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ir haben eine stabilisierte
Form des Enzyms Hepari-
nase zur Anwendung in der

Himostasediagnostik entwickelt, die
in der Anwendung einfacher ist als die
meisten ilteren Verfahren zur Entfer-
nung bzw. Neutralisierung von Hepa-
rin. Mit diesem Reagenz liegen erste
Ergebnisse vor; einige Daten sowie
der generelle Wirkungsmechanismus
wurden bereits publiziert (18). Der
Mechanismus der Spaltung von Hepa-
rin durch Heparinase ist in Abbil-
dung 1 dargestellt.

Material und Methoden

Stabilisierte Heparinase 1 aus Fla-
vobacterium heparinum liegt als Lyo-
philisat in silikonierten Glasflischchen
vor. Es wird direkt mit 0,5 bis 1,0 ml
Zitratplasma aufgelost. Nach einer In-
kubationszeit von 15 min bei Raum-
temperatur ist die enzymatische Spal-
tung des Heparins in der Probe abge-
schlossen. Das Reagenz ist unter dem
Namen Hepzyme® im Handel (Baxter
Diagnostics, Unterschlei3heim).

Die Gewinnung der Blutproben er-
folgte mittels Venenpunktion bei 34
gesunden Freiweilligen. Das Blut wur-
de im Verhiltnis 9:1 mit 0,13 M Na-
triumzitrat antikoaguliert und durch
Zentrifugation bei 3000 x g fiir 10 min
Zitratplasma gewonnen. Fiir einige
Versuche wurde dariiber hinaus ein
Plasmapool aus dem Blut von 15 ge-
sunden minnlichen Spendern herge-
stellt.

Gerinnungsuntersuchungen erfolg-
ten mit Reagenzien von Baxter Dia-
gnostics auf Gerinnungsautomaten
vom Typ Electra 800, 900 oder 1000 C
der Firma Medical Laboratory Auto-
mation (MLA, Vertrieb durch Baxter
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Zusammenfassung

Heparin hat einen signifikanten Einflu® auf eine ganze Reihe von Laborunter-
suchungen in der Hamostase. Haufig gelingt daher unter Heparintherapie nicht
mehr der Nachweis von bestimmten Gerinnungsstérungen, deren Kenntnis
jedoch fur die weitere Therapie von Bedeutung ware. Durch Einsatz eines
spezifischen heparinabbauenden Enzyms (Heparinase 1) gelingt eine einfache
und schnelle enzymatische Depolymerisierung von sowohl unfraktionierten als
auch niedermolekularen Heparinen.

Bei insgesamt 34 Gesunden wurden die aPTT vor und nach Behandlung mit
Heparinase gemessen. Der Mittelwert betrug vor Heparinase 25,6 und nach
Heparinase 25,2 sec. Offensichtlich wird lediglich das Heparin abgebaut, ohne
daR es zum Verlust von Gerinnungsfaktoren kommt. Die Analyse der Einzelfak-
toren in einem Plasmapool zeigte praktisch identische Werte vor und nach der
Enzymbehandlung. Auch die Thromboplastinzeit wird durch das enzymatische
Verfahren nicht verandert. Nach Zusatz von verschiedenen Heparinen zu
Plasma wurde durch Heparinasebehandlung nahezu der Ausgangswert der
aPTT wieder erreicht, solange die Konzentration unter 2 E/ml lag.

Diese Ergebnisse zeigen, daR die enzymatische Behandlung mit Heparinase 1
ein einfaches und spezifisches Verfahren zur Entfernung von Heparin darstellt.

Keywords
Heparin, heparinase, extracorporal circulation, anticoagulation, coagulation
assay, lupus anticoagulant

Summary

Heparin has a significant influence on various assays in hemostasis. Therefore,
the detection of certain coagulopathies which is important for further treat-
ment is not possible. By using a specific heparin degrading enzyme (heparin-
ase 1) a simple and fast enzymatic depolymerisation of both unfractionated and
low molecular weight heparins is possible.

In 34 plasmas from healthy volunteers the aPTT was determined before and
after treatment with heparinase. The mean value of this group was 25.6 before
and 25.2 sec after heparinase. Apparently this enzyme degrades specifically
heparin without a loss of coagulation factors. Specific assays of coagulation
factors in a plasma showed identical values before and after enzyme
treatment. The prothrombin time is not changed by the procedure as well.
After the addition of various heparins to plasma the base value of the aPTT was
almost reached after heparinase treatment, as long as the concentration was
<2 U/ml.

These results show that the enzymatic treatment with heparinase 1 is a simple
and specific method for the removal of heparin.
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Abb.1 Mechanismus der enzymatischen Spaltung von Heparin durch Heparinase 1 (f-Eliminie-
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Diagnostics). Die Bestimmung von
Heparin erfolgte mit einem Kit der
Firma American Diagnostica als Anti-
Faktor-Xa-Aktivitit. Heparine (un-
fraktioniert oder niedermolekular)
wurden von verschiedenen Herstel-
lern bezogen und fiir verschiedene
Versuche direkt dem Zitratplasma zu-
gesetzt.

Ergebnisse

EinfluB von Heparinase
auf die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT)

Durch Vergleich der aPTT-Werte
vor und nach Behandlung mit Hepari-
nase wurde die Spezifitit des Verfah-
rens untersucht. Dazu wurden insge-
samt 34 Plasmen zunichst mit Actin®
(Ellag-Sdure und Kaninchenhirn-Phos-
pholipide) untersucht und dann an-
schlieBend der Behandlung mit Hepa-
rinase unterzogen. Vor der Behand-
lung betrug der Mittelwert dieses Kol-
lektives 25,2 sec mit einer Standard-
abweichung von 1,7 sec. Nach dem
Heparinaseschritt wurden 25,6 =+
1,7 sec gefunden. Die beiden Mittel-
werte unterscheiden sich lediglich um
0,6% und bewegen sich damit in der

Fehlerbreite der
am Electra 1000.

Zum Vergleich wurde auch eine
Behandlung dieser Plasmen mit einem
kiuflichen Heparinabsorbens auf der
Basis eines lonenaustauschers durch-
gefiihrt  (Organon Teknika). Die
aPTT betrug danach 28,0 & 2.6 sec.
Dieses entspricht einer Abweichung
von 10,4% und liegt daher weit auBler-
halb der Fehlerbreite einer aPTT. Die
Verteilung der MeBwerte der indivi-
duellen Plasmen ist in Abbildung 2
dargestellt. Man erkennt deutlich die
engere Streuung der Meflwerte um die
Regressionsgeraden bei dem Verfah-
ren mit Heparinase im Vergleich zur
Heparinabsorption mit dem Ionen-
austauscher.

Bei Benutzung anderer aPTT-Rea-
genzien wurde ebenfalls gefunden,
daB die aPTT durch Heparinase prak-
tisch nicht verdndert wird.

aPTT-Bestimmung

Einflufl von Heparinase
auf die Thromboplastinzeit

Unter gleichen Bedingungen wurde
auch der Einflul von Heparinase auf
die Thromboplastinzeit (TPZ) mit
Thromboplastin IS aus Kaninchenhirn
untersucht. Vor der Inkubation mit
Heparinase wurde ein Mittelwert von

12,7 + 0,49 sec gefunden, nach Hepa-
rinase von 12,8 £ 0,42 sec. Es ergibt
sich also auch bei der Thromboplastin-
zeit keine Anderung durch die
Enzymbehandlung. Bei Verwendung
anderer Thromboplastine wurden
vergleichbare Resultate erzielt. Die
Ergebnisse von aPTT und TPZ sind in
Tabelle 1 zusammengefal3t.

EinfluB von Heparinase
auf die Bestimmung der
einzelnen Gerinnungsfaktoren

In Tabelle 2 ist der EinfluB einer
Behandlung mit Heparinasereagenz
auf die Gerinnungsfaktoren sowie auf
Fibrinogen in einem Normalplasma
zusammengefalit. Es zeigen sich keine
gravierenden Verdnderungen der ein-
zelnen Werte. Damit werden die in
den Globaltests erzielten Resultate
bestitigt.

Einfluf von Heparinase
auf die Thrombinzeit

In 27 Plasmen von Gesunden, de-
nen zwischen 0,3 bis zu 2,7 E/ml He-
parin zugesetzt worden war, konnte
keine vollige Normalisierung der
Thrombinzeit durch Zugabe von He-

Tab.1 EinfluB von Heparinase auf die aPTT
und TPZ bei 34 Plasmen von Gesunden

Para- vor nach

meter  Heparinase Heparinase
aPTT 252+1,7sec 256+17 sec
TPZ 12,7+05sec 128404 sec

Tab.2 Einfluk der Heparinasebehandlung auf
die Gerinnungsfaktoren eines Frischplasmas

Para- Aktivitat Aktivitat
meter vor nach
Heparinase  Heparinase

Fl 4.3 gfl 4,0 g/l
Fll 121% 114%
F\ 75% 77%

F VI 85% 84%

F I 83% 81%
FIX 115% 119%
FX 116% 114%

F Xl 110% 100%

F X 61% 61%
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Abb.2a \Vergleich der aPTT, gemessen mit Actin, vor und nach Gabe von Heparinase 1
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Abb.2b \Vergleich der aPTT, gemessen mit Actin, vor und nach Behandiung mit einem
lonenaustauscher (kommerzielles Heparinabsorbens)

parinase erzielt werden. Der Mittel-
wert dieser Gruppe lag vor Heparina-
se bei 13,3 £ 1,3 sec und nach Hepari-
nase bei 16,9 + 3.6 sec. Man erhélt
aber auch hier annidhernd normale
Thrombinzeitwerte. Die leichte Ver-
lingerung wurde auch in Plasmen
ohne vorherigen Heparinzusatz beob-
achtet. Sie ist daher nicht mit einem
unvollstindigen Heparinabbau zu er-
kliren. Angesichts der vielen metho-
dischen Probleme und Einfluigrofien
auf die Thrombinzeit wie pH-Wert,
Ionenstirke sowie Konzentration von
Kalziumionen (19) ist es wahrschein-
licher, dall die zur Stabilisierung des
Enzympriparates eingesetzten Puffer-
substanzen und Konservierungsmittel

einen leichten Einfluf auf die Bestim-
mung selbst ausiiben. Dieser Effekt ist
anscheinend auch teilweise gerite-
abhingig, da an einem Kugelkoagulo-
meter nahezu eine vollstindige Uber-
einstimmung der Gerinnungszeit vor
und nach Heparinase-Gabe gefunden
wurde (nicht gezeigt).

Bestimmung der
Thromboplastinzeit und der
aPTT in mit Heparin
versetzten Proben

Einige verschiedene unfraktionier-

te und niedermolekulare Heparine
wurden in verschiedenen Konzentra-

tionen Normalplasma zugesetzt und
nach der Behandlung mit Heparinase
mit Actin® FS analysiert. In Tabelle 3
sind die Ergebnisse zusammengefalt.
Es ergibt sich in der aPTT eine nahezu
vollstiandige Neutralisierung der He-
parinwirkung beider Heparintypen. In
weiteren Versuchen wurde gefunden,
daB bis zu etwa 2 E/ml eines Standard-
heparins sicher neutralisiert werden,
so daf anschlieBend die aPTT wieder
im Normalbereich liegt. Bei der
Thromboplastinzeit wird ebenfalls das
zugesetzte unfraktionierte Heparin
abgebaut. Hier wurde in 21 Normal-
plasmen mit zugesetztem Heparin in
einem Konzentrationsbereich von (0,2
bis 2,0 E/ml mit Thromboplastin C
Plus aus Kaninchenhirn vor Heparin-
zusatz ein Mittelwert von 12,7 =+
0,35 sec und nach dem Heparinase-
schritt von 12,93 + 0.4 sec gemessen.

Einsatz von Heparinase in
Patientenproben

Durch Heparintherapie wird nach
neueren Ergebnissen die Konzentra-
tion des Tissue-Factor-Pathway-Inhi-
bitors im Blut erhdht (20). Dieser
Inhibitor hat auch eine direkte Aktivi-
tit gegeniiber Faktor Xa und auch auf
die aPTT (21). Es ist daher keine
vollstindige Normalisierung der aPTT
bei Patienten unter Heparintherapie
zu erwarten.

In einer kleinen Gruppe von Pa-
tienten mit Heparintherapie wurde zu-
nichst die aPTT vor und nach Hepari-
nasebehandlung gemessen und mit
dem Ausgangswert des Patienten vor
Heparintherapie verglichen. Die in
Tabelle 4 zusammengefaliten Werte
zeigen, daB in allen Proben vor Hepa-
rinasebehandlung Heparinspiegel zwi-
schen 0,07 und 0,57 E/ml vorlagen,
und dafl nach dem enzymatischen Ab-
bau noch maximal 0,05 E/ml Heparin
nachweisbar waren. Angesichts der
meftechnischen und kalibrationsbe-
dingten Grenzen einer Anti-Faktor-
Xa-Bestimmung zeigen diese Resul-
tate eine gute Effektivitit des Ver-
fahrens. Die aPTT-Werte dieser Pa-
tienten gingen in den Normalbereich
zuriick oder blieben knapp dariiber.
In jedem Fall wurde aber eine deutli-
che Verkiirzung der aPTT gefunden.
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Bei zwei Patienten mit gleichzeitiger
oraler Antikoagulation und Heparin
gelang erwartungsgemil keine voll-
stindige Normalisierung der aPTT, da
diec aPTT natiirlich auch durch das
Absinken der Vitamin-K-abhingigen
Gerinnungsfaktoren sowie den Ein-
fluB des Tissue-Factor-Pathway-Inhi-
bitors beeinflulit wird.

Eine potentielle Anwendung des
Heparinasereagenz besteht in dem
Nachweis von Lupusantikoagulanzien
in  phospholipidabhingigen Gerin-
nungstests bei Patienten, die schon
mit Heparin behandelt werden. Dazu
wurde einigen Proben mit Lupusanti-
koagulans Heparin in einer Konzen-
tration von 2,7 E/ml zugesetzt und
anschliefend mit Heparinase abge-
baut. Auch hier wurde eine vollstindi-
ge Entfernung des Heparins erzielt
(Tabelle 5).

Diskussion

Die mit Hepzyme® erzielten Resul-
tate zeigen zunéchst, dall eine weit-
gehende Entfernung verschiedener
Heparinarten mit dieser stabilisierten
Form von Heparinase méglich ist. Die
Verinderungen im Gerinnungssystem
sind marginal und in der Praxis nicht
von Bedeutung. Lediglich bei der
Thrombinzeit werden etwas verlédn-
gerte  Gerinnungszeiten gefunden.
Diese haben wahrscheinlich nichts mit
der enzymatischen Wirkung der He-
parinase zu tun, sondern sind auf die
im Reagenz enthaltenen Stabilisato-
ren zuriickzufithren. Die Globaltests
Thromboplastinzeit und aktivierte
partielle Thromboplastinzeit werden
durch das Verfahren nicht beeinfluft.

Tab.3 Entfernung von verschiedenen Heparinpraparaten nach Zusatz zu Plasma durch Hepa-

rinase

Heparinpraparat

Liguemin® 2,7 E/ml
1.4 E/fml

Calciparin® 2,0 E/ml
1,0 E/ml

Fragmin® 0,8 E/ml
0,2 E/ml

Fraxiparin® 0,8 E/ml
0,2 E/ml

Kontrolle -

aPTT aPTT
vor Heparinase nach Heparinase
n.g. 36,8 sec
n.g. 32,5 sec
n.g. 34,2 sec
n.g. 33,1 sec
71,7 sec 35,1 sec
35,1 sec 30,4 sec
51,8 sec 32,0 sec
35,2 sec 31,3 sec
30,3 sec 30,1 sec

aPTT-Reagenz Actin® FS am Electra TM 800; n.g. = nicht gerinnbar, aPTT =180 sec

Tab.4 aPTT und Heparinkonzentration vor und nach Heparinase-Gabe bei Patienten mit Heparin-
bzw. Heparin/Cumarin-Therapie {(Pat. 9 und 10)
Patient  aPTT (sec) aPTT (sec) Heparinkonzentration
Ausgangswert  unter Heparintherapie {anti-F Xa, E/ml}
vor vor nach vor nach
Heparintherapie Heparinase Heparinase Heparinase  Heparinase
1 28,1 51,7 373 0,27 0,02
2 43,0 82,7 38,5 0,40 0,02
3 29,5 69,8 35,0 0,26 0,03
4 25,4 89,7 35,7 0,57 0,04
5 31,0 56,9 33,9 0,31 0,03
8 32,4 61,9 324 0,52 0,02
7 32,6 59,7 32,8 0,26 0,03
g 32,0 60,5 32,7 0,42 0,02
9 29,7 182,2 49,7 0,42 0,04
10 30,1 49,1 40,5 0,07 0,02
{aPTT Normalbereich bis 35,3)

Tab.5 Neutralisierung von zugesetztemn He-
parin (2,7 U/mi) in Proben mit Lupusantikoagu-
lans

Probe  aPTT (sec) aPTT (sec)
vOr nach
Heparinase Heparinase

1 48,7 472

2 61,3 57,2

3 41,4 44 4

4 55,1 57,7

5 35,5 37,7

aPTT-Reagenz: Actin® FSL am Electra®

1000 C

Die im Reagenz enthaltene Enzym-
konzentration sorgt fiir eine rasche
Entfernung des Heparins im Konzen-
trationsbereich von bis zu 2 E/ml
Standardheparin innerhalb von weni-
gen Minuten bei Raumtemperatur.
Der Prozefl kann auch noch einmal
mit einem neuen Flidschchen Hepari-
nase wiederholt und damit weiteres
Heparin abgebaut werden. Nach Er-
gebnissen von Linhardt et al. (22)
entstehen bei der enzymatischen De-
polymerisierung von Heparin durch
Heparinase eine Reihe von Oligosac-
chariden mit einem durchschnittlichen
Molekulargewicht von etwa 900 D.
Die dabei entstehenden Reaktions-
produkte verlieren dabei praktisch
alle Aktivitit gegeniiber Thrombin,
wihrend eine gewisse Restaktivitit
gegeniiber Faktor Xa selbst noch in
Tetrasacchariden nachweisbar war.

Nach Hemker und Mitarbeitern ist
die Beschleunigung der Antithrom-
binwirkung in Plasma jedoch die wich-
tigste Funktion von Heparin, da die
Faktoren IXa und Xa in ihren Kom-
plexen mit ihren jeweiligen Kofakto-
ren Faktor VIITa bzw. Faktor Va so-
wie Phospholipiden praktisch nicht
durch Antithrombin III/Heparin inhi-
bierbar sind (3). Unsere Ergebnisse
mit den Globaltests des endogenen
bzw. exogenen Wegs der Gerinnungs-
kaskade nach Zusatz und anschlieBen-
der enzymatischer Hydrolyse des He-
parins durch Heparinase lassen einen
dhnlichen Schluf} zu, da eine weitge-
hende Normalisierung der Gerin-
nungszeiten erzielt werden konnte.
Die in den Proben von Patienten unter
Heparintherapie nach Heparinase
verbliebene  »Restaktivitit«  von

Hiamostase

ologie
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Tab.6 Potentielle Anwendung von Heparina-
se im Hamostaselabor

1. Bestimmung der aPTT in Situationen
mit Verbrauch von Gerinnungsfaktoren
und -inhibitoren und Heparintherapie
wie
— Verbrauchskoagulopathie
— Thrombolysetherapie
— schwere Leber- und Nierenerkran-
kungen

— extrakorporale Therapieformen
(Dialyse, LDL-Immunapheress)

— Herz-Lungen-Maschine

— Ubersicht tber Gerinnungssituation
ohne Stdrung/Einflul von Heparin

— Einsparung von aufwendigen und
teuren Spezialuntersuchungen

— Einsparung von Blutprodukten oder
Konzentraten

2. Einstellphase der oralen Antikoagula-
tion bei gleichzeitiger Heparinbehand-
lung bei Verwendung heparinempfind-
licher Thromboplastine
— plausible TPZ-Werte ohne Stérung
durch Heparin
— Einsparung von Einzelfaktorbestim-
mungen

3. Differenzierung einer Heparin- bzw.
Aprotinin-induzierten Verlangerung der
aPTT, ACT oder anderer Gerinnungs-
tests
— Einsparung von Spezialunter-
suchungen
— gezielterer Einsatz von Blut-
produkten

4. Differenzierung von Heparin- bzw. FSP-
induzierten Verlangerungen von Gerin-
nungstests

5. Subtraktion eines Heparineffektes
bei anderen Gerinnungs-, Fibrinolyse-
oder Thrombozytenfunktions-
untersuchungen
— Nachweis von Lupusantikoagulans,
Faktorenmangel u.a.

6. Plausibilitdtstestung von Gerinnungs-
tests
— Heparinkontamination
bei Abnahme?

0,02-0,05 E/ml ist angesichts der in
diesem niedrigen Konzentrationsbe-
reich nicht mehr ausreichenden Sensi-
tivitit der iiblichen Heparintests iiber
Faktor Xa noch kein ausreichender
Beweis fiir das Vorliegen von anti-
koagulatorisch wirksamen niedermo-
lekularen Heparinfragmenten. Aller-
dings konnte die etwas ldngere aPTT
einzelner Patientenproben neben an-
derem auch auf eine eventuelle rest-
liche Anti-Faktor-Xa-Aktivitit zu-
riickzufiihren sein.

Die Ergebnisse der Patienten mit
Heparintherapie zeigen, dall es ge-
lingt, die aPTT durch Heparinase
weitgehend zu normalisieren. FEine
vollige Normalisierung ist schon aus
theoretischen Uberlegungen nicht zu
erwarten, da unter Heparintherapie
die Aktivitat von Antithrombin III et-
was abnehmen kann und auch die
Freisetzung des Tissue-Factor-Path-
way-Inhibitors durch Heparin die
Konzentration dieses Proteins um bis
zu 100% ansteigen 146t (20). Die Anti-
Faktor-Xa-Aktivitiat dieses Inhibitors
kann offensichtlich auch in der aPTT
wirksam werden (21), auch wenn
sicherlich quantitativ die Wirksamkeit
von Antithrombin III als Heparin-
Kofaktor von groBerer Bedeutung
ist.

Dariiber hinaus ist natiirlich bei
Heparintherapie im Rahmen der
Grunderkrankung des Patienten eine
bzgl. der aPTT wirksame Verénde-
rung der Konzentrationen der einzel-
nen Gerinnungsfaktoren von Blutent-
nahme zu Blutentnahme nicht auszu-
schlieBen. Gerade die im Rahmen
einer Akute-Phase-Reaktion oder
postoperativ stark variierenden Akti-
vitat von Faktor VIII und Fibrinogen
oder anderer Gerinnungsfaktoren hat
einen nicht zu vernachlédssigenden
EinfluB auf die aPTT, zumal diese
Methode auch hinsichtlich der Priana-
Iytik relativ storanfillig ist (23). In
jedem Falle ist jedoch nach Heparin-
neutralisierung ein Uberblick iiber die

aPTT (sec)
100+

Streptokinase

Heparin

aktuelle Gerinnungssituation des en-
dogenen Systems zu erzielen. Eine
groBere multizentrische Studie mit
Hepzyme® bestitigt diese Befunde
(24).

Die Uberwachung der Heparinthe-
rapie erfolgt heute tiberwiegend mit-
tels der aPTT, auch wenn die Korrela-
tion zwischen der Heparinkonzentra-
tion und der aPTT nicht besonders gut
ist (25). Es konnte daher moglich sein,
durch Einsatz einer aPTT-Ratio vor
und nach Heparinase-Gabe eine bes-
sere Standardisierung der aPTT sowie
eine engere Korrelation zur Konzen-
tration des Heparins zu erzielen. Nach
vorldufigen ersten eigenen Ergebnis-
sen ist die Korrelation der aPTT-
Differenz vor und nach Heparinase-
Gabe zum Heparinspiegel (gemessen
iiber die Anti-Faktor-Xa-Aktivitit
oder die Messung der Hemmung der
Thrombingeneration in einem System
von gereinigten Gerinnungsfaktoren
und Antithrombin III als Reagenzien
[26]) nur relativ schwach (27). Dieses
mub} jedoch in einem grofieren Um-
fang untersucht werden, bevor schliis-
sig bewiesen ist, ob eine bessere Stan-
dardisierung der aPTT zur Uberwa-
chung der Heparintherapie durch Ein-
satz von Heparinase in Verbindung
mit einer aPTT-Ratio moglich ist.

Welche Einsatzmoglichkeiten sind
nun fiir dieses Enzympriparat denk-
bar (Tab. 6)? Hier sind prinzipiell alle
Gerinnungstests zu nennen, die zwar
durch Heparin beeinflufit werden,

Streptokinase Heparin /Q

0 3 6 9 12

15 18 21 24 27 30

Stunden

[e\for Hepzyme # Nach Hepzyme |

Abb.3 \Verlauf der aPTT bei einem Patienten mit tiefer Beinvenenthrormbose unter einer
ultrahochdosierten Streptokinase- und Heparintherapie
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aber dennoch wihrend der Heparin-
therapie eine rasche Information iiber
die Restaktivitat des Gerinnungssy-
stems gewéhrleisten; weiterhin dient
die Heparinase zur Plausibilitéts-
testung von Ergebnissen, die mog-
licherweise durch Heparinkontamina-
tion der Probe wiihrend der Blut-
abnahme verfilscht wurden.

Wichtig ist hier natiirlich die iiber-
lappende Heparin- und Cumarinthe-
rapie bei Verwendung von heparin-
empfindlichen  Thromboplastinrea-
genzien. Nach den Ergebnissen von
Hellstern et al. werden praktisch alle
Gewebethromboplastine in  unter-
schiedlichem Ausmal} durch Heparin
beeinfluBlt (7). Nach Ergebnissen von
Keller et al. ist dieser Effekt bei einem
rekombinanten Thromboplastin mit
Zusatz von Polybren als Heparininhi-
bitor praktisch zu vernachlissigen,
wihrend in dieser Studie selbst bei
alleiniger Heparintherapie ein Plazen-
tathromboplastin ~ bereits  deutlich
durch Heparin beeinflufit wurde (28).
Auch fiir den Thrombotest, der in
wesentlich hoherer Probenverdiin-
nung durchgefiihrt wird, fanden van
den Besselaar und Mitarbeiter einen
leichten Einfluf von Heparin auf die
Thromboplastinzeit (29).

Ein groBes gerinnungsanalytisches
Problem verursachen Proben von Pa-
tienten mit extrakorporaler Zirkula-
tion, insbesondere in der Herzchirur-
gie. Hier wird nicht nur durch hohe
Dosen von Heparin, sondern zusitz-
lich auch durch Aprotinin die
Messung der Gerinnungsglobaltests
nahezu unmdoglich. Heparinase wurde
bereits erfolgreich zur Messung der
aktivierten Gerinnungszeit (activated
clotting time, ACT) eingesetzt (30).
Einige vorldufige eigene Untersu-
chungen zeigen, daf} in solchen Pro-
ben, die ohne Heparinasevorbehand-
lung eine vollig ungerinnbare aPTT
aufweisen, nach Heparinase gut mef3-
bare aPTT-Werte erhalten werden
(31). Hier kann durch die Einfachheit
der Heparinasebehandlung in recht
kurzer Zeit ein Uberblick iiber die
Gerinnungssituation des Patienten er-
halten und damit mdoglicherweise die
Verwendung von Blutprodukten ein-
geschrinkt werden.

Eine weitere Anwendung stellen
Proben von Patienten mit Lupusanti-

koagulans dar. Diese Antikorper wer-
den héufig iibersehen, da es bis heute
keine absolut zuverlassige Methode
zum Screening gibt und dariiber hin-
aus die bestehenden Methoden auch
bei Patienten mit thromboemboli-
schen Erkrankungen oft gar nicht ein-
gesetzt werden. Unter Heparinbe-
handlung ist der Einsatz von Gerin-
nungstests zum Nachweis von Lupus-
antikoagulanzien nicht moglich, da
diese durch Heparin gestort werden.

Hier ist auch die in jiingster Zeit
sehr erfolgreich eingesetzte Thrombo-
plastininhibition mit rekombinantem
Thromboplastin zu nennen (32, 33).
Das in dieser Methode verwendete
Thromboplastin  (Innovin®, Baxter
Diagnostics) ist zwar per se durch
Zusatz von Polybren nicht heparin-
empfindlich, jedoch wird durch die
hohe Vorverdiinnung des Thrombo-
plastins in dieser speziellen Anwen-
dung der Heparininhibitor ausver-
dinnt. Hier, wie auch bei anderen
zum Nachweis von Lupusantikoagu-
lanzien eingesetzten Methoden, sollte
durch die enzymatische Heparinent-
fernung eine Detektion dieser in ihrer
Bedeutung als Thromboserisikofaktor
moglicherweise unterschitzten Anti-
korper ermoglicht werden.

Weitere erfolgversprechende An-
wendungen des Enzyms sind im Zu-
sammenhang mit dem Nachweis von
Fibrin- und Fibrinogenspaltprodukten
zu erwarten. Bei den iiblichen Latex-
tests mit polyklonalen Antikérpern ist
vor der eigentlichen Bestimmung zu-
nichst die Bereitung von Serum erfor-
derlich, um kreuzreagierendes Fibri-
nogen zu entfernen. Dabei gibt es in
heparinhaltigen Proben hiufig Proble-
me bei der Gerinnung und damit
falsch-positive Befunde (34). Hier ist
moglicherweise mit Heparinase eine
vollstiindige Entfernung von Fibrino-
gen zu erreichen.

Bei Thrombolysetherapie in Ver-
bindung mit Heparin ist ein weiteres
potentielles Einsatzgebiet fiir Hepari-
nase zu erwarten. Hier kann, wie auch
in anderen Fillen einer gesteigerten
Fibrinolyse, der Einfluf} des Heparins
auf Globaltests oder auf die Bestim-
mung der Einzelfaktoren einfach und
schnell beseitigt werden. Das zeigt
deutlich der in Abbildung 3 darge-
stellte Verlauf bei einem Patienten mit

abwechselnder  Streptokinase- und
Heparintherapie (Daten von G. Lut-
ze, Magdeburg).

Ahnliches gilt sicherlich auch fiir
die Verbrauchskoagulopathie. Dar-
tiber hinaus werden durch Heparinase
auch durch Heparin beeinfluBte
Thrombozytenfunktionsuntersuchun-
gen ermoglicht. Nach eigenen Unter-
suchungen gelingt der Heparinabbau
mit Heparinase auch im Vollblut.

Neben diesen spezifischen Anwen-
dungen im Rahmen der Gerinnungs-
diagnostik sind sicherlich auch in an-
deren Fachgebieten der Labormedizin
Anwendungen  von  Heparinase
méglich, beispielsweise in Proben, die
wegen Heparin kein brauchbares Se-
rum liefern oder wo Heparin selbst die
Bestimmung stort. Auch in der Mole-
kularbiologie wurde Heparinase be-
reits erfolgreich eingesetzt (35). Seit
1982 liegen erste Versuche zur thera-
peutischen Anwendung vor (36).

Zusammenfassend zeigen unsere
Resultate, daB mit Heparinase bei
geringstem Probenbedarf (0.5 bis
1,0 ml) eine schnelle und spezifische
Entfernung von Heparin moglich ist.
Altere Resultate aus dem Jahr 1972
werden dadurch bestitigt (17). Damit
werden in verschiedenen klinischen
Situationen Gerinnungsuntersuchun-
gen ermdglicht, die sonst kaum oder
nur mit grofien Schwierigkeiten und
mit groBeren Probenmengen durchzu-
fiihren sind. Durch Heparinase kann
in manchen Fillen méglicherweise ei-
ne Verbesserung der Therapie und
eine Senkung der Gesamtkosten er-
zielt werden.
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