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1 Einleitung

1.1 Antikoagulanzien

1.1.1 Vitamin-K-Antagonisten

Die orale Antikoagulation spielt in der Pravention thromboembolischer Ereignisse eine
entscheidende Rolle. Diese treten aufgrund der demographischen Entwicklung in der
Gesamtbevdlkerung vermehrt auf [1]. So nahm im Jahr 2020 die Gesamtverordnung
der oralen Antikoagulanzien in Deutschland erneut zu. Mit insgesamt 1.022 Millionen
Verordnungen an definierten Tagesdosen ist dies ein Anstieg um das 2,5fache seit
2010 [2]. Ihr Einsatzgebiet reicht von der Akuttherapie tUber die Prophylaxe bis zur
Sekundarpravention thrombembolischer Ereignisse [3,4]. Das Vorhofflimmern stellt in
Deutschland die weitverbreitetste Indikation fur eine orale Antikoagulation dar [2]. Da
das Risiko bei Patienten mit Vorhofflimmern einen ischamischen Schlaganfall zu
erleiden 4- bis 5-fach hoher liegt, als bei Patienten welche sich im Sinusrhythmus
befinden, missen gerade diese durch eine Antikoagulation vor thrombembolischen
Ereignissen geschitzt werden [5]. Vitamin-K-Antagonisten (VKA), wie beispielsweise
Warfarin und Phenprocoumon, stellten hierfur jahrzehntelang die Standardtherapie dar
[6]. Trotz ihrer guten Effektivitat in der Reduktion des Schlaganfallrisikos bringen VKA
einige Nachteile mit sich [7]. Eine relativ enge therapeutische Breite und die
individuelle Variabilitat der therapeutisch erforderlichen Dosierung erfordern héaufig
Dosisanpassungen und ein engmaschiges Monitoring. Da beim Einsatz von VKA die
Synthese der Vitamin-K-abhangigen Gerinnungsfaktoren Il, VII, IX und X gehemmt
wird, erfolgt die Uberpriifung der Therapiequalitat durch regelmafRige Bestimmung der
International Normalized Ratio (INR). Da nur die Synthese neuer Faktoren gehemmt
wird, vorhandene aber nicht inaktiviert werden, gibt es einen zeitlichen Verzug bis die
antikoagulatorische Wirkung eintritt. Eine vollstandige Gerinnungshemmung ist erst
nach drei bis sechs Tagen erreicht, da die Vitamin-K-abhangigen Faktoren eine
Halbwertszeit von ca. 72 Stunden aufweisen [8,9]. Der Beginn einer Therapie mit VKA
erfordert daher eine uberbriickende, zusatzliche Form der Antikoagulation, welche
haufig mit Heparin (niedermolekular oder unfraktioniert) erfolgt [8]. Dieses sogenannte
Bridging ist zudem notig, da auch die antikoagulatorisch wirksamen Proteine C und S
durch VKA gehemmt werden und somit ein erhdhtes Thromboserisiko zu
Therapiebeginn besteht [9]. Die Herausforderung einer optimalen Therapieeinstellung

wird durch zahlreiche Interaktionen mit anderen Medikamenten und Lebensmitteln
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erganzt. Zudem konnen eine eingeschrankte Leber- oder Nierenfunktion
Veranderungen im INR-Zielbereich zur Folge haben. Diese vielfaltigen Faktoren
erschweren das Erstellen einheitlicher Dosierungsschemata und bewirken héaufig eine
eingeschrankte Therapieadharenz [10].

Wahrend im angelsachsischen Raum vor allem Warfarin Anwendung findet, wird in
Deutschland hauptséachlich Phenprocoumon eingesetzt. Zu beachten ist hierbei die
unterschiedliche Halbwertszeit der beiden Substanzen. Diese betragt bei Warfarin
circa 40 Stunden und bei Phenprocoumon circa 6,5 Tage [8]. Aufgrund dieser langen
Halbwertszeiten kann bei Blutungen somit nicht gewartet werden, bis der
antikoagulatorische Effekt nachgelassen hat. Die Synthese der Vitamin-K-abhangigen
Gerinnungsfaktoren kann durch Gabe von Vitamin-K beschleunigt werden. Dennoch
dauert es ca. ein bis zwei Tage bis eine, zumindest teilweise Normalisierung der INR
eingetreten ist. Daher werden in Akutsituationen Prothrombinkomplex-Konzentrate
(PPSB) verabreicht, die eine sofortige Normalisierung der INR bewirken [8].

Eine gefurchtete Komplikation der VKA-Therapie, wie bei den meisten
antikoagulatorischen Medikamenten, ist eine Blutung [11]. Die Rate an starken
Blutungen bei Patienten unter Langzeittherapie mit VKA variiertin den Daten zwischen
15% und 5,2% pro Jahr. Mit einer Haufigkeit von circa 8,7% aller
Blutungskomplikationen, stellt die intrakranielle Blutung die gefurchtetste Komplikation
dar und endet sie mit einer Mortalitatsrate von 46% bis 55% hé&ufig todlich [12]. Die
aufgefihrten Limitationen der VKA-Therapie verdeutlichen den Bedarf und die

Nachfrage an effektiveren, sichereren und patientenfreundlicheren Antikoagulanzien.

1.1.2 Direkte orale Antikoagulanzien

Vor inzwischen mehr als zehn Jahren wurde die neue Substanzgruppe der direkten,
nicht-Vitamin-K-abhangigen, oralen Antikoagulanzien — kurz DOAK genannt —
eingefiihrt. Die DOAK werden alternativ stellenweise auch als Nicht-Vitamin-K-
abhangige Antikoagulanzien (NOAK) bezeichnet. Zu ihnen z&hlen der 2008 in Europa
zugelassene direkte Thrombin-Inhibitor Dabigatran und die direkten Faktor-Xa-
Inhibitoren Rivaroxaban (2008), Apixaban (2011) und Edoxaban (2015) [2]. Die
Wirksamkeit und Sicherheit unter DOAK-Therapie im Vergleich zu VKA bei Patienten
mit nicht-valvularem Vorhofflimmern wurde in randomisierten, kontrollierten Phase-lIlI-
Studien untersucht. Die Nicht-Unterlegenheit von DOAK im Vergleich zu Warfarin

konnte in allen Studien bewiesen werden, indem Schlaganfélle und systemische
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Embolien unter DOAK-Therapie nicht haufiger als unter Warfarin festzustellen waren
[13-16]. Unter Dabigatran mit zweimal 150 mg/Tag oder Apixaban zweimal 5 mg/Tag
traten sogar signifikant weniger ischamische Schlaganfalle auf. Ahnlich haufig waren
Nebenwirkungen, wie schwere Blutungen unter DOAK-Therapie im Vergleich zu
Warfarin. Es zeigten sich zwar vermehrt gastrointestinale Blutungen unter Dabigatran
(2x 150 mg/Tag), Rivaroxaban und Edoxaban (1x 60 mg/d) im Vergleich zu Warfarin,
allerdings waren intrazerebrale und lebensbedrohliche Blutungen unter allen DOAK
seltener [13-18]. Dieses gunstigere Wirkungs-Risikoprofil der DOAK im Vergleich zu
VKA konnte durch weitere Metaanalysen bestatigt werden [12,19]. Daher weitete sich
der Einsatz der neuen oralen Antikoagulanzien in den letzten Jahren stetig aus.

Die initiale Indikation fur Dabigatran, Rivaroxaban und Apixaban bestand in der
Thromboseprophylaxe bei Patienten nach periprothetischen Eingriffen [20—22]. Hinzu
kamen die Einsatzgebiete in der Pravention von Thrombembolien bei nicht-valvularem
Vorhofflimmern, wofir Edoxaban 2015 ebenfalls zugelassen wurde [23]. Zusatzlich
sind die DOAK ,auch zur Therapie und Sekundarprophylaxe von tiefen
Venenthrombosen und Lungenembolien zugelassen. Rivaroxaban ist auf3erdem zur
Sekundarprophylaxe nach einem akuten Koronarsyndrom oder ,zur Prophylaxe
atherothrombotischer Ereignisse bei Patienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung
oder symptomatischer peripherer arterieller Verschlusserkrankung® zugelassen
[2,21,24]. Im Vergleich zum Vorjahr stiegen 2020 die Verordnungen des Thrombin-
und der FaktorXa-Inhibitoren um 14% und somit betragt der Anteil der DOAK an den
Verordnungen aller oraler Antikoagulanzien in Deutschland inzwischen 79% und ist
3,8fach so hoch wie der Anteil der VKA [2].

Aufgrund der nun seit einigen Jahren bestehenden klinischen Erfahrung und
Bestatigung der Wirksamkeit bei gleichzeitiger Reduktion des Blutungsrisikos wird in
der Leitlinie der European Society of Cardiology (ESC) inzwischen die
antikoagulatorische Therapie bei nicht-valvularem Vorhoffimmern ab einem
CHA2DS2-VASc > 2 bei Mannern, beziehungsweise > 3 bei Frauen, mit einem ,DOAK
gegenuber VKA bevorzugt empfohlen® [25].

Einen grol3en patientenspezifischen Vorteil bringen die DOAK, indem laut Zulassung
und internationaler Leitlinien, der Therapieeffekt keine regelmafligen
Laboruntersuchungen erfordert [26,27]. Durch den direkten Wirkmechanismus, der an
nur einer spezifischen Stelle der Gerinnungskaskade ansetzt und den geringeren

Wechselwirkungen, sind festgelegte Standarddosierungen ohne regelmalige
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Kontrollen und Anpassungen moglich. Doch fir eine suffiziente antikoagulatorische
Therapie sind die unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften der
einzelnen DOAK dennoch zu beachten. Ein weiterer wesentlicher Vorteil gegentber
den VKA sind die deutlich kiirzeren Halbwertszeiten, welche bei Dabigatran 12-14
Stunden, bei Rivaroxaban 7-11 Stunden, und bei Apixaban und Edoxaban circa 12
Stunden betragen. Auch ein schneller Wirkungseintritt nach durchschnittlich zwei
Stunden erleichtert einen Therapiebeginn [20-23]. Wohingegen bei Phenprocoumon
bis zum maximalen Wirkungseintritt nach zwei bis drei Tagen meist mit einem Heparin
Uberbruckt werden muss [8]. DOAK weisen zwar kaum lebensmittelspezifische
Interaktionen auf, dennoch werden einige Wechselwirkungen mit Medikamenten
aufgrund von glykoprotein- oder cytochromabhéangigen Wechselwirkungen
beschrieben. So kdnnen beispielsweise Protonenpumpeninhibitoren bei gleichzeitiger
Einnahme die Absorption von Dabigatran um bis zu 30% reduzieren [28]. Aufgrund der
vor allem renalen Elimination kann insbesondere bei Dabigatran durch eine
Niereninsuffizienz die Plasmakonzentration deutlich ansteigen. Es besteht eine
Kontraindikation bei Dabigatran ab einer Kreatinin-Clearance < 30 ml/min. Lediglich
Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban sind bei einer Niereninsuffizienz Grad 4 noch
zugelassen [25]. Um durch einen Plasmaspiegelanstieg ein erhdhtes Blutungsrisiko zu
vermeiden muss daher bei Niereninsuffizienz, aber auch bei erhohtem Alter
(> 80. Lebensjahr) oder bestimmten korperlichen Konstitutionen (< 60 kg
Kdrpergewicht) eine Dosisanpassung erfolgen [19,27]. Laborchemische Kontrollen der
DOAK-Plasmaspiegel sind nicht nétig, aber unter bestimmten Umstéanden und in
speziellen Situationen sinnvoll [29]. Fur die Interpretation der Plasmakonzentration
sind hierbei der Zeitpunkt der Medikamenteneinnahme und die damit verbundenen

Spitzen- und Talspiegel zu bertcksichtigen.

Seit 2016 ist mit Idarucizumab ein spezifisches Antidot fir den Thrombin-Inhibitor
Dabigatran auf dem européaischen Markt. Idarucizumab ist sowohl vor notfallmafig
erforderlichen Eingriffen oder Interventionen und bei lebensbedrohlichen Blutungen
zugelassen. Im Rahmen von Notfallsituation werden durch die Gabe dieses
monoklonalen Antikérpers Dabigatranmolekile mit sofortiger Wirkung irreversibel
gebunden [30,31].

Mit Andexanet alfa steht seit 2019 nun auch fur die beiden Faktor-Xa-Inhibitoren

Rivaroxaban und Apixaban ein Antidot zur Verfigung. Durch spezifische kompetitive
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Bindung an die beiden direkten FXa-Inhibitoren ist deren antikoagulatorische Wirkung
nicht mehr vorhanden [32,33]. Die Zulassung beschrénkt sich auf die Anwendung bei
volljahrigen Patienten, die mit Rivaroxaban oder Apixaban behandelt werden und unter
einer lebensbedrohlichen oder nicht kontrollierbaren Blutung leiden. Allerdings erfolgte
bisher noch keine Zulassung fur den Wirkstoff Edoxaban sowie den Einsatz vor einer
geplanten oder auch ungeplanten Operation [34].

Mit Ciraparantag wird ein weiteres Antidot mit universeller Wirkung gegen direkte
FXa-Inhibitoren, direkte Thrombin-Inhibitoren, unfraktioniertes Heparin sowie
niedermolekulares Heparin in einer Phase 1-Studie untersucht. So konnte der
gerinnungshemmende Effekt von Edoxaban bereits mit einer einzelnen Dosis
Ciraparantag antagonisiert werden [35-37]. In Notfallsituationen koénnte dieser
Wirkstoff somit eine potente Therapie darstellen.

Zum aktuellen Stand werden daher vor allem mithilfe von Idarucizumab und
Andexanet alffa das Notfallmanagement in Blutungssituationen erleichtert.
Entsprechend der internationalen Gesellschaft fur Thrombose und Hamostase (ISTH)
wird die Verabreichung entsprechender Antidote bei starken Blutungen unter DOAK
erst ab einer Plasmaspiegelkonzentration von tber 50 ng/ml empfohlen [38]. Doch
ohne das Wissen uber das eingenommene DOAK und dessen Plasmakonzentration,
kann es durch Verabreichung eines Antidots in einer Unter- oder Uberdosis zu
gegenteiligen Effekten fihren [39]. Einen grof3zligigen Einsatz der Antidote verhindert
zudem der deutliche Kostenfaktor und dass nicht jedes Klinikum diese bereithalten
kann [38].

Mit zunehmender Anzahl an Patienten unter DOAK Therapie fordern Kliniker vermehrt
eine Mdglichkeit der Detektion sowie eine Form des Monitorings [40]. Insbesondere in
Notfallsituationen oder vor dringlichen Interventionen ist eine Aussage uber den

vorliegenden gerinnungshemmenden Effekt von Wichtigkeit [41].

1.2 Methoden der Gerinnungsdiagnostik

Die Hamostase stellt einen komplexen Vorgang im menschlichen Kdrper dar. Da zur
Blutstillung vaskulare, zellulare und plasmatische Mechanismen zahlen, lasst sich die
Gerinnungssituation nicht mit einem einzelnen Messverfahren oder Messinstrument

bestimmen [42].
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Die vier Phasen der Blutgerinnung teilen sich folgendermallen auf: Primére
Hamostase, Thrombingenerierung, Gerinnselbildung mit Clotstabilisierung und
Fibrinolyse [43].

Einen Teil der Routinediagnostik bei Patienten stellt die Durchfiihrung von
Gerinnungstests dar. Auf Basis dieser Werte werden haufig entweder weitere
Untersuchungen oder therapeutische MalRnahmen veranlasst. Eine Reihe
unterschiedlicher Tests steht hier fur die Diagnostik zur Verfigung. So entscheidet die
Thrombozytenzahl als numerischer Richtwert beispielsweise Uber die
Durchfihrbarkeit bestimmter Punktionen oder operative Manipulationen, detektiert
jedoch nicht den funktionellen Zustand der Thrombozyten. Zur Darstellung der
plasmatischen Gerinnung dienen die Prothrombinzeit (Quick-Wert/INR) und die
aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) welche die Aktivitat verschiedener
Gerinnungsfaktoren gleichzeitig erfassen [44]. Hierbei wird die extrinsische
Gerinnungskaskade durch die INR beziehungsweise den, in Deutschland tblichen,
Quick-Wert reprasentiert, wahrend die intrinsische Kaskade durch die aPTT abgebildet
wird. Die Thrombinzeit (TZ) stellt die gemeinsame Endstrecke dar. Erganzt wird die

Diagnostik haufig durch die Bestimmung von Fibrinogen.

Die klassischen Gerinnungsvariablen wie Quick und aPTT sind in erster Linie auf die
moglichst  sensitive  Erfassung gerinnungshemmender Medikamente  wie
unfraktioniertem Heparin und Vitamin-K-Antagonisten abgestimmt [45,46]. Eine
vollstandige quantitative und qualitative Abbildung des Gerinnungsprozesses -
insbesondere in der akuten Blutungssituation - ist somit durch Standardlabortests nicht
maoglich und war fir diese Anwendung letztlich nicht vorgesehen [47]. Hinzu kommt
die lange Bearbeitungszeit aufgrund préanalytischer Arbeitsschritte, bis Ergebnisse
der plasmatischen Gerinnung vom Zentrallabor zur Verfigung stehen. Dies kann in

Studien mediane 53 oder sogar 78 Minuten in Anspruch nehmen [48,49].

Zahlreiche Studien untersuchten die Testempfindlichkeit der géngigen plasmatischen
Gerinnung auf die direkten oralen Antikoagulanzien. Doch abhangig vom
Plasmaspiegel, den Testreagenzien und den Messinstrumenten variiert die
Aussagekraft stark [40,41,50-53]. Die aPTT kann bei Dabigatran-Einnahme verlangert
sein, eine normwertige aPTT schliel3t jedoch eine relevante Plasmakonzentration nicht

aus. Lediglich die TZ ist schon bei geringen Plasmakonzentrationen von Dabigatran
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signifikant verlangert [50]. Mit bestimmten Reagenzien kann eine isoliert erhdhte INR
auf eine erhdhte Plasmakonzentration von Rivaroxaban hinweisen. Letztlich lassen
sich Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban, neben der Massenspektrometrie, nur mit
spezifisch kalibrierten Anti-Xa-Tests bestimmen [54]. Fir eine verlassliche
Plasmakonzentrationsbestimmung von Dabigatran stehen die Kkalibrierte Ecarin-
Gerinnungszeit (ECT), die verdinnte Thrombinzeit (dTT) sowie spezifische
chromogene Anti-lla-Tests zur Verfugung [55,56].

Trotz des niedrigeren Risikos einer Blutung unter DOAK-Therapie mit einer Inzidenz
von 2-3%, wird es mit Zunahme der Verordnungen vermehrt Patienten geben, die
spontane, traumatisch-bedingte oder perioperative Blutungen erleiden [19,57-59]. Bis
zur Zulassung des ersten Antidot standen den Klinikern in diesen Situationen, auf3er
den allgemeinen  Therapierichtlinien  fir  Massivblutungen,  vornehmlich
Expertenempfehlungen zur Verfligung [27,60]. Bei lebensbedrohlichen Blutungen in
Akutsituationen und ohne Kenntnis lUber das eingenommene DOAK kann die Gabe
von PPSB oder aktiviertem PPSB (aPPSB) eine Therapieoption darstellen [61,62]. Bei
einer nachgewiesenen Uberdosierung mit Dabigatran — ohne lebensbedrohliche
Blutung — kann man die Senkung der Plasmakonzentration durch Hamodialyse
erwdgen [63]. Diese Option steht bei den FXa-Inhibitoren aufgrund ihrer deutlich
hoheren Plasmaproteinbindung von 55-95% im Vergleich zu 35% jedoch nicht zur

Verfigung [27].

Trotz der vorteilhaften fehlenden Notwendigkeit einer laborchemischen
Therapiekontrolle stellte sich gleichzeitig auch der damit verbundene Nachteil dar. Da
mit Markteinfihrung der DOAK noch keine spezifischen Tests zur Messung der
Plasmakonzentration existierten, fehlte Klinikern in Blutungssituationen aber auch vor
elektiven Eingriffen ein wertvolles Werkzeug zur Einschatzung bzw. Initiierung einer
evidenzbasierten Therapie [41]. Zahlreiche Studien untersuchten die Mdglichkeit
DOAK mittels Standardlabortest zu detektieren [41,50,52,53,64,65]. Wie bereits im
Kapitel 1.2 beschrieben, ist die Aussagekraft gering und letztlich stellt die Messung der
Plasmakonzentrationen von Dabigatran, Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban
mithilfe spezifisch kalibrierter dTT, ECA, Anti-lla- beziehungsweise Anti-FXa-Assays,
neben dem Goldstandard der Massenspektrometrie, die bevorzugte Methode dar [66].
Allerdings stehen nicht jedem Labor in der klinischen Routine diese Moglichkeiten zur

Verfugung. AulRerdem stellt sich insbesondere in Notfallsituationen mit fehlender
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Madoglichkeit einer Medikamentenanamnese die generelle Frage: Liegt tberhaupt eine
Form der oralen Antikoagulation vor [41]? Da sich vor allem in der Traumatologie der
Einsatz der Viskoelastometrie als Point-of-Care-Testing (POCT) zur Friherkennung
und Uberwachung gerinnungstherapeutischer MaRnahmen etablierte [67], ist es nicht

verwunderlich, dass dessen Nutzen auch in der DOAK-Detektion untersucht wird.

1.3 Viskoelastometrie

Im klinischen Alltag stellen Blutungskomplikationen nach wie vor eine groR3e
Herausforderung dar. Zum einen durch das bereits oben aufgefihrte zunehmende
Angebot an antikoagulatorischen Wirkstoffen zum anderen durch die zunehmend
zuruckhaltende Transfusionsbereitschaft aufgrund nicht unwesentlicher
Nebenwirkungen[42]. Eine angeborene Gerinnungsstorung ist im Idealfall durch eine
entsprechende Gerinnungsanamnese zu eruieren und eine zielgerichtete Therapie mit
beispielsweise Faktorenkonzentraten mdglich [68,69]. Bei perioperativen oder
traumatisch bedingten Blutungen handelt es sich jedoch meist um ein zeitlich
dynamisches und multifaktorielles Geschehen [67]. Ziel ist es, die Storung der
Hamostase durch den Verbrauch und Verlust von Gerinnungsfaktoren sowie
eingenommener Medikamente auf die Gerinnung, durch die oben genannte
Gerinnungsanalytik abzubilden. Therapieentscheidungen missen haufig basierend
auf Daten der hamostaseologischen Globaltests getroffen werden. Testparameter,
deren Nutzen initial lediglich die Darstellung eingeleiteter Therapien waren, sind nicht
dafur ausgelegt, die relevanten und umfassenden Ergebnisse zu liefern, die haufig in
kritischen  Situationen zeitnah benétigt werden. Eine Abbildung des
Gerinnungszustandes findet hierbei nur unvollstandig und mit deutlicher Verzégerung
Statt.

Daher wurde schon frih nach diagnostischen Alternativen beziehungsweise
Ergdnzungen gesucht und so beschrieb bereits 1948 Hellmut Hartert in Heidelberg
erstmalig das Prinzip der Thrombelastographie [70]. Im Gegensatz zu den klassischen
Gerinnungsparametern, bietet diese durch eine Vollblut-Messung zusétzliche
Informationen Uber die Gerinnselbildung, -festigkeit und dessen Stabilitdt sowie
Lyseverhalten [42]. Aufgrund einer starken Empfindlichkeit gegeniber
Erschitterungen und der damals aufwandigen Handhabung des Hellige-
Thrombelastographen fand diese Methode trotz ihrer neuen analytischen

Informationen zunachst im klinischen Alltag kaum Anwendung [42]. Doch das Prinzip
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der Thrombelastographie wurde im amerikanischen Raum bis zum TEG®-System
(Haemonetics Corporation, Niles, IL, USA) weiter optimiert und in Deutschland in den
1990er Jahren mit einem ahnlichen Verfahren, der Rotationsthrombelastometrie
(ROTEM®, Tem International GmbH, Minchen, Deutschland), erweitert [71]. Generell
werden in der Viskoelastometrie Verdnderungen der Viskoelastizitat im Vollblut und
somit die Qualitat des Gerinnsels gemessen und graphisch gegen die Zeit
aufgetragen. In der klassischen Thrombelastographie und der
Rotationsthrombelastometrie wird Vollblut in eine kleine Kuvette (Cup) gegeben. Bei
der Thrombelastographie hangt ein Stempel frei in diesem Cup, welcher sich
alternierend 4,75° um die Langsachse bewegt. Sobald die Gerinnung einsetzt, bilden
sich Fibrinfaden zwischen diesem Stempel und der Cup-Wand und die Bewegung
zwischen Stempel und Cup wird entsprechend ihrer Festigkeit zunehmend gehemmt
und als Kurve in Abhangigkeit von der Zeit aufgezeichnet [42]. Im Gegensatz hierzu
wird bei der Rotationsthrombelastometrie der Stempel mit Hilfe einer Feder
alternierend bewegt und der Cup bleibt fixiert. Doch auch hier wird die
Bewegungshemmung durch sich bildende Fibrinfaden erfasst und graphisch als Kurve
gegen die Zeit dargestellt [42]. Die ursprunglich verwendeten Vollblut-Proben wurden
zur besseren Standardisierung durch die Verwendung von Citratblut ersetzt und durch
die Zugabe bestimmter Aktivatoren wurde die Messmethodik modifiziert [72]. Die
Rotationsthrombelastometrie ist inzwischen nahezu unempfindlich gegenuber
Erschitterungen, bedienerfreundlicher und insbesondere fir eine patientennahe
Anwendung im Sinne des ,Point-of-Care-Testing® geeignet [73]. Erste
Messergebnisse koénnen nach initialer Zugabe von Reagenzien, Aktivatoren und
Inhibitoren bereits nach flnf bis zehn Minuten vorliegen und eine erste Aussage Uber
die Gerinnselbildung und hieraus folgende Therapieentscheidungen getroffen werden
[73]. Das TEG®-System bietet dem Untersucher hierfur bis zu vier Testkanéle, welche
gleichzeitig Messungen durchfiihren kdnnen. Mit dem ROTEM® kdnnen ebenfalls vier
Analysen simultan ablaufen. Mit Hilfe spezifischer Testreagenzien kénnen zudem
einzelne Teile der Hamostase quantifiziert und interpretiert werden. Dieser zeitnahe
bettseitige Informationsgewinn stellt eine wertvolle Ergénzung zur laborchemischen
Gerinnungsanalytik dar [74]. Die Weiterentwicklung weg von der Pipettierarbeit hin zu
kartuschenbasierten, vollautomatischen Systemen ermdoglicht zudem die Anwendung
ohne aufwéndiges Training. Inzwischen werden viskoelastische Analysen aufgrund

ihrer schnellen Verfligbarkeit bevorzugt zur Diagnostik bei Blutungssituationen in der
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Notfallmedizin oder im operativen Setting herangezogen [47,67,74]. Doch in den
letzten zwei Jahrzehnten hat die Anwendung der Viskoelastometrie durch ihre
ganzheitliche Sicht auf den Gerinnungsprozess auch in weiteren klinischen Bereichen
zugenommen [75]. Dass durch Point-of-Care basierte Hamotherapie der Einsatz
allogener Transfusionsprodukte und somit Kosten reduziert werden kénnen stellt einen
zusatzlichen positiven Effekt dar [76].

Durch die inzwischen weit verbreitete Anwendung der POCT-basierten
Viskoelastometrie auf der einen Seite und den vermehrten Einsatz der DOAK auf der
anderen Seite, stellte sich schon bald die Frage, ob diese Tests einer Beeinflussung

unterliegen und eine Detektion moglich sei [77-81].

1.3.1 ClotPro®

In der vorliegenden Arbeit kam eine Weiterentwicklung der viskoelastometrischen
Gerinnungsanalytik zum Einsatz: Das ClotPro® Gerat der Firma enicor GmbH
(Munchen, Deutschland) welches durch das Unternehmen Haemonetics GmbH
(Minchen, Deutschland) vermarktet wird. Die darin angewandte Messtechnik ist
vergleichbar mit der des TEG®- und ROTEM®-Systems der ersten Generation. Beim
ClotPro® wird der Stempel (Pin) fixiert und auf die Klivette (Cup) eine Rotationskraft
ausgetbt. Diese Drehbewegung wird schlie3lich elektronisch gemessen und
Ubertragen. Die fur dieses Messprinzip initial aufwandige Pipettierarbeit konnte durch
die Firma Enicor mit der sogenannten ,Active Tip“-Technologie vereinfacht werden. In
den spzifischen Pipettenspitzen sind bereits die bendtigten Mengen des Reagenzes in
Trockenform enthalten. Durch das Aufnehmen der Blutmenge mit Hilfe einer
automatischen Pipette wird das Reagenz gel6st und letztlich die Probe in den Cup
abgegeben. Mit Aufsetzten des Pins wird die Messung gestartet [75]. Die Drehung der
Kuvette wird kapazitiv (im Vergleich zu bisher optisch) erkannt, an den Computer
ubermittelt und wie gewohnt sowohl numerisch als auch grafisch dargestellt. Mit seinen
sechs Testkanalen und einer Erweiterung der Testreagenzien in Bezug auf
Handhabung und Untersuchungsspektrum, bietet das ClotPro® eine weitere
Erganzung auf dem Markt des Point-of-Care-Testings [82]. Eine ausflhrlichere
Beschreibung der Durchfiihrung folgt im Kapitel 2.2.5.
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Stempel (Pin)

Abbildung 1 Messprinzip ClotPro®. Mit freundlicher Genehmigung von Enicor
GmbH, Minchen [82].

1.3.2 Grafische Darstellung

Mittels ClotPro® Software wird die gemessene zunehmende Clotfestigkeit grafisch
dargestellt. In Echtzeit wird die Amplitude in Millimetern gegen die Zeit in Minuten
aufgezeichnet. Abbildung 2 zeigt beispielhaft die Grafik einer Hyperfibrinolyse mit den

jeweiligen Parametern [82].
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Abbildung 2 grafische Darstellung der Viskoelastometrie.

Mit freundlicher Genehmigung von Enicor GmbH, Miinchen [82].
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1.3.3 Viskoelastometrische Parameter

Im Folgenden werden die einzelnen Variablen der Viskoelastometrie und ihre
Bedeutung in Bezug auf die Gerinnungskaskade erklart. Entsprechend der Kinetik der
Gerinnungsvorgange werden zunachst Werte der Gerinnungsaktivierung und Dynamik

dargestellt, gefolgt von Festigkeits- und Lyse-Parametern [82].

Die Clotting Time (CT) beschreibt die Gerinnungszeit in Sekunden (s) von der
Rekalzifizierung der Vollblutprobe bis sich ein Gerinnsel mit einer Amplitude von 2 mm
gebildet hat [82]. In der Gerinnungskaskade spiegelt dies die Thrombinbildung bis zur
beginnenden Fibrinbildung wider wund ist somit vergleichbar mit den
hamostaseologischen Globaltests. Abhangig vom verwendeten Testreagenz ahnelt
die CT der INR (im EX-test) bzw. der aPTT (im IN-test). Eine entsprechende
Verlangerung der CT ist analog zur Einnahme bestimmter Antikoagulanzien, wie

beispielsweise Heparin oder Vitamin-K-Antagonisten.

Die Clot Formation Time (CFT) steht fur die Zeit in Sekunden von Beginn der
Gerinnselbildung, also ab CT bis eine Gerinnselfestigkeit von 20 mm erreicht wird und

die Fibrinpolymerisation durch Thrombozyten und FXIII stattfindet.

Der Alpha-Winkel (a) entspricht der Kurvensteigung im Bereich der CFT als Tangente
durch den 2 mm Amplitudenpunkt. Er wird in Grad (°) angegeben und beschreibt

ebenfalls die Kinetik der Gerinnselbildung [82].

Die A5- und A10-Werte sind ein Mal} fur die Gerinnselfestigkeit in Millimetern 5 bzw.
10 Minuten nach der CT. Diese korrelieren exzellent mit der spater erreichten
Gesamtfestigkeit (Maximum Clot Firmness (MCF)) und erlauben somit eine friihzeitige

Abschatzung der Gerinnselbildung

Die MCF gibt die maximale Gerinnselfestigkeit an. Sie ist definiert als die maximale
Amplitude in Millimetern und ein Mal3 fir die Festigkeit des Clots. Die zunehmende

Verfestigung entsteht durch polymerisiertes Fibrin, Thrombozyten und den Faktor XIlI.

Die maximale Lyse (ML) gibt die Abnahme der Amplitude durch die

Gerinnselauflosung im Verhaltnis zur MCF in Prozent (%) an.
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Die Lysis onset Time (LOT) gibt die Zeit in Sekunden von der CT bis 15% der
maximalen Festigkeit (MCF) bereits lysiert sind.

Die Lysis Time (LT) gibt wiederum den Verlust der MCF von 50% ab der CT in

Sekunden an.

1.3.4 Reagenzien

Im Gegensatz zu bisherigen Messmethoden, muss das Reagenz nicht zur Probe
hinzugefligt werden, sondern befindet sich bereits als Trockensubstanz in der
zugehdrigen Pipettenspitze, die so genannte ,Active Tip“-Technologie. Wahrend des
Pipettierens der Blutprobe wird das Reagenz geldst und aktiviert [82].

ClotPro® bietet neun Tests. Die bekannten Assays: EX-test, IN-test, FIB-test, AP-test,
und Hi-test sowie neue Reagenzien fir ein Medikamenten-Screening: RVV-test, ECA-
test, TPA-test und NA-test [82].

Die unterschiedlichen Testansatze ermoglichen die Betrachtung und Beurteilung
einzelner Abschnitte sowie Bestandteile der Gerinnungskaskade ohne und unter
Beeinflussung durch Antikoagulanzien. In der vorliegenden Arbeit wurde mit funf der

neun angebotenen Tests gearbeitet und nachfolgend erklart:

Im EX-test wird die extrinsische Gerinnungskaskade und ihre Wechselwirkung mit
Thrombozyten im Citratblut beurteilt. Mittels CaCl2 wird die Probe im EX-test
rekalzifiziert und zur Gerinnungsaktivierung rekombinanter Gewebefaktor (tissue
factor) verwendet. Pathologische Werte im EX-test kbnnen ein Hinweis auf einen
Faktorenmangel der extrinsischen Gerinnung (Faktor VII) und der gemeinsamen
Endstrecke (Faktoren I, 1I, V, X, XIlI) sein [82].

Im IN-test werden die Faktoren der intrinsischen Kaskade (Faktor VIII, IX, XI, XII) sowie
die gemeinsame Endstrecke analysiert. Auch hier rekalzifiziert CaClz die Probe und
als Aktivator dient in diesem Ansatz Ellagsaure. Der IN-test ist somit sensitiv auf
Heparin und Faktor VIII. Pathologische Werte sind vor allem bei angeborenem oder
erworbenem Mangel an Gerinnungsfaktoren der intrinsischen Gerinnung und bei

Antikoagulation mit Heparin zu erwarten [82].
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Der ECA-test enthalt in seinem Reagenz den Thrombinaktivator Ecarin. Ecarin wird
aus dem Gift der Sandrasselotter (Echis carniatus) gewonnen und aktiviert
Prothrombin aus der Citratblut-Probe und ist somit sensitiv fir den direkten
Thrombininhibitor Dabigatran [82].

Der RVV-test dient dem Nachweis von Faktor-Xa-Inhibitoren im Citratblut. RVV steht
fur das Russells Viper Venom-Reagenz, das als Reagenz in der Probe den Faktor X
zu FXa aktiviert. FXa aktiviert wiederum die Gerinnung und somit die Gerinnselbildung
[82].

Mit dem TPA-test lassen sich Antifibrinolytika im Citratblut nachweisen. Durch den
potenten Plasmin-Aktivator, rekombinanter Gewebeplasminogenaktivator (r-tPA), wird

die Fibrinolyse im Reagenz ausgeldst [82].

Zusatzlich stehen noch diese vier weiteren Tests zur Verfiigung, welche jedoch nicht

Teil der vorliegenden Arbeit waren:

Der FIB-test dient der Untersuchung der Fibrinpolymerisation und der

Fibrinogenkonzentration.

Der HI-test entspricht einem IN-test mit Heparin-Neutralisierung durch Heparinase und
dient der Erfassung der intrinsichen Gerinnungskaskade bei mit Heparin behandelten
Patienten.

Mit Hilfe des AP-test kann unabh&angig von der Fibrinolyse die extrinsische Kaskade
beurteilt werden. Dies geschieht in vitro durch Hemmung der Fibrinolyse mittels

Aprotinin, einem Plasmin-Antagonisten.

Durch den NA-test lasst sich nicht aktivierte Gerinnung im Citratblut nachweisen [82].
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1.4 Zielsetzung

Durch den in den letzten Jahren vermehrten Einsatz von DOAK werden Optionen
gesucht, um mittels Viskoelastometrie direkte orale Antikoagulanzien zu detektieren.
Fur die Detektion und maogliche Differenzierung wurden modifizierte Testreagenzien
entwickelt. Im Rahmen der von mir hier zur Begutachtung vorgelegten Arbeit wurde
analysiert, ob mittels ClotPro® und den hier verfigbaren modifizierten Testen wie
RVV-Test und ECA-Test DOAK detektiert und zu anderen Koagulopathien differenziert
werden kénnen. Hierfur haben wir eine prospektive Beobachtungsstudie durchgefihrt.
Zunéchst wurden in vitro Blutproben gesunder Probanden mit DOAK versetzt und im
zweiten Teil Patienten unter DOAK-Einnahme gemessen.
Wir testeten die Hypothesen, dass
1. es einen Zusammenhang der einzelnen DOAK-Dosis und der damit
einhergehenden Veranderung der viskoelastometrischen Parameter gibt. Dies
wird in Bezug auf Korrelation und Zusammenhang geprift [83].
2. es mit Hilfe der einzelnen Tests eine Detektionsmdoglichkeit der DOAK und

weiterer Antikoagulanzien gibt [83].
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Ludwig-
Maximilians-Universitat geprift und genehmigt (Nr.: 17-525-4) sowie in der Datenbank
deutscher klinischer Untersuchungen registriert (ID: DRKS00015302). Die Grundsatze
der Deklaration von Helsinki in der aktuellen Fassung wurden befolgt. Bei der
vorliegenden Dissertation handelt es sich um eine prospektive monozentrische

klinische Beobachtungsstudie.

2.2 Studienablauf

Die vorliegende Studie unterteilt sich in einen in vitro- und einen ex vivo Teil.

Der in vitro Studienteil wurde mit den Daten und Blutproben von 10 gesunden
Probanden durchgefihrt. Fir den ex vivo Teil wurden insgesamt weitere 10 gesunde
Probanden und 70 Patienten eingeschlossen. Die Erhebung der Daten und
Durchfihrung der Messungen fand im Zeitraum von November 2018 bis Dezember
2019 statt. Im Folgenden werden das Patienten- und Probandenkollektiv, die Ein- und

Ausschlusskriterien sowie die Durchfihrung der einzelnen Messungen beschrieben.

Nach Autorisierung durch die Ethikkommission der LMU Miuinchen erfolgte die
Rekrutierung sowie mindliche und schriftliche Aufklarung der Probanden und

Patienten.

2.2.1 Probandenkollektiv

Fur die Messungen wurde venodses Blut von gesunden Probanden beider
Geschlechter entnommen. Voraussetzung war, dass keine
gerinnungsbeeinflussenden Medikamente innerhalb der letzten 14 Tage
eingenommen wurden und die Teilnehmer/-innen in die Risikogruppe ASA | oder ASA
Il (Risikoklassifikation der American Society of Anesthesiologists) einzustufen waren.
Einschlusskriterien:

e altersunabhéangig aber > 18 Jahre

e mannlich, weiblich, divers

e ASAI-ASAII
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¢ keine Einnahme von Antikoagulanzien < 14 Tage

e keine bekannten angeborenen Gerinnungsstérung

2.2.2 Patientenkollektiv

Es handelte sich um erwachsene stationare oder ambulante Patienten des Klinikums
der Universitat Minchen. Die Patienten sollten langfristig, d.h. mindestens 72 Stunden,
auf ein DOAK, Phenprocoumon, niedermolekulares Heparin (NMH) oder
unfraktioniertes Heparin (UFH) eingestellt sein. Nach schriftichem Einverstandnis
wurden Patienten beider Geschlechter, die seit langerer Zeit eine Form der
Antikoagulation einnahmen, in die Studie eingeschlossen.
Einschlusskriterien:

e Einnahme Antikoagulation > 72 Stunden

e mannlich, weiblich, divers

e ASAI-ASAIII

e altersunabhangig aber > 18 Jahre

Ausschlusskriterien wurden wie folgt definiert:
e Einstufung in die Risikogruppen ASA IV und V
e kongenitale oder bekannte Gerinnungsstdrung (z.B. Von-Willebrand-Syndrom)
¢ mechanischer Herzklappenersatz
e Myelodysplastische Syndrome
e (gleichzeitige Einnahme von Clopidogrel oder Prasugrel
e gleichzeitige Einnahme mehrerer Antikoagulanzien (im Rahmen des Bridgings
etc.)

e Einnahmedauer < 72 Stunden

Ein Ausschluss von der Studienteilnahme erfolgte, wenn eines oder mehrere der oben
genannten Kriterien zutrafen. Die zusatzliche Einnahme des
Thrombozytenaggregationshemmers Acetylsalicylsaure (ASS) in der Dosierung von
100 mg pro Tag stellte kein Ausschlusskriterium dar. Betreffendes Préparat, letzter
Einnahmezeitpunkt sowie die Patientencharakteristika und Vitalparameter zum

Blutabnahmezeitpunkt wurden anonym dokumentiert.
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2.2.3 Datenerhebung

Von jedem Probanden und Patienten wurden folgende demographische und klinische
Variablen erhoben: Geburtsdatum, Geschlecht, Kérpergrof3e (cm), Gewicht (kg),
Vitalparameter  (Herzfrequenz, Blutdruck (mmHg, Messung via NIBP),
Sauerstoffsattigung (%)). Zudem wurden noch Angaben Uber Vorerkrankungen, die
bestehende Dauermedikation und die Indikation zur Einnahme des
gerinnungshemmenden Medikaments erfasst. Diese Daten wurden in einen

Probanden- bzw. Patientencharakteristika-Bogen eingetragen.

2.2.4 Blutentnahme

Die ventse Blutenthnahme erfolgte nach Hautdesinfektion mittels Multifly-Kanile®
(21 Gauge) in S-Monovetten® (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland).

Im in vitro Studienteil wurden zwei Blutenthnahmen an einem Probanden durchgeflhrt.

Eine vormittags und eine nachmittags des gleichen Tags, um zeithnahe Messungen
nach der Enthahme zu garantieren.

Entnommen wurden vormittags insgesamt 30 ml Vollblut (1x 4 ml Serum, 1x 3 ml
EDTA, 1x 3 ml Citrat, 4x 5 ml Citrat) und nachmittags erneut 20 ml (4x 5 ml Citrat).
Einmalig zu Beginn, erfolgte die Bestimmung folgender Laborparameter in der
klinischen Chemie des Klinikums GrofRhadern: Harnstoff (mg/dl), Kreatinin (Jaffé)
(mg/dl), GFR (CKD-EPI) (ml/min), Albumin (g/dl), Leukozyten (G/l), Erythrozyten (T/l),
Hamoglobin (g/dl), Hamatokrit (I/I), MCV (fl), MCH (pg), MCHC (g/dl), Thrombozyten
(G/l), Normoblasten (/100 Leu), RDW-CV (%), PDW (fl), MPV (fl), Quick-Wert (%), INR,
aPTT (LA-sensitiv) (sec), aPTT-Ratio, Fibrinogen (Clauss) (mg/dl), Thrombinzeit (TZ)
(sec).

Die Blutproben fur die klinische Chemie und Viskoelastometrie wurden direkt fir die
Analysen verwendet, wobei die Citrat-Proben fur die ClotPro® Messungen bei 37°C

im Warmeblock aufbewahrt und nur jeweils fur die Inkubation entnommen wurden.

Im ex vivo-Studienteil erfolgte die einmalige Blutentnahme wéahrend der konstanten

Medikamentengabe aber bewusst zu einem von der Einnahme unabhangigen
Zeitpunkt. Somit konnte der klinische Alltag mit oftmals unbekannten
Einnahmezeitpunkten oraler Antikoagulanzien bei notfallméfRigen Eingriffen und

Blutungen nachempfunden werden. Bei den unterschiedlichen
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Gerinnungsmedikamenten und den patientenspezifischen Einnahmezeitpunkten
wurden somit sowohl Tal- als auch Spitzenspiegel erfasst.

Insgesamt wurden 20 ml Vollblut entnommen. Zur Blutentnahme wurden
S-Monovetten® (Serum 1x 4 ml, Citrat 1x 3 ml und 2x 5 ml, EDTA 1x 3 ml) verwendet.
Die vendse Blutentnahme erfolgte mit einer Multifly-Kantle® (21 Gauge). Die Serum-
EDTA- und eine Citrat-Monovette wurden unmittelbar im Zentrallabor des Klinikums
GroRhadern ausgewertet. Hier erfolgte ebenfalls die Bestimmung der bereits oben
aufgelisteten Parameter. Ergénzt wurden diese Laborwerte durch die Bestimmung der
jeweiligen DOAK-Plasmakonzentration, gemessen anhand der spezifischen Anti-lla
bzw. Anti-Xa-Konzentrationen.

Aus den beiden weiteren Citrat-Monovetten erfolgte die viskoelastometrische

Messung via ClotPro® sowie die Asservierung von Citratplasma.

2.2.5 Viskoelastometrie via ClotPro®

In der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden viskoelastometrischen Messungen
mit dem ClotPro® durchgefiihrt. Eine genauere Beschreibung sowie Grafik und

Definition der Parameter finden sich in Kapitel 1.3.1. bis 1.3.4.

Fur die Analysen mit ClotPro® wurde Citratblut verwendet und die Messungen
erfolgten innerhalb von zwei Stunden nach Blutentnahme. Finf Kanale mit den
ausgewahlten funf unterschiedlichen Tests konnten gleichzeitig durchgefiihrt werden.
Um das Blut auf eine gleichméaRige und einheitliche Messtemperatur zu bringen, wurde
die 5 ml Citrat-Monovette flur zehn Minuten in den vorgeheizten (37°C) Messblock
gestellt. Nach Starten des Programms am ClotPro® Gerat wurden die gewilnschten
Kanale ausgewahlt und die Cups in die jeweiligen Aussparungen im Messblock
eingefugt. Um eine gleichmalfige Durchmischung des Blutes in der Citrat-Monovette
zu garantieren, wurde diese vor dem Pipettieren vorsichtig geschwenkt. Mit der
elektronischen Pipette und voreingestellten 330 pl wurden nun die passende
Pipettenspitze zum jeweiligen Test-Kanal aufgesetzt und die erforderlichen 330 pl
Citratblut aufgenommen und in den Cup gegeben. Direkt im Anschluss wurde dieses
Blut mit der gleichen Spitze wieder eingezogen und erst nach einer kurzen Wartezeit
von sechs Sekunden, das nun mit dem Reagenz vermischte Blut, abschliel3end wieder
in den Cup gegeben. Durch Aufsetzen des Pins auf den Cup wurde die gewiinschte

Messung automatisch gestartet. Diesen Ablauf wiederholte man mit den weiteren
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Mess-Kandlen und den zugehorigen Pipettenspitzen beziehungsweise Reagenzien.
Jede Messung lief fur 75 Minuten (4500 Sekunden) und wurde dann automatisch
abgeschlossen und manuell validiert.

Messfehler kbnnen auftreten, wenn sich Blutblaschen am Rande des Cups bilden und
es durch Antrocknung zu einer frihzeitigen “Verklottung” zwischen Cup und Pin
kommt. War dies der Fall, wurde diese Messung abgebrochen und mit dem Citratblut

aus der gleichen Monovette eine erneute Messung wiederholt.

2.3 Dosis-Wirkungskurven in vitro

Im in vitro Studienteil wurden Dosis-Wirkungskurven fir den Faktor-lla-Inhibitor
Dabigatran und den neuesten der Faktor-Xa-Inhibitoren Edoxaban (n = 10) erstellt.
Dabigatran und Edoxaban stehen in dieser Studie somit als Stellvertreter der beiden
DOAK-Klassen.

2.3.1 Ziel-Konzentration der Testsubstanzen

Je Proband wurde in vitro das Vollblut der Citrat-Monovette in aufsteigender
Konzentration mit dem jeweiligen DOAK inkubiert. Analog zu einem Talspiegel,
doppelten Talspiegel, 4-fachen Talspiegel, Spitzenspiegel (8-facher Talspiegel) und
doppelten Spitzenspiegel (16-facher Talspiegel)[83]. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber

die entsprechenden DOAK-Konzentrationen.

Tabelle 1 DOAK-Konzentration in aufsteigender Reihenfolge

Konzentration Dabigatran Edoxaban

0 0,00 ng/ml 0,00 ng/ml
1 31,25 ng/ml 31,25 ng/ml
2 62,50 ng/ml 62,50 ng/ml
3 125,00 ng/ml 125,00 ng/ml
4 250,00 ng/mi 250,00 ng/ml
5 500,00 ng/ml 500,00 ng/ml
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2.3.1.1 Aliquotierung der Testsubstanzen und Probenherstellung

Die Testsubstanzen wurden als Reinstoff erworben und entsprechend den
Herstellerangaben zu Arbeitslosungen verarbeitet. Aus Dabigatran und Edoxaban
Tosylate Monohydrate wurden Lésungen mit je der Konzentration von 62,5 ng/ul
erstellt. Hierfur wurden 5,03 mg Dabigatran in 100,6 ul ein molarer Salzsaure (HCI)
geldst und mittels deionisiertem Wasser (DI-Wasser) auf eine Konzentration von
62,5 ng/ul verdinnt. 10 mg Edoxaban Tosylate Monohydrate (TargetMol, Biozol,
Eching, Deutschland) wurde in 1 ml Dimenthylsulfoxid (DMSQO) gel6st und ebenfalls
mit deionisiertem Wasser auf eine Konzentration von 62,5 ng/ul verdinnt. Die
maximale DMSO-Konzentration in den inkubierten Vollblutproben mit Edoxaban lag
bei 0,005%.

Gearbeitet wurde mit der Ausgangskonzentration von 62,5 ng/pl und mit 5 ml Vollblut
aus der Citrat-Monovette. Damit letztlich jedes Reagenz das gleiche Volumen von
5040 pl enthielt wurde die Volumendifferenz mit DI-Wasser aufgefillt. Die sechs
Kontrollproben wurden fir 10 Minuten in einem Warmeblock bei 37°C inkubiert.

Tabelle 2 zeigt die Zusammensetzung der jeweiligen Konzentrationen.

Tabelle 2 Zielkonzentrationen (K0-K5)

Dabigatran/ Bei 5 ml Blut | Konzentration | Zugabe Dabigatran/ Zugabe DI-
Edoxaban (Mg) (ng/ul) Edoxaban bei 5ml (ul) Wasser (ul)

KO 0,00 ng/ml 0 0 40

K1 31,25 ng/ml 0,15625 2,5 37,5

K2 62,50 ng/ml 0,3125 5 35

0,0625

K3 125,00 ng/ml 0,625 10 30

K4 250,00 ng/ml 1,25 20 20

K5 500,00 ng/mi 2,5 40 0

In einer vorab durchgefiihrten Testreihe konnte gezeigt werden, dass sowohl die
viskoelastometrischen als auch die laborchemischen Gerinnungsparameter in der
Vollblutmessung als auch in der KO-Messung (mit der maximalen Menge von 40 pl DI-

Wasser) nicht relevant voneinander abwichen.
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2.3.2 Durchfuhrung der viskoelasomterischen Messungen

Fur jede Konzentration KO-K5 erfolgten parallele Messungen im EX-, IN-, ECA-, RVV-
und TPA-test. Diese wurden innerhalb von zwei Stunden nach Blutentnahme

durchgefthrt.

2.3.3 Klinische Chemie

Um einen Vergleich zu den erhobenen viskoelastometrischen Daten herstellen zu
konnen wurden die im klinischen Alltag gebrauchlichen Blutbild- und
Gerinnungsparameter im Institut fir Laboratoriumsmedizin erhoben. Dies geschah
initial von jeder Blutabnahme der Probanden sowie im weiteren Verlauf auch von jeder
Probe mit jeweils zugeflgter DOAK-Konzentration.

Hierfir wurden die einzelnen inkubierten Proben bei 2000 G fir 30 Min. zentrifugiert
und je 500 ul des entstandenen Citratplasmas in Eppendorfbehaltern an die

Laboratoriumsmedizin geschickt. Weiteres Citratplasma wurde bei -70 °C asserviert.

2.4 DOAK Detektion ex vivo

Fur den ex vivo Teil wurden insgesamt 10 gesunde Probanden und 70 Patienten

eingeschlossen.

2.4.1 Durchfuhrung der viskoelastometrischen Messungen

Es erfolgten ebenfalls von jeder Probe Messungen im EX-, IN-, ECA-, RVV- und
TPA-test wie bereits unter 2.2.5 beschrieben.

2.4.2 Klinische Chemie

Ebenso erfolgten von der initialen Blutabnahme die Erhebung der Standard-Labortests

sowie die Bestimmung der spezifischen DOAK-Konzentrationen.

2.4.3 Asservierung

Die zweite 5 ml Citrat-Monovette diente der Asservierung von Citratplasma. Hierflr
wurde diese Monovette fir 30 Minuten bei 2000 G zentrifugiert. Dadurch wurde eine
obere Plasmaschicht, sowie ein Leukozytensaum und ein Erythrozytensediment

gewonnen. AnschlieRend wurden in zwei Eppendorfbehélter je 750 pl Citratplasma
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pipettiert. Nach Beschriftung der Behélter mit Codierung und Entnahmedatum erfolgte

die Kuhlung bei -70°C im Gefrierschrank.

2.5 Materialverzeichnis

Material zur vendsen Blutentnahme

Butterfly Multifly®-Set Sarstedt AG & Co., Nirmbrecht, Deutschland

S-Monovette®: Serum, EDTA, Citrat (3,2%)

Gerate

ClotPro Gerét 1-3 enicor GmbH, Muinchen, Deutschland

Elektronische Pipette 1-3 enicor GmbH, Miinchen, Deutschland

Pipette Eppendorf Reference Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling,

Deutschland
Pipette Eppendorf Research Plus

Zentrifuge Heraeus, Multifuge 3S-R, Hanau, Deutschland
Warmeblock Dry Block Heater 3, IKA, Staufen, Deutschland
Tiefkiihlschrank Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten

ClotPro®-Reagenzien

IN-, EX-, TPA-, RVV-, ECA-test enicor GmbH, Miinchen, Deutschland

Materialien fir den in vitro Studienteil

Dabigatran Firma Werfen, Miinchen, Deutschland

Edoxaban Tosylate Monohydrate Firma Biozol, Eching, Deutschland

DMSO, HCL, DI-Wasser Apotheke Klinikum GrofRhadern, Miinchen,
Deutschland

Material und Gerate fur die labormedizinische Analyse

Parameter Geratesystem Verwendete Reagenzien

Kleines Blutbild XN 1000, XN 9000; SULFOLYSER
Sysmex Europe GmbH, Lysercell WNR
Norderstedt, Deutschland | Lysercell WDF
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Fluorocell WNR
Fluorocell WDF
Fluorocell PLT
Fluorocell RET
CELLPACK DCL
CELLPACK DFL
CELLCLEAN
Quick-Wert Atellica COAG 360, Thromborel S
INR Siemens Healthcare
GmbH, Erlangen,
Deutschland
aPTT Lupus Atellica COAG 360 Dade Actin FSL

CacCl2 Solution

Fibrinogen (Clauss)

Atellica COAG 360

Dade Thrombin Reagent
OV Buffer

Thrombinzeit

Atellica COAG 360

Test Thrombin Reagent
OV Buffer

Kontrollplasma, Kalibrationsplasma
(Dabigatran, Apixaban, Rivaroxaban,
Edoxaban)

(Anti-Faktor Xa-Aktivitat: UFH & NMH und
direkte Faktor Xa Inhibitoren: Rivaroxaban,
Apixaban, Edoxaban)

BCS XP, Atellica;
Siemens Healthcare
GmbH, Erlangen,
Deutschland

Anti-Faktor lla Testkit
Hemoclot® Thrombin
Inhibitor

Biophen® Heparin LRT
Testkit Biophen® DiXal
Hyphen BioMed,

Neuville sur Oise,
Frankreich
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2.6 Statistik

Die Ergebnisse der laborchemischen Messungen wurden in Excel-Tabellen
Ubertragen. Die Daten der ClotPro® Analysen wurden ebenfalls als Excel-Datei aus
der ClotPro® Software exportiert und in die Gesamttabelle eingefugt.

Die statistische Auswertung wurden mit dem Programmen GraphPad Prism 8.0 (Graph
Pad Software, La Jolla, CA, USA) und Microsoft Excel fuir Mac (Microsoft Corporation,
Redmond, USA) durchgefihrt.

Keine der Variablen wies aufgrund des geringen Stichprobenumfangs eine
Normalverteilung auf. Daher wurden bei den Auswertungen nichtparametrische Tests
fur nicht-normalverteilte Stichproben herangezogen. Beim Vergleich der Parameter
der einzelnen Gruppen diente der Kruskal-Wallis-Test als Aquivalent fur die einfache
Varianzanalyse (ANOVA). Eine anschlieRende Prufung auf multiples Testen erfolgte
mittels Dunn’s Vergleichstest. Die Zusammenh&nge der einzelnen Variablen wurden
mit Hilfe der Spearman-Korrelation ausgewertet. Zur Ermittlung der Sensitivitdt und
Spezifitdt der einzelnen Tests fir die jeweilige Substanzgruppe diente die Receiver
Operating Characteristic (ROC) Analyse. Der Youden-Index (Sensitiviat + Spezifitat -
1) wurde zur Bestimmung des Cut-off Wertes zur Differenzierung der einzelnen
Gruppen angewendet. Soweit nicht anderweitig angegeben, wurden die Daten als
Median mit Interquartilerange (IQR) beziehungsweise Interquartilabstand (Q., Q)

angegeben. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet [83].
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse meiner Studie dargestellt. Die Angaben der
demografischen, laborchemischen und viskoelastometrischen Daten werden, soweit

nicht anderweitig angegeben, als Median mit 25%- und 75%-Quartil angegeben.

3.1 In vitro Studienteil

3.1.1 Probandengruppe

Der in vitro-Studienteil fand im Zeitraum von Juni bis August 2019 statt. In diesen zwei
Monaten wurden 5 weibliche und 5 ménnliche Probanden untersucht. Das mittlere
Alter der Teilnehmer/-innen betrug 47 (44-55) Jahre. Die Probanden waren mit einer
medianen Koérpergrol3e von 178 (168-184) cm bei 76 (67,3-83,0) kg und damit mit
einem medianen Body-Mass-Index von 25,8 (22,5-26,5) kg m2 normalgewichtig mit
einer leichten Tendenz zur Ubergewichtigkeit. Drei der Probanden hatten eine
Vorerkrankung und wurden somit der ASA-Stufe Il zugeordnet.

Tabelle 3 fasst die demographischen und klinischen Daten der zehn Probanden

Zusammen.
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Tabelle 3 Probandencharakteristika

Probanden

n
Geschlecht; w/m (%)
Alter (Jahre)

Korpergrolie (cm)
Gewicht (kg)

BMI (kg m?)

RR Systole (mmHg)

RR Diastole (mmHg)
Herzfrequenz (min 1)
SpO2 (%)
Dauermedikation (ja/nein)
ASA Status (%)

1

2

3
4

Kreatinin mg dI?

GFR (ml min™Y)
Thrombozyten (10° LY
Hb (mg dI'%)
Hamatokrit (I ')
Fibrinogen (mg dI't)
Quick (%)

INR

aPTT (s)

TZ (s)

BMI: Body-Mass-Index, RR: Blutdruck nach Riva-Rocci,

10

5/5 (50/50)

47 (44-55)

178 (168-184)
76 (67,3-83,0)
25,8 (22,5-26,5)
130 (124-142)
79 (72-101)

67 (54-77)

98 (97-99)

2/8

7 (70)

3 (30)

0

0

0,9 (0,8-0,9)

91 (79-103)
195 (178-262)
14,3 (13,8-14,7)
0,42 (0,40-0,43)
305 (268-393)
115 (107-122)
0,90 (0,88-1,00)
26 (24-28)

18 (17-19)

SpOz:

Sauerstoffsattigung

in der

Pulsoxymetrie, ASA: Risikoklassifikation der American Society of Anesthesiologists, GFR: glomerulare
Filtrationsrate, Hb: Hamoglobin, INR: International Normalized Ratio, aPTT: aktivierte partielle

Thrombinzeit, TZ: Thrombinzeit

29



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear
here.

3.1.2 Vorversuche

Tabelle 4 zeigt eine Auswahl der im weiteren Verlauf naher betrachteten
viskoelastometrischen Variablen. Es konnte gezeigt werden, dass die
viskoelastometrischen Ergebnisse in der Vollblutmessung als auch in der KO-Messung
- mit der maximalen Menge von 40 pl hinzugefugten DI-Wasser - nicht relevant
voneinander abwichen.

Alle viskoelastrometrisch gemessenen Werte der Kontrollproben “Vollblut” und “K0”
lagen in dem vom Hersteller vorgegebenen Referenzbereich (siehe Anhang

Referenzwerte ClotPro®).

Tabelle 4 Vorversuche

CT ex | AO5 gxiest | MCF  ex- | CT intest | CT  tpa- | LT 1pa- | LOT tpa- | ML pa- | CT rwv- | CT  gca
test [S] [mm] test [S] [s] test [S] test [S] test [S] test [S] test [S] test [S]
Vollblut | 38 47 63 148 32 195 75 94 61 82
KO 36 51 65 154 33 197 75 95 62 80

CT: Clotting time, A05: Gerinnselfestigkeit 5 Minuten nach CT, MCF: Maximale Gerinnselfestigkeit, LT:
Lysis Time, LOT: Lysis onset Time, ML: Maximale Lyse, KO: Ausgangskonzentration mit 0,00 ng/ml
DOAK.

3.1.3 Plasmatische Gerinnung

In der folgenden Tabelle werden die einzelnen Konzentrationen der jeweils
hinzugefligten Antikoagulanzien Dabigatran und Edoxaban (KO0-K5) und die
gemessenen Gerinnungsparameter dargestellt.

Die Werte der KO Probe (0,00 ng/ml) lagen wie schon bei der Kontrollprobe bei allen
Probanden im Normbereich: Im Median lag der Quick-Wert bei 109 % (101-115 %)
beziehungsweise bei 108 % (98-114 %), die INR im Median bei 1,0 (0,9-1,0). Die aPTT
lag bei medianen 27 s (26-30 s) beziehungsweise bei 28 s (27-29 s) und die TZ bei
19s (17-19 s). Der mediane Fibrinogenwert betrug 279 mg/dl (258-405 mg/dl)
beziehungsweise 271 mg/dl (247-402 mg/dl).

Die INR (1,3, p = 0,0137) bzw. der Quick-Wert (70 %, p = 0,0086) ) und aPTT (53 s,
p = 0,0021) unterschieden sich erstmals signifikant in der mit Dabigatran inkubierten
Testprobe der Konzentration K3 (125,00 ng/ml) im Vergleich zur KO. Die,

bekanntermalRen sehr sensitive, Thrombinzeit war bereits ab einer zugefiigten
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Konzentration von 62,50 ng/ml Dabigatran (K2) signifikant verlangert (150 s,
p < 0,0001).

In den mit Edoxaban inkubierten Proben stellten sich signifikant veranderte Werte erst
ab der zugefugten Konzentration von 250 ng/ml (K4) ein: Quick-Wert 75% (p = 0,0037),
INR 1,2 (p = 0,0069), aPTT 36 s (p = 0,0010). Die Thrombinzeit zeigte in keiner der
mit Edoxaban inkubierten Proben eine signifikante Verlangerung im Vergleich zur KO
Probe (p > 0,9999).

Tabelle 5 Hamostaseologische Globaltests

Labor- Dabigatran ng/ml Edoxaban ng/ml
wert

KO K1 K2 K3 K4 K5 KO K1 K2 K3 K4 K5
0,00 | 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00 0,00 | 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00

Quick 109 | 96 87 70 47 28 108 | 103 99 89 75 53
[%] (101- | (86-102) | (77-94) (64-73) (44-50) (26-33) 98 | (93-111) | (89-107) | (78-96) (65-82) (46-58)
0 115) | p>0,9999 | p=0,7972 | p=0,0086 | p<0,0001 | p<0,0001 | 114) | p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,4348 | p=0,0037 | p<0,0001

INR 10 |11 11 13 16 25 10 |10 1,0 11 12 15
09 | @wo1y | @o12 | @213 | @517 | @227 | 09 | ©911) | @oty | @o12 | @113 | @417
1,00 | p>0,9999 | p=0,8175 | p=0,0137 | p<0,0001 | p<0,0001 | 1,00 | p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,6543 | p=0,0069 | p<0,0001

aPTT [s] 27 37 44 53 68 % 28 29 30 32 36 40
(26- | (34-39) (39-47) (49-59) (64-73) (86-99) @7- | (28-30) (29-30) (30-34) (33-37) (39-44)
30) p>0,9999 | p=0,2166 | p=0,0021 | p<0,0001 | p<0,0001 | 29) p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,0905 | p=0,0010 | p<0,0001

TZ [s] 19 137 150 150 150 150 19 19 19 19 19 20
ar- | @is (150- (150- (150- (150- @as- | ar19) (17-20) (18-19) (18-20) (18-20)

19) 150) 150) 150) 150) 150) 19) p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999

p=0,1493 | p<0,0001 | p<0,0001 | p<0,0001 | p<0,0001

Fibrinogen | 279 | 287 264 259 240 30 2711 | 260 252 269 262 262
[mg dI] (258- | (254- (258- (250- (224- (30-130) | (247- | (247 (239- (246- (244- (221-

9 405) | 427) 406) 391) 318) p=0,0002 | 402) | 402) 406) 404) 409) 410)

p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0.9999 p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999

Anti-lla/ 0 72,2 136,3 262,1 517,2 1097 0 228 36,1 718 142,0 288,1
Anti-Xa (59,6- (124,8- (240,2- (448,8- (856,3- (18,8 (35,4 (67,6 (136,0- (282,5-

I-Aa 82,8) 143,7) 280,7) 583,8) 1128) 28,8) 38,9) 75,8) 148,5) 304,7)
Aktivitat p>0,9999 | p=0,1567 | p=0,0011 | p<0,0001 | p<0,0001 p>0,9999 | p=0,1717 | p=0,0020 | p<0,0001 | p<0,0001
[ng ml

INR: International Normalized Ratio, aPTT: aktivierte partielle Thrombinzeit, TZ: Thrombizeit

3.1.4 Viskoelastometrische Auswertung

3.1.4.1 EX-test

In KO zeigte sich in beiden DOAK-Gruppen eine normwertige CTex-test VONn medianen
46 s (45-49 s) bei Dabigatran beziehungsweise von 47 s (41-50 s) bei Edoxaban.
Sowohl in der mit Dabigatran (186 s, p = 0,0018) als auch mit Edoxaban (69 s, p =
0,0076) inkubierten Test-Probe K3 (125,00 ng/ml) zeigte sich erstmals eine
signifikante Verlangerung im Vergleich zur Ausgangs-Probe KO. Insgesamt stellt sich

bei den mit Dabigatran inkubierten Proben eine starkere Verlangerung der CTex-test
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(K5 =445 s) als bei den Edoxaban-Proben (K5 = 104 s) ein. Die Gerinnselfestigkeit 5
Minuten nach CT (AQ05) verkirzte sich weder bei den zugefligten Dabigatran-, noch
bei den Edoxaban-Konzentrationen (p > 0,9999). Gleiches zeigte sich bei der MCF.
Auch hier war im EX-test bei keiner Konzentration eine signifikante Abweichung zur

Ausgangskonzentration KO festzustellen.

$ $5 $355  $35F 9355
1600+ R R FHH HHH HHH

12004

© Dabigatran

(o]

o

o
1

& Edoxaban

CT Exest (8)

§ ®
400 @ p3
®
ce ®a Pa - & @
T T T T T T
0,00 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00
DOAK Konzentration (ng/ml)

Abbildung 3 in vitro Dosis-Wirkungskurve der thrombelastometrischen Variable CTex+test (s) und

aufsteigende Konzentration von Dabigatran und Edoxaban (ng/ml). Clotting Time (CT) in Sekunden (s),
Dabigatran (Kreis-Symbol), Edoxaban (Dreieck-Symbol). *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001,
***%n < 0,0001. * im Vergleich zur Ausgangskonzentration (Dabigatran), $ im Vergleich zur
Ausgangskonzentration (Edoxaban), # im Vergleich zwischen Dabigatran und Edoxaban der gleichen
Konzentration.

3.1.4.2 IN-test

Im IN-test zeigte die Ausgangs-Konzentration KO beider Gruppen eine mediane CT
von 152 s (145-159 s) bei Dabigatran beziehungsweise 150 s (145-154 s) bei
Edoxaban. Ab einer zugefluigten Konzentration von 125,00 ng/ml Dabigatran (K3)
verlangerte sich die CTin-test auf mediane 340 s (314-349 s) signifikant (p = 0,0021) im
Vergleich zur KO. Gleiches zeigte sich bei der mit Edoxaban inkubierten Probe K3 mit
196 s (188-204 s) und einer Signifikanz von p = 0,0063. Bei der mit Dabigatran
inkubierten K5-Probe (500,00 ng/ml) verlangerte sich die CT bis auf mediane 625 s
(593-644 s, p < 0,0001). Die Edoxaban-Probe K5 immerhin auf ebenfalls hoch
signifikante 271 s (263-277 s, p < 0,0001).

32



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear
here.

1600+ $553 3353 $53$ 3533 3353
#H# it HitH HHht HiH
1200+
)
E o Dabigatran
2 8004
= o] & Edoxaban
F
o . &
4004 o %
&, &, ° o %
@& o& © & &
0 T T T T T T
0,00 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00
DOAK Konzentration (ng/ml)

Abbildung 4 in vitro Dosis-Wirkungskurve der thrombelastometrischen Variable CTintest (S) und
aufsteigende Konzentration von Dabigatran und Edoxaban (ng/ml). Clotting Time (CT) in Sekunden (s),
Dabigatran (Kreis-Symbol), Edoxaban (Dreieck-Symbol). *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001,
***xn < 0,0001. * im Vergleich zur Ausgangskonzentration (Dabigatran), $ im Vergleich zur
Ausgangskonzentration (Edoxaban), # im Vergleich zwischen Dabigatran und Edoxaban der gleichen

Konzentration.

3.1.4.3 ECA-test

Die Clotting Time im ECA-test nahm mit steigender Konzentration von Dabigatran
deutlich zu. Von medianen 69 s (65-74 s) fur die KO-Proben auf 1340 s (1316-1456 s)
fur K5. Bereits ab K3 (125,00 ng/ml) bestand eine Verlangerung der CTeca-test auf 498
s. Fur K3 (p = 0,0018), K4 (p < 0,0001) und K5 (p < 0,0001) war diese Verlangerung
im Vergleich zur Ausgangs-Konzentration signifikant. Bei den Edoxaban-Proben stellte
sich fur keine der inkubierten Konzentration eine signifikante Verlangerung der CTeca-
test Im Vergleich zur KO ein. In der Spearman-Korrelation zeigte sich in den mit
Dabigatran inkubierten Proben eine sehr gute Korrelation zwischen der CTeca-test und
der gemessenen Plasmakonzentration der Anti-lla Aktivitdt (ng/ml): r = 0,9720;
p < 0,0001).
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Abbildung 5 in vitro Dosis-Wirkungskurve der thrombelastometrischen Variable CTecatest (S) und

1
0,00

aufsteigende Konzentration von Dabigatran und Edoxaban (ng/ml). Clotting Time (CT) in Sekunden (s),
Dabigatran (Kreis-Symbol), Edoxaban (Dreieck-Symbol). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
***xn < 0,0001. * im Vergleich zur Ausgangskonzentration (Dabigatran), $ im Vergleich zur

Ausgangskonzentration (Edoxaban), # im Vergleich zwischen Dabigatran und Edoxaban der gleichen
Konzentration.
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Abbildung 6 Spearman-Korrelation zwischen CTeca-est (S) und der Anti-lla Plasmakonzentration von
Dabigatran (ng/ml).

3.1.4.4 RVV-test

Im RVV-test zeigte die Ausgangs-Konzentration KO eine mediane CT von 57 s (56-
59 s) bei Dabigatran beziehungsweise 56 s (53-65 s) bei Edoxaban.

In den mit Dabigatran inkubierten Proben zeigten zum Messzeitpunkt K3 (230 s [192-
240 s], p =0,0019), K4 (288 s [280-315 s]) und K5 (449 s [387-477 s]) hoch signifikant
(p < 0,0001) verlangerte Werte gegentber der Ausgangs-Probe KO. Eine signifikante

Verlangerung der CTrvv-test ab K3 gegeniiber KO war ebenfalls in den Edoxaban-
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Proben festzustellen. Auch wenn die Zeiten im Median nicht so hohe Absolutwerte (K3
176 s, K4 215 s, K5 274s) erreichten, wie in der Dabigatran-Gruppe. Die CTrvv-test bei
den Edoxaban-Werten korrelierte sehr gut mit den analog gemessenen
Plasmakonzentrationen der Anti-Xa Aktivitat (r = 0,9403; p < 0,0001).
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Abbildung 7 in vitro Dosis-Wirkungskurve der thrombelastometrischen Variable CTrw-test (S) und
aufsteigende Konzentration von Dabigatran und Edoxaban (ng/ml). Clotting Time (CT) in Sekunden (s),
Dabigatran (Kreis-Symbol), Edoxaban (Dreieck-Symbol). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
***xn < 0,0001. * im Vergleich zur Ausgangskonzentration (Dabigatran), $ im Vergleich zur

Ausgangskonzentration (Edoxaban), # im Vergleich zwischen Dabigatran und Edoxaban der gleichen
Konzentration.
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Abbildung 8 Spearman-Korrelation zwischen CTrwv-test (S) und der Anti-Xa Plasmakonzentration von
Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban (ng/ml).

3.1.4.5 TPA-test

Die CT im TPA-test zeigte Normalwerte von 37 s (33-39 s) beziehungsweise 36 s (32-
39 s) in den KO-Proben beider Gruppen. Ab der zugefuhrten Konzentration von 125,00
ng/ml (K3) stellte sich in beiden DOAK Gruppen eine signifikante Verlangerung auf
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189 s (p = 0,0013) bei Dabigatran und 64 s (p = 0,0038) bei Edoxaban ein. Die
Lysis onset time (LOT) als gemessene Zeit von der CT bis zu einem Verlust von 15%
der maximalen Festigkeit zeigte bereits ab K3 (125 ng/ml Dabigatran) eine signifikante
Verkirzung auf 50 s (38-53 s, p = 0,0473) im Vergleich zur Ausgangs-Probe KO mit 70
s (63-80 s). In der Edoxaban-Gruppe konnte eine signifikante Veranderung lediglich
bei K5 mit 53 s (47-68 s, p = 0,0243) im Vergleich zur KO (74 s) festgestellt werden.
Die Lyse Zeit (LT) als Wert von der CT bis zu einem Verlust von 50% der maximalen
Festigkeit, war lediglich bei der mit Dabigatran inkubierten Proben K4 im Vergleich zur
KO signifikant verandert: 125 s, p = 0,0129. In der Edoxaban-Gruppe war beziglich
der LTrra-test bei keiner der inkubierten Konzentrationen im Vergleich zur Ausgangs-
Probe KO eine signifikante Veranderung festzustellen (K1-K4: p > 0,9999; K5: p =
0,1225). Die maximale Lyse (MLtpa-test) Wahrend der Laufzeit (4500 s), beschrieben
als Differenz zwischen MCF und der niedrigsten Amplitude, veranderte sich nur in den
mit Dabigatran inkubierten Proben ab 250,00 ng/ml signifikant wahrend in den

Edoxaban-Proben keine signifikante Veranderung festzustellen war.
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Abbildung 9 in vitro Dosis-Wirkungskurve der thrombelastometrischen Variable CTrpatest (S) und
aufsteigende Konzentration von Dabigatran und Edoxaban (ng/ml). Clotting Time (CT) in Sekunden (s),
Dabigatran (Kreis-Symbol), Edoxaban (Dreieck-Symbol). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****%p < 0,0001. * im Vergleich zur Ausgangskonzentration (Dabigatran), $ im Vergleich zur
Ausgangskonzentration (Edoxaban), # im Vergleich zwischen Dabigatran und Edoxaban der gleichen

Konzentration.
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Tabelle 6 Viskoelastometrische Auswertung

Dabigatran (ng/ml) Edoxaban (ng/ml)

KO K1 K2 K3 K4 K5 KO K1 K2 K3 K4 K5
0,00 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00 0,00 | 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00

CTEx-test 46 95 129 186 269 445 47 54 56 69 85 104
[s] (45- (90-104) | (121- (175 (246- (404-462) | (41- (51-60) (52-65) (61-73) (66-91) (97-111)
49) p>0.9999 | 142) 198) 284) p<0,0001 | 50) p>0,9999 | p=0,7962 | p=0,0076 | p<0,0001 | p<0,0001

p=0,1683 | p=0,0018 | p<0,0001

AO5exiest | 48 48 a7 49 51 43 47 49 49 49 50 50

[mm] (4a- (48-52) (46-52) (48-51) (49-53) (35-46) (45- (46-53) (46-53) (46-55) (48-53) (48-53)
52) p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,5001 | 52) p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999

MCFexiest | 59 60 59 61 62 63 59 61 61 60 62 61

Is] (54- (57-63) (56-62) (58-62) (59-63) (59-65) (54- (56-63) (56-63) (56-64) (58-63) (58-63)
62) p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,4695 | 62) p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999

CTintest 152 226 270 340 442 625 150 168 180 196 228 271

[s] @45 | (215 (257- (314- (434- (593-644) | (145- | (164- @an- (188- (222- (263-
159) 231) 292) 349) 463) p<0,0001 | 154) | 174) 185) 204) 237) 277)

p>0,9999 | p=0,2629 | p=0,0021 | p<0,0001 p>0,9999 | p=0,5977 | p=0,0063 | p<0,0001 | p<0,0001

CTrratest | 37 96 125 189 263 4500 36 39 52 64 72 92

[s] (33- (76-100) | (115- (164- (250- (4500- (32- (34-46) (47-60) (58-71) (64-84) (82-114)
39) p>0,9999 | 135) 196) 328) 4500) 39) p>0,9999 | p=0,2200 | p=0,0038 | p<0,0001 | p<0,0001

p=0,1428 | p=0,0013 | p<0,0001 | p<0,0001

L Trpa-test 203 213 156 157 125 4500 216 196 196 180 181 158
[S] (171- (171- (130- (120- (0-138) (4500- (179- (169- (168- (152- (144- (143-
279) 251) 216) 182) p=0,0129 | 4500) 259) 228) 226) 217) 219) 200)
p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,6801 p<0,0001 p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,1225
LOT+pa. 70 59 48 50 43 4500 74 69 67 60 61 53
(63- (50-67) (42-56) (38-53) (10-51) (4500- (65- (61-73) (60-71) (56-71) (53-72) (47-68)
test [S] 80) p>0,9999 | p=0,1377 | p=0,0473 | p=0,0081 | 4500) 83) p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,4798 | p=0,4798 | p=0,0243
p<0,0001
MLtpatest | 95 95 93 91 0 0 95 95 95 94 94 93
[%] (94- (93-95) (91-94) (90-93) (0-84) (0-0) (94- (94-96) (94-95) (93-95) (92-95) (90-95)
96) p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,3534 | p<0,0001 | p<0,0001 96) p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,2588
CTrw-test | 57 127 166 230 288 449 56 112 141 176 215 274
[S] (56- (122- (153- (192- (280- (387-477) (53- (100- (128- (146- (196- (245-
59) 134) 174) 240) 315) p<0,0001 65) 124) 156) 200) 253) 325)
p>0,9999 | p=0,1510 | p=0,0019 | p<0.0001 p>0,9999 | p=0,1300 | p=0,0019 | p<0,0001 | p<0,0001
CTECA-tesI 69 199 308 498 796 1340 69 68 69 68 7 76
[S] (65- (181- (274- (468- (768- (1316- (66- (63-71) (65-77) (65-77) (71-80) (70-84)
74) 208) 315) 521) 923) 1456) 72) p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,3202 | p=0,3850

p>0,9999 | p=0,1566 | p=0,0018 | p<0,0001 | p<0,0001

CT: Clotting time, A05: Gerinnselfestigkeit 5 Minuten nach CT, MCF: Maximale Gerinnselfestigkeit, LT:
Lysis Time, LOT: Lysis onset Time, ML: Maximale Lyse,
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3.2 Ex vivo Studienteil

3.2.1 Demographische und klinische Daten

In den Studienteil der DOAK-Detektion wurden im Zeitraum von November 2018 bis
April 2019 insgesamt 70 Patienten und 10 Probanden eingeschlossen. Die
Patientenanzahl teilte sich folgendermal3en auf: Dabigatran n = 10, Rivaroxaban n =
10, Apixaban n = 10, Edoxaban n = 10, Phenprocoumon n = 10, Niedermolekulares
Heparin n = 10, Unfraktioniertes Heparin n = 10 [83]. Tabelle 7 fasst die
demographischen und klinischen Daten, deren statistische Maf3zahlen, Median, 25%-

und 75%-Quartil zusammen.

Tabelle 7 Probanden- und Patientencharakteristika

Probanden

Patienten

n

Geschlecht; w/m (%)
Alter (Jahre)
KorpergréfRe (cm)
Gewicht (kg)

BMI (kg m?)

RR Systole (mmHg)
RR Diastole (mmHg)
Herzfrequenz (min -1)
SpO2 (%)

ASA Status (%)

1

2
3

Diabetes

ja

nein

Kreatinin (mg dI')
GFR (ml min't)
Thrombozyten (10° L)
Hb (mg dI)

Hamatokrit (I I'1)

Fibrinogen (mg dI%)

BMI: Body-Mass-Index,

10

6/4 (60/40)

61 (59-63)

167 (160-175)
78 (69,4-85,3
26,7 (24,8-30,2)
138 (120-141)
81 (69-93)

72 (63-82)

97 (94-98)

2 (20)
8 (80)
0

0
10 (100)

0,9 (0,78-0,95)
96 (93-106)
262 (210-289)
14,3 (13,7-15,2)
0,41 (0,39-0,43)

367 (325-411)

70
26/44 (38/62)
76 (63-82)
172 (168-180)
76,8 (67-89,1)
25,0 (23,3-28,1)
129 (110-141)
70 (62-80)

77 (69-89)

96 (93-100)

0 (0)

6 (8,6)
64 (91,4)

19 (27)
51 (73)

1,15 (0,97-1,43)
74 (48-87)

233 (170-288)
11,8 (9,3-13,5)
0,36 (0,29-0,41)

422 (345-542)

RR: Blutdruck nach Riva-Rocci, SpO2: Sauerstoffsattigung in der

Pulsoxymetrie, ASA: Risikoklassifikation der American Society of Anesthesiologists, GFR: glomerulére
Filtrationsrate, Hb: Hamoglobin
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3.2.2 Probanden- und Patientengruppe

Die 10 Probanden konnten in die ASA-Klassen 1 und 2 unterteilt werden. Von den 70
Patienten konnte der Grof3teil (91,4 %) der ASA-Klasse 3 und nur ein geringer Anteil
der Klasse 2 zugeordnet werden. Die weiteren Probanden- und
Patientencharakteristika sowie demographische und klinische Daten kdnnen den
Tabellen 7 und 8 entnommen werden.

Die letzte Medikamenteneinnahme vor der Blutentnahme lag bei Patienten die mit
Dabigatran behandelt wurden im Median bei 3,75 Stunden (1,00 — 12,00 Std.). Die
letzte Rivaroxabaneinnahme lag bei 5,00 Stunden (1,00 — 12,00 Std.), die
Apixabaneinnahme bei 6,00 Stunden (1,38 - 12,00 Std.) und die letzte
Edoxabaneinnahme bei 6,75 Stunden (1,75 — 14,00 Std.) Bei der zusammengefassten
Patientengruppe unter Faktor-Xa-Inbibitoren-Therapie lag die letzte Einnahme bei
6,00 Stunden (1,38 — 12,00 Std.) vor Blutentnahme. Niedermolekulares Heparin wurde
im Median 3,25 Stunden (0,5-13,5 Std.) vor der Blutentnahme subkutan appliziert.
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Tabelle 8 Demographische und klinische Parameter der einzelnen Patientengruppen

Kontrolle Rivaroxaban | Apixaban Edoxaban | Dabigatran | Phenprocoumon NMH UFH
Geschlecht 6/4 5/5 8/2 9/1 8/2 ( 6/4 6/4 3/7
w/im (%) (60/40) (50/50) (80/20) (90/10) 80/20) (60/40) (60/40) (30/70)
Alter (Jahre) 61 71 82 77 72 82 70 74
(59-63) (54-81) (79-87) (73-83) (58-79) (45-86) (42-79) (63-82)
BMI (kg m?) 26,7 234 239 27,0 255 26,4 24,3 26,6
(24,8- (22,3-30,0) (23,2- (24,0- (23,7-28,8) (23,8-30,1) (20,3- (22,0-
30,2) 26,0) 29,2) 28,1) 27,9)
ASA Status
1 2 (20) 0 0 0 0 0 0 0
2 8 (80) 2 (20) 0 0 3(30) 0 1(10) 0
3 0 8 (80) 10 (100) 10 (100) 7 (70) 10 (100) 9 (90) 9 (90)
4 0 0 0 0 0 0 0 1(10)
Diabetes
ja 0 2 (20) 2 (20) 2 (20) 2 (20) 4 (40) 1(10) 3(30)
nein 10 (100) 8 (80) 8 (80) 8 (80) 8 (80) 6 (60) 9 (90) 6 (70)
Kreatinin mg dI* 0,9 1,0 1,2 1,2 1,1 15 1,1 1,0
(0,78- (0,89-1,49 (1,2-1,4) 1,1-1,4) (0,9-1,3) (1,1-2,6) (0,88-1,4) (0,6-2,5)
0,95)
GFR (ml min') 96 79 56 71 74 61 92 73
(93-106) (65-99) (48-82) (52-81) (64-104) (35-84) (70-112) (23-86)
Thrombozyten 262 214 247 220 229 239 282 227
(ro°L?y) (210-289) (141-265) (159-294) (180-271) (184-293) (170-266) (211-330) | (156-350)
Hb (mg dI?) 14,3 12,5 11,8 13,1 13,6 12,2 1,0 8,3
(13,7- (10,0-1,6) (9,9-13,6) (11,9- (11,4-15,1) (10,7-15,3) (9,4-12,6) (7,4-9,1)
15,2) 14,1)
Hamatokrit (I I)* 0,41 0,38 0,36 0,38 0,40 0,36 0,31 0,26
(0,39- (0,31-0,43) (0,3-0,41) 0,37- (0,34-0,44) (0,32-0,45) 0,28- 0,22-
0,43) 0,41) 0,35) 0,28)
Fibrinogen (mg dI?) 367 413 530 481 365 420 429 414
(325-411) (359-447) (366-594) (310-570) (298-425) (390-500) (341-597) | (319-509)

BMI: Body-Mass-Index, ASA: Risikoklassifikation der American Society of Anesthesiologists, GFR:
glomerulare Filtrationsrate, Hb: Hamoglobin [83].

3.2.3 Plasmatische Gerinnung

Die Ergebnisse der hé&mostaseologischen Globaltests sind in Tabelle 9
zusammengefasst. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war bei Dabigatran und
unfraktioniertem Heparin die aPTT signifikant verlangert (Kontrolle: Median 26 [24-28]
Sekunden; Dabigatran: 43 [39-50] Sekunden; UFH: 51 [48-62] Sekunden; je
p<0,0001). Eine zusatzliche signifikante Verlangerung in der aPTT zeigte sich beim
Vergleich von unfraktioniertem Heparin mit den Faktor-Xa-Inhibitoren (p <0,0001), mit
Phenprocoumon (p =0,0378), mit NMH (p = 0,0002) sowie bei Dabigatran im Vergleich
zu den FXa-Inhibitoren (p = 0,0017) und zu NMH (p = 0,0043). Phenprocoumon zeigte
den einzig statistisch signifikanten INR-Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Median: 1,9 [1,8-2,3] im Vergleich zu 1,0 [1,0-1,0]; p < 0,0001). Ebenso war nur in der

Phenprocoumon-Gruppe im Vergleich zu allen anderen Substanzgruppen ein
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signifikanter INR-Anstieg festzustellen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Median:
17 [17-18] Sekunden) zeigte sich die Thrombinzeit (TZ) bei Dabigatran mit medianen
144 (114-150) Sekunden (p = 0,0003) und unfraktioniertem Heparin mit im Median
48 (38-123) Sekunden (p = 0.0004) signifikant verlangert. Trotz der zeitlichen Differenz
zwischen Dabigatran und UFH konnte keine statistische Signifikanz erreicht werden.
Allerdings zeigte sich eine signifikante TZ-Verlangerung sowohl bei Dabigatran als
auch bei UFH im Vergleich zu den anderen Substanzgruppen (FXa-Inhibitoren,

Phenprocoumon und NMH).

Tabelle 9 Hamostaseologische Globaltests in vivo

Labortest | Kontrolle | Dabigatran | Rivaroxaban | Apixaban | Edoxaban Phenprocoumon NMH UFH
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
INR 1,0 1,2 1,3 1,1 1,1 1,9 1,0 1,1
(1,0-1,0) | (1,2-1,4) (1,2-1,5) (0,9-1,2) | (1,1-1,3) (1,8-2,3) (0,9-1,0) | (1,1-1,2)
p=0,0947 p=0,0541 p>0,9999 | p>0,9999 p<0,0001 p>0,9999 | p>0,9999
aPTT [s] 26 43 32 27 28 31 29 51
(24-28) (39-50) (29-35) (25-31) (27-30) (29-35) (24-33) (48-62)
p<0,0001 p=0,3197 p>0,9999 | p>0,9999 p=0,3714 p>0,9999 | p<0,0001
TZ [s] 17 144 17 17 17 18 17 48
(17-18) | (114-150) (16-18) (17-18) (16-18) (17-18) (16-20) | (38-123)
p=0,0005 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p=0,0074

INR: International Normalized Ratio, aPTT: aktivierte partielle Thrombinzeit, TZ: Thrombinzeit

3.2.4 Viskoelastometrische Auswertung

3.2.4.1 EX-test

In der folgenden Tabelle 10 werden die viskoelastometrischen Daten im EX-test
angegeben. Die mediane Clotting Time (CT) der Kontrollgruppe lag im EX-test bei 44
Sekunden (38-47 s). Im Vergleich zur Kontrollgruppe, zu niedermolekularem Heparin
und unfraktioniertem Heparin war die CTex-test VOn Dabigatran mit im Median 155
Sekunden (96-206 s) signifikant verlangert (p < 0,0001). Fasst man die Daten der drei
Faktor-Xa-Inhibitoren zusammen, ergibt sich eine mediane CT von 84 Sekunden (57-
105 s), die zur Kontrollgruppe signifikant verlangert (p = 0,0003), jedoch kiirzer als die
von Dabigatran (155 s) war. Obwohl ein gewisser zeitlicher Unterschied zwischen
Medikamenteneinnahme und Blutenthnahme zwischen den Gruppenbestand, war
dieser nicht signifikant (p = 0,2251). Phenprocoumon stellte mit medianen 93
Sekunden (65-106s) zusatzlich eine signifikante Verlangerung der CTextest im

Vergleich zur Kontrollgruppe dar (p = 0,0011). Apixaban unterschied sich von den
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beiden anderen Faktor Xa-Inhibitoren Rivaroxaban und Edoxaban in seiner kirzeren
CTex-test mit medianen 52 Sekunden (47-78s) und lag somit nicht signifikant verandert
von den Werten der Kontrollgruppe (p > 0,9999). Bei den niedermolekularen (50
Sekunden [45-56 s]; p > 0,9999) und unfraktionierten (51 Sekunden [43-66 s]; p >
0,9999) Heparinen zeigte sich ebenfalls keine signifikante Veranderung in der CTex-
test [83].

Die Gerinnselfestigkeit 5 Minuten und 10 Minuten nach CT (A5; A10) war im EX-test
bei keiner der Substanzen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit medianen 52
Millimetern (49-54 mm) und 59 Millimetern (58-61 mm) signifikant verandert.
Gleiches zeigte sich bei der maximalen Gerinnselfestigkeit (MCF). Auch hier war im
EX-test bei keiner Gruppe eine signifikante Abweichung zur Kontrollgruppe mit 62

Millimetern (62-66 mm) festzustellen.

Tabelle 10 Viskoelastometrische Daten im EX-test

Kontrolle | Dabigatran | Rivaroxaban | Apixaban | Edoxaban | Phenprocoumon | NMH UFH
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
CTextest | 44 155 102 52 92 93 50 51
[s] (38-47) (96-206) (83-110) (47-78) (65-117) (65-106) (45-56) (43-66)
p<0,0001 p=0,0002 p>0,9999 | p=0,0016 | p=0,0021 p>0,9999 | p>0,9999
AO5ex.est | 52 53 54 58 56 58 57 58
[mm] (49-54) (49-58) (51-57) (51-61) (53-62) (54-62) (52-61) (54-64)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p=0,6178 | p=0,2703 p>0,9999 | p=0,2484
AlOexest | 59 60 62 65 64 66 65 66
[mm] (58-61) (58-65) (59-65) (60-69) (61-69) (63-68) (60-68) (61-70)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p=0,5650 | p=0,1976 p=0,8635 | p=0,2064
MCFex. 62 64 67 69 67 69 68 69
test [MM] | (62-66) (62-69) (63-68) (63-72) (64-72) (67-71) (64-72) (67-74)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 | p=0,2397 p=0,7985 | p=0,1990

CT: Clotting time, A05, Al10: Gerinnselfestigkeit 5 und 10 Minuten nach CT, MCF: Maximale
Gerinnselfestigkeit.
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Abbildung 10 zeigt Medianwerte und 25%- und 75%-Quartil der Clotting Time (CT) in s im EX-test

der Kontrollgruppe und der
Kontrollgruppe sind mit * markiert. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 [83]. NMH:

niedermolekulares Heparin, UFH: unfraktioniertes Heparin

Antikoagulanzien-Gruppen. Signifikante Unterschiede zur

3.2.4.2 IN-test

Im IN-test zeigte die Kontrollgruppe eine mediane CT von 142 Sekunden (135-148 s).
Mit 288 Sekunden (242-336 s) war die CTin-test in der Dabigatran Gruppe am langsten
und mit einem p-Wert von < 0,0001 deutlich signifikant. Ebenso zeigte Dabigatran im
Vergleich zu den Faktor Xa-Inhibitoren (p = 0,0108), Phenprocoumon (p = 0,0002) und
den NMH (p < 0,0001) eine statistisch signifikante Verlangerung in CTintest. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe stellte sich auch bei der Gruppe der Faktor Xa-Inhibitoren
(p = 0,0026; 183 Sekunden [168-203 s]) und bei unfraktioniertem Heparin (p < 0,0001;
225 Sekunden [198-276 s]) eine signifikante Verlangerung dar. Innerhalb der Faktor
Xa-Inhibitoren zeigte Apixaban mit einer medianen CTin-test VOn 171 Sekunden (151-
183 s) den kirzesten Wert und somit keine signifikante Veranderung (p > 0,9999) zur
Kontrollgruppe [83].

Auch im IN-Test zeigte sich bei der Gerinnselfestigkeit (A5 und A10) im Vergleich zur
Kontrolle mit 49 Millimeter (47-52 mm) zu keiner der Substanzen eine signifikante
Veranderung in der Millimeterzahl 5 und 10 Minuten nach Clotting Time. Ebenso war
bei der MCFin-test Wie schon im EX-test bei keiner der Substanzen eine signifikante
Veranderung im Vergleich zur Kontrollgruppe (60 mm) festzustellen (p > 0,9999).

Tabelle 11 fasst die viskoelastometrischen Daten im IN-test zusammen.
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Tabelle 11 Viskoelastometrische Daten im IN-test

Kontrolle | Dabigatran | Rivaroxaban | Apixaban | Edoxaban | Phenprocoumon | NMH UFH
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
CTuea[S] | 142 288 200 171 184 162 148 225
(135-148) | (242-336) (183-241) (151-183) | (169-220) | (149-170) (144- (198-
p<0.0001 p=0.0021 p>0.9999 | p=0.0372 | p>0.9999 168) 276)
p>0.9999 | p<0.0001
ABies 49 49 50 57 52 56 53 52
[mm] (47-52) (47-57) (46-54) (48-59) (48-60) (51-58) (49-58) (47-61)
p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 ([ p>0.9999 | p=0.8956 p>0.9999 | p>0.9999
ALOwes 57 57 58 64 59 63 61 60
[mm] (55-60) (55-64) (54-62) (57-67) (57-66) (60-65) (55-66) (55-68)
p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 | p>0.9999 | p=0.8332 p>0.9999 | p>0.9999
MCFuw | 60 61 63 67 63 67 66 66
[mm (59-65) (59-68) (59-65) (63-71) (60-71) (64-69) (59-70) (62-72)
p>0.9999 p>0.9999 p=0.7435 | p>0.9999 | p=0.4456 p>0.9999 | p>0.9999

CT: Clotting time, A05, Al10: Gerinnselfestigkeit 5 und 10 Minuten nach CT, MCF: Maximale
Gerinnselfestigkeit
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Abbildung 11 zeigt Medianwerte und 25%- und 75%-Quartil der Clotting Time (CT) in s im IN-test der
Kontrollgruppe und der Antikoagulanzien-Gruppen. Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe sind
mit * markiert. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 [83]. NMH: niedermolekulares Heparin,

UFH: unfraktioniertes Heparin

3.2.4.3 ECA-test

Im ECA-test lag die CT in der Kontrollgruppe im Median bei 73 Sekunden (70-78 s).
Im Vergleich zeigte als einziges Antikoagulanz nur Dabigatran mit medianen 307
Sekunden (246-543 s) eine signifikante Verlangerung (p = 0,0002) in der CTeca-test.

Zudem stellten sich signifikante Unterschiede zwischen Dabigatran und den anderen
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Substanzgruppen deutlich heraus (FXa-Inhibitoren: p = 0,0003; Phenprocoumon: p =
0,0216; NMH: p = 0,0027; UFH: p < 0,0001). Auch die Dabigatran-
Plasmakonzentration, gemessen in der Anti-lla Aktivitat korrelierte stark mit der CTeca-
test (r = 0,9970; p < 0,0001). Der optimale Cut-off Wert zur Detektion von Dabigatran
wurde mit 128 Sekunden berechnet. Dieser Wert zeigte in der ROC-Analyse eine AUC
von 1,00 (SE: 0,00) mit einer Sensitivitat von 100% und einer Spezifitdt 100% [83].
AbSecatest und AlOecatest War bei allen sieben Substanzklassen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (54 mm; 61 mm) nicht signifikant verandert (p > 0.9999).

Die MCF bei der Kontrollgruppe war 67 Millimeter (65-72 mm) im ECA-test. Auch hier
zeigte sich bei keiner der Gruppen eine signifikante Veranderung (p > 0.9999). Tabelle

12 fasst die aufgefiihren viskoelastometrischen Daten im ECA-test zusammen.

Tabelle 12 Viskoelastometrische Daten im ECA-test

Kontrolle | Dabigatran | Rivaroxaban | Apixaban | Edoxaban | Phenprocoumon | NMH UFH
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
CTecnien 73 307 86 74 78 79 76 71
[s] (70-78) (246-543) (79-94) (64-79) (71-85) (73-83) (73-80) (62-78)
p=0,0002 p=0,7412 p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999
AbSechics 54 51 55 57 57 59 58 58
[mm] (50-59) (46-57) (52-58) (52-61) (52-61) (56-60) (54-58) (54-64)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999
AL0ccnien 61 60 63 65 64 66 66 66
[mm] (59-66) (58-65) (60-65) (61-69) (60-68) (64-68) (63-68) (61-71)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999
MCFecrea | 67 68 68 70 69 72 71 72
[mm] (65-72) (66-72) (66-71) (66-74) (67-73) (70-73) (67-73) (68-75)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999

CT: Clotting time, A05, Al1l0: Gerinnselfestigkeit 5 und 10 Minuten nach CT, MCF: Maximale
Gerinnselfestigkeit
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Abbildung 12 zeigt Medianwerte und 25%- und 75%-Quartil der Clotting Time (CT) in s im ECA-test der

Kontrollgruppe und der Antikoagulanzien-Gruppen. Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe sind
mit * markiert. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 [83]. NMH: niedermolekulares Heparin,

UFH: unfraktioniertes Heparin
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Abbildung 13 zeigt die Korrelation zwischen der Clotting Time (CT) in s im ECA-test und der Anti-lla

Plasmakonzentration (ng ml2).

3.2.4.4 RVV-test

Die mediane Clotting Time der Kontrollgruppe im RVV-test lag bei 63 Sekunden (58-

73 s). Signifikant verlangert hierzu waren die Werte von Dabigatran (p = 0,0002), die

der Faktor-Xa-Inhibitoren (p < 0,0001) und von unfraktioniertem Heparin (p < 0,0001)
mit medianen Werten von 200 (148-247 s), 207 (159-288 s) und 289 (214-392 s)

Sekunden. Die CTrvv-test War zudem bei den Faktor-Xa-Inhibitoren im Vergleich mit

Phenprocoumon (p = 0,0024) und mit dem niedermolekularen Heparin (p = 0,0087)
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signifikant verlangert. Gleiches zeigte sich bei unfraktioniertem Heparin im Vergleich
zu Phenprocoumon (p = 0,0024) und dem niedermolekularen Heparin (p = 0,0009). Es
stellte sich keine statistisch signifikante Veranderung in der CTrvv-test ZWischen den
Faktor-Xa-Inhibitoren und UFH, oder zwischen Dabigatran und allen anderen
behandelten Gruppen ein. Eine Tendenz zur CTrvv-test-Verldngerung zeigte sich in der
Phenprocoumon- (114 Sekunden, [98-120 s]) und der NMH-Gruppe (112 Sekunden,
[86-123 s]), jedoch ohne statistisch signifikanten Effekt [83]. Tabelle 13 fasst die
viskoelastometrischen Daten im RVV-test zusammen.

Tabelle 13 Viskoelastometrische Daten im RVV-test

Kontrolle | Dabigatran | Rivaroxaban | Apixaban | Edoxaban | Phenprocoumon | NMH Heparin
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
CTerwes 63 200 294 172 203 114 112 289
[s] (58-73) (148-247) | (201-351) (122-232) | (177-120) | (98-120) (86-123) | (214-
p=0.0004 | p<0.0001 p=0.0172 | p=0.0005 | p>0.9999 p>0.9999 | 392)
p<0.0001
AO05uwes | 52 49 54 55 53 57 54 49
[mm] (48-54) (48-57) (46-56) (50-59) (51-59) (53-61) (52-60) | (44-54)
p>0.9999 p >0.9999 p >0.9999 | p>0.9999 | p >0.9999 p p
>0.9999 >0.9999
AlOwwes | 60 58 61 63 61 64 63 58
[mm] (57-62) (56-64) (54-63) (59-67) (60-67) (61-68) (61-67) | (53-65)
p>0.9999 | p>0.9999 p>0.9999 | p>0.9999 | p>0.9999 p>0.9999 | p>0.9999
MCFaw.e: | 63 63 66 67 65 69 68 65
[mm] (60-67) (60-67) (59-68) (65-71) (63-72) (66-71) 65-71) | (59-70)
p>0.9999 p>0.9999 p>0.9999 | p>0.9999 | p=0.9791 p>0.9999 | p>0.9999
CT: Clotting time, A05, Al1l0: Gerinnselfestigkeit 5 und 10 Minuten nach CT, MCF: Maximale

Gerinnselfestigkeit
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Abbildung 14 zeigt Medianwerte und 25%- und 75%-Quartil der Clotting Time (CT) in s im RVV-test der
Kontrollgruppe und der Antikoagulanzien-Gruppen. Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe sind
mit * markiert. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 [83]. NMH: niedermolekulares Heparin,

UFH: unfraktioniertes Heparin
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Im RVV-Test waren jedoch bei keiner der Substanzen sowohl nach 5 (A05) als auch
nach 10 (A10) Minuten die Gerinnselfestigkeit im Vergleich zur Kontrolle signifikant
verandert (p > 0,9999). Ebenso zeigte die MCFrwv-test bei Dabigatran, Rivaroxaban,
Apixaban, Edoxaban, Phenprocoumon sowie bei niedermolekularem und
unfraktioniertem Heparin im Vergleich zur Kontrollgruppe (63 mm; 60-67 mm) keine
signifikante Veréanderung (p > 0,9).

Abbildung 12 =zeigt die Korrelation zwischen CTrw-test und der Anti-Xa
Plasmakonzentration, die in Form der spezifischen Anti-Xa Aktivitat gemessen wurde
(Rivaroxaban: r = 0,5636, p = 0,0963; Apixaban: r = 0,5714, p = 0,2). Eine statistische
Signifikanz zeigte sich bei Edoxaban (r = 0,9394; p = 0,0002) und der
zusammengefassten Substanzgruppe der FXa-Inhibitoren (r = 0,7998; p < 0,0001).
Abbildung 13 bildet die durchgefiihrten ROC-Analysen ab. Hierfir wurden die
jeweiligen FXa-Inhibitoren sowie die zusammengefasste Gruppe der FXa-Inhibitoren
der Kontrollgruppe, bestehend aus allen anderen sechs Antikoagulanzien-Gruppen
und der Probandengruppe, gegenubergestellt. Flr Apixaban ergab sich hierbei ein
CTrvv-test Cut-off Wert von 120 Sekunden mit einer zugehorigen AUC von 0,629 (SE:
0,089), einer Sensitivitat von 90% und Spezifitat von 52%. Fir Edoxaban wurde ein
CTrvv-test Cut-off Wert von 147 Sekunden ermittelt. Die AUC betrug 0,728 (SE: 0,068),
die Sensitivitat 90% und die Spezifitat 64%. Der CTrvv-test Cut-off Wert flir Rivaroxaban
betrug 162 Sekunden mit einer AUC von 0,805 (SE: 0,066), einer Sensitivitat von 90%
und einer Spezifititt von 66%. Die durchgefuhrte ROC-Analyse fur die
zusammengefassten FXa-Inhibitoren ergab einen CTrvv-test Cut-off Wert von 147
Sekunden. Die AUC betrug hierbei 0,721 (SE: 0,058), eine Sensitivitat von 83% und
Spezifitat von 64% [83].
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Abbildung 12 Spearman Korrelation zwischen Clotting Time (CT) in s im RVV-test und Anti-Xa
Plasmakonzentration von Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban (ng ml)
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Abbildung 13 Receiver Operating Characteristic Kurve (ROC): Clotting Time (CT) RVV-test und Anti-Xa
Plasmakonzentration von Rivaroxaban, Apixaban, Edoxaban und der zusammengefassten FXa-
Inhibitoren im Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.2.4.5 TPA-test

In allen acht Studiengruppen waren die medianen Werte der CTrpa-test Vergleichbar mit
denen der CTex-test. Entsprechend war die CTrra-test bei Patienten unter Dabigatran,
den Faktor-Xa-Inhibitoren und Phenprocoumon im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant verlangert. Lediglich Dabigatran hatte im TPA-test einen erkennbaren Effekt
auf die Lyse. Dieser zeigte sich am deutlichsten in der Lysis onset time (LOT) mit
medianen 52 Sekunden (40-63 s) und war somit signifikant zur Kontrollgruppe verkuirzt
(99 Sekunden [83-101 s]; p = 0,0086). In der Dabigatran-Gruppe stellte sich die
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LOTrratest Signifikant kirzer als in allen anderen Substanzgruppen dar (FXa-
Inhibitoren: p = 0,0013; Phenprocoumon: p = 0,0004; NMH: p = 0,0012; UFH: p =
0,0009) [83]. Statistisch signifikante Unterschiede lieRen sich sowohl in der Lyse Zeit
(LT) als auch in der maximalen Lyse (ML) bei Dabigatran im Vergleich zu
Phenprocoumon (LT: p = 0,0009; ML: p = 0,0036), Dabigatran im Vergleich zu NMH
(LT: p=0,0116; ML: p =0,0094) und Dabigatran im Vergleich zu UFH (LT: p = 0,0244;
ML: p = 0,0164) feststellen. Diese Werte stellten jedoch keinen signifikanten
Unterschied von Dabigatran zur Kontrollgruppe dar (Dabigatran LT: 173 [136-252]
Sekunden; ML: 93 [92-95] % im Vergleich zur Kontrolle LT: 297 [235-431] Sekunden;
ML 96 [95-96] %; p = 0,6161; p > 0,9999). Tabelle 14 fasst die viskoelastischen Daten

im TPA-test zusammen.

Tabelle 14 Viskoelastometrische Daten im TPA-test

Kontrolle | Dabigatran | Rivaroxaban | Apixaban | Edoxaban | Phenprocoumon | NMH UFH
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
CTrenten 39 147 87 55 92 83 49 54
[s] (35-43) (94-192) (70-111) (48-79) (76-95) (70-95) (40-56) (44-67)
p<0,0001 p=0,0007 p=0,4457 | p=0,0001 p=0,0007 p>0,9999 | p>0,9999
AO05rnes 17 0 15 43 26 48 40 32
[mm] (2-44) (0-8) (0-38) (20-54) (4-33) (34-56) (19-48) (0-54)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 p=0,9593 p>0,9999 | p>0,9999
AlOpues | O 0 0 0 0 3 0 0
[mm] (0-3) (0-1) (0-0) (0-7) (0-5) (0-30) (0-14) (0-52)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999
MCFrea | 38 25 38 48 43 51 47 48
[mm] (34-45) (21-33) (24-45) (41-55) (30-48) (45-56) (42-54) (36-59)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999
LOTwnes | 99 52 86 101 91 101 98 929
[s] (83-101) | (40-63) (69-100) (83-121) | (70-102) | (87-113) (89-106) | (84-116)
p=0,0160 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999
LT onest 297 173 281 422 319 456 379 368
[s] (235-431) | (136-252) (196-374) (295-465) | (229-409) | (351-610) (298- (239-
p=0,6161 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 508) 719)
p>0,9999 | p>0,9999
ML rereat 96 93 96 97 96 97 97 97
[%] (95-96) (92-95) (94-96) (96-97) (95-96) (97-97) (96-97) (96-97)
p>0,9999 p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999 | p>0,9999 p>0,9999 | p>0,9999

CT: Clotting time, A05, A10: Gerinnselfestigkeit 5 und 10 Minuten nach CT, MCF: Maximale
Gerinnselfestigkeit, LOT: Lysis onset Time, LT: Lysis Time, ML: Maximale Lyse, NMH:
niedermolekulares Heparin, UFH: unfraktioniertes Heparin
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4 Diskussion

In dieser vorgelegten Arbeit haben wir die Hypothesen geprift, dass mittels neuer
Testreagenzien der Viskoelastometrie im ClotPro® eine Detektion direkter oraler
Antikoagulanzien moglich ist. Bereits der klassische EX-test kann Hinweise geben, ob
ein DOAK eingenommen wurde, ist fir eine weitere Differenzierung jedoch zu ungenau
[83]. Durch Hinzunahme des Ecarin-basiertem Test (ECA-test) ist eine spezifische und
sensitive Detektion des Thrombin-Inhibitors Dabigatran mdglich. Mittels des neuen
Reagenz Russells Viper Venom (RVV-test) ist eine bessere Differenzierung zwischen
den einzelnen FXa-Inhibitoren mdglich. Die Verlasslichkeit und Anwendung der neuen

Teste im klinischen Alltag werden im Folgenden diskutiert.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Gegenwartig stellen plasmatische, im Zentrallabor gemesssene, Analysen den
Standard bei antikoagulierten Patienten dar. Diese weisen Limitationen auf wie ich im
nachfolgenden darlege, so dass Dbettseitige Messverfahren wie die
Thrombelastometrie eine sinnvolle Erganzung darstellen kdnnten, was ich im Rahmen

meiner Promotionsarbeit analysiert habe.

Plasmatische Gerinnung

Die Verwendung von globalen Gerinnungstests als Screeningverfahren des
antikoagulatorischen Effekts von Dabigatran, Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban
wurden seit ihrer Zulassung in den letzten Jahren bereits mehrfach gepruft [41,50,53].
So wurden auch die Proben der vorliegenden Studie mit den klassischen
Gerinnungstests im Institut fir Laboratroriumsmedizin untersucht.

Die aPTT als Malzahl fir die Dauer der Aktivierung der intrinsischen
Gerinnungskaskade dient unter anderem dem Nachweis und der Kontrolle einer
Therapie mit unfraktioniertem Heparin [84]. Daher konnte auch in der vorliegenden
Arbeit eine signifikante aPTT-Verlangerung in der Patientengruppe, welche mit UFH
therapeutisch behandelt wurde, nachgewiesen werden. Als weitere Patientengruppe
liel3 sich diese signifikante Verlangerung der aPTT auf mediane 43 Sekunden nur noch
in der Dabigatran-Gruppe feststellen [83]. Trotz hoher Signifikanz zeigten bereits
einige Studien eine nur schwache Korrelation zwischen Plasmakonzentration von

Dabigatran und aPTT [54,85,86]. Zwar kdnnen aPTT-Normwerte eine therapeutische
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Dabigatran-Dosis nahezu ausschlief3en, jedoch nicht das generelle Vorhandensein
einer Plasmakonzentration [55].

Ahnliche Ergebnisse zeigten Studien bei zeitgleich gemessenen INR-Werten und
Dabigatran-Plasmakonzentrationen Somit lag eine geringe Sensitivitat der INR-Werte
bei Dabigatran-Spiegeln, insbesondere bei solchen unterhalb des therapeutischen
Bereichs, vor [56]. In der vorliegenden Arbeit konnten ebenfalls festgestellt werden,
dass in der Dabigatran-Patientengruppe keine signifikante Erhéhung der INR erfolgte
[83]. Wie zu erwarten befand sich die INR in der Phenprocoumon-Gruppe, bei
gewaunschter therapeutischer Einstellung, im signifikant erhéhten Bereich [83].

Einen hochsensitiven Laborwert der klassischen Gerinnungsanalytik zur Dabigatran-
Detektion stellt die Thrombinzeit dar. Diverse Studien zeigten bereits, dass schon bei
geringen Dabigatran-Plasmaspiegeln eine signifikante TZ-Verlangerung vorlag und
eine normwertige TZ wiederum das Vorhandensein auch geringer Mengen von
Dabigatran im Plasma nahezu ausschloss. Allerdings befanden sich die
Thrombinzeiten oftmals schon bei subtherapeutischen Plasmaspiegeln von
Dabigatran oberhalb des oberen Grenzbereiches [50]. D.h. die Thrombinzeit ist ein zu
sensitives Verfahren. Im in vitro Teil meiner Studie war dies ab einer Dabigatran-
Konzentration von 62,50 ng/ml der Fall (Thrombinzeiten > 150 s). Analog hierzu war
die TZ bei Patienten unter Dabigatrantherapie verlangert. Ansonsten war die TZ auch
bei Patienten unter UFH verlangert. Alle weiteren gerinnungshemmenden
Medikamente, insbesondere die Gruppe der Faktor Xa-Inhibitoren, fihrten nicht zu
einer Anderung der TZ [83]. Die in vielen Studien angewandte verdiinnte Thrombinzeit
ermoglicht im Vergleich zur TZ wiederum eine starke lineare Korrelation zu
Dabigatran-Plasmakonzentrationen im therapeutischen Bereich, jedoch mit einer
etwas geringeren Korrelation bei niedrigen (< 50 ng/ml) oder sehr hohen (> 500 ng/ml)
Plasmakonzentrationen  [55,86,87]. Das in dieser Arbeit angewandte
Kalibrationsplasma ,Hemoclot Thrombin Inhibitor (HTI)* der Firma Hyphen BioMed im
Labor des Klinikums GroBhadern, nutzt eine noch niedriger verdinnte Lésungsprobe
und schliel3t somit Werte von 0,00 ng/ml in die Kalibrationskurve mit ein [41]. Mittels
kalibrierter Ecarin-Gerinnungszeit (ECT) lasst sich ebenfalls mit hoher Sensitivitat die
direkte Dabigatran-Aktivitat messen und gleichzeitig besteht eine starke Korrelation
mit sowohl sub- als auch supratherapeutischen Konzentrationen [55,88]. Allerdings
sind die auf Ecarin basierten Testverfahren kostenintensiver und nicht so weit

verbreitet wie die Anti-lla-Bestimmung mittels verdinnter Thrombinzeit, weswegen wir
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hier einen Ecarin basierten thrombelastometrischen Test, aber nicht die im
Zentrallabor gemessene Ecarinzeit gemessen haben. [50].

Bei der Substanzklasse der Faktor-Xa-Inhibitoren stellte sich bei Apixaban und
Edoxaban keine signifikante Veranderung der Gerinnungsvariablen im Vergleich zur
Kontrollgruppe ein. Lediglich bei Rivaroxaban liel3 sich bei der INR eine Erhéhung der
Werte im Vergleich zur Kontrolle und auch im Vergleich zu den anderen FXa-
Inhibitoren feststellen [83]. Ahnliche Beobachtungen machten auch Samuelson et al.
bei der Uberpriifung und Zusammenfassung mehrerer Studien zur Laboranalytik bei
DOAK Hier wird meist mit der Prothrombinzeit (PT) als Variable fir die extrinsische
Gerinnungskaskade gearbeitet [50]. Die PT ist vor allem in den USA ein haufig
verbreiteter Parameter, jedoch labor- und geratespezifisch und daher erfolgt meist eine
Normierung und die Angabe als INR. Hierfir wird die Thromboplastinzeit einer
Patientenprobe ins Verhéltnis zu einer von der WHO standardisiert gemessenen
Thromboplastinzeit gesetzt und schlief3lich mit dem International Sensitivity Index (1SI)
potenziert [89,90].

Abh&ngig von der Konzentration, fand bei Rivaroxaban sowohl eine Verlangerung der
PT als auch der aPTT statt, deren Sensitivitat wiederum stark vom verwendeten
Reagenz abhangig war [50,51]. Fur die beiden weiteren FXa-Inhibitoren Apixaban und
Edoxaban zeigten sich in der vorliegenden Arbeit sowie in anderen Studien keine
Veranderungen der plasmatischen Gerinnungslaborwerte. Somit lassen sich keine
Ruckschliusse auf einen antikoagulatorischen Effekt ziehen [83].

Die Flussigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie
(LC-MS/MS) stellt entsprechend der Empfehlungen des ICSH (International Council
for Standardization in Haematology) den Goldstandard zur Messung von DOAK-
Plasmakonzentrationen dar [66]. Dieser ist aufgrund der komplexen und zeitintensiven
Methodik jedoch kein Verfahren fur klinische Routinemessungen [53]. Alternativ
eigenen sich DOAK-spezifisch kalibrierte Tests wie beispielsweise Ecarin basierte
Tests, die verdiinnte Thrombinzeit und kalibrierte chromogene Anti-FXa-Assays fir die
FXa-Inhibitoren [66]. Insbesondere die Empfehlung von Schwellenwerten im niedrigen
Konzentrationsbereich von 30 bis 50 ng/ml vor invasiven MalRRnahmen, elektiven
Operationen oder vor einer Lysetherapie bei Schlaganfallpatienten verdeutlichen den
Stellenwert einer quantifizierten Messung [91,92]. Doch diese Verfahren sind nicht
flachendeckend in allen Kliniken vorhanden. Aul3erdem werden in unterschiedlichen

Laboratorien verschiedene Testkalibratoren und Reagenzien verwendet. Eine
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internationale Standardisierung der Testverfahren fir jedes einzelne DOAK ware notig
um multizentrische Vergleiche zu erméglichen.

Um generell eine schnell zur Verfigung stehende, kostenglnstige, zeithahe und mit
wenig Arbeitsaufwand und Expertise umsetzbare Gerinnungsdiagnostik durchfiihren
zu kénnen bieten schon seit langerer Zeit Point-of-Care Verfahren eine im klinischen
Alltag ergdnzende Testmethode. Um insbesondere im Feld der DOAK-Detektion neue
Ansatze zu unterstitzen werden nun die in dieser Arbeit entstandenen

viskoelastometrischen Testverfahren und Ergebnisse diskutiert.

Viskoelastometrische Ergebnisse

Sowohl im in vitro Studienteil als auch bei der Untersuchung der Patientengruppen,
zeigte der direkte Thrombininhibitor Dabigatran in allen funf durchgefihrten
viskoelastometrischen Tests eine signifikant verlangerte CT [83]. Dass Dabigatran als
einziges Antikoagulanz die CT im ECA-test verlangerte, betont die bereits
beschriebene Sensitivitdt Ecarin basierter Testverfahren. Ab einem Cut-Off Wert von
128 Sekunden liegen Sensitivitat und Spezifitdt zum Nachweis von Dabigatran bei
100% [83]. Zudem besteht eine starke Korrelation zwischen der Plasmakonzentration
von Dabigatran und der CTeca-test. [83,93].

Die zusammengefasste Substanzgruppe der FXa-Inhibitoren verlangerte ebenfalls die
CT im EX-, IN-, RVV- und TPA-test, jedoch nicht im ECA-test, dies bestétigt die
Spezifitat des ECA-test fur direkte Thrombininhibitoren. Der Einfluss von FXa-
Inhibitoren auf die CT war im Vergleich zu Dabigatran allerdings geringer [83].
Lediglich im RVV-test zeigte die mediane CT eine vergleichbare Lange bei den FXa-
Inhibitoren und der Dabigatran-Gruppe. Eine starke positive Korrelation konnte
zwischen der CTrvv-test Und der Plasmakonzentration der FXa-Inhibitoren beobachtet
werden. Bei der Betrachtung der einzelnen FXa-Inhibitoren zeigte sich eine solch
starke Korrelation nur in der Patientengruppe mit Edoxaban. Bei Rivaroxaban und
Apixaban bestétigte sich dieser Zusammenhang allerdings nicht [83]. Wohingegen
Oberladstatter und Kollegen auch bei Rivaroxaban und Apixaban starke Korrelationen
zwischen CTrw-est Und den jeweiligen Plasmaspiegelkonzentrationen erzielen
konnten. Allerdings zeigte auch dort bei Edoxaban die starkste und bei Apixaban die
schwachste Korrelation [93]. Diese Diskrepanz lasst sich wahrscheinlich durch die in
der hier vorliegenden Arbeit kleineren Patientengruppe erklaren. Zusammenfassend

lasst sich also sagen, dass der ECA-Test hochsensitiv und spezifisch Dabigatran
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detektiert, der RVV-Test hilfreich fur den Nachweis von Faktor-Xa-Inhibitoren ist,
jedoch die CT-Verlangerung nicht bei allen Substanzen einen Rlckschluss auf die
Vollblutkonzentration erlaubt.

Im Vergleich zur Kontrolle war bei Phenprocoumon eine signifikant verlangerte CT im
EX- und TPA-test festzustellen, UFH verlangerte die CT signifikant ausschlief3lich im
RVV-test. NMH zeigten bei keinem der funf Tests einen signifikant verlangerten Effekt
auf die CT [83].

Vorangegangene Studien, die teilweise aus unserer Arbeitsgruppe stammen,
untersuchten bereits mit den bis dahin verfugbaren viskoelastometrischen
Testverfahren ROTEM® und TEG 6s® die Moglichkeit der DOAK-Detektion [77-
81,94-98].

Hinsichtlich des Einflusses von Dabigatran konnten Solbeck et al. eine dosisabhé&ngige
lineare Verlangerung des Parameters R im TEG®-Verfahren feststellen. Der R-Wert
entspricht der CT bei ROTEM®- beziehungsweise ClotPro®-Analysen. Ebenso
konnten Korrelationen der Konzentration und der ECT und zu Hemoclot® gezeigt
werden [78]. Bliden et al. untersuchten ebenfalls den DOAK-Effekt auf den R-Wert und
konnten signifikante Verlangerungen im Vergleich zur Kontrollgruppe darstellen und
antikoagulatorische Effekte der DOAK detektieren [98]. Mit einem neuen ROTEM®
Assay, welches Ecarin zur Aktivierung nutzt, konnten Korber et al. eine signifikante
Korrelation der CT und der Plasmakonzentration von Dabigatran zeigen. Die Werte
des sogenannten ECATEM waren zudem vergleichbar mit denen der verdinnten
Thrombinzeit mittels Hemoclot®-Assay [94]. Der Effekt von Rivaroxaban und Apixaban
auf die ROTEM®-Analyse wurden ebenfalls mehrfach untersucht. Zum Teil konnten
auch niedrigere und somit prophylaktische Dosen abgebildet werden, was in der
vorliegenden Studie am ClotPro® signifikant nur fir Edoxaban nicht aber fr
Rivaroxaban und Apixaban erzielt werden konnte. Dosisabhéangige Effekte konnten
von Adelmann et al. als auch von Schenk et al. gezeigt werden [95,96,99]. Seyve et
al. fanden zwar einen DOAK konzentrationsabhangigen Anstieg der CT im ROTEM
vor allem im EXTEM und auch im INTEM, allerdings konnten insbesondere die
niedrigen Konzentrationen (50 ng/ml), wie auch im vorliegenden Studienteil, nicht
abgebildet werden [77,83]. In einer weiteren Untersuchung unserer Arbeitsgruppe
konnten Schéfer et al. im Rahmen einer Studie mit modifizierten ROTEM®-Assays,
dem TFTEM und einem sogenannten Xa-Inhibitor-Catcher und dem ECATEM mit lla-
Inhibitor-Catcher arbeiten. Im Vergleich zum EXTEM enthalt TFTEM nur 10% der
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Gewebefaktor-Konzentration (Tissue Factor) und macht dieses Reagenz somit
sensitiver fir Verdnderungen in der Thrombinbildung. Hiermit lie3en sich Dabigatran
und Rivaroxaban schon nach der Ersteinnahme detektieren und differenzieren [81].
Somit wurde mit dem TFTEM neben dem RVV-test ebenfalls ein Ansatz zur besseren
Detektion der FXa-Inhibitoren angewandt. Eine Differenzierung mittels TFTEM erfolgte
bisher noch in keiner Studie und Oberladstatter et al. konnten in ihrer Arbeit mittels
RVV-test ebenfalls lediglich eine Detektion jedoch keine Differenzierung zwischen
Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban erreichen [93].

Insgesamt wird die Vergleichbarkeit der Studien untereinander dahingehend
erschwert, dass unterschiedliche, zum Teil neue modifizierte Test-Assays verwendet
werden und zwischen in vivo und in vitro Studien differenziert werden muss.

Die vorliegende Studie verdeutlicht, dass die Viskoelastometrie flr eine gewisse
Auswahl an Antikoagulanzien, einschlie3lich der DOAK, ein sensitives Messverfahren
darstellt. Das Testverfahren konnte mit den neuartigen Reagenzien Russels Viper
Venom, zur Detektion des Thrombin-Inhibitors Dabigatran, und Ecarin, fur die FXa-
Inhibitoren-Detektion, erfolgreich erweitert werden [83]. Sie ermdglichen zunehmend
eine Differenzierung der direkten oralen Antikoagulanzien. Um das Potential der CT
im RVV-test zur Quantifizierung der FXa-Inhibitoren und NMH Plasmakonzentrationen
zu bestatigen, sind weitere Studien nétig und bereits in Planung. Durch die starke
Korrelation zwischen CTeca-test Und der Anti-lla Aktivitdt sowie der hohen Sensitivitat
und Spezifitat wird das Potenzial fur die klinische Praxis verdeutlicht. Somit kdnnen in
kUrzerer Zeit bettseitige Ergebnisse geliefert und therapeutische Entscheidungen
getroffen werden. Vorangegangene Studien mit viskoelastischen Messmethoden via
ROTEM stimmen mit den hier vorliegenden Daten Uberein und zeigten ebenfalls, dass
ein Ecarin basierter Test hoch spezifisch und sensitiv auf den direkten Thrombin-
Inhibitor ist [81].

4.2 Zusammenfassung des Studiendesigns

In dieser Studie wurden Blutproben von 10 gesunden Probanden mit dem direkten
Thrombininhibitor Dabigatran oder dem neuesten der Faktor Xa-Inhibitoren Edoxaban
in aufsteigender Konzentration inkubiert. Zudem wurde in einem weiteren Studienteil
das Blut von insgesamt 70 Patienten, welche ein Antithrombotikum oder
Antihamorrhagikum in ihrer Dauermedikation enthielten, untersucht. Eine erneute

gesunde Probandengruppe diente im zweiten Studienteil als Kontrolle. In beiden
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Versuchsteilen wurden die Blutproben sowohl in der klassischen Labormedizin
untersucht als auch viskoelastometrische Messungen mittels Point-of-Care Diagnostik

(ClotPro®) vorgenommen. Die methodische Durchfiihrung wird nun beurteilt.

4.3 Diskussion der Methoden

Abschlieend erfolgt eine kritische Betrachtung der Studiendurchfihrung und
Messmethodik.

Bei dieser Untersuchung handelte es sich um eine monozentrische prospektive
Datenerhebung. Weitere multizentrische Studien waren winschenswert. Das
Patienten- bzw. Probandenkollektiv beider Studiengruppen enthielt zudem eher
geringe Stichprobenumfange. Zuséatzlich wurden die Blutproben im ersten Studienteil
mit aufsteigenden DOAK-Plasmaspiegeln in vitro inkubiert und bearbeitet. Eine
Vergleichbarkeit dieser standardisierten Messung mit in vivo Ergebnissen ist daher
verfahrensimmanent  eingeschrénkt. Insbesondere die Komplexitat einer
traumatischen Koagulopathie mit Verdiinnungseffekt, Endothelschaden, Hypothermie,
Azidose und Thrombozytendysfunktion kann nur inkomplett in vitro abgebildet werden
und wurde daher in der vorliegenden Studie nicht untersucht. Jedoch konnten durch
die standardisierten Dosis-Wirkungskurven die Funktionalitat der neuen Assays im
ClotPro® nachgewiesen werden. Studien mit Anwendung im klinischen Alltag werden
folgen. Im in vitro Studienteil wurden zudem neben dem einzigen oralen direkten
Thrombin-Inhibitor Dabigatran nur einer der drei Anti-Xa-Inhibitoren — Edoxaban —
untersucht und nicht Rivaroxaban und Apixaban. Insbesondere Apixaban stellt sich in
bisherigen Studien als schwerer zu detektieren dar. Dies konnte auch im in vivo
Studienteil festgestellt werden [83]. Im in vivo Studienteil ergaben sich allerdings durch
undefinierte Abnahmezeitpunkte der Blutproben eine gréf3ere Streuung an
Messergebnissen, die zwar die Herausforderung im klinischen Alltag widerspiegelt,
aber zusatzlich eine niedrige Anzahl der einzelnen Plasmaspiegelproben von Tal- und
Spitzenspiegeln beinhaltete. Insbesondere niedrige Plasmaspiegel-Werte mussten fur
entsprechende validierte Entscheidungsalgorithmen vermehrt untersucht und evaluiert
werden. Ein Ansatz zur Etablierung eines Algorithmus beziehungsweise
Entscheidungsbaumes wurde bereits in unserer Arbeitsgruppe von Schéfer et al.
untersucht [80]. Des Weiteren muss die zusatzliche Behandlung mit
Thrombozytenaggregationshemmern wie Clopidogrel oder Prasugrel sowie die

doppelte Plattchenhemmung und deren Effekt auf die Viskoelastometrie in weiteren
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Studien untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Patienten unter

Therapie mit Clopidogrel oder Prasugrel nicht eingeschlossen.

4.4 Ausblick

Durch die Einfuhrung der DOAK ergab sich ein deutlicher Fortschritt in der oralen
Antikoagulation. Die meisten Guidelines besagen, dass Patienten unter DOAK-
Therapie bei ausreichender Pausierung von 48-85 Stunden ohne weitere Testungen
sicher operiert oder invasiven Mal3Bhahmen unterzogen werden kbnnen. Vorausgesetzt
ist eine normale Nierenfunktion [92,100]. Doch bei Verfugbarkeit sprechen sich nun
doch vermehrt Experten flr eine Durchfihrung von Plasmaspiegelbestimmungen aus,
um eine erhthte medico-legale Sicherheit zu gewéhrleisten [101-103].

Um die gerinnungshemmende Wirkung der DOAK in Notfallsituationen aufheben zu
konnen, bieten mittlerweile verfligbare Antidota eine wichtige Therapieoption bei
lebensbedrohlichen Blutungen. Zukinftig missen somit auch der Effekt von
Idarucizumab und Andexanet alfa auf viskoelastometrische Testverfahren untersucht
werden. Zudem muss die Durchfuhrbarkeit viskoelastometrischer Tests in
Notfallsituationen im operativen Setting und in der Schockraumversorgung kritisch
betrachtet werden. Bettseitiges POCT bindet vor Ort personelle Ressourcen,
wohingegen Anti-lla/Anti-Xa Tests durch labormedizinisches Personal durchgefihrt
werden konnen. Somit ware eine Standardisierung durch automatische
Testkartuschen, vergleichbar dem ROTEM® sigma, ein weiteres Ziel fiur die
Etablierung modifizierter viskoelastometrischer Test-Assays zur schnellen und
einfachen Detektion von DOAK.

Neben der schnelleren und sicheren, adaquaten Patientenversorgung bietet der
Kostenfaktor einen weiteren Anreiz zur Forschung der DOAK-Detektion. Halten die
viskoelastometrischen Testverfahren sich mit den Anti-lla/Anti-Xa Tests noch die
Waage, ist es vor allem der Einsatz der spezifischen Antidote, der sehr hohe Kosten
verursacht. Daher ist insbesondere eine evidenzbasierte schnelle Entscheidung ob
und welches spezifische Antidot indiziert ist von klinischem und wirtschaftlichem
Interesse. Neben dem TEG®6, ROTEM® und ClotPro® wurden noch weitere Studien
zur DOAK-Detektion via CoaguChek® (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz)
durchgefuihrt sowie ein Urintest zur Anti-lla/Xa Detektion, der sogenannte DOAC-

Dipstick (Doasence GmbH, Heidelberg, Deutschland), auf den Markt gebracht
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[53,104-106]. Die Vielzahl an Studien und angewendeten Testmethoden zeigen, dass
bisher noch kein validiertes, schnell und einfach durchfiihrbares, standardisiertes
POCT zur Messung und Detektion von DOAK zur Verfugung steht, das die
Anforderungen bezuglich Zuverlassigkeit, Validitat und Objektivitat erfillt [50,53].

Das Gebiet der Viskoelastometrie ist in den letzten Jahren schnell gewachsen und
erfahrt durch groRRe klinische Studien, Forschung und Finanzierungen aus der
Industrie zunehmend an Bedeutung. Waren in den ersten Jahrzehnten noch wenige
Hersteller auf dem Markt, wurde dieser in den letzten Jahren durch innovative
Neuerungen und Technologien erweitert. Insbesondere der vielseitige, schnelle und
einfache Einsatz steht im Focus der Entwicklungen, um Arzten Informationen tiber den
Gerinnungszustand der Patienten zu liefern. Der Einsatz der Viskoelastometrie
umfasst mittlerweile die Traumatologie und akute Blutungen, operative
Organtransplantation, interventionelle Kardiologie, Herzchirurgie, Geburtshilfe und
Uberwachung der Antikoagulationstherapie. Die Fahigkeit der viskoelastometrischen
Tests schnelle und eindeutige Informationen lber den gesamten hamostatischen
Zustand eines Patienten zu liefern, wird in den kommenden Jahren eine weitere
Verbesserung der Patientenversorgung ermaoglichen. Neue Gerate und Technologien
mussen jedoch im klinischen Einsatz weiter gepruft und verglichen werden. Um
multizentrische und internationale Vergleiche zu ermdglichen sind zudem

Standardisierungen und Algorithmen notig.
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5 Zusammenfassung

In den Industrielandern stellen kardiovaskulare Erkrankungen, insbesondere arterielle
und ventse thrombembolische Ereignisse, die haufigste Todesursache dar [107].
Daher werden weltweit viele Millionen Patienten zur Primar- und Sekundarprophylaxe
mit oralen oder parenteralen gerinnungshemmenden Substanzen behandelt. Seit
2011 nehmen hierbei die direkten oralen Antikoagulanzien einen zunehmenden
Stellenwert ein. Der zunehmende Einsatz der DOAK erfordert jedoch auch Kenntnisse
uber Therapiemdglichkeiten im Falle schwerer Blutungen in Notfallsituationen oder vor
dringlichen Operationen beziehungsweise Interventionen. Die zunéchst von
Herstellern nicht erforderliche Plasmakonzentrationsbestimmungen werden in eben
diesen besonderen Situationen zur Entscheidungsfindung erforderlich. Routine-
Labortests liefern hierzu jedoch keine ausreichenden Informationen oder sind mit viel
Zeitaufwand verbunden. Diese Studie wurde durchgefuhrt, um den Einfluss von
Antikoagulanzien auf die Ergebnisse viskoelastometrischer Tests zu untersuchen.
Hierfiir kam das ClotPro®-Gerat und dessen neue Testreagenzien zur Anwendung.
Die prospektive Beobachtungsstudie wurde zunachst in vitro mit dem Vollblut
gesunder Probanden und Dosis-Wirkungskurven zu Dabigatran und Edoxaban
durchgefiihrt. In einem weiteren Studienteil wurde das Blut von Patienten unter
Therapie mit Dabigatran, Rivaroxaban, Apixaban, Edoxaban, Phenprocoumon,
niedermolekularem Heparin oder unfraktioniertem Heparin viskoelastometrisch
untersucht. Eine gesunde Probandengruppe diente als Kontrolle. Es wurden die
viskoelastometrischen Assays extrinsischer Test (EX-test), der intrinsische Test (IN-
test), der Russels Viper Venom Test (RVV-test), der Ecarin Test (ECA-test) und der
Gewebeplasminogenaktivator Test (TPA-test) durchgefuhrt [83].

Fur den in vitro Teil wurden zehn gesunde Probanden und fir den in vivo Studienteil
70 Patienten und zehn weitere gesunde Probanden rekrutiert. Die Clotting Time im
EX-test war gegenuiber den Kontrollen in den Gruppen Dabigatran, FXa-Inhibitoren
und Phenprocoumon signifikant verlangert. Die CTin-test Wwurde durch Dabigatran, die
FXa-Inhibitoren und UFH verlangert. Eine signifikante Verlangerung der CTRrvv-test
stellte sich bei Dabigatran, den FXa-Inhibitoren, und UFH im Vergleich zur Kontrolle
ein (Median 200 s, 207 s, 289 s im Vergleich zu 63 s; p < 0,005). Lediglich Dabigatran
fuhrte zu einem signifikanten Anstieg in der CTeca-testim Vergleich zur Kontrollgruppe
(Median 307 vs. 73 s; p < 0,0001). Die CTeca-test Korrelierte stark mit der Dabigatran-
Plasmakonzentration, welche anhand der Anti-lla-Aktivitat gemessen wurde (r =
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0,9970; p < 0,0001) und lieferte 100% Sensitivitat und 100% Spezifitat fir den
Nachweis von Dabigatran. Die Plasmakonzentrationen der FXa-Inhibitoren korrelierte
mit der CTrvv-test (r = 0,7998; p < 0,0001) und zeigte fir den Nachweis von FXa-
Inhibitoren eine Sensitivitat von 83% und eine Spezifitdt von 64% [83].

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass viskoelastometrische Untersuchungen mit
den neuen Testreagenzien Russel Viper Venom und Ecarin basiert dabei helfen
konnen, Antikoagulanzien zu detektieren. Der klinische Einsatz, insbesondere in
Notfallsituationen, und die Etablierung standardisierter Algorithmen mussen noch

weiter ausgebaut und untersucht werden.
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9 Anhang

Patientencharakteristika-Bogen

Patientencharakteristika DOAK-Detektion

BE Datum/Uhrzeit

Pseudonym

DOAK-Wirkstoff/Antikoagulanz

Indikation fir DOAK

Hauptdiagnose

Datum Ersteinnahme

Zeitpkt. letzte Einnahme (h)

Vorerkrankung 1

Vorerkrankung 2

Vorerkrankung 3

Vorerkrankung 4

Stationarer Aufenthalt

Alter (Jahre)

Geschlecht (m/w)

Korpergréfe (m)

Gewicht (kg)

BMI

Blutdruck (mmHg)

Herzfrequenz

Sauerstoffsattigung

ASA-Klassifikation

Dauermedikation

Minchen, den

Verantwortlicher Arzt
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