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1. Einleitung

Die Durchfihrung von Gerinnungstests bei einem Patienten gehort zur
Routinediagnostik und ist Ausgangspunkt fur weitere Untersuchungen und ggf.
therapeutische MalRRnahmen. Fir die Diagnostik steht eine ganze Reihe von
unterschiedlichen Tests zur Verfugung. Die Thrombozytenzahl z.B. ist ein
numerischer Wert, der bei Gesunden innerhalb bestimmter Grenzen liegt. Ein Abfall
unter die Normgrenze birgt zumindest theoretisch die Gefahr einer vermehrten
Blutungsbereitschaft. Die Thrombozytenzahl ist teilweise noch immer ein Richtwert,
der daruber entscheidet, ob am Patienten bestimmte Manipulationen wie Punktionen
mit einem zumutbaren Blutungsrisiko durchfuhrbar sind, bzw. ob ein Patient eine
Transfusion eines Thrombozytenkonzentrats benétigt. Aus Klinischer Sicht erweist
sich die Abschatzung alleine nach diesem Parameter als ungenigend, weil nicht nur
die Zahl, sondern auch der funktionelle Zustand der Thrombozyten fir die
Hamostase entscheidend ist.

Nicht minder wichtig sind die Faktoren der plasmatischen Gerinnungskaskade, die
mit den zellularen Bestandteilen interagieren und so die Abdichtung von verletzten
Gefallen gewahrleisten. Der Quick-Test (Thromboplastinzeit) und die aPTT sind die
wesentlichen Routinemethoden, um deutliche Stérungen der plasmatischen
Gerinnung aufzudecken. Haufig wird die Diagnostik noch durch die Bestimmung von
Fibrinogen erganzt. Weitere Faktoren (z.B. Einzelfaktoren, D-Dimere) werden in der
Regel nur bei Auffalligkeiten dieser Befunde oder der Anamnese bestimmt.
Gemeinsam ist diesen Untersuchungen, dass sie nur einen Teilaspekt der
Hamostase Uberprifen und somit - bezogen auf den komplexen Ablauf der
Hamostase - nur eine eingeschréankte Aussage ermoéglichen.

Dagegen erlauben Thrombelastometrie (auch Thrombelastographie, TEG genannt)
und Sonoclot-Analyse (SCT) eine komplexere Einschatzung des Zustandes des
Hamostasesystems. Darlber hinaus wird heutzutage nicht nur Wert auf die
Aussagekraft und Prazision diagnostischer Tests, sondern auch auf die schnelle
Verfligbarkeit der Ergebnisse gelegt, wenn diese flr therapeutische Entscheidungen
wichtig sind. Daher werden zunehmend Verfahren bevorzugt, die patientennah
durchgeftuhrt werden kdnnen (Point-of-Care Tests). Gerade in dieser Hinsicht wurden
in den letzten Jahren durch entsprechende Modifikationen wesentliche Fortschritte



beim TEG erzielt, die es flur die Point-of-Care-Diagnostik geeignet erscheinen lassen,
zumal es einfach durchzufiihren und schnell zu erlernen ist [14].

Die Thrombelastographie (TEG) wurde bereits 1948 von Hartert entwickelt [47]. Der
Thrombelastograph von Hellige war das erste kommerziell erhéltliche Geréat fur
dieses Verfahren. Seither wurde das TEG standig weiterentwickelt. Eine
Renaissance hat das TEG in den letzten Jahren durch die Rotations-
thrombelastographie (ROTEG) erfahren, die auf Grund von Patentrechten heute unter
der Bezeichnung "Rotationsthrombelastometrie” (ROTEM) vermarktet wird. Die
Methode erfasst den gesamten Gerinnungsprozess in vitro vom Start der
Gerinnselbildung, dber Fibrinbildung, Polymerisierung der Fibrinmonomere,
Interaktion mit den Thrombozyten, Stabilisierung und Retraktion des Gerinnsels
sowie schliel3lich dessen Lyse. Erste Ergebnisse kénnen innerhalb von finf bis zehn
Min. gewonnen werden, die auf Stérungen der Hamostase riickschlie3en lassen und
maoglicherweise  therapeutische Konsequenzen z.B. Transfusion  von
Thrombozytenkonzentraten oder frisch gefrorenes Plasma (FFP) nach sich ziehen
konnen. Mittlerweile wird das TEG in seinen verschiedenen Modifikationen in vielen
Zentren zur Diagnostik und Therapiesteuerung sowohl unter wissenschaftlichen als
auch routinemaRRigen Bedingungen eingesetzt. Insbesondere liegen bereits
Erfahrungen bei Herz- und Leberoperationen [77, 102, 116, 117], ebenso bei
Tumorpatienten [36], bei schwangeren Frauen [43], Frauen mit Eklampsie [11, 86,
103], und bei Kindern [78] vor. Weiterhin liegen Daten von Patienten mit Polytrauma
und Intensivtherapie vor, wo anhand des TEG die Therapie der Hamostasestérungen
gesteuert wurde [99]. Allerdings ist das Verfahren noch nicht standardisiert und
hinsichtlich seiner Aussagen und therapeutischen Konsequenzen nicht bzw. nicht
ausreichend validiert [100]. Daher ist der routinemaRige Einsatz im klinischen Alltag
problematisch. Derzeit werden zahlreiche Studien durchgefiihrt, um diese Defizite
auszugleichen. Auch die vorgelegte Arbeit hat zum Ziel dazu einen Beitrag zu

leisten.

Fragestellung und Ziel der Untersuchungen

Zunéchst sollten Einflussgréfen untersucht werden, welche die Prazision und damit
die Zuverlassigkeit der Methode beeinflussen kdnnen. Dazu gehdren das Zeitintervall

zwischen Blutentnahme und Testdurchfihrung, die Antikoagulation der Blutproben,
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Variationen des Pipettiervorgangs, der Einfluss von Blutverdiinnung und Zusatz von
Infusionslosungen (Plasma, NaCl, HAES) sowie die Auswahl der Reagenzien. Nach
Optimierung des Verfahrens sollten die Referenzwerte bestimmt werden.

Schlie3lich sollte die diagnostische Kapazitat des standardisierten Verfahrens
anhand von Patienten mit Hamostasestérungen analysiert werden. Mit Hilfe der
Untersuchung entsprechender Patientenproben sollten im Einzelnen folgende
Fragen beantwortet werden:

Wird die Wirkung von Thrombozytenaggregationshemmern und Antikoagulanzien
ausreichend empfindlich nachgewiesen (ASS, Heparin, Marcumar)?

Wie sensitiv ist der Test hinsichtlich Thrombozytopenie und vWS?

Eignet sich das ROTEM System als Point-of-Care Test?

11



2. Material und Methoden

2.1. ROTEM

2.1.1 System und Zubehdr, Klvetten, Stempel

Das ROTEM® Vollblut Hamostase System (Abb. 2-1) besteht aus

¢ dem Messgerat mit integriertem Computersystem (Auswertung des Signals,
Kommunikation mit dem Notebook, Steuerung der Heizung des
Warmeblocks)

¢+ einem Notebook, dessen Software das Geréat steuert, die Daten speichert und
Uber das die Eingaben erfolgen sowie die Befunde gespeichert und abgerufen
werden konnen

¢ eine elektronische Pipette, die mit dem Messgerat verbunden ist

¢ einem Drucker (optional, nicht auf der Abb. dargestellt)

LT

Abb. 2-1 ROTEM® System (Pentapharm GmbH, Miinchen)

Das ROTEM® Gerat hat vier Kanale fiir parallele Messungen. Die Daten werden

fortlaufend automatisch wahrend der Messung ausgewertet. Die Parameter werden
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auf dem Farbbildschirm des Notebooks in Form von Diagrammen und Messwerten
angezeigt, und automatisch gespeichert. Bei Bedarf konnen die Ergebnisse auch zu
einem spéateren Zeitpunkt aufgerufen werden, bzw. die Kurven nochmals gedruckt
werden. Die Daten kénnen exportiert werden, auf einen Datentrager gespeichert und
anschlieBend mit einer Tabellenverarbeitungssoftware (z.B. ,Microsoft Excel®")

bearbeitet werden.

Die elektronisch gesteuerte Pipette wird manuell bedient und erlaubt eine prazise

Durchfiihrung der Messungen auch durch ungetbte Personen.

Das Messgerat besitzt einen Warmeblock, der nach Inbetriebnahme des Geréts
konstant auf 37 C°erwarmt bleibt. Die Warme wird d urch die Kivettenhalter, die mit

dem Warmeblock Kontakt haben, an die Blutproben weitergegeben.

Fur jede Probe benétigt man eine Kuvette (als Behélter fur Blut und Reagenzien) und
einen Stempel. Beide sind aus Plastik und haben eine zylindrische Form. Vor der
Messung befestigt man die Kivette in der Offnung des Kiivettenhalters und den

Stempel an dem unteren Ende der senkrechten Achse des entsprechenden Kanals.

Die von uns verwendeten Kivetten und Stempel hatten eine glatte Oberflache und

waren nicht beschichtet.

2.1.2 Messungsdurchfiihrung, Mischverfahren und Messprinzip

Die Blutprobe kann nach Empfehlung des Herstellers Citratblut oder Nativblut sein.
Mittels der elektronischen Pipette werden die Blutprobe und zusatzliche Reagenzien
(Losung zur Rekalzifizierung, Aktivatoren der Gerinnung) in die Klvette pipettiert. Die
Pipettierschritte, bzw. deren Reihenfolge erscheinen aufgelistet im Notebookdisplay.
Mit Hilfe der Tastatur kann man einzelne Schritte vor- und zurtickgehen, falls man

falsch pipettiert hat, z.B. den falschen Aktivator in die Pipette eingezogen hat.

Es wurden bei den Untersuchungen zwei Mischverfahren im Rahmen des

Pipettierens verwendet:
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Mischverfahren 1 (MV1): Dieses Verfahren war zur Zeit der Durchfihrung der
Studie die empfohlene Standardmethode. Es besteht aus folgenden Schritten:
Blutprobe in die Pipettenspitze aufnehmen, dann in die Klivette entleeren
Spitzenwechsel
Startreagenz aufziehen, zuséatzlich definiertes Volumen Luft aufnehmen und
schlie8lich zusatzlich noch den Gerinnungsaktivator (Thromboplastin oder
partielles Thrombopastin) aufziehen (das Luftpolster trennt beide Reagenzien,
solange sie sich in der Pipettenspitze befinden)
Entleerung in die Kivette, vorsichtiges dreimaliges Umrihren mit der
Pipettenspitze
Klvettenhalter (samt Kivette) an den entsprechenden Messkanal befestigen
Ein Nachteil der Methode besteht in der Notwendigkeit, manuell umrihren zu
mussen, wodurch die Thrombozyten aktiviert werden kdénnen. Ein weiterer Nachteil
ergibt sich aus der Tatsache, dass an der Aul3enseite der Pipettenspitze, mit der man
umrihrt, kleine Reste der Aktivatorlésungen (nach Aufziehen des Aktivators) haften

bleiben und diese dann mit in die Probe gelangen.

Mischverfahren 2 (MV2): ist inzwischen die Standardmethode. Dieses Verfahren
besteht aus folgenden Schritten:

Start Reagenz aufziehen, Luftpolster (standardisiert, s.0.) setzen und Aktivator

der Gerinnung aufziehen

Entleerung in die Klvette

Spitzenwechsel

Blutprobe aufnehmen, in die Kivette entleeren; mit der selben Spitze den

Inhalt der Kivette aufziehen (dabei vermischen sich Blutprobe und

Reagenzien) und in die Kivette entleeren

Klvettenhalter (samt Kivette) an den entsprechenden Messkanal befestigen
Bei dieser Methode wird das manuelle Mischen vermieden. AufRerdem wird die
Pipettenspitze mit der evitl. daran haftenden kleinen Reagenzienmenge verworfen.
Somit ist gewéhrleistet, dass immer die gleichen Volumina Start- und Aktivatorlésung
benutzt werden.
Bei beiden Verfahren wird zum Schluss nach dem letzten Pipettierschritt der

Klvettenhalter ziigig, aber vorsichtig am entsprechenden Messkanal befestigt. Dabei

14



taucht der Stempel in die Probe ein. Wéahrend der Messung rotiert der Stempel
abwechselnd in beide Richtungen um jeweils 4,75° (Abb. 2-2). Durch Reflektion
eines Lichtstrahls einer Dioden-Lichtquelle an einer Spiegelplatte am oberen Ende
der Achse wird die Rotation einem lichtempfindlichen Sensor Ubermittelt. Bei
fehlender Gerinnung bleibt die Bewegung des Stempels bzw. der Achse unverandert.
Das System stellt dies graphisch als gerade Linie dar.

Sobald die Gerinnung eintritt, haftet das Gerinnsel an den Wanden von Stempel und
Klvette und behindert so die Bewegung des Stempels. Die verminderte Auslenkung
von der Mittellinie wird graphisch dargestellt. Je starker die Stempelrotation mit der
zunehmenden Gerinnselfestigkeit behindert wird, desto grof3er wird die Amplitude.
Wenn bei maximaler Festigkeit des Gerinnsels die Achse nicht mehr rotiert betragt
die Amplitude 100 mm.

Dreh-Achse Spiegel Lichiguele / Diode

e (L)

%

— Kugeltagar
Plashkksiampeal

_Kivelts mit Blul gefgll
Fibrin Fden und Elutplitichen

___Mggregate zwischen der Stempel-
auzgen- und Kivellen-innenseite

Abb. 2-2 Prinzip der Rotationsthrombelastometrie (ROTEM ®©)

Auf dem Bildschirm des Notebooks wird der Gerinnungsablauf als Graphik gegen die
Zeit dargestellt (Abb. 2-3). Gleichzeitig werden die Messergebnisse in Zahlen am
Display angezeigt.

2.1.3 Testparameter von ROTEM

Folgende Parameter wurden in dieser Arbeit zur Auswertung herangezogen:

CT [s] (engl. clotting time; deutsch Gerinnungszeit): Zeitspanne vom Startzeitpunkt

(letzte Reagenzienzugabe) bis zum Beginn einer signifikanten Gerinnselbildung.
15



Technisch wird die Zeit bis zum Auftreten einer 2 mm breiten Amplitude gemessen.

Ein alterer Begriff dafir ist "r-Zeit", bzw. Reaktionszeit.

CFT [s] (engl. clot formation time, deutsch Gerinnselbildungszeit): Zeitspanne vom
Ende der Gerinnungszeit bis zum Erreichen einer Amplitude von 20 mm. Ein alterer
Begriff dafur ist "k-Zeit"

Alpha-Winkel [] (a): ergibt sich durch den Winkel zwischen der Mittellinie und einer
Tangente an die Kurve durch den 2 mm Amplituden-Punkt. Er beschreibt die Kinetik

der Gerinnselentstehung.

MCF [mm] (engl. maximum clot firmness, maximale Gerinnselfestigkeit): beschreibt
die grol3te Festigkeit, die das Gerinnsel in der Messung erreicht hat. Ein alterer

Begriff dafur ist "MA", bzw. maximale Amplitude.
MCE (engl. maximum clot elasticity, maximale Gerinnselelastizitat): errechnet sich
aus der Formel 100 x MCF/(100 - MCF) und wandelt dadurch die MCF in einen Wert

proportional zur Elastizitat um

A5-A30[mm] Amplitude zum Zeitpunkt 5, 10, 15, 20, 25 und 30 Minuten nach der CT

10 .’T':ir]
Y
D | .
- — GJ E -.\_“"
@
-2 T éj é E%‘ =) H’{
(@) = E| E W $ z - 9 ".‘
-; E = = E % E E j 5-“-.
n| 38| ¢ < IE =8
r Eed =2 /
" o= =
£ I
—* : Gerinnungszeit (CT /1) [sec]

* Gerinnselbildungszeit (CFT / k) [sec]

>
Zeit

Abb. 2-3 Parameter von ROTEM / Messkurve
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2.1.4 Reagenzien

Beim klassischen TEG wurde die Gerinnung bei nicht antikoaguliertem Blut durch
Oberflachenkontakt und bei Citratblut zusatzlich durch Rekalzifizierung aktiviert.
Durch Zugabe von bestimmten Gerinnungsaktivatoren wird die Gerinnung wesentlich
schneller in Gang gesetzt. Dadurch werden die Messzeiten gegeniber dem
klassischen TEG erheblich verkirzt. Innerhalb von 10 Minuten kdnnen bereits
ausgepragte Storungen der Gerinnselbildung festgestellt werden. In dieser Arbeit

wurden folgende Reagenzien verwendet:

INTEG® Reagenz: gebrauchfertiges fliissiges Reagenz, das partielles
Thromboplastin und Ellagsaure enthélt. Es fuhrt zu einer standardisierten Aktivierung
des intrinsischen Gerinnungssystems uber Faktor Xl und XII. Hergestellt wurde das
Reagenz von der Firma Nobis Labordiagnostica GmbH, Endingen. Verwendet
wurden die Chargennummern 055129 und 404936. 2004 wird dieses Reagenz als

in-TEM® Reagenz bezeichnet.

EXTEG® Reagenz (Nobis) enthalt Gewebethromboplastin (Tissue Factor). Es filhrt
zur Aktivierung des extrinsischen Gerinnungssystems Uber Faktor VII. Zunéachst
wurden die Untersuchungen mit "EXTEG S" durchgefuhrt. Dieses war lyophilisiert
und musste vor Gebrauch geldst werden. Die meisten EXTEM Tests in dieser Arbeit
wurden mit diesem Reagenz durchgefihrt (siehe Kapitel 2.4). Verwendet wurde die
Chargennummer 050129. Seit 2004 wurde das ex-TEM® Reagenz eingefihrt, das

gebrauchsfertig geliefert wird.

Diaplastin wurde als weiteres EXTEG/EXTEM Reagenz bei der Teilstudie ,Vergleich
von zwei EXTEM Aktivatorreagenzien® eingesetzt. Das Reagenz ist flissig und kann
direkt verwendet werden. Nach der Testphase wurde dieses Reagenz als "EXTEG L"

vertrieben. Verwendet wurde die Chargennummer 404937.

StartTEG Reagenz enthalt Calciumchlorid und dient zur Rekalzifizierung der

Citratblutprobe. Bei alleiniger Zugabe von StartTEG wird der Gerinnungsprozess
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allein Uber Kontaktaktivierung gestartet. Bei Untersuchung von Citratblut wird es
zusatzlich zu Thromboplastinen (EXTEM) und partiellen Thromboplastinen (INTEM)
zur Rekalzifizierung zum Ansatz hinzu pipettiert und damit der Gerinnungsprozess
letztlich in Gang gesetzt. Verwendet wurden die Chargennummern 060040 und
404935. Seit 2004 wird das Reagenz als star-TEM ® Reagenz bezeichnet.

ROTROL N Reagenz wurde fur die Qualitdtskontrolle am ROTEM verwendet. Die mit
ROTROL gemessenen Werte sollten innerhalb eines bestimmten Intervalls liegen,

das einer mitgelieferten Tabelle zu entnehmen war.

2.1.5 Verwendete Tests

Entsprechend der Reagenzien wurden folgende Tests verwendet:

INTEG: Mit Hilfe der Pipette wurden 300ul Citratblut + 20ul INTEG Reagenz + 20ul
StartTEG Reagenz in die Kiivette gegeben. Untersucht wurde das intrinsische
Gerinnungssystem sowie die Wechselwirkung mit den Thrombozyten. Seit 2004 wird
dieser Test als INTEM Test bezeichnet.

EXTEG: Mit Hilfe der Pipette werden 300ul Citratblut + 20ul EXTEG Reagenz + 20ul
StartTEG Reagenz in die Klvette gegeben. Untersucht wurde das extrinsische
Gerinnungssystem, sowie die Wechselwirkung mit den Thrombozyten. Seit 2004 wird
dieser Test als EXTEM Test bezeichnet.

NaTEG - Ist ein Test, bei dem die Gerinnung nur tUber Kontaktaktivierung in Gang
gesetzt wird. Wenn Citratblut getestet wird, muss initial eine Rekalzifizierung
(StartTEG) erfolgen. Mit Hilfe der Pipette wurden 300ul Citratblut und 20ul StartTEG
Reagenz in die Kivette gegeben. Seit 2004 wird dieser Test als NATEM Test

bezeichnet.

Ca. 15 Min. vor Anfang des Tests wurden die Reagenzien aus dem Kihlschrank

entnommen, auf Haltbarkeit geprift und ggf. gelost.
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2.1.6 Probanden und Probengewinnung

Im Rahmen der vorgelegten Studie wurden Blutproben von 278 Probanden (110
Patienten, 154 Blutspender und weitere 14 gesunde Probanden) untersucht (Tab. 2-
1).

Tab. 2-1 Untersuchte Probanden — Altersverteilung, Geschlecht
Alter (Jahre) Geschlecht
Mittelwert Median Minimum Maximum Manner Frauen
48 49 6 94 172 106

Die Blutspender erfullten die Voraussetzungen gemdalR der Richtlinien zur
Blutgruppenbestimmung und Bluttransfusion [127].

Am Ende der Vollblutspende wurden die Proben Uber die noch liegende Kanile
entnommen. Die Proben wurden nach Entnahme und vor den Messungen mehrmals

vorsichtig hin- und hergeschwenkt.

Bei 14 gesunden Probanden (fir ASS- und Verdinnungs-Versuche) wurde das Blut
ohne vorausgehende Blutspende lber eine 18G Butterfly-Kantle entnommen. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Stauung nicht langer als eine Minute dauerte und
nicht zu fest angelegt war. Die Probanden waren gemall der Auflagen der

Ethikkommission aufgeklart und hatten ihr Einverstandnis schriftlich gegeben.
Nach der Entnahme blieben die Proben aufler bei Untersuchung kirzerer
Zeitintervalle in der Regel mindestens 30 Min. liegen. Die Laufzeit der Messungen

betrug je nach Untersuchung und Fragestellung zwischen 15 und 45 Min.

Fur die Citratblutproben wurden RoAhrchen mit 0,106 molarer Natriumcitratlbsung
(Sarstedt) verwendet. Das Mischungsverhaltnis mit Blut betrug 1:10.

Die Untersuchungen wurden mit Geraten der Firma Pentapharm (81829 Munchen,

Deutschland) durchgefthrt.
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2.1.7 Auswertung — Beurteilung der Messkurven, Fehlerhafte Messungen

Bei vielen Untersuchungen wurden Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Irregulare
Kurvenverlaufe wurden nicht in der Auswertung bericksichtigt und wurden in der
Regel wiederholt.

Irregulare Kurvenverlaufe stellten sich folgendermalien dar:

1. Sofortige bzw. zu schnelle Gerinnung (Abb. 2-4 und 2-5)

Abb. 2-4

2. Keine Gerinnung (Abb.2-6)

| ] 19
| | | | ‘
| | |

B |

Abb.2-6

3. Gestorte Gerinnung (Abb.2-7; Pat. ohne Gerinnungsstoérung, restliche Kurven bzw.
Zweitansatz regelrecht)
I

|
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2.2 Andere Tests und Methoden

Als weitere Untersuchungsmethoden wurden durchgefihrt:

2.2.1 Automatische Zellzdhlung

Bei allen Untersuchungen wurden Thrombozytenzahl, Hamatokrit, Erythrozytenzahl,
Hamoglobin und die Leukozytenzahl gemessen. Dafiir wurde ein automatisches
Zellzahlgerat verwendet - Sysmex K-1000. (Sysmex Deutschland GmbH, Hamburg)

2.2.2 PFA-100® / VCP

Bei mehreren Teilstudien wurde zusatzlich der In-vitro-Blutungstest zur Beurteilung

der Thrombozytenfunktion gemacht.

Der PFA-100® ist ein etablierter und standardisierter Test. Bei Raumtemperatur 30
Min. vorinkubiertes Citratblut wird in das Reservoir einer Kartusche pipettiert.
Anschliel3end wird das Blut unter konstantem Sog von -40 mbar durch eine Kapillare
(30 mm lang, 200 um Innendurchmesser) und durch ein Loch (Durchmesser 150 um)
einer mit Kollagen beschichteten Membran gesaugt. Zusatzlich ist diese Membran
mit Epinephrin oder ADP beschichtet. Auf diese Weise wird die primare Hamostase
in vivo an einem kleinen Gefald simuliert. Die Thrombozyten adhé&rieren an der
Membran und vernetzten sich. Es bildet sich ein Thrombozytenpfropf, der den
weiteren Blutzustrom vermindert. Dieser Vorgang wird von einem elektronischen
System gemessen und ausgewertet, bis die Offnung im Filter vollstandig
verschlossen ist. Es werden dabei folgende Parameter ermittelt: initialer Blutfluss
(IF), Verschlusszeit (VZ) und Blutvolumen (BV). Die Messung wird beendet, wenn
entweder das Loch in der Membran (Apertur) verschlossen ist oder die VZ von 300 s

oder das bendtigte BV von 800 pl Gberschritten werden.

Eine Weiterentwicklung des PFA-100® Gerats ist die VCP- Methode. Bei ihr wird die
Kapillare der Messzellen durch eine ,elektronische Kapillare* virtuell ersetzt. Die
Kapillare wird durch ein Verfahren simuliert, bei dem der Computer die
Druckverhéltnisse wahrend der Messung so steuert, dass sie einer tatsachlichen
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Kapillare entsprechen. Es kdonnen die gleichen Parameter gemessen werden. Fur
unsere Versuche wurden die PFA-Messzellen nach entsprechender Modifikation
verwendet. Zu diesem Zweck wurden die Kapillaren auf ein Drittel gekulrzt. Die
Messung wurde beendet, wenn die VZ 486 s, bzw. das BV 950 ul tberschritt. Nahere
Einzelheiten zu dem verwendeten Verfahren wurden von Kretschmer und Mit.
publiziert [65].

2.2.3 Kugelkoagulometer KC 4 und Hakchenkoagulometer Schnitger-Gross

Das Kugelkoagulometer KC 4A  micro (Amelung Heinrich GmbH, Lehbringsweg 59,
32657 Lemgo) hat 4 Messkanéle, die sich wahrend der Messung drehen. In die
Offnungen der Kanale wurden Plastikkiivetten eingebracht. In jede Kivette wurde
eine kleine Stahlkugel gegeben.

Wahrend der Messung drehen sich die in einem Winkel von 10°geneigten Kivetten.
Die Kugeln bleiben am tiefsten Punkt der Kivette liegen. Sobald sich in der Kivette
ein Gerinnsel bildet, in das die Kugel einbezogen wird, wird die Kugel von der
Klvette mitgerissen. Durch die dann ausgeléste Unterbrechung eines Magnetfelds
im Gerat kann die Gerinnungszeit gemessen werden. Die Blutproben wurden 30 Min.
nach Entnahme bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Schwenken des
entsprechenden Rohrchens, wurden 300ul Probe entnommen und in die Kivette
pipettiert. Nach Probenzugabe wird eine Minute gewartet. In dieser Zeit wird die
Probe in der Kuvette angewéarmt (37<C). Danach wurde n 20 pl Start Reagenz (CacCly)
zugegeben, die Messung gestartet und schliel3lich die Gerinnungszeit gemessen.
Der Test entspricht vom Prinzip her dem NATEM Test. Generell wurden wegen der

grol3en Variabilitat der Ergebnisse Vierfachmessungen gemacht.

Beim Hakchenkoagulometer SGC  wird die Probe durch ein regelmalig
eintauchendes Hakchen gemischt Sobald die Gerinnung einsetzt, bleibt ein
Fibrinfaden am Hackchen haften, sodass das Hakchen sich nicht in unveranderter
Weise zurickziehen lasst. Dadurch wird die Zeitmessung gestoppt.

2.2.4 Aggregometrie

Eingesetzt wurde ein Plattchenaggregometer (Platelet Aggregation Profiler 4,
Bio/Data Corporation, Hatboro PA USA).
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Messprinzip: Zu einer plattchenreichen Plasmaprobe, die sich im Strahlengang eines
Photometers befindet und gleichmallig gerthrt wird, wird ein Stimulanz hinzugefugt
(z.B. ADP, Collagen, Ristocetin). Die einsetzende Aggregation fuhrt zu einer
Abnahme der optischen Dichte bzw. Zunahme der Transmission, die quantitativ

erfasst und graphisch dargestellt wird. Der nach vollstandig abgelaufener
Aggregation resultierende Gesamtanstieg der Transmission (Tmax) wurde als Mal3

fur die Thrombozytenfunktion herangezogen. Ausmald der Aggregation und Verlauf
der Aggregationskurve sind vom jeweiligen Aggreganz abhangig. Durch Verwendung
verschiedener  Aggreganzien in  unterschiedlicher Konzentration koénnen
Aggregationsprofile erstellt werden. Veranderungen der Aggregationsprofile lassen
Ruckschlisse auf bestimmte Funktionsstérungen zu.

Verwendet wurden folgende Aggreganzien: Ristocetin in Konzentrationen von 0,5
bzw. 1,0 und 1,5 mg/ml; Kollagen 0,19 mg/ml; ADP in Konzentrationen 2 und 4

pmol/L; Arachidonsaure 0,5 mg/ml.

2.2.5 Quick, PTT, FBR, D-Dimere, Antithrombin

Mit Hilfe eines Gerinnungsautomaten (Blood Coagulation System/BCS; Dade
Behring, Deutschland) wurden Quick-Wert, INR, PTT, Fibrinogen, D-Dimere und

Antithrombin gemessen.

2.2.6 Herstellung von plattchenarmem Plasma (PAP) und Probenverdiinnung

Nach Probengewinnung wurde das Blut 30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Citratrohrchen wurden liegend gelagert. Dann wurden sie 15 Min. bei 130 x g
zentrifugiert. Der plattchenreiche Uberstand (Plattchenreiches Plasma, PRP) wurde
entnommen und erneut 10 Min. bei 1500 x g zentrifugiert. Der so entstandene
Uberstand ist das Plattchenarme Plasma (PAP). Das Sediment besteht tiberwiegend

aus Erythrozyten. Aus 3 ml Vollblut konnte man etwas mehr als 1 ml PAP gewinnen.

In 3 jeweils 4 ml Citratblut enthaltende Réhrchen wurde 1 ml PAP, 1 ml NaCl oder 1
ml HAES 6% hinzu gegeben. Die Réhrchen wurden mit einem Stdpsel verschlossen

und zur Vermischung mehrmals hin- und hergeschwenkt. So entstanden 3 x 5 ml
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verdinntes Blut mit einer Verdinnung von 20%. Die zur Kontrolle dienenden
unverdinnten Proben wurden in gleicher Weise verschlossen und hin- und
hergeschwenkt. Anschlie3end wurden von allen Proben die Thrombozytenzahl und
der Hamatokrit gemessen. Danach ruhten die Proben liegend noch eine halbe

Stunde. Vor Testung wurden die Réhrchen erneut geschwenkt.

2.3 Datenverarbeitung und statistische Prufung.

Fur die statistische Auswertung wurde die Beratung im Institut fir Medizinische
Biometrie der Philipps-Universitat Marburg (Herr R.Jager) eingeholt. Die statistische
Auswertung der Daten dieser Arbeit wurde mit dem Programm SPSS fiur Windows,

Version 12 durchgefihrt.

Prufung auf Normalverteilung:

Vor dem Einsatz parametrischer Tests (T-Test) wurden die in die Auswertung
aufgenommenen Parameter mit dem Kolmogorov-Smirnov Test auf Normalverteilung
geprift. Bei einem Signifikanzlevel von 5 % (p < 0,05) wurde eine Normalverteilung

angenommen.

Mittelwerte wurden durch den T-Test (Student) fur verbundene und unverbundene
Testproben verglichen. In den Fallen, wo AusreiBer den Mittelwert stark
beeinflussten, wurden die Medianwerte verglichen. Bei verbundenen Stichproben
wurde der Wilcoxon Test, bei unverbundenen Stichproben der Mann-Whitney-U-Test
bzw. der Median-Test zur Auswertung herangezogen. Zuséatzlich wurden auch Box-
Whiskers Plots erstellt.

Der Unterschied zwischen zwei Parametern wurde als signifikant betrachtet, wenn

der p-Wert kleiner als 0,05 war.

2.4 Kurzbeschreibung der einzelnen Teilstudien

Bei der jeweiligen Teilstudie sind in einer Tabelle die Anzahl der Probanden, die

verwendeten Tests, Reagenzien u.a.m. aufgelistet.
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2.4.1 Einfluss des Zeitintervalls zwischen Blutentnahme (BE) und Testbeginn
2.4.1.1. Zeitintervalle bis 7 Minuten, Nativ- und Citratblut

Im Rahmen von POCT wird das ROTEM héaufig mit frischem Nativblut ohne Zusatz
von Antikoagulantien durchgefiihrt. Da die nicht antikoagulierten Proben relativ
schnell angerinnen, ist eine Verfalschung der Ergebnisse bei unterschiedlichen
Zeitintervallen bis zur Durchfihrung der Tests zu erwarten. Um die Stabilitat der von
nicht antikoagulierten und antikoagulierten Proben zu ermitteln, wurden
Nativblutproben und Citratblutproben von gesunden Probanden nach

unterschiedlichen Zeitintervallen untersucht.

Das Blut wurde am Ende der Spende aus der schon liegenden Kanile mit Hilfe einer
10 ml Spritze vorsichtig entnommen. Funf ml wurden in ein Citratréhrchen gegeben,
die restlichen 5 ml wurden in ein Polypropylenréhrchen (Greiner 115301) uberfihrt.
Beide Rohrchen wurden verschlossen, vorsichtig 3x geschwenkt und danach
stehend wahrend der Messungen gelagert. Die Messungen wurden parallel an zwei
Geraten durchgefihrt. Um die genauen Zeiten einzuhalten wurde eine Stoppuhr
benutzt. Die Tests mit Nativblut wurden jeweils 15 s. vor dem entsprechenden
Zeitpunkt gestartet. Bei der ersten Messung wurden die Proben direkt aus dem
Roéhrchen entnommen, bei den spateren Messungen wurden die Rohrchen vor der
Probeentnahme noch 3x vorsichtig geschwenkt. Die Untersuchungen fanden 1, 3, 5

und 7 Minuten nach Blutentnahme statt.

Es wurden zwei ROTEM Gerate verwendet. Um die Gerate bedingte Variation
maoglichst gering zu halten, wurden alle Nativblutmessungen stets an dem einen, alle
Citratblutmessungen stets am anderen Gerat an allen vier Kanélen des jeweiligen
Gerates durchgefuhrt. Es wurden jeweils EXTEM oder INTEM oder NATEM als
Doppeluntersuchungen von einem Spenderblut durchgefuhrt — Tabelle 2-2.

Fur die 3 verschiedenen Testmethoden wurden insgesamt 60 Spender einbezogen.
Einmal taglich wurde eine ROTROL Kontrolle mit der fir den Tag verwendeten

Testmethode gemacht.
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Tabelle 2-2 Probanden, Materialien und Tests bei Messungen 1, 3, 5 und 7 Min. nach BE.

Citratblut vs. Nativblut

Probanden
60 Spender Je 20 pro Testmethode
Materialien Testmethode Testlaufzeit
INTEG Reagenz INTEM Test 20 Min. (bis A20)
StartTEG Reagenz NATEM Test 20 Min
ROTROL N ROTROL Test 20 Min
. . . 1 Ansatz pro Test
Pipettenspitzen 300ul (weiss) Mischverfahren 2
Andere Tests: Sysmex - Thrombozyten, HKT
Gerat
ROTEG 05 S.N.0208038 | Software Version 2.98
ROTEG 05 S.N.0208039 | Software Version 2.98
2.4.1.2. Zeitintervalle <10 und >30 Min. nach BE. Blut von Spendern und

thrombozytopenischen Patienten.

Im Rahmen von Funktionsuntersuchungen von Thrombozyten konnte gezeigt
werden, dass die Thrombozyten nach Blutentnahme oder anderen mechanischen
Belastungen etwa 20 bis 30 Minuten Ruhe bendtigen, um sich zu erholen, da sie
anderenfalls eine gestérte Funktion aufweisen. Normalerweise wird das zu
untersuchende Blut daher nach Enthahme 30 Minuten bei Raumtemperatur ruhen
gelassen, um eine eventuelle Aktivierung der Thrombozyten durch mechanischen

Stress rickgangig zu machen.

Tab. 2-3 Probanden, Materialien und Tests bei unterschiedlichen Zeitintervallen nach BE
Probanden
Spender 10
Patienten mit Thrombozytopenie 10
Materialien Testmethode Testlaufzeit
INTEG Reagenz INTEM Test 30 Min.
EXTEG S Reagenz EXTEM Test 30 Min.
StartTEG Reagenz
. . 2 Ansatze pro Test
Pipettenspitzen 1000pl (blau) Mischverfahren 1
Andere Tests -Sysmex Thro, Hct;
Gerat
RoTEG 04 |S.N.0124311 |Software Version  [2.94
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Ob dies auch fur die Untersuchung von Citratblut mittels ROTEM gilt, sollte im
Rahmen dieser Studie gepruft werden. Daher wurden Messungen <10 und >30
Minuten nach Blutentnahme gemacht. Das Blut wurde von gesunden Blutspendern
und Patienten mit Thrombozytopenie infolge Knochenmarkaplasie gewonnen —
Tabelle 2-3.

2.4.2 Modifikation des Pipettiervorgangs/Referenzwerte

Es wurden zwei unterschiedliche Pipettierverfahren verglichen (fur ausfihrliche
Beschreibung siehe 2.1.2). Das untersuchte Blut stammte von gesunden
Blutspendern. Es wurden Tests mit INTEG, EXTEG und NATEG durchgefuhrt —
Tabelle 2-4. Fur jedes Verfahren wurden Referenzwerte fir die einzelnen Parameter

ermittelt.

Tab. 2-4 Probanden, Materialien und Tests bei dem Vergleich von zwei

Pipettierverfahren (Referenzwerte)

Probanden
Spender 130
Materialien Testmethoden Testlaufzeit
INTEG Reagenz INTEM Test 30 Min.
EXTEG S Reagenz EXTEM Test 30 Min.
StartTEG Reagenz NATEM Test 45 Min.
. . 2 Ansatze pro Test
Pipettenspitzen 1000pl (blau) Mischverfahren 1 u. 2
Andere Tests -Sysmex - Thro, Hct
Gerat
RoTEG 04 |S.N.0124311 | Software Version 12.94

2.4.3. Unterschiedliche Aktivatorreagenzien

Das zunachst verwendete EXTEG Reagenz (EXTEG S, Nobis) war relativ wenig
empfindlich bzgl. des Nachweises von Gerinnungsstérungen im extrinsischen
System. Ein Nachteil bestand auch darin, dass es als Lyophilisat erst gelost werden
musste.

Das zum Vergleich untersuchte Diaplastin (DiaMed) sollte eine hbéhere Sensitiviat
aufweisen. Darlber hinaus wurde es gebrauchsfertig geliefert.

Zur Prufung der methodischen Variabilitat wurden zunéchst Prazisionsmessungen

gemacht. Zum einen wurden von einem Spender 10 auf einander folgende
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Messungen vorgenommen. Zum anderen wurden 10 auf einander folgende ROTROL
Kontrollen durchgefihrt. Schlie3lich wurde taglich mit ROTROL die Messvariabilitat
kontrolliert.

Tabelle 2-5 Probanden, Patienten, Materialien und Tests zur Prifung zweier

Aktivatorreagenzien im EXTEM

Probanden
Spender (Prazision) 1 Pat. unter Marcumar |38
Spender (Normalwerte) |18 Intensivpatienten 22
Pat. erhdhte Leberwerte | 8
Materialien Testmethoden Testlaufzeit
EXTEG S Nobis EXTEM Test 10 Min. (bis A10)
Diaplastin Diamed 2 Ansatze pro Test
StartTEG Reagenz Mischverfahren 2
ROTROL N
Pipettenspitzen 1300pl (weiss)
Andere Tests - INR, aPTT, FBR, HCT, teilw.Thro,AT Ill, DD
Gerat
ROTEG 04 | S.N.3892B645 | Software 12.94

In einer zweiten Untersuchungsphase wurden weitere gesunde Spender, Patienten
mit oraler Antikoagulation (Marcumar), Patienten mit eingeschréankter Leberfunktion
(Erh6hung der Transaminasen) sowie Intensivpatienten (vor allem nach
kardiochirurgischen Operationen) vergleichend mit diesen beiden unterschiedlichen
Aktivatorreagenzien untersucht, um die Sensitivitdt und Spezifitat fur die beiden
Testmodifikationen zu  ermitteln  (2.4.5.4.-2.45.6.). Es wurden immer
Doppelbestimmungen gemacht. AufRerdem wurde darauf geachtet, dass die
verschiedenen Reagenzien hinsichtlich der Messkanale und der Zeitintervalle

gleichmafiig zum Einsatz kamen — Tabelle 2-5.

2.4.4 Blutverdiinnung mit unterschiedlichen Infusionslésungen

Zunachst wurden von 10 gesunden Probanden mit PAP, NaCl und HAES 20%
verdunnte Proben (Herstellung siehe 2.2.6) untersucht. Die Untersuchung schloss
neben ROTEM auch PFA-100® und VCP ein. Zusatzlich wurden unverdinnte
Kontrollen mitgeftihrt. Die nétige Blutmenge betrug 30 ml Citratblut.
Bei den ROTEM Untersuchungen wurden Einzelbestimmungen (INTEM und
NATEM), bei PFA-100® und VCP Doppelbestimmungen mit den Epinephrin-
Messzellen durchgefihrt.
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In einer weiteren Untersuchungsreihe (10 Probanden) wurden analog verdinnte und
unverdinnte Proben am Kugelkoagulometer mittels Vierfachbestimmung getestet.
In einer dritten Untersuchungsreihe (15 Probanden) wurden die gleichen Proben am

Hakchenkoagulometer mittels Vierfachbestimmungen durchgefiihrt — Tabelle 2-6.

Tabelle 2-6  Probanden, Materialien und Tests bei Verdinnung mit NaCl, HAES und PAP;

Messungen vor/nach Verdinnung

Probanden
Spender 135
Materialien Testmethoden Testlaufzeit
INTEG Reagenz INTEM Test ca. 30 Min.
StantTEG Reagenz NATEM Test ca. 45 Min.
. . 1 Ansatz pro Test
Pipettenspitzen 1000pl (blau) Mischverfahren 1

Andere Tests — Sysmex - Thro, Hct; PFA-100®, VCP II, Kugelkoagulometer,
Hakchenkoagulometer

Gerat

RoTEG 04 |S.N.0124311 | Software Version 12.94

2.4.5 Erfassung von Hamostasestérungen

2.4.5.1. Einfluss von ASS Einnahme

Vier gesunde Probanden nahmen an 3 aufeinander folgenden Tagen immer zur
gleichen Tageszeit eine Tablette ASS 100. Vor der ersten und 2 Stunden nach der
letzten Einnahme wurden ROTEM (INTEM und EXTEM), PFA-100® (EPI) und VCP
(EP1) durchgefihrt — Tabelle 2-7.

2.4.5.2 von Willebrand Syndrom (VWS)

Es wurden acht Patienten getestet. Bei einem Teil der Patienten war ein VWS
bekannt, bei anderen wurde es aufgrund der Anamnese vermutet. Bei sechs
Patienten wurde das VWS letztendlich nachgewiesen — teilweise mit milder Form
(VWF:RiCof 45-67%) und mittelschwerem vWS (VWF:RiCof 13 —18%).

Bei zwei Probanden waren die Tests bzgl. des VWS ohne pathologischen Befund.

Bei dem einen wurde aufgrund Erkrankung seines Bruders und seiner Mutter der
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Verdacht auf VWS ausgesprochen. Der zweite Patient klagte Uber eine erhdhte
Blutungsneigung.

Die Untersuchungen schlossen ROTEM (INTEM und EXTEM), PFA-100®
(Epinephrin  und ADP), Plattchenaggregometrie (Kollagen, ADP, Ristocetin,
Arachidonsaure), Quick, PTT, Fibrinogen, Faktor VIII und IX Aktivitat, VWF:RiCof,
Kollagen-Bindung-Aktivitat, VWF:Ag ein — Tabelle 2-7.

2.4.5.3. Heparinisierte Patienten
Es wurden 22 heparinisierte Patienten (Heparindosis 22800 — 43200 IE/Tag) im
ROTEM (INTEM und EXTEM) untersucht — Tabelle 2-7. Die Heparinwirkung wurde

anhand der PTT verifiziert.

Tabelle 2-7 Probanden, Materialien und Tests bei Spendern und Patienten mit
beeintrachtigter Gerinnung

Probanden
ASS 4 Heparin 22
vVWS 8 Marcumar 12
Materialien Testmethoden Testlaufzeit
INTEG Reagenz INTEM Test 30 Min.
EXTEG Reagenz EXTEM Test 30 Min.
StartTEG Reagenz NATEM Test 45 Min.
. . 1 Ansatze pro Test
Pipettenspitzen 1000ul (blau) Mischverfahren 1

Andere Tests — Sysmex -Thro, Hct; BCS — Quick, aPTT; Plattchenaggregometer,
PFA-100®, Faktor VIII und IX Aktivitat, VWF:RiCof, Kollagen-Bindung-Aktivitat,
VWF:Ag

Gerat

RoTEG 04 |S.N.0124311 |Software Version 12.94

2.4.5.4. Patienten unter Marcumar

Zwolf Patienten unter Marcumartherapie (INR zwischen 2 und 7,3) wurden im
ROTEM (INTEM, EXTEM und NATEM) untersucht. Die Marcumarwirkung wurde
anhand der INR (Quick) verifiziert — Tabelle 2-7.

In einer zweiten Untersuchungsserie wurden 38 marcumarisierte Patienten (INR
zwischen 1,9 und 8,7) mit zwei EXTEM Reagenzien — EXTEG S Nobis und Diaplastin

von Diamed untersucht — s. Tabelle 2-5, bzw. Abschnitt 2.4.3.
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2.4.5.5. Patienten mit Leberfunktionsstérung

Es wurden 8 Patienten mit Erh6hung der Transaminasen (GGT zwischen 15 und 120
U/l; GPT zwischen 9 und 478 U/l; GOT zwischen 9 und 99 U/l) bzw. Patienten mit
Leberfunktionsstérung getestet. Die Untersuchungen schlossen ROTEM-EXTEM
(EXTEG S und Diaplastin) ein — Tabelle 2-5, Abschnitt 2.4.3.

2.4.5.6. Intensivpatienten

Es wurden 22 Patienten nach chirurgischen Eingriffen (Uberwiegend
Herzoperationen) getestet. Die Untersuchungen schlossen ROTEM - EXTEM
(EXTEG S und Diaplastin) ein - Tabelle 2-5, Abschnitt 2.4.3.

31



3. Ergebnisse

3.1 Einfluss des Zeitintervalls zwischen BE und Testbeginn

Der Hersteller des ROTEM-Systems sieht das Intervall zwischen BE und
Testdurchfihrung als unkritisch an. Dariber hinaus soll die Verwendung von
Nativblut und Citratblut gleichermallen mdglich sein und keine wesentlichen
Unterschiede beztiglich der Ergebnisse mit sich bringen.

Wie bereits vorher dargelegt, gerinnen nicht antikoagulierte Proben innerhalb
weniger Minuten, weshalb geklart werden sollte, wie zuverlassig die Befunde
innerhalb der ersten Minuten nach Blutenthahme sind. Citrat-antikoagulierte Proben
wurden untersucht, um auch die Vergleichbarkeit der Befunde von Nativ- und
Citratblut zu prifen. AuRerdem sollte an antikoagulierten Proben untersucht werden,
ob auch ein Ruheintervall von ca. 30 Minuten erforderlich ist, um den Thrombozyten

die Mdglichkeit zur Erholung vom Abnahmestress zu geben.

3.1.1 Zeitintervalle von 1 bis 7 Minuten nach BE

Die Zeitintervalle wurden so gering gewahlt, damit keine spontane Gerinnung bei
Verwendung von Nativblut eintritt. Tatsachlich konnten signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Zeitintervallen nachgewiesen werden, aber lediglich bei
der CT konnte in EXTEM und INTEM ein einheitlicher Trend in Abhangigkeit vom
Zeitintervall festgestellt werden. Die CT nahm in diesen Testverfahren mit dem
Zeitintervall zu. Die mit Thromboplastin und partiellem Thromboplastin aktivierten
Ansatze des ROTEM wiesen deutlich kirzere CT und CFT sowie breitere MCF als
das NATEM auf. Generell wurden bei etwa gleicher Streubreite langere CT und CFT
mit Citratblut gemessen (Abb. 3.1 - 3.18). Im Einzelnen werden die Unterschiede

zwischen den Ergebnissen mit Nativ- und Citratblut in Kapitel 3.2. aufgefuhrt.
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Abb. 3-15 CFT in NATEM mit Nativblut Abb. 3-16 CFT in NATEM mit Citratblut
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3.1.2 Zeitintervalle <10 und >30 Min. nach BE

3.1.2.1. Spenderblutproben
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Abb. 3-18 MCF in NATEM mit Citratblut

Citratblut von 10 gesunden Spendern wurde wenige Minuten nach Entnahme (<10
Min.) und nach 30 Min. (>30 aber <40 Min.) nach BE mittels INTEM und EXTEM

untersucht (Doppeluntersuchungen). Die Medianwerte der einzelnen Parameter

verglichen wir mit Hilfe des Wilcoxon Tests fur verbundene Stichproben.

Bei dem INTEM Test fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden
Zeitintervallen (Abb. 3.19):
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Abb. 3-19 INTEM Parameter bei Untersuchung von Citratblut 10 und 30 Min. nach
Blutentnahme, (Medianwerte, Spender, n=10)

Bei dem EXTEM Test (Abb. 3.20) war 30 Min. nach BE die CFT etwas kulrzer,

entsprechend war der Alpha-Winkel etwas groRer (p<0,05).
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Abb. 3-20 EXTEM Parameter bei Untersuchung von Citratblut 10 und 30 Min. nach
Blutentnahme, (Medianwerte, Spender, n=10)

Die Variationskoeffizienten V, zwischen den nach unterschiedlichen Zeitintervallen

ermittelten Befunden unterschieden sich nicht signifikant (Abb. 3-21 und 3-22)
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Abb. 3-21 Variationskoeffizienten V, in INTEM bei Messung nach 10 und 30 Min.
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Abb. 3-22 Variationskoeffizienten V, in EXTEM bei Messung hach 10 und 30 Min.

Der Korrelationskoefizient zwischen beiden Zeitintervallen fiir INTEM und EXTEM ist

im Anhang in Tabelle a) aufgefuhrt.

3.1.2.2. Thrombozytopenische Patientenblutproben
Die unter 3.1.2.1. beschriebenen Untersuchungen wurden auch mit Citratblut
thrombozytopenischer Patienten durchgefihrt, um den Einfluss der Thrombozyten

auf die evtl. Variabilitat zu prufen. Zunéchst zeigten die thrombozytopenischen
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Proben signifikant langere CFT und deutlich schmalere MCF als die Proben
gesunder Blutspender. Es ergaben sich weder in INTEM noch EXTEM signifikante
Unterschiede hinsichtlich des Zeitintervalls nach BE (Abb. 3-23 und 3-24).
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Abb. 3-23  INTEM Parameter bei Untersuchung von Citratblut 10 und 30 Min. nach

Blutentnahme, (Medianwerte, Patienten mit Thrombozytopenie, n=10)
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Abb. 3-24 EXTEM Parameter bei Untersuchung von Citratblut 10 und 30 Min. nach

Blutentnahme, (Medianwerte, Patienten mit Thrombozytopenie, n=10)

Fast samtliche Parameter zeigten sowohl in INTEM wie EXTEM groReren Vi in den
Doppelbestimmungen, wenn dies erst nach >30 Minuten durchgefuhrt wurden Abb.
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3-25 und 3-26). Allerdings war der Unterschied nur fur die CFT in INTEM signifikant
(p<0,01).
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Abb. 3-25 Variationskoeffizienten Vi in INTEM bei Messungen nach 10 und 30 Min.

(Patienten mit Thrombozytopenie, n=10)
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Abb. 3-26 Variationskoeffizienten Vi in EXTEM bei Messung nach 10 und 30 Min.

(Patienten mit Thrombozytopenie, n=10)

Der Korrelationskoefizient zwischen beiden Zeitintervallen fir INTEM und EXTEM ist

im Anhang in Tabelle b) aufgefuhrt.
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3.2. Nativblut versus Citratblut

Nachfolgend sind die Untersuchungen unter 3.1.1. hinsichtlich der unterschiedlichen

Blutproben (Nativ- versus Citratblut) ausgewertet:
INTEM: Die CT war mit Nativblut deutlich kirrzer als mit Citratblut (p<0,001, Abb. 3-
27). Dagegen waren CFT und MCF gering, aber signifikant gréRer als mit Citratblut.

Logischerweise traf dies auch fur die Amplituden nach 10 und 20 Minuten (A10 und

A20) zu.
250,0
200,0 ~
*k%
00 O Nativblut
100,0 - o M Citratblut
*k% xx *kk
50,0 ~
0,0
& & & & & &
O A O
oL ¢ S oS
N Y v v

Abb. 3-27 Vergleich von Nativblut vs. Citratblut in INTEM (Mittelwerte, n=20 gesunde

Probanden)

EXTEM: Die CT war im Gegensatz zu den Ergebnissen in INTEM mit Nativblut
langer als mit Citratblut (p<0,01, Abb. 3-28) bzw. die CFT kirzer (p<0,001).
Allerdings waren die Unterschiede gering. Die Ubrigen Parameter zeigten die

gleichen Unterschiede wie in INTEM.
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Abb. 3-28 Nativblut vs. Citratblut, Mittelwerte bei EXTEM, Spender, n=20

NATEM: Die Unterschiede zwischen Nativ- und Citratblut entsprachen bis auf die
Amplituden (MCF, A20, A30) den fur INTEM beschriebenen (Abb. 3-29a und b). Die

Amplituden waren aber mit Nativblut deutlich schmaler (p<0,001).
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Abb. 3-29a  Nativblut vs. Citratblut, Mittelwerte bei NATEM, Spender, n=20
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Abb. 3-29b  Nativblut vs. Citratblut, Mittelwerte bei NATEM, Spender, n=20

Die Variationskoefizienten waren in allen 3 RoTEM Verfahren fur fast alle Parameter
(auBer CFT/NATEM) grolRer mit Nativblut, wobei die Unterschiede vor allem bei
INTEM und EXTEM signifikant waren (s. Abb. 3-30 — 3-32)
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Abb. 3-30

Nativblut vs. Citratblut, Medianwerte der V, bei INTEM, Spender, n=20
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Abb. 3-31 Nativblut vs. Citratblut, Medianwerte der Vi bei EXTEM, Spender, n=20
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Abb. 3-32 Nativblut vs. Citratblut, Medianwerte der Vi bei NATEM, Spender, n=20

Die Korrelationskoefizienten zwischen den Nativblut- und Citratblutproben fur die

einzelnen Zeitintervalen sind im Anhang in den Tabellen c), d) und e) aufgefuhrt.
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3.3 Modifikation des Pipettiervorgangs, Referenzwerte

Die unterschiedlichen Pipettierverfahren, durch die sich v.a. der Mischvorgang
anderte ergaben signifikante Unterschiede in den unterschiedlichen ROTEM
Testmethoden (Abb. 3-33 — 3-35a/b). Im Allgemeinen waren die Abweichungen trotz
ihrer Signifikanz nicht gro3. Vereinzelt wichen die ermittelten Referenzwerte jedoch
erheblich ab z.B. die CFT bei INTEM.
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Abb. 3-33 Vergleich  zweier  unterschiedlicher  Pipettierverfanren in  INTEM,

Referenzwerte (n=30 Spender)
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Abb. 3-34 Vergleich  zweier unterschiedlicher  Pipettierverfahren in  EXTEM,
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Abb. 3-35a  Vergleich  zweier unterschiedlicher Pipettierverfahren in  NATEM,

Referenzwerte (n=30 Spender)
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Abb. 3-35b  Vergleich zweier unterschiedlicher Pipettierverfahren (1 und 2) in NATEM,

Referenzwerte (n=30 Spender)
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Die Variationskoeffizienten der Doppelbestimmungen ergaben vereinzelt signifikante,
aber nicht besonders grof3e Unterschiede fur die beiden unterschiedlichen
Pipettierverfahren (Abb. 3-36 - 3-38).
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Abb. 3-36 Variationskoeffizienten V, in INTEM bei unterschiedlichen Pipettierverfahren
(Mischverfahren, MV)
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Abb. 3-37 Variationskoeffizienten Vy in EXTEM bei unterschiedlichen Pipettierverfahren
(Mischverfahren)
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Abb. 3-38 Variationskoeffizienten V, in NATEM bei unterschiedlichen Pipettierverfahren
(Mischverfahren)

Die Referenzwerte sind im Einzelnen im Anhang in den Tabellen f) bis k) aufgefthrt.
Der Korrelationskoefizient zwischen den Parametern der Tests zwischen

Mischverfahren 1 und 2 ist in Tabelle I) im Anhang aufgefihrt.

3.4. Vergleich zweier EXTEM Reagenzien
Es standen zwei verschiedene Aktivatorreagenzien (EXTEG S Nobis und Diaplastin
Diamed) fur den EXTEM zur Verfiigung. Diese wurden an Kontroll-Reagenz sowie

Blut von Normalpersonen und Patienten mit Hamostasestorungen vergleichend
eingesetzt.

3.4.1 Messgenauigkeit
3.4.1.1 Messungen mit Kontrollplasma (ROTROL Kontrolle)

Es wurden 10-fach Messungen mit ROTROL durchgefuhrt. Die CT war mit Diaplastin
deutlich langer als mit EXTEG S (Abb. 3-39, p<0,001). Die anderen Parameter

unterschieden sich kaum zwischen den beiden Aktivatorreagenzien.
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Abb. 3-39 Vergleich der Messergebnisse mit ROTROL bei 10 auf einander folgenden
Messungen (Mittelwerte) unter Verwendung von EXTEG S und Diaplastin als

Aktivatorreagenzien

Die Prazision war ebenfalls mit beiden Reagenzien vergleichbar (Abb. 3-40).
Lediglich fur den Alpha-Winkel wurde bei Verwendung von EXTEG S ein kleinerer

Variationskoeffizient fur die Doppelbestimmungen errechnet (p<0,05).
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Abb. 3-40 Variationskoeffizienten (V) der Messergebnisse mit ROTROL bei 10 auf
einander folgenden Messungen (Mittelwerte) unter Verwendung von EXTEG S

und Diaplastin als Aktivatorreagenzien
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3.4.1.2 Messungen mit Spender-Citratblut

Auch mit Spenderblut war die CT deutlich langer bei Verwendung von Diaplastin im
Vergleich zu EXTEG S (p<0,001, Abb. 3-41). Darlber hinaus wichen aber auch die
anderen Parameter signifikant ab: Die CFT war um 25% kurzer (jeweils p<0,001) und
Alpha-Winkel sowie Amplitude (MCF, A5, A10) um ca. 10% grol3er bei Verwendung

von Diaplastin anstelle von EXTEG S.
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Abb. 3-41 Vergleich der Messergebnisse mit Spenderblut bei 10 auf einander folgenden

Messungen (Mittelwerte) unter Verwendung von EXTEG S und Diaplastin als

Der Vg war mit Diaplastin um 9% (A5) bis 60% (CT) kleiner als mit EXTEG S (Abb 3-
71). Allerdings waren die Unterschiede nicht signifikant.
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Abb. 3-42 Variationskoeffizienten (Vi) der Messergebnisse mit Spenderblut bei 10 auf
einander folgenden Messungen (Mittelwerte) unter Verwendung von EXTEG S

und Diaplastin als Aktivatorreagenzien

3.4.2. Reproduzierbarkeit

3.4.2.1. Messungen mit ROTROL

Uber einen Zeitraum von 16 Tagen wurden taglich Untersuchungen von EXTEM mit
ROTROL als Doppelbestimmungen durchgefiihrt (Abb. 3-43 — 3-46). Die Abb. 3-43 —
3-45 zeigen, dass mit Diaplastin der Variationskoeffizient fur die

Doppelbestimmungen durchschnittlich deutlich niedriger ist.
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Abb. 3-43 Variationskoeffizienten V, fir die CT von Doppelbestimmungen mit ROTROL

bei Verwendung von EXTEG S und Diaplastin als Aktivatorreagenzien tber 16

10% -

Tage

30% -
— 25% |
é
& 20% -
N
5 CFT-Ex
S 15% - _
x - - = - CFT-Dia
&
8
®
>

5% -

0%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
Tage

Abb. 3-44 Variationskoeffizienten V, fur die CFT von Doppelbestimmungen mit ROTROL
bei Verwendung von EXTEG S und Diaplastin als Aktivatorreagenzien tber 16

Tage
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Abb. 3-45 Variationskoeffizienten Vi fir A10 von Doppelbestimmungen mit ROTROL bei
Verwendung von EXTEG S und Diaplastin als Aktivatorreagenzien uber 16
Tage

Dariiber hinaus wurden die mittleren Variationskoeffizienten aus allen
Untersuchungen der einzelnen Tage errechnet und graphisch dargestellt (Abb. 3-46).
Der Vi bei CT und CFT ist mit Diaplastin sogar signifikant kleiner als mit EXTEG S
(p<0,05). Der Vk fur den Alpha-Winkel war mit beiden Reagenzien Null.
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Abb. 3-46 Mittlerer Vi der EXTEM-Messungen mit ROTROL uber einen Zeitraum von 16
Tagen
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3.4.2.2.

Messungen mit Spenderblut

Die Uber einen Zeitraum von 16 Tagen von 18 Blutproben gesunder Blutspender

erhobenen Befunde (Abb. 3-47) unterscheiden sich kaum von den Ergebnissen der

10-fach-Messungen an einem Tag (Abb. 3-41). Die Parameter, gemessen mit

Diaplastin, unterschieden sich alle signifikant von denen, die mit EXTEG S gemessen

wurden (p<0,001). Die CT war deutlich langer mit Diaplastin als mit EXTEG S

(p<0,001), alle ubrigen Parameter veranderten sich bei Diaplastin signifikant im

Sinne gesteigerter Gerinnung.

120 -
100 -
*k%
*k%

80 -

60 *kk *kk OEXTEG S

o H Diaplastin
40
20 -
o ,

CTJs] CFT[s] Alpha[ A5[mm] A10[mm]
Abb. 3-47 Vergleich von EXTEG S vs. Diaplastin, Spender, Mittelwerte der Parameter,

n=18

Der Vg aus allen Messungen zeigte wie bei den Messungen mit ROTROL eine

signifikant geringere Testvariabilitdt mit Diaplastin als mit EXTEG S (Abb. 3-48).
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Abb. 3-48

3.4.3. Referenzwerte fir EXTEM

Variationskoefizienten (V\) bei EXTEG S vs. Diaplastin, Spender, n=18

Tabelle 3-1 gibt die fir die beiden verschiedenen Aktivatorreagenzien bestimmten

Referenzwerte fur EXTEM wieder, die an 30 gesunden Spendern ohne Hinweis auf

Hamostasestérungen ermittelt wurden. Es sind die oberen und unteren Grenzwerte

bei einem Konfidenzintervall von 95% wiedergegeben. Die ausfihrlichere Statistik

diesbezuglich ist in den Tabellen m) und n) im Anhang aufgefihrt.

Tabelle 3-1 EXTEM Referenzwerte flir 2 verschiedene Aktivatorreagenzien
95% konfid.
CTJs] CFT[s] Alp[q A5[mm] 10[mm]
Intervall
Oberer Grenzwert 34 194 87 51 61
EXTEG S
Unterer Grenzwert 21 21 57 26 35
, ~ |Oberer Grenzwert 62 134 85 56 66
Diaplastin
Unterer Grenzwert 42 27 66 33 44

Wir haben auch beide EXTEM Reagenzien an mehreren Gruppen von Patienten mit

unterschiedlichen Hamostasestérungen getestet. Die Ergebnisse davon sind in den

Kapiteln 3.6.4., 3.6.6. und 3.6.7. dargestellt.
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3.5. Blutverdiinnung mit unterschiedlichen Infusionslosungen

Verdinnung der Blutproben (Citratblut) mit autologem PAP veranderte die ROTEM

Parameter bei Aktivierung durch Rekalzifizierung (NATEM) in einer Weise, wie sie fur

eine gesteigerte Gerinnung als charakteristisch geltet: — Die CT wurde in allen und

die CFT in 8 von 10 Fallen verkirzt; die Maximalamplitude (MCF) wurde in 8 von 10

Fallen verbreitert und der Alpha-Winkel in 9 von 10 Fallen vergroRRert. In Abb. 3-49

bis 3-52 sind die Mittelwerte der Parameter fir NATEM vor und nach Verdinnung

dargestellt.
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Abb. 3-49 bis 3-52

CT, CFT, MCF, Alpha-Winkel (Mittelwerte aus 10 Messreihen)

Einfluss der Verdinnung mit NaCl, HAES und PAP auf die NATEM —
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Ahnlich verhielten sich die CT und CFT bei Verdiinnung mit NaCl. Die CT war in 8
von 10 Féllen und die CFT in 5 von 10 Féallen verkirzt. Allerdings verkleinerte sich
die Maximalamplitude in 6 und der Alpha-Winkel in 5 von 10 Fallen.

Bei Verdinnung mit HAES wurden die Parameter Uberwiegend im Sinne einer
Verschlechterung der Gerinnung verédndert: Die CFT war in 6 von 10 Proben

verlangert, die MCF immer und der Alpha-Winkel in 5 Féllen verkleinert.

Bei zusatzlicher Aktivierung der Gerinnung mit PTT-Reagenz (INTEM) fanden sich
ebenso am deutlichsten bei Verdinnung mit PAP Veréanderungen im Sinne
gesteigerter Gerinnung: Die CT war in 6 von 10 Fallen und die CFT in 7 von 10
Fallen verkirzt, die MCF in 6 von 10 Fallen verbreitert und der Alpha-Winkel in 7 von
10 Fallen vergrofert. In Abb. 3-53 bis 3-56 sind die Mittelwerte der Parameter flr
INTEM vor und nach Verdinnung dargestellt.

Bei Verdunnung mit NaCl wurden dagegen Uberwiegend Befunde im Sinne einer
gestorten (verlangsamten) Gerinnung gemessen: CT und CFT waren in der Hélfte
der Félle verlangert und die MCF in 9 von 10 Fallen verschmalert.

Bei Verdinnung mit HAES wurden alle Parameter in allen Untersuchungen im Sinne

gestorter Gerinnung verandert.

185
180 A dﬁﬁ;l 250
175 A “,
@ 170 A HJ\. @ 200 -
165 -
T 160 | " g 1%0 1
0 ] A N
Sl
0,
145 xznz;;.;;;;;;;ﬂ:célso’;/f 6 50 e\ 2 C| 0,9%
140 - - A- - PAP
- - A- - PAP
135 0
prae post prae post
Hamodilution Hamodilution

59



__ 60 80
£
£ 50 1 1. A
g Tro| w0
E O 65 S
= w0 | g o S~
N 20 = 55 b |
g =N aC| 0,9% g 50 4 e——=—=NaCl 0,9%
al ,9% S I
w 10 HAES 6% < 45 | s Y AES 6%
Q - PAP - - A- - PAP
=0 40
prae post prae post
Hamodilution H&amodilution
Abb. 3-53 bis 3-56  Einfluss der Verdinnung mit NaCl, HAES und PAP auf die INTEM —

CT, CFT, MCF, Alpha-Winkel (Mittelwerte aus 10 Messreihen)

Die Messungen mittels Kugel- und Hakchenkoagulometer ergaben mit NaCl eine
signifikante Verlangerung der Gerinnungszeit (+25% bzw. +17%, p<0,001). HAES
und PAP verlangerten auch die Gerinnungszeiten, jedoch nicht signifikant (Abb. 3-57

und 3-58)
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Abb. 3-57 und 3-58 Einfluss der Verdinnung mit NaCl, HAES und PAP auf die
Gerinnungszeit bei KC4 (Mittelwerte, n=10) und SGC (Mittelwerte,
n=15)

Der PFA-100® und der VCP zeigten Ubereinstimmend vor allem bei Verdiinnung mit
HAES eine deutliche Storung der primadren Hamostase, erkennbar an einer
signifikanten (oft pathologischen) Verlangerung der Verschlusszeiten (Kochsalz
+41+18%, PPP +37+20%, HAES +69+24%; Abb. 3-59 und 3-60).

60



250

__ 200
0,
@ 150
[}
(%2}
>
= 100 4
?
5 50 | g \2C| 0,9%
> ???88?'??,’???HAES 6%
- - A- - PAP
0
prae post
Hamodilution

Verschlusszeit [s]

250

200 ~

150 -

100 -

]
o

prae

Hamaodilution

post

Abb. 3-58 und 3-59 Einfluss der Verdinnung mit NacCl,

HAES und PAP auf die

Verschlusszeit bei PFA-100® (Col/Epi; Mittelwerte, n=10) und VCP
(Col/Epi; Mittelwerte, n=5)

Die Abb. 3-60 und 3-61 zeigen die Verdnderung der verschiedenen ROTEM

Parametern bei unterschiedlicher Verdinnung (NATEM und INTEM) als prozentuale

Differenz, um die Auswirkungen der Verdiinnungen besser vergleichen zu kénnen.
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Abb. 3-60

Mittelwerte der Differenzen, vor und nach Hamodilution, aus Messreihe 1-10
in %, NATEM
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Abb. 3-61 Mittlere Veranderungen [%] der INTEM-Parameter bei Hamodilution mit NaCl,
HAS und PAP von 10 Messreihen

In der Tabelle 0) im Anhang sind die Mittelwerte und die Standardabweichung der

Parameter von den einzelnen Tests aufgefiuhrt.

3.6. Nachweis von Hamostasestdrungen

3.6.1 ASS 100

Es wurde die Sensitivitat von ROTEM bei gesunden Probanden nach dreitagiger
Einnahme von taglich 100 mg ASS getestet. Der EXTEM wurde mit EXTEG S Nobis
als Aktivatorreagenz durchgefihrt. Parallel dazu wurden Messungen mit dem PFA-
100® gemacht.

Die ROTEM-Parameter zeigten insgesamt keine eindeutigen Veradnderungen, die
den ASS-Effekt dokumentiert hatten. Nur beim Probanden A konnte in EXTEM und
INTEM eine Verlangerung der CT festgestellt werden, bei den anderen Probanden
wurde die CT sogar kirzer (Abb. 3-62).
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Abb. 3-62 CT bei gesunden Probanden vor und nach dreitdgiger ASS 100 Einnahme,
EXTEM und INTEM, n=4

Ahnlich verhielt sich das bei der CFT. Nur der erste Proband zeigte in INTEM und

EXTEM eine Verlangerung, bei

den Ubrigen 3 Probanden wurde die CFT

Uberraschenderweise auch kirzer (Abb. 3-63).
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100 - B
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40 - u
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0 ‘ ‘ =
Proband A ProbandB  Proband C  Proband D
Abb. 3-63 CFT bei gesunden Probanden vor und nach dreitagiger ASS 100 Einnahme,

EXTEM und INTEM n=4

Auch die MCF wurde nicht einheitlich schmaler, wie das fur die Stérung der

Thrombozytenfunktion zu erwarten wére (Abb. 3-64)
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Abb. 3-64 MCF bei gesunde Probanden vor und nach dreitagiger ASS 100 Einnahme,

EXTEM und INTEM, n=4

Insgesamt zeigten die ROTEM-Befunde im Gegensatz zum PFA-100® tendenziell
eine Steigerung der Hamostase (Abb. 3-65). Pathologische Werte wurden in ROTEM
zu keiner Zeit erzielt, wahrend die Verschlusszeiten im PFA/EPI sich nicht nur

signifikant verlangerten, sondern auch pathologisch wurden.
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Abb. 3-65 Kinetik der ASS-Wirkung anhand der Messdaten von ROTEM (CT+CFT) und
PFA-100® (VZ) (Mittelwerte von n=4 Probanden)

a oberer Normgrenzwert fir CT + CFT [s] bei EXTEM; bei INTEM liegt er bei 300 s
(nicht in der Abbildung eingezeichnet)
b oberer Normgrenzwert der Verschlusszeit (VZ) fir PFA/Epi

3.6.2. Patienten mit von Willebrand Syndrom

In der Tabelle 3-2 sind die Testergebnisse der Patienten, bei denen ein VWS bekannt
war oder vermutet wurde, dargestellt.

Die Probanden ,a“ bis ,d“ haben ein mildes vWS Typ 1. Die Probanden ,e“ und ,f* —
ein mittelschweres vVWS. Bei ,g“ und ,h* konnte ein VWS ausgeschlossen werden,

wobei -n* eine milde Thrombozytenfunktionsstérung aufwies.
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Tab. 3-2

Zusammenstellung der Testergebnissen bei Probanden mit VWS, n=8

Probanden
Methode Parameter Normwerte
a b c d e f g h
BB (EDTA) H&amoglobin [g/d]] w12,3-153m 14,0-17,5 | 163 | 12,3 | 11,9 | 14,6 | 12,2 | 12,1 | 12,9 | 14,7
Thrombozyten [10%/ pl] 150-400x10°/ pl 179 | 290 | 367 | 322 | 289 | 227 | 290 | 282
ADP VZ [s] 62-118 s KW | 122 | 111 | 94 | 300 | 300 | 83 | 103
PFA-100®
EPI VZ [s] 73-141s 144 | 153 | 143 | 135 | 300 | 300 | 97 | 146
Thro-Aggregometrie | mit Ristoc. 1,0 Tmax [%0] 260% 11 12 35 20 8 12 75 5
. _ VWF:RCOF [%] 60-170 % 67 | 45 | 54 | 52 18 13 | 131 | 84
Spez. Diagnostik 5
Faktor VIII [%)] 70-150 % 83 | 122 | 96 | 111 | 18 | 92 | 59 | KW
CT INTEM [s] 122-182 s (MV1) 162 | 112 | 159 | 130 | 178 | 157 | 142 | 198
CFT INTEM [s] 47-117 s (MV1) 125 | 67 | 144 | 137 | 69 | 56 | 71 | 178
MCF INTEM [mm] 51-67 mm (MV1) 57 | 63 | 60 | 60 | 66 | 63 | 65 | 53
ROTEM
CT EXTEM [s] 27-51s (MV1) 29 | 56 | 27 | 43 | 31 | 27 | 25 | 90
CFT EXTEM [s] 65-174 s (MV1) 120 | 135 | 103 | 218 | 143 | 94 | 79 | 222
MCF EXTEM [mm] 45-64 mm (MV1) 58 | 52 | 62 | 54 | 56 | 58 | 66 | 50

die pathologisch veranderte ROTEM Werte sind Fett markiert

KW — kein Wert
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Insgesamt fielen nur vereinzelt Parameter des ROTEM Tests pathologisch aus.
Folglich gab es natirlich auch keine Korrelation zwischen den vVWF:RCoF Werten
und die Parameter des ROTEM Tests.

3.6.3 Patienten mit Thrombozytopenie

Es wurden 10 Patienten mit Thrombozytenwerten <55.000/pL infolge
Knochenmarkhypoplasie untersucht. Die Hb-Werte dieser Proben variierten
zwischen 7,3 g/dl und 9,5 g/dl. Der EXTEM wurde mit EXTEG S Nobis als
Aktivatorreagenz durchgefuhrt. Wie zu erwarten, war die CFT bei den
thrombopenischen Patienten signifikant verlangert (p<0,01) und MCF bzw. MCE
waren signifikant kleiner (p<0,001). Diese Veranderungen fanden sich sowohl in
INTEM als auch EXTEM und waren unabhéngig von der Liegezeit der Proben
(gemessen <10 Min. und gemessen >30 Min. nach BE). Dagegen war der
Thrombozytengehalt ohne Einfluss auf CT und Alpha-Winkel (Abb. 3-66 und 3-67).
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Abb. 3-66 INTEM Parameter bei Proben von Patienten mit Thrombozytopenie im

Vergleich zu solchen von Gesunde Probanden (n=10)
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Abb. 3-67

EXTEM Parameter bei Proben von Patienten mit Thrombozytopenie im

Vergleich zu solchen von gesunden Blutspendern (n=10)

Die Korrelation zwischen den verschiedenen Parametern und der Thrombozytenzahl

war mafig (Abb. 3-61).
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Abb. 3-61 Korrelation zwischen MCF/INTEM und der Thrombozytenzahl

a

Patienten)

(n=10

die horizontale Linie markiert den unteren Grenzwert der MCF bei Spendern (51 mm)

68



Der Korrelationskoefizient r lag fiir die INTEM-Parameter zwischen 0,68 und 0,76
und fur die EXTEM-Parameter zwischen 0,58 — 0,63.

3.6.4. Patienten unter Heparin

Es wurden 22 Patienten mit einer aPTT zwischen 41 s. und 138 s. untersucht. Die
mittlere PTT betrug 70 s. (Median 65 s.). Der EXTEM wurde mit EXTEG S Nobis als

Aktivatorreagenz durchgefihrt.

Am deutlichsten zeigte sich die Heparin Wirkung im INTEM anhand der deutlich
verlangerten CT. Ab PTT-Werten von ca. 80 Sekunden fiel die CT in allen Fallen
pathologisch aus (Abb. 3-62). Bei subtherapeutischer Heparinisierung (PTT 50 - 60
s.) war die CT in 4 von 8 Fallen pathologisch verlangert (Sensitivitdt 50%) Bei einer
aPTT von 60 -<80 s. zeigten immer noch 2 der 14 Falle eine normale CT (Sensitivitat
86%).
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Abb. 3-62  INTEM - Korrelation zwischen CT und aPTT bei Patienten mit Hepatrin,
n=22
- der obere Grenzwert fur die CT ist als vertikaler Strich (bei 182 s) abgebildet
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Abb. 3-63 EXTEM - Korrelation zwischen CT und aPTT bei Patienten mit Heparin,
n=22

- der obere Grenzwert fur die CT ist als vertikaler Strich (bei 51 s.) abgebildet

Bei EXTEM waren nur in einigen wenigen Fallen die CT bzw. die CFT verlangert. Ein
bestimmter Schwellenwert diesbeziiglich fand sich nicht (Abb. 3-63).

Die Korrelation zwischen der PTT und den einzelnen Parametern des ROTEMs
waren schlecht (Tab. 3-3, Abb. 3-62 und 3-63)

Tabelle 3-3  Korrelationskoefizient r bei Korrelation zwischen der PTT und den

entsprechenden Parameter von ROTEM; Pat. mit Heparin

aPTT [s] und CT CFT MCF Alp
INTEM 0,31 0,34 -0,19 0,13
EXTEM 0,26 -0,12 -0,02 -0,04

3.6.5. Patienten unter Marcumar

Die Nachweisbarkeit des Marcumar-Effekts wurde in zwei Untersuchungsserien
geprift. Zunachst wurden 12 Patenten in INTEM und EXTEM untersucht, wobei das

zuerst fur ROTEM empfohlene Aktivatorreagenz (EXTEG S) zum Einsatz kam. Da die
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erzielten Ergebnisse enttauschend waren, folgte eine Untersuchungsreihe, bei der 38
Patienten und 19 gesunde Blutsender zusétzlich mit einem weiteren Thromboplastin

als Aktivatorreagenz (Diaplastin) parallel zu EXTEG S untersucht wurden.

3.6.5.1. Erste Untersuchungsreihe mit EXTEG S (Mischverfahren 1)

Zwolf Patienten unter Marcumar wurden in INTEM und EXTEM (EXTEG S,
Mischverfahren 1) untersucht. Der Median der INR-Werte betrug 3 (Mittelwert: 3,
Streubreite: 2,0 — 7,3). Die in ROTEM ermittelten Parameter lagen tberwiegend im
Normbereich oder widersprachen sich sogar, z.B. waren EXTEM-CFT in 50%
verkirzt und die EXTEM-Alpha-Winkel waren in ca. 40% der Féalle erhdht (Tab. 3-4),

was eher fur eine gesteigerte Gerinnung sprechen wiirde.

Tabelle 3-4  Pathologisch veranderte Testparameter in ROTEM bei Patienten unter

Marcumar (n=12)

Test Veranderungen CT CFT MCF Alp
EXTEM pathol. erhoht 0 0 4/12 | 5/12
pathol. vermindert 0 6/12 0 0

nTEM  |_Pathol. erhoht 3/12 0 4/12 | 1/12
pathol. vermindert 0 1/12 0 0

.. a

NATEM pathol. erhoht 1/12 | 3/12 | 2/12 | 1/10
pathol. vermindert 0 0 0 0

a - bei 2 Proben wurden keine Werte fur den Alpha-Winkel von der Software des ROTEMs

erhoben

Es fanden sich auch keine adaquaten Korrelationen zwischen INR und den
Parametern der Tests (Tabelle 3-5). Uberraschenderweise waren die Korrelationen
mit dem INTEM noch besser als mit dem EXTEM.

Tabelle 3-5 Korrelation (r) zwischen INR und den ROTEM Parametern bei Patienten unter

Marcumar (n = 12)

INR und CT CFT MCF Alp

INTEM 0,49 -0,46 0,32 0,46
EXTEM 0,36 -0,30 0,33 0,19
NATEM 0,22 0,01 0,15 -0,26
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Insgesamt ergaben sich folglich im Zusammenhang mit der Marcumarisierung weder

im INTEM noch EXTEM signifikante Veradnderungen, welche das Ausmal} der

Gerinnungshemmung einzuschatzen erlaubten.

3.6.5.2. Untersuchungen mit EXTEG S und Diaplastin (Mischverfahren 2)

Tab. 3-6 gibt die hamostaseologischen Eckdaten der Patienten wieder.

Tabelle 3-6 Hamostaseologische Eckdaten der Patienten unter Marcumartherapie (n = 38)

Statistik Quick [%] INR aPTT [s] FBR [g/L] Hkt [%] | Thro [10 °/ ]
Mittelwert 29,5 3,2 48,4 5,1 36,3 187,5
Median 28,0 2,9 48,0 4.8 37,1 179,5
Minimum 9,0 1,9 36,0 1,9 26,4 92,0
Maximum 48,0 8,7 62,0 8,0 45,8 370,0
Spannweite 39,0 6,8 26,0 6,1 19,4 278,0

Mit dem Reagenz Diaplastin von DiaMed (=EXTEG L, Abb.

andere Ergebnisse als mit EXTEG S (Abb. 3-64) erzielt.
Bei 38 Patienten unter Marcumar mit Quickwerten zwischen 9% und 48% bzw. INR-

3-65) wurden nun vollig

Werten zwischen 1,9 und 8,7 war die CT gegenuber Proben von gesunden

Blutspendern signifikant verlangert (p<0,01). Bei 33 von 38 Patienten war die CT

auch pathologisch, was eine deutliche bessere Sensitivitat (86,8%) dokumentiert. Mit

Diaplastin als Aktivatorreagenz waren die tbrigen Parameter jedoch signifikant im

Sinne einer gesteigerten Gerinnung verandert: Verkirzung von CFT, Verbreiterung
der Amplituden (A5, A10) und Vergréf3erung von Alp. (p<0,01). Bis zu 45% der Werte

von A5 und A10 lagen oberhalb des 95% Konfidenzintervalls des Normalkollektivs.
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Abb. 3-64 EXTEM-Parameter bei Patienten (n = 38) unter Marcumar im Vergleich zu
gesunden Blutspendern (n = 18) bei Verwendung von EXTEG S
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Abb. 3-65 Diaplastin - Medianwerte der Parameter bei Pat. mit Marcumar im Vergleich

mit Spendern

Auch die Variationskoefizienten waren mit Diaplastin fur alle Parameter tendenziell
kleiner. Bei A5 und A10 war das Ergebnis statistisch signifikant (p<0,001 — Abb.3-
66).
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Abb. 3-66 Orale Antikoagulation, VK der Parameter, EXTEG S vs. Diaplastin, n=38

Die INR korrelierte allerdings mit der CT auch bei dieser Testversion mit dem

Diaplastin Reagenz nur maRig - r’=0,52, aber weit besser als mit EXTEG S (r*=0,38;

Abb 3-67 und 3-68).
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Abb.3-67 Korrelation von EXTEM-CT bei Verwendung von EXTEG S mit der INR bei

Patienten unter Marcumar (n=38)
- die vertikale Linie in der Abbildung markiert
Konfidenzintervall)der CT fir Gesunde (34)

den

oberen

Grenzwert

(95%
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Abb. 3-68 Korrelation von EXTEM-CT bei Verwendung von Diaplastin mit der INR bei

Patienten unter Marcumar (n=38)
- die vertikale Linie in der Abbildung markiert den oberen Grenzwert (95%
Konfidenzintervall)der CT fir Gesunde (62)

Tabelle 3-7 informiert Uber weitere Korrelationen, die zwischen den ROTEM
Parametern und den anderen hamostaseolgischen Befunden errechnet wurden. Die
engsten Korrelationen wurden zwischen Fibrinogen und den Amplitudenwerten
(A5/A10, MCF) ermittelt. Es folgen die Korrelationen mit dem Hamatokrit. Dagegen
lieBen sich keine Korrelationen zu den Thrombozytenwerten im Normalbereich
herstellen. Auch mit der aPTT ergaben sich erwartungsgemal’ keine Korrelationen.
Zwischen den beiden getesteten Aktivatorreagenzien ergaben sich keine

wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der Korrelationen.

Tabelle 3-7  Korrelationskoefizienten(r) bei Diaplastin und entspr. Gerinnungsparameter

Korrelation EXTEG S Diamed

mit
CT CFT Alp A5 A10 CT CFT Alp A5 A10

INR 0,63 0,01 | -0,07 0,01 0,03 0,72 0,21 -0,28 -0,13  -0,12

FBR 0,12 -0,68 0,65 0,74 | 0,73 | 0,35 | -0,50 | 0,52 | 0,69 | 0,71

Hkt 0,35 | 0,55 | -0,53 | -0,55 | -0,56 | -0,02 | 0,57 | -0,51 | -0,53 | -0,50

Thro -0,28 | -0,04 | 0,08 | 0,08 | 0,09 | -0,29 | -0,22 | 0,22 | 0,17 | 0,17
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3.6.6. Patienten mit Leberfunktionsstérungen

In dieser Versuchsreihe wurden 8 Patienten mit Hamostasestérungen im Rahmen
von Leberschaden untersucht. Als wesentliches Auswahlkriterium wurden erhéhte
Transaminasen zugrunde gelegt. In der Tabelle 3-8 sind die wichtigsten
Laborbefunde der Patienten sowie die Ergebnisse des ROTEM Tests dargestellt. Die

pathologischen Ergebnisse des ROTEM Tests sind hervorgehoben.

Bei manchen Patienten (z.B. L8) ist die Leberfunktionsstorung aufgrund des
Krankheitsverlaufs bekannt (in diesem Fall Multiorganversagen), pathologisch
verandert waren die CHE (2530 U/l) und das AT.

Auch in dieser Versuchsreihe wurde EXTEM mit beiden Aktivatorreagenzien parallel
untersucht. Wie bei allen anderen Personen, getestet mit Diaplastin, fand sich auch
hier eine um ca. 50% langere CT so wie eine um 30% kirzere CFT. Der Alpha-
Winkel, A5 und A10 waren mit Diaplastin leicht, aber signifikant vergroRert (fir alle
Parameter p<0,05, Abb. 3-68).
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Abb.3-68 EXTEM-Ergebnisse (Mediane) mit zwei verschiedenen Aktivatorreagenzien

bei Pat. mit erhdhten Leberwerten (n = 8)

Die Prazision der Messungen war zwischen EXTEG S und Diaplastin vergleichbar

bzw. waren die Unterschiede der VK statistisch nicht signifikant (Abb. 3-69).
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Tab. 3-8 Transaminasenwerte, Hamostaseologische Eckdaten und Ergebnisse der ROTEM Tests (Diaplastin und EXTEG S) bei
Patienten mit gestorter Leberfunktion,
Methode Parameter Normwert L1-w | L2-w | L3-m | L4-w | L5-m | L6-w | L7-m | L8-m
GGT [U/]] W 4-18 U/l m 6-28 U/l 16 16 73 72 90 24 121 15
Transaminasen GOT(AST) [U/l] w 5-15 U/l m 5-17 Ul 88 23 99 8 51 78 31 9
GPT(ALT) [u/] w 5-19 U/l m 5-23 Ul 478 15 127 19 107 108 13 9
Hb [g/dl] w 12,3-15,3 m 14,0-17,5 g/dl 13,6 8,6 11,4 | 11,2 | 12,3 | 13,7 | 11,4 | 12,3
Blutbild Hkt [%0] w 34,7-44,7 m 36,0-48,2 % 349 | 22,7 | 26,6 | 295 | 27,1 | 36,4 | 29,1 | 24,2
Thro [10%/ul] 150-400 x103%/l 122 | 103 | 35 267 84 145 | 44 69
Quick [%] 70-130 % 57 76 56 100 92 100 67 92
INR 0,85-1,15 1,7 1,4 1,7 1 1,2 11 15 1,2
Gerinnung aPTT [s] <38s 48 35 43 33 52 30 70 48
FBR [g/l] 1,8-5 g/l 1,9 15 3,1 4,5 3,7 2,8 3,9 2,6
AT Aktivitat [%0] 80-120% 26 56 59 78 57 70 17 a7
CT [s] 42-62 s 54 57 61 47 55 41 93 71
CFT [g] 27-134 s 109 158 100 56 84 73 180 183
ggggglmgé med a-Winkel [q 66-85 ° 69 68 79 79 77 77 58 58
A5 [mm] 33-56 mm 37 29 35 58 41 45 28 28
A10 [mm] 44-66 mm 47 38 43 67 51 54 38 39
CT [s] 21-34 s 33 29 25 24 20 26 27 43
CFT [s] 21-194 s 141 210 132 59 95 82 258 217
ESTTEEGMéMIQ/OZbiS a-Winkel [1 57-87 ° 65 |57 |77 |79 |77 |76 |50 |54
A5 [mm] 26-51 mm 32 25 31 56 38 41 22 24
A10 [mm] 35-61 mm 42 34 40 64 a7 50 31 34
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Abb. 3-69 Variationskoeffizienten fur Doppelbestimmungen von EXTEM mit zwei
verschiedenen Aktivatorreagenzien bei Patienten (n=8) mit erhdhten

Leberwerten

Insgesamt ergaben sich engere Korrelationen zwischen den verschiedenen
hamostaseologisch relevanten Laborbefunden und den EXTEM-Parametern.
Uberraschenderweise korrelierten diese aber kaum mit der INR. Die beste
Korrelation bestand zwischen EXTEM-CT und PTT (r=0,87) bei Verwendung von
Diaplastin sowie dem Hkt und der Amplitudenbreite (A5/A10) im EXTEM (r=
0,86/0,87). MaRige Korrelationen konnten dariiber hinaus zwischen AT Il und fast

allen EXTEM-Parametern festgestellt werden (s.Tabelle 3-9)

Tabelle 3-9  Korrelationskoefizienten(r) bei EXTEG bzw. Diaplastin und entspr.

Gerinnungsparameter

Korrelation EXTEG Diaplastin
mit CT |[CFT | Ap | A5 | A10 | CT [ CFT | Ap | A5 | A10
Quick -0,10, -0,44| 0,30 0,57 0,57 -0,42 -0,33 0,20 0,53 0,56
INR 0,13 0,42 -0,28 -0,61 -0,60 0,38 0,33 -0,20 -0,57| -0,59
aPTT 0,09 062 -0,55 -0,57| -0,56/ 0,87 0,57 -0,63 -0,53 -0,52
AT Il -0,38/ -0,73/ 0,73 0,73 0,71 -0,75 -0,67 0,74 0,68 0,66
DD -0,38 -0,38/ 0,48 0,52 0,51 -0,16 -0,43| 0,50 0,53 0,47
FBR -0,16| -0,47| 0,35 0,40, 0,41 -0,39| -0,52| 0,31 0,46 0,48
HCT -0,22| -0,65 0,47 0,86 0,87 -0,64 -0,63 0,46 0,86 0,87
Thro 0,13 0,42 -0,28 -0,61 -0,60 0,38 0,33 -0,20 -0,57| -0,59
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3.6.7 Intensivpatienten

In dieser Versuchsreihe wurden 22 Patienten von Intensivstationen untersucht.
Bezlglich der Hamostasestérungen war der Tests mit Diaplastin sensitiver als mit
EXTEG S. Bei Patienten mit erhéhter aPTT wurde mit Diaplastin interessanterweise
die CT bei 7/11 pathologisch gemessen, mit EXTEG S war dieser Parameter nur bei
2/11 erhoht. Mit Diaplastin war die A5 und A10 bei den 5 thrombopenischen
Patienten in 4 Falle pathologisch verschmaélert, wogegen dass fir EXTEG S in 3/5
Falle fur A10 und 2/5 fur A5 zutraf. In der Tabelle 3-10a und -10b (S. 79 und 80) sind
die hdmostaserelevante Laborbefunde der Patienten sowie die Ergebnisse des
ROTEM Tests dargestellt. Die pathologischen Werte - vor allem fur die Parameter
des ROTEM Tests sind hervorgehoben.

Die Untersuchung der Proben von 22 Intensivpatienten mit ROTEM bestatigte die
schon vorher erhobenen Ergebnissen beziglich der CT in Relation. Die CT bei
Diaplastin war hier ebenfalls gréf3er, um durchschnittlich 55% (p<0,001). Die CFT
war um 14% kleiner(p<0,001). Die anderen Parameter waren ebenfalls mit Diaplastin
gegenuber EXTEG S erhoht (mind. p<0,01).
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Abb. 3-83 Intensivpatienten, Medianwerte der Parameter, EXTEG S vs.

Diaplastin, n=22
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Tab.3-10a

Patienten Quick

[%]

11 100
12 93
13 70
14 98
15 97
16 93
17 47
18 100
19 96
110 88
111 84
112 84
113 87
114 94
115 81
116 83
117 99
118 96
119 94
120 88
121 92
122 99

INR

1,0
1,2
1,4
11
11
1,2
1,9
1,1
1,1
1,3
1,3
1,3
1,3
1,2
1,3
1,3
1,1
1,1
1,2
1,3
1,2
1,1

[sec]
32
30

127
32
36
53

160
65
32
37
73
52
71
43
57
47
33
37
34
38
48
34

3,4
4,1
2,3
3,5
2,6
5,0
1,4
4,9
1,8
1,9
2,6
5,9
6,0
6,2
8,0
3,4
4,3
5,9
2,8
2,2
2,6
2,5

AT [%]

92
61
46
KW*
KW
KW
58
55
80
49
71
58
52
69
60
54
67
67
69
60
47
80

Heparin

[1U/ml]
0,05
0,05
0,22
0,05
0,05
0,05
0,15
0,15
0,05
0,05
0,26
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

Hb

[9/dl]
11,4

11,9
9,0
8,7

11,5

13,1

14,4
9,3

12,5
9,9

13,5

10,0

10,2

10,2

11,3

10,3

12,0

11,6

10,0

10,9
9,6

12,0

Hkt [%]

41,1
33,7
21,7
23,6
28,3
32,7
39,8
24,2
30,8
24,7
34,3
25,4
25,4
27,3
28,4
26,0
29,9
31,0
24,2
26,3
24,2
31,8

Thro
103/l
137
125
57
216
198
107
166
141
107
95
135
117
101
208
93
112
103
188
105
57
69
231

CT[s] CFT
[s]
57,5 48,5
50,0 63,5
77,0 1395
555 52,0
56,5 100,0
56,5 77,5
57,0 126,0
68,5 72,0
59,5 1450
61,5 1565
78,0 154,0
63,0 54,0
62,0 64,0
53,0 42,5
72,0 53,0
66,5 85,0
56,5 68,5
68,5 44,0
550 83,5
1255 354,0
71,0 1825
52,5 52,5

Alp

[1
80,5

79,5
66,0
80,5
70,5
77,0
66,5
78,0
63,0
62,0
64,0
80,0
79,0
81,5
79,0
76,5
80,0
81,5
76,5
43,5
58,0
80,5

A5
[mm]
53,0
47,5
31,0
54,0
43,0
42,0
33,5
45,5
32,5
29,5
30,0
52,0
46,5
59,0
53,0
39,5
41,5
56,5
41,0
17,5
27,5
52,0

Hamostaseologische Eckdaten und Ergebnisse des ROTEM Tests mit Diaplastin bei Patienten von Intensivstationen
aPTT FBR[g/l]

Al10
[mm]
62,0
58,0
41,0
63,5
55,0
52,5
43,0
56,5
43,0
40,0
41,0
62,0
56,5
67,5
63,5
50,5
52,0
65,0
51,5
26,0
38,5
61,0

*-. KW = kein Wert
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Tab.3-10b

Patienten Quick

[%]

11 100
12 93
13 70
14 98
15 97
16 93
17 47
18 100
19 96
110 88
111 84
112 84
113 87
114 94
115 81
116 83
117 99
118 96
119 94
120 88
121 92
122 99

INR

1,0
1,2
1,4
11
11
1,2
1,9
1,1
1,1
1,3
1,3
1,3
1,3
1,2
1,3
1,3
1,1
1,1
1,2
1,3
1,2
1,1

[sec]
32
30

127
32
36
53

160
65
32
37
73
52
71
43
57
47
33
37
34
38
48
34

3,4
4,1
2,3
3,5
2,6
5,0
1,4
4,9
1,8
1,9
2,6
5,9
6,0
6,2
8,0
3,4
4,3
5,9
2,8
2,2
2,6
2,5

AT [%]

92
61
46
KW
KW
KW
58
55
80
49
71
58
52
69
60
54
67
67
69
60
47
80

Heparin

[1U/ml]
0,05
0,05
0,22
0,05
0,05
0,05
0,15
0,15
0,05
0,05
0,26
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

Hb

[9/dl]
11,4

11,9
9,0
8,7

11,5

13,1

14,4
9,3

12,5
9,9

13,5

10,0

10,2

10,2

11,3

10,3

12,0

11,6

10,0

10,9
9,6

12,0

Hkt [%]

41,1
33,7
21,7
23,6
28,3
32,7
39,8
24,2
30,8
24,7
34,3
25,4
25,4
27,3
28,4
26,0
29,9
31,0
24,2
26,3
24,2
31,8

Thro
103/l
137
125
57
216
198
107
166
141
107
95
135
117
101
208
93
112
103
188
105
57
69
231

CT [s]

26,0
23,0
32,0
23,5
34,0
27,0
45,0
26,5
41,0
31,5
31,5
29,0
26,5
24,5
29,5
30,0
26,0
25,5
25,0
41,5
42,5
21,5

CFT
[s]
66,0

69,5
165,5
68,5
117,5
100,0
123,0
93,0
197,5
159,5
158,5
64,0
74,0
41,5
45,5
129,5
91,0
46,0
101,5
374,0
216,5
72,0

Alp

[1
78,5

80,0
60,5
78,5
66,5
74,5
66,5
74,5
55,0
66,0
61,5
79,0
79,0
82,0
82,5
65,5
79,0
82,0
73,0
38,5
54,0
77,5

A5
[mm]
46,5
44,5
28,5
48,5
38,5
36,5
32,5
40,5
26,5
29,0
29,5
47,0
43,0
57,5
51,0
33,5
38,0
54,0
37,5
16,5
24,0
45,0

Hamostaseologische Eckdaten und Ergebnisse des ROTEM Tests mit EXTEG S bei Patienten von Intensivstationen
aPTT FBR[g/l]

Al10
[mm]
56,5
53,5
39,5
59,5
49,0
45,0
41,5
51,0
36,0
39,5
39,5
57,5
53,5
65,5
61,5
44,0
48,5
63,0
48,5
25,0
34,0
54,0

- die pathologischen Werte fir aPTT, Thrombozytenzahl und ROTEM Parameter sind fett markiert
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Abb. 3-84

Intensivpatienten, VK der Parameter, EXTEG S vs. Diaplastin, n=22

Die Prazision war auch hier mit Diaplastin besser, wobei der VK nur fur AlO

statistisch signifikant kleiner war.

Bis auf die maRige Korrelation zwischen AT und den meisten anderen

Hamostaseparametern ergaben sich keine relevanten Korrelationen.

Tabelle 3-25 Korrelationskoefizienten(r) bei EXTEG S bzw. Diaplastin und entspr.
Gerinnungsparameter

Korrelation EXTEG Diaplastin
mit CT | CFT | Alp A5 Al10 CT | CFT | Alp A5 Al10
Quick -0,53 -0,16, 0,24, 0,28 0,28 -0,17 -0,23] 0,30, 0,36 0,37
INR 0,53, 0,20 -0,24 -0,30] -0,31 0,16 0,28 -0,33 -0,39] -0,40
aPTT 0,43, 0,07 -0,16, -0,23] -0,23, 0,10, 0,12 -0,19/ -0,29| -0,29
AT Il -0,52 -0,61 0,69, 0,73 0,73 -0,13 -0,56/ 0,63] 0,69/ 0,70
DD -0,28| -0,24/ 0,23} 0,31 0,29 -0,26, -0,26] 0,29, 0,37] 0,35
FBR -0,05, -0,21 0,21 0,25 0,25 -0,12 -0,20] 0,20, 0,29 0,27
HCT 0,07, -0,19] 0,16, 0,13} 0,09, -0,24/ -0,15] 0,13] 0,13] 0,11
Thro -0,41 -0,55/ 0,50, 0,63 0,61 -0,51] -0,53] 0,52/ 0,64 0,63
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4. Diskussion

4.1 Entwicklung von ROTEM

Die Thrombelastographie (TEG) wurde von Hartert in Heidelberg entwickelt. Die
Methode wurde offiziell im Jahre 1948 vorgestellt. In der Literatur werden als
Entstehungsjahre 1947-48 erwéahnt [13] Einen kleinen Exkurs in die Vorgeschichte
von TEG macht Hett et al. im Artikel ,Sonoclot analysis” [50]. Er beschreibt, dass
Hayem [48] 1889 die Verédnderung der Blutviskositat als Grundlage fir einen
Gerinnungsfunktionstests sah. 1910 stellte Koffmann [60] einen Koaguloviskosimeter
vor, mit dem es moglich war, die Veranderungen der Viskositat des Blutes wahrend
des Gerinnungsprozesses kontinuierlich aufzuzeichnen. 1923 stellte Kugelmass [71]
einen modifizierten Viskosimeter vor, der die Grundlage fur den heutigen
Thrombelastographen war.

Initial wurde die Thrombelastographie (TEG) in der Forschung verwendet. Dreil3ig
Jahre danach bahnte sich die Methode langsam den Weg in die Chirurgie. In den
80er wurde sie von Kang in Pittsburgh, USA bei Lebertransplantationen benutzt [57].
Spéter fand sie auch Einzug in die Kardiochirurgie, Gynakologie, Intensivmedizin.

Die Rotationsthrombelastometrie ist eine Weiterentwicklung der konventionellen
TEG. Uber mehrere Jahre (bis 2004) wurde der Begriff
Rotationsthrombelastographie (RoTEG) verwendet. Danach wurde die Methode aus
patentrechtlichen Grinden in ROTEM umbenannt [74].

4.2 TEG versus ROTEM

Die Thrombelastographie misst dynamisch die viskoelastischen Eigenschaften einer
gerinnenden Vollblut- (oder Plasma-) Probe in vitro.

Die Thrombelastographie erfasst die Blutgerinnung komplex. Nach Start des Tests
kommt es zur Kontaktaktivierung an Kivettenwand und Stempel als
Fremdoberflachen. Zusatzlich kann durch Zugabe von entsprechenden
Aktivatorreagenzien das plasmatische Gerinnungssystem mehr oder weniger
spezifisch aktiviert werden. Diese Moglichkeit wird bei ROTEM genutzt. Durch die
Interaktion der Thrombozyten mit Fibrin entsteht ein Gerinnsel, das sich mit der Zeit
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verfestigt. Im weiteren Verlauf tritt die Fibrinolyse auf, die das Gerinnsel teilweise
wieder auflost. Diese verschiedenen Prozesse werden durch die gemessenen
Parameter sowohl bei TEG wie ROTEM erfasst. R-Zeit oder CT, k-Zeit oder CFT und
Alp bzw. Alpha-Winkel liefern Informationen Uber Beginn und Dynamik des
Gerinnungsprozesses, Bildung der Firbrinmonomere und Verbindung mit den
Thrombozyten (CT) sowie die Quervernetzung der Fibrinmonomere (CFT);
Ruckschlisse Uber die mechanischen Eigenschaften des Gerinnsels werden durch
MA bzw. MCF gewonnen. Der Lyseindex (in dieser Arbeit nicht untersucht) gibt
Information Uber die Fibrinolyse. Durch gezieltes Einsetzen weiterer Reagenzien
kbnnen zusatzliche Einzelheiten Uber die Hamostaseprozesse in der Probe
gewonnen werden z.B. durch Zusatz von Inhibitoren der Thrombozyten
(Cytochalasin) kann im Rahmen des FIBTEM eine genauere Aussage Uber die
Fibrinbildung gemacht werden.

Die Vorteile des ROTEM coagulation Analyzers gegeniber dem klassischen TEG
sind vielfaltig. Durch die Fixation des Stempels an das Gerat ist das System relativ
unempfindlich  gegentber Erschitterungen. Durch die Integration einer
elektronischen Pipette ist die Methode auch fir ungeilbtes Personal leicht zu
bedienen. Durch den Anschluss an ein Computersystem werden standig
Plausibilitatskontrollen durchgefiihrt. Die Ergebnisse kénnen langfristig gespeichert
und zur Bearbeitung z.B. mit Excel exportiert werden.

Die Beurteilung der mit dem ROTEM System durchgefihrten Untersuchungen,
erlaubt analoge Aussagen wie beim konventionellen TEG. Die Korrelation der
Ergebnisse zu denen des TEG ist sehr gut [16]. Somit sind Ergebnisse von TEG und
ROTEM gut vergleichbar.

4.3 Praanalytik

Bei der Durchfihrung von Gerinnungsuntersuchungen, unter Anderem auch mit dem
ROTEM System, kdnnen praanalytische Faktoren die Ergebnisse beeinflussen [114].
Solche Faktoren sind z.B.:

e Art der Blutentnahme (vends, arteriell, kapillar)

e Dauer der Stauung
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* Antikoagulanz, Mischungsverhaltnis von Antikoagulanzlésung zu Blut
« Grole des erzeugten Sogs bei der Blutentnahme

* Material bzw. Oberflachenbeschichtung der Probenréhrchen

e Zeitintervall zwischen Blutentnahme und Testbeginn

* Lagerungsbedingungen fur die Blutproben

* Durchmischen der Probe vor Testbeginn

4. 3.1. Zeitintervall zwischen Blutentnahme und Testbeginn

Eine zentrale Frage bei Gerinnungsuntersuchungen ist, wie lange eine Probe nach
Blutentnahme stabil bleibt bzw. wie viel Zeit von der Blutentnahme bis zum Ansetzen
der Probe verstreichen darf, ohne dass sich der Gerinnungsstatus der Probe
wesentlich andert.

Wir untersuchten nicht antikoagulierte (Nativ-) und Citratblutproben von jeweils 20
Spendern mit INTEM, EXTEM und NATEM 1,3,5 und 7 Min. nach BE. Signifikante
Unterschiede zwischen den Zeitintervallen fanden sich Uberwiegend mit Nativblut,
aber auch vereinzelt mit Citratblut. Die CT verlangerte sich tendenziell bei INTEM
und EXTEM. Dariiber hinaus ergab sich Uberraschenderweise kein bestimmtes
Muster oder linearer Trend, denn natirlich war fur Nativblut eine deutlich starkere
Instabilitat Gber diesen Zeitraum erwartet worden. Insgesamt zeigt die Untersuchung,
dass sich in den ersten Minuten nach BE signifikante Veranderungen hinsichtlich des
Gerinnungsstatus der Blutproben ergeben. Diese Veranderungen sind aber mit
Proben von gesunden Probanden relativ gering, aber in ihrer Auswirkung im
Einzelfall nicht voraussagbar. Daher sollten fixe Zeitintervalle v.a. flr Nativblutproben
und insbesondere fir TEG-Modifikationen mit langer Laufzeit (z.B. NATEM)
festgelegt und konstant eingehalten werden.

Der Einfluss relativ kurzer Zeitintervalle bis zur Durchfiihrung des Tests wurde auch
von Orlikowski et al untersucht [84]. Dabei wurde Nativblut ohne Zusatz von
Antikoagulantien sofort, 3 und 6 Minuten nach BE untersucht. Aktivatoren der
Gerinnung wurden nicht benutzt. Die Proben wurden von gesunden Probanden (n =
15) entnommen und bis zur Messung in Polystyrenréhrchen in aufrechter Position

aufbewabhrt.
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Proben, die 6 Min. nach BE gemessen wurden zeigten langere CT Zeiten, kirzere
CFT Zeiten und gréfliere MCF Werte als solche Proben, die bereits nach 3 Min.
untersucht wurden. Die Autoren interpretierten die durch verzdgerte Untersuchung
ausgeslosten Veranderungen im Sinne einer gewissen Hyperkoagulabilitat.

Die Autoren empfahlen die 3-minitige Lagerung der Blutproben in
Polystyrenrohrchen als optimale Variante.

Im Unterschied zu Orlikowski et al. zeigte sich bei uns im NATEM ein signifikanter
Unterschied nur fiur MCF. Eine mégliche Ursache fiir diese Diskrepanz kénnte das
Mischen der Probe vor der Messung sein.

Im Ubrigen ist die Verwendung von Nativblut fir den Einsatz im Labor natirlich
ungeeignet, da die Proben in der Regel geronnen sein dirften, wenn sie das Labor
erreichen. Daher interessierte uns auch, welche Lagerungerungsbedingungen mit
antikoagulierten Blutproben einzuhalten sind. Als nachstes untersuchten wir, ob die
mit Natriumcitrat antikoagulierten Proben genauso wie fur die Untersuchungen der
Thrombozytenfunktion mindestens 30 Min. ruhen missen, um die im Rahmen der
Blutabnahme erfolgte Thrombozytenaktivierung riickgangig zu machen.

Aufgrund unserer Ergebnisse mussen die Proben nicht mindestens 30 Min. ruhen.
Offensichtlich  spielen die Funktionsstérungen der Thrombozyten infolge
Blutentnahme auf Grund der geringeren Sensitivitdt des ROTEM in dieser Hinsicht
im Gegensatz zu der Situaton bei PFA-100® und Thrombozytenaggregationstest

keine Rolle.

Insgesamt kann man daher schlussfolgern, dass auch mit Citratblut die starksten
Verénderungen in den ersten 5 Minuten nach BE stattfinden. Die Citratblutproben
konnen aber bereits 10 Min. nach BE untersucht werden.

Im Folgenden werden weitere Studien kurz diskutiert, die u.a. auch den Einfluss des
Zeitintervalls bei Citratblut nach BE untersuchen. Leider war in den meisten Féllen
auf Grund des abweichenden Studiendesign bzw. der gewahlten Zeitintervalle kein

entsprechender Vergleich zu den von uns ermittelten Ergebnissen méglich.

Camenzind et al [21] verglichen Citratblutproben von 30 Probanden im TEG
(NaTEG) sofort, 15 und 30 Min. nach BE. Die nach langerem Intervall nach BE
gemessenen Proben zeigten kirzere CT und CFT (p<0,05), sowie gréRere Alp und

MCF (p<0,05). Man beobachtete also mit der Zeit eine Verschiebung der Hamostase
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in Richtung relativer Hyperkoagulabilitdt. Unsere Ergebnise (EXTEM) stimmen mit
denen der Autoren zumindest hinsichtlich CFT und Alp tberein. Allerdings ist ein
direkter Vergleich unserer Ergebnisse mit dieser Studie nicht mdglich, da wir
aktivierte Tests einsetzten (EXTEM, INTEM).

Deshalb ist zu erwarten, dass durch Beschleunigung der Gerinnung mittels
Aktivatoren eventuelle Unterschiede, die durch unterschiedliche Zeitintervalle
hervorgerufen werden, nivelliert werden.

Im Rahmen der zitierten Studie wurden aber bei weiteren 30 Citratblutproben auch
Untersuchungen mit 1% Celite als Aktivatorreagenz 1, 2, 4, 8, 24, 48 und 72 Stunden
nach BE untersucht. Dieses beschleunigt als Oberflachenaktivator den
Gerinnungsprozess und modifiziert damit den Test im Sinne des INTEM. Die CT
wurde mit der Dauer der Lagerung insgesamt immer kirzer (p<0,05) Die CFT zeigte
bis 8 Std. dieselbe Tendenz (p<0,05), wurde aber nach 48 Std. wieder langer. Der
Alpha-Winkel verhielt sich logischerweise umgekehrt zur CFT. MA bzw. MCF zeigten
nach einer anfanglichen Verschmalerung (p<0,05) wahrend einer und 8 Std. nach BE
keine Veranderung, um danach deutlich abzunehmen. Insgesamt zeigten sich
folglich mit dem Celite-aktivierten TEG bei Lagerung der Proben im Grof3en und
Ganzen die gleichen Veranderungen wie im NaTEG, also eine gesteigerte
Gerinnung.

Durch die Verwendung eines Aktivators entspricht dieser Teil der Studie unseren
Untersuchungen schon eher, obwohl unterschiedliche Aktivatoren verwendet
wurden. Interessant ist, dass nach anfanglichen Verdnderungen innerhalb der ersten
Std. die Parameter des Tests bis zu 8 Stunden nach BE stabil blieben. Das zeigt bei
der allgemein bekannten Lagerungsinstabilitdt von Thrombozyten, dass das TEG

wenig von der Funktion der Thrombozyten beeinflusst wird.

Bowbrick und Mitarbeiter verglichen die Ergebnisse im NaTEG von Nativblut (n = 8),
das sofort nach BE untersucht wurde, mit denen von Citratblut (n = 8), das entweder
30 bzw. 120 Minuten bei Raumtemperatur (RT) oder 45 bzw. 150 Minuten bei 4
bis zum Testbeginn gelagert wurde [12]. Lediglich die Uber 120 Minuten bei RT
gelagerten Blutproben wichen signifikant ab, indem sich die CFT verkirzte und der
Alpha-Winkel zunahm.

Die Autoren kamen daher zu folgendem Schluss

1. Nativblutproben sollten innerhalb 6 Min. nach BE angesetzt werden
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2. Die Ergebnisse mit Citratblutproben sind im Falle der Lagerung bei
Raumtemperatur nach Zeitintervallen von > 120 Minuten nicht mehr
verlasslich.

Durch die gewahlten Zeitintervalle sind die Ergebnisse durchaus mit denen von
Camenzind et al [21] vereinbar. Ein direkter Vergleich der Ergebnisse mit unseren ist
jedoch aufgrund der unterschiedlichen Testansatze wiederum nicht méglich. Auffallig
ist, dass auch bei dieser Studie nach einer gewissen Zeit Veranderungen im Sinne

einer relativen Hyperkoagulabilitat eintraten.

Von Vig et al. [118] wurden u.a. Citratblutproben mittels NaTEG und EXTEG an
einem CTEG Gerat (Haemoscope Corp., Skokie, lllinois, USA) gemessen. Die
Proben wurden vor Messung durch vorsichtiges Schwenken gemischt.

In einer Teilstudie wurden Messungen 5, 15, 30, 40, 50, 60, 75 und 90 Min. nach BE
durchgeftihrt (n=10 Proben). Fir jeden Messzeitpunkt wurde von jedem Probanden
jeweils eine separate Probe entnommen (8 Proben pro Person).

Die CT verkirzte sich nach 30 Minuten signifikant. Zwischen 30 und 90 Min. blieb
dieser Parameter unverandert. Fur die anderen Parametern (CT, MCF, Alpha-
Winkel) ergaben sich innerhalb der genannten Zeitspanne keine signifikanten

Unterschiede.

Auch hier fand sich eine mit langerem Zeitintervall zunehmende relative
Hyperkoagulabilitdt. Im Unterschied zu unserer Studie veranderte sich hier die CT

signifikant.

In einer weiteren Teilstudie wurde von 10 Probanden jeweils nur eine Probe
entnommen und nach 45, 90, 135 und 180 Min mittels NaTEG und EXTEG
untersucht. Mit der Lange der Zeitintervalle nahmen auch die Veranderungen im
Sinne einer Hyperkoagulabilitat zu: CT und CFT wurden kirzer und MCF bzw. Alpha-
Winkel nahmen zu. Die statistische Auswertung zeigte signifikante Veranderungen

zwischen 45 und 180 Min. nach BE, am ausgepragtesten fur CT.

In einer 3. Teilstudie dieser Autoren wurden von 10 Probanden jeweils 6 Proben
entnommen und 30 Min. nach BE gleichzeitig an 6 Kanéalen im NaTEG gemessen.

Dabei ergab sich eine geringe Variation der Messergebnisse. Zusammenfassend
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sehen die Autoren daher den Zeitpunkt nach 30 Min. fur NaTEG/Citratblut als optimal
an, weil sich dann die Probe am ehesten stabilisiert und ,beruhigt” hat.
Die Zeitintervalle dieser Studie, sowie die verwendeten Tests erlauben wiederum

leider keinen direkten Vergleich mit den von uns erhobenen Ergebnissen.

Zusammenfassend sieht man jedoch, dass in den ersten 30 Min. nach BE die
meisten Autoren im Vergleich zur Messung sofort nach BE signifikant
unterschiedliche Werte gemessen haben - vor allem mit dem Test, zu dem von uns
ebenfalls zeitweise eingesetzten NATEM equivalent ist. In den folgenden 2 bis 4
Stunden nach BE zeigen die Ergebnisse grol3ere Abweichungen. Fir die
Einschéatzung der Zeitintervalle mit EXTEM und INTEM sind jedoch noch weitere
Studien notwendig, um den Einfluss des Zeitintervalls eindeutig einschéatzen zu

kdnnen.

4.3.2 Einfluss des Zeitintervalls in Abhéangigkeitv ~ on der Thrombozytenzahl

Die Ergebnisse mit thrombozytopenischen Proben zeigen, dass die Thrombozyten
offensichtlich wenig die Lagerungsvariabilitdt beeinflussen. Daher zeigt sich bei
Proben von thrombozytopenischen Personen kein Einfluss des Zeitintervalls auf die
CFT, die an sich besonders von Zahl und Funktion der Thrombozyten abh&ngig ist.

Allerdings war die Préazision diesbezuglich bei den Proben, gemessen <10 Min. nach

BE besser.

4.3.3. Citrat- vs. Nativblut

Grundsatzlich kann ROTEM sowohl mit Citrat— wie Nativblut durchgefihrt werden.
Vergleicht man die Ergebnisse hinsichtlich der Zusammensetzung der Blutproben,
stellt man fest, dass sich die Parameter zwischen Nativ- und Citratblut bei allen Tests
signifikant unterscheiden (meist p<0,001). Die grof3ten Unterschiede fanden sich bei
NATEM. Somit sind die gemessenen Werte fur Nativ- und Citratblut nicht direkt
vergleichbar. Daraus ergibt sich, dass unterschiedliche Referenzwerte zugrunde

gelegt werden mussen.
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Bis zur siebten Minute trat bei den Nativblutproben keine sichtbare Gerinnung im
Probenréhrchen ein. Trotzdem sollte nicht antikoaguliertes Blut méglichst sofort nach
Probengewinnung getestet werden. Citratblut hat den Vorteil, auch Gber mehrere
Stunden weitgehend stabile Ergebnisse mit geringerer Variation als Nativblut zu

ermdglichen.

Vielerorts werden die Untersuchungen mittels TEG im OP grundséatzlich mit Nativblut
durchgefuhrt [89]. Als Grund wird angefuhrt, dass nur die Ergebnisse von frischem,
nicht antikoagulierten Blut als wirklich représentativ fur die in vivo Situation
angesehen wird [74]. Richtig ist, dass die Nativ- und Citratblutproben deutlich von
einander abweichende Messwerte im TEG ergeben, wie wir und auch andere zeigen
konnten [z.B. 86]. Andererseits korrelieren insgesamt die Ergebnisse mit Citrat- und
Nativblut aber bei INTEM und EXTEM sehr gut miteinander. Daher ist bei diesen
Tests lediglich erforderlich, jeweils die fur die verwendeten Blutproben

entsprechenden Referenzwerte zu ermitteln und zu bertcksichtigen.

Camenzind et al [21] verglichen unter Anderem auch Nativblutproben (aktiviert mit
Celite) mit Citratblutproben, gemessen sofort nach BE. Diese Studie ist vergleichbar
mit den von uns durchgefiihrten Untersuchungen mit INTEM. Ahnlich wie in unserer
Studie waren die Werte teilweise signifikant unterschiedlich - mit Citratblut waren CT
und CFT langer sowie Alp und MCF Kleiner, aber die Werte von Nativ- und Citratblut

korrelierten gut miteinander.

4.3.4. Modifikation des Pipettiervorgangs. Referenz  werte.

Es wurden zwei Pipettiermethoden verglichen, die sich v.a. durch das Mischen des
Testansatzes unterschieden. Mit beiden Verfahren testeten wir Proben von 30
Spendern mittels INTEM, EXTEM und NATEM in Doppelansatzen.
Uberraschenderweise erbrachten die beiden Methoden signifikant unterschiedliche
Mittel- und Medianwerte fur die verschiedenen Parameter. Die Methode mit der
automatischen Durchmischung zeigte dariber hinaus geringere Prazision (hdhere Vi

in den Doppelbestimmungen). Die manuelle Durchmischung war wahrscheinlich
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grundlicher. Offensichtlich fuhrte die automatische Durchmischung auch zu einer
starkeren Aktivierung, denn die Mittel- und Medianwerte von CT und CFT lagen
signifikant niedriger als bei der manuellen Durchmischung. Eine mdgliche Ursache
konnte der hohe Sog beim automatischen Aufziehen mit der Pipette sein. Dennoch
wurde das automatische Pipettierverfahren in die Routine Ubernommen, um von
individuellen Faktoren unabhangiger zu sein, was insbesondere fir die Anwendung
der Methode als Patienten nahes Verfahren (POCT) in der Hand verschiedener
Untersucher vorteilhaft ist. Die im Rahmen dieser Untersuchungsreihe ermittelten
Ergebnisse wurden als Referenzwerte fur die weiteren Untersuchungen
herangezogen. Uberraschender Weise unterschieden sich die ermittelten
Referenzwerte teilweise erheblich von den Angaben des Herstellers (siehe Tab. 4-1),
die von vielen Anwendern kritiklos bei der Bewertung der Ergebnisse herangezogen
werden. Auch die von Bohner und Pape [6] 2003 publizierten Referenzwerte eines
Kollektivs von 59 gesunden Probanden wichen ebenfalls von den Herstellerangaben
ab und deckten sich mit den von uns ermittelten Referenzintervalle eher. Wenn die
Testverfahren aber von  Klinikern als POCT ohne entsprechende
Laboruntersuchungen eingesetzt werden, fehlen die entsprechenden Kontrollen, die
eine unkritische Interpretation der Ergebnisse verhindern.

Tab. 4-1 Referenzwerte fir INTEG und EXTEG (Benutzerinfo, 1999; unsere Ergebnisse

fur Mischverfahren 1 und 2; Ergebnisse von Bohner und Pape)

CTl[s] CFT[s] | MCF[mm]
INTEG <160 <180 53-74
EXTEG <50 <180 53-74
INTEG 122-182 | 47-117 51-67
EXTEG 27-51 65-174 45-64
INTEG 122-172 34-91 50-69
EXTEG 23-43 46-180 39-64
INTEG 117-157 | 37-101 50-70
EXTEG 45-89 42-149 51-70

Benutzerinfo, 1999

ROTEM MV1

ROTEM MV2

Bohner und Pape
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Die ROTEM-Methode wurde in den letzten Jahren mehrfach gedndert. Insbesondere
wurden die Reagenzien immer wieder modifiziert, was die Unterschiede durchaus
erklaren kann. Weiterhin wurde die Mechanik des Systems verbessert und andere
Pipettenspitzen eingesetzt (300ul statt 1000ul), Faktoren, die sich auf die
Referenzwerte auswirken konnen. Das Resumee aus diesen Daten ist, dass von den
Anwendern jeweils neue Referenzwerte ermittelt werden missen, wenn hinsichtlich
der Reagenzien oder Gerate Veranderungen eintreten, weil geringe Veranderungen
doch erhebliche Abweichungen der Ergebnisse nach sich ziehen kénnen. Aul3erdem
missen die Referenzwerte in groReren Abstanden uUberpruft werden. Weiterhin sind
regelmalRig interne Kontrollen mitzufihren. Seit Anfang 2008 werden sogar

regelmaRige Ringversuche angeboten.

4.3.5. Vergleich zweier Aktivatorreagenzien fur EXT EM

Die getesteten Reagenzien (EXTEG S Nobis und Diaplastin, Diamed) lieferten sehr
unterschiedliche Ergebnisse (vor allem bezogen auf die CT). Daher missen fir jedes
Reagenz eigene Referenzwerte erstellt und herangezogen werden. Prinzipiell scheint
das Diaplastin fur Untersuchungen besser geeignet, weil die Ergebnisse geringere
Variation zeigen. AufRerdem durfte es durch die schwachere Aktivierung der
Gerinnung (langere CT) empfindlicher auf plasmatische Gerinnungsstérungen
ansprechen.

In Rahmen dieser Untersuchungsreihe wurde ROTROL als Qualitatskontrolle
eingesetzt. Das ROTROL kann ohne gréRReren Aufwand eingesetzt werden und
lieferte stabile, reproduzierbare Werte.

Allerdings erachten wir diese Kontrolle nicht als optimal, weil sie wesentlich von den
Ergebnissen mit Blut abweicht, andererseits aber Blut und nicht Plasma untersucht
wird. Es ware wesentlich korrekter, standardisierte Blutproben fur die Kontrollen zur
Verfigung zu haben und dadurch das Verfahren konsequenter zu tberprifen, jedoch

durfte diese Forderung nur von wenigen Institutionen zu erfullen sein.
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4.3.6. Blutverdiinnung mit unterschiedlichen Infusio nslésungen

Fur die Volumensubstitution werden neben Kristalloiden (vorwiegend NaCl bzw. RL)
auch kolloidale Losungen (HAES, GEL) eingesetzt. Viele Arbeiten wurden publiziert,
bei denen man die Effekte der Verdinnung und insbesondere auch der
Infusionslésungen auf die Hamostase in vivo und in vitro untersucht hat [9, 10, 14,
31, 32, 38, 39, 44, 51, 52, 76] Mehrere Autoren zeigten, dass die Verwendung von
HAES in vivo eine gestorte Gerinnung nach sich zieht. Durch die Verdinnung wird
v.a. die Konzentration von Fibrinogen (FBR) reduziert, durch HAES Infusion soll die
Fibrinpolymerisation gestort werden. Dariber hinaus soll HAES die Expression von
GP lIb-llla von Thrombozyten hemmen [110]. Diese Veranderungen sollen sich im
TEG durch Verringerung der Gerinnselfestigkeit und —elastizitat dokumentieren. Die
Verschmalerung der Maximalamplitude im TEG bzw. von MCF ist Ausdruck von
Fibrinogen- und/oder Thrombozytenverminderung. Daher wird aus einer deutlichen
Verschmalerung der Amplitude im TEG bzw. Verminderung von MCF im ROTEM bei
Patienten mit groRem Blutverlust der Substitutionsbedarf fur Fibrinogen und evtl.
Thrombozyten abgeleitet [52]. Dabei sind die im TEG bzw. ROTEM beobachteten
Effekte ausgepragter bei Substitution hohermolekularer HAES-L6sungen [32].
Calatzis et al berichteten, dass EXTEG sensibel die Gerinnungsstérungen erfasst
(CT und CFT signifikant verlangert, MCF signifikant reduziert), die bei
Blutverdiinnung und Substitution von HAES auftreten. [20].

Andere Autoren fanden bei milder Dilution (bis 30%) mit Kristalloiden aber eine
gesteigerte Gerinnung, ein Befund, der schon seit 1950 bekannt ist [113]. Boldt et al
berichteten 2002 bei Untersuchungen mittels INTEG auch (ber eine milde
Hyperkoagulabilitat bei Verdinnung mit RL und 0,9% NaCL [8].

In weiteren Studien mit dem TEG fanden sich ebenfalls Ergebnisse, die bei maRiger
Hamodilution Zeichen der Hyperkoagulabilitdét entsprachen. Ruttman et al (1996)
beschrieben bei einer 20%igen Verdinnung von nativem Blut in-vitro mit 0,9% NaCl
oder GEL eine gesteigerte Gerinnung [96] Vergleichbare Ergebnisse erhielten sie bei
Untersuchung von Patienten, die entsprechend mit Infusionslésungen substiutiert
wurden [90]. Auch Boldt et al konnten diese Befunde an Patienten bestétigen [9]. Zu
analogen Ergebnissen kamen Egli et al (1997), die ebenfalls die Messungen von

verdunnten Blutproben mit dem TEG durchftihrten [31]. Dies betraf Verdiinnung um
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30% mit NaCl. Die Verdinnung mit HAES und GEL, sowie starkere Verdinnungen
(60%) ergaben dagegen eine verminderte Gerinnbarkeit. Zuséatzlich beschrieben
Ruttmann und Mit. einen starkeren Abfall von FBR und AT, der nicht alleine mit der
Verdinnung zu erklaren war. Die beschriebene Gerinnungsaktivierung liel3 sich nicht
durch Acetylsalizylsdure hemmen [89]. Deswegen vermuteten die Autoren, dass bei
Hamodilution eine vermehrte Thrombinbildung zustande kommt. Da wir &hnliche
Verénderungen bei unseren Untersuchungen fanden, aber im Gegensatz zu diesen
Autoren Citratblut untersuchten, erscheint eine durch die Hamodilution ausgeloste
vermehrte Thrombingeneration schwer vorstellbar.

Ng et al (2002) fanden analoge Befunde wie die zitierten Autoren [83]. Es wurde die
Patienten vor einer Leberoperation mittels TEG untersucht. Zusatzlich wurden
vermehrt Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT) bei Hamodilution festgestellt.
Andererseits veranderten sich die Ublichen Laborbefunde der Hamostase
entsprechend der Verdinnung [94].

Insgesamt suggerieren alle diese Studien mit dem TEG, dass Verdinnung zu einer
Hyperkoagulabilitat flhrt. Dagegen existieren schon seit vielen Jahren Daten, die bei
Hamodilution fur eine erhdhte Blutungstendenz sprechen bzw. eine Reduktion der
Blutungsneigung nach Anheben des Hamatokrits zeigen.

Hellem et al. Beschrieben schon 1961 eine Verkirzung der in-vivo Blutungszeit nach
Erythrozytentransfusion bei 5 Patienten mit chronischer Andmie [49]. Livio et al
(1982) gelang es, einen positiven Effekt von Erythrozytentransfusionen auf die
Hamostase bei Patienten mit Uramie nachzuweisen [73]. Fernandez et al (1985)
fanden bei 33 Patienten mit Uramie eine umgekehrte Korrelation zwischen den
Hamatokritwerten und Simplate® in-vivo Blutungszeiten (r=0,78) [34]. Valeri et al
(2001) zeigten, dass eine Verminderung des Hamatokrits um 15 % die in-vivo-
Blutungszeit um 60% verlangert, wahrend eine Verminderung der Thrombozytenzahl
um 32% keinen Einfluss darauf hatte [121], was jedoch nicht Uberrascht, da die
Thrombozytenzahl immer oberhalb 100.000/uL lag.

In keiner Studie mit dem TEG wurde autologes Plasma zur Verdinnung verwendet.
Bei Zusatz von autologem Plasma, sind plasmatische Gerinnungsstérungen
ausgeschlossen, da es zu keiner Veranderung der Konzentration und Aktivitat der
Gerinnungsfaktoren und —inhibitoren einschlie3lich AT kommt. Aber gerade bei

Zusatz von PAP wurden in unserer Studie die deutlichsten Veranderungen im Sinne
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gesteigerter Gerinnung in der Rotationsthromboelasometrie (NATEM) nachweisbar.
Zusatzlich wurde die Gerinnungszeit mittel KC4 und SGC ermittelt, um unabhangige
Tests als Vergleich hinzu zu ziehen. Bei diesen Tests besteht die Besonderheit, dass
das Blut wahrend der Messung kontinuierlich (mit dem Reagenz) vermischt wird. Im
Unterschied zu den Befunden mit ROTEM fand sich eine signifikante Verlangerung
der Gerinnungszeit bei Verdinnung mit NaCl, aber nicht mit PAP.

Ein wichtiger Unterschied unserer Studie, gegenuber den Untersuchungen der
zitierten Autoren bestand darin, dass wir mit antikoagulierten Blutproben statt
Nativblut arbeiteten. Grundsatzlich ist dagegen allerdings nichts einzuwenden, aul3er
dass unterschiedliche Referenzwerte zugrunde zu legen sind. Im Gegenteil, durch
Antikoagulation wurde eine unkontrollierte Gerinnungsaktivierung durch die
Blutentnahme bzw. spatere Manipulationen vermieden. Durch den Zusatz von
Natriumcitrat ergibt sich schon primar eine Verdinnung um 10%. Tatsachlich
verglichen wir demnach um 28% verdinnte Proben mit um 10% verdinnten Proben.
Damit lag die Verdinnung aber noch in dem Bereich, der z.B. von Egli und Mit.
untersucht wurde [31]. Die Ergebnisse bestéatigen dies, entsprachen sie doch denen
der genannten Studien [31, 96]. Die Tatsache, dass in unserer Studie die grof3ten
Veranderungen im Sinne einer Gerinnungsaktivierung durch PAP zustande kamen,
legt den Verdacht nahe, dass eine test-spezifische Besonderheit die Ergebnisse
verfalscht. Wir beobachteten, dass verdinntes Blut die Kiuvettenoberflache besser
benetzt, sodass davon auszugehen ist, dass eine bessere Kontaktaktivierung
ausgelost wird, die sich bei bis zu 30% Verdinnung mit NaCl oder RL starker als die
Verdinnung der Gerinnungsfaktoren auswirkt, so dass eine Hyperkoagulabilitat
vorgetauscht wird. Eine hohere Verdinnung fihrt dann jedoch zur
Hypokoagulabilitat. Bei Initierung der Gerinnung mit PTT Reagenz, spielt die
Kontaktaktivierung eine geringere Rolle, weshalb in INTEM die Verdlinnung mit einer
verzogerten Gerinnung einherging. Die mit KC4 wund SGC ermittelten
Gerinnungzeiten zeigten immer eine Stérung der Gerinnung durch Verdinnung. Fur
die Verdunnungen mit HAES fanden wir dieselben Veranderungen im Sinne
gestorter Hamostase wie die anderen Autoren. Die Veranderungen sind
charakteristisch fur eine Stérung der primaren Hamostase (Verschmalerung von
Alpha-Winkel und MCF). Dazu passen unsere Ergebnisse in PFA-100® und VCP.
Der negative Effekt der Hamodilution auf die primare Hamostase kann nicht durch
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die verminderte Thrombozytenzahl erklart werden, da diese nie 100.000/pl
unterschritt. Die Thrombozyenkonzentration von 100.000/pL stellt etwa den
Grenzwert fur eine normale Funktion der primaren Hamostase dar [69]. Auch frihere
in-vitro Studien zeigten, dass Hamodilution die primare Hamostase im PFA-100®
auch bei normaler Thrombozytenzahl signifikant beeintrachtigt [29]. Dabei wirkten
sich die verschiedenen Infusionslésungen sehr unterschiedlich aus [28]. Die primare
Hamostase scheint bei Verdiinnung durch niedrigere Blutviskositat und veranderte
Rheologie des Blutes gestort zu werden. Diese Hypothese deckt sich mit den
experimentellen Ergebnissen einer Reihe von Autoren [1, 4, 5, 33, 91, 119-121].
Reimers et al zeigten, dass eine direkte Beziehung zwischen Gerinnselbildung und
Hamatokrit bei Scherkraft induzierter Thrombozytenaggregation besteht [91]. Escolar
et al. bestimmten die in-vivo Blutungszeit und die Gerinnselbildung durch die
Baumgartner'sche Perfusionskammer bei thrombozytopenischen Patienten vor und
nach Transfusion von Erythrozytenkonzentraten [33]. Erhdhung des Hamatokrits
verursachte eine Verkirzung der Blutungszeit und Verbesserung von
Thrombozytenadherenz und Fibrinablagerung. In unserer Studie benutzten wir den
PFA-100®, der die primare Haemostase ex vivo simuliert sowie verlasslicher und
sensitiver ist als die in-vivo Blutungszeit [22, 24, 37, 46, 64, 75]. Mit diesem Test
konnte eine deutliche Stérung der primaren Hamostase durch Blutverdinnung
nachgewiesen werden. Allerdings fuhrt die Blutverdinnung auch zu einem
beschleunigten Blutfluss, sodass die Bildung des Thrombozytenpfropfes erschwert
wird. Diese Tatsache kann an der Zunahme des initialen Blutflusses festgestellt
werden. Es war dadurch fraglich, ob die Ergebnisse direkt auf die in vivo Situation
Ubertragen werden kann. Wir fihrten deswegen parallel Messungen mit einer
Modifikation des PFA-100® durch, bei welcher der Blutfluss unabhangig vom
Hamatokrit konstant gehalten werden kann (VCP) [66]. Die mit dem VCP ermittelten
Ergebnisse entsprachen denen am PFA-100®, sodass die Storung der primaren
Hamostase bei Blutverdiinnung von uns eindeutig nachgewiesen werden konnte.

Zusammenfassend sind daher unsere Befunde dafir beweisend, dass die mit dem
TEG bei milder Hamodilution (bis 30%) mit NaCl oder RL gefundene Aktivierung der
Gerinnung methodisch bedingt ist und nicht der tatsachlichen Situation in vivo
entsprechen dirfte. Eine Erklarung dafur kdnnte sein, dass in unverdinntem Blut
infolge geringerer Oberflachenbenetzung die Gerinnung in TEG/ROTEM schlechter

aktiviert wird. Deswegen findet sich dieses Phdnomen auch besonders ausgeprégt in
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NATEM, wo die Gerinnung nur Uber Kontaktaktivierung in Gang kommt. Durch diese
methodische Verschiebung der Ergebnisse in die Richtung gesteigerter Gerinnung
muss der Test zwangslaufig an Empfindlichkeit verlieren und den Nachweis von
anderen plasmatischen Gerinnungsstoérungen bei Hamodilution erschweren [70,
118]. Unabhangig von der plasmatischen Stoérung fuhrt die Hamodilution aber v.a. zu
einer Stérung der primaren Hamostase, die sehr einfach und sensitiv mit dem PFA-
100® und einer Testmodifikation davon (VCP) nachgewiesen werden konnte und zu
deutlich pathologischen Verédnderungen fihrt. Diese Storung scheint Kklinisch auch
die entscheidende wahrend der akuten Phase der Blutverdinnung zu sein,
gleichgultig, ob diese als Folge gezielter Hamodilution oder infolge von Blutverlust
auftritt.

4.4. Nachweis von Hamostasestorungen

4.4.1 ASS

Seit langerem ist es bekannt, dass TEG die Wirkung von ASS auf die Thrombozyten
nicht bzw. nicht sensitiv erfasst [85, 115, 123]. Ob dies auch fir den ROTEM gilt,
wurde im Rahmen dieser Arbeit gepruft.

Wir untersuchten Proben von 4 freiwilligen Spendern vor und nach 3-tagiger
Einnahme von ASS 100. Parallel dazu wurden Messungen mit PFA-100® und VCP
durchgefiihrt. Bei PFA-100® wurden Verschlusszeit und Blutvolumen nach ASS
Einnahme deutlich pathologisch. Dagegen blieben sé&mtliche ROTEM-Parameter
normal. Offensichtlich gelingt es mit dem ROTEM nicht, eine der wichtigsten und

haufigsten Hamostasestdrungen zu erfassen.

4.4.2. Patienten mit von Willebrand-Syndrom (VWS)

Bei Patienten mit VWS sind der von Willebrand Faktor (VWF) mehr oder weniger
vermindert und/oder die Funktion des VWF gestort. Bei schweren Formen ist auch
der Gerinnungsfaktor FVIII:C vermindert, da der VWF diesen Faktor vor Proteolyse

schitzt. Am haufigsten kommt das VWS als milde und mittelschwere Formen vor (ca.
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1-2%), die nur im Rahmen von grof3eren Verletzungen bzw. operativen Eingriffen zu
vermehrter Blutung fuhren. Die Blutungsneigung fallt erst auf, wenn weitere
hamostaseologische Probleme z.B. Medikamente oder gro3er Blutverlust
hinzukommen. Intraoperativ auftretenden Blutungskomplikationen liegt nicht selten
ein unerkanntes VWS zugrunde.

Mit ROTEM konnte nur ein Teil der von uns untersuchten VWS anhand der
Verlangerung der CFT - Uberwiegend im INTEM - erfasst werden. Besonders
problematisch ist, dass selbst mittelschwere Formen (2 Patienten) gar nicht
festgestellt wurden. Damit konnen intra- und postoperativ auftretende
Blutungskomplikationen mit dem ROTEM nicht sicher erkannt werden, wenn ihnen
ein VWS zugrunde liegt. Damit kann das ROTEM auch nicht ohne weiteres zur
Therapiefiihrung bei vVWS herangezogen werden. Unsere Ergebnisse sind in dieser
Hinsicht im Einklang mit publizierten Daten, die sich allerdings noch auf das TEG
bezogen [14, 123]. Andererseits wurde das ROTEM durch die Verwendung von

Aktivatoren der Gerinnung nicht sensitiver.

4.4.3. Thrombozytopenie

Salaj et al untersuchten Proben von thrombozytopenischen Patienten mit NaTEG
und INTEG vor und 30 Min. nach Thrombozytensubstitution [98]. Sie konnten den
Transfusionserfolg an der signifikanten Verkirzung der CT (NATEG) und CFT sowie
der Verbreiterung der MCF dokumentieren (NATEG/INTEG). Es ist allgemein
bekannt, dass TEG und TEM kaum in der Lage sind,
Thrombozytenfunktionsstérungen bei Thrombozytenkonzentrationen >100.000/uL zu
erfassen [12]. Da TEG/TEM v.a. fur POCT perioperativ und posttraumatisch
empfohlen werden, ist von besonderem Interesse, ob wenigstens die im Rahmen
massiven Blutverlusts auftretende Thrombozytopenie ausreichend empfindlich
erfasst wird. In der Regel werden Thrombozytenwerte von <50,000/uL, bei
neurochirurgischen Eingriffen bzw. cerebralen Traumen sogar <80.000 - 100,000/pL,
als kritisch angesehen [65, 67, 90]. Daher wurden Patienten mit Thrombozytopenie
(<55,000/pL) im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Die Untersuchungen zeigten
ebenfalls, dass sich die Thrombozytopenie am ehesten in INTEM und EXTEM
anhand der Parameter CFT und MCF nachweisen lasst. Die Thrombozytopenie
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konnte dennoch nicht in allen Fallen mit ROTEM erkannt werden (Sensitivitat 80-
90%). Dies dokumentiert sich auch in der maRigen Korrelation zwischen
Thrombozytenzahl und TEM-Parametern (r*> = 0,36 bis 0,49). Dabei spielte allerdings
maoglicherweise der gleichzeitig erniedrigte Hb eine Rolle, der wie vorher
beschrieben, eine Verfalschung in umgekehrter Richtung bewirkt. Der sichere
Nachweis gelang erst ab Thrombozytenwerten <30,000/uL (Sensitivitdt 100%), was
einen zu niedrigen Transfusionstrigger flr perioperative und posttraumatische

Situationen darstellt.

Dagegen zeigte der PFA/ADP bei diesen Thrombozytenkonzentrationen immer
pathologische Befunde. Dieses Verfahren ist insbesondere bei gleichzeitiger
Hamodilution bzw. niedrigem Hb-Wert eher zu empfindlich.

4.4.4. Patienten unter Heparin

Zmuda et al untersuchten in-vitro mittels NATEG den Einfluss von unfraktioniertem
Heparin (UFH), LMWH (Enoxaparin-Na) und Heparinoid (Danaparoid-Na) auf die
Gerinnung und stellten eine dosisabhangige Verzdgerung des Gerinnungsprozesses
(CT) bei allen drei Antikoagulanzien fest [128]. Dagegen fiihrten nur hohe Dosen von
Enoxaparin und Danaparoid zur Verlangerung der PTT. Die PTT ist bekanntlich zur
Steuerung der Antikoagulation mit diesen Substanzen ungeeignet, weshalb es tblich

ist, die Dosierung von LMWH durch Messung der Anti-Xa-Spiegel zu Gberprufen.

Klein et al konnten sogar eine signifikannte Korrelation zwischen Anti-Xa-Spiegeln
von LMWH und CT/CFT feststellen.

Da die MCF wahrend aller Messungen unverandert blieb, konstatierten die Autoren,
dass LMWH nur minimalen Einfluss auf die Thrombozytenfunktion haben [59].

Shinoda et al untersuchten 1990 mittels NaTEG 28 dialysepflichtige Patienten, die
nacheinander mit UFH und LMWH antikoaguliert wurden [104]. Es fand sich eine
gute Korrelation zwischen CT und der ,dialysen Gerinnung“ (Mal3 fiir die Gerinnung,

nach der Anzahl von vernetzten Fibrillen in Grade eingeteilt) fir beide Heparine. Die
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Autoren schlussfolgern daraus, dass sich die CT des TEG gut zur Uberwachung der

Effizienz der Antikoagulation bei dialysierten Patienten eignet.

Calatzis et al fanden 1996 in einer Untersuchung von 30 Patienten, dass aPTT und
CT in InTEG gut korrelieren (r=0,85) [19].

Wir untersuchten 22 Patienten, die subtherapeutisch (n = 8, aPTT 41-60 Sekunden)
oder therapeutisch (n = 14, aPTT >60 Sekunden) mit Heparin antikoaguliert waren.
Als einzig sensibler Parameter erwies sich die CT/INTEM. Die CT war bei den
erstgenannten Patienten in 50% der Falle pathologisch erhdht, bei den Patienten mit
aPTT >60 Sekunden in 86% der Falle. Allerdings bestand keine akzeptable
Korrelation zwischen aPTT und CT. Somit kdbnnen wir die Ergebnisse der erwéhnten
Autoren nur zum Teil bestatigen. Vor allem bei der subtherapeutischen
Heparinisierung (50-60 Sek.) war die Sensitivitat relativ gering. Auf Grund unserer
Ergebnisse ist ROTEM flr die Therapielberwachung von Patienten mit Heparin nicht

geeignet. Man erkennt damit allenfalls massive Uberdosierungen.

4.4.5. Patienten unter Marcumar

In einer ersten Untersuchungsserie (12 Patienten) war die Sensitivitat der
eingesetzten Tests (NATEM, INTEM, EXTEM mit dem Thromboplastin EXTEG S,
Mischverfahren 1) sehr gering. Obwohl die Quick-Werte zwischen 9 und 43% und die
INR-Werte zwischen 2 - 7,3 betrugen wurde die daraus resultierende
Gerinnungsstorung Uberwiegend nicht erkannt. Die CFT war sogar verklrzt sowie
MCF- und Alp-Werte gegentber dem Normalkollektiv im Sinne einer gesteigerten

Gerinnung veréandert.

In einer weiteren Untersuchungsserie verglichen wir das verwendete EXTEM-
Reagenz (EXTEG S Nobis) mit einem anderen (Diaplastin von Diamed). Wir
untersuchten insgesamt 38 Patienten unter Marcumar mit INR-Werten =2 parallel. Mit
Diaplastin betrug die Sensitivitat 87% und die Korrelation zwischen CT und INR war
maRig gut (r*=0,52). Dennoch reicht diese Korrelation nicht, um Marcumar mit Hilfe
dieses Tests einzustellen und zu Uberwachen, zumal vereinzelt Patienten mit sehr

hoher INR eine normale CT zeigten. Daher ist das Verfahren, zumindest in den
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bisher gewdahlten  Testmodifikationen, auch nicht geeignet, um die
Blutungsgefahrdung dieser Patienten zuverlassig zu erfassen. Ob die gegenuiber
dem Normalkollektiv signifikant héheren Alpha-Winkel und verbreiterten Amplituden
bzw. groRere Gerinnselfestigkeit (Alp/MCF), die auch in der 2. Testserie festgestellt
wurden, Ausdruck erhohter thrombophiler Diathese dieser Patienten oder
methodisch bedingt sind, ist schwer zu sagen. Es handelte sich bei den Patienten
nicht ausschlieBlich um Patienten mit Zustand nach Thrombosen bzw. positiven
Thrombophiliemarkern. Andererseits hatten die Patienten durchschnittlich deutlich
hohere Fibrinogenwerte als die gesunden Blutspender, die wir flr die Referenzwerte
heranzogen. Da sich die Fibrinogenspiegel aber auf die Ergebnisse von TEG/TEM
besonders stark auswirken, indem sie den Gerinnungsablauf positiv beeinflussen,
kann diese Tatsache zumindest teilweise zur geringen Sensitivitdt beigetragen
haben. Es ist zu Uberlegen, ob fir die Normalkollektive, die fur die Referenzwerte
genommen werden, hamostaseologisch unauffallige Patientenkollektive mit héheren

Fibrinogenspiegeln herangezogen werden sollten.

Im Ubrigen finden sich wenige Publikationen hinsichtlich der Nachweisbarkeit von
Marcumarwirkung in TEG/TEM. Ob aus der von uns gefundenen mangelnden
Sensitivitat hinsichtlich des Marcumareffektes auf eine zu geringe Sensitivitat auch
gegenuber anderen plasmatischen Gerinnungsstorungen geschlossen werden kann,
ist nicht ohne weiteres zu beantworten. Studien wie die von Calatzis et al (1996) an
30 chirurgischen Patienten, kdnnen die Frage aber auch nicht sicher beantworten,
denn dabei handelte es sich um Hamostasestorungen, die im Rahmen von
Blutverdiinnung (kein Marcumar) zustande kamen. Sie fanden eine sehr gute
Korrelation zwischen Quick-Werten und CT in EXTEM (r=0,90) [19]. Eine
entscheidende Rolle hinsichtlich der Sensitivitdit von TEG/TEM spielt die jeweilige
Fibrinogenkonzentration, ohne dass diese kritisch erh6ht oder erniedrigt sein muss.
Die Verdunnungskoagulopathie basiert aber v.a. auf der Erniedrigung von
Fibrinogen, so dass die von den Autoren beschriebene gute Korrelation dadurch
erklart werden kann. Infolgedessen ist auf Grund unserer Ergebnisse eher
anzunehmen, dass andere Gerinnungsdefekte vom TEG wenig sensitiv erkannt
werden. Die Erfahrungen haben dies inzwischen belegen kdnnen. Selbst schwerer
Einzelfaktormangel anderer Gerinnungsfaktoren als Fibrinogen wird mit dem ROTEM

kaum erkannt.
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4.4.6 Patienten mit gestorter Leberfunktion und Int  ensivpatienten

Lebererkrankungen fuhren laboranalytisch zu verminderten Werten der hepatisch
synthetisierten Gerinnungsfaktoren und u.U. auch Zeichen eines vermehrten
Umsatzes der plasmatischen Gerinnung und Fibrinolyse [92].

Die Hamostasestorungen bei den von uns untersuchten Patienten waren auch durch
zusatzliche Faktoren beeinflusst: Heparingabe, erniedrigte Hamoglobin- bzw.
Hamatokritwerte, Thrombozytopenie. Die verminderte Konzentration von
Gerinnungsfaktoren (durch die gestorte Syntheseleistung der Leber) wurde indirekt
durch die verminderte Konzentration/Aktivitat von Antithrombin antizipiert.

Die Parameter von ROTEM (EXTEM) waren bei den Patienten mit
Leberfunktionsstorung nicht in allen zu erwartenden Fallen pathologisch verandert.
Die Korrelation der ROTEM-Parameter zu Quick-Wert und PTT war gering, und
selbst bei pathologischem Quick-Wert fiel der ROTEM vereinzelt normal aus. Somit
ist dies auch ein Hinweis, dass ROTEM plasmatische Gerinnungsstoérungen nicht
sensitiv genug aufdeckt. Andererseits zeigten zwei Patienten trotz nahezu normaler
Gerinnungswerte (Quick und PTT) deutlich pathologische Werte sowohl mit EXTEG
S als auch mit Diaplastin. Diese hatten jedoch auch deutlich erniedrigte
Thrombozytenzahlen (sowie AT). Alleine kann dies die pathologischen ROTEM
Werte andererseits nicht erklaren, weil bei ahnlicher Konstenlation ein anderer Pat.
keine Auffalligkeiten im ROTEM zeigte.

Im Kollektiv der Intensivpatienten beeinflussten u.a. ebenso Heparingabe,
Blutverdiinnung und Thrombozytopenie die Hamostase. Da alle Intensivpatienten
eine INR < 2 hatten, war die Aktivitat der Faktoren Il, VII und X nicht wesentlich
beeintrachtigt bzw. spielte eine Stérung im extrinsischen System keine wesentliche
Rolle.

Eine bessere Sensitivitat konnte man mit Diaplastin gegeniiber EXTEG S bei den
Intensivpatienten mit Thrombozytopenie fur die Parameter CFT, A5, A10 erkennen.
Man sah auch hier — ahnlich wie bei den Patienten mit gestorter Leberfunktion —
mehrere Falle, in denen die ROTEM Parameter normal waren, obwohl z.B. die
Thrombozytenzahl, das Fibrinogen oder das AT deutlich pathologisch waren.

Umgekehrt sah man auch mehrere Félle, bei denen einzelne oder mehrere ROTEM
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Parameter  pathologisch  verdndert waren, obwohl die untersuchten

Gerinnungsparameter normal waren

Es wurden rein rechnerisch gute Korrelationen zwischen AT und allen ROTEM
Parameter sowie zwischen HCT und MCF (A5/A10) gefunden. Es ist davon
auszugehen, dass voneinander abhéngige Faktoren &hnliche Korrelationen
erbringen. So dirfte die Korrelation von AT zu den verschiedenen TEM-Parametern
nicht durch einen kausalen Zusammenhang bedingt sein, da AT als
Progressivinhibitor zu langsam aktiviert wird, sondern Ausdruck der Tatsache, dass
bei AT-Verminderung eine Leberfunktionsstérung (v.a. der Synthese) vorlag, die
auch die anderen Hamostaseparameter betraf.

Beim Vergleich der verwendeten Reagenzien war die Sensitivitdt mit EXTEG S und
Diaplastin bei den Patienten mit Leberfunktionsstérung nahezu gleich. In den Fallen,
in denen pathologische Ergebnisse mit dem einen Reagenz gefunden wurden, waren
meistens auch die Ergebnisse mit dem anderen Reagenz pathologisch.

Im Gegensatz dazu reagierte der Test mit Diaplastin bei den Intensivpatienten in
vielen Fallen deutlich sensitiver, wobei der Grund fir die pathologischen Werte nicht

immer ersichtlich war.

Zusammenfassend waren die im ROTEM gemessenen pathologischen Werte bei
den Patienten mit Leberfunktionsstorung und bei Intensivpatienten meist durch
mehrere Faktoren verursacht. Bei den Féllen, bei denen pathologische ROTEM
Ergebnisse erhoben wurden, die nicht zu erklaren waren, kénnte es sich um
methodisch bedingte Messfehler oder aber auch um komplexe Stdérungen der
Hamostase handeln, die nur anhand eines komplexen Hamostasetests erkannt
werden konnen (z.B. Interaktion von Thrombozyten und Fibrinbildung). Dies sollte
durch klinische Studien geklart werden.

4.5 ROTEM und POCT

In den letzten 10 Jahren gewinnen die Methoden zur Patienten nahen Testung
(Point-of-Care Testing) immer mehr an Bedeutung [63, 88, 101, 106, 109]. Andere
Begriffe daflr sind ,patientennahe Analytik® (Near-Patient-Testing, NPT) und
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.alternative site testing” (Durchfihrung der Analytik an anderen Orten als im Labor)
[7],[13]. Dabei handelt es sich um Methoden/Gerate, die wichtige Laborparameter
rasch und in Patientennahe erfassen koénnen. Im Gegensatz zu den géngigen

Labortests weisen sie u.a. folgende Vorteile auf [13],[56]:

Deutlich schnellere Verfiigbarkeit der Ergebnisse (kirzere ,vein to brain“ Zeit)
Weniger Irrtimer durch einfachere Logistik

Keine besondere Probenaufbereitung

Kleine Probenmengen

Kleinerer Aufwand flr Reagenzienvorbereitung

-~ o o o0 T @

Einfach zu bedienende Instrumente

Analyse von garantiert frischen Proben

> @

Zielgerichtete Behandlung in Notfallen

Diagnostische Befunde und Kenntnis der klinischen Umstande in einer Hand

j.  Uberwachung der Therapie

Die Zeitverzogerung der Laborverfahren entsteht durch Beschriftung der Probe,
Ausfillen der Anforderung, Veranlassung und Durchfihrung des Probetransportes,
Erfassung der Probe im Labor, Zentrifugation, Testdurchfuhrung, serielle
Abarbeitung, Ergebnisfreigabe und -Ubermittlung, sowie Entgegennahme der
Ergebnisse. Fur Gerinnungsanalysen wird in vielen Einrichtungen auch im Notfall
mehr als eine Dreiviertelstunde bendttigt.

In kritischen Situationen ist die schnelle bis sofortige Ergebnisverfligbarkeit teilweise
entscheidend fir den weiteren Verlauf des Geschehens. Als weiterer Vorteil wird
haufig die Tatsache angefihrt, dass das Ergebnis besser mit der aktuellen klinischen

Situation am Patienten interpretiert werden kann.

Spezielle Vorteile von ROTEM fur POCT sind:
a. Hohe Empfindlichkeit bzgl. Fibrinogenmangel und Hyperfibrinolyse
b. Schnelle und zuverlassige negative Pradiktion von Blutungsneigung in Folge
Blutverlust bzw. Hamodilution
c. Einschatzungsmoglichkeit, welche Blutkomponenten erforderlich sind

d. Kleine Probenvolumina
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Nachteile der hdmostaseologischen POCT-Verfahren, insbesondere der ROTEM
Methode, sind:

a. Bisher keine systematische Validierung

b. Sehr geringe Sensitivitat bzgl. Thrombozytenfunktionsstérungen, geringe bzgl.
Einzelfaktormangel, ungenugende Sensitivitat bzgl. komplexem
Faktorenmangel

c. Sequenzielle Untersuchungen erforderlich, da Einzeluntersuchungen zu wenig
aussagekréaftig sind

d. Viele Modifikationen, keine Standardisierung

e. Unzureichende Qualitatssicherung bzw. Uberwachung der Gerate und
(labilen) Reagenzien

f. Unterschiedliche Ergebnisse fur ventse und arterielle Proben

g. Geschlechts- und alterspezifische Unterschiede [42]

h. Unterschiede durch wechselnde Zeitintervalle zwischen Blutentnahme und
Testbeginn

i. Unterschiede durch Temperatureinflisse

J. Unterschiede zwischen Nativ- und Citratblut

k. Notwendigkeit eigener Referenzwerte

|.  Durchfuihrung durch mangelhaft eingewiesenes und ungeubtes Personal

m. Interpretation durch unerfahrenes Personal

n. Hohe Kosten (deutlich hdher als die Laborkosten)

Durch unterschiedliche Aktivatorreagenzien sowie Inhibitoren von Heparin
(Heparinase, HEPTEST), Thrombozyten (Cytochalasin, FIBTEM) und Fibrinolyse
(Aprotinin, APTEM) kdnnen die hAmostaseologischen Stérungen etwas konkretisiert
werden und spezifischere Therapiemal3nahmen ergriffen werden.

Die Standardisierung und Qualitatssicherung sowie die héaufig fehlenden eigenen
Referenzwerte stellen dezentral in den Kliniken ein erhebliches Problem dar, sind
aber im Hinblick auf wechselnde Reagenzien und Materialien insbesondere wegen
des fehlenden Zugriffs der Experten und der Hersteller ein besonderes Problem. Die
Qualitatskontrollen  mit  Iyophilisiertem Plasma (ROTROL) sind den
Vollblutmessungen nicht ebenburtig, wie die vorgelegten Untersuchungen zeigen.
Sie sind nur in begrenztem Malie dafir geeignet. Das heute ubliche

Qualitditsmanagement im Labor ist wesentlich besser entwickelt und schlief3t die
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Aufdeckung von praanalytischen Fehlern mit ein. Trotz der guten Anwenderfiihrung
am Display des Computers konnen wesentliche Fehler gemacht werden, so dass
auch dieses scheinbar einfache Verfahren auch von den Herstellern nur als POCT
tauglich, nicht aber als echtes POCT betrachtet wird [14]. Ein besonderes Problem
besteht darin rund um die Uhr arztliches Personal vorzuhalten, das die Befunde
korrekt interpretieren kann. Wenn nicht immer das gesamte Testspektrum (INTEM,
EXTEM, FIBTEM und HEPTEM) eingesetzt wird, konnen erhebliche
Fehlinterpretationen bei Uberheparinisierung, Hamodilution, hohen Fibrinogenwerten
etc. zustande kommen. Die besten Ergebnisse werden erzielt, wenn das Verfahren in
der Hand weniger sehr erfahrener Mitarbeiter unter Beachtung der klinischen
Situation und der Laborbefunde eingesetzt wird.

Die Kosten betragen ein Mehr- bis Vielfaches der tblichen Gerinnungsdiagnostik im
Labor. Es wird aber diskutiert, dass der Zeitgewinn und das einfachere ,Prozessing*
der Proben die Mehrkosten wieder ausgleichen.

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen kann ROTEM die Labordiagnostik nicht
ersetzen, sondern nur erganzen, da die wichtigsten und haufigsten
Hamostasestérungen damit nicht oder zumindest nicht ausreichend sicher erkannt
werden. Andererseits ist ROTEM gut geeignet, um perioperativ und posttraumatisch
entstehende Hamostasestérungen v.a. durch stéarkere Blutverdinnung und oder
Hyperfibrinolyse schnell und ausreichend sensitiv zu erfassen, um therapeutisch
adaquat intervenieren zu konnen. Fur den Einsatz des Verfahrens sind aber
Standards festzulegen und einzuhalten, da das Verfahren durch zahlreiche Variablen

beeinflusst wird und im Einzelfall verfalschte Ergebnisse erbringen kann.
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5. Zusammenfassung

Durch das Rotationsthrombelastometrie  System (ROTEM) erlebt die
Thrombelastographie Methode (TEG) eine Renaissance als Point of Care Diagnostik
zur Erkennung von Hamostasestérungen und Therapiesteuerung.

In dieser Studie untersuchten wir einige Einflussgré3en und variabilitatsbestimmende
Faktoren, sowie die Empfindlichkeit der Methode gegenliber einzelnen
thrombozytdren und plasmatischen Gerinnungsstorungen. Wir verwendeten daflr
das ROTEM System mit den Tests INTEM (Aktivierung des intrinsischen
Gerinnungsystems), EXTEM (Aktivierung des extrinsischen Gerinnungsystems) und
NATEM (ohne Zugabe von gerinnungsaktivierende Substanzen). Die Ergebnisse
wurden mit den Bestimmungen von Quick, aPTT, Fibrinogenkonzentration,
Thrombozytenzahl, Hamoglobinkonzentration (Hb), Hamatokrit (Hkt) verglichen.
Weiterhin wurden Methoden zur Messung der Thrombozytenfunktion zum Vergleich
herangezogen.

Eine der untersuchten Einflussgrof3en war das Zeitintervall von Blutentnahme (BE)
bis Testbeginn. Die Ergebnisse der Tests, durchgefihrt 1, 3, 5 und 7 Minuten nach
BE, unterschieden sich signifikant, vor allem bei den Testreihen mit Nativblut, aber
teilweise auch in geringerem Mal3e bei Tests mit Citratblut. Dabei wurde allerdings
kein einheitlicher Trend beobachtet. Lediglich die CT (clotting time, Gerinnungszeit)
in INTEM und EXTEM war tendenziell langer.

Die Tests mit Nativ- und Citratblut ergaben beim direkten Vergleich ganz
unterschiedliche Referenzbereiche, welche aber fir INTEM und EXTEM gut
miteinander korrelierten. Die Ergebnisse der Messungen mit Citratblut zeigten eine
signifikant kleinere Streuungsbreite.

Bei einer weiteren Untersuchungsreihe wurden Messungen mit Citratblut mittels
INTEM und EXTEM bei 10 Spendern und 10 thrombozytopenischen Patienten zlgig
nach der BE (<10 Min. nach BE) und >30 Min. (jedoch <40 Min.) nach BE
durchgeftihrt. Bei beiden Probandengruppen fanden sich keine signifikanten
Unterschiede in der Grél3e der Testergebnisse.

Durch Anderung des Mischverfahrens beim Pipettieren konnte eine bessere
Standardisierung des Testablaufes erreicht werden.

Bei einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluss von Hamodilution getestet. Mit
plattchenarmem autologen Plasma (PAP), 0,9% Kochsalzlosung (NaCl) oder
Hydrochyethylstarke (HAES) um 20% verdinnte Proben wurden mittels NATEM und
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INTEM vor und nach Verdinnung getestet. Die Verdinnung der Blutproben mit
autologem PAP sowie mit NaCl veranderte die TEG Parameter Uberwiegend im
Sinne einer gesteigerten Gerinnung: verkirzte CT und / oder CFT
(Gerinnselbildungszeit), breitere maximale Amplitude (MCF), resp. alpha Winkel
(Alp). Mit HAES waren die Parameter dagegen bei beiden Testmodifikationen
Uberwiegend im Sinne einer verzogerten Gerinnung verdndert. Zusatzliche
Messungen mittels Kugel- und Hakchenkoagulometer ergaben mit allen drei
Verdinnungslésungen eine deutliche, wenn auch nicht immer signifikante
Verlangerung der Gerinnungszeit. In gleicher Weise zeigten PFA-100®
(Plattchenfunktionsanalyzer-100®, eine Weiterentwicklung des in-vitro Blutungstests)
und VCP (,Virtual Capillary Prototype”, ebenso ein modifizierter in-vitro Blutungstest)
mit allen drei Losungen — am stéarksten bei Verdinnung mit HAES — eine deutliche
Stbrung der primaren Hamostase, erkennbar an einer signifikanten (oft
pathologischen) Verldngerung der Verschlusszeit. Insgesamt sprechen die Daten
daher fur eine Stérung der Hamostase im Sinne gesteigerter Blutungsneigung durch
Verdinnung. Insbesondere durch die Ergebnissen mit PAP mussen methodische
Fehler fur die von mehreren Autoren beschriebenen und von uns bestétigten
Befunde gesteigerter Gerinnung bei Verdinnung als Erklarung herangezogen
werden.

Die Messung von Proben von vier Spendern vor und nach dreitdgiger Einnahme von
100 mg Acetylsalicylsaure (ASS 100), bzw. sechs Patienten mit VWS ergab, dass
diese Hamostasestérungen durch ROTEM nicht erfasst werden. Dagegen konnten
diese Storungen mittels PFA100®, VCP und Aggregometrie bei diesen Patienten
eindeutig erkannt werden.

Bei der Messung von zehn Proben von thrombozytopenischen Patienten
(Thrombozytenzahl<50000/pl) waren in den meisten Fallen - sowohl bei INTEM als
auch bei EXTEM - die CFT verlangert und MCF entsprechend pathologisch
reduziert. Der sichere Nachweis gelang erst ab Thrombozytenwerten <30000/L,
was erfahrungsgemal einen zu niedrigen Transfusionstrigger fir perioperative und
posttraumatische Situationen darstellt. Eine normwertige CT zeigte, dass selbst bei
Thrombozytenzahlen <20000/ul keine Thrombozytenfunktionsstérung gemessen
wird.

Bei Messungen der Proben von 22 Patienten, die mit hohen Dosen Heparin

antikoaguliert waren, zeigte sich die CT bei INTEM als maRig geeigneter Parameter
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fur die Erfassung dieser Gerinnungsstérung. Die Sensitivitat bei subtherapeutischer
Heparingabe (aPTT zwischen 41 und 60 s) war 50%, bei therapeutischer
Heparinisierung (aPTT>60 s) 86%. Allerdings ergab sich keine gute Korrelation
zwischen der Grof3e von aPTT und der CT/INTEM. Insofern eignet sich ROTEM nicht
zur Uberwachung von heparinisierten Patienten.

In einer ersten Versuchsserie, bei der Proben von 12 Patienten unter
Marcumartherapie gemessen wurden (INR 2,0-7,3), erwiesen sich INTEM, EXTEM
und NATEM als ungeeignet, die medikamentds ausgeldste Gerinnungsstérung zu
erkennen. Die Sensitivitat fir die CT oder CFT lag bei 0%. Bei Verwendung eines
alternativen EXTEM Reagenz an weiteren 38 Patienten (INR 1,9-8,7) lag die
Sensitivitat fir den Testparameter CT bei 86%. Da jedoch zwei Patienten mit einer
INR > 2,5 nicht vom Test erfasst wurden, ist auch in diesem Fall eine sichere
Uberwachung durch ROTEM nicht gewahrleistet.

Wir untersuchten acht Patienten mit gestorter Leberfunktion sowie 22
Intensivpatienten mittels EXTEM (EXTEG S und Diaplastin). Bei manchen Patienten
wurden deutlich pathologische Ergebnisse gemessen. Ursachlich dafir waren
komplexe Verdnderungen der Hamostase, begrindet nicht nur durch verminderte
Konzentrationen und Aktivitaten von Gerinnungsfaktoren, sondern auch
Veranderungen von Hamatokrit, Thrombozytenzahl sowie Heparingabe. In manchen
Fallen waren die ROTEM Parameter trotz deutlich pathologischer
hamostaseologischer  Befunde (niedrige = Thrombozytenzahl, = vermindertes
Antithrombin u.a.) normal. Umgekehrt fanden sich vereinzelt stark pathologische
Testergebnisse, die nicht zu erklaren waren. Es muss durch klinische Studien geklart
werden, ob es sich dabei um methodisch bedingte Messfehler beziehungsweise
Artefakte oder komplexe Storungen der Hamostase handelt, die nur anhand eines
umfassenden Hamostasetests erkannt werden konnen (zum Beispiel Interaktion von
Thrombozyten und Fibrinbildung).

Durch Weiterentwicklungen in Technik, Methodik und Reagenzien hat ROTEM
wesentliche Fortschritte hinsichtlich einer Standardisierung des Testablaufes
gemacht. Es erfullt viele der Kriterien fir eine Point-of-Care Methode: keine
besondere Probenvorbereitung, kleine Probenmengen (<1ml), gebrauchsfertige
Reagenzien, einfache Bedienung des Gerates durch die elektronische Pipette,
Gewinnung von wichtigen Ergebnissen innerhalb von funf bis zehn Minuten,
Qualitatssicherung durch die ROTROL Kontrolle. ROTEM kann allerdings die
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Labordiagnostik nicht ersetzen, sondern nur ergénzen, da die wichtigsten und
haufigsten Hamostasestorungen damit nicht oder zumindest nicht ausreichend sicher
erkannt werden kdnnen. Andererseits ist ROTEM gut geeignet, um perioperativ oder
posttraumatisch entstehende Hamostasestérungen vor allem durch starkere
Blutverdiinnung oder Hyperfibrinolyse schnell und ausreichend sensitiv zu erfassen,
um gegebenfalls therapeutisch adaquat intervenieren zu kdénnen. FUr den Einsatz
von ROTEM sind aber Standards festzulegen und einzuhalten, da das Verfahren
durch zahlreiche Variablen beeinflusst wird und im Einzelfall verfalschte Ergebnisse

erbringen kann.
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Summary

The TEG (Thrombelastography) experiences a renaissance through the ROTEM
System (Rotationthrombelastometry) as a point-of-care test for the diagnosis and
management of different bleeding disorders.

In this study we examined several influencing variables and the sensitivity of the
method with respect to different bleeding disorders, caused by changes in the
function or the count of thrombocytes or the plasmatic coagulation factors. We used
the ROTEM system with the tests INTEM (additional aktivation of the intrinsic
pathway), EXTEM (additional aktivation of the extrinsic pathway) and NATEM
(without additional aktivation). The results were compared with those, additionally
determined by other methods: the platelet count, haemoglobin concentration (Hb),
haematocrit (Hct), prothrombin time (PT), aktivated partial thromboplastin time
(@PTT), fibrinogen concentration, PFA-100® (Platelet Funktion Analyzer 100®, a
modified in-vitro bleedung test), VCP (*Virtual Capillary Prototype”, another modified
in-vitro bleeding test), aggregometry and coagulometry.

One of the examined variables was the time interval between blood draw and the
beginning of the measurement. The results, acquired 1, 3, 5 and 7 min. after blood
draw, were significantly different predominantly with native blood, as well as with
citrated blood, however to a smaller extent. All in all, there was no specific trend in
the results except for the clotting time (CT) by INTEM and EXTEM.

The results with native blood were significantly different from those, obtained with
citrated blood. But the results obtained by INTEM and EXTEM correlated well with
each other. The precision was significantly higher when citrated blood was used.

A further investigation was conducted, using citrated blood from 10 healthy blood
donors and 10 patients with thrombocytopenia (platelet count<50000/ul). The tests
were started shortly after blood draw, i.e. within 10 min., or about 30-40 min. after
blood draw. There were no significant differences between the results of both groups.
A better standardisation of the procedure was achieved by alteration of the mixing
method during pipetting.

In another experiment we examined the influence of haemodilution. Anticoagulated
blood samples from 3 groups, each consisting of 10 donors, were diluted by 20%
with either autologous platelet poor plasma (PPP), 0,9% saline (NaCl) or
hydroxyethyl starch 6% (HES), and were investigated in parallel with undiluted
controls. Dilution with PPP and saline predominantly changed the ROTEM
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parameters in a characteristic way for enhanced coagulability. The changes of the
ROTEM parameter with HES indicated mainly a reduced coagulability. The
examination with a ball and a hook coagulometer revealed an obvious, while not in
every case significant prolongation of the coagulation time for all 3 diluents. Dilution
always significantly (often abnormally) prolonged closure time in PFA-100® and
VCP. The most pronounced changes were seen, when HES was used as diluent. We
conclude, that the results show an impaired coagulation when blood is diluted. The
hypercoagulability by haemodilution (mainly with PPP), described by many authors
and also suggested by our ROTEM results, is presumably a measurement artefact.
The measurement of samples from 4 donors before and after an ingestion of 100 mg
acetylsalicylic acid (ASS) for three days, and the measurement of samples from 6
patients with VWS showed, that these haemostatic disorders can not be revealed by
ROTEM. On the contrary, they could easily be detected by PFA-100®, VCP and
aggregometry.

By testing the samples of 10 patients with a platelet count below 50000ul with INTEM
and EXTEM we saw, that in most cases the clot formation time (CFT) was
pathologically prolonged and the maximum clot firmness (MCF) was accordingly
diminished.

Thrombocytopenia was only reliably detected with platelet counts below 30000/pul,
which is too low a transfusion trigger for perioperative and posttraumatic situations.
Even at platelet counts below 20000/pl a normal CT simulated a normal platelet
function.

We conducted another experiment with 22 patients, anticoagulated with heparin. The
CT with INTEM was a sensitive parameter to a certain extent. The sensitivity for
subtherapeutical heparinisation (aPTT between 41 and 60 seconds) and
therapeutical heparinisation (aPTT > 60 seconds) was 50% and 86%, respectively.
But there was no adequate correlation between aPTT and CT/INTEM. Thus, ROTEM
is not suitable for the monitoring of heparin therapy.

The results from a first study with samples from 12 patients taking phenprocoumon
(INR 2,0-7,3) were disappointing. In most of the cases, the parameters of ROTEM
with INTEM, EXTEM and NATEM were still in the normal range. A second study with
an alternative EXTEM reagent with samples from another 38 patients, who were
given phenprocoumon (INR 1,9-8,7), revealed a sensitivity of 86% for the CT. But
there were also several patients with an INR >2,5, where the test results were in the

112



normal range. Thus, ROTEM is not a valid method for the monitoring of patients who
are taking phenprocoumon.

We also examined 8 patients with an impaired liver function and 22 patients from
intensive care units with EXTEG S and Diaplastin (two different reagents, aktivating
the extrinsic pathway). The results of some of the patients were clearly pathological.
The cause was in most cases a complex alteration in haemostasis, due not only to
diminished concentrations and activity of coagulation factors, but also to changes in
haematocrit, platelet count and heparin therapy. The ROTEM test parameters were
in some cases normal, although one or more blood parameters were pathological. In
contrast, there were also cases, where the ROTEM parameters showed a
considerable impairment of haemostasis, which could not be explained. In
conclusion, clinical trials need to be conducted to find out whether the latter are due
to a methodical error or arise from a disorder of haemostasis, which could have been
revealed only by extensive testing (e.g. Interaction of the thormobocytes with fibrin).
Considerable progress has been achieved in the standardization of ROTEM by
altering the technique, method and reagents. It fulfils many of the criteria for a point-
of-care test: no special sample preparation (use of both native and citrated blood),
small sample volume (<1ml), ready for use reagents, easy handling through the
electronic pipette, acquiring of important results within 5-10 minutes, quality control
with ROTROL. ROTEM cannot replace the laboratory tests. It can only be a
complement to them because it can not reveal the most common haemostasis
disorders with an adequate degree of certainty. However, ROTEM is a good and
sensitive method for the examination of bleeding disorders, developing perioperativly
or posttraumatically, like severe blood dilution or hyperfibrinolysis. By means of
ROTEM, quick and important decisions could be made concerning the therapy in
these cases. Standards for working with ROTEM have to be established and
followed, since there are many variables, influencing the method, which can lead to

incorrect results.
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7. Anhang

7.1. Aufklarungsbogen flr Patienten

Studie: Eignung von speziellen Testverfahren zur Do kumentation des
Transfusionseffekts von Thrombozyten

Aufklarungsbogen

Sehr geehrter Patient,

Im Rahmen Ilhrer Erkrankung bzw. als Folge der Therapie ist die Blutplattchenzahl
vermindert.

Blutplattchen (Thrombozyten) sind kleine im Blut schwimmende Zellen, die bei Verletzungen
der Blutgefasse mit den Wundrandern und anderen Blutplattchen verkleben. Es entsteht ein
Blutplattchenpfropf, der die Verletzung verschlie3t und damit einen weiteren Blutaustritt
verhindert.

Zu wenige oder funktionsuntichtige Blutplattchen sind ggf. nicht in der Lage, in
angemessener Zeit einen Plattchenpfropf zu bilden. Daraus resultiert eine gewisse
Bereitschaft auch ohne Verletzungen zu bluten.

Um dieses zu verhindern werden Ihnen bei Unterschreiten einer gewissen
Thrombozytenzahl, Plattchen von ausgewahlten Spendern transfundiert. Die transfundierten
Zellen werden von unserer Abteilung in speziellen Verfahren gewonnen und so aufbereitet,
dass sie lhnen transfundiert werden kdnnen.

Wahrend im Rahmen der Therapiekontrolle die Anzahl der Plattchen leicht feststellbar ist,
gestaltet sich die Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit, die eine wesentliche Aussage tiber
die Blutungsbereitschaft und der daraus resultierenden Transfusionsbedirftigkeit zuldsst,
bisher als &uRRerst schwierig.

Wir haben eine Untersuchungsmethode entwickelt und erprobt, von der wir annehmen, dass
sie dieses Problem auf recht einfache Weise I6st. Wir méchten nun Gberpriifen, ob sich mit
Hilfe dieser Untersuchungsmethode Blutungsbereitschaft und Transfusionsbedurftigkeit
besser einschétzen lassen.

Dazu wirde Ihnen einmalig, jeweils vor und (ggf.) nach einer Transfusion je 10 ml Blut,
verteilt auf 3 kleine Ro&hrchen, im Rahmen der morgendlichen Routineblutentnahme
abgenommen werden.

Diese Studie hat keinen Einfluss auf die fir Sie festgelegte Therapie. Die von Ihnen
erhobenen Daten werden unter Berticksichtigung des Datenschutzes gespeichert und ggf. im
Zusammenhang mit dieser Studie anonymisiert veroffentlicht.

Wir mochten ausdricklich darauf hinweisen, dass Sie eine bereits erteilte
Einverstandniserklarung jederzeit zurtickziehen kdnnen, ohne dass fir Sie daraus Nachteile
entstehen.

Ich habe den obigen Text gelesen und mir sind verbleibende Fragen beantwortet worden. Ich
erklare mich damit einverstanden an der oben beschriebenen Studie teilzunehmen.

Marburg, den Unterschrift des Patienten
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7.2. Tabellarischer Anhang

Tabelle a) Korrelationskoefizient ® beim Vergleich von Messungen mit Spendern <10
und >30 Min. nach BE

Test CT[s] CFT[s] MCF[mm] Alp[q
INTEM 0,67 0,57 0,90 0,66
EXTEM 0,74 0,84 0,91 0,81

Tabelle b) Korrelationskoefizient ®  beim  Vergleich von  Messungen  mit

Thrombozytopenischen Patienten <10 und >30 Min. nach BE, n=10

Test CTJs] CFT[s] MCF[mm] Alp[]
INTEM 0,98 0,90 0,98 0,96
EXTEM 0,99 0,96 0,99 0,97

Tabelle c) Korrelationskoefizienten beim Vergleich von Nativblut und Citratblut, INTEM

INTEM
Parameter 1 Min. 3 Min. 5 Min. 7 Min.
CT 0,51 0,66 0,62 0,18
CFT 0,80 0,83 0,87 0,89
CT+CFT 0,70 0,80 0,68 0,50
MCF 0,95 0,92 0,95 0,93
Alp 0,77 0,60 0,69 0,81
Al10 0,95 0,94 0,96 0,95
A20 0,94 0,86 0,95 0,94

Tabelle d) Korrelationskoefizienten beim Vergleich von Nativblut und Citratblut, EXTEM

EXTEM
Parameter 1 Min. 3 Min. 5 Min. 7 Min.
CT 0,28 0,35 0,71 0,27
CFT 0,86 0,91 0,79 0,86
CT+CFT 0,82 0,81 0,75 0,84
MCF 0,91 0,91 0,90 0,90
Alp 0,79 0,90 0,74 0,82
Al10 0,95 0,91 0,92 0,95
A20 0,91 0,90 0,91 0,90

125



Tabelle e) Korrelationskoefizienten beim Vergleich von Nativblut und Citratblut, NATEM

NATEM

Parameter 1 Min. 3 Min. 5 Min. 7 Min.

CT -0,10 0,01 0,06 0,16
CFT 0,25 0,16 -0,18 0,33
CT+CFT 0,25 0,17 0,05 0,50
MCF 0,58 0,55 0,53 0,72
Alp 0,20 0,31 -0,10 0,74
Al10 0,16 0,17 -0,30 0,51
A20 0,32 0,42 0,17 0,30

Tabelle f) Referenzwerte bei INTEM, Testdurchfihrung mittels Mischverfahren 1,

Spender, n=30 — Statistik

Statistische GroRRen CTl[s] CFT[s] MCF[mm] MCE[mm] Alp[q
Mittelwert 152 82 59 148 74
Median 152 79 59 145 75
Standardabweichung 15 18 4 24 3
Minimum 124 55 52 107 66
Maximum 177 138 68 205 79
Spannweite 54 83 16 98 13
Oberer Grenzwert 182 117 67 195 80
Unterer Grenzwert 122 47 51 100 68

Tabelle g) Referenzwerte bei
Spender, n=30 - Statistik

INTEM, Testdurchfuhrung mittels Mischverfahren 2,

Statistische GréRen CTJs] CFTJs] MCF[mm] MCE[mm] Alp[q
Mittelwert 147 62 60 153 78
Median 149 61 60 152 79
Standardabweichung 13 14 5 29 2
Minimum 106 41 49 98 74
Maximum 169 93 67 202 82
Spannweite 63 52 18 105 8
Oberer Grenzwert 172 91 69 210 83
Unterer Grenzwert 122 34 50 96 73
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Tabelle h) Referenzwerte bei EXTEM, Testdurchfihrung mittels Mischverfahren 1,
Spender, n=30 - Statistik

Statistische Grofzen CTIs] CFT[s] MCF[mm] MCE[mm] Alp[]
Mittelwert 39 120 55 124 67
Median 39 120 54 119 67
Standardabweichung 6 28 5 25 5
Minimum 28 74 47 91 59
Maximum 53 172 64 178 76
Spannweite 25 98 17 87 17
Oberer Grenzwert 51 174 64 172 77
Unterer Grenzwert 27 65 45 75 58

Tabelle i) Referenzwerte bei EXTEM, Testdurchfihrung mittels Mischverfahren 2,
Spender, n=30 - Statistik

Statistische GréRen CTJs] CFTJs] MCF[mm] MCE[mm] Alp[q
Mittelwert 33 113 51 109 69
Median 31 113 52 108 69
Standardabweichung 5 34 6 27 6
Minimum 25 57 40 70 57
Maximum 47 190 62 160 81
Spannweite 22 134 22 90 24
Oberer Grenzwert 43 180 64 162 82
Unterer Grenzwert 23 46 39 57 57

Tabelle j) Referenzwerte bei NATEM, Testdurchfihrung mittels Mischverfahren 1,
Spender, n=30 - Statistik

Statistische Grofzen CTIs] CFT[s] MCF[mm] MCE[mm] Alp[]
Mittelwert 801 296 53 116 47
Median 774 281 54 117 46
Standardabweichung 188 90 4 20 7
Minimum 529 112 44 79 37
Maximum 1311 498 62 162 68
Spannweite 782 386 18 83 32
Oberer Grenzwert 1169 473 62 156 61
Unterer Grenzwert 433 120 45 76 33
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Tabelle k) Referenzwerte bei NATEM, Testdurchfihrung mittels Mischverfahren 2,
Spender, n=30 - Statistik

Statistische GroRen CTJs] CFTJs] MCF[mm] MCE[mm] Alp[q
Mittelwert 782 337 51 104 43
Median 766 309 51 104 43
Standardabweichung 138 103 4 18 6
Minimum 501 211 42 72 30
Maximum 1070 605 59 142 54
Spannweite 570 394 17 70 25
Oberer Grenzwert 1053 539 59 140 55
Unterer Grenzwert 511 135 42 68 31

Tabelle I) Korrelationskoefizient r zwischen Mischverfahrenl und Mischverfahren2
Test CT CFT MCF MCE Alp
INTEM 0,77 0,83 0,91 0,91 0,70
EXTEM 0,44 0,93 0,81 0,86 0,90
NATEM 0,35 0,32 0,70 0,70 0,54
Tabelle m) Referenzwerte bei EXTEM S, Testdurchfihrung mittels Mischverfahren 2,

Spender, n=30 - Statistik

Statistische GroRen CTJs] CFTJs] MCF[mm] MCE[mm] Alp[q
Mittelwert 28 107 72 38 48
Median 27 90 73 39 49
Standardabweichung 3 44 8 6 7
Minimum 23 63 55 25 33
Maximum 35 228 81 47 57
Spannweite 12 165 26 22 24
Oberer Grenzwert 34 196 87 51 61
Unterer Grenzwert 21 19 56 26 35
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Tabelle n)

Referenzwerte bei Diaplastin, Testdurchfiihrung mittels Mischverfahren 2,
Spender, n=30 - Statistik

Statistische GroRen CTJs] CFTJs] MCF[mm] MCE[mm] Alp[q
Mittelwert 52 80 76 44 55
Median 53 72 77 46 57
Standardabweichung 5 5 27 5 6
Minimum 44 50 61 31 43
Maximum 62 155 82 53 62
Spannweite 22 19 105 21 22
Oberer Grenzwert 43 62 135 86 56
Unterer Grenzwert 23 42 26 66 32

129



Tab. 0) Mittelwerte und Standardabweichung der Parameter bei ROTEM, KC4, SGC, PFA und VCP vor und nach Hamodilution
PAP NaCl HAES
Methode Parameter
vor nach vor nach vor nach
CT [s] 762+104 652+142 ** | 779+141 7034138 * 688+174 587481
NATEM CFT [s] 3004113 244492 * 3244138 2924113 3114117 389+174
(n=10) MCF [mm] 50+7 5247 ** 4916 4818 5115 3628 *+*
a-Winkel [q 45+11 51+10 * 50+17 46+13 4649 42412
CT [s] 153437 157419 171421 168+21 165420 182420 ** *
INTEM CFT [s] 102426 84+26 102430 101+28 104437 214478 ***
(n=10) MCF [mm] 5515 5615 5546 5215 5515 4327
a-Winkel [q 71+4 7445 7145 68+13 71+6 56+10 ***
KC4 (n=10) | Gerinnungszeit [s] 99+16 108+17 97+16 12 1424 *+* 96+16 99422
SGC (n=15) | Gerinnungszeit [s] 238436 257435 238436 279435 **x 238436 253435
PEA-EPI VZ [9] 133+31 179443 ** 130+23 184+40 ** 121421 203 £33 ***
(n=10) BV [u] 354443 AT TH50%+* 359437 533484 *** 356+42 451436 ***
VEP (1=5) VZ [9] 118+13 159427 * 126+28 180+38 * 128+15 223+28 *
n=
BV [ul] 250433 347442 * 265462 401473 * 275442 455+56 *

p *<0,05; **<0,01; ***<0,001 beim Vergleich der Werte vor und nach Hamodilution
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