k.A. 10,75 (of SRA
etal, ELISA+) | (ELISA-1)
2002

TKA & THA LMWH k.A. 6,15 (of

ELISA+
232 TKA LMWH k.A. k.A.
374 THA LMWH k.A. k.A.

Ahmad | ca. 200 Gipsverband Placebo 0 0; (0,9) SRA
etal, (Alter<18 J.) (ELISA-4)
2003 [ELISA 5]

ca. 200 LMWH 0 0; (0,6)

Ahmad 111 v.a HIT UFH 100 27; (49) SRA
etal., (ELISA-4)
2004

50 Gesundspende n.a. 0 0; (<1)
r
612 TKA & THA UFH k.A. 10,8%;
(30,4)
617 617 LMWH k.A. 6,2%;
(10,5)
Amiral et 109 various (kurativ UFH k.A. 17); in-house
al., 1996 und prophyl. [3/19 pan- | (pan)- und
pos] [19C]
ELISA
100 LMWH k.A. (8); [2/8
pan-pos]
Assfalg
& Huser,
2016

Avidan 59 Thorax und LDUH 0 13,6 ELISA-1a
etal; Herzchirurgie
2011 59 Desirudin 0 10,2

82 UFH(peri-OP) 0 171
36 Desirudin only 0 0
Bito et 2069 TKA & THA various (see k.A. 12,7 ELISA-1a
al., 2016 comm.)
365 various w/ o DMT k.A. 11,8
365 various w/o DMT k.A. 6,3

Boonya 73 cardiac surgery | UFH/ LMWH/none 0 POWS: in- house

wat et (6,8); 0 of | anti-lgG
al., 2014 ELISA+ ELISA)
SRA
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Demma 50 cardiothoracic k.A. 10 k.A; 22 ELISA-4,
etal., surgery, ICU ELISA-6,
2011 see note)

SRA

Everett 299 cardiac surgery UFH 4 pre: 4,3; ELISA-1
etal., post: 22,4
2007
Foo et 500 cardiac UFH 0,2 pre: 3,0; ELISA-1

al., 2006 catheterisation/ post: 10,1

PCI

Francis 99 cardiac surgery bovine heparin (2/99 44,4 ELISA-4
etal., )

2003 108 porcine heparin 0 30,6

Gluckma 333 cardiac surgery UFH 153 | POWE: (ELISA-4)

netal., of 52); [ELISA-5]
2009 ELIS | [POW6:3 SRA

A-4+) | 9]; 14 of
ELISA-4+

Greinach 231 TKA & THA UFH 52 12,4; (ELISA-4)

eretal., (23,5) HIPA
2005 271 LMWH 0 5,5 (8,3)

Griffin et 50 acute hip UFH k.A. BL: 8: ELISA-4

al., 2011 fracture POD1- (ELISA-7)

7:32 (56
of ELISA
4+)
50 LMWH K.A. BL: 8:
POD1-
7:18 (11
of ELISA
4+)
lzumi et 26 TKA (RA) Edoxaban K.A. 4,5 ELISA-5
al., 2016 98 TKA (OA) 25,8 ELISA-1a
4 TKA (RA, J- UFH 25
PSVT)
65 TKA (OA, J- 18,5
PSVT)
27 TKA (RA, J- LMWH 7,4
PSVT)
191 TKA (OA, J- 15,2
PSVT)
77 TKA (RA, J- Fondaparinux 10,4
PSVT)
261 TKA (OA, J- 21,8
PSVT)
87 TKA (RA, J- none 9,2
PSVT)
489 TKA (OA, J- 12,7
PSVT)

Lubenow 100 UCH (major) UFH 4 17 in-house
et al., pan-
2010 ELISA

124 LMWH 0,8 4
189 UCH (major) UFH 0 1,6
148 LMWH 0 0

Matsuo 252 akutes UFH 1,6 8,7 ELISA-1a
etal., Koronarsyndro
2005 m
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Mattioli 500 cardiac surgery UFH k.A. BL: 15,6; ELISA -
etal., PODG6: (1/1a/2)
2009 26.2;

POD3: 3
of POD6+
Motokaw 60 THA UFH 0 28,3 ELISA-5
aetal, 64 THA LMWH 0 6,3
2011 49 THA Fondaparinux 0 8,2
44 TKA UFH 0 38,6
31 TKA LMWH 0 16,1
32 TKA Fondaparinux 0 25
Mullen et 60 primary UFH 0 PODS5: ELISA-1a
al., 2008 neonatal 1,7;
cardiac surgery POD10:
1,7
75 reoperation UFH 1,3 PODS5:
pediatric 16;
cardiac surgery POD10:
52
Mya et
al., 2016
Pouplard 157 cardiac UFH 3,8
et al., surgery(primari
1999 ly valve
replacement)
171 cardiac surgery LMWH 0
(primarily
CABG)
all UFH/LMWH POD7-10:
25,3
Pouplard 305 cardiac surgery UFH/LMWH 1,3 53,4 ELISA-1a
etal.,
2005
Sakai et 58 TKA Edoxaban w/ foot 0 20,7 ELISA-5
al., 2016 pump
62 Edoxaban w/ foot 0 25,8
pump

Selleng 581 cardiac surgery | UFH,Marcumar,L | 0,5(0, PODG6: in-house
et al., MWH 9 of k.A. pan- &
2010 UFH (26,7) (1gG)-

only) [4,3], ELISA
POD10:7 [HIPA]
4,6
(52,5)[12,
3]

Selleng 320 ICU, vorious UFH, LMWH 0,6 POD10: in-house
etal., (7,2) [5,5] pan- &
2015 (IgG)-

ELISA
[HIPA]
Torigosh 60 THA UFH 0 31,7 ELISA-4
ietal., 44 TKA 0 38,6
2009
Trossaer 51 cardiac surgery UFH 0 27 (4) in-house
tetal, pan-
1998 ELISA
(PAT)
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Visentin | 44 cardiac surgery | UFH 0 PODG6: in-house
et al., 34,1 1gG/IgM
1996 (18,2) (IgG)
ELISA
7 LMWH 0 PODG6:
14,3
(14,3)
Warkenti Ubersichtsartik
n et al, el
2005
Warkenti Ubersichtsartik
n et al, el
2012
Warkenti | 332 THA UFH 2,7 7,8 SRA
n et al,
1995
333 Note LMWH 0 2,2
Warkenti | 100 cardiac surgery | UFH 1 50 (20) in-house
n et al, 19G (SRA)
2000 205 orthopadic UFH 4,9 14,1 (9,3)
surgery
439 orthopadic LMWH 0,9 7,5 (3,2
surgery
Warkenti | 365 TKA LMWH 0 1,4 (5,2) ELISA-5
n et al, (ELISA-4)
2005 [SRA]
388 TKA Fondaparinux 0 1,3(2,8)
984 THA LMWH 0 0,1(1,2)
989 THA Fondaparinux 0 0,4 (1,5)
Warkenti | 173 THA, female UFH 7,5 k.A. n.a.
n et al, | 159 THA, male UFH 1,9
2006 187 THA, female LMWH 05
146 THA, male LMWH 0,7
169 medical UFH 0,6
Patient, female
206 medical UFH 0
Patient, male
347 medical LMWH 0
Patient, female
415 medical LMWH 0
Patient, male
Warkenti | 3153 THA/TKA LMWH see 25 ELISA-4;
n et al, note in-house
2010 IgA;IgM;
IgG, SRA
3171 Fondaparinux 3,5
Welsby cardiac surgery | UFH see BL: 20, | ELISA-4
et al., note POD30:
2017 50
Williams | 218 ACS UFH k.A. 10,6 ELISA-4
et al.,
2003
Zaho et | 661 Hamodialyse > | UFH/ LMWH 0 5,6 ELISA-5
al., 2013 3 Monate

THA - total hip arthroplasty; TKA - total knee arthroplasty; ICU - Intensiv Care Unit; OA - Arthrose;
RA - rheumatoide Arthritis; ACS - Akutes Coronarsyndrom;
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Torigoshi et al. konnten in einer Studie an 104 Patienten mit vollstandigem
orthopadischen Gelenkersatz nachweisen, dass die Serokonversionsrate von
HIT-Antikorpern nach der Gabe von UFH fur 1-2 Tage im Rahmen der
postoperativen Thromboseprophylaxe nach 7 Tagen postoperativ bei 34,6 %
lag?’.

Wie in Tabelle 2 gezeigt, ist das Risiko, eine symptomatische tiefe
Beinvenenthrombose (TVT) zu entwickeln, bei Patienten mit einem positiven HIT-

Antikérpernachweis signifikant hoher als bei Patienten ohne Serokonversion?’.

Tabelle 2 - Inzidenzrate symptomatischer TVT von Patienten mit und ohne
Serokonversion

mit keine Odds Ratio p-Wert
Serokonversion Serokonversion
n=36 n=68 (95%Cl)
TVT Inzidenz 11 (30,6 %) 5 (7,4 %) 5,5(1,7-17,6) 0,028
(%)

1.4 Die autoimmune HIT

Bei der autoimmunen heparininduzierten Thrombozytopenie (aHIT) handelt es
sich um eine Untergruppe der HIT. Sie besteht aus einer Gruppe verwandter
klinischer Syndrome, die alle durch das Vorhandensein von anti-PF4/Polyanion
Antikorpern charakterisiert sind (Tabelle 3), die auch unabhé&ngig von Heparin
eine ausgepragte Thrombozytenaktivierung in vitro und in vivo
(heparinunabhangige  Plattchenaktivierung)®?>  ausléosen  koénnen. Die
heparinunabhéangigen, plattchenaktivierenden serologischen Charakteristika
kénnen auch bei einer Minderheit ansonsten typischer (heparinabhangiger) HIT-

Patienten auftreten®2.
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Tabelle 3 - Syndrome bei autoimmuninduzierter Thrombozythopenie

Klinisches Syndrom Beschreibung
Verzogerte HIT HIT beginnt oder verschlechtert sich
(Delayed-onset HIT) nach Absetzen von Heparin
Persistierende HIT HIT persistiert > 1 Woche trotz
(Persisting HIT) Absetzens des Heparins
Spontanes HIT Syndrom HIT ohne vorangegangene
(Spontaneous HIT syndrome) Heparinexposition

HIT induziert durch intermittierende

Flush h in HIT i
ush heparin Heparinbolusgaben

Fondaparinuxassoziierte HIT HIT getriggert durch Exposition mit
(Fondaparinux-associated HIT) Fondaparinux

Thrombozytenzahl: < 20 x 10°[1

HIT-assoziierte DIC ist definiert als
disseminierter intravasaler bestétigte HIT in Kombination mit
Koagulopathie (DIC) folge.nd.en Mer_km.alen: r_(_—:-l./abs.
(Severe HIT with overt DIC) Hyperfibrinogenamie, erhdhte INR-
Werte (ohne anderweitige Erklarung)
und Normoblastamie

Schwere HIT, assoziiert mit

Quelle: Autoimmune heparin-induced thrombozytopenia. Greinacher A, Selleng K, Warkentin
TE.J>?

1.4.1 Molekulare Mechanismen einer aHIT

Die Préasentation des antigenen Epitops bei der aHIT basiert auf einem &hnlichen
Pathomechanismus, wie er fur die ,klassische HIT“ beschrieben wurde (siehe
Abschnitt 1.2). Die Bildung gréRerer multimolekularer PF4 Komplexe, wird
vermittelt Uber langkettige Polyanionen, gefolgt von Konformationsanderungen
der PF4-Tetramere und Prasentation der autoantigenen Epitope. Allerdings wird
bei der aHIT die initiale Anndherung der PF4-Tetramere nicht durch Heparin als
polyanionisches Molekul induziert, sondern durch andere Faktoren, wie
bakterielle Zellwandkomponenten (z. B. Lipid A) oder eine traumainduzierte
Freisetzung von Nukleinsauren, die z. B. ein spontanes HIT Syndrom auslésen

konnen36:53,
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Des Weiteren wurden Polyanionen, die unter anderem von Plattchen freigesetzt
werden, als Ausloser einer verzdgerten, einer persistierenden oder einer
fondaparinuxassoziierten HIT beschrieben. Zu diesen Molektlen gehdren z.B.
Chondroitinsulfate  und  Polyphosphate®>>%,  Diese konnen auf der
Thrombozytenoberflache zu hohen lokalen PF4 Konzentrationen fuhren und
somit die Anndherung der PF4-Tetramere und Thrombozyten aktivieren, im
Unterschied zur typischen HIT sogar in Abwesenheit von Heparin®’,
Obwohl die Prasenz dieser Oberflachenmolekile die Bildung von
Autoantikorpern induzieren kann, sind sowohl die Dauer ihres Auftretens
(mindestens funf Tage) als auch ihre Konzentration zumeist nicht ausreichend,
um die Kklinischen Manifestationen einer HIT und eine mdgliche Persistenz der
aHIT Uber Wochen und sogar Monate zu erklaren®2. Weiterhin zeigen diese
Patienten ungewohnliche Verlaufe mit schweren Thrombozytopenien (< 20/nl),
haufig begleitet von einer disseminierten intravasalen Gerinnungsstorung (DIC)
und Mikrothrombosen®e.

Nguyen et al. konnten zeigen, dass qualitative Unterschiede zwischen
heparinunabhéngigen und heparinabhangigen, plattchenaktivierenden HIT-
Antikdrpern nach Isolation aus Patienten mit aHIT bzw. Patienten mit typischer
HIT bestehen. Hierbei kénnen heparinunabhéangige aHIT-Antikdrper neben
PF4/Heparin-Komplexen auch PF4 alleine erkennen und im Vergleich zu
heparinabhéngigen HIT-Antikorpern viel starker an PF4/Heparin-Komplexe
binden. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass aHIT-Antikdrper
unterschiedliche Aviditdten aufweisen. Dabei binden die haufigen aHIT-
Antikdrper mit einer mittlerer Bindungsstarke ausschliesslich PF4/Heparin-
Komplexe, wobei die Antikdrper mit niedriger Aviditat, anders als die Antikdrper
mit mittlerer Aviditat, auch in Anwesenheit von Polyanionen (z.B. Heparin,
Chondroitinsulfat) keine Thrombozytenaktivierung bewirken. Die selteneren
aHIT-Antikdrper hoher Aviditat binden sowohl PF4/Heparin-Komplexe als auch
PF4 allein (in Abwesenheit von Polyanionen)®®. Diese Subgruppe von anti-PF4
Autoantikorpern mit hoher Aviditat bindet PF4 und induziert heparinunabhangig
antigene Epitope, sodass dadurch polyanionabhéangige anti-PF4/Polyanion-
Antikorper (sind nicht pathogen ohne Heparin bzw. Polyanionen) auch in
Abwesenheit von Heparin bzw. anderen Polyanionen in die heparin-

/polyanionunabhéngigen Immunkomplexe rekrutiert werden
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und den Prozess der Plattchenaktivierung weiter steigern®85%60, Es wird
vermutet, dass erst weitere Faktoren, z. B. kardiale oder orthopadische Eingriffe,
die Antwort der anti-PF4/Heparin/Polyanion-Antikérperkomplexe verstarken,
dadurch einen wie in Abschnitt 1.2 beschriebenen alten evolutionaren
bakteriellen Abwehrmechanismus intensivieren und eine aHIT ausldsen

kénnen?’.

1.4.2 Spontanes HIT Syndrom

Patienten mit spontanem aHIT Syndrom zeigen klinische HIT Symptome
inklusive der entsprechenden Laborparameter ohne eine zeitnahe
vorangegangene Heparinexposition bzw. ohne jemals mit Heparin behandelt
worden zu sein. Warkentin et al. schlugen fur das spontane aHIT Syndrom
folgende Definition vor®?:

e Thrombozytopenie (unklarer Genese)

e Thromboembolie

o fehlende Heparinexposition

e positiver serologischer Befund in mehr als 2 PF4-abhéngigen

Immunoassays
e positiver heparinunabhangiger Plattchenaktivierungstest
e positiver heparinabhangiger Plattchenaktivierungstest (inhibierbar durch

100IU/ml Heparin bzw. FcR-blockierende monoklonale Antikorper)

Seit der Erstpublikation der Daten von 3 Patienten durch Warkentin et al. 20082
sind im Verlauf der letzten Dekade ca. 20 Patienten mit spontaner HIT
beschrieben Worden61—63,64,65,66,67,68,69,70,71,72,73,74,75_

Zahlen zur Inzidenz der spontanen HIT existieren nicht; in Studien mit bis zu 1377
Patienten mit Knie- und Hiftgelenk-TEP zur Serokonversion unter
Fondaparinuxexposition trat kein Fall einer manifesten spontanen HIT auf’®77.
Es handelt sich um eine sehr seltene Erkrankung mit einer geschéatzten Inzidenz
von < 1:1.000.00077. Sie ist wie die ,klassische“ HIT bei falscher oder zu spat
gestellter Diagnose mit einer sehr ungunstigen Prognose aufgrund des Risikos

thromboembolischer Ereignisse verbunden’s.
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Bei den meisten Patienten mit einem spontanen HIT-Syndrom zeigt eine
sorgfaltige Anamnese ein proinflammatorisches Triggerereignis in der
Vorgeschichte (z.B. bakterielle Infektionen, Operationen). Die in diesem Rahmen
induzierten aHIT-Antikérper haben die Fahigkeit, Thrombozyten selbst in
Abwesenheit von Heparin stark zu aktivieren>278. Bei einem groRBen Teil der
Patienten wurde ein orthopadischer Eingriff durchgefihrt, meistens in Form eines
Kniegelenkersatzes®1:6364.70.74.75  Dje Annahme ist, dass ein Zusammenhang
zwischen der operativen Freisetzung von Glykosaminoglykanen und/oder RNA,
z.B. durch Tourniquet Quetschungen, und der Bildung von HIT-Antikbrpern mit
den konsekutiven klinischen HIT-Manifestationen ohne begleitende Exposition
von Heparin bestehen konnte®27°, Auch wurden bakterielle Infektionen wie
Parodontitis und Atemwegsinfektionen als Ausloser einer aHIT vorgeschlagen®?.
Fir andere Patienten konnten allerdings keine direkten maoglichen

Triggerereignisse identifiziert werden®6.61.73,

1.4.3 Fondaparinuxinduzierte HIT

Fondaparinux ist ein  synthetischer  Faktor  Xa-Inhibitor, dessen
Pentasaccharidstruktur von Heparin abgeleitet ist. In mehreren Studien erwies
sich sein Einsatz in der Therapie der HIT als sicher und effektiv (off-label)8%82,
Trotz der mittlerweile zunehmenden Verbreitung von Fondaparinux liegen nur
vereinzelte Berichte von moglicher fondaparinuxassozierter HIT, sowohl in der
therapeutischen als auch in der postoperativen thromboprophylaktischen
Anwendung, vor’9.82:858687.8889.90 Dje geschatzte Inzidenz liegt bei 0,0005—
0,005%"".

Obwohl eine Beteiligung des Pentasaccharids Fondaparinux an ultragrof3en
PF4/Fondaparinux-Molekulkomplexen (,ultralarge complexes®)®:, die fur eine
Thrombozytenaktivierung notwendig sind, nicht beobachtet wurde und HIT-
Antikorper normalerweise keine Kreuzreaktivitat mit Fondaparinux in vitro oder in
vivo aufweisen?77.79.91.9293 “induzierten in Einzelfallen fondaparinuxassoziierte
HIT- Seren eine fondaparinuxabhangige Plattchenaktivierung in Abwesenheit

von Heparin 71.79.:83.87.94
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Es kann andererseits aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass es sich
zumindest bei einigen dieser seltenen, scheinbar fondaparinux-assozierten HIT
Falle um einen sogenannten ,Bystander‘-Effekt handelt: Fondaparinux-
Exposition ist in diesem Szenario zwar zeitgleich, aber nicht kausal mit der
Manifestation der HIT verbunden®t:83.95,

Wie im Abschnitt 1.4.2 beschrieben, demonstrierten Warkentin et al., dass
Patienten, die nach grof3en orthopadischen Eingriffen eine
Thromboseprophylaxe in Form von Fondaparinux erhielten, ahnlich hohe
Serokonversionsraten wie NMH (Enoxaparin) zeigten, und somit Fondaparinux
und NMH eine &hnliche Immunogenitat aufwiesen’®. Dieses Ergebnis stand im
Widerspruch zu der unter Fondaparinux beobachteten geringen HIT Inzidenz. In
vitro konnte gezeigt werden, dass dieses Phdnomen mit einer geringeren
Fahigkeit von Fondaparinux einhergeht, antigene Epitope zu induzieren und
zusammen mit PF4 ,ultralarge complexes® (siehe oben) zu bilden und eine

Plattchenaktivierung zu induzieren2%.91.9,

1.5 Klinischer Verlauf einer HIT

Man unterscheidet bei der klassischen heparininduzierten Thrombozytopenie
drei Verlaufsformen. Die haufigste Form wird als ,typical-onset HIT* bezeichnet
und macht ca. 60-70 % der Falle aus. Sie tritt im typischen Zeitfenster zwischen
dem 5. und dem 14. Tag nach Beginn der Heparintherapie auf®’.

Die ,rapid-onset HIT* stellt mit 20-30 % die zweithaufigste Form dar und tritt
bereits innerhalb von 24 Stunden nach Heparinexposition auf. Dieses frihe
Auftreten ist auf bereits praformierte Antikdrper zuriickzuftihren, die sich bei einer
vorangegangenen Heparinexposition innerhalb der letzten drei Monate gebildet
haben®8.%°,

Eine ,delayed-onset HIT* tritt in 3—5 % der Falle auf. Das klinische Bild zeigt sich
meist erst nach Beendigung der Heparintherapie, in einigen Féllen bis zu drei

Wochen nach Abschluss der Heparinbehandlung®8-100.101,
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1.6 Klinik

Eine manifeste HIT &uf3ert sich klinisch durch einen Thrombozytenabfall von
mehr als 30-50 % gegenuber dem Ausgangswert. Die absolute Thrombo-
zytopenie ist mit 40-80/nl (Normwerte: 150-400/nl) meist sehr moderat
ausgepragt, die Thrombozytenzahl fallt in aller Regel nicht unter 20/nl%8, Hohe
Thrombozytenausgangswerte  kénnen einen  Thrombozytenabfall auch
maskieren, sodass gar keine thrombozytopenen Werte erreicht werden'%2, Auch
andere Differentialdiagnosen der Thrombozytopenie missen bei der klinischen
Diagnosestellung bertcksichtigt werden.

Einen Uberblick Uber angeborene wund erworbene Ursachen der

Thrombozytopenie sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4 - Differentialdiagnosen der Thrombozytopenie

Erworbene Ursachen Angeborene Ursachen
e Sepsis, Folsduremangel e Thrombopoetinmangel
e Hamodilution e Alport-Syndrom
e Verbrauchskoagulopathie e Megakaryozytare
e Massive Thromboembolie Hypoplasie
¢ medikamentds-toxisch e Fanconi-Syndrom
e Morbus Basedow e Wiskott-Aldrich-

e HELLP Syndrom Syndrom

e Posttransfusionspurpura e Von-Willebrand-
e Kollagenosen Syndrom

e aplastische Anamie

e Vitamin B12 Mangel

Leitlinie nach Matzdorff, A et al., 2010 Onkologie Diagnostik und Therapie der

Immunthrombozytopenie.

Eine HIT kann sich klinisch entweder als isolierte Thrombozytopenie oder in
Kombination mit thromboembolischen GefalRverschliissen, sowohl im vendsen
als auch im arteriellen GeféaR3bett, manifestieren. Eine manifeste Thrombose kann

dabei zeitlich auch vor einem Thrombozytenabfall auftreten03,

27



Trotz einer auftretenden Thrombozytopenie kommt es bei einer HIT nur sehr
selten zu Blutungskomplikationen®. Thromboembolische Komplikationen sind
dagegen sehr haufigl®®. Die tiefe Beinvenenthrombose stellt zusammen mit der
Lungenarterienembolie die haufigste thromboembolische Komplikation der HIT
dar.

Das venose Thromboserisiko im Rahmen einer HIT liegt bei 30—75 %%,
Wahrend ventse Thrombosen bei internistischen und orthopadischen Patienten
(2,3:1) dominieren, treten bei kardio- und gefal3chirurgischen Patienten arterielle
Thrombosen deutlich haufiger auf (8,5 : 1)193. Die arteriellen Verschlisse
betreffen dabei am haufigsten Extremitatenarterien, zerebrale Geféal3e,
Koronararterien sowie Mesenterial — und Nierenarterien.

Als weitere klinische Zeichen einer HIT treten in 10-20 % der Félle Hautnekrosen
auf, die durch eine Mikrothrombosierung kleiner dermaler Gefél3e verursacht
werden!®%, Nach Gabe eines intravendsen Heparinbolus kann es selten zu

systemischen anaphylaktischen Reaktionen kommen1°”,

1.7 Diagnostik der HIT

Der am besten evaluierte klinische Score, der die Vorhersagewahrscheinlichkeit
fur das Vorliegen einer HIT untersucht, ist der 4Ts-Score nach Lo et al.1%’. Dieser
Score beinhaltet den Zeitpunkt des Auftretens und die Ausprégung der
Thrombozytopenie, das Vorkommen thromboembolischer Komplikationen sowie
andere mogliche Differentialdiagnosen fur eine Thrombozytopenie. Die Diagnose
einer HIT wird aus der Kombination von klinischen Aspekten und
Laborparametern abgeleitet. Laborchemisch unterscheidet man zwei Gruppen
von Tests. Der Serotonin-Freisetzungstest (14C-SRA), der heparininduzierte
Plattchenaktivierungstest (HIPA)'% und der Plattchenaggregationstest (PAT)°
messen die heparininduzierte Thrombozytenaktivierung und zahlen somit zu den
funktionellen Testverfahren. Immunologische, antigenbasierte ELISA (enzyme-
linked immunsorbant assay) Tests weisen ex vivo die Bindung von HIT-
Antikorpern aus Patientenplasma gegen Komplexe aus PF4 und Heparin
nach!'l. Hierzu zahlen u.a. der PaGIA (particle-gel immunoassay)?,
unspezifische Poly-1g-ELISA (IgG, IgA und IgM)*12 und spezifische IgG ELISAM4,
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Pouplard et al. konnten in einer Studie nachweisen, dass der IgG ELISA die
hdchste diagnostische Sensitivitdat und Spezifitat unter den antigenbasierten
Tests aufweist!?®,

Zur Diagnostik sollte immer ein ELISA mit einem funktionellen Test kombiniert
werden. Durch Kombination beider Testverfahren lasst sich eine Sensitivitat von

100% und eine Spezifitat von tber 95% erreicheni®>116,

1.8 Therapie der HIT

Schon bei Verdacht auf eine vorliegende HIT muss die Heparingabe sofort
beendet werden. Die immunologisch vermittelte prokoagulatorische Situation halt
auch nach Beendigung der Heparingabe weiter an, sodass umgehend mit einer
alternativen Antikoagulation begonnen werden sollte!!’, um die geflirchteten
thromboembolischen Komplikationen zu vermeiden. Bei Beendigung der
Heparintherapie ohne Beginn einer alternativen Antikoagulation ist bei
mindestens 50% der Patienten innerhalb der folgenden 4 Wochen mit einer
GefaRkomplikation in Form von vendsen Thrombosen zu rechnen!8.119,

Medikamente, die zur alternativen Antikoagulation bei einer HIT zugelassen sind,
sind die direkten Thrombininhibitoren Bivalirudin und Argatroban!?%-122 sowie das
Heparinoid  Danaparoid?®, ein  Faktor  Xa-Inhibitor ~mit  geringer
Thrombininhibition. Der synthetisch hergestellte antithrombinabh&ngige indirekte
Faktor Xa- Inhibitor Fondaparinux wurde bisher ebenfalls zur Therapie der HIT
eingesetzt, allerdings handelt es sich hierbei um eine off - label Anwendung'?*
126 Sein Einsatz wurde in einem deutschlandweiten HIT- Register auf seine
Wirksamkeit und Sicherheit untersucht. Eine formale Zulassung fur die
Behandlung der HIT liegt jedoch nicht vor®. Patienten mit einer autoimmunen
HIT bendtigen eine langfristige Therapie, da die Dauer einer aHIT einige Wochen
betragen kann. Anstelle der Thrombozytenzahlen kénnen die Bestimmung von
Fibrin, D-Dimeren und Fibrinogen helfen, den Therapieerfolg zu tiberwachen. Zu
beachten gilt bei einer Therapie mit aPTT-gesteuerten Antikoagulanzien wie
Argatroban oder Bivalirudin, dass es durch ein aPTT "Confounding”, z.B. im
Rahmen einer DIC, auch zu einer Unterdosierung und somit zu einem

Therapieversagen kommen kann'?’,

29



Die sicherste Therapie einer HIT erfolgt Gber nicht - aPTT gesteuerte Anti-
koagulanzien wie Danaparoid und Fondaparinux oder alternativ tber eine
Steuerung der Antikoagulation mit den Thrombininhibitoren Argatroban und
Bivalirudin mit chromogenen anti-Faktor Ila Assays'?®129.130 Danaparoid ist das
einzige Antikoagulans, das in seiner therapeutischen Konzentration die HIT
Pathogenese direkt beeinflussen kann, indem es PF4 von der
Plattchenoberflache verdrangt und die PF4-haltigen Antigenkomplexe dadurch
aufzulésen vermag®31132, Fondaparinux ist ein sehr wirksames Antikoagulans zur
Behandlung einer HIT, allerdings liegen keine randomisierten kontrollierten
Studien vor82133-135 Epenso wie bei Danaparoid kann auch bei Fondaparinux
eine Uberdosierung durch eine Bestimmung der Konzentration mittels
chromgenem anti-Faktor Xa Assay vermieden werden'33135 Direkte orale
Antikoagulanzien wie Rivaroxaban konnen ebenfalls sehr wirksam sein,
allerdings handelt es sich ebenso wie bei Fondaparinux um eine off-label
Anwendung. Es liegen bisher nur Erfahrungen als Fallberichte oder
Fallserien®1.136.137yor, Ein Nachteil in der Behandlung einer schweren HIT mit
Rivaroxaban besteht in der grossen interindividuellen Variation der
Medikamentenspiegel und der bisher fehlenden Kklinischen Validitat
therapeutischer Spiegel im Kontext der HIT-Behandlung®>'3®. Eine additive
Therapieoption der HIT bestent in der Gabe von hochdosierten

Immunglobulinen®?.

1.9 Chemische Struktur und Wirkmechanismus der Heparine

Heparin ist trotz der Entwicklung direkter oraler Antikoagulanzien die am
haufigsten  verwendete  Substanz  zur Prophylaxe und  Therapie
thromboembolischer Prozesse bei stationaren und ambulanten Patienten®.

Die Bindung und Aktivierung von Antithrombin, einem endogenen Serpin, durch
Heparin beschleunigt in der Gerinnungskaskade die Inaktivierung von Thrombin
und Faktor Xa und wirkt somit hemmend auf die plasmatische Gerinnung. Unter
physiologischen Bedingungen ist dies ein sehr langsamer Prozess, der durch die
Bindung von Heparin an Antithrombin und die daraus resultierende

Konfirmationsanderung massiv (um den Faktor 1000) katalysiert wird?.
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Heparine bestehen aus einem heterogenen Gemisch aus Polysaccharidketten
unterschiedlicher Lange (16—170 Monosaccharideinheiten). Aus diesem Grund
weisen Heparine ein heterogenes Molekulargewicht auf'®®. Der Teil des
Heparinmolekils, der zur Bindung an Antithrombin und dessen Aktivierung
notwendig ist, besteht aus funf Saccharideinheiten. Diese spezielle
Pentasaccharidsequenz findet sich bei Heparinen nur bei maximal 30 % der
Heparinmolekiile3%140, Heparin besitzt zusatzlich zur Antithrombinbindungsstelle
auch eine Thrombinbindungsstelle. Zur Inaktivierung von Thrombin ist ein
Komplex aus Heparin, Antithrombin und Thrombin notwendig*314°, Erst wenn
eine Polysaccharidkette aus mindestens 15-18 Einheiten besteht, ist eine
Interaktion von Heparin mit Thrombin moglich®3°,

Die Thrombinbindungsstelle ist im Vergleich zur exakt definierten
Pentasaccharidsequenz der Antithrombinbindungstelle deutlich  weniger
spezifisch. Heparin besitzt unter allen Glykosaminoglykanen die hdochste
negative Ladungsdichte, was auf die im Molekll vorkommenden Carboxyl- und

Sulfatreste zurtckzufiihren ist141,

1.10 Rivaroxaban

Rivaroxaban ist ein oral bioverfligbarer, selektiver, direkter Faktor Xa- Inhibitor
und seit 2008 zur Prophylaxe von vendsen Thromboembolien (VTE) nach
elektiven Huft- und Kniegelenkersatzoperationen zugelassen®2. Des Weiteren ist
Rivaroxaban auch zur Prophylaxe von Schlaganfallen und systemischen
Embolien bei Patienten mit nicht-valvularem Vorhofflimmern sowie zur Therapie
von vendsen Thromboembolien zugelassen. Faktor Xa spielt eine zentrale Rolle
in der Gerinnungskaskade'#?. Die Inhibition von Faktor Xa fiihrt sowohl Giber den
intrinsischen als auch den extrinsischen Weg der Gerinnungskaskade zur
Hemmung der Bildung von Thrombin43.

Im Bereich der orthopadischen Thromboseprophylaxe wurde Rivaroxaban in der
Dosierung von 10mg in vier gro3en Studien (Record I-1V) mit Enoxaparin 40mg
verglichen'#, Hierbei zeigte sich unter der Behandlung mit Rivaroxaban eine
signifikante Abnahme des priméren Endpunktes (tiefe Venenthrombose, nicht-

tédliche Lungenarterienembolien und Gesamttodesfalle:
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2,0 % in der Rivaroxabangruppe und 9,3 % in der Enoxaparingruppe). Dies
entspricht einer absoluten Risikoreduktion von 7,3%. Der priméare
Sicherheitsendpunkt, die Rate schwerer postoperativer Blutungen, war unter
10mg Rivaroxaban und 40mg Enoxaparin vergleichbar (6 % in der Rivaroxaban-
Gruppe und 5 % in der Enoxaparin-Gruppe, p=0,25)4°.

Rivaroxaban wird schnell resorbiert. Die maximale Plasmakonzentration (Cmax)
wird 2-4 Stunden nach der oralen Einnahme erreicht146:147,

Die Elimination von Rivaroxaban erfolgt Gber zwei Wege. Ungefahr 1/3 des
Wirkstoffes wird renal eliminiert (36 %). Davon entfallen ca. 30 % auf die direkte,
unveranderte Sekretion im Urin und 6 % auf die glomerulare Filtration'48, Etwa
2/3 unterliegen dem metabolischen Abbau. So wird der Wirkstoff Rivaroxaban
von den P450-Enzymen CYP 3A4/5 (18 %) und CYP 2J2 (14 %) sowie durch
CYP-unabhangige Mechanismen verstoffwechselt4°,

Diese von der oxidativen Biotransformation unabhéngige, non-CYP vermittelte
Hydrolyse macht 14 % der gesamten Rivaroxaban Elimination aus!®°. Die sich
ergebenden Metaboliten werden renal und Uber die hepato-biliare Route

eliminiert48,

1.11 Zielsetzung

Bisher ist bekannt, dass die Bildung von HIT-Antikorpern sowohl durch
korpereigene Glykosaminoglykane getriggert werden kann als auch ohne
vorherige Heparinexposition im Rahmen eines Autoimmunphanomens maéglich
ist'4, Bestimmte Patientenpopulationen (orthopéadisch/ kardiochirurgisch) weisen
nach Heparingabe eine héhere Serokonversionsrate auf als andere (internistisch/
gynéakologisch/ padiatrisch). Das Ziel unserer Studie ist es, die Bildung von HIT-
Antikorpern bei Patienten mit orthopadischen Eingriffen ohne den Einfluss von
Heparin zu untersuchen, um hierdurch die héheren Serokonversionsraten besser
zu verstehen. Als Patientenkollektiv dienten hierbei Patienten, denen
postoperativ der orale Faktor Xa-Inhibitor Rivaroxaban anstatt eines
niedermolekularen Heparins zur Thromboseprophylaxe verabreicht wurde. Die
Patienten wurden sowohl praoperativ als auch postoperativ auf das Vorliegen

von HIT-Antikdrpern untersucht.
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2. Patienten und Methoden

2.1 Patientenauswahl und Einschlusskriterien

Die Studie wurde von der Ethikkommission des Fachbereiches Medizin der
Goethe-Universitat gepruft und unter der Geschaftsnummer 243/09 genehmigt.
Die Datensammlung erfolgte von September 2010 — September 2014.

In die Studie eingeschlossen wurden konsekutiv alle stationdren Patienten der
Klinik fir Orthopéadie und Unfallchirurgie unter der Leitung von Prof. Dr. Stefan
Rehart am Agaplesion Markus Krankenhaus in Frankfurt und der Orthop&adischen
Universitatsklinik Frankfurt (Friedrichsheim) unter der Leitung von Prof. Dr.
Andrea Meurer, die sich einem geplanten Gelenkersatz der Hifte oder des Knies
unterzogen und zur Antikoagulation postoperativ Rivaroxaban 1 x 10 mg per os
ab dem Abend des Eingriffs erhielten.

Die Mindestdauer der Gabe bis zur postoperativen Blutentnahme zur
Bestimmung der HIT-Antikérper zum Nachweis einer HIT betrug 5 Tage.

Das Mindestalter zur Teilnahme an der Studie lag bei 18 Jahren.

Alle eingeschlossenen Patienten gaben nach einer ausfuhrlichen Aufklarung
uber das Procedere ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie.

2.2 Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien fur eine Teilnahme an der Studie waren Minderjahrigkeit
(<18 Jahre), ein fehlendes Einverstandnis und eine stattgehabte Heparin-
exposition innerhalb der vorangegangenen 3 Monate. Aul3erdem durften die
Patienten auch intra- und postoperativ kein Heparin erhalten. Ein weiteres
Ausschlusskriterium war eine eingeschrankte Nierenfunktion mit einer GFR < 30
ml/min  sowie alle entsprechenden Kontraindikationen gemass der
Fachinformationen zur Anwendung von Rivaroxaban'®!. Ebenso wurden alle
Patienten ausgeschlossen, bei denen bereits in der praoperativen Bestimmung

HIT-Antikdrper nachgewiesen werden konnten.
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2.3 Klinische Datenerfassung

Bei allen teilnehmenden Patienten erfolgte eine ausfihrliche Anamnese.
Folgende Parameter wurden erhoben:

e Patientendaten: Alter, Geschlecht, Gewicht, Grol3e, eine bestehende
Schwangerschatft, Vorerkrankungen, Voroperationen, aktuelle
Medikamenteneinnahme

e Fruhere und ggdf. letzte Exposition gegentber Heparin und das Auftreten
eventueller Komplikationen im Rahmen der Heparingabe

e Thrombosen und Lungenarterienembolien in der Vorgeschichte

Fehlende Angaben wurden aus der Krankenakte enthommen und ergéanzt.

2.4 Bestimmung der HIT-AntikGrper

2.4.1 PF4-Heparin-ELISA

Die Bestimmung der anti-PF4/Heparin-Antikrper wurde mittels ELISA
(Asserachrom® HPIA - 1gG, Diagnostica Stago, Paris, Frankreich) nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt!1113.152,

Dafur wurden vendse Blutproben der Patienten durch den Doktoranden (M.L.)
mit 0,106 mol/l Natriumcitrat 15 min bei 2.000 g zeitnah nach der Blutentnahme
im Gerinnungslabor zentrifugiert. Bis zur endgiltigen Messung durch
medizinisch-technische Assistentinnen- und Assistenten im Labor flr
Hamostaseologie des Universitatsklinikums Frankfurt wurden die Citratplasma-
Proben bei -70°C gelagert. Auf Mikrotiterplatten, deren Kavitaten mit
PF4/Heparin-Antigen-Komplexen beschichtet waren, wurde im folgenden Schritt
das gewonnene Patientenplasma zugegeben. Im Patientenplasma vorhandene
anti-PF4/Heparin-Antikbrper binden im Rahmen von Antigen-Antikorper-
Reaktionen. Diese gebundenen anti-PF4/Heparin-Antikbrper kdnnen im
nachsten Schritt durch Peroxidase-gekoppelte goat-anti-humane IgG-Antikdrper
markiert und durch eine Tetramethylbenzidin-abhéangige Farbreaktion visualisiert
werden. Diese anschliessende Farbreaktion wurde durch Zugabe von einer 1-

molaren Schwefelsdurelésung gestoppt und die Extinktion der Probe zwecks
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Quantifizierung bei 450 nm gemessen. Die chargenabhéngigen Vorgaben des
Herstellers wurden als Cut-off Bereich flr einen positiven Befund verwendet.

2.4.2 Heparininduzierter Plattchenaktivierungstest

Der Heparininduzierte Plattchenaktivierungstest (HIPA) erfolgte modifiziert nach
dem standardisierten Protokoll von Eichler et al.*%3,

Dieser wurde im Thrombozytenlabor des DRK Blutspendedienstes NSTOB in
Dessau von Dr. Hartmut Kroll durchgefuhrt. Zur Aufarbeitung und Préaparation der
Testthrombozyten wurde plattchenreiches Plasma (PRP) von gesunden
Spendern aus Citratblut gewonnen. Das Citratblut, bestehend aus 1,6ml Adenin-
Natriumcitrat-Dextrose (ACD) und 8,4 ml Spenderblut, wurde anschlielend 25
Minuten bei 800U/min zentrifugiert und pro Milliliter mit 111 Mikroliter ACD und 5
Mikroliter Apyrase (1000 IE/ml) versetzt. AnschlieRend wurde nach erneuter
Zentrifugation bei 2000 U/min der Uberstand verworfen und die gewiinschten
Testthrombozyten  angereichert. Zur Beibehaltung eines glnstigen
Reaktionsmilieus (physiologische Calciumkonzentration und reduzierte 1gG-
Plasmaproteinspiegel) wurden die Plattchen in einem calcium- und
magnesiumfreien Tyrodepuffer gewaschen und bei 2000 U/min erneut
zentrifugiert. Dieser Tyrodepuffer erhielt zusatzlich 1IE/ml Hirudin und 2,51E
Apyrase. AnschlieBend wurde das fertige Thrombozytenpellet in einem
Suspensionspuffer (0,212 M Mg CI2 und 0,196 M CaCl2) auf 300 000
Zellen/Mikroliter  eingestellt. Zur Verhinderung einer thrombin- bzw.
komplementinduzierten Plattchenaktivierung wurden 20 Mikroliter
Patientenserum bei 56 C° fur 30 Minuten hitzeinaktiviert und mit 75 Mikroliter der
zuvor gewonnenen Thrombozytensuspension unter Zugabe von 10 Mikrolitern
einer niedrigen Heparinkonzentration(NMH 0,2IE/ml) bzw. einer hohen
Heparinkonzentration (UFH 100IE/ml) fir 45 Minuten in Mikrotiterplatten
inkubiert. Nach abgeschlossener Inkubation und zur Detektion einer moglichen
Aggregation bei Vorkommen von HIT-Antikdrpern folgte eine optische Messung.
Diese Ergebnisse wurden mit standardisierten Positivkontrollen verglichen. Als
positive Reaktionen wurden eine Aggregation innerhalb von 30 Minuten bei

mindestens 3 von 4 Spendern nach Zusatz einer niedrigen Heparinkonzentration
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und das Ausbleiben einer Aggregation nach Zusatz einer hohen

Heparinkonzentration gewertet.

2.4.3 Bestimmung der Laborparameter

Die bendétigten Laborparameter Hamoglobin (Hb), Thrombozyten, C-reaktives
Protein (CRP) und Kreatinin wurden mit Hilfe von Standardassays in den
jeweiligen laborchemischen Instituten des Markus Krankenhauses und des
Universitatsklinikums  Frankfurt am Main bestimmt. Die glomerulare
Filtrationsrate wurde mit Hilfe der MDRD Formel (GFR/ml/min/1,73m?= 186 x (S-

Kreatinin)11%4x (Alter)2%3x 0,742 (F)) durch das Labor berechnet!®4,

2.4.4 Statistik und Fallzahlberechnung

Die Fallzahlberechnung wurde mit der Software Bias 8.4.6.® (Epsilon Hochheim
Darmstadt, Deutschland) mit Unterstitzung des Institutes fur Biostatistik und
Mathematische Modellierung durch Frau Balaban unter der Leitung von Frau
Prof. Dr. Eva Herrmann durchgefihrt.

Bei einer Fallzahl von 107 Probanden kann man die Inzidenz der HIT-AK mit
einer Prazision von mind. = 8,0 % bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit a von 0,05,
d.h. einer Konfidenz p von 0,95, ermitteln. Die Fallzahlkalkulation wurde bereits
mit einer Drop Out Rate von 10 % einkalkuliert. Die weiteren statistischen
Auswertungen erfolgten mit der GraphPad Prism Version 5.05 Software fir
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA.

Folgende Parameter wurden als Mittelwert + berechnet: Alter, BMI, CRP,
Leukozyten, HIT ELISA, Thrombozyten, Glomerulare Filtrationsrate,
Hamoglobin.

Als Median £ Spannweite wurden folgende Parameter berechnet: Alter, BMI, C-
reaktives Protein, Leukozyten, HIT ELISA, Thrombozyten, Glomerulare
Filtrationsrate, Hamoglobin.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika

Von September 2010 — September 2014 wurden an der Orthop&dischen Klinik
des Markus Krankenhauses Frankfurt am Main und an der Orthopéadischen
Universitatsklinik Friedrichsheim in Frankfurt am Main insgesamt 141 Patienten
in die Studie eingeschlossen, fiur die eine elektive totale Huft- oder
Kniegelenkersatzoperation vorgesehen war und die den Ein- und
Ausschlusskriterien entsprachen. Die Daten von 107 Patienten konnten
ausgewertet werden. Im Verlauf der Studie mussten 34 Patienten von der
Analyse ausgeschlossen werden. Grinde dafir waren folgende: 17 Patienten
erhielten aufgrund der Entscheidung des Operateurs intra- oder postoperativ eine
Heparingabe in Form von NMH (Enoxaparin), 12 Patienten verweigerten die
postoperative Blutentnahme bzw. zogen aus personlichen Grinden ihre
Einverstandniserklarung zurtick, weitere 5 Patienten mussten wegen eines
postoperativen Vorhofflimmerns (1 Patient), einer Erhohung des Kreatininwertes
(3 Patienten) oder wegen einer Gerinnungsstorung (1 Patient) vor Beginn der
Thromboseprophylaxe mit Rivaroxaban ausgeschlossen werden.

Von den 107 eingeschlossenen Studienteilnehmern waren 65 Patienten weiblich
(60,7 %) und 42 mannlich (39,3 %). Das Durchschnittsalter der eingeschlossenen
Patienten betrug zum Zeitpunkt der Datenerhebung 66 Jahre (siehe Tabelle 5).
Der Body-Mass-Index lag im Durchschnitt bei 29,5 kg/m? und somit nur knapp
unter dem von der WHO fur Adipositas definierten Grenzwert
(BMI > 30,0 kg/m?)155,
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Tabelle 5 - Demographische und klinische Charakteristika der Kohorte

Kontinuierliche Parameter g:::%og:::e
N 0
Median (IQR) '(V'S'gf""’e” N (%)
Demographische Charakteristika
Geschlecht m/w 107 42/65 (39,3 /60,7)
Alter (Jahre) 107 70,0 (58 ; 74) 65,9 (13,0)
BMI (kg/m2) 107 29,8 (26,0 ; 33,0) 29,5 (5,2)
Klinische Charakteristika
TEP Hufte/Knie 107 66/41 (61,7 / 38,3)

BMI - Body-Mass-Index; IQR - Interquartilsabstand; SD - Standardabweichung; TEP -

Totalendoprothese

Der Anteil der Patienten, die eine totale Endoprothese des Knies erhielten
(N=41), lag entsprechend der Primardiagnose einer Gonarthrose bei 38,3 %. Der
Anteil der Patienten, die eine totale Endoprothese der Hufte implantiert bekamen,
betrug 61,7 % (66 Patienten), wobei 96 % dieser Patienten aufgrund einer
Koxarthrose operiert wurden. 1 Patient wies eine Dysplasie-Koxarthrose auf, 2
weitere Patienten hatten eine Huftkopfnekrose (siehe Tabelle 6). Wahrend etwa
gleich viele Manner und Frauen eine Huftprothese erhielten, waren ungefahr drei
Viertel der Patienten mit Knie-TEP Operationen Frauen. 84 der 107 Patienten
hatten ein erhdhtes Gewicht, fast die Halfte (N=52; 49,1 %) wiesen eine
manifeste Adipositas (BMI > 30 kg/m?) auf. Um anamnestische Faktoren zu
identifizieren, die eventuell Einfluss auf die HIT-Antikorper Serokonversionsraten
haben, wurden weitere dokumentierte Komorbiditaten der Patienten erfasst.
Diese sind in Tabelle 6 gelistet. Im Allgemeinen lagen die Pravalenzen der
spezifischen Erkrankungen im Rahmen epidemiologischer Daten einer

Normalpopulation (vgl. Diskussion).
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Tabelle 6 - Primardiagnose und Komorbiditaten entsprechend
orthopadischem Eingriff
g';emen HUft-TEP  |Knie-TEP
N=66 N=41
N=107
Demographische Daten
Geschlecht, weiblich, N (%) 42 (39,3) 32 (48,5) 10 (24,4)
Alter, Jahre 70 (58 ; 74) 70 (56 ; 73) 70 (64 ; 75,0)
Median (IQR) [Range] [24 — 86] [24 — 86] [27 — 85]
BMI, kg/m? 29,8 (26,0; 33,0) |29,2(25,6;32,3) |30,2(27,0;33,1)
Median (IQR) [Range] [17,0 — 43,1]* [17,0 — 42,6] [20,0 — 43,1]*
ldtz:)?ewicht (25 < BMI < 30), kg/m? 32 (30.2) 21(318) 11 275)
ﬁd(i(;)c;sitas (BMI = 30), kg/m? 52 (49.1) 30 (45.5) 22 (55)
Priméardiagnose (N=107)
Koxarthrose, N (%) 63 (58,9) 63 (95,5) 0
Dysplasie-Koxarthrose, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0
Huftkopfnekrose, N(%) 2(1,9) 2(3,0) 0
Gonarthrose, N (%) 41 (38,3) 0 41 (100,0)
Komorbiditaten
Atemwegserkrankungen
Obstruktives Schlafapnoesyndrom, N (%) 1(0,9) 1 (1,5) 0
COPDS, N (%) 4(3,7) 2(3,0) 2 (4,9)
Asthma, N (%) 9 (8,4) 6 (9,1) 3(7,3)
Bronchitis, N (%) 1(0,9) 00 1(2,4)
Total®, N (%) 15 (14,0) 9 (13,6) 6 (14,6)
Autoimmunerkrankungen, N (%)
Rheumatoide Arthritis, N (%) 8 (7,5) 3(4,5) 5(12,2)
Psoriasis, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0
Myasthenia gravis, N (%) 1(0,9) 0 1(2,4)
Total, N (%) 10 (9,3) 4 (6,1) 6 (14,6)
Alkoholabusus
Alkoholabusus, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0
Chronisch-entziindliche Erkrankungen
Psoriasisarthritis, N (%) 3(2,8) 2(3,0) 1(2,4)
Polyarthritis, N (%) 3(2,8) 2(3,0) 1(2,4)
M. Bechterew, N (%) 2(1,9) 2(3,0) 0
Total, N (%) 8 (7,5) 6 (9,1) 2 (4,9)
Endokrine und metabolische Stdrungen
Diabetes mellitus insulinpflichtig, N (%) 54,7) 4(6,1) 1(2,4)
Diabetes mellitus nicht-insulinpflichtig, N (%) | 8 (7,5) 5 (7,6) 3(7,3)
Hypothyreose, N (%) 11 (10,3) 6 (9,1) 5(12,2)
Hyperthyreose, N (%) 2(1,9) 2(3,0) 0
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Akromegalie, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0

Thyreoidektomie, N (%) 21,9 2(3,0) 0
Total, N (%) 29 (27.1) 20 (30,3) 9 (22,0)
Erkrankungen der Kochen und des Skelettsystems
Osteoporose, N (%) 21,9 2(3,0) 0
Herz-Kreislauferkrankungen
arterielle Hypertonie, N (%) 52 (48,6) 28 (42,4) 24 (58,8)
PAVK, N (%) 3(2,8) 2 (3,0 1(2,4)
Aortenklappenersatz, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0
Koronare Herzerkrankung, N (%) 5(4,7) 2(3,0) 3(7,3)
Kardiomyopathie, N (%) 1(0,9) 0 1(2,4)
Herzrhythmusstérung, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0
Herzinsuffizienz, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0
Myokardinfarkt, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0
Klappeninsuffizienz, N (%) 1(0,9) 0 1(2,4)
Carotisstenose, N (%) 2(1,9) 2(3,0) 0
Herzschrittmacher, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0
Vorhofflimmern, N (%) 1(0,9) 0 1(2,4)
Total, N (%) 70 (65,4) 39 (59,1) 31 (75,6)
Neurologische Erkrankung
Migréne, N (%) 1(0,9) 1(1,5) 0
Apoplex, N (%) 2(1,9) 1(1,5) 1(2,4)
Total, N (%) 3(2,8) 2 (3,0 1(2,4)
Psychische Stérung
Depression, N (%) \ 3(2,8) \ 2 (3,0) \ 1(2,4)

*) N=106, alle Patienten, N=40, Knie-TEP-Patienten; ¥) Angabe Total bezogen auf Haufigkeit der
Diagnosen einer Krankheitsgruppe (mehrere Diagnosen pro Patient moglich); COPD - Chronisch
obstruktive Lungenerkrankung; pAVK - periphere arterielle Verschlusskrankheit; BMI - Body-

Mass-Index; IQR - Interquartilsabstand; TEP - Totalendoprothese

Fur einige Krankheitsbilder (z.B. Migrane, Depressionen) erscheint eine
unvollstandige Dokumentation der Krankheitsgeschichte wahrscheinlich. Die
Blutentnahme zur Bestimmung postoperativer Parameter erfolgte zwischen dem
5. und dem 10. Tag nach dem Eingriff (Median: 7).

Um den potentiellen Einfluss des inflammatorischen Status der Patienten auf die
Bildung von anti-PF4/Heparin-Antikorpern  abzuschétzen, wurden als
systemische Entziindungsparameter die Serumkonzentration von C-reaktivem
Protein (CRP) sowie die Leukozytenzahl im Blut pré&- und postoperativ bestimmt.
Der Mittelwert der praoperativen CRP-Konzentrationen aller 107 Patienten war

leicht erhdht, der Median normwertig (normal: < 6 mg/l) (siehe Tabelle 7).
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Der Unterschied von Mittelwert und Median reflektiert den Trend zu erhéhten
CRP Basalwerten bei einigen Patienten (CRP > 6 mg/l: N=32) (siehe Abbildung
3, Panel A). Nach TEP-OP (Tag 5-10) stieg der Median der CRP-
Serumkonzentration um das 12-fache auf 42,5 mg/l, wobei Patienten, deren
CRP-Bestimmung zu einem spéateren Beobachtungstag erfolgte, niedrigere
Konzentrationen dieses Akute-Phase-Proteins aufwiesen (siehe Abbildung 3,
Panel B). Die hochsten CRP-Konzentrationen traten nach ca. 1 Woche auf, wobei
zu beachten ist, dass es sich nicht um Verlaufsdaten der individuellen Patienten,
sondern um Einzelwerte, die bei verschiedenen Patienten zu verschiedenen
Zeitpunkten erhoben wurden, handelte. Patienten mit erhdhten CRP-
Basalwerten waren nicht zwangslaufig jene mit den hdchsten postoperativen
Werten. Von 26 Patienten mit CRP-Basalkonzentrationen oberhalb des 3.

Quartils hatten nur 7 Patienten postoperative Werte oberhalb dieses Quatrtils.

Tabelle 7 - CRP-Konzentration vor und nach der TEP

CF\.’_P CRP Anstieg CRP P-Wert
pra-OP (mg/l) | post-OP (mg/l) | (x-fach)
Mittelwert (SD) | 7,5 (11,3) 54,6 (40,6) 26,5 (59,3) <0,0001"
95% Cl 5,32 - 9,65 46,83 - 62,38 15,17 - 37,91
Median (IQR) | 3,6 (1,4 ;7,5) 42,5(28,3;69,3) |12,2(5,1;29,1) <0,0001"
Min/Max 0,3; 65,3 6,8;227,1 0,6 ;567,8

95% ClI, 95% Konfidenzintervall; CRP - C-reaktives Protein; IQR - Interquartilsabstand;
Min/Max - Minimum/Maximum; SD - Standardabweichung; TEP - totale Endoprothese;

(‘gepaarter t-Test; “gepaarter Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test)
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Abbildung 3: Préa-und postoperative CRP-Konzentration. A) Streudiagramm und Median mit
Interquartilsabstand. B) Streudiagramm mit postoperativen Werten separiert nach Tag der

Erhebung.

Die Leukozytenzahl zeigte keinen signifikanten Unterschied der pra- und
postoperativen Werte (siehe Tabelle 8). 11 Patienten hatten eine erhdhte
praoperative Anzahl von Leukozyten (Normbereich: 4 — 10 x 10%1), bei 10 dieser
Patienten normalisierten sich die Werte postoperativ (siehe Abbildung 4, Panel
A). Pra-OP CRP Werte Kkorrelierten signifikant mit der Leukozytenzahl
(Korrelation nach Pearson r=0,2706; P=0,0048), ein Zusammenhang, der
postoperativ nicht mehr zu beobachten war (r=0,1609; P=0,0978). Weder bei
Patienten mit erhéhten CRP-Werten noch bei jenen mit erhéhter Leukozytenzahl
konnte eine offensichtliche Assoziation mit den dokumentierten Komorbiditaten

ausgemacht werden.
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Tabelle 8 - Leukozytenzahl vor und nach TEP

Le.l'JkozytenzahI Leukozytenzahl | Anstieg P-Wert
pra-OP (x1091) post-OP (x10%1) | (x-fach)
Mittelwert (SD) | 7,4 (2,1) 7,4 (1,9) 1,0 (0,3) 0,9506"
95% Cl 6,99 — 7,81 7,05 -7,77 0,99 - 1,09
Median (IQR) | 7,2 (5,8; 8,5) 7,3(5,8;8,8) 1,0(0,9;1,2) | 0,5875"
Min/Max 4,2:17,8 4,2:12,5 04;1,8

95% ClI, 95% Konfidenzintervall; IQR - Interquartilsabstand; Min/Max - Minimum/Maximum;

SD - Standardabweichung; TEP - totale Endoprothese; (‘gepaarter t-Test; “gepaarter

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test)

Leukozyten (x10°1")

pra OP

Abbildung 4: Pra- und postoperative Leukozytenzahl. A) Streudiagramm und Median mit
Interquartilsabstand. Datenpaare von Patienten mit préaoperativen Leukozytenwerten Giber dem

Normbereich (dargestellt in grin) sind durch Linien verbunden. B) Streudiagramm mit

post OP
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postoperativen Werten separiert nach Tag der Erhebung.
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3.2 HIT — assoziierte Analyse

Die HIT-assoziierte Analyse umfasste den immunologischen Nachweis von HIT-
Antikdrpern mittels ELISA, den HIPA-Assay zur Bestimmung der funktionellen
Aktivitdat von anti-PF4/Heparin-Antikorpern sowie die Bestimmung der
Thrombozytenzahl zum Nachweis einer Thrombozytopenie.

Der Mittelwert der Optischen Dichte (OD) des gesamten Patientenkollektivs
zeigte keinen Anstieg der HIT-assoziierten Antikérper im ELISA (OD pra-OP:
0,038 = 0,094; post-OP: 0,034 £ 0,084; Tabelle 9 und Abbildung 5, Panel A).

Tabelle 9 - HIT ELISA vor und nach TEP

HIT ELISA |HIT ELISA Anstieg Anstieg P-Wert
pra-OP (OD) |post-OP (OD) |(x-fach)* (delta)
Mittelwert |0,038 0,034 1,062 -0,004 0.4534"
(SD) (0,094) (0,084) (1,911) (0,049) :
95% Cl 0,020 - 0,056 |0,018 — 0,050 0,555-1,569 [-0,013 — 0,006
Median 0,01 0,01 0,67 0 0.4353"
(IQR) (0;0,04) (0;0,03) (0,10; 1,13) (-0,01;0,01) |~
Min/Max |0 0,81 0;0,72 0; 13,00 -0,23; 0,20

*) 50 Patienten aufgrund eines Basalwerts von Null ausgeschlossen, ansonsten N=107; 95%
Cl, 95% Konfidenzintervall, ELISA - enzyme-linked immmunosorbent assay; IQR -
Interquartilsabstand; Min/Max - Minimum/Maximum; OD - Optische Dichte; SD

Standardabweichung; TEP - totale Endoprothese; (‘gepaarter t-Test; “gepaarter Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test)

Ebenso zeigte keiner der 107 Patienten im ELISA eine operationsbedingte
postoperative Serokonversion, die der Definition des Herstellers fur einen
positiven Befund entsprach (OD > 0,5). Wenn man der Auswertung den haufig
fur verschiedene anti-PF4/Heparin-Antikorper-Assays genutzten Grenzwert einer
OD von > 0,4 zugrunde legt'6:157 der allerdings im Bereich von 0.4—1.0 nur einen
schwachen pradiktiven Wert fir einen positiven funktionellen Assay hat
(£ 5-12,3 %)156:158,.159,160 yyrde ein Patient (0,93 %; Pat. ID 140) positiv getestet
(post-OP OD: 0,72). Dieser Patient wies allerdings bereits praoperativ eine
erhohte Extinktion (pra-OP OD: 0,81) auf (siehe Tabelle 11).
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Um zu testen, ob die pr&- und postoperativ gemessenen Extinktionen auf eine
eventuell bestehende Praimmunisierung, z.B. durch frihere bakterielle
Infektionen?’2° | zurlickzufiihren sind oder ob die Messwerte auf Variabilitaten im
Assay bzw. auf Unterschieden in der Praanalytik basieren, wurden die pra- und
postoperativen ODs in einem Korrelationsdiagramm gegeneinander aufgetragen
(siehe Abbildung 5, Panel B). Diese Kontrolle zeigte einen klaren,
hochsignifikanten Zusammenhang der perioperativen Datenpaare, sodass
analytische Fehler weitestgehend ausgeschlossen werden kénnen (Korrelation
nach Pearson, N=44, r=0,8834, P<0,0001). Sowohl die Mittelwerte der Extinktion
des pra- als auch des postoperativen ELISA waren signifikant kleiner als die vom
Hersteller des Assays zur Verfiigung gestellten Referenzwerte (basierend auf 72
als normal vorausgesetzten Humanplasmen) (siehe Abbildung 5, Panel C). Es
gilt zu beachten, dass ein Vergleich der in dieser Studie ermittelten Werte mit den
Referenzwerten des Herstellers aufgrund unterschiedlicher Assay-Chargen und
variierender Testbedingungen nur bedingt Glltigkeit hat. Legt man aber diese
Referenz zugrunde, um die individuellen Messwerte der Studienteilnehmer zu
standardisieren, lag wiederum nur Patient 140 auferhalb von 2
Standardabweichungen (SDS, engl.: standard deviation score) im Vergleich zum
Mittelwert der ,Normalpopulation® (z-Scores pra-OP: 7,65 SDS, post-OP: 6,60
SDS).
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Abbildung 5: PF4/Heparin ELISA A) Streudiagramm mit Mittelwert und Standardabweichung. B)
Pra- versus post-OP Extinktionswerte (nur Datenpaare, bei denen keiner der Einzelwerte gleich
Null war, sind abgebildet; N=44). Zu Visualisierungszwecken beide Achsen als logl0 Funktion
dargestellt; die (bei linearer Achsendarstellung lineare) Regressionslinie (schraffiert) wurde
entsprechend angepasst.! C) Balkendiagramm mit Mittelwert und Standardabweichung;
Referenz: Normalpopulation des Herstellers zum ELISA Asserachrom ® HPIA (siehe Text). P-

Werte im Vergleich zur Referenz.

Das Ergebnis der funktionellen Plattchenaktivierungstests (HIPA) ergab keinen
Hinweis auf das Vorliegen von HIT-Antikorpern. Keine Patientenprobe zeigte in
der pra- oder postoperativen HIPA-Bestimmung ein positives Ergebnis. 20 der
107 Patienten (18,7 %) waren in wenigstens einem der beiden HIPA Assays (pra-
und post-OP) in einer von 2 bzw. 2 von 4 Zellen positiv, per definitionem handelt
es sich hierbei um ein negatives Gesamttestergebnis. Diese 20 Patienten wurden
nochmals einem unabhangigen ELISA-Assay unterzogen, alle Ergebnisse waren
negativ. Die pra- und postoperativen HIPA-Assays von Patient 140, der moderat
erhdhten Extinktionen im PF4/Heparin ELISA aufwies, waren negativ.

Ein wesentliches Merkmal der HIT ist eine Thrombozytopenie, die in der Regel
als absoluter Abfall der Thrombozytenzahl auf <150 x 10%I oder relativer
Ruckgang um 30-50 % definiert wird*6!. In der vorliegenden Studie waren die
Thrombozytenzahlen postoperativ gegeniber praoperativ im Median wie im
Mittel leicht, aber signifikant erhdht (siehe Tabelle 10). Allerdings hatte keiner der
Patienten eine Thrombozytose (> 500 x 10%/1). 6 Patienten wiesen vor oder nach
OP Thrombozytenzahlen < 150 x 1091 auf, 4 Patienten vor, 1 Patient nach und 1
Patient zu beiden Beobachtungszeitpunkten. 2 Patienten hatten einen moderaten
Abfall der Thrombozytenzahl um 31,2 bzw. 32,4 % (siehe Tabelle 11).

1 Y = 101052 x log(X) + (-0,06753))
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Tabelle 10 - Thrombozytenzahl vor und nach einer Totalendoprothese

Thrombozyten ULEl il eEg Gl
y -zahl Veranderung
-zahl P-Wert
pra-op (x109]) | POSt-OP )
(x10%/1)
Mittelwert (SD) | 256 (59,6) 296 (79,7) 18,4 (33,9) <0,0001*
95% Cl 245 — 268 281 — 311 11,8 - 24,8
. 255,0 294,0 14,9 .

Median (IQR) | 550 . 287) (235 : 350) (-3.7; 34,5) < 0,0001
Min/Max 125 ; 461 139 ; 497 :31,2; 220,0

95% ClI, 95% Konfidenzintervall; IQR, Interquartilsabstand; Min/Max, Minimum/Maximum;
SD, Standardabweichung; TEP, totale Endoprothese; (‘gepaarter t-Test; “gepaarter

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test)
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Abbildung 6: Pra- und postoperative Thrombozytenzahl. A) Streudiagramm und Mittelwert mit

Standardabweichung. B) Streudiagramm mit post- OP Werten separiert nach Tag der Erhebung.

Zusammenfassend zeigten sich bei den Patienten weder laboranalytisch noch
klinisch Hinweise auf das Vorliegen einer HIT. Obwohl 6 Patienten eine milde
Thrombozytopenie (4 praoperativ, 1 postoperativ, 1 pra- und postoperativ) und
2 Patienten einen Thrombozytenabfall > 30% aufwiesen, rechtfertigt das
individuelle Gesamtbild nach Bestimmung der Vortest-Wahrscheinlichkeit flr
das Vorliegen einer HIT im 4Ts Score keine klinische HIT Diagnose (siehe
Tabelle 11). Besonders zu erwédhnen ist ein Patient (ID 140) mit grenzwertig
auffalligen Extinktionswerten im pra- und post-OP PF4/Heparin ELISA (post-OP
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erhoben an Tag 7) gemeinsam mit einer moderat erniedrigten

Thrombozytenzahl (144/nl), jedoch ohne signifikanten Thrombozytenabfall

(11%), negativen pra- und postoperativen HIPA und fehlenden klinischen

Zeichen flr eine thromboembolische Komplikation. Der Patient wurde

falschlicherweise in die Studie eingeschlossen, obwohl er bereits praoperativ

einen leicht positiven ELISA aufwies. Im Vergleich zur praoperativen OD (0.81)

kam es postoperativ auch nicht zu einem weiteren Anstieg (0.72).

Tabelle 11 - Patienten mit auffalligen HIT-assoziierten Parametern

Pat. ID | ELISA ELISA Thrombo- | Thrombo- | Thrombo-
[Tag pra-op pOSt-OP HIPA zy.t.enzahl zytenzahl | zytenzahl
post]* | (OD) (OD) ?:?O%F)’ ?xols(;[g-/IC;P '(Af,z)cj I
116] 0,01 0,00 neg. 279 192 -31,2
22[7] 0,01 0,00 neg. 257 179 -30,4
29[9] 0,06 0,09 neg. 149 139 -6,7
37[10] 0,06 0,10 neg. 143 349 1441

40 [9] 0,09 0,03 neg. 125 400 220,0
57*[6] 0,02 0,00 neg. 201 220 9,5

59 [7] 0,04 0,02 neg. 143 173 21,0

80 [6] 0,00 0,01 neg. 149 230 54,4

140 [7] 0,81 0,72 neg. 161 144 -10,6

Auffallige Werte sind fett dargestellt.
enzyme-linked immunosorbent assay;

- heparininduzierte Thrombozytopenie

Pat. 57 entwickelte postoperativ eine TVT; ELISA -

HIPA - heparin-induced platelet activation assay; HIT
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3.3 Rivaroxabanassoziierte Analyse

Entsprechend den Einschlusskriterien der Studie erhielt keiner der Patienten im
Rahmen der operativen Versorgung Heparin. Zur VTE — Prophylaxe erhielten die
Patienten postoperativ nach Ricksprache und Anordnung des Operateurs taglich
1 x 10mg Rivaroxaban p.o.; diese Gabe wurde bis zur vollstandigen Mobilisation
in der anschlielRenden Rehabilitationsklinik weitergefthrt.

Fur keinen der Patienten war eine fur diese Medikation kontraindizierte
Komorbiditat dokumentiert. Ein mannlicher Patient wurde aufgrund eines 4 Jahre
alten Aortenklappenersatzes engmaschig hinsichtlich moéglicher Komplikationen
Uberwacht, da die Verwendung von Rivaroxaban in diesem Fall ,,off - label® war.
Patienten mit einer Nierenfunktionsstérung koénnen im Rahmen einer
Bioakkumulation erhdhte  Rivaroxaban-Plasmaspiegel aufweisen. Zur
Abschatzung des damit verbundenen erhdhten Blutungsrisikos wurde fur alle
Patienten die glomerulare Filtrationsrate (GFR) bestimmt. Hierbei gab es keine
signifikante Anderung der GFR vor und nach dem chirurgischen Eingriff, bezogen
auf das gesamte Patientenkollektiv (siehe Tabelle 12 und Abbildung 7, Panel A).
Entsprechend den Ausschlusskriterien der Studie hatte keiner der Patienten eine
schwere Nierenfunktionsstorung, definiert als GFR < 30 ml/min (pra-OP
Mittelwert: 85,2 + 21,4 ml/min; Range: 41-137 ml/min). Eine 84-jahrige Patientin
(Pat. ID 58) zeigte eine altersgerechte praoperative GFR von 41 ml/min, die

postoperativ auf 25 ml/min abfiel (siehe Tabelle 13).
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Tabelle 12 - GFR und Hamoglobinkonzentration vor und nach einer
Totalendoprothese

pra-OP post-OP Xjeerliig)derung P-Wert
GFR (ml/min/1,73m?)
Mittelwert (SD) | 85 (21,4) 86 (22,7) 1,2 (12,4) 0,3062
95% ClI 81 -89 82-91 -1,1-3,6
Median (IQR) | 84 (71 ; 98) 85 (72 ; 102) 0,0 (-5,0; 8,0) 0,3740™
Min/Max 41 ;137 25; 144 -36; 30
Hamoglobin (g/dl)
Mittelwert (SD) | 13,5 (1,4) 10,6 (1,4) 2,9 (1,1) < 0,0001*
95% CI 13,2 -13,8 10,3-10,9 -3,1--2,7
Median (IQR) | 13,4 (12,4 ;14,5) 10,4 (9,6 ; 11,8) -2,8(-3,8;-2,1) < 0,0001™
Min/Max 9,9;17,1 7,7,;14,0 -5,9;-0,3

95% ClI, 95% Konfidenzintervall; GFR - glomerulére Fitrationsrate, IQR - Interquartilsabstand;
Min/Max - Minimum/Maximum; SD - Standardabweichung; TEP - totale Endoprothese;

(‘gepaarter t-Test; “gepaarter Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test)
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Abbildung 7: Pré- und postoperative GFR- und Hamoglobinwerte.A) GFR aller 107 Patienten

dargestellt als Streudiagramm und Mittelwert mit Standardabweichung. B) Hb-Werte dargestellt

als Streudiagramm und Mittelwert mit Standardabweichung.

50



Die Hamoglobinkonzentrationen fielen operationsbedingt im Durchschnitt um 2,9
g/dl von einem mittleren Ausgangswert von 13,5 g/dl (1,4 SD; Normalwert: 13—
17 g/dl) auf 10,6 g/dl (1,4 SD) am Tag 1 nach OP (siehe Tabelle 12). Nach dem
1. postoperativen Tag erhielten 26 Patienten (24,3 %) eine (N=7; 6,5 %) oder
zwei (N=19; 17,8 %) Gaben Eigenblut oder Erythrozytenkonzentrat. Hdmoglobin-
bestimmungen nach dem 1. postoperativen Tag (Tag 2 bis Tag 10) zeigten einen
kritischen Hb-Wert-Abfall von = 2 g/dl bei 7 der 107 Patienten (6,5 %). Eine Major-
Blutungskomplikation trat in keinem der Falle auf. Die klinischen und

serologischen Charakteristika dieser Patienten sind in Tabelle 13

zusammengefasst.
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Abbildung 8: Hamoglobinwerte nach post-OP Tagen (Panel A),

Panel B) Patienten in Gruppen nach Hohe des Hb-Abfalls; rot markiert sind Patienten mit einem

kritischen Hb-Wert-Abfall (= 2g/dl)
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Tabelle 13 - Klinische und serologische Charakteristika von Patienten mit
einem Hamoglobinabfall ber den 1. post OP Tag hinaus

Pat. 45 Pat. 58 Pat. 59 Pat. 71 Pat. 73 Pat. 120 | Pat. 134
Geschlecht w w m m w m w
Alter (Jahre) 74 84 54 85 83 73 71
Kreatinin (mg/dl)$
pra-OP 0,75 1,31 1,03 1,08 0,59 0,83 0,65
post-OP 0,78 2,03 1,04 1,53 0,59 0,79 0,61
GFR (ml/min/1,73m?2)*
pra-OP 81 41 80 69 104 97 96
post-OP 77 25 79 46 104 102 105
Hamoglobin (g/dl) #
pra-oP 13,2 12,5 12,9 134 12,1 13,0 13,8
post-OPS$ 10,6 10,6 9,7 11,1 10,5 111 9,8
delta Hb1* -2,6 -1,9 -3,2 -2,3 -1,6 -1,9 -4,0
rogewert o [86@ (85 |e3@ |83®) |ss@ |s3®) |78
delta Hb2* -2,0 2,1 -3,4 -2,8 -2,0 -2,8 -2,0
Transfusion 2xEK - 2xEK - 1xEK - 2xEK
(Z.n. aHT, aHT, RA,
Komorbiditaten | — aHT Myokard- | Hypo- (Z.n. - aHT
infarkt) thyreose LAE)

Werte mit einem kritischen Hb-Wert-Abfall (= 2 g/dl) sind grau hinterlegt dargestellt. (*delta Hb1,

Hamoglobinabfall [post-OP — pra-OP]; delta Hb2, Hamoglobinabfall [Folgewert — post-OP], der

Tag der Erhebung des Folgewertes ist in Klammern angegeben; §Tag 1 nach OP; $Kreatinin
Norm (m): 0,81-1,44 mg/dl; Norm (w): 0,66—1,09 mg/dl; ‘Hamoglobin Norm (m): 14-18 g/dl;

Norm (w): 12-15 g/dl #Bei Patienten mit einer Kreatinin-Clearance von 15-29 ml/min ist

Rivaroxaban (Xarelto) mit Vorsicht anzuwenden. Die Anwendung bei Patienten mit einer

Kreatinin-Clearance < 15 ml/min wird nicht empfohlen?*52.)

aHT - arterielle Hypertonie; BE - Blutentnahme; EK - Erythrozytenkonzentrat; GFR - glomerulare

Filtrationsrate; Hb - Hamoglobin; LAE - Lungenarterienembolie; RA - rheumatoide Arthritis
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3.4 Klinische Ergebnisse und Komplikationen

Keiner der untersuchten Patienten zeigte postoperativ das klinische Bild einer
akuten HIT. Eine 72- jahrige, adipbse Patientin (ID 57), die aufgrund einer
Gonarthrose eine Kniegelenkendoprothese erhalten hatte, entwickelte am 3.
postoperativen Tag eine tiefe Beinvenenthrombose. Die Patientin litt an
chronisch obstruktiver Lungenerkrankung, rheumatoider Arthritis, koronarer
Herzerkrankung und arterieller Hypertonie. Die Adipositas war mit einem BMI von
35,9 kg/m? ausgepragt (Grad 1l). Der 4Ts-Score der Patientin lag aufgrund des
Fehlens einer Thrombozytopenie oder eines Thrombozytenabfalls bei 2 Punkten
und war somit nicht verdachtig fur eine HIT97, Weitere klinische und serologische
Charakteristika der Patientin sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Fur keinen
weiteren Patienten wurden erhebliche postoperative Komplikationen berichtet.
Ebenso wies keiner der Patienten einen intermediaren bis hohen 4Ts-Score (4-8
Punkte) auf.

Tabelle 14 - Klinische und serologische Charakteristika der Patientin mit

postoperativer TVT
Patient 57
Normbereich
vor OP nach OP
Geschlecht Weiblich
Alter (Jahre) 72
BMI (kg/m?) 35,9 <25
Tag Blutenthnahme post-OP 6
serologische Parameter
CRP (mg/l) 10,7 52,3 <6
Leukozytenzahl (x10°9/1) 6,9 5,0 4-10
Hamoglobin (g/dl) 135 Eg iag (12 - 16)*
Kreatinin (mg/dl) 1,13 0,91 0,66 — 1,09
GFR (ml/min/1,73m?) 50 65 35-60
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HIT-assoziierte Parameter

PF4/Heparin ELISA (OD) 0,04 0,02 <04
HIPA Negativ Negativ Negativ
Thrombozytenzahl (x109/1) 201 220 150 - 400

Relevante pathologische Werte sind fett dargestellt. (*Der Hb-Normbereich ist aufgrund des

operativen Eingriffs nur bedingt anwendbar. Der Hb-Verlust von Tag 1 zu Tag 4 betrug = 2,0 g/dl

und erforderte keine Transfusion.) BMI - body-mass-index; CRP - C-reaktives Protein; ELISA -

enzyme-linked immunosorbent assay; GFR - glomerulare Filtrationsrate; HIPA - heparin-induced

activation assay; HIT - heparininduzierte Thrombozytopenie; OD - optische Dichte; PF4 -

Plattchenfaktor 4; TVT - tiefe Venenthrombose
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Inzidenz autoimmuner HIT—
Antikdrper (Serokonversion) nach gro3en orthopadischen Eingriffen, bei denen
die Thromboseprophylaxe heparinunabhéngig durch den direkten oralen Faktor
Xa Inhibitor Rivaroxaban erfolgte, zu ermitteln. Dartuber hinaus sollten
gegebenenfalls bei Entwicklung einer klinischen aHIT deren Inzidenz und deren
klinische Charakteristika bestimmt werden.

Die Studie umfasste 107 Teilnehmer, deren klinische und demographische
Parameter reprasentativ fur Patientenkollektive waren, die aufgrund einer
Koxarthrose oder Gonarthrose einer totalen Gelenkersatzoperation unterzogen
wurden. So waren insbesondere die Haufigkeiten der Risikofaktoren fur eine
totale Gelenkersatzoperation — weibliches Geschlecht, hohes Alter und hoher
BMI — sowie bekannte Komorbiditdten — Diabetes, Apoplex und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen — vergleichbar mit bereits publizierten Daten?. Insbesondere die
Pravalenz adiposer Probanden (beschrieben als Body-Mass-Index = 30kg/m?)
lag dabei in der vorliegenden Studie sowohl bei den Mannern (40,5 %) als auch
bei den Frauen (54,7 %) deutlich Uber dem Durchschnitt der hinsichtlich
Altersstruktur vergleichbaren Normalpopulation in Deutschland (adipése Méanner,
60-79 Jahre: 33,1-31,3 %, adiptse Frauen, 60—79 Jahre: 34,8-41,6 %),
Ubergewicht und Adipositas sind andererseits typische Charakteristika von
Arthrosepatienten mit Gelenkersatz OP; sie waren in der vorliegenden Studie den
Werten aus vergleichbaren Patientengruppen ahnlich (z.B. Knie-TEP, diese
Studie Mittelwert BMI 30,2+ 4,7kg/m?; vs. Turpie et al. : 30,9+ 6,2 kg/m?; Franklin
et al.29,6 + 5,9kg/m?)162.164,

Als primares Ergebnis der Studie konnte weder in den durchgefuhrten ELISA-
noch in den funktionellen HIPA-Tests eine OP-assoziierte, heparinunabhangige
Serokonversion mit Bildung von anti-PF4/Heparin-Antikdrpern nachgewiesen
werden. Der verwendete ELISA-Test Asserachrom® HPIA-IgG Test basierte
dabei auf der Detektion gegen die fur die HIT relevanteren anti-PF4/Heparin-
Komplex gerichteten IgG-Antikorpertt158, Dieser monovalente ELISA hat im
Vergleich mit dem polyvalenten ELISA und Detektion von anti-PF4/Heparin-IgG/-
IgM/-1IgA-Antikoérpern bei &hnlich hoher Sensitivitat eine héhere Spezifitat und

Testgenauigkeit®>166, Dennoch haben Immunoassays eine geringere Spezifitat
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als funktionelle Assays (z.B. HIPA)?153 da diese nur anti-PF4/Heparin-
Antikorper und nicht auch andere plattchenaktivierende Antikorper (z. B.
Interleukin-8, Neutrophil-activating Peptid 2) erkennen'®%:167 Wie in Abschnitt 3.2
beschrieben, wurde ein Patient falschlicherweise in die Studie eingeschlossen.
Ansonsten zeigte der PF4/Heparin ELISA in keinem Fall, pra- oder postoperativ,
ein positives Ergebnis, das im Sinne einer Serokonversion zu werten ware
(postoperativ OD = 0,4)'%5. Im Median des Patientenkollektivs zeigte sich kein
Anstieg der OD nach OP verglichen mit dem praoperativen Basalwert!14.156.168,
Zwar entsprach die postoperative Extinktion bei einem Patienten einem
prozentualen Anstieg von 1,2 %, allerdings bei immer noch sehr niedriger und
unterhalb des Cut-off liegenden OD des postoperativen Wertes (OD praoperativ:
0,01; postoperativ: 0,13). Der grol3te absolute Anstieg der postoperativen
Extinktion wurde mit 0,2 OD bei einem anderen Patienten gefunden (OD
praoperativ: 0,05; postoperativ.: 0,25). Ausnahmslos negativ waren die
entsprechenden Ergebnisse des HIPA, sowohl bei diesem, und bei allen anderen
Patienten. Auch bei den Patienten mit diskretem Thrombozytenabfall oder
postoperativer Thrombose ergab sich im 4Ts Score keine erhéhte Vortest-
Wabhrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer klinischen HIT.

Wahrend der zugrundeliegende Pathomechanismus und die Epidemiologie der
,klassischen“ heparininduzierten Serokonversion nach einer Heparinexposition,
insbesondere im Rahmen von orthopadischen Eingriffen gut untersucht sind
(siehe Abschnitt 1.3)148169.170 jst das Phanomen der heparinunabhangigen
Bildung von anti-PF4/Heparin-Antikérpern noch nicht vollstandig verstanden.
Interessanterweise wurden die meisten Félle eines heparinunabhéangigen,
spontanen HIT Syndroms bei Patienten mit vorangegangenen orthopadischen
Eingriffen, z.B.  totalen Knie- oder  Huftgelenkersatzoperationen,
beschriebent276.157.171.172 Als  Thromboseprophylaxe kamen dabei als
Vergleichssubstanzen zu UFH und NMH das synthetische Pentasaccharid
Fondaparinux’®157:172 der direkte orale Faktor Xa-Inhibitor Edoxaban'’! sowie
mechanische MalRnahmen zur Thromboseprophylaxe'®’172 zum Einsatz.
Vergleichbare Studien mit Rivaroxaban existieren bislang nicht. Warkentin et al.
fanden bei 753 Knie-TEP- und 1973 Hift-TEP Patienten aus der PENTAMAKS
und PENTATHLON Studie!’3174, die zur postoperativen Thromboseprophylaxe
entweder Enoxaparin oder Fondaparinux erhalten hatten, ahnliche
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Serokonversionsraten zwischen Enoxaparin und Fondaparinux (Knie-TEP
Gruppe: 1gG: 1,4 % und 1,3 %; IgG, IgA, IgM: 5,2 % und 2,8 %; Huft-TEP Gruppe:
IgG: 0,1 % und 0,4 %; IgG, IgA, IgM: 1,1 % und 1,5 %) ohne dass signifikante
Unterschiede zwischen Patienten mit Enoxaparin- oder Fondaparinux-
Prophylaxe’® vorlagen. Es zeigte sich somit fiir Enoxaparin und fiir Fondaparinux
eine vergleichbare Immunogenitat in Bezug auf die Bildung von HIT-Antikorpern.
Ahnliche Serokonversionsraten zwischen NMH und Fondaparinux wurden in
zwei europaischen Patientengruppen (EPHESUS-Studie)’® mit elektiver HUft-
TEP nachgewiesen (Enoxaparin: 3,4 %; Fondaparinux: 4,7 %), bzw. nach
Huftfraktur (PENTHIFRAY®; Enoxaparin: 2.5 %; Fondaparinux 3.9 %)
Die Serokonversionsraten unter postoperativer Thromboseprophylaxe mit
Edoxaban in der Studie von Izumi et al., in der vergleichend Arthrose (OA) und
rheumatoide Arthritis (RA) bei 124 Patienten mit Knie-TEP analysiert wurden,
betrugen jeweils 25,5 % und 4 %L,

Eine von Bito et al. durchgefuhrte Studie verwendete zur anti-PF4/Heparin-
Antikdrperbestimmung einen polyvalenten ELISA (Asserachrom HPIA, 1gG, IgA,
IgM; Diagnostica Stago, Asniéres-sur-Seine, France)!®’. Die
Serokonversionsrate lag bei Patienten mit Knie-TEP (N=1244) bzw. Huft-TEP
(N=825) (beide Gruppen ohne gleichzeitige mechanische
Thromboseprophylaxe) unter UFH-Prophylaxe bei 14,8 % (Knie-TEP) bzw. 0 %
(HUft-TEP), unter NMH-Prophylaxe bei 13,7 % bzw. 0 %, unter Fondaparinux-
Prophylaxe bei 5,7 % bzw. 0 % und ohne Antikoagulation bei 6,5 % bzw. 4,6 %.
Unter gleichzeitiger Anwendung von dynamisch-mechanischer
Thromboseprophylaxe (DMT; primarer Endpunkt: Einfluss der DMT auf die
Serokonversion) wurden Serokonversionsraten von 14,8 % (Knie-TEP) bzw.
9.7 % (Huft-TEP) bei Prophylaxe mit UFH, 14.5 % bzw 6.7 % mit NMH, 21.3 %
bzw. 14.5 % mit Fondaparinux und 15.4 % bzw. 9.1 % ohne jegliches
Antikoagulans gefunden.

Wie lasst sich die in wunserer Arbeit gefundene operationsbedingte
Serokonversionsrate von 0% in das Spektrum der zuvor erwdhnten publizierten
Daten einordnen? Basierend auf den nur lickenhaft publizierten
demographischen und klinischen Daten der untersuchten Patientengruppen in
den oben genannten epidemiologischen Studien zur Serokonversion kann von

einer Vergleichbarkeit der anamnestischen Basalwerte ausgegangen werden.
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Verschiedene Faktoren, die Einfluss auf das Risiko einer operationsbedingten
Serokonversion (siehe Tabelle 15) haben, wurden bislang identifiziert, darunter
die Schwere des Traumas und die Art des Eingriffs (HUft-TEP vs. Knie-TEP;
elektive VS. nicht-elektive-TEP), Zeitpunkt des Beginns der
Thromboseprophylaxe (pra- vs. postoperativ) und BMI®3178 Warkentin et al.
zufolge hatten der Zeitpunkt der Thromboseprophylaxe, die Art des Eingriffs, der
BMI sowie das verwendete Antikoagulans einen Einfluss auf das
Serokonversionsrisiko!’’. Zudem konnen mechanische Stimulationen wie der
Einsatz von Tourniquets (bei Knie-TEP Eingriffen, die, verglichen mit Huft-TEP
Operationen, prinzipiell hoéhere Serokonversionsraten zeigen) oder die
Anwendung von DMT, vermutlich vermittelt Gber Gewebsverletzung und die
Freisetzung endogener Polyanionen, zur erhéhten Bildung von anti-PF4/Heparin-
Antikdrpern beitragen®’. Einen weiteren Risikofaktor stellt eine Arthrose dar,
wobei die rheumatoide Arthritis mit einer niedrigeren Serokonversionsrate
assoziiert ist’®”.171, Untersuchungen zum pharmakologischen Einfluss von nicht-
heparinbasierten Antikoagulanzien auf die Bildung von anti-PF4/Heparin-
Antikorpern sind tUberraschend selten und widersprichlich. Wahrend Warkentin
et al. 2005 keinen signifikanten Unterschied fanden, berichteten Bito et al.
substantiell geringere Serokonversionsraten bei der Anwendung von
Fondaparinux, verglichen mit NMH und UFH bei Patienten ohne zusatzliche
DMT-Prophylaxe, wéhrend ohne Stratifizierung auf diese Variable die Prophylaxe
mit Fondaparinux ein Risiko darstellte>’.

Des Weiteren kdonnten die wahrend einer orthopadischen Operation aus dem
Knorpel freigelegten Chondroitinsulfate eine Rolle bei der Serokonversion
spielen??71.78.179 Es konnte gezeigt werden, dass HIT-Antikérper nicht heparin-
spezifisch sind, sondern auch an andere sulfatierte Polysaccharide und
Glykosaminoglykane, wie Dermatansulfat, Heparansulfat, Dextransulfat,
Pentosanpolysulfat, Heparinsulfat, Chondroitinsulfat binden (z.B. auf der
Oberflache von Thrombozyten und Endothelzellen) und zu einer
Thrombozytenaktivierung fuhren kénnen, wenn diese mit PF4 einen antigenen
Komplex bilden431,3337:42,54,180,181,182_ DBje Bindung von PF4 hangt insbesondere
vom  Sulfatierungsgrad, dem  Molekulargewicht, der Lange, dem

Verzweigungsgrad und der Ladung der Oligosaccharidketten
ab22,31,46,183,184,185,186,187,188_
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Fur Pentosanpolysulfat und Chondroitinsulfat wurde in vivo Versuchen gezeigt,
dass sie das klinische Bild einer HIT auslésen kénnen'80.189,190,191,192,193

Mittels Photonenkorrelationsspektroskopie konnte demonstriert werden, dass
sich das HIT-Antigen nur bei optimalen stéchiometrischen Konzentrationen von
PF4 und Heparinen bzw. Polysacchariden bildet und dass fur verschiedene
Heparine, z. B. UFH, NMH, Fondaparinux und Polysaccharide, ganz
unterschiedliche optimale molare Ratios zu PF4 vorliegen®:1%, Diese ergeben
sich u.a. aus der verabreichten Dosis des Antikoagulans oder der Menge an
freigesetzten Polysacchariden, z. B. Chondroitinsulfat, sowie dem Grad der
Thrombozytenaktivierung, die mit der Konzentration an ausgeschittetem PF4
korreliert’®. Mit diesem stochiometrischen Modell konnen die Unterschiede der
HIT-Inzidenz  sowie der  Serokonversionsraten bei  verschiedenen
Patientenpopulationen erklart werden’®, Daneben konnten patientenassoziierte
Risikofaktoren identifiziert werden, die einen Einfluss auf die PF4: Heparin Ratio
haben, z. B. die Art des Eingriffs (Knie-TEP > Huft-TEP), Zeitpunkt der Heparin-
applikation (praoperativ > postoperativ), BMI, Ausmald des Gewebetraumas
(héhere PF4-Freisetzung)®3.169.177,

Es wurden mehrere Falle spontaner HIT beschrieben, bei denen es
heparinunabhéngig zu den klinischen Charakteristika einer HIT
(Thrombozytopenie, thromboembolische Komplikationen, Nachweis von
thrombozytenaktivierenden anti-PF4/Heparin-Antikdrpern, Hemmung der
Thrombozytenaktivierung durch hohe Heparinkonzentrationen) kam?52:62.63:64.65
Bei diesen Patienten ging eine Operation (haufig orthopéadisch) voraus oder es
bestand eine Infektion, die die Bildung der HIT-Antikdrper getriggert haben
konnten. Unklar ist jedoch die Genese der Immunogenitat der PF4-Tetramere,
z. B. Bindung an polyanionische Oberflachenmolekile von Bakterien,
intraoperative  Freisetzung von Chondroitinsulfat oder ein  anderer
Mechanismus?’:29:78,

Im Kontext der niedrigen Serokonversionsraten in unserer Studie unter den
Bedingungen einer fehlenden Heparinexposition, verglichen mit den hohen
Serokonversionsraten in anderen orthopadischen Studien (siehe Tabelle 1), lasst
sich vermuten, dass das wahrend der operativen Eingriffe freigesetzte
Chondroitinsulfat allein nicht auszureichen scheint, um auf dem PF4-Tetramer

das antigene HIT-Epitop zu induzieren, das in der nachfolgenden Immunantwort
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zur Bildung von anti-PF4/Polyanion-Antikérpern fuhrt®2, Ob die fehlende
Immunantwort aufgrund der nicht optimalen stochiometrischen PF4:
Heparin/Polyanion — Ratio unterbleibt, ist unklar. Méglicherweise wird hierfur
auch Heparin bendtigt, um zusammen mit Chondroitinsulfat eine optimale
stochiometrische PF4: Polyanion/Heparin — Ratio zu erreichen, was die hohen
Serokonversionsraten bei orthopadischen Patienten, die perioperativ Heparin
erhalten haben, erklaren konnte. In Abhéangigkeit der molaren Ratio PF4:
Heparin/Polyanion und der Lange der Polysaccharidketten entstehen sog.
,ultralarge complexes® (> 670 kDa) aus mehreren Heparin/Polyanion-Molekilen
und PF4, die in netzartigen Strukturen die quartare Matrix fur eine effiziente
Interaktion zwischen HIT-Antikérpern (Fc-Fragment) und Thrombozyten
(FcyRIla-Rezeptoren) mit konsekutiver Plattchenaktivierung via ,cross-linking
bilden24591.19. Eine andere Erklarung wére eine zu niedrige PF4-Konzentration
im Plasma trotz der im Rahmen der grof3en orthopadischen Operation maximal
aktivierten Thrombozyten, da das in unserer Studie nicht applizierte und somit
fehlende Heparin keine weitere Verlagerung von endothel- und
plattchengebundenem PF4 in das Plasma katalysiert (es besteht eine hohere
Affinitat von PF4 zu Heparin als zu anderen endothelialen
Glykosaminoglykanen)38.196.197.198,199 '|n diesem Fall ware ebenfalls die fir die
HIT-Antikorperbildung erforderliche optimale Ratio zwischen PF4 und Heparin im
Missverhaltnis. Ebenfalls konnte die Menge des an der Thrombozytenoberflache
gebundenen PF4 nicht ausreichen, da fur eine Thrombozytenaktivierung in
Abwesenheit von Heparin sehr hohe Konzentrationen PF4 benétigt werden#2:19°,
Auch konnte eine stérkere Inflammationsreaktion, als sie in unserer Studie

beobachtet wurde, notwendig sein, um eine Immunantwort auszultsen®3.78.152,
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Tabelle 15 -

Serokonversion

Risikofaktoren assoziiert mit heparinunabhangiger

1a*

Risikofaktor ggnerelles Zitat HITEES SIS Bemerkungen

Risiko
Schwere des groRe OP > | (Lubenow et | keine « keine Daten zu heparin-
Traumas kleine OP al., 2010) Serokonversion unabhangiger Prophylaxe
Typ des Knie > (Warkentin | kein Unterschied in | ® Einfluss nur bei NMH

S . . e unter Fondaparinux kein
Eingriffs Hufte et al., 2010) | Serokonversion X
Einfluss

Typ des elektiv < (Warkentin | keine e ausschlieRlich elektive TEP
Eingriffs Trauma et al., 2010) | Serokonversion in vorliegender Studie
BMI nieciger | (Warkentn | kein Unterschieain | 2 SRS REDE IS

BMI et al., 2010) | Serokonversion Einfluss
Start pra-oP > (Warkentin na e unter Fondaparinux nur bei
Prophylaxe post-OP etal,2010) | Traumapatienten

¢ Ergebnisse der 2 Studien
) sind uneindeutig

Heparin = (Warkentin _ « Fondaparinux Risikofaktor
Antikoagulans | Nicht- et_ al., 2005; | erst postoperativ b_e_l Bito et al.; bei SFratl-

Heparin Bito et al., gestartet fizierung nach DMT:

P 2016) ~fondaparinux alone is not
associated with antibody
formation“s

Mechanische | DMT > (Bito etal., |Keine y gﬁﬁzcglﬁgliiﬁzopﬁiegfger
Reize ohne DMT | 2016) Serokonversion Studie 9

- : (lzumi et al., e ausschlieBlich Patienten mit
Atiologie OA<RA 2016) n-a. OA in vorliegender Studie

DMT - Dynamisch-mechanische Thromboseprophylaxe; n. a. - nicht anwendbar; OA - Arthrose;
RA - rheumatoide Arthritis; OP — Operation; fur Details siehe Text; (Seine statistische Analyse
wurde nicht geliefert.)

Ob und inwiefern Rivaroxaban als Antikoagulans anderen Faktor Xa-Inhibitoren
oder Wirkstoffen mit Antithrombinaktivitat in Bezug auf das Risiko einer HIT bzw.
einer Serokonversion mit der Bildung von anti-PF4/Heparin-Antikdrpern
Uberlegen ist, ist aktuell spekulativ. Ebenso, ob es ahnlich wie bei Danaparoid zu
einem Aufbrechen von PF4-Heparin Komplexen kommt!3!, Studien zu
Serokonversionsraten unter einer Thromboseprophylaxe mit Rivaroxaban liegen
aktuell nicht vor. Die vorliegende Untersuchung kann eine mdgliche protektive
Wirkung gegenuber der Bildung von anti-PF4/Heparin-Antikbrpern nicht
ausschlie3en. Fur weiterfuhrende Untersuchungen sollte ein randomisiertes

Studiendesign gewahlt werden
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welches vergleichend NMH, Fondaparinux und besser untersuchte direkte orale
Antikoagulanzien beinhaltet. Es ist in diesem Zusammenhang erwéhnenswert,
dass Rivaroxaban als sichere und effektive Therapie einer akuten HIT sowohl als
primare als auch als sekundare Behandlungsoption in Fallberichten, kleineren
retrospektiven und prospektiven Studien sowie einer systematischen Literatur
Metaanalyse beschrieben wurde®:2%, In einigen Fallen erfolgte die
Sekundarbehandlung mit Rivaroxaban nach primarer, erfolgloser Therapie mit
Fondaparinux8:291, Allerdings wurde auch firr Rivaroxaban die Entwicklung einer
HIT unter Thrombosephrophylaxe mit Rivaroxaban berichtet, wobei die
Pathogenese ungeklart ist und durch andere Faktoren als das Antikoagulans
selbst — vergleichbar der ,fondaparinux-assoziierten HIT“ — bedingt gewesen sein
kann?92, Bezlglich méglicher Limitationen unserer Studie sind praanalytische
und analytische Fehlermoglichkeiten zu diskutieren. Von einem systematischen
Messfehler, der die niedrige Serokonversionsrate in unserer Kohorte erklaren
konnte, ist aufgrund der Erfahrung und Expertise der Labormitarbeiter des
Universitatsklinikums  Frankfurt mit sehr hoher  Wahrscheinlichkeit
auszuschliel3en. Die Aufarbeitung der Patientenseren erfolgte immer einheitlich
unmittelbar im Anschluss an die Blutentnahme durch den Doktoranden (M.L.),
die ELISA-Tests wurden nach entsprechender Lagerung spatestens am Folgetag
durch das Laborteam des zertifizierten Gerinnungslabors der Universitatsklinik
Frankfurt durchgefuihrt. Es erfolgte keine langfristige Lagerung der Proben. Die
gemessenen Extinktionswerte im ELISA bezlglich der Messwertpaare (pra- und
postoperativ) korrelierten zudem miteinander. Ebenfalls korrespondierten ELISA
Testergebnisse mit den unauffalligen Ergebnissen der unabhangig im externen
Referenzlabor (DRK Blutspendedienst Dessau) durchgefuhrten funktionellen
Assays (HIPA). Es ist nicht vollig auszuschlie3en, dass eine zu einem spateren
Zeitpunkt als die im Rahmen dieser Studie (hier: zwischen Tag 5-10 (Median:
Tag 7)) durchgefuhrte postoperative HIT-Diagnostik eine  hdhere
Serokonversionsrate gezeigt hatte. Eine derartige Umsetzung war aber im
Rahmen dieser Studie aus logistischen Grinden nicht moglich. Wahrend die
Serokonversion aller  anti-PF4/Heparin-lg-Klassen bei .Klassischer®
heparinabhangiger HIT im Median ab dem postoperativen Tag 5 nachweisbar ist
(Tag 4 nach Initiierung der Heparinprophylaxe)?°® und somit im Zeitrahmen dieser

Studie liegt, existieren dazu keine systematischen Studienergebnisse bei
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heparin-unabhangiger Serokonversion. Bei den in der Literatur berichteten Fallen
einer spontanen HIT erfolgte die erste Detektion von anti-PF4/Heparin-
Antikorpern zwischen dem postoperativen Tag 7 und 1363646569.70.72
PF4/Heparin ELISAs in Studien zu Serokonversionsraten bei orthopadischen
Eingriffen wurden zwischen dem 5. — 10. postoperativen Tag
durchgefiihrt’6:157.171.177 Basierend auf diesen Daten kann davon ausgegangen
werden, dass die Blutentnahmen in der vorliegenden Studie im Median und somit
im Zeitfenster des Nachweises der Serokonversion der genannten Studien lagen.
Das klinische Vollbild einer spontanen HIT entwickelte keiner der Patienten. Eine
Patientin wies postoperativ eine risikoassoziierte TVT mit Vorliegen eines
niedrigen 4Ts-Scores von 2 Punkten ohne Thrombozytopenie und ohne
serologischen Nachweis von anti-PF4/Heparin-Antikérpern auf.
Epidemiologische Daten anderer Arbeitsgruppen zur Inzidenz der spontanen HIT
liegen bislang nicht vor. Die bis dato ausschliel3liche Publikation von
Fallberichten deutet auf eine sehr geringe Inzidenz der heparinunabhangigen
Form der HIT hin’® (siehe Abschnitt 1.4.2).
Ein falschlicherweise eingeschlossener Patient zeichnete sich durch eine
PF4/Heparin-Serokonversion aus, die bereits praoperativ bestand (OD 0,81) und
sich postoperativ auf demselben Niveau zeigte (OD 0,72). Entsprechend den
Ergebnissen von Warkentin et al. zur Interpretation von PF4/Heparin ELISA OD
Werten, die gezeigt haben, dass die pradiktive Aussage von OD < 1,0 fir einen
positiven funktionellen Test mit einer Wahrscheinlichkeit eines konkordanten
Ergebnisses <5 % zwischen Immunoassay und funktionellem Test gering ist, fiel
der fir diesen Patienten durchgefiihrte HIPA Test negativ aus'®®. Die Pravalenz
von anti-PF4/Heparin-Antikérpern in der Normalpopulation wurde prinzipiell —
ohne Bericksichtigung der Ig-Klasse — in verschiedenen Studien
nachgewiesen?®156.26.29 Hyrsting et al. untersuchten die Seropravalenz von IgG,
IgA und IgM anti-PF4/Heparin-Antikorpern bei 3795 Blutspendern (GTI ELISA
Assay)?®. 4,3 % der untersuchten Personen zeigten eine positive Reaktion im
ELISA (definiert als OD > 0,4), 0,9 % der Spender waren intermediar-positiv (OD:
0,60-0,99). Es ist mdglich, dass die in der Normalpopulation zu beobachtenden
Serokonversionsraten auf eine Praimmunisierung gegen einen Komplex aus PF4
und Polyanionen auf der Oberflache von Bakterien zurtickgeftihrt werden kann.

Durch diese Komplexbildung entsteht ein ,PF4/Heparin-like“ Epitop, dessen
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Bildung im Rahmen von bakteriellen Infekten auftreten kann und das die Bildung
von anti-PF4/Polyanion-Antikbrpern triggert. Im Falle einer spateren
Heparinexposition kann der PF4/Heparin-Komplex im Sinne eines ,misdirected
host defense mechanism® nach Stimulation einer B-Zell-immunantwort durch die
dann gebildeten anti-PF4/Polyanion-Antikdrper bzw. anti-PF4/Heparin-
Antikorper gebunden werden?®. Ein Beispiel flr eine weit verbreitete chronische
Infektion, die zur Praimmunisierung fuhren kann und die Seropravalenz von anti-
PF4/Heparin Antikérpern in der Normalpopulation erklaren kénnte, ist die
Parodontitis?’. Die in der vorliegenden Studie gefundene préaexistierende,
operationsunabhéngige Serokonversion bei einem Patienten (Patient ID 140),
liegt damit im Bereich der in der Normalpopulation zu erwartenden
Seropravalenz. Detaillierte Informationen zu vorangegangenen Infektionen bei
diesem Patienten lagen nicht vor, wobei die Leukozytenzahl im Normbereich lag
und die CRP-Werte leicht erhdht waren, was aber im Kontext des bestehenden

M. Bechterew differenziert zu bewerten ist.

Interpretation der Inflammationsmarker im Kontext

Innerhalb der Kohorte waren die proinflammatorischen Marker CRP und die
Leukozytenzahl sowohl im Mittel des Patientenkollektivs als auch weitgehend bei
Betrachtung der individuellen Patienten im Normbereich. Beide Parameter sind
sowohl im Kontext des chirurgischen Eingriffes als auch mdglicherweise bei der
Serokonversion der anti-PF4/Heparin-Antikbrper  wichtig, wobei ihre
diagnostische  Bedeutung zuerst in der frihzeitigen  Erkennung
operationsbedingter Wundinfektionen liegt?°4. Baretto et al. fanden einen Anstieg
der CRP-Konzentrationen 3 Tage nach Knie-TEP um das 11,9 - fache — nahezu
identisch mit der in dieser Studie bestimmten Erhéhung der postoperativen CRP-
Werte (Median Tag post OP: Tag 7; medianer Anstieg: 12,7 - fach)?%®. Da in der
untersuchten Kohorte keine Infektionen auftraten, schlussfolgerten die Autoren,
dass die Erhohung der CRP-Werte ausschlie3lich durch das mit der
Gewebeverletzung einhergehende Trauma hervorgerufen wird.

Ebenso entsprach der Mittelwert der praoperativen Leukozytenzahl dem einer
retrospektiven Studie mit 13.019 Patienten (7,38 x 10%1)?%, Deirmengian et al.

fanden einen postoperativen Anstieg der Leukozytenzahl bis zu einem
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Maximalwert von 10,15 x109I, der an Tag 2 nach OP erreicht wurde, woraufhin
sich die Leukozytenzahl bis zum letzten Beobachtungstag (Tag 4) nahezu
normalisierte. In der vorliegenden Studie wurden die postoperativen Werte,
beginnend mit Tag 5 nach der Operation erhoben, diese waren verglichen mit
den préaoperativen Werten unverandert und kbnnten so mit dem von Deirmengian
et al. publizierten Muster eines tempordren Anstieges mit schneller

Normalisierung vereinbar sein.

Wirksamkeits- und sicherheitspezifischer Aspekte der
Thromboseprophylaxe mit Rivaroxaban

Rivaroxaban ist seit 2008 zur Thromboseprophylaxe bei Huft- und
Kniegelenkersatzoperationen zugelassen, nachdem seine Effizienz und
Sicherheit in den 4 RECORD Studien nachgewiesen worden waren'45:207.208,164,
Die gepoolte Analyse der 12.729 Studienteilnehmer aller 4 Studien ergab bei den
primaren Studienendpunkten — Inzidenz symptomatischer VTE (TVT, LAE) und
Mortalitdt (gesamt) — eine signifikante Verminderung thromboembolischer
Komplikationen unter Rivaroxaban im Vergleich mit Enoxparin nach 12 + 2 Tagen
(0,5 % vs. 1.0 %, p=0.001)%°°. Weder waren die Raten an schweren Blutungen,
an schweren und klinisch relevanten non-major Blutungen noch an
Gesamtblutungsereignissen unter Rivaroxaban im Vergleich zu Enoxaparin
statistisch signifikant erhoht (0,3 % vs. 0,2 %, p=0,23; 2,8 % vs. 2,5 %, p=0,19
bzw. 6,6 % vs. 6,2 %, p=0,38)2%°. Obwohl die Ergebnisse dieser Phase Ill Studien
nicht direkt mit den hier ermittelten Blutungsraten aufgrund unterschiedlicher
Bewertungsmodi fur Blutungsereignisse zu vergleichen sind, war die Inzidenz
von Major-Blutungen in unserer Kohorte ebenfalls sehr niedrig, denn es fand sich
bei unseren Patienten kein Korrelat fir eine Major Blutung nach den von uns
angewendeten ISTH Kriterien?!. Sieben Patienten (6,5 %) zeigten einen Abfall
der Hb-Konzentration um = 2 g/dl, jedoch lag weder eine unerwartete oder
prolongierte Blutung im OP Gebiet vor, noch war ein zweiter Eingriff notig.
Ebenfalls lag auch keine Blutung aul3erhalb des OP Gebietes vor, die die
Definition einer Major Blutung erfullt hatte. Die Inzidenz an
Gesamtblutungsereignissen (major, klinisch relevante non-major, minor) war mit
6,5 % vergleichbar niedrig. Die Blutungskomplikationen wurden anhand der ISTH

Kriterien erfasst.
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In der Folge des  orthopadischen Eingriffes  wurden keine
Lungenarterienembolien oder fatalen Komplikationen dokumentiert. Eine
Patientin entwickelte eine tiefe Beinvenenthrombose, die als risikoassoziiertes
Ereignis interpretiert wurde. Die daraus resultierende Inzidenz symptomatischer
VTE-Ereignisse von 0,93 % lag somit im Bereich der zu erwartenden VTE-Rate
bei Patienten mit Thromboseprophylaxe und damit deutlich unter der Rate bei
vergleichbaren Patienten ohne entsprechende Thromboseprophylaxe (3,4 %)L
Im Ergebnis der vorliegenden Studie konnte bei Patienten mit
Gelenkersatzoperation und  postoperativer  Thromboseprophylaxe — mit
Rivaroxaban keine heparin-unabhéngige Bildung von anti-PF4/Heparin-
Antikdrpern nachgewiesen werden. Die negativen Befunde der Immunoassays
korrespondierten mit den negativen Befunden der funktionellen Antikdrpertests
und den ausbleibenden klinischen Manifestationen einer HIT. Obwohl
orthopadische Eingriffe generell mit hoheren Serokonversionsraten einhergehen
als z. B. bei internistischen Patienten, sind Quantitat (optische Dichte im ELISA)
und Qualitat (Reaktivitat der Antikdrper) der anti-PF4/Heparin-Antikorper von
vielen Variablen abhéngig. Wenn auch aufgrund fehlender Vergleichsgruppen
spekulativ, ist in der hier durchgefuhrten Untersuchung davon auszugehen, dass
es zahlreiche Faktoren gibt, die eine niedrige Serkonversionsrate beeinflussen
kénnen, z. B. Rivaroxaban, der Verzicht auf eine dynamisch-mechanische
Thromboseprophylaxe, aber auch eine geringe Praimmunisierungsrate durch
subklinische, pra- oder perioperative Infektionen, Ausmald des Gewebetraumas
oder Freisetzung von Nukleinsauren. Andererseits sind intraoperativ freigelegte
Chondroitinsulfate  alleine  mdglicherweise  nicht  ausreichend, eine
Serokonversion in vivo zu bewirken (molare PF4: Heparin/Polyanion — Ratio)
Zusatzlich erschweren Unterschiede im HIT-Assay-Design eine direkte
Vergleichbarkeit mit existierenden Studien. Zudem bestétigen die vorliegenden
Ergebnisse, dass eine spontane, klinisch manifeste HIT ein extrem seltenes
Ereignis darstellt (anders als die bisher verotffentlichten Ergebnisse der reinen
Serokonversion im Kontext orthopadischer Eingriffe), deren Inzidenz nur in
Studien mit ausreichend grol3er Probandenzahl exakt zu erfassen ist.

In unserer Studie mit 107 Patienten, die sich einem orthopéadischen Eingriff
(Knie-/Huft-TEP) unterzogen haben und mit Rivaroxaban antikoaguliert wurden,

konnte kein Nachweis autoimmuner HIT-Autoantikdrper (Serokonversion) mit
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Hilfe eines HIPA oder ELISA nachgewiesen werden. Jedoch werden in der
Literatur immer wieder positive Féalle einer aHIT beschrieben, welche zwingend
eine weitere Untersuchung mit Hilfe von groRen randomisierten Studien
notwendig macht. Zusatzlich muss auf Grundlagenebene weiter untersucht

werden, welche Faktoren zur Expression von autoimmunen HIT-AntikGrpern

fuhren.
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5. Zusammenfassung

5.1 Englische Zusammenfassung

Introduction: Immune heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is a life-

threatening prothrombotic complication of heparin therapy caused by pathogenic
anti-platelet factor 4 (PF4)/heparin antibodies. Orthopedic and cardiac surgery
patients are at a higher risk of seroconversion (15-75 %) compared to medical
patients (<1 %) without developing HIT sequelae like thrombocytopenia and
arterial and venous thromboembolic complications. The reason for this
observation is unclear. It is known that non-heparin glycosaminoglycans and
sulfated polysaccharides may induce the antigenic epitope on PF4 relevant for
sensitization. We hypothesized that glycosaminoglycans, i.e. chondroitin
sulfates, released from articular cartilage during major orthopedic surgery might
explain the high seroconversion rates.

The aim of our study was to determine the incidence of HIT antibodies in
orthopedic surgery patients in the absence of heparin exposure when the direct
oral factor Xa inhibitor rivaroxaban is used postoperatively for thrombosis
prophylaxis instead of low-molecular weight heparin.

Material/Methods: Laboratory HIT diagnostics were performed before and =5

days after surgery utilizing an immunogenic chemiluminescence test (HemosIL®
AcuStar HIT-IgG (PF4-H)) and a functional heparin-induced platelet activation
assay (HIPA). Exclusion criteria: Any heparin exposure within the previous 3

months as well as during and after surgery.

Results: 107 consecutive patients, 65 (60,7 %) female, 42 (39,3 %) male patients
underwent 66 (61,6 %) and 41 (38,3 %) total hip and knee replacement surgeries,
respectively. No seroconversion with generation of anti-PF4/heparin antibodies
were observed in any of the study patients in both, the immunogenic and the

functional assay neither before nor after surgery.

Discussion: Major orthopedic surgery itself does not seem to be sufficient to

trigger sensitization alone in the absence of heparin and, thus, does not seem to
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explain the high seroconversion rates observed in orthopedic surgery patients.
Heparin seems to be indispensable for sensitization. However, further risk factors
for triggering anti-PF4/heparin antibody formation, i.e. bacterial infections, extent
of trauma, release of nucleic acids, may play a role. Because the antigenic
complex is induced only at an optimal molar ratio of PF4 and
heparin/glycosaminoglycan, it is conceivable that at least some of these factors
need to concur to reach a more significant ratio to enhance sensitization. Our
study results do not explain ‘spontaneous’ HIT syndrome, however it cannot be

rejected on the basis of our data.

5.2 Deutsche Zusammenfassung

Einfuhrung: Die Heparininduzierte Thrombozytopenie (HIT) ist eine
lebensbedrohliche Komplikation der Heparintherapie. Diese wird verursacht
durch die Bildung von Antikdrpern gegen einen Komplex aus Plattchenfaktor 4
(PF4) und Heparin. Orthopéadische und herzchirurgische Patienten weisen
deutlich hohere Serokonversionsraten auf (15-75 %) als andere
Patientenkohorten, z.B. internistische Patienten (<1 %), ohne dabei in allen
Fallen mit den klinischen Zeichen einer HIT, d.h. Thrombozytopenie sowie
arteriellen und vendsen thromboembolischen Komplikationen, einherzugehen.
Der Grund fir diese Beobachtung ist unklar. Es ist bekannt, dass
Glykosaminoglykane und sulfatierte Polysaccaride ein Epitop auf dem
Plattchenfaktor 4 induzieren kdnnen, gegen das eine Sensibilisierung erfolgen
kann. Es wird vermutet, dass Glykosaminoglykane, d.h. Chondroitinsulfate, die
bei groBen orthopadischen Eingriffen freigesetzt werden, die hohen
Serokonversionsraten bei orthopadischen Patienten erklaren kénnten.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Inzidenz von HIT-Antikdrpern bei
Patienten mit orthopédischen Eingriffen zu untersuchen, bei denen perioperativ
keine Heparinexposition erfolgte. Die Antikoagulation zur Thromboseprophylaxe
im untersuchten Patientenkollektiv wurde postoperativ. mit dem zur
orthopadischen Thromboseprophylaxe zugelassenen, direkten oralen Faktor Xa
Inhibitor Rivaroxaban und nicht mit niedermolekularem Heparin durchgefihrt,

welches eine HIT-Antikorperbildung hétte induzieren kénnen.
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Material und Methoden: Zur HIT Diagnostik wurde jeweils praoperativ und

mindestens 5 Tage postoperativ ein immunologischer Chemilumineszenztest
(HemosIL® AcuStar HIT-IgG(PF4-H)) und ein funktioneller Heparin-induzierter
Plattchenaktivierungstest (HIPA) durchgefihrt, um eine Serokonversion zu
detektieren. Ausschlusskriterium war eine Heparinexposition innerhalb der

letzten 3 Monate sowie wahrend und nach der Operation.

Ergebnisse: 107 konsekutive Patienten, 65 (60,7 %) weibliche und 42 (39,3 %)
mannliche Patienten, bei denen eine operative totale Huftgelenk- (n= 66; 61,6 %)
oder Kniegelenkendoprothese (n=41; 38,3 %) durchgefihrt wurde, wurden in die
Studie eingeschlossen. Vor und auch nach der Operation konnte weder im
durchgefiihrten Immunoassay noch im funktionellen HIPA eine Serokonversion

mit der Bildung von anti-PF-4/Heparin Antikdrpern festgestellt werden.

Diskussion: Grof3e orthopadische Operationen allein nicht auszureichen, um die
hohen HIT-Antikbrper Serokonversionsraten in Abwesenheit von Heparin bei
diesen Patienten zu erklaren. Heparin scheint fir eine Sensibilisierung
unerlasslich zu sein. Aber auch andere Risikofaktoren fir die Bildung von HIT-
Antikdrpern gegen den Komplex aus PF4 und Heparin bzw. Polyanionen, wie
z.B. bakterielle Infektionen, Ausmall des Gewebetraumas, Freisetzung von
Nukleinséduren, konnten eine Rolle spielen. Da das antigene Epitop nur bei
optimalen stéchiometrischen Ratios von PF4 und Heparin/Glykosaminoglykanen
induziert wird, ist es vorstellbar, dass einige der genannten Faktoren
zusammenwirken konnten, um die Immunreaktion zu erméglichen. Auf der Basis
unserer Studie kann zwar das Konzept der “spontanen” HIT nicht erklart werden.

Auf Basis der bestehenden Daten kann es aber auch nicht verworfen werden.
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