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1. Einleitung

1.1 HomoOostase

Der Begriff Homdostase stammt aus dem Griechischen und bedeutet Gleichstand.
Die Selbstregulierung ist ein fundamentales biologisches Funktionsprinzip um den
Organismus in einem stabilen Zustand zu halten. Dabei wirken vielerlei Faktoren mit

einander in einem ausgewogenen Wechselspiel.

Eines dieser Systeme ist das Gerinnungssystem des menschlichen Korpers. Es dient
der Aufrechterhaltung der adaquaten Hamostase, bei der im Blut normalerweise ein

Gleichgewicht zwischen Gerinnung und Blutverfliissigung besteht.

Seine wichtigste Funktion ist die Wiederherstellung der Gefalintegritat nach einer
Verletzung oder Schéadigung durch Produktion eines stabilen Blutgerinnsels. Pro-
und antikoagulante, zellulare und humorale sowie fibrinolytische Faktoren formen ein
umfangreiches System, das einen Schutz sowohl vor tbermafiiger Bildung von Blut-
gerinnseln als auch vor uberschie3enden Blutungen gewéhrleistet. Normalerweise
wird auf diese Weise eine optimale Blutstillung bei minimiertem Thromboserisiko
erzielt. Bestimmte Erkrankungen, aber auch physiologische Veranderungen des
menschlichen Koérpers, kdnnen jedoch zu einem Ungleichgewicht in der Hamostase

fuhren.

1.2 Die plasmatische Gerinnung
Das Blutplasma enthalt eine umfangreiche Anzahl von Proteinen, die bei Interaktion

mit Faktoren der Gefallwand oder extrazellularer Matrix die Bildung eines Gerinnsels
auslosen. Das System der plasmatischen Gerinnung stellt kaskadenartig ablaufende,
sich wechselseitig beeinflussende Faktoreninteraktionen dar, die in einer Aktivierung
des sogenannten Faktor X zu Faktor Xa (a = aktiviert) minden. Zentral ist dabei die

Bildung von Fibrin aus Fibrinogen — durch Wirkung des Enzyms Thrombin.

,Ziel der plasmatischen Gerinnung ist die Stabilisierung des Thrombozyten-
thrombus in dem ein Fibrinnetz ausgebildet wird. Thrombin katalysiert dabei
die Fibrinbildung.“ (Luxembourg et al. 2007).

Als Thrombozytenthrombus wird dabei ein Zusammenschluss aus aggregier-
ten Thrombozyten - und teilweise auch Erythrozyten und Fibrin - verstanden,

der an der Intima geschadigter Blutgefal3e oder am Endokard entsteht.
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Va+Xa+Ca+PL

||

Prothrombin | EEEE———) Thrombin

|

Fibrinogen —————> Fibrin

Abbildung 1: Bildung von Fibrin

Das ,fibrinbildende® Enzym Thrombin wird aus der Vorlaufersubstanz Prothrombin
gebildet. Die Aktivierung des Prothrombins findet durch die Abspaltung eines
Prothrombinfragmentes statt und erfolgt unter Einwirkung des sogenannten Pro-
thrombinasekomplexes - bestehend aus den Gerinnungsfaktoren Va, Xa sowie
Calcium (Ca) und Phospholipiden (PL) (Hemker und Kahn 1967) — oder in
geringerem Mal3e auch nur durch Einwirkung des Gerinnungsfaktors Xa allein.

Die wichtigste Funktion des Thrombins ist die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin.
Fibrinogen wird in den Hepatozyten der Leber gebildet und anschlie3end in die Blut-
bahn abgegeben. Es handelt sich um ein dimeres Molekul - aufgebaut aus zwei iden-

tischen Untereinheiten, die jeweils aus 3 Polypeptidketten bestehen: Aa, Bb und y.

E-Domaéne

gamma

beta

alpha

| Disulfidbriicke

h Polypeptidketten (alpha, beta , gamma)
I Fibrinopeptide (A, B)
Abbildung 2: Schematisierter Aufbau von Fibrinogen, modifiziert nach: ,,DOMAIN STRUCTURE

OF FIBRINOGEN*“ (Haematologic Technologies, Inc., 57 River Road, Unit 1021, Essex Junction,
Vermont 05452 USA)
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Thrombin ist in der Lage beide Untereinheiten zu trennen sowie die Fibrinopeptide A
von den a-Ketten zu l6sen. Dabei entsteht Fibrin | — auch bekannt als Des-AA-
Fibrinogen. Loésliche Komplexe aus Fibrin 1 und Fibrinogenspaltprodukten stellen

sogenannte Fibrinmonomere dar.

In einem weiteren Schritt spaltet Thrombin die Fibrinopeptide B von den b-Ketten des
Fibrin 1 ab, wodurch Des-AABB-Fibrinogen, auch Fibrin 1l genannt, entsteht. Dieses
kann wiederum Aggregate mit langs-paralleler Anordnung der Monomere bilden. Es

kommt zur spontanen Polymerisation.

Fibrinogen Di—ED
Thrombin ‘

. Abspaltung der
Fibrinmonomere Dl E D e Fibrinopeptide A und B

ElD
Fibrinpolymer D Df-{ED
(I5slich) N .

DI ELD Dl E}—~D

—
F)(Illa‘ DI EID
EFD

Fibrinpolymer
(quervernetzt)

O
O
|
o
|
o

DFHHERD D EMD

I
DI-HE 4D

Abbildung 3: Bildung des unléslichen Fibrinnetzes, modifiziert nach: Renz H: Gerinnung
(Hamostase), in ,,Praktische Labordiagnostik®, Walter de Gruyter, Berlin 2009; 132.

Durch Abspaltung sowohl der Fibrinopeptide A als auch der Fibrinopeptide B aus
dem Fibrinogenmolekil entstehen Fibrinmonomere, die in der Lage sind unter Wir-
kung des Faktors Xllla miteinander kovalente Bindungen einzugehen. Durch
Verkntpfung der D-Domanen entstehen quervernetzte und somit unldsliche

Komplexe.
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Der von Thrombin aktivierte Faktor Xllla - eine Transglutaminase, die v.a. im Zytosol
von Thrombozyten und im Blutplasma vorkommt - sorgt fur kovalente Bindung
zwischen den a - und den y - Ketten der Fibrinmonomere und bewirkt somit eine
mechanische Stabilisierung des Gerinnsels. Die entstehenden, quervernetzten
Fibrindimere sind in der Lage durch Bindung weiterer Monomere ein unlésliches

Polymer zu bilden — sogenannte Fibrinfaden.

FIBRIN MONOMER

FIBRINOGEN

HALF-STAGGERED
END-TO-END BINDING

=
FIBRIN DIMER
l EXTENSION OF

LINEAR POLYMER

FIBRIN OLIGOMER (PROTOFIBRIL)

LATERAL BINDING
OF PROTOFIBRILS

1 -

G G

FIBRIN POLYMER

Abbildung 4: Schematisierte Darstellung der Bildung eines Fibrinfadens, aus: Colman RW,
Budzynski AZ: “Blood Coagulation and Fibrinolysis” in: Source: Supplement 10: Handbook of
Physiology, The Respiratory System, Circulation and Nonrespiratory Functions, 1985.

,Nun ist fur die schadensfreie Funktion der Blutstillung die prazise Kontrolle
der Thrombinbildung eine unabdingbare Voraussetzung, denn wo immer
Thrombin auftritt, kommt es zur Bildung von Fibrin, sprich zur Gerinnung des

Bluts und damit zur Gefahr einer Thrombose.“ (Hemker und Poliwoda 1993)

1.3 Die Fibrinolyse
Das antagonistische System zur plasmatischen Gerinnung ist die Fibrinolyse. Durch

diesen Regulationsmechanismus wird einer Uberschiel3enden Fibrinbildung ent-
gegengewirkt und das fibrinvernetzte Blutgerinnsel, der Thrombus, aufgeldst.
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,Vergleichbar dem Thrombin in der Gerinnung stellt das Plasmin das zentrale

Enzym der Fibrinolyse dar.” (Renz 2009)

Die Serinprotease Plasmin wird aus Plasminogen gebildet. Dieser Vorgang lauft
beschleunigt ab, wenn Plasminogen und dessen Aktivatoren zur selben Zeit tUber
spezifische Bindungsstellen an das Fibrinmolekil binden (Nelles et al. 1990).
Plasmin selbst katalysiert den proteolytischen Abbau von Fibrinogen zu
Fibrinogenspaltprodukten (Gaffney und Perry 1985; Nieuwenhuizen 1988;
Niewiarowski und Gurewick 1971) sowie auch den Abbau von Fibrin zu Fibrin-
spaltprodukten — u.a. zu den sogenannten D-Dimeren (Riess 1999) — in dieser Arbeit
als ,DDIM* abgekdirzt.

Fibrinogen- bzw. Fibrin-Spaltprodukte werden teilweise auch als ,FDP* - Fibrinogen-
bzw. Fibrin-Degradationsprodukte - bezeichnet. Die Plasmakonzentration der FDP

verhalt sich proportional zur Héhe der DDIM (Moresco et al. 2006).

Aus unldslichem, quervernetztem Fibrin entstehen einen Vielzahl I6slicher Derivate,
deren Molekulargewicht abhéngig vom Grad des Abbaus durch Plasmin ist. Ein

Grol3teil der Abbauprodukte sind hochmolekulare X-Oligomere.

Bedeutsam ist dabei, dass die durch Faktor Xllla verbundenden D-Domanen nicht
durch die Einwirkung von Plasmin voneinander geldst werden konnen. Demzufolge
enthalten die nun l6slichen Fibrin-Spaltprodukte ein ,Neoantigen: die doppelte
D-Doméne bzw. D-Dimer-Domaéne. Dieses ist weder im urspringlichen Fibrinogen-
Molekul, den entsprechenden Fibrinogen-Spalt-Produkten noch in Iéslichem Fibrin

vorhanden.

,Die D-Dimere sind Plasmamarker, um die Fibrinogenolyse von der Fibrinolyse
zu unterscheiden® (Hemker und Poliwoda 1993), da sie beim Abbau von Fibrin

nicht aber beim Abbau von Fibrinogen entstehen.

Bei fortschreitendem Abbau entstehen aus einem Molekdl Fibrin zwei D-Fragmente,
die vorher die D-Bindungsdoméane darstellten, und ein E-Fragment (ehemals als E-
Domaéne bezeichnet). Es liegen Fibrinmonomere vor, die als heterogene Gruppe in
folgender Konstellation auftreten kénnen: als DD-, DDE-, DDEE- und auch als DED-

Fragment.
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D DIHEHD Fibrin

D ED
‘Plasmin D
= [ED |
| | e LD DIH{EHD
DI4E | T
D Fibrinoligomere
DIHEMD
‘Plasmin
E D D
| | ED
D ElD D
r L |
D E DL E D Fibrinmonomere

Abbildung 5: Schema der Fibrinolyse, modifiziert nach: Renz H: Gerinnung (Hamostase),
in ,,Praktische Labordiagnostik“, Walter de Gruyter, Berlin 2009; 135.

Es entsteht eine Mischung aus Komplexen unterschiedlichen Molekulargewichts, die
D- und E-Domaéanen enthalten - so z.B. DD mit 195 kD, DDE mit 228 kD etc. (Francis
und Marder 1982, Gaffney und Edgell 1995, Niewenhuizen 1997). Diese kleinen
Einheiten, die als Spaltprodukte unter der Wirkung von Plasmin aus Fibrin entstehen,
werden auch D-Dimere genannt, da sie sich aus mindestens zwei D-Fragmenten

zusammensetzen (Gaffney et al. 1975, Gaffney und Joe 1979).

Die spezifischen antigenen Determinanten ,D-Dimere* werden demzufolge aus je

zwei benachbarten D-Domanen gebildet. (Brill-Edwards und Lee 1999).

1.4 D-Dimere

1.4.1 D-Dimere als Indikatoren der Gerinnungsaktivitat
Wie beschrieben entstehen DDIM bei der Fibrinolyse - der proteolytischen Spaltung

des durch F Xllla stabilisierten, quervernetzten Fibrins durch Plasmin.
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,Dimere D-Fragmente (D-Dimere) entstehen nur bei der Spaltung bereits
quervernetzter Fibrinmolekile (nicht bei Fibrinogenspaltung) und sind
Ausdruck einer intravasalen Fibrinbildung (bei Thrombose oder Verbrauchs-
koagulopathie) mit sekundarer Hyperfibrinolyse, weshalb sie zur Differential-
diagnose von Zustadnden mit erhdhtem Gesamt-FSP (Fibrinspaltprodukten)
wie Hyperfibrinolyse, septischer Schock, Missed abortion, chronische Throm-

bosen, Leberzirrhose (...) bestimmt werden.” (Pschyrembel 1998)

Fur klinische Entscheidungen kann es hilfreich sein, eine Beurteilung der Hamo-
stasesituation anhand der Bestimmung von Reaktionsprodukten, die im Rahmen der
Gerinnungsvorgange gebildet werden, vorzunehmen - so z.B. durch die Bestimmung
der DDIM.

,D-Dimer-Antigen ist der derzeit einzige allgemein verfligbare Laborparameter fir die
Bestimmung der Gerinnungsaktivierung“ (Dempfle 2005). D.h. die DDIM geben einen
Hinweis auf die Aktivitdat des Hamostase-Systems. Eine erhdhte Konzentration im
Blut spricht fur eine Gerinnungsaktivierung, wie es bei einem thromboembolischen
Ereignis - wie einer oberflachlichen Thrombophlebitis, einer tiefen Venenthrombose

oder einer Embolisierung der Lungengeféal3e - der Fall sein kann.

Ende der 1980er Jahre wurde die Bestimmung der DDIM in der Diagnostik der TVT
und LE eingefuhrt (Righini et al. 2008). Zurborn und Bruhn stellten 1991 fest, dass
die DDIM dabei eine entscheidende Hilfe darstellen (Zurborn und Bruhn 1991).

,Erhdohte D-Dimer-Konzentrationen sind pradiktiv fir eine TVT* (Cushman et
al. 2003).

Die DDIM haben bei V.a. eine VTE einen NPW von 99,3% - so Perrier et al. 1999 in
einer Studie hinsichtlich nicht-invasiver Diagnostik von Thromboembolien (Perrier et

al. 1999). Sie seien somit als Screeningparameter geeignet.

Insgesamt haben sich die DDIM - als gute Marker zur Diagnostik und Verlaufs-
beurteilung von Gerinnungsstérungen zunehmend durchgesetzt (Harenberg 1999)
und ,sind inzwischen der am haufigsten verwendete Aktivierungsparameter des
Gerinnungssystems in der klinischen Routinediagnostik® (Dempfle 2005; vgl. Sié

1995). Righini et al. schrieben 2008: ,20 Jahre nach Ilhrem ersten Einsatz in der
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Diagnostik der VTE, haben die DDIM groRe Akzeptanz zum Ausschluss dieser
Erkrankung erreicht. (Righini et al. 2008)

1.4.2 Sensitivitat und Spezifitat der D-Dimere
Eine Konzentrationserhdhung dieser kleinsten Fibrinspaltprodukte gilt als Hinweis auf

eine gesteigerte Fibrinolyse, weswegen sie einen hochsensitiven Marker zur
Diagnostik eines thromboembolischen Ereignisses darstellen. Whitaker et al. stellten
bereits 1984 in einer Studie fest, dass alle ihrer untersuchten Patienten, die eine
TVT, eine LE, eine VTE oder eine DIC erlitten, erhéhte DDIM aufwiesen (Whitaker
1984). ,Dies stellte die Basis flr einen Screening-Test auf TVT* (Chapman et al.
1990).

Rowbotham et al. bestimmten 1987 bei 104 Patienten mit V.a. eine TVT mit Hilfe
eines Enzymimmunoassay mit monoklonalen Antikérpern die DDIM und lieRen an-
schlieBend auch jeweils eine vendse Sonographie durchfiihren. Alle Patienten mit
einer sonographisch nachgewiesenen Thrombose hatten erhdohte DDIM, wahrend

einige Patienten auch ohne nachgewiesen Thrombose erhéhte Werte aufwiesen.

,Ein normaler D-Dimer-Wert schlie3t eine TVT aus, wahrend ein erhohter Wert

diese Diagnose unterstutzt” (Rowbotham et al. 1987).

Auch Perrier et al. wiesen in Studien, bei denen per ELISA die DDIM z. A. einer TVT
gemessen wurden, 1996 und 1999 deren hohen Stellenwert nach: 1996 wurde bei
308 Patienten mit V.a. eine LE ein Thoraxrontgenbild und eine vendse Unter-
schenkel-Sonographie angefertigt - sowie die Konzentration der DDIM im Blutplasma
bestimmt (Perrier et al. 1996). Als Grenzwert, der fir oder gegen ein thrombo-
embolisches Ereignis sprechen sollte, wurde eine DDIM-Konzentration von 500 pg/l
festgelegt. Von den 199 Patienten, bei denen mit Hilfe der genannten Methoden eine
TVT und LE ausgeschlossen wurde, hatten im nachfolgenden Beobachtungs-
zeitraum von 6 Monaten auch nur zwei eine VTE entwickelt. Eine Konzentration der
DDIM von 500 pg/l sollte demnach ein guter ,cut-off* als testspezifischer Grenzwert
bzw. als Entscheidungsgrenze z. A. eines thromboembolischen Ereignisses sein
(Perrier et al. 1996). Eine Folgeuntersuchung im Jahr 1999 bestatigte diese Theorie
(Perrier et al. 1999): mit Hilfe von 918 Patienten der Genfer Universitatsklinik und des
Hopital Saint-Luc in Montreal in Kanada wurde ein Algorithmus fir die Diagnostik
einer VTE aufgestellt — basierend auf der Hohe der DDIM, dem Thoraxréntgenbild

und der Unterschenkelsonographie, um die Anzahl an invasiven Untersuchungen wie


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rowbotham%20BJ%22%5BAuthor%5D
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Phlebographien und Pulmonalangiographien zu reduzieren. Die Patienten, bei denen
auf diese Weise eine VTE ausgeschlossen wurde, sind — ohne dass sie eine
Therapie erhielten - tUber die folgenden drei Monate beobachtet worden. Auch hier
schloss eine DDIM-Konzentration unter 500 ug/l eine VTE in 31% der Félle aus.
Insgesamt war durch die o0.g. Malihahmen bei 94% der Patienten keine invasive
Therapie notwendig geworden. Das Risiko in den folgenden drei Monaten eine
Thromboembolie zu erleiden, lag bei nur 1,8%. Eine Kombination aus dem Labor-
parameter DDIM und den nicht-invasiven Diagnoseverfahren scheint somit ein

sicheres Verfahren in der Diagnostik einer TVT und bzw. oder LE darzustellen.

Beobachtet wurde, dass bei einer distalen Thrombose nicht so hohe DDIM
gemessen wurden, wie bei einer proximalen (Chapman et al. 1990). Bei thrombo-
embolischen Ereignissen geringeren Ausmalies wie einer distalen TVT (Jennersjo et
al. 2005) oder einer subsegmentalen bzw. peripheren LE (Sijens et al. 2000) kann

das DDIM-Ergebnis sogar normal sein.

Sié versuchte fur den selteneren Fall, dass ein normaler DDIM-Wert trotz statt-
gehabter VTE bestimmt wurde, zwei Erklarungsansatze. Zum einen kdnnte eine un-
zureichende, defekte Fibrinolyse die Ursache sein. Zum anderen wirden Kleinere
Thrombi vom Test nicht erfasst, da die DDIM-Konzentration proportional zur Fibrin-
masse ist (Sié 1995).

Laut Untersuchungen von Rowbotham et al. und Chapman et al. sind bei Patienten
mit distaler Thrombose die DDIM niedriger als bei Patienten, die eine proximale
Thrombose aufwiesen (Robotham et al. 1987, Chapman et al. 1990). So stellten z.B.
Jennersjo et al. in einer Studie bei 393 Patienten aus dem Jahr 2005 flr distale
Thrombosen nur eine Sensitivitat von 65% und ein NPW von 84% fest - im Gegen-
satz zu einer Sensitivitdit von 96% und einem NPW von 99% bei proximalen
Thrombosen. Diese kleineren Thrombi scheinen jedoch nicht zu einem ungulnstigen
Ausgang fur die Patienten zu fuhren. Die Untersuchenden stellten die Hypothese auf,
dass eine normale DDIM-Konzentration alle die Thrombosen ausschliel3e, die eine

Therapie erfordern wirden (Jennersj6 et al. 2005).

Der Referenzbereich der DDIM im Plasma liegt zwischen 20 und 150 pg/l (Kraus
2008). Insgesamt sollte die Konzentration jedoch nicht Gber 500 ug/l liegen, denn

héhere Werte sprechen fir eine venése Thrombose (Barthels und Poliwoda 1998).
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Wobei zu erwédhnen ist, dass die Hohe der DDIM nicht immer im Verhaltnis zur der
Grol3e des Thrombus steht. ,Der D-Dimer-Antigen-Spiegel steht eher in Beziehung
zur Intensitat der systemischen Gerinnungsaktivierung als zur Ausdehnung der
Thrombose® (Dempfle 2005).

1.5 Klinische Vortest-Wahrscheinlichkeit

1.5.1 Der Wells-Score
Anhand von Symptomen und der Anamnese der Patientin bzw. des Patienten kann

bereits eingeschéatzt werden, wie wahrscheinlich das Vorliegen einer TVT ist. Dabei
werden anhand eines Klassifikationssystems nach Wells — dem Wells Score -
Punkte vergeben, die anschlielend addiert werden. Weniger als 1 bis 1 Punkt be-
deuten eine niedrige, mehr als 3 Punkte eine hohe Wahrscheinlichkeit fur eine TVT
(Wells 1997, Wells 1998, Wells et al. 2005).

Tabelle 1: Wells Score zur Diagnostik der tiefen Beinvenenthrombose, aus: Dempfle CE:
Bestimmung des D-Dimer-Antigens in der klinischen Routine. Dtsch Arztebl 2005; 102 (7):
A —429.

Kriterium Punkte
maligne Erkrankungen (vorhanden oder in den letzten 6 Monaten therapiert) 1
Paralyse, Parese oder Immobilisation der unteren Extremitaten 1
Bettruhe von > 3 Tagen und/oder groBere Operation in den letzten 4 Wochen 1
Schmerzen im Bein 1
Schwellung von Unterschenkel und Oberschenkel 1
Umfangsdifferenz der Unterschenkel von > 3 cm, gemessen 10 cm unterhalb 1
der Tuberositas tibiae
Einseitiges Odem (nur betroffenes Bein) 1
Dilatierte oberflachliche Venen (keine Varizen), nur im betroffenen Bein 1
Alternative Diagnose wahrscheinlicher als tiefe Beinvenenthrombose -2
Auswertung
Punkte Wahrscheinlichkeit einer akuten tiefen Beinvenenthrombose
<1 Niedrige Wahrscheinlichkeit
1-2 Mittlere Wahrscheinlichkeit
>3 Hohe Wahrscheinlichkeit

Da die Konzentration der DDIM nicht nur bei thromboembolischen Ereignissen,
sondern auch bei zahlreichen anderen Krankheitszustanden erhoht sein kann, sollte
sie nie allein, sondern stets auch unter Einschatzung der klinischen Wahrschein-
lichkeit wie dem Wells Score bewertet werden. Die klinische Wahrscheinlichkeit wird
auch als Vortestwahrscheinlichkeit, prior clinical probability (PCP) oder auch pretest
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clinical probability (PTP) bezeichnet, da hierbei das Risiko einer stattgehabten
Thrombose noch vor Durchfihrung weiterer Tests anhand der Anamnese und
korperlichen Untersuchung eingeschatzt wird.

Tabelle 2: Wells Score zur Diagnostik der Lungenembolie, aus: Dempfle CE: Bestimmung des
D-Dimer-Antigens in der klinischen Routine. Dtsch Arztebl 2005; 102 (7): A — 430.

Kriterium Punkte
Verdacht auf tiefe Beinvenenthrombose 3
Alternative Diagnose ist unwahrscheinlicher als Lungenembolie 3
Herzfrequenz > 100/min 1,5
Immobilisation oder Operation in den vorangegangenen 4 Wochen 1,5
Fruhere tiefe Beinvenenthrombose oder Lungenembolie 1,5
Hamoptysen 1
Maligne Erkrankungen (vorhanden oder in den letzten 6 Monaten therapiert) 1
Auswertung
Punkte Wabhrscheinlichkeit einer akuten tiefen Lungenembolie
0-2 Niedrige Wahrscheinlichkeit
3-6 Mittlere Wahrscheinlichkeit
>6 Hohe Wahrscheinlichkeit

Die Bestimmung von DDIM - in Kombination mit einem gut validierten Bewertungs-
system fir die Vortest-Wahrscheinlichkeit ist ein effizientes Werkzeug z. A. von
Thromboembolien (Kelly und Hunt 2003, Wells 2005). Klinische Studien ergaben,
dass bei niedriger oder mittlerer klinischer Wahrscheinlichkeit einer TVT - sowie
einem DDIM unterhalb eines testspezifischen Grenzwertes - auf weitere technische
Untersuchungen und auf eine Antikoagulanzientherapie verzichtet werden kann
(Aguilar et al. 2002, Anderson et al. 2003, Bates et al. 2003, Schutgens et al. 2003).
Da die Sensitivitat der DDIM sehr hoch ist, hat sich ihre Bestimmung im Algorithmus
der Diagnoseverfahren hinsichtlich einer Thromboembolie durchgesetzt (Kelly und
Hunt 2003; Bounameaux und Perrier 2006; Wells 2007).

Nachdem die klinische Wahrscheinlichkeit anhand des Wells Score eingeschéatzt

wurde, empfehlen Righini et al. folgendes Vorgehen (siehe Abbildung 6):
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klinische Vortestwahrscheinlichkeit (PCP)

— @

niedrig oder mittel hoch
\ 4
DDIM
unter dem cut-off Uber dem cut-off
L 4 L 4

Unterschenkel-Dopplersonographie bzw. CT

negativ* positiv
v v v
keine Therapie Therapie

* Sind Dopplersonographie bzw. CT unauffillig, die PCP jedoch hoch, sind zusatzliche
Untersuchungsmethoden (z.B. Phlebographie bzw. Lungenperfusionsszintigraphie) zu empfehlen

Abbildung 6: Stellenwert der DDIM im Algorithmus bei V.a. TVT bzw. LE, aus: Righini M, Perrier
A, De Moerloose P, Bounameaux H: D-dimer for venous thromboembolism diagnosis: 20 years
later. J Thromb Haemost. 2008; 6(7): 1065.

Insgesamt ist die Sensitivitat der DDIM mit 96% ausgesprochen gut, ihre Spezifitat
liegt jedoch nur bei 58% (Heijboer et al. 1991). ,Wahrend die DDIM sehr sensitiv und
hilfreich fir den Ausschluss einer TVT sind, fehlt die Spezifitat, die fir die Diagnose-
stellung notwendig ist und die eine Vielzahl zusatzlicher Untersuchungen notwendig
macht.“(Barnes et al. 2008).

,D-Dimer (D-Dimer-Antigen) findet sich bei frischer TVT und bei LE als Folge
einer korpereigenen Spontanfibrinolyse. In folgenden Féllen kann das D-Dimer
auch positiv sein, ohne dass eine TVT bzw. LE vorliegt: Traumen,

Operationen, (...) Schwangerschaft u.a.“ (Herold 2008).

1.5.2 Mangelnde Spezifitat der D-Dimere
Der Stellenwert der DDIM muss dabei stets im engen Zusammenhang mit anderen

Diagnosestrategien eingeordnet werden — wie ausfuhrliche Anamneseerhebung,
Wells Score, ventdse Sonographie, CT etc.
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Denn selbst sehr hohe DDIM sind nicht unbedingt ein klares Zeichen fir eine
stattgehabte TVT oder LE sondern kdnnen auch bei diversen Krankheitszustanden
auftreten (Ho 2011) - z.B. nach kardiopulmonaler Reanimation, bei Sepsis mit DIC,
bei multiplen Traumata, bei Hyperfibrinolyse und bei einem HELLP-Syndrom. Auch
nach rupturiertem Aortenaneurysma (Sodeck et al. 2007) oder cerebraler Sinus-

venenthrombose (Lalive et al. 2003) wurden hohe DDIM gemessen.

Auch bei Malignomen - insbesondere Ovarialkarzinomen und Lungentumoren — und
postoperativ, sowie nach Abstol3ung eines Transplantates und anderen kérperlichen
Stresssituationen kénnen die DDIM erhoht sein (Dempfle 2005). Zu erwadhnen ist,
dass bei Karzinomerkrankungen die Tumorzellen selbst oder deren Proteasen in der
Lage sein kdnnen eine Fibrinbildung zu initiieren. Erhdhte DDIM liefern dann einen
Hinweis auf ein fortgeschrittenes Tumorstadium oder eine Metastasierung (Buccheri
et al. 1997 und 2003, Oya et al. 1998 und 2001).

Tabelle 3: Kein Gebrauch der DDIM z. A. der TVT und LE in folgenden Féllen, modifiziert nach:

Dempfle CE: Bestimmung des D-Dimer-Antigens in der klinischen Routine. Dtsch Arztebl 2005;
102 (7): A —430.

Kein Gebrauch von D-Dimer-Antigen

zur Ausschlussdiagnostik

der venosen Thrombose und Lungenembolie
in folgenden Fallen:

* Trauma oder Operationen von < 4 Wochen

* Gerinnungshemmende Therapie fur > 24 Stunden
* Fibrinolysetherapie vor < 7 Tagen

* Patienten mit disseminierten Malignomen

* Patienten mit bekanntem Aortenaneurysma

* Patienten mit Erysipel

* Patienten mit Sepsis, Pneumonie

* Patienten mit Leberzirrhose

* Schwangere

Da also die DDIM-Konzentration nicht nur bei einem thromboembolischen Ereignis
sondern auch u.a. bei oben erwahnten, korperlichen Stresssituationen ansteigen
kann, so ist deren Nachweis nicht gleichzusetzen mit dem Beweis einer Thrombose
und bzw. oder Embolie. Man ist vielmehr in der Lage diese Erkrankungen im
Umkehrschluss auszuschlie3en, wenn die DDIM-Konzentration im Referenzbereich

liegt. Dabei sollen die DDIM stets im Zusammenhang mit Anamnese und
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Symptomatik des Patienten interpretiert werden. Das bedeutet, die DDIM sind bei
geringer Vortestwahrscheinlichkeit ein bedeutsamer Marker fur den Ausschluss einer
vendsen Thrombose (Wells et al. 2000; Kelly und Hunt 2003, Stein et al. 2004).

,Ein negatives Resultat, d.h. unter dem Richtwert von 500 pg/l, schliefl3t mit
guter Sicherheit eine Thromboembolie aus, vorausgesetzt, dass die
Bestimmungsmethode fur diesen Zweck in klinischen Studien validiert wurde®
(Heim et.al 2004, zitiert in: Tsakiris 2008).

Tabelle 4: Ursachen erhdhter DDIM-Spiegel, modifiziert nach: Dempfle CE: Bestimmung des
D-Dimer-Antigens in der klinischen Routine. Dtsch Arztebl 2005; 102 (7): A — 429.

Ursachen erhohter D-Dimer-Antigenspiegel

Zustande mit dauerhafter Erh6hung von D-Dimer-Antigen im Blut

— Aortenaneurysma, andere Gefallaneurysmen

— Hamangiome, Kasabach-Merritt-Syndrom, andere Gefalmissbildungen
— portokavale Shunts

— disseminierte Malignome, insbesondere Adenokarzinome und
hamatologische Malignome

Zustande mit akuter Erhdhung von D-Dimer-Antigen im Blut
—venodse Thrombose, Lungenembolie, Thrombophlebitis

— arterielle Thrombose und Embolie

— Trauma, Operationen,Verbrennungen

—grolle Hamatome

— Aortendissektion

— Sepsis, schwere Infektionen, Erysipel

— HELLP-Syndrom

— Hamolyse

— Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) Typ 2

1.6 Entstehung einer Thrombose

1.6.1 Definition einer Thrombose
Ca. 2 bis 3% des Plasmafibrinogens wird physiologisch standig zu Fibrin umgebaut

und anschlie3end wieder lysiert, so dass auch bei gesunden Menschen stets geringe
Mengen von DDIM im Blutplasma nachweisbar sind (Righini et al. 2008). Eine
erhohte Konzentration spricht fir eine erhfhte Fibrinbildung - mit konsekutiv
gesteigerter Fibrinolyse, wie es z.B. bei einer Thrombose und bzw. oder Embolie der
Fall ist.
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Eine Thrombose ist ein ,vollstandiger oder teilweiser Verschluss von Arterien und
Venen sowie der Herzhdhlen durch intravasale Blutgerinnung mit Bildung von
Blutkoageln aus Thrombozytenaggregaten und Fibrin® (Pschyrembel 1998). Nach
Brozovic handelt es sich um eine intravitale Blutgerinnung innerhalb des kardio-
vaskularen Systems (Brozovic 1979). Sie findet in Uberhohtem MafRe und am
falschen Ort statt. Das Gerinnsel, das als Endprodukt v.a. aus Thrombozyten und
Fibrin besteht, wird als Thrombus bezeichnet. Lost sich dieser vom Gefal3endothel
und wird in der Blutbahn weiter verschleppt, so wird er Embolus genannt. Verall-
gemeinernd werden thrombotische und embolische Ereignisse auch unter dem

Begriff der Thromboembolie zusammengefasst.

1.6.2 Die Virchow Trias
Eine Thrombose entsteht dann, wenn drei Voraussetzungen — die sogenannte

Virchow Trias- erfillt sind:

a) herabgesetzte Stromungsgeschwindigkeit des Blutes, die zu einer
Zirkulationsstérung fuhrt

b) Verlust der GefaRintegritat im Sinne einer Wandschadigung - sei es durch
Entztindung, Trauma oder Arteriosklerose - sowie

c) veranderte Blutzusammensetzung im Sinne einer Hyperkoagulabilitat
(Virchow 1856).

I ]‘ 1. Herabgesetzte Stromungsgeschwindigkeit

[ 2. Endothelschddigung

3. Hyperkoagulabilitdt
(verinderte Blutplasmazusammensetzung)

I @ Blutkoagel aufgelagert auf Venenklappen

Abbildung 7: Schematisierte Darstellung der Entstehung einer Thrombose in einem vendsen
GefalR — die Virchow Trias
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1.6.3 Hyperkoagulabilitéat
Mit Hyperkoagulabilitéat ist laut Rosenberg ein Zustand gemeint, der — mit oder ohne

stattgehabte Thrombose — objektive Hinweise auf eine Thrombozytenaktivierung und
bzw. oder Aktivierung des Gerinnungssystems gibt (Rosenberg 1975). Laut einer
Definition von Bertina ist dies eine ,Ansammlung konstitutioneller und erworbener
Zustande, von denen man weil3 oder annimmt, dass sie mit einer Hyperaktivitat des
Gerinnungssystems und bzw. oder der Entwicklung thromboembolischer Ereignisse

assoziiert sind.“ (Bertina 1997).

Ein Zustand erhohter Aktivierung des Gerinnungssystems ist die Schwangerschatft. In
dieser Zeit besteht eine physiologische Hyperkoagulabilitdt (Barthels und Poliwoda
1998), die auch mit erhéhten D-Dimer-Antigen-Spiegeln einhergeht (Dempfle 2005).
,Die Ergebnisse legen nahe, dass die normale Schwangerschaft mit Hyper-
koagulabilitat assoziiert ist, welche in einem moderaten Risiko fur eine Thrombose
wahrend der verschiedenen Trimester der Schwangerschaft resultiert.” (Borrelli et al.
2006).

»LAulder bei Thrombosen oder LE kdnnen viele andere Erkrankungen die Kon-
zentration der D-Dimere erhohen. Dies ist aber auch bei physiologischen

Zustanden, wie z.B. Schwangerschaft, moglich.” (Herold 2008).

1.7 Physiologische Veranderungen der Hamostase in der
Schwangerschaft
Im Verlauf der Schwangerschaft werden die groRen vendsen BlutgefalRe - wie die

Vena iliaca communis und die Vena cava inferior - zunehmend komprimiert, da der
Uterus an GroRe und Gewicht zunimmt (Rudigoz et al.1979). AulRerdem verringert
sich unter dem Einfluss von Progesteron und Prostazyklin der Venentonus, was eine
Vasodilatation und somit eine verringerte FlieRgeschwindigkeit des Blutes zur Folge
hat (Toglia und Weg 1996).

Obwohl Gegenregulationsmechanismen wie physiologische Hydramie, bei der das
Plasmavolumen im Verhaltnis zum Hamatokrit gesteigert ist (Rath und Heyl 1995),
und gesteigerte Mikrozirkulation (Rath et al. 1991) erfolgen, kommt es zu einer ge-

steigerten Aktivierung des Gerinnungssystems.

,Die normale Schwangerschaft ist verbunden mit tiefgreifenden Verande-

rungen im Gerinnungs- und Fibrinolysesystem. Wéahrend diese physiolo-
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gischen gerinnungsfordernden Veranderungen darauf abzielen den Blutverlust
unter der Geburt zu minimieren, erhéhen sie das Risiko einer Thromboembolie

wahrend der Schwangerschaft (...)* (Franchini 2006).

Ab der 20. SSW ist ein Anstieg von plasmatischen Gerinnungsfaktoren nachweisbar -
mit parallel gesteigerter, jedoch nicht adaquat erhdhter Fibrinolyse (Schneider et al.
1995). Die Dysbalance im Gerinnungssystem auf3ert sich in einer gesteigerten
Hyperkoagulabilitat (Dati et al. 1998, Brenner 2004, Franchini 2006). Diese Hyper-
koagulabilitat, die zu einer Plasmaviskositatserhdhung fuhrt, scheint fir das erhdhte

Thromboembolierisiko mal3gebend zu sein (Heyl et al. 1998).

Insgesamt fuhren die verédnderte Blutzusammensetzung, kleine Gefaliverletzungen,
beeintrachtigte Fibrinolyse und Hyperkoagulabilitat zu einem erhdhten Risiko flr
Thromboembolien (Hellgren 2003, Arya 2011).

Zusatzlich kénnen erworbene Faktoren wie z.B. die Immobilisierung der Patientin bei
Placenta previa, eine Ostrogentherapie zur Laktationssupression oder eine Dehydra-
tation bei Hyperemesis gravidarum das Risiko in der Schwangerschaft eine

Thromboembolien zu erleiden, erhéhen (Winkler 1997).

1.8 Thromboembolien in der Schwangerschaft
Thrombosen und Blutungen stellen die beiden haufigsten Todesursachen

werdender Mutter dar (Welsch 1998, Eichinger et al. 2003, Eichinger 2004).

,Die Thromboembolie bleibt nach wie vor die Hauptursache der Muttersterblichkeit in
der westlichen Welt“ (Robert-Ebadi und Righini 2011, Pajor 2011). Sie stellt mit fast
20% die Hauptursache fir den Tod schwangerer Patientinnen in GroR3britannien dar
(Giavarina et al. 2001).

,Die Schwangerschaft ist ein Hyperkoagulabilitatszustand mit einem 5- bis

10fach hoherem Risiko einer vendsen Thromboembolie® (Hansen et al. 2011).

Nordstrom et al. beschrieben in einer prospektiven Studie im Jahre 1987 in Malmo
(Schweden) die Inzidenz einer TVT mit 1,6 pro 1000 Einwohner pro Jahr - sowohl bei
Frauen als auch bei Mannern. Verifiziert wurde die TVT dabei per venéser Doppler-

sonographie. Allerdings wurden dabei keine schwangeren Patientinnen untersucht.

Das Risiko in der Schwangerschaft eine Thrombose zu erleiden, ist — bei einer

Inzidenzrate von 10 auf 10000 Schwangere - um das 3fache (Heyl et al. 1999) bis
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5fache (Mc Coll et al. 1997, Bauersachs et al. 1998) hoher als aufRerhalb der
Graviditat. Schon Kierkegaard beschrieb in einer Untersuchung aus dem Jahr 1983,
das Risiko einer VTE sei in der Schwangerschaft annédhernd sechsmal hoher als bei

nicht schwangeren Frauen derselben Altersklasse.

In einem Bericht der Deutschen Gefal3liga 2010 beschreibt Diehm die Haufigkeit
einer Thrombose in der Schwangerschaft ebenfalls mit 50-100 pro 100.000
Schwangerschaften (Diehm 2010). Dies entsprache einem Ereignis pro 1000 - 2000
Schwangerschaften. Auch Pajor gibt in einer Untersuchung von 2011 fir ein
thromboembolisches Ereignis in der Schwangerschaft eine Pravalenz von 1 zu 1000
an (Pajor 2011).

Szecsi et. al erklaren in einer Studie aus dem Jahre 2010 die Inzidenz einer
Thrombose in der Schwangerschaft mit ,4 — 50 mal héher im Vergleich zu nicht-
schwangeren Frauen®. Vor allem im dritten Trimenon (Heinrich 2000) und kurz vor
dem Entbindungstermin (Macklon und Greer 1996, Mc Coll et al. 1997) kommt es zu
Thrombosen, wobei in der ersten Schwangerschaftshélfte eher distale Thrombosen
und spater - im dritten Trimenon - eher Beckenvenenthrombosen auftreten (Bergqvist
et al. 1983).

.In den letzten 20 Jahren hat sich die Thrombosehaufigkeit in der Schwanger-
schaft sogar verdoppelt, was mdglicherweise mit dem zunehmenden Alter der

Schwangeren zu erklaren ist (Diehm 2010).°

Besonders Frauen, bei denen schon einmal eine Thrombose auftrat, haben in der
folgenden Schwangerschaft ein erhdhtes Risiko ein Rezidiv zu erleiden (Brill-
Edwards et al. 2000, Pabinger et al. 2002). Im Jahr 2000 wurde die Haufigkeit eines
Thromboserezidivs in der Schwangerschaft mit 2,4% angegeben (Brill-Edwards et al.
2000). Allerdings konnte weder diese Studie noch die Untersuchung von Pabinger et
al. zwei Jahre spater anhand einer Bestimmung laborchemischer, traditioneller
Risikofaktoren fur eine Thrombophilie - bei thrombosegefahrdeten Frauen- eine klare

Aussage zur Vorhersage einer erneuten Thrombose treffen.

Die DDIM sind bei nicht-schwangeren Patientinnen ein guter Vorhersagemarker fur
ein Thromboserezidiv (Eichinger et al. 2003). Niedrige DDIM haben einen hohen
negativ pradiktiven Wert flr ein Thromboserezidiv nach vorangegangener idio-

pathischer Thromboembolie (Palareti et al. 2002).
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2004 fuhrten Rathbun et al. eine Studie zum Ausschluss einer TVT durch — bei 300
Patienten, die anamnestisch schon einmal eine TVT durchgemacht hatten. 134 der
300 Patienten wiesen ein DDIM-Ergebnis unterhalb des cut-off-Wertes auf (Rathbun
et al. 2004). Von diesen entwickelte im folgenden Beobachtungszeitraum von drei

Monaten nur ein Patient ein Thromboserezidiv.

Auch in der Schwangerschaft kénnten die DDIM von Nutzen sein, um Frauen mit
erhohtem Risiko fur ein Thromboserezidiv zu identifizieren (Eichinger et al. 2003,
Eichinger 2004).

Eine der dramatischsten Komplikationen einer Venenthrombose ist die Lungen-
embolie. Sie gilt als die zweithaufigste Todesursache in der Schwangerschaft. Etwa
jede funfte bis jede dritte Schwangere mit einer TVT erleidet zusatzlich eine pulmo-
nale Embolie. Die Inzidenzrate wird mit 0,01 bis 0,2 %, angegeben (Jackisch et al.
1995, Heinrich 2000).

1.9 Diagnostik einer Thromboembolie in der Schwangerschaft
Zunachst ist stets entscheidend, welche Symptome die Patientin bietet. Bei der

charakteristischen Trias Varikosis, Schwellung und Schmerz ist eine Thrombose
wahrscheinlich (Hull et al. 1990, Wells et al. 1997). Wobei zu bemerken ist, dass
schwangere Patientinnen oftmals Unterschenkelédeme oder auch durch Magnesium-
mangel bedingte Wadenschmerzen aufweisen konnen, die die Diagnostik er-
schweren (Heyl und Rath 1999). Die Symptome der normalen Schwangerschaft

konnen diejenigen einer Thromboembolie ,nachahmen® (Arya 2011).

,Die Ahnlichkeit zwischen einigen physiologischen Symptomen in der
Schwangerschaft und Symptomen einer VTE erschweren die Diagnose®
(Robert-Ebadi und Righini 2011).

Fur eine stattgehabte Thrombose bleibt die Nachweismethode der Wahl nach wie vor
die farbdopplersonographische Darstellung der Venen (Heyl und Rath 1999, Diehm
2010). Verfahren, die mit Kontrastmitteln oder radioaktivmarkierten Tracern vollzogen
werden, wie Phlebographie und Szintigraphie, werden in der Schwangerschaft nur
selten durchgefiihrt. Zum Ausschluss einer LE ist auch eine CT zwar mdglich, besser
sollte aber eine MRT durchgefuhrt werden (Spritzer et al. 1995). Allerdings sei - so
Robert-Ebadi und Righini - die Strahlung, die auf den Fetus wirke, sowohl bei der

Szintigraphie als auch bei der CT sehr gering. Zudem rechtfertige der potentiell
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todliche Ausgang einer undiagnostizierten LE auch in der Schwangerschaft die

Durchfiihrung dieser Diagnoseverfahren (Robert-Ebadi und Righini 2011).

Da jedoch weiterhin bei Schwangeren diagnostische Verfahren wie Phlebographie
oder Szintigraphie sehr zuriickhaltend angewendet werden und die Thrombose von
der oberflachlichen Thrombophlebitis anhand der klinischen Zeichen nur schwer
abzugrenzen ist, driften — wie oben beschrieben - die Angaben hinsichtlich Inzidenz

und Pravalenz einer Thrombose bei diesen Patientinnen weit auseinander.

Bei einer stattgehabten VTE kann im Blutplasma der Patientin eine erhéhte DDIM-
Konzentration auffallig sein. Hinsichtlich der Aussagekraft erhdhter DDIM existieren

fur Schwangere in der Literatur unterschiedliche Auffassungen.

Francalani et al. stellten in einer Untersuchung aus dem Jahr 1997 fest, dass die
Hohe der DDIM in der Schwangerschaft nur eingeschrankt zur Diagnosefindung
einer Thrombose zu verwerten ist, da sie insbesondere nach der 20. SSW physio-
logisch ansteigen. Heyl et al. unterstitzen diese These, indem sie festhielten, die
DDIM besalen ,in der Schwangerschaft nur einen geringen negativ pradiktiven Wert"
(Heyl und Rath 1999). Auch Dempfle betont: ,(...) bei Schwangeren ist die Bestim-
mung von D-Dimer-Antigen zur Ausschlussdiagnostik der venésen Thrombose oder
Lungenembolie (...) nicht hilfreich.“ (Dempfle 2005).

,Die D-Dimere steigen (...) wahrend einer normalen, komplikationsfreien
Schwangerschaft physiologisch Uber den Normbereich an und kdnnen somit
als Thromboseausschluss-Parameter nicht verwendet werden.” (Tsakiris
2008).

Eichinger sowie Chunilal und Bates teilen diese Auffassung. Die DDIM seien z. A.
thromboembolischer Ereignisse in der Schwangerschaft nicht so aussagekraftig wie
aul3erhalb, deswegen mussten sich Kliniker oft auf andere diagnostische Methoden
stiitzen (Eichinger 2009, Chunilal und Bates 2009). Auch Szecsi et al. halten fest,
dass die Wahrscheinlichkeit, mit Hilfe der DDIM eine Thrombose bei einer schwange-

ren Frau ausschlie3en zu kdnnen, zu gering ist (Szecsi et al. 2010).

Allerdings existieren auch verschiedene Untersuchungen, deren Autoren anderer

Ansicht sind.
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Chan et al. auRern 2007, man kdnne - ungeachtet dessen, dass die DDIM in der
Schwangerschaft ansteigen - sie auch in dieser Lebensphase z. A. einer TVT benut-
zen, da sie in ihrer Studie mit Schwangeren mit V. a. TVT fur die DDIM eine Sensi-
tivitat von 100% und auch ein NPV von 100% feststellten (Chan et al. 2007).

Obwohl die DDIM in der Schwangerschaft erhdht sind, kénnen sie dennoch als
Gerinnungsparameter zur Einschatzung eines thromboembolischen Risikos ein-
gesetzt werden, wenn sie in besonders hohen Konzentrationen auffallig sind
(Eichinger et al. 1999).

Chen et al. wiesen einen signifikanten Unterschied in der DDIM-Konzentration bei
schwangeren und nicht-schwangeren Frauen nach (p < 0,008) (Chen et al. 2011).

Robert-Ebadi und Righini halten fest, man konne die DDIM auch in der
Schwangerschaft z. A. einer VTE nutzen, allerdings — aufgrund ihres Anstiegs im
Verlauf der Schwangerschaft - nur in den ersten beiden Trimestern (Robert-Ebadi
und Righini 2011).

Zusammenfassend lasst sich feststellen - Referenzbereiche in Bezug zur
jeweiligen SSW miussen anhand einer Studie mit einer angemessenen,
reprasentativen Anzahl schwangerer Frauen etabliert werden — solange diese
Daten nicht verfligbar sind, haben die DDIM nur einen geringen Wert in der
Diagnostik der VTE wahrend der Schwangerschaft. (Eichinger et al. 2003.,
Eichinger 2004, Giavarina et al. 2001).

1.10 Methoden zur Bestimmung der Konzentration der D-Dimere

1.10.1 Historie
Die Spaltprodukte des Fibrinogens wurden anfangs immunologisch tber polyklonale

Antikorper oder per SCT (Hawiger et al. 1970) bestimmt. Allerdings gingen beide
Reagenzien sowohl mit den Spaltprodukten als auch mit deren Ausgangsmolektlen
Fibrinogen bzw. Fibrin eine Bindung ein. So dass zunachst eine zeitaufwéndige
Defibrinierung durchgefihrt werden musste, die zudem eine hohe Fehlerquelle
aufwies (Gaffney und Perry 1985).

Durch Immunisierung von Mausen mit DDIM wurden spezifische Antikorper erzeugt
(Elms et al. 1983, Rylatt et al. 1983). Whitaker et al. erklarten 1984, dass bei der

Fibrinolyse viele antigene Determinanten entstehen. Gegen sie gerichtete Antikdrper
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kénnten spezifisch mit ihnen reagieren, ohne eine Verbindung mit dem Ausgangs-

molekul einzugehen (Whitaker et al. 1984).

Anfangs waren lediglich Mikroplatten-ELISAs erhéltlich, denen in der Bestimmung
der DDIM eine Pionierrolle zu kommt, da mit ihrer Hilfe der hohe Stellenwert der
DDIM in der Diagnostik der TVT nachgewiesen wurde (Reber und de Moerloose
2000). ,lhre Sensitivitat und ihr negativ pradiktiver Wert waren hoch genug, um sie
zum Ausschluss einer TVT oder LE anzuwenden® (Righini et al. 2008). Allerdings
passte diese aufwandige Bestimmungsmethode nicht in die tagliche Routine, da
meist nur in ,batches®, also gruppenweise, gemessen wurden und Einzelbestim-

mungen nicht schnell genug Ergebnisse lieferten (EIms et al. 1983, Hart et al. 1994).

Mitte der 90er Jahre wurden schnellere, vollautomatische ELISAs entwickelt, bei
denen die ProbengefalRe bereits mit den Antikdrpern beschichtet waren, sodass nach
Einbringen des Serums die Reaktion unmittelbar stattfinden konnte (Pittet et al.
1996). ELISA- Verfahren basieren auf einer enzymatischen Farbreaktion. Die
gesuchten Substanzen, in diesem Fall die DDIM, reagieren mit den Antikorpern des
Testsystems, wodurch es zu einer Farbanderung kommt, die photometrisch
gemessen werden kann. Der ELFA unterliegt demselben Prinzip, weist den zu finden

Analyten jedoch nicht per Farbreaktion sondern per Fluoreszenz nach.
<
< X —< S
Durch Bindung der DDIM an die
Reagenzgefal spezifischen Antikdrper - per
»Sandwichprinzip” - erfolgt eine
enzymatisch katalysierte Farbreaktion.
Die Anderung der Farbgebung wird per
Photometer registriert.

markierter Zweit-Antikorper Sie ist proportional zur Konzentration
der DDIM in der Probe.

L,Fanger”“-Antikérper

DDIM der Patientenprobe

markierter Zweit-Antikorper
nach Bindung

X N =

Abbildung 8: Prinzip des Nachweises der DDIM per ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)
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Die Sensitivitat eines ELISAs z. A. einer TVT bzw. LE wurde mit 96,8% angegeben
(Bounameaux et al. 1994). Wobei die Spezifitdt z. A. einer LE 45,1% und z. A. einer
TVT nur 35,2% betrug (Bounameaux et al. 1994). Einige Studien ergaben ein
ahnliches Ergebnis: Sensitivitdt von 98% bis 99% (Perrier et al. 1999, Oudega et al.
2005). Fur ELISAs wurde aber auch bereits - im Vergleich zu den Resultaten einer
venodsen Sonographie — eine Sensitivitat von 100% nachgewiesen (van der Graaf et
al. 2000).

Ein weiteres schnelleres ELISA-Verfahren ist die Immunofiltration, bei der
monoklonale Antikoérper auf einer permeablen Membran aufgebracht sind und die
Reaktionspartner eine passive Filtration unterlaufen. Die DDIM in der Probe
reagieren mit den auf der Membran fixierten Antikdrpern, so dass sich die
Lichtbrechung der beschichteten Membran verandert. Dieses Verfahren basiert z.B.
auf goldmarkierten Antikdrpern (Gogstad et al. 1993) oder auf einer Peroxidase-
Reaktion (Vissac et al. 1995). Das Ergebnis, das bei dieser Art von Schnelltest
bereits nach weniger als 10 Minuten vorliegt, wird zunéachst mit dem blof3en Auge,
danach per Reflektometer abgelesen. Diese membranbasierten Immunoassays wur-
den als Schnelltests entwickelt, um die Konzentration der DDIM als sogenannte
Point-of-Care-Diagnostik noch vor Ort am Krankenbett oder in der Arztpraxis
bestimmen zu kdnnen. Diese Technik bendétigt keinen grof3eren maschinellen Auf-
wand, allerdings gibt es auch hierbei entscheidende individuelle Unterschiede beim
Ablesen des Ergebnisses (Cini et al. 2003).

Vollblut-Methoden bedienen sich eines doppelt spezifischen Antikdrpers, der gegen
die DDIM und gegen ein Membranoberflachenprotein der Erythrozyten gerichtet ist
(John et al. 1990). Die Agglutination der roten Blutkérperchen wird mit dem Auge
abgelesen, wobei der cut-off-Wert als Grenze zwischen agglutiniert und nicht
agglutiniert festgelegt ist. Das Ergebnis ist demnach abhangig vom Ablesenden und
,wird fir den Routineeinsatz kontrovers diskutiert® (Reber und de Moerloose 2000).
Studien ergaben eine Sensitivitdt zwischen 51% und 96% (Janssen et al. 1997,
Legnani et al. 2004). Fur den Test SimpliRED, als Beispiel fur eine solche
Vollblutagglutinations-Methode, wurde bereits eine Sensitivitat von 100% nach-
gewiesen — innerhalb einer Studie von Chan et al. 2007, bei der die DDIM bei

Schwangeren mit V.a. TVT bestimmt worden waren (Chan et al. 2007).
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1.10.2 Gegenwartige Testmethoden
Heutzutage gibt es eine Vielzahl verschiedener Methoden zur quantitativen

Bestimmung der DDIM, denn die nun verwendeten monoklonalen Antikérper binden
an Epitope der DDIM-Fragmente und nicht an Epitope von Fibrinogen oder Fibrin, so
dass keine Kreuzreaktionen mehr auftreten. Zum Nachweis der DDIM stehen dabei
u.a. ELISA-Verfahren, Immunfluoreszenz- Immunoassays (ELFA), Vollblut-Methoden
und Latex-Teste zur Verfugung (Nolan et al. 1993, Brill-Edwards und Lee 1999,
Tsakiris 2008).

Tabelle 5: Eigenschaften verschiedener, kommerzieller DDIM-Assays, aus: Righini M, Perrier A,

De Moerloose P, Bounameaux H: D-dimer for venous thromboembolism diagnosis: 20 years
later. J Thromb Haemost. 2008; 6(7): 1060.

Technique Examples Sensitivity Specificity Comments
Microplate ELISA Asserachrom® Ddi (Stago) High Low Considered as the gold standard: suitable for
Erzygnost® (Dade-Behring)* batch analysis and not useful for real-time
Dimertest Gold (Agen)* single testing: observer-independent
ELISA and fluorescence  Vidas® DD (bioM érieux) High Low Similar sensitivity as classic microplate
(ELFA) AxSym® D-dimer { Abbott) ELISA: quantitative; suitable for real-time
Stratus® D-dimer (Dade-Behring) use; observer-independent
ELISA and Immulite (Siemens) High Low Similar sensitivity as classic microplate
chemiluminescence Pathfast (Mitsubishi) ELISA; guantitatve; suitable for real-time
use; observer-independent
ELISA and Innotrac Aiol No clinical study available:
time-resolved observer-inde pendent
fluorescence
Immunofiltration and NycoCard® (Nycomed), High- Low- Reduced sensitivity compared with classic
sandwich-type intermediate  intermediate  microplate ELISAs; quantitative; suitable
for real-time use; observer-independent
Cardiac D-dimer® (Roche) High High Few clinical studies available, promising
results
Semi-quantitative latex Dimertest® latex (IL), Intermediate  Intermediate  Rapid, but insufficiently sensitive to be
agglutination Fibrinosticon® (bioMeérieux) clinically useful; observer-dependent
Ddi latex® (Stago)
Manual whole-blood SimpliRED® (Agen) High- Intermediate  Rapid, can be performed on whole blood.
agglutination Clearview Simplify D-dimer® intermediate Exclusion of YTE only in association with
(Agen) low clinical probability; observer dependent
Second-generation latex  TinaQuant® (Roche) High Intermediate  Rapid and quantitative; comparable

agglutination
(immuno-turbidimetric)

Liatest® (Stago)

Automated Dimertest® (Agen)
MDA® D-dimer (bioMéreux)
Turbiquant® (Dade-Behring)
Miniquant® D-dimer (Trinity)
HemosIL® Dimertest HS (IL)

Innovance D-dimer® {Dade-Behring)

sensitivity to microplate ELISA;
observer-inde pendent

*No longer available.

Die Empfindlichkeit und Prazision der neueren Tests ,sind um ein Vielfaches

hoher als die der alten Teste.” (Barthels und Poliwoda 1998).

Am weitesten verbreitet sind Latex-Teste (Dempfle 2005). Mittlerweile bieten nahezu

alle Hersteller von Gerinnungsanalyse-Geraten solche Teste an. Sie beruhen auf der
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Agglutination von Latexpartikeln, die mit monoklonalen Antikérpern gegen DDIM
beschichtet sind, wobei die Zunahme der Agglutination proportional zur DDIM-
Konzentration in der Probe ist. Bei vollautomatisierter, hochsensitiver Latex-
Turbidimetrie, wie sie auch in dieser Studie verwendet wurde, sind die Ergebnisse
bereits innerhalb von 5 bis 10 Minuten zur Hand. lhre Sensitivitat z. A. von Thrombo-
embolien ist mit der der ELISAs vergleichbar (Brown et al. 2003) — 98% bis 99% -
wahrend ihre Spezifitat zwischen 44% und 51% liegt (Schutgens et al. 2003, Oudega
et al. 2005).

Tabelle 6: Zusammenfassung der Sensitivitdten und Spezifitaten verschiedener DDIM-
Nachweismethoden bei V.a. TVT bzw. LE, aus: Righini M, Perrier A, De Moerloose P,
Bounameaux H: D-dimer for venous thromboembolism diagnosis: 20 years later. J Thromb
Haemost. 2008; 6(7): 1060.

Deep vein thrombasis Pulmonary embolism
Type of assay Sensitivity (93% (1) Specificity (93% C1) Sensitivity (93% Cl) Specificity (93% 1)
ELISA Microplate 04 (86-97) 53 (38-69) 45 (84-99) 50 (29-71)
ELFA Y6 (¥9-98) 46 (31-61) Y7 (58-49) 43 (23-63)
Membrane Immunofilteation 89 (76-95) 53 (37-68) 91 (73-98) 50(29-12)
Latex
(ualitative by (27-93) Y9 (94-100) 13(23-96) Y9 (92-100)
Semiguantitative 83 (68-93) 68 (33-81) 88 (66-97) 66 (43-83)
Quantitative 93 (49-95) 53 (46-61) 05 (48-98) 50 (36-64)
Manual whole-blood assays 83 (67-93) 11 (57-82) §7 (64-96) 69 (48-84)

Es wird ersichtlich, dass der Mikroplatten-ELISA, der ELFA und die
guantitative Latex-Methode die hochste Sensitivitat und die niedrigste Spezifi-
tat aufweisen. ,Die Vollblutmethode ist spezifischer, was bei einer Population
mit einer geringen Inzidenz fir eine Thromboembolie den sicheren Aus-

schluss dieser Erkrankung erlaubt.“ (Righini et al. 2008).

1.11 D-Dimere in der Schwangerschaft
Wahrend der Schwangerschaft konnen im Blut h6here DDIM-Werte als aufRerhalb

der Graviditat auffallig sein (Eichinger et al. 1999). ,Die D-Dimere steigen (...)
wahrend einer normalen, komplikationsfreien Schwangerschaft physiologischerweise
Uber den Normbereich an (...)“ (Tsakiris 2008). Es sind sogar ohne stattgehabte
Thromboembolie so hohe DDIM-Konzentrationen moglich, die sonst nur bei tiefen

Venenthrombosen (Boneu et al. 1991), bei Lungenembolien (Yamada et al. 1995)
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oder bei Myokardinfarkten (Merlini et al. 1994, van der Putten et al. 2006) nach-

weisbar sind.

,oelbst eine unkomplizierte Schwangerschaft wird von einer betrachtlichen
Aktivierung des Hamostasesystems begleitet, die durch eine Plasmakonzen-
trationserhdhung der Gerinnungsmarker, wie (...) die D-Dimere angezeigt
wird.“ (Eichinger et al. 1998).

Die erhohten DDIM kénnen eine erhdhte Gerinnungsaktivitat bzw. Thrombinbildung
oder eine erhdhte Fibrinolyse wiederspiegeln — oder eine Kombination aus beiden
(Eichinger et al. 2003, Eichinger 2004).

,ungeachtet der Relevanz und der Komplexitat der Erstellung adaquater DDIM-
Referenzintervalle fur schwangere Frauen, haben sich erst ein paar Studien diesem
Problem gewidmet. Van Wersch et al. stellten - unter Benutzung eines ELISAs - 1991
mit zunehmender SSW einen signifikanten Anstieg der DDIM-Konzentration fest,
wobei fast 80% aller Werte Giber der Obergrenze des Referenzintervalls von 450 ug/|
lagen® (Giavarina et al. 2001). An der betreffenden Studie nahmen 56 schwangere
Probandinnen teil. Francalani et al. bestéatigten 1997 den DDIM-Anstieg wahrend
einer normalen Schwangerschaft mit Hilfe einer Studie, an der 63 Frauen teilnahmen.
Auch Chabloz et al. wiesen 2001 einen Anstieg der DDIM im Verlauf der
Schwangerschaft nach (Chabloz et al. 2001).

Ab SSW 21 - 25 bis zum Entbindungstermin kommt es zu einem kontinuierlichen An-
stieg (Mc Crae und Cines 1997, Stirling et al. 1984).

Besonders Komplikationen wie schwangerschaftsassoziierte arterielle Hypertonie
(Cadroy et al. 1993, Francalani et al. 1995), Gestationsdiabetes (Bellart et al. 1998),
Praeklampsie (Proietti et al. 1991, Cadroy et al. 1993, Bellart et al. 1999, Kobayashi
et al. 1999), Plazentalésung (Nolan et al. 1993) und HELLP-Syndrom (Padden 1999)
gehen mit einer Veranderung der Gerinnungsparameter und einer Erhéhung der
DDIM einher. Padden erklarte 1999, dass eine DDIM-Bestimmung bei Schwangeren
vielleicht auch nutzlich sein kénnte, um eine Praeklampsie oder ein HELLP-Syndrom

frihzeitig erkennen zu kénnen.

Zur Hohe der DDIM gibt es in der Literatur unterschiedliche Angaben: So kann es zu

einem Anstieg der DDIM um ein Viertel des Ausgangswertes kommen (Nolan et al.
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1993). Andere Untersuchungen ergaben zum Ende der Schwangerschaft DDIM-
Anstiege um das Dreifache (Mercelina-Roumans et al. 1996) bis um das Funffache
(Eichinger et al. 1999). AulRerdem fand man heraus, dass die DDIM-Konzentration
bereits gegen Ende des ersten Trimenons um ein Drittel - gegenlber der

Konzentration drei Monate nach Entbindung - ansteigen kann (Eichinger et al. 1999).

Es wurde nachgewiesen, dass bei schwangeren Patientinnen das Verhaltnis von
Frauen, die DDIM unterhalb des cut-offs hatten, zu denen mit erhéhten DDIM vor
der 30. SSW bei 39 zu 100, also 39%, lag (Chabloz et al. 2001) — wahrend es vor der
42. SSW 25% betrug (Epiney et al. 2005). Ein grof3er Anteil der Patientinnen wirde
demnach wahrend der Schwangerschaft normale DDIM aufweisen, was bei ihnen

weitere radiologische Untersuchungen entbehrlich machen kénnte.

1.11.1 Stand der Wissenschaft
2001 fuhrten Giavarina et al. bereits eine ahnlich Studie wir die hier vorliegende

durch. Sie bestimmten mit Hilfe eines Latexagglutinations-Testes bei 340 gesunden
schwangeren Frauen die DDIM, wobei die Probandinnen in zwei Gruppen - A: SSW
1 bis 20 und B: SSW 21 bis 40 — eingeteilt wurden. Gruppe A wies DDIM von
weniger als 220 pg/l bis 1275 ug/l und Gruppe B von weniger als 220 ug/l bis 3130
pg/l auf. Auffallig war eine hohe positive Korrelation zwischen der Hoéhe der DDIM-
Konzentration und der SSW (r = 0,509; p < 0,0001) (Giavarina et al. 2001).
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Abbildung 9: Verhaltnis zwischen DDIM-Plasmakonzentration und SSW, aus: Giavarina D,
Mezzana G, Dorizzi RM, Soffiati G: Reference interval of D-dimer in pregnant women. Clin
Biochem 2001; 34: 332.

Giavarina et al. stellten fest, dass die DDIM v.a. gegen Ende der Schwangerschaft

stark ansteigen. Sie betonten auch dass, wendete man nun Referenzbereiche, die
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durch Untersuchungen nicht-schwangerer Frauen erstellt wurden, bei Schwangeren
an, die DDIM folglich von den behandelnden Arzten fehlinterpretiert wirden - was ihr
eigentliches Potential verringere. Weiterhin legten sie dar, dass Referenzintervalle
als Entscheidungsgrenzen fur Diagnostik und Therapie schwangerer Patientinnen
anhand einer Studie mit einer gréReren Anzahl an gesunden Probandinnen

unterschiedlicher SSW etabliert werden sollten.

Eine Untersuchung von Hannemann-Pohl et al. im Marienkrankenhaus der
Universitat Hamburg beschéftigte sich 2005 ebenfalls mit der Hohe der DDIM im
Verlauf der Schwangerschaft von 183 gesunden Patientinnen von SSW 5 bis 42.
Auch hier wurde mit Hilfe eines ELISA-Verfahrens ein Anstieg der DDIM festgestellt:
erstes Trimenon 141- 780 pg/l, zweites Trimenon 289- 1355 ug/l, drittes Trimenon
589 — 2722 g/l (angeben ist jeweils die 5. bis 97,5. Perzentile). Das letzte Trimenon
wurde daraufhin nochmalig in zwei Untergruppen aufgeteilt: erste Halfte des 3.
Trimenons 438- 1922 ug/l, zweite Halfte des 3.Trimenons 685- 2822 ug/l. Obwohl es
keinen Hinweis auf eine Thromboembolie gab, fielen besonders im letzten Trimenon

deutlich erhéhte DDIM-Konzentrationen auf (Hannemann-Pohl et al. 2005).

Auch Szecsi et al. wiesen 2010 einen Anstieg der DDIM im Verlauf der Schwanger-
schaft nach. Fur eine Studie, bei der verschiedene Gerinnungsparameter — u.a. auch
die DDIM - zur Erstellung von Referenzbereichen gemessen wurden, rekrutierten sie
391 gesunde, schwangere Patientinnen, denen im Verlauf der Schwangerschaft
viermalig Blut abgenommen wurde. Dabei wurden die DDIM per Immunoassay mit
Latexpartikeln in folgender Konzentration bestimmt - SSW 13-20: 0,2- 1,4 mgll,
SSW 21 -28:0,3- 1,7 mg/l, SSW 29-34: 0,3 - 3,0 mg/l, SSW 35-42: 0,4- 3,1 mg/l.
Auffallig war, dass in SSW 13- 20 Uber 25% der Frauen DDIM-Level Uber dem cut-off
von 0,5 mg/l aufwiesen, ohne nachweislich eine Thrombose oder Embolie erlitten zu
haben. Ab SSW 36 hatten dann sogar alle Patientinnen DDIM-Werte Uber diesem

Referenzwert (Szesci et al. 2010).

Ein weiterer Versuch, Referenzbereiche fir DDIM in der Schwangerschaft zu
etablieren, wurde von Kovac et al. durchgefihrt, indem bei 89 schwangeren Patien-
tinnen die DDIM-Konzentration bestimmt wurden (Kovac et al. 2010). Im ersten
Trimester hatten 84% der Frauen DDIM-Werte unterhalb des gesetzten cut-offs von
230 ng/ml. Im zweiten Trimester lagen noch 33% darunter, im dritten nur noch 1%.

Der cut-off von 230 ng/ml schien also ohne praktischen Nutzen zu sein. Kovac et al.
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boten folgende Schwellenwerte z. A. einer schwangerschaftsassoziierten VTE an: 1.

Trimester 286 ng/ml, 2. Trimester 457 ng/ml und 3. Trimester 644 ng/ml.

Hansen et al. wiesen 2011 einen signifikanten DDIM-Anstieg vom ersten zum zwei-
ten Trimester und ebenso vom zweiten zum dritten Trimester der Schwangerschaft
nach (p jeweils < 0,0001) (Hansen et al. 2011).

~Weitere klinische Studien zur Klarung eines klinisch nitzlichen cut-off-
Punktes fur D-Dimere in der Schwangerschaft werden gebraucht.“ (Hansen et
al. 2011).

1.11.2 Bisher fehlen Referenzbereiche
Die Etablierung von Referenzbereichen bzw. ein Algorithmus gestaltet sich

dahingehend schwierig, als dass die DDIM mit zunehmender SSW ansteigen. Die
genaue Hohe der DDIM wurde in diesem Patientenkollektiv bislang nicht adaquat
untersucht, da die Interpretation vieler Studien durch inhomogene Kohorten mit
unterschiedlichen Krankheitsbildern und eine zu geringe Anzahl an Probandinnen

begrenzt wird.

Zudem wurde bei einigen Studien, wie z.B. bei der Giavarinas et al. 2001 oder Szecsi
et al. 2010 bzw. Hansen et al. 2011, zur Bestimmung der DDIM-Konzentration nur
eine einzige Testmethode eingesetzt, was den Vergleich mit anderen Nachweis-

verfahren erschwert.

,Obwohl einige schwangerschaftswochen-spezifische Referenzintervalle
berichtet wurden, wurden bei vielen der Studien nicht-standardisierte Analyse-
methoden benutzt und bzw. oder es gab eine Vermischung von komplizierten
und unkomplizierten Schwangerschaften in ihrer Kohorte.” (Szecsi 2010,
Abbassi-Ghanavati 2009).

1.12 Ziel dieser Studie
Mit Hilfe der Konzentration der DDIM, als molekulare Marker des Gerinnungs-

systems, kann das Risiko fr ein thromboembolisches Ereignis eingeschéatzt werden.
Die DDIM wurden dafiir in zahlreichen Studien bei diversen Patientenkollektiven
bestimmt. Da ihre Sensitivitat sehr hoch ist, hat sich ihre Bestimmung im Algorithmus
fur die Diagnostik einer VTE durchgesetzt. Konzentrationen im Normbereich
schlieBen eine Thrombose oder Embolie weitestgehend aus, erhdhte Werte

sprechen fur eine signifikante Aktivierung des Gerinnungssystems.
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Das Risiko eine Thrombose oder Embolie zu erleiden, ist in der Schwangerschaft
aufgrund physiologischer Verdnderungen der Hamostase erhoht. Vor allem bei
Patientinnen, die anamnestisch bereits ein solches Ereignis erlitten bzw. auch dann,
wenn bereits eine Stoérung des Gerinnungssystems wie z.B. eine Thrombophilie

bekannt ist.

Aktuell werden die DDIM in der Schwangerschaft zur Verlaufsbeurteilung verwendet,
um dramatische Entwicklungen zu erkennen und abzuwenden. Sehr hohe Konzen-
trationen werden zur Empfehlung einer Heparinprophylaxe hinzugezogen. Die Ein-
fuhrung einheitlicher Therapiestrategien und die Einschatzung des individuellen
Risikos flir eine Thromboembolie ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. Denn
die Ermittlung der DDIM konnte auch wahrend der Schwangerschaft hilfreich fur
Diagnose und Prognose einer Thromboembolie oder einer schwangerschafts-
assoziierten Komplikation sowie auch fir die Uberwachung einer antithrombotischen
Therapie sein (Eichinger et al. 2003, Eichinger 2004).

,Existierende Referenzintervalle fir D-Dimer (...) basieren auf (Werten)

nicht-schwangerer Frauen (...)* (Hansen et al 2011).

Jedoch fehlen weiterhin Referenzwerte zur Einschétzung des Thromboembolierisikos
gesunder, schwangerer Frauen. Die meisten Referenzintervalle basieren auf Daten,
die bei mannlichen Patienten oder nicht-schwangeren Patientinnen (Szecsi et al.
2010) erhoben wurden.

Physiologische Referenzbereiche im Verhaltnis zur jeweiligen SSW fir gesunde
Schwangere - ohne thromboembolische Symptome oder dahingehend bekannte Vor-

erkrankungen - fehlen derzeit.

In der aktuellen Untersuchung werden die DDIM gesunder, schwangerer
Frauen mit Hilfe von drei marktfihrenden Testsystemen verschiedener
Hersteller im Vergleich bestimmt. Die Tests beruhen alle auf derselben Nach-

weismethode und wurden bereits in grof3en Studien evaluiert.

Diese Studie erfullt den Zweck, Normwerte flr die DDIM-Konzentrationen in
Abh&ngigkeit von der SSW zu etablieren, damit schwangere Patientinnen in
Zukunft besser betreut und behandelt werden kdnnen - fir einen

unkomplizierten Verlauf fur Mutter und Kind.



2. Materialien und Methodik
2.1 Materialien

2.1.1 Patientenkollektiv
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In dieser experimentellen Laborstudie umfasste das Probandenkollektiv 1075

schwangere Patientinnen von SSW 5 bis 36.

Im Rahmen der Beratungstatigkeit der Laboréarzte erfuhren wir durch Telefonate mit

den einsendenden Gynakologen, dass sechs der Patientinnen eine mittlerweile durch

weitere Diagnoseverfahren - wie z.B. Dopplersonographie - gesicherte Unter-

schenkelthrombose erlitten hatten. Da in dieser Studie Referenzbereiche fur gesunde

Schwangere ausgearbeitet werden sollen, wurden diese sechs Patientinnen aus der

Studie ausgeschlossen, so dass letztendlich 1069 Proben zur weiteren Analytik

verblieben.

2.1.2 Probenanzahl pro Schwangerschaftswoche
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Abbildung 10: Probenanzahl pro SSW

Im Histogramm ist die Probenanzahl jeder einzelnen SSW dargestellt.
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Fur die nach Abschluss der Ergebnisse zur Ermittlung von Referenzbereichen

verwendeten SSW-Intervalle gilt die in Abbildung 11 dargestellte Probenverteilung.

® Probenanzahl (n = 1069)
290

266 265

248 . .

SSW 5 bis 12 SSW 13 bis 20 SSW 21 bis 28 SSW 29 bis 36

Abbildung 11: Probenanzahl pro SSW-Intervall

Wobei das letzte Intervall anschlie3end in zwei weitere Gruppen von 129 Proben flr
die SSW 29 bis 31 und 136 Proben fiir die SSW 32 bis 36 aufgeteilt wurde.

Durch Anonymisierung des Materials ist es mdglich, dass in der Gesamtheit der
Proben dieselbe schwangere Patientin mehrfach vorkommt. Dies ist dann allerdings
nicht in derselben SSW der Fall, sondern im weiteren Verlauf. Material von derselben
Patientin kann demnach beispielsweise einmal in SSW 7, einmal in SSW 13 und

einmal in SSW 28 erfasst worden sein.

2.1.3 Probenmaterial
Bei den verwendeten Proben handelte es sich um heparinisiertes Vollblut in

Monovetten der Firma Sarstedt, die von den behandelnden Gynakologen im Rahmen

der Mutterschaftsvorsorgeuntersuchungen in unser Labor eingesandt wurden.

Die Blutproben erreichten unser Labor stets am spaten Nachmittag desselben Tages
der Entnahme und wurden unverziglich bei 3000 g fir 10 Minuten zentrifugiert - so
dass von einer Zentrifugation im Zeitraum von funf bis sieben Stunden nach der
Blutenthnahme ausgegangen wird. Das Plasma jeder Probe wurde 13 bis 15 Stunden
nach Zentrifugation auf drei Aliquots verteilt, verschlossen und zur spateren Messung
bei - 18 bis - 22°C tiefgefroren. Die Sammlung der Proben erfolgte von Juli 2010 bis
September 2010. Die Messungen fanden 11 Wochen nach Einfrieren der ersten
Proben im Oktober 2010 statt. Dazu wurden die Plasmaaliquots innerhalb von 10
Minuten bei 37°C im Warmebecken aufgetaut und durch Schwenken auf dem Vortex-
Reagenzglasmischer ohne Schaumbildung homogenisiert. Unmittelbar danach fand
die DDIM-Bestimmung statt.
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2.1.4 Datenschutz
Bei Erstellen der Messwerte waren alle Patientendaten (wie Alter, Gewicht, ethnische

Zugehorigkeit, Vorbefunde inklusive aller weiteren Laborwerte, Adressdaten etc.)
durch Zuteilung der Proben zu anonymisierenden Zahlencodes nicht mehr zugéng-
lich. Durch manuelles Erfassen bei Eingang der Probe, blieb lediglich die SSW der
Patientin bekannt. Die Studie wurde gemafl} den Richtlinien der Ethikkommission

durchgeflihrt, deren Genehmigung vorliegt.

2.2 Methodik

2.2.1 Testsysteme
Die Ermittlung der Konzentration der DDIM wurde mit drei marktfihrenden

Testsystemen verschiedener Firmen und dem jeweils dafiir vom Hersteller empfoh-
lenen Analysegerat durchgefihrt.

Zum einen wurden Aliquots am Gerat Modular analytics P per ,Tina-quant D-DI2" von
Roche analysiert. Zweites Analysegerat war der BCS XP der Firma ,SIEMENS
Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg“, auf dem mit dem Test
J/INNOVANCE D-Dimer gemessen wurde. Als dritter Test wurde der ,HemosIL D-
Dimer HS 500“ auf dem ACL Top der Firma Instrumentation Laboratory verwendet.

Bei allen drei Tests handelt es sich um quantitative Lateximmunoassays.

Tabelle 7: Name der verwendeten Methode, zugehdriges Laborgeréat und Testhersteller

Name des Tests Analysegerat Hersteller
Tina-quant D-DI2 Modular analytics P Roche
SIEMENS Healthcare
INNOVANCE D-Dimer BCS XP Diagnostics Products GmbH,
Marburg
HemosIL D-Dimer HS 500 ACL Top Instrumentation Laboratory

Alle drei Tests basieren auf der immunologischen Tribungsmethode der
Turbidimetrie. Diesem Verfahren liegt eine Antigen-Antikbrper-Reaktion im
sogenannten Sandwich-Prinzip zugrunde, bei der der gesuchte Analyt zwischen zwei
gegen ihn gerichteten Antikérpern gebunden wird. Im Reagenz befinden sich stets
Polystyrol-Latexpartikel einheitlicher GroRe, die kovalent mit monoklonalen
Antikdrpern gegen das DDIM-Epitop beschichtet sind (Holvoet et al. 1989).
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Bei diesen Antikérpern handelt es sich in allen drei Fallen um Anti-Human-D-Dimer-

Antikorper der Maus.

2.2.2 Testprinzip des turbidimetrischen Immunoassays
Sind DDIM im Probenmaterial vorhanden, so findet zwischen ihnen und den

Antikdrperfragmenten auf den Latexpartikeln eine Antigen-Antikorper-Reaktion statt.
Die beschichteten Partikel agglutinieren. Die Aggregation der Komplexe fiuhrt zu
einer Tribung in der Probenkuvette. Die Abnahme der Lichtdurchlassigkeit der Probe

wird per Extinktionsmessung detektiert (Newman et al. 1992).

Entscheidend ist der Grad der Agglutination bzw. die Extinktionsanderung pro
Zeiteinheit. Bestimmt wird die Zunahme der Extinktionsédnderung pro Minute. Die
Geschwindigkeit der Tribungszunahme ist proportional zur Konzentration der DDIM-
Epitope in der Probe. Das DDIM-Ergebnis ist quantitativ und wird an den Analyse-
geraten in pug/ml bzw. mg/l angegeben. Letztendlich werden in dieser Arbeit zur

besseren Vergleichbarkeit alle Ergebnisse in der Einheit pg/l angegeben werden.

1. | O 2,

;/‘»
NS

U ReagenzgefiR Durch Bindung der DDIM an die
spezifischen Antikorper erfolgt eine
>= Antikorper gegen DDIM Agglutination - und somit eine Triibung im
ReagenzgefalR.
. Polystyrolpartikel Die Geschwindigkeit der Abnahme der
(antikdrperbeschichtet) Lichtdurchlassigkeit wird registriert.

) Sie ist proportional zur Konzentration der
<@ DDIM der Patientenprobe  ppiM in der Probe.

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Latex-Agglutinations-Methode
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2.2.3 Eigenschaften der drei Testsysteme

2.2.3.1 ,Tina-quant D-Dimer Gen. 2 (D-DI2)*
Der Test wurde gegen die vorherige Asserachrom-Methode von Boehringer Mann-

heim standardisiert (Adema und Gebert 1995) und 1996 evaluiert (Dempfle et al.
1996).

Der cut-off z. A. einer TVT betragt 0,5 pg/ml. In verschiedenen Studien wurde die
Bedeutung des Tina-quant in der Ausschlussdiagnostik der TVT bzw. der LE eruiert:
Schutgens et al. bestimmten die DDIM bei Patienten mit V.a. TVT. Bei einer nied-
rigen Wahrscheinlichkeit nach Wells und einem DDIM-Wert von unter 0,5 pg/ml
wurde eine TVT mit einer Sensitivitdt von 99,3% und einem NPW von 99,4% aus-
geschlossen (Schutgens et al. 2003). Die Fehlerrate lag bei 0,6%, d. h. 1 Patient von
176 erlitt in den folgenden 3 Monaten dennoch eine Thrombose. Zwei Jahre spéater

bestétigten sie diese Ergebnisse (Schutgens et al. 2005).

Auch der cut-off z. A. einer LE liegt bei 0,5 pg/ml. Bei einer Untersuchung an 202
Patienten z. A. einer LE wurde sowohl eine Sensitivitat als auch ein NPW von 100%
ermittelt (Fehlerrate 0%) (LeClerq et al. 2003). Huisman et al. stellten eine Sensitivi-
tat von 97,3% z. A. einer LE fest - und einen NPW von 99,4% (Fehlerrate 0,62%) -
ebenfalls unter der Voraussetzung eines niedrigen Wells-Scores und einem DDIM-
Wert von unter 0,5 pg/ml (Huisman et al. 2006). Zahlreiche weitere Studien bekraf-
tigten diese Ergebnisse (Janssen et al. 1997, Lindahl et al. 1999, van der Graaf et al.
2000, Funfsinn et al. 2001, Schutgens et al. 2003, Karami Djurabi et al. 2009).

Tabelle 8: Sensitivitat und Spezifitat des Tina-quant z. A. einer TVT bzw. LE in verschiedenen
Studien (bei einem cut-off von 0,5 pg FEU/ml z. A. einer TVT bzw. LE)

Schutgens et al. LeClerq et al. Huisman et al.

(2003) (2003) (2006)
zum Ausschluss einer TVT zum Ausschluss einer LE

Sensitivitat 99,3 % 100 % 97,3 %
NPW 99,4 % 100 % 99,4 %
Spezifitat 45,8 % 50,4 % 60,7 %
PPW 42,0 % 40,5 % 249 %
Fehlerrate 0,6 % 0,0 % 0,62 %
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Die Prazision wurde mit Humanplasmaproben und Kontrollen vom Hersteller
bestimmt. Dabei wurde innerhalb eines Messdurchlaufs ein VK von 0,5% (im hohen
Bereich) bis 1,8% (im niedrigen Messbereich) erzielt (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Prazision des Tina-quant innerhalb einer Serie und von Tag zu Tag (MW = Mittelwert,
VK = Variationskoeffizient)

Probe Prazision innerhalb einer Serie Prazision von Tag zu Tag
MW in pg/ml VK in % MW in pug/ml VK in %

Plasma 1 0,37 1,8 0,40 4.4

Plasma 2 0,96 0,8 1,52 3,0

Plasma 3 2,50 0,5 5,34 1,4

Kontrolle A 0,93 0,8 0,96 29

Kontrolle B 3,80 0,5 3,87 19

2.2.3.2 ,INNOVANCE D-Dimer*
Auch hier wird bei konstantem Anstieg der Extinktionsanderung (Tribungszunahme)

deltaE/min ermittelt. Die erste Messung findet nach 180 Sekunden statt — danach alle
2 Sekunden.

2008 wurde dieser Test an verschiedenen Analysegeraten im Vergleich mit den
Testen ,Status CS D-Dimer® und ,Vidas D-Dimer Exclusion anhand von 1543
Patientenproben validiert (de Moerloose et al. 2008) — mit einer Sensitivitat von Uber
99% z. A. einer TVT und von 98,9% z. A. eine LE. AbschlieRend wurde festgestellt,
dass ,dieser Assay zum Ausschluss einer vendsen thromboembolischen Erkrankung

eingesetzt werden kann“ (de Moerloose et al. 2008).

Khalafallah et al. bestimmten die DDIM-Konzentration schwangerer Frauen mit
INNOVANCE und ,D-Dimer Plus® - und verglichen anschlie3end die Ergebnisse
(Khalafallah et al. 2008). Bei ansteigender DDIM-Konzentration mit zunehmender
SSW, ,scheint es sich so zu verhalten, dass der INNOVANCE D-Dimer Assay fur
schwangere Frauen wahrscheinlich sensitiver als der D-Dimer Plus Assay ist.”
(Khalafallah et al. 2008).

Auch bei diesem Test wurde vom Hersteller die Prézision mit Humanplasmaproben
und Kontrollen getestet. Bei Messungen innerhalb einer Serie wurde ein Variations-
koeffizient von 1,4% (im hohen Bereich) bis 7,8% (im niedrigen Bereich) bestimmt
(siehe Tabelle 10).



45

Tabelle 10: Prazision des INNOVANCE innerhalb einer Serie und von Tag zu Tag (MW =
Mittelwert, VK = Variationskoeffizient)

Probe MW in Prazision innerhalb der Serie | Prazision von Tag zu Tag
pg/ml VK in % VK in %
Plasma 1 0,2 7,8 7,9
Plasma 2 0,8 3,4 4,5
Plasma 3 3,6 15 2,6
Kontrolle A 0,3 4,1 4,3
Kontrolle B 2,6 1,4 2,2

2.2.3.3 ,,HemosIL D-Dimer HS 500
Dieser Test wurde gegen seinen Vorganger ,HemosIL D-Dimer* validiert, wobei sich

beim Methodenvergleich eine gute Ubereinstimmung mit einer Regression von 0,961
nach Passing Bablok zeigte (Morelli et al. 2005).

Die Kalibration wurde gegen einen internen ,Hausstandard® durchgefihrt. Die Werte
ermittelte man gemald den von Nieuwenhuizen vorgeschlagenen Harmonisations-

kriterien, die im weiteren Text noch erlautert werden. (Nieuwenhuizen 1997)

Zur Evaluation wurden die DDIM bei 401 Patienten mit V.a. TVT und bei 346
Patienten mit V. a. LE bestimmt (Legnani et al. 2010). Die Spezifitat wurde bei einer
geringen bis mittleren PTP z. A. einer TVT mit 42,1% und z. A. einer LE mit 48,3%
angeben. Bei einem cut-off von 500 ng/ml (FEU) lagen Sensitivitat und NPW bei
100% - es gab demnach keine falsch negativen Resultate. ,Basierend auf seiner
Sensitivitat und NPW kann er als Einzeltest bei Patienten mit nicht hoher PCP

angewendet werden® (Legnani et al. 2010).

Die Prazision wurde vom Hersteller mit einem Humanplasmapool und Kontrollen
getestet. Bei Messungen innerhalb einer Serie wurde ein VK von 2,5% (im hohen
Bereich) bis 7,9% (im niedrigen Bereich) festgestellt (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Prazision des HemoslIL innerhalb einer Serie und von Tag zu Tag (MW = Mittelwert,
VK = Variationskoeffizient)

Probe MW in | Prazision innerhalb der Serie | Prazision von Tag zu Tag
pg/ml VK in % VK in %
Plasmapool 423 7,2 9,5
Kontrolle A 877 7,9 8,9
Kontrolle B 2469 2,5 7,3
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2.2.3.4 Tabellarische Ubersicht der Eigenschaften der drei Testsysteme
Tabelle 12: Zusammenfassung testspezifischer Eigenschaften der drei verwendeten Systeme

Tina-quant INNOVANCE HemoslIL
Polystyrol-Latexpartikel X* X X
Monoklonale Anti-Human-DDIM- X
Antikorper der Maus X (Name: 8D3) X
monoklonale Antikorper bestehen aus
F(ab’)2 Fragmenten X ) X
Nachweis von Fibrinspaltprodukten mit
DDIM-Doméne (einschlieflich X X X
DDIM und X-Oligomeren)
FEU als Kalibrator X X X
Einheit pg/ml mg/I pg/ml
Messgrenzen 0,15-9,0 0,17 -4,40 0,20-7,65
und nach Verdiinnung
(im automatisierten Rerun®) bis: 21,0 35,2 128,0
cut-off z. A. einer TVT und LE 0,5 0,5 0.5
z. A. einer TVT:
Sensitivitat 99,3 % 99,4 % 100,0%
NPW 99,4 % 99,5 % 100,0%
Spezifitat 45,8 % 38,2% 42,1 %
z. A. einer LE:
Sensitivitat in 97,3 -100 % 98,9 % 100,0%
NPW 99,4 - 100 % 99,6 % 100,0%
Spezifitat 50,4 - 60,7 % 39,6 % 48,3 %
Wellenlange in nm 800 570 671
Start- und Endpunkt der Messung 340,587 s 180 s,
(in Sekunden) danach alle 2 s 20, 210
Verdinnungsmedium ist X
Natriumchlorid X (und Imidazol) X
* X =ja
. Der Messbereich aller drei Tests kann durch Verdinnung der Proben erweitert werden.

Im Falle sehr hoher DDIM-Konzentrationen wird vom Analysegerat Uber eine Rerun-

Funktion die Probe in einem bestimmten Verhaltnis verdinnt.

Beim Tina-quant

beispielsweise 1 : 2,3. Das Ergebnis wird vom Gerdt am Ende mit dem Faktor 2,3

multipliziert - so dass Ergebnisse bis 21 pg/ml bestimmt werden kénnen.
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2.2.4 Qualitatskontrolle
Qualitatskontrollen wurden jeweils im unteren und oberen Messbereich vor jedem

neuen Messdurchlauf gemaf den Herstellervorgaben bestimmt. Zudem wurden alle
Proben je Test jeweils mit derselben Charge gemessen. Die Kalibrationskurve war

somit an einem Gerét fur alle Proben gleich.

Die Kalibrationskurve wird per barcode-reading von den Herstellern bereitgestellt.
Der cut-off zum Ausschluss einer TVT ist in der Mitte des Messbereichs, was den

Testsystemen eine hohe analytische Sensitivitét verleiht.

Alle Teste wurden gemall der Herstellerspezifikationen und unter akkreditierten
Laborstandards durchgefuhrt (Akkreditierungsnummer des Labors: D-ML-13131-01-
00; 1ISO 9001, 12 100 18145 TMS / TUV-Siid).

2.2.5 Auswertung
Die deskriptive, statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Programme

JMP Statistical Discovery Software Version 3.2.1.und WIinSTAT Version 2009.1.
Anschlie3end folgte die Erarbeitung von Referenzbereichen unter Angabe der 2,5.
und 97,5. Perzentilen — sowie ein Vergleich mit anderen Studien. Abschlie3end
wurden die Endergebnisse der drei Testsysteme im Methodenvergleich gegen-

Ubergestellit.
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3. Ergebnisse

In den folgenden Tabellen und graphischen Darstellungen wurde zur besseren Ver-

gleichbarkeit der Testsysteme als Einheit der DDIM-Konzentration stets pg/I gewéahlt.

3.1 Probenmaterial

3.1.1 Nebenstudie 1: Stabilitat der D-Dimere bei Raumtemperatur

3.1.1.1 Durchfihrung
Bei den fur die Zusatzuntersuchung verwendeten Proben handelte es sich um 10

Probenpaare aus der taglichen Laborroutine - jeweils bestehend aus einer Citrat- und
einer Heparinmonovette desselben Patienten. Die Proben wurden unmittelbar nach
Probeneingang bei 3000 g fur 10 Minuten zentrifugiert - so dass auch hier von einer
Zentrifugation von funf bis sieben Stunden nach Entnahme ausgegangen wird. An-
schlieBend wurden die DDIM am BCS per INNOVANCE gemessen. Die zweite
Messung fand statt, nachdem die Proben 24 Stunden bei 18- 22°C aufbewahrt

worden waren.

3.1.1.2 Ergebnis

Tabelle 13: Konzentration der DDIM im Citratplasma (CP) und Heparinplasma (HP) bei
Erstmessung und nach 24 Stunden bei Raumtemperatur (inklusive Konzentrations-
unterschiede in %)

Nr. DDIM DDIM DDIM Differenz DDIM Differenz
im CP im HP im CP im CP im HP im HP
nach 24 h nach 24 h
in pg/l in pg/l in pg/l in % in pg/l in %
1 256 314 240 -6,3 305 -29
2 344 422 341 -0,9 388 -8,1
3 532 615 555 4,1 628 2,1
4 718 861 772 7,0 902 4.6
5 783 959 803 2,5 1036 7,4
6 1243 1498 1205 -3,1 1504 0,4
7 1367 1599 1481 7,7 1734 7,8
8 1374 1701 1413 2,8 1809 6,0
9 1860 2241 1845 -0,8 2095 -6,5
10 2204 2612 2077 -5,8 2407 -79

Nach 24 Stunden wurden im Citratplasma DDIM-Konzentrationen gemessen, die
6,3% niedriger bis 7,7% hoher lagen als der Vorwert. Im heparinisierten Plasma

konnten Werte, die 8,1% niedriger bis 7,8% hdher lagen, festgestellt werden.
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3.1.2 Nebenstudie 2: Stabilitat der D-Dimere nach dreimonatigem
Einfrieren

3.1.2.1 Durchfihrung
Hierfir wurde die Konzentration der DDIM aus heparinisiertem Plasma von 45

schwangeren Patientinnen unterschiedlicher SSW bestimmt. Es handelt sich nicht
um Proben der aktuellen Studie, sondern um zuséatzliche Heparinmonovetten der
taglichen Laborroutine, die unter denselben Bedingungen gewonnen, transportiert
und bearbeitet wurden. Nach Eingang wurde bei 3000g fur 10 Minuten zentrifugiert.
Auch hierbei wird von einer Bearbeitung von funf bis sieben Stunden nach Blut-
entnahme ausgegangen. Die Messung der DDIM fand unmittelbar danach per
INNOVANCE am BCS statt. Anschliel3end wurden die Proben bei - 22 °C bis - 18°C
eingefroren. Nach 12 Wochen wurden sie fur zehn Minuten im Warmwasserbecken
bei 37°C aufgetaut und auf dem Vortex-Reagenzglasmischer homogenisiert.
AnschlieRend wurden die DDIM mit Hilfe des INNOVANCE am BCS erneut ermittelt.

3.1.2.2 Ergebnis

Tabelle 14: Konzentration der DDIM im Heparinplasma bei Erstmessung (DDIM 1) und nach drei

Monaten bei — 22°C bis — 18°C (DDIM 2) (inklusive Konzentrationsunterschiede in %)

Probennummer SSW DDIM 1 DDIM 2 Differenz in %
1 12 424 388 -85
2 15 1150 1115 3,0
3 16 1306 1272 -2,6
4 16 742 690 -7,0
5 16 1225 1192 -2,7
6 19 1029 1086 5,3
7 20 755 720 - 4,6
8 22 514 469 -8,8
9 24 1016 975 -4,0
10 24 1845 1837 -0,4
11 24 2057 1990 -3,6
12 24 1676 1651 -15
13 25 874 868 -0,7
14 25 876 822 -6,2
15 25 1034 998 -3,5
16 25 1335 1351 1,2
17 25 437 450 2,9
18 25 513 489 -4,7
19 25 1431 1351 -5,6
20 25 975 923 -53
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21 26 972 933 -4,0
Probennummer SSW DDIM 1 DDIM 2 Differenz in %
22 26 638 608 -4,7
23 26 1026 996 -2,9
24 26 651 609 -6,5
25 26 1654 1599 -3,3
26 27 1716 1659 -3,3
27 27 628 612 -2,6
28 27 770 773 0,4
29 27 2274 2291 0,7
30 27 878 868 -11
31 27 1019 1026 0,7
32 28 1281 1263 -14
33 28 1120 1084 -3,2
34 31 1610 1555 -34
35 32 1829 1766 -3,4
36 32 1330 1263 -5,0
37 33 1491 1517 1,7
38 33 3033 3091 1,9
39 33 2929 2865 -2,2
40 33 3394 3223 -5,0
41 34 1822 1777 -2,5
42 34 3116 3076 -1,3
43 34 2102 2054 -3,3
44 34 1567 1490 -4,9
45 34 2830 2768 -2,2
durchschnittliche Differenz: -3,6
3500
3000
= 2500
E} V_\V
£ 2000 — ——DDIM1
= 1500 f\ A A ——DDIM 2
° 1000 I \ N
500 H
0

Abbildung 13: Konzentration der DDIM in Heparinplasma vor (DDIM 1) und nach (DDIM 2) dem
Einfrieren fur drei Monate

Die DDIM-Konzentration hat sich in den Proben, die 3 Monaten tiefgefroren waren,

nicht wesentlich verandert. Im Vergleich zur Erstmessung wurden Konzentrations-
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unterschiede von minus 8,8% bis plus 5,3% festgestellt. Durchschnittlich wurde bei

der zweiten Messung ein Konzentrationsabfall von 3,6% festgestellt.

3 1.3 Nebenstudie 3: Materialvergleich von Citrat- und Heparinplasma

3.1.3.1 Hintergrund
Fur die Bestimmung der DDIM aus heparinisiertem Blutplasma wurde am Modular

per Tina-quant von Roche eine gesonderte, vom Hersteller speziell fur dieses

Material entwickelte Kalibration verwendet.

Fur INNOVANCE und HemoslL existiert diese noch nicht. Da hierbei die Kalibration
fur die Messung der DDIM aus Citratplasma verwendet wurde, ist aufgrund der

geringeren Verdinnung in der Heparinmonovette von hoheren Werten auszugehen.

3.1.3.2 Durchfuhrung
Als Material dienten 11 Probenpaare der taglichen Laborroutine - jeweils eine Citrat-

und eine Heparinmonovette derselben Patientin bzw. desselben Patienten. Es

handelte sich nicht zwangslaufig um schwangere Frauen.

Eine erhohte Konzentration der DDIM war bei diesen Proben bereits durch
Messungen per Tina-quant im Citratplasma auffallig. Nun wurden die DDIM per
INNOVANCE am BCS und per HemoslL am ACL Top bestimmit.

Nach Eingang der Proben wurden diese bei 3000g fur 10 Minuten zentrifugiert.
Wieder wird von einer Bearbeitung von funf bis sieben Stunden nach Blutentnahme
ausgegangen. Die Messung der DDIM fand unmittelbar danach statt. Sie wurden im
Original sowie in drei weiteren Verdinnungsstufen von 1:2, 1:4 und 1:6 bestimmt.
Nur komplette Verdunnungsreinen wurden in das Endergebnis einbezogen, bei
Materialmangel wurde die betreffende Probe aus der Berechnung ausgeschlossen.
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3.1.3.3 Ergebnis

Tabelle 15: Konzentration der DDIM im Citratplasma (CP) und Heparinplasma (HP) im Original
(Orig.) und in drei weiteren Verdinnungsstufen; CP HP Diff. = Konzentrationsunterschiede in
%, * = kein Material mehr vorhanden, @ = durchschnittlich

Tina-quant INNOVANCE HemosIL
Nr. 1 CP CP HP CP HP Diff. CP HP CP HP Diff.
Orig. 3199 3840 4689 18% 5327 4265 -19%
lzu2 1938 2313 16% * *
lzu4 978 1191 18% * *
l1zu6 683 815 16% * *
g+ 17%
Nr. 2 CcP cP HP CP HP Diff. CP HP CP HP Diff.
Orig. 3551 4638 5658 18% 5158 6695 23%
lzu?2 2518 3094 19% 2367 3793 38%
lzu4 1293 1531 16% 1390 1557 11%
l1zu6 841 1039 19% 1063 1165 9%
2+ 18% 2+ 20%
Nr. 3 CP CR HP CP HP Diff. cP HP CP HP Diff.
Orig. 2065 2672 3377 21% 2433 *
lzu2 1397 1778 21% 1372 *
lzu4 708 893 21%| 862,00 *
1zu6 488 605 19% 608 *
2+ 21%
Nr. 4 cP @} HP CP HP Diff. @} HP CP HP Diff.
Orig. 3654 4984 5898 16% 5641 6438 12%
lzu2 2566 3218 20% * *
lzu4 1352 1607 16% * *
lzub6 937 1031 9% * *
g+ 15%
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Nr. 5 cP HP CP HP Diff. CP HP CP HP Diff.
Orig. 3979 4835 18% 4727 5422 13%
lzu?2 2155 2430 11% 2270 2660 15%
lzu4 1080 1279 16% 1292 1552 17%
lzu6 613 674 9% 913 1076 15%

g + 14% g+ 15%
Nr. 6 CP HP CP HP Diff. CP HP CP HP Diff.
Orig. 3801 4432 14% 4350 5870 26%
lzu?2 2114 2663 21% 2297 2551 10%
lzu4 1056 1307 19% 1278 1580 19%
1zu6 693 871 20% 843 1017 17%

2+ 19% 2 + 18%
Nr. 7 CP HP CP HP Diff. CP HP CP HP Diff.
Orig. 19276| 26187 26% | 26043| 30588 15%
lzu?2 10104 11359 11% 14658 16472 11%
lzu4 5104 5866 13% 5354 6586 19%
l1zu6 3507 4412 21% 3757 4958 24%

2 + 18% 2+ 17%
Nr. 8 CR HP CP HP Diff. CP HP CP HP Diff.
Orig. 2682 3343 20% 3112 4003 22%
lzu2 1504 1672 10% 1634 1953 16%
lzu4 694 888 22% 943 1060 11%
1zu6 502 573 12% 651 778 16%

g+ 16% g+ 16%
Nr. 9 @} HP CP HP Diff. cp HP CP HP Diff.
Orig. 3616 4388 18% 4122 5127 20%
lzu?2 1996 2291 13% 2241 2550 12%
lzu4 1096 1456 25% 1318 1788 26%
1zu6 676 775 13% 788 923 15%

2+ 17% 2+ 18%
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Nr. 10 cP HP CP HP Diff. CP HP CP HP Diff.
Orig. 7505 9442 21% 7887 9978 21%
1zu?2 4151 4757 13% 4721 5719 18%
lzu4d 2213 2521 12% 2647 3211 18%
1zu6 1303 1522 14% 1640 1841 11%
2 + 15% g+ 17%
Nr. 11 CP HP CP HP Diff. CP HP| CP HP Diff.
Orig. 12245| 15936 23% * *
1zu?2 6286 8162 23% * *
lzu4d 3246 3864 16% * *
1zu6 2426 2866 15% * *
2+ 19%
im HP: im HP:
g+ 17 % g+ 17 %

In heparinisiertem Blutplasma wurden per INNOVANCE und auch per HemoslIL ca.
17% hohere DDIM-Konzentrationen als im Citratplasma ermittelt.

Aufgrund dieses Ergebnisses folgte die Anpassung der Messwerte fir INNOVANCE
und HemosIL fir die DDIM-Bestimmung aus heparinisiertem Plasma. Die im
Folgenden angegebenen Ergebnisse des Tina-quant entsprechen den original ermit-
telten Rohdaten. Bei INNOVANCE und HemosIL wurden von allen Ergebnissen 17%
subtrahiert und anschlielend auf einen Wert ohne Dezimalstellen gerundet, so dass
im Weiteren alle Ergebnisse fur einunddasselbe Material gelten.

3.2 Ermittelte Werte

3.2.1 Patientinnen mit nachgewiesener Thrombose
Sechs der 1075 Patientinnen erlitten im Laufe der Studie eine TVT. Bei diesen

Patientinnen wurden im Vergleich zur Referenzgruppe derselben SSW deutlich

erhohte DDIM-Werte nachgewiesen.

Beim Tina-quant waren Werte von Utber dem 4fachen bis Uber dem 39fachen des
Medians der entsprechenden SSW-Gruppe aufféllig, beim INNOVANCE waren es

Werte, die Uber dem 3- bis 49fachen des Medians lagen. Per HemosiL wurden
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DDIM-Konzentrationen Uber dem 5- bis 60fachen des Medians der SSW-Gruppe
gemessen.

Tabelle 16: DDIM-Konzentrationen der drei Testsysteme im Vergleich zum Median der
entsprechenden SSW - bei sechs Patientinnen mit nachgewiesener TVT

i Tina- quant INNOVANCE HemosIL HemosIL
SSW | Tina-quant i INNOVANCE ) ]
Median Median Median
DDIM in pg/l | DDIM in pug/l | DDIM in pug/l | DDIM in pug/l | DDIM in pug/l | DDIM in pg/Il
7 1990 146 3030 267 4437 323
12 6606 168 14601 300 20209 336
14 1478 192 2742 382 3010 427
26 2301 529 3764 762 5235 901
31 2797 645 3109 959 5467 1122
34 5627 720 8395 1111 10048 1349
20000
HemoslIL

= 15000 E HemoslIL (Median)

= INNOVANCE

= 10000 —

s ® INNOVANCE (Median)

)] .

Tina-quant
- 5000 ] - . q .
B Tina- quant (Median)
O - - - ._._- l_l_. I—l—._
SSW 07 SSW 12 SSW 14 SSW 26 SSW 31 SSW 34

Abbildung 14: DDIM-Konzentrationen der Testsysteme im Vergleich zum Median der
entsprechenden SSW - bei sechs Patientinnen mit nachgewiesener TVT

Da Referenzbereiche fir gesunde Schwangere etabliert werden sollen, schlossen wir

diese sechs Patientinnen aus der Studie aus, womit 1069 Proben verblieben.

3.2.2 Unplausible Messwerte
Bei 47 Proben verschiedener SSW wurden mit einem der drei Testsysteme Werte

bestimmt, die in Relation zu denen der beiden anderen Tests deutlich vom zu erwar-
tenden Wert abwichen. Die folgende Tabelle 13 zeigt sechs Beispiele, wobei die

unplausiblen Werte in blauer Kursivschrift abgedruckt sind.



Tabelle 17: Mit Hilfe der drei Testsysteme gemessene DDIM-Konzentrationen - sechs Beispiele

unplausibler Werte in verschiedenen SSW

SSW Tina-quant INNOVANCE HemosIL
07 154 pg/| 296 pg/l 1571 ug/I
08 1207 ug/| 2125 pg/l 3258 ug/l
19 538 pg/l 3475 ug/l 1270 pg/|
27 1901 pg/! 175 ug/| 2513 pg/l
31 368 ug/l 638 ug/l 1579 ug/I
33 492 pg/l 737 pg/l 72 ug/!

Nach Entfernung dieser Proben aus der Gesamtzahl blieben 1022 Proben zur

weiteren Berechnung.

3.2.3 Ergebnisse in Streudiagrammen
Die folgenden Diagramme zeigen die mit den drei Testsystemen gemessenen DDIM-

Konzentrationen der 1022 Proben — in Relation zur jeweiligen SSW.
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Abbildung 15: Streudiagramm der Messwerte per Tina-quant (DDIM in pg/l in Relation zur SSW)
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Abbildung 17: Streudiagramm der Messwerte per HemosIL (DDIM in pg/l in Relation zur SSW)

3.2.4 Test auf Normalverteilung
Bei Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests sollte die Wahrscheinlichkeit p zur Annahme

der Normalverteilung der gemessenen Werte grol3er als 0,05 sein. Fur den gesamten

Wertebereich gilt fur alle drei Testsysteme: p < 0,05.

Auch nach Anwendung des Kolmogorov-Smirnov-Tests fur kontinuierliche Variable

wird eine Wahrscheinlichkeit p zur Annahme der Normalverteilung von weniger als

0,05 fir alle drei Tests erreicht.
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Fur den gemessenen Wertebereich gilt fir alle drei Testsysteme: p tendiert gegen 0.
Die Annahme auf normalverteilte Werte muss abgelehnt werden.

3.2.5 Ergebnisse in Histogrammen
Im Folgenden sind von allen drei Testsystemen die absoluten Haufigkeiten der Werte

in Relation zur Normalverteilung (rot hinterlegt) graphisch dargestellt.
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Abbildung 18: absolute Haufigkeiten der per Tina-quant gemessenen DDIM-Konzentrationen
in pg/l —in Relation zur Normalverteilung (rot)
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Abbildung 19: absolute Haufigkeiten der per INNOVANCE gemessenen DDIM-Konzentrationen
in ug/l —in Relation zur Normalverteilung (rot)
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Abbildung 20: absolute Haufigkeiten der HemosIL gemessenen DDIM-Konzentrationen in pug/l —
in Relation zur Normalverteilung (rot)

3.2.6 Ergebnisse in kumulativen Haufigkeiten
Im Folgenden sind von allen drei Testsystemen die kumulativen Haufigkeiten in

Prozent in Relation zur Normalverteilung graphisch dargestellt.
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Abbildung 21: kumulative Haufigkeiten der per Tina-quant gemessenen DDIM-Konzentrationen
in pg/l —in Relation zur Normalverteilung (schwarz)
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Abbildung 22: kumulative Haufigkeiten der per INNOVANCE gemessenen DDIM-
Konzentrationen in pg/l — in Relation zur Normalverteilung (schwarz)




0

120
~ 100 /JL
2 80 Z

= //

€ 60 /

=3

c

N 20 //

a /

0O 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500

\ ——HemosIL

——Normal \

60

Abbildung 23: kumulative Haufigkeiten der per HemosIL gemessenen DDIM-Konzentrationen in
pg/l —in Relation zur Normalverteilung (schwarz)

3.2.7 Deskriptive Statistik

Tabelle 18: Beschreibende, statistische Daten aller drei Testsysteme im Vergleich

gultige Falle
Mittelwert (MW)
Standardfehler des MW

Varianz

Standardabweichung
Variationskoeffizient (VK)
relativer VK in %

Schiefe
Kurtosis

Minimum
Maximum

Spannweite

1.
2,5.
5.
10.
25.

75.
90.
95.
97,5.
99.

Summe
Perzentil
Perzentil
Perzentil
Perzentil
Perzentil

Median
Perzentil
Perzentil
Perzentil
Perzentil
Perzentil

geometrischer Mittelwert

Tina-quant INNOVANCE HemosIL
1022 1022 1022
481 737 856
12 17 18
146001 293592 340028
382 542 583
0,8 0,7 0,7
2,5 2,3 2,1
2 3 2
11 12 9
21 141 41
3744 5011 5228
3723 4870 5188
491403 753467 875052
55 141 93
78 141 168
100 168 216
119 232 293
217 374 461
396 606 759
630 961 1082
907 1344 1484
1215 1632 1829
1455 2054 2301
1838 2664 3261
364 589 696
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3.2.8 Ergebnisse in Box-Whisker-Plots

3.2.8.1 Erlauterung
Bei den im Folgenden verwendeten Box-Whisker-Plots stellt das Ende des oberen

~Whiskers® jeweils die 95.Perzentile und das untere Ende des unteren ,Whiskers®
jeweils die 5. Perzentile dar. Die Box enthélt stets die mittleren 50% der Werte. Die

roten Kreuze markieren den gesamten Messbereich: von 0 bis 100%.

+ 100. Perzentile
95. Perzentile

75. Perzentile

N R Median

25. Perzentile

5. Perzentile
+ 0. Perzentile

Abbildung 24: Erlauterung der Darstellung der verwendeten Box-Whisker-Plots

3.2.8.2 Box-Whisker-Plot aller Ergebnisse der drei Testsysteme
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Abbildung 25: Box-Whisker-Plot der gemessenen Werte fir alle drei Testsysteme
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Die Messwerte reichen beim Tina-quant von 21 bis 3744 pg/l. Beim INNOVANCE

von 141 bis 5011 pg/l — und beim HemosIL von 41 bis 5228 pgl/l.
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Abbildung 29: Mediane der gemessenen DDIM-Konzentrationen aller drei Testsysteme in ug/l -

im Verlauf der Schwangerschaft
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3.2.10 Die 2,5. und 97,5. Perzentile aller drei Testsysteme im Verlauf
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Abbildung 30: 2,5. und 97,5. Perzentilen der gemessenen DDIM-Konzentrationen aller drei
Testsysteme in pg/l - im Verlauf der Schwangerschaft

3.2.11 Referenzbereiche der D-Dimere im Verlauf der Schwangerschaft

3.2.11.1 Einteilung der Schwangerschaftswochen in vier Intervalle
Orientiert an den Schwangerschaftstrimestern wurden die einzelnen SSW in vier
Intervalle unterteilt, wobei das letzte Intervall erneut in zwei Gruppen geteilt wurde

(siehe Tabelle 19).

Tabelle 19: Einteilung der SSW in Intervalle — orientiert an den Schwangerschaftstrimestern

Intervall SSW Bemerkung
1 5 bis 12 SSW des 1.Trimesters einer Schwangerschaft
2 13 bis 20 entspricht der 1.Halfte des 2. Trimesters
3 21 bis 28 entspricht der 2.Halfte des 2.Trimesters
4 29 bis 36 SSW des 3.Trimesters einer Schwangerschaft
4 A 29 bis 32
B 33 bis 36
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Tabelle 20 gibt die 2,5., 50. und 97,5. Perzentile der oben erwahnten SSW-Intervalle

wieder.

Tabelle 20: 2,5. Perzentilen, Mediane und 97,5. Perzentilen der SSW-Intervalle - alle drei
Testsysteme im Vergleich

Tina- |INNO- |Hemos |Tina- |[INNO- |Hemos |Tina- |INNO- |Hemos

SSW |quant |VANCE |-IL quant | VANCE |-IL quant | VANCE |-IL

2,5. Perzentile Median 97,5. Perzentile
5-12 51 141 91 164 294 358 785| 1188 1421

13-20 109 216 277 316 505 642 899| 1211| 1379

21-28 245 383 | 4556 500 723 864 1333| 1626| 1941

29-36 282 490 611 661| 1048| 1170| 2040| 2973| 3419

29-32 290 467 519 582 942| 1068| 1774| 2631 3170
33-36 278 507 645 720 1109| 1273| 2244| 3187| 3604

3.2.11.2 Mediane der Intervalle
Abbildung 31 stellt den Verlauf der Mediane der in Punkt 3. 2. 11. 1. erwahnten vier

Intervalle dar.
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Abbildung 31: Mediane der DDIM-Konzentrationen der Intervalle 1 bis 4 im Verlauf der
Schwangerschaft

Bei erneuter Teilung des letzten Intervalls in die Gruppen A (SSW 29 bis 32) und B
(SSW 33 his 26) ergibt sich folgende Darstellung:
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Abbildung 32: Mediane der DDIM-Konzentrationen der Intervalle 1 bis 4 im Verlauf der
Schwangerschaft — Unterteilung des 4. Intervalls

3.2.11.3 Die 2,5. und 97,5. Perzentilen der Intervalle

Abbildung 33 zeigt den Verlauf der 2,5. und 97,5. Perzentilen der vier SSW-

Intervalle. Diese stellen im Weiteren die ermittelten Referenzbereiche dar.
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Abbildung 33: 2,5. und 97,5. Perzentilen der DDIM-Konzentrationen der Intervalle 1 bis 4 im
Verlauf der Schwangerschaft
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Nach Unterteilung des vierten Intervalls in die Gruppen A und B zeigen sich folgende
Verhaltnisse der 2,5. und 97,5. Perzentilen der drei Methoden (Abbildung 34).
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Abbildung 34: 2,5. und 97,5. Perzentilen der DDIM-Konzentrationen der Intervalle 1 bis 4 im

Verlauf der Schwangerschaft - Unterteilung des 4. Intervalls

3.2.11.4 Probenanzahl Gber dem cut-off von 500 ug/l je Testsystem

Tabelle 21: Anzahl der Proben der Gesamtprobenzahl mit einer DDIM-Konzentration ber dem
cut-off von 500 pg/l (inklusive Anteil an der Gesamtprobenanzahl in %)

Tina-quant

INNOVANCE

HemosIL

Anzahl der Proben > 500 pg/l

350 von 1022

634 von 1022

743 von 1022

Anzahl der Proben > 500 pg/l (in %)

34 %

62 %

73 %

Ab SSW 15 hatten beim HemoslIL tber 50% der Schwangeren DDIM-Werte Uber
dem cut-off von 500 pg/l. Beim INNOVANCE war dies ab SSW 17 der Fall. Beim
Tina-quant lagen erst ab der 24. SSW 50% der Werte tber 500 pg/l (siehe Tabelle

22).
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Tabelle 22: Anzahl der Proben je SSW mit einer DDIM-Konzentration tiber dem cut-off von 500
Mg/l (inklusive Anteil an der Gesamtprobenanzahl in %)

In roter Schrift wurde markiert, ab welchem Zeitpunkt der Schwangerschaft bei Uber 50 % der
Patientinnen DDIM-Konzentrationen von tber 500 pg/l gemessen wurden.

SSW Anzahl Tina-quant INNOVANCE HemosIL
Anzahl Anzahl Anzahl
der Proben der Proben der Proben
mit DDIM in % mit DDIM in % mit DDIM in %
> 500 ug/l > 500 ug/l > 500 ug/l

5 29 0 0 1 4 4 14

6 33 2 6 7 21 6 18

7 43 3 7 8 19 11 26

8 41 3 7 6 15 14 34

9 34 2 6 6 18 13 38
10 30 1 3 6 20 9 30
11 38 2 5 6 16 12 32
12 25 2 8 5 20 8 32
13 32 2 6 6 19 12 38
14 26 3 12 7 27 11 42
15 15 4 27 6 40 9 60
16 40 7 18 16 40 25 63
17 28 5 18 17 61 21 75
18 37 8 22 26 70 33 89
19 26 8 31 19 73 23 89
20 37 16 43 26 70 33 89
21 26 8 31 21 81 26 100
22 27 9 33 24 89 26 96
23 11 4 36 7 64 11 100
24 58 32 62 51 88 57 98
25 40 21 53 34 85 38 95
26 37 22 60 32 87 37 100
27 33 20 61 32 97 32 97
28 23 12 52 21 91 22 96
29 26 15 58 23 89 23 89
30 36 20 56 35 97 36 100
31 20 15 75 20 100 20 100
32 44 31 71 43 98 44 100
33 35 25 71 32 91 35 100
34 29 24 96 29 100 29 100
35 32 24 75 31 97 32 100
36 31 29 94 31 100 31 100
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3.4 Methodenvergleich
3.4.1 Lineare Regression

3.4.1.1 Lineare Regression von Tina-quant in Relation zu INNOVANCE
Rangkorrelationskoeffizient nach Kendels Tau: T = 0,834

4 Daten ——Y =80,2187 + 1,36646*X —Y=0+1*X

5000 L
/
4000 /

L
0
<ZE /
> 3000 .
Z -
Z 2000 .
1000 1%
*
0 ’
0 1000 2000 3000 4000 5000

Tina-quant

Abbildung 35: Lineare Regression: Ergebnisse von Tina-quant in Relation zu den
Ergebnissen von INNOVANCE

Regressionsgerade
— 95 % - Vertrauensbereich der Daten

— 95 % - Vertrauensbereich der Regressionsgeraden

Lline of equality” (x =y)

3.4.1.2 Lineare Regression von Tina-quant in Relation zu HemosIL
Rangkorrelationskoeffizient nach Kendels Tau: T = 0,838
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Abbildung 36: Lineare Regression: Ergebnisse von Tina-quant in Relation zu den
Ergebnissen von HemoslIL
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Regressionsgerade
— 95 % - Vertrauensbereich der Daten

—— 95 % - Vertrauensbereich der Regressionsgeraden

Lline of equality” (x = y)

3.4.1.3 Lineare Regression von INNOVANCE in Relation zu HemosIL
Rangkorrelationskoeffizient nach Kendels Tau: T = 0,875

| + Daten ——Y=804963+1,05218*X ——Y=0+1X |
5000 /
4000 = _
=
& 3000 . =
£
T 2000 . *
1000 |-*
0 a T
0 1000 2000 3000 4000 5000
INNOVANCE

Abbildung 37: Lineare Regression: Ergebnisse von INNOVANCE in Relation zu den
Ergebnissen von HemosIL

Regressionsgerade
——— 95 % - Vertrauensbereich der Daten
— 95 % - Vertrauensbereich der Regressionsgeraden

——— line of equality” (x = y)

3.4.2 Methodenvergleich: Bland-Altman-Diagramme
Zur Gegenuberstellung der Messwerte wurden alle Ergebnisse zur Basis 10

logarithmiert, um eine gleichférmigere Variabilitat zu erreichen und somit einer zu

grofR3en Streuung der Daten entgegenzuwirken.

Dargestellt ist fur jeden Messwert jeweils der Mittelwert aus beiden Methoden (x-
Achse) im Bezug zur Differenz beider Methoden (y-Achse). Die rote Gerade stellt die
mittlere Differenz zwischen den Methoden dar. Die violetten Geraden sind die ,Uber-
einstimmungsgrenzen® der Testsysteme. Sie markieren den Bereich zwischen der
mittleren Differenz der Methoden plus bzw. minus der 1,96fachen Standard-
abweichung der Differenzen. Sie geben somit das 95%-Konfidenzintervall der Daten
wieder.
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3.4.2.1 Vergleich INNOVANCE und Tina-quant
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Abbildung 38: Bland-Altman-Diagramm des Methodenvergleichs von Tina-quant und
INNOVANCE (rote Gerade: mittlere Differenz der Methoden; violette Geraden: mittlere Differenz
der Methoden + 1,96fache Standardabweichung der Differenzen)

3.4.2.2 Vergleich HemosIL und Tina-quant
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Abbildung 39: Bland-Altman-Diagramm des Methodenvergleichs von HemosIL und Tina-quant
(rote Gerade: mittlere Differenz der Methoden; violette Geraden: mittlere Differenz der
Methoden + 1,96fache Standardabweichung der Differenzen)
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3.4.2.3 Vergleich HemosIL und INNOVANCE
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Abbildung 40: Bland-Altman-Diagramm des Methodenvergleichs von INNOVANCE und
HemoslIL (rote Gerade: mittlere Differenz der Methoden; violette Geraden: mittlere Differenz der
Methoden + 1,96fache Standardabweichung der Differenzen)
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4. Diskussion
4.1 Probenmaterial
4.1.1 Stabilitat der D-Dimere bei Raumtemperatur

4.1.1.1 Hintergrund
Die aktuell verwendeten Proben erreichten unser Labor funf bis sieben Stunden nach

der Blutentnahme, wurden unmittelbar danach zentrifugiert und standen an-
schlieRend weitere 13 bis 15 Stunden bei RT Uber den sedimentierten Zellbestand-
teilen. Ist dieses Material - nach 18 bis maximal 22 Stunden nach Blutentnahme - fir
die Bestimmung der DDIM geeignet?

4.1.1.2 Stand der Wissenschaft
Insbesondere bei Studien, die sich mit Gerinnungsparametern beschaftigen, ist die

Praanalytik aufgrund von geringen Halbwertszeiten vieler Parameter ein entschei-

dender Faktor.

Fur die DDIM wurde bei RT (15- 25°C) eine Stabilitat von acht Stunden festgestellt
(Guder et al. 1996). Guder et al. zentrifugierten die Proben zur DDIM-Bestimmung
unmittelbar nach Probeneingang, was somit ca. flnf bis sieben Stunden nach der
Blutentnahme stattfand. Das Plasma verblieb Uber den sedimentierten Zell-
bestandteilen und wurde nach weiteren 13 bis 14 Stunden abgetrennt und tief-

gefroren. Somit gleichen die Voraussetzungen denen der aktuellen Studie.

Die Stabilitat einzelner Gerinnungsparameter war bis 2008 zunéachst nur in wenigen
Studien erortert worden. Caliezi et al. wiesen eine Stabilitat der DDIM im Vollblut bei
RT von mindestens 24 Stunden nach. Diese ist unabhangig vom Probentransport
(Caliezi et al. 2000). Ohne Einfluss bleibt ebenfalls, ob die Probe sofort oder erst
nach 24 Stunden zentrifugiert wird (Caliezi et al. 2000). Auch Tsakiris stellte 2008
fest: ,Eine sofortige Bestimmung ist nicht notwendig, da die D-Dimere in vitro im

Roéhrchen artifiziell nicht so schnell entstehen kénnen.” (Tsakiris 2008).

Zurcher et al. fuhrten 2008 eine Untersuchung beziglich der Stabilitdt von
Gerinnungsparametern durch. Dabei bestimmten sie u.a. die Konzentrationen der
DDIM in Blutproben, die bis kurz vor der Messung noch unzentrifugiert waren und bis
zu zwei Tage bei RT gelagert wurden. Festgestellt wurde, dass die DDIM-Konzentra-

tionen auch noch nach 24 Stunden gemessen werden kdnnen, ohne dass fur die
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klinische Entscheidung relevante Veranderungen beobachtet wurden (Zurcher et al.
2008). Als relevanter Unterschied wurde in diesem Fall eine Anderung von mehr als
10% betrachtet. Nachdem die Proben 48 bis 52 Stunden bei RT gelagert wurden, fiel
eine durchschnittliche Erhéhung der DDIM von 9,4% auf (Zircher et al. 2008) (siehe
Tabelle 23).

Tabelle 23: Stabilitat der DDIM bei Raumtemperatur, aus: Zircher M, Sulzer |, Barizzi G, Lammle

B, Alberio L: Stability of coagulation assays performed in plasma from citrated whole blood
transported at ambient temperature. Thromb Haemost. 2008 Feb;99 (2):421.

Time (h) Thrombin-antithrombin complex (n = 59) D-dimer (n = 59)
Quantity (ugll) Change vs. <1h (%) Quantity (ugl) Change vs. <Ih (%)

Medan | (IQR) Mean | (99%Cl) | Median (IQR) Mean | (19%Cl)
<| 20 13-26 79 [74- 411
-4 0 l.6-26 135 -16-43 %6 194 - 400 19 -35-13
812 1.9 l.6-24 05 -12-14 74 183 - 430 36 -16-88
u-18 11 l.8-26 153 -13-4 0 188 - 401 56 0.1-11
48-52 11 1.7-27 72 -45-13 071 07-433 94 35-15
P-value
Kruskal-Wallis 0582 0.953
Friedman 0.066 <0.001
* denites a statistically significant difference (p<0.05) compared to the control group (time < hour } following Kruskal-YWallis One Way ANOVA on ranks. T denotes a statistically significant difference (p<0103)
compared to the control group (time < heur) fellowing Friadman Repeatad Measures ANOVA on ranks.

,Junsere Daten zeigen, dass D-Dimer-Messungen gefahrlos aus Vollblut-
Proben, die bis zu 48-52 Stunden transportiert wurden, durchgefiihrt werden
konnen.“ (Zurcher et al. 2008).

Nebenbei wurde — hinsichtlich der Temperatur beim Probentransport - auch kein
signifikanter Unterschied zwischen den Ergebnissen der Messungen im Winter und
im Sommer festgestellt (Zurcher et al. 2008).

Zurchers Ergebnisse stehen im Einklang mit denen Caliezis et al. 2000. Allerdings
wurde in beiden Studien die DDIM-Konzentration aus Citratplasma gemessen. Auch
Szecsi et al. bestétigten die Stabilitaét der DDIM in Citratplasma von 24 Stunden
(Szecsi et al. 2010).

In einer Untersuchung von Schutgens et al. wurde die Bestimmung der DDIM sowohl
aus Citrat- als auch aus heparinisiertem Plasma vorgenommen (Schutgens et al.
2002). Dabei wurden Proben nach Zentrifugation Uber dem ,Blutkuchen® stehen

gelassen, andere wurden Uber langere Zeit geschittelt, und wiederum andere wur-
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den 16 bis 24 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. Man fand heraus, dass
diese Malinahmen keinen Einfluss auf die Stabilitat der DDIM im Blutplasma hatten —
weder in Citrat- noch in Heparinmonovetten (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24: Stabilitat der DDIM wahrend eines simulierten Transports, modifiziert nach:
Schutgens REG, Haas FJLM, Ruven HJT, Spannagl M, Horn K, Biesma DH: No influence of

heparin plasma and other (pre)analytic variables on D-dimer determinations. Clin Chem 2002;
48, No.9, 1612.

Table 1. Sample stability during simulated transport.”

Material and condition D-Dimer, mean + S0, mg/L FEU® P
Citrate plasma® 0.207 = 0.081
Lithium-heparin plasma® 0.253 £ 0.045 0.485
Lithium-heparin plasma placad on a roller” 0.217 = 0.081 0.225
Lithium-heparin plasma from whole blood placed on a roller® 0.223 £ 0.076 0.130

? Transport was simulated by placing the sample on an oscillating roller. Results are the mean of three donars. Values in lithium-heparin plasma are expressed as
citrate values. Pvalues are for differences compared with citrate plasma.

P FEU, fibrin equivalent unit(s).

¢ Centrifuged immediately and left standing at room temperature.

? Centrifuged immediately and placed on an oscillating roller.

® Immediately placed on a roller (anticoagulated whole blood) and centrifuged afterward.

,ES gab keinen Unterschied zwischen den Proben® (Schutgens et al. 2002) — unab-
hangig davon ob es sich um Citratplasma oder Heparinplasma handelte. Diesen
Ergebnissen zufolge wére das in dieser Studie verwendete Material zur Bestimmung

der DDIM geeignet.

4.1.1.3 Nebenstudie 1
Zu Eruierung der aktuellen Verhaltnisse wurde in unserem Labor ein Stabilitats-Test

bei Raumtemperatur (18 bis 22 °C) per INNOVANCE am BCS durchgefihrt. Bei den
20 verwendeten Proben handelte es sich um 10 Probenpaare aus der taglichen
Laborroutine - jeweils bestehend aus einer Citrat- und einer Heparinmonovette des-
selben Patienten. Die Proben wurden unmittelbar nach Probeneingang bei 3000 g fur
10 Minuten zentrifugiert - so dass auch hier von einer Zentrifugation von finf bis
sieben Stunden nach Entnahme ausgegangen wird. Nach Zentrifugation wurden die
DDIM am BCS per INNOVANCE gemessen. Der Rest des Plasmas wurde am néch-
sten Tag zur Bestimmung der DDIM am selben Gerat mit demselben Testsystem und

derselben Kalibration eingesetzt.

4.1.1.4 Ergebnisse
Die erneute Messung nach 24 Stunden ergab im Citratplasma eine Differenz der

DDIM-Konzentrationen von minus 6,3% bis plus 7,7%; im heparinisierten Plasma

konnten Werte, die 8,1% niedriger bzw. 7,8% hdher lagen, festgestellt werden (siehe
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Tabelle 13). Insgesamt war somit keine wesentliche Anderung zur ersten Messung

auffallig - weder im Citrat- noch im Heparinplasma. Alle Differenzen lagen unter 10%.

Den aktuellen Messergebnisse nach, die im Einklag mit denen Zircher et al. und
Schutgens et al. stehen, kann das aktuell verwendete Material zur Bestimmung der

DDIM-Konzentration verwendet werden.

4.1.2 Stabilitat der D-Dimer nach dreimonatigem Einfrieren

4.1.2.1 Hintergrund
Die Proben dieser Untersuchung waren vor der Messung 11 Wochen lang bei - 22°C

bis - 18°C tiefgefroren. Danach wurden die Plasmaaliquots fur 10 Minuten bei 37°C
im Warmwasserbecken aufgetaut und durch Schwenken auf dem Vortex-Reagenz-
glas-Mischer homogenisiert. Ist dieses Material fur die anschlieBende Bestimmung
der DDIM geeignet?

4.1.2.2 Stand der Wissenschaft
Zurcher et al. fanden heraus, dass das Einfrieren und Auftauen der Proben die

Konzentration der DDIM nicht beeinflusst (Zurcher et al. 2008). Allerdings wurde
dabei nur Citratplasma verwendet. Schutgens et al., die die Konzentration der DDIM
auch aus Heparinmonovetten bestimmten, stellten selbst bei Proben, die auf Tem-
peraturen von bis zu - 70°C tiefgefroren wurden, fest: ,Es gab keinen Effekt des Ein-

frierens” - weder bei Citrat- noch bei Heparinmonovetten (Schutgens et al. 2002).

4.1.2.3 Nebenstudie 2
Die gegenwartigen Umstande Uberpriufend, fihrten wir eine eigene Messreihe durch.

Zunachst wurden die DDIM aus heparinisiertem Plasma von 45 schwangeren
Patientinnen unterschiedlicher SSW bestimmt. Die Messung fand am BCS per
INNOVANCE statt. Anschliel3end wurden die Proben fir die folgenden drei Monate
bei -22°C bis -18°C tiefgefroren. Die Kihlschranktemperatur wurde téglich Gber-
wacht. Nach zehnminutigem Auftauen bei 37°C im Warmwasserbecken und Homo-
genisieren auf dem Vortex-Reagenzglasmischer wurde erneut mit Hilfe des
INNOVANCE die Konzentration der DDIM bestimmt (siehe Tabelle 14).

4.1.2.4 Ergebnisse
Es wurde keine klinisch relevante Differenz beztglich der DDIM-Konzentration vor

oder nach Einfrieren der Proben festgestellt (siehe Abbildung 13). Diesem Resultat

nach ist das Material fir die Bestimmung der DDIM-Konzentration geeignet.
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4.1.3 Materialvergleich: Citratplasma und Heparinplasma

4.1.3.1 Hintergrund
In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Bestimmung der Blutplasma-Konzentration

der DDIM aus Lithium-Heparinat-Monovetten durchgefiihrt, die im Rahmen der
Mutterschaftsvorsorgeuntersuchungen von den behandelnden Gynékologen in unser
Labor eingesandt wurden. Zur Ermittlung von DDIM werden jedoch Ublicherweise
Citratmonovetten eingesetzt. Diese werden allerdings nur dann an unser Labor
gesandt, wenn der Status des Blutgerinnungssystems bei V. a. eine angeborene
Thrombophilie eingeschétzt werden soll oder die Patientin Symptome zeigt, die auf
ein thromboembolisches Geschehen hindeuten. Desweiteren ist es mdglich, dass
die Patientin aufgrund einer nachgewiesenen Thromboseneigung oder einer bereits
stattgehabten TVT oder LE bereits eine antikoagulatorische Therapie erhalt und
diese Behandlung Uberwacht werden soll. In allen diesen genannten Féallen wirde
die betreffende Schwangere von der aktuellen Studie, die auf Referenzwerte fir

gesunde Patientinnen mit unkomplizierter Schwangerschatft abzielt, ausgeschlossen.

Fur die drei in der vorliegenden Arbeit verwendeten Testsysteme ist allein von der
Firma Roche fir Tina-quant heparinisiertes Blutplasma als Material zugelassen. Der
Hersteller bietet hierfir eine angepasste Kalibration, die fur die aktuelle DDIM-
Messung eingesetzt wurde. Laut Angaben von Roche wirden aufgrund fehlender
Verdinnung des Blutplasmas im Blutentnahmeréhrchen in der Heparinmonovette
erfahrungsgemall ca. 19% hohere DDIM-Konzentrationen als im  Citratplasma

gemessen.

,Li-Heparin (...) kdnnen ebenso verwendet werden. Da im Gegensatz zu
Citratrohrchen die Proben bei Verwendung von Heparin (...) nicht verdinnt
werden, sind die D-Dimer-Werte in Heparin (...)-Plasma tber den gesamten
Messbereich um durchschnittlich 19% erhoht.” (Fachinformation von Roche:
Tina-quant D-Dimer Gen. 2 (D-DI2), 2010-01: 1-2).

Entsprechende Hinweise zur Verwendung von heparinisiertem Blut lagen SIEMENS

und IL noch nicht vor.

Ist auch Heparinplasma fir die Bestimmung der DDIM geeignet?
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4.1.3.2 Stand der Wissenschaft
Vukovich et al. bestimmten 1998 die DDIM-Konzentration sowohl in Heparin- als

auch in Citratmonovetten. 100 Probenpaare wurden mit Hilfe des auch in dieser
Studie verwendeten Tests Tina-quant gemessen. Es wurde eine hohe Korrelation
zwischen den gemessenen DDIM-Konzentrationen beider Materialien festgestellt
(siehe Abbildung 41).
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Abbildung 41: Gegenlberstellung der gemessenen DDIM-Konzentrationen aus Heparinplasma
(x-Achse) und Citratplasma (y-Achse), modifiziert nach: Vukovich TC, Hamwi A, Bieglmayer C:
D-Dimer Testing within the Routine Clinical Chemistry Profile. Clin Chem 1998; 44, No.7, 1558.

Die Schlussfolgerung lautete: Citrat- und heparinisiertes Plasma sind gleichwertige
Proben fur die DDIM-Bestimmung mit Tina-quant. Vukovich et al. empfahlen einen

Umrechnungsfaktor fir Heparin von 0,84.

,Da die Zugabe von Citratldsung zum Blut das Plasma verdiunnt, sind die
D-Dimer-Konzentrationen im Citratplasma niedriger als in heparinisiertem
Plasma (die gefundene Median-Differenz war 16%, entsprechend einer ange-
nommenen Plasmafraktion von 58%, oder einem 42%-Hamatokrit).“ (Vukovich
et al. 1998).
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Auch Schutgens et al. stellten fest, dass die mangelnde Verdinnung in der Heparin-
monovette zu hoheren Ergebnissen bei der DDIM-Bestimmung fihrt (Schutgens et
al. 2002). Sie ermittelten bei 190 Patienten die DDIM ebenfalls mit Hilfe des Tina-
guant. Auch hier zeigte sich eine hohe Korrelation zwischen Citrat- und Heparin-

plasma (siehe Abbildung 42; Regressionsgerade: y = 1,196x + 0,046).

8 &
f"
JANY
rd
6 ﬂ "o‘
J"'
— -
Sa 5 !
Bg ‘ |
o3
‘a‘j [«
E £
- 8
i1]
g2
5 c
A
B 8

D-dimer (mg/L FEU)
in citrate plasma

Abbildung 42: Gegenuberstellung der gemessenen DDIM-Konzentrationen aus Citratplasma
(x-Achse) und Heparinplasma (y-Achse), modifiziert nach: Schutgens REG, Haas FJLM, Ruven
HJT, Spannagl M, Horn K, Biesma DH: No influence of heparin plasma and other (pre)analytic
variables on D-dimer determinations. Clin Chem 2002; 48, No. 9, 1612.

Angeboten wurde ebenfalls der Umrechnungsfaktor 0,84: ,(...) dafir haben wir die
Ergebnisse fur die Heparinproben mit dem Faktor 0,84 (...) multipliziert (...)"
(Schutgens et al. 2002). Dies steht im Einklang mit dem Ergebnis von Vukovich et al.
(Vukovich et al. 1998). Auch hier basierend auf der Annahme, dass der Anteil des

Hamatokrits in den verwendeten Proben 42% betragt.

.(...) entsprechend dem, was man theoretisch erwarten wirde, wenn 1 Teil
Citratlosung mit 9 Teilen Blut mit einem Hamatokrit von 42% zusammen

nimmt.“ (Schutgens et al. 2002, Originalquelle: van Beaumont 1972).

Durch den Zusatz von Natrium-Citrat zum Probengefald entsteht in Citratmonovetten
ein Mischungsverhéltnis von 1:10. Der mathematische Hintergrund stellt sich wie
folgt dar (siehe Abbildung 43):
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- [ Citrat =0,27 ml

1,68 mi
- (verdiinntes
Plasma 58 % =1,41ml Plasma)
2,7 ml—
— Blut
=243 ml | B
Hkt ~42 % = 1,02 ml

In den 1,68 ml (verdinntes Plasma) sollen ca. 0,84 x K enthalten sein.
In den 1,41 ml (reines Plasma) soll K enthalten sein (100 %).

1K x 1,41
1,41

0,84 K x 1,68
1.41

Abbildung 43: Darstellung der Verteilungsverhaltnisse in einer Citratmonovette mit dem
Verdinnungsfaktor 1:10 (Hkt = Hamatokrit; K = Konzentration der DDIM in der Probe)

4.1.3.3 Nebenstudie 3
Aufgrund der geringeren Verdiinnung in der Heparinmonovette per INNOVANCE und
HemosIL sind folglich ca. 16% hohere DDIM-Werte zu erwarten. Zur Bestéatigung

dieser Vermutung fuhrten wir im Juni 2011 eine Zusatzstudie durch.

Hierbei wurden die DDIM aus 11 Proben, bei denen bereits per Tina-quant hohe
Konzentrationen aufféllig waren, zusatzlich mit Hilfe der beiden anderen turbi-
dimetrischen Testmethoden bestimmt - jeweils aus einer Citrat- und einer Heparin-
monovette desselben Patienten der taglichen Laborroutine. Es handelte sich also

nicht zwangslaufig um schwangere Patientinnen.

Die DDIM wurden im Original und in weiteren 3 Verdinnungsstufen von 1:2, 1:4 und
1:6 vorgenommen. Nur komplette Verdinnungsreihen wurden in das Endergebnis
einbezogen; war nicht genug Plasma vorhanden, so wurde die betreffende Probe

aus der Berechnung ausgeschlossen.

Die Proben konnten nicht fir den ganzen Versuch am Modular per Tina-quant
parallel gemessen werden, da innerhalb des Zeitraums im Rahmen des Labor-

wachstums dieses Gerat durch eine anderes ersetzt wurde.

4.1.3.4 Ergebnisse
Insgesamt wurden im heparinisierten Plasma ca. 17% hoéhere DDIM-Werte ge-

messen (siehe Tabelle 15). Aufgrund dessen folgte die Anpassung der Messwerte flr

INNOVANCE und HemoslIL fur die DDIM-Bestimmung aus heparinisiertem Plasma.
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Bei diesen beiden Tests wurden von allen ermittelten Ergebnissen 17% abgezogen
und auf einen Wert ohne Dezimalstellen gerundet, so dass nun alle Ergebnisse fur
einunddasselbe Material (Heparinplasma) normiert sind.

Am Modular wurde mit dem Test Tina-quant bereits mit der Kalibration fur heparini-
siertes Plasma gearbeitet. Fur die Methoden am BCS und am ACL Top sind noch
keine Kalibrationen fir dieses Material erhaltlich. Den aktuellen Messungen zufolge

kann dabei mit einem Multiplikationsfaktor von 0,83 gearbeitet werden.

Die Ergebnisse legen nahe, auch Heparinplasma als Material fur die Bestimmung
von DDIM zuzulassen, da keine matrixspezifischen Effekte auffallig waren, sondern
das hohere DDIM-Ergebnis allein durch die mangelnde Verdunnung zu erklaren ist.

Ware Heparinplasma - als Material, aus dem eine Vielzahl weiterer Laborparameter

bestimmt werden kénnen - auch zur DDIM-Bestimmung zugelassen, bedeutete dies:

a) dass die DDIM-Messung im Rahmen der Laborroutine erfolgen kénnte und
nicht speziell aus einer weiteren Monovette stattfinden misse, was zu einer

schnelleren Befundibermittlung fihren kann,

b) weniger Blutverlust fur die Patienten, da kein zusatzliche Citratmonovette

beflllt werden musse und

c) geringere Kosten durch eine geringere Anzahl an Probenréhrchen und
geringeren Transport- und Platzaufwand.

4.2 Patientenkollektiv

4.2.1 Hintergrund
Die genaue Hohe der DDIM im Verlauf der Schwangerschaft wurde bislang nicht

adaquat untersucht, u.a. weil die Interpretation vieler Studien durch inhomogene
Kohorten mit unterschiedlichen Krankheitsbildern (Szecsi 2010) oder einer geringen
Anzahl an Probandinnen begrenzt wird. Beispielsweise untersuchten Hansen et al.
55 schwangere Patientinnen (Hansen et al. 2011), Giavarina et al. 56 (Giavarina et
al. 2001) und Francalani et al. 63 (Francalani et al. 1997).

Ist die aktuelle Patientenkohorte fur die Etablierung von Referenzintervallen fir DDIM

in der Schwangerschatft geeignet?
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4.2.2 Homogenitat des Kollektivs
In der vorliegenden Arbeit wird davon ausgegangen, dass die schwangeren Patien-

tinnen eine gesunde, homogene Gruppe ohne Zusatzkrankheiten darstellen, da die
Proben von den Gynakologen im Rahmen der Routineuntersuchungen zur Mutter-
schaftsvorsorge entnommen worden sind. Es handelt sich um Frauen im fort-
pflanzungsfahigen Alter, von denen jegliche Daten wie Name, ethnische Zugeho-
rigkeit, Gewicht, Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme etc. unbekannt bleiben.
Bekannt ist lediglich die jeweilige SSW. Aufgrund der Anonymisierung der Daten ist
ebenfalls ungewiss, ob schon einmal eine Thrombose bestand bzw. ob eine
Thrombophilie 0.4. bekannt ist. Damit individuelle Besonderheiten nicht Gbermalig
ins Gewicht fallen, wurde auf eine grof3e Anzahl schwangerer Patientinnen zurick-

gegriffen.

4.2.3 Probenanzahl
Zur Berechnung von Referenzintervallen mussen laut den Empfehlungen der IFCC

mindestens 120 Proben gemessen werden, wenn die Werte keiner Normalverteilung
folgen (Horowitz 2008). In der hier vorliegenden Studie wurden die DDIM von 1022
Frauen bestimmt. Demnach ist die Probenanzahl ausreichend.

4.3 Ausschluss von Proben

4.3.1 Diagnostizierte Thrombosen
Im Rahmen der Tatigkeit unserer Laborarzte erfuhren wir im Verlauf der Studie durch

Telefonate mit den einsenden Gynékologen, dass sechs der schwangeren Patientin-
nen eine mittlerweile durch weitere Diagnoseverfahren (wie z.B. Dopplersono-
graphie) gesicherte Unterschenkel- bzw. Oberschenkelthrombose erlitten hatten. Da
Referenzbereiche fir gesunde Schwangere etabliert werden sollen, schlossen wir
diese sechs Patientinnen aus der Studie aus.

4.3.2 Unplausible Messwerte
Bei 47 Proben verschiedener SSW wurden an einem der 3 Analysegerdte Werte

bestimmt, die in Relation zu denen der beiden anderen Tests deutlich vom zu
erwartenden Wert abwichen (siehe Tabelle 17). Diese unplausiblen, sehr hohen aber

auch sehr niedrigen Werte kdnnen auf Messungenauigkeiten beruhen.
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4.4 Potentielle Fehlerquellen der Messmethoden

4.4.1 Interferierende Substanzen
Als Abweichung des Testergebnisses, die durch Interferenz bedingt sein kann, wird

laut den Testherstellern eine Differenz von mehr als 10% angesehen (Fachinfor-
mation von Roche: Tina-quant D-Dimer Gen. 2 (D-DI2), 2010-01: 2; Fachinformation
von SIEMENS: INNOVANCE D-Dimer, 2009-12: 18). Interferenzen bedeuten ab-
weichende Resultate durch Stérsubstanzen in der Patientenprobe, die in einer Fehl-

interpretation der Ergebnisse resultieren kdnnen.

4.4.2 Humane Anti-Maus-Antikorper (HAMA)
Werden zu diagnostischen oder therapeutischen Zwecken Aufbereitungen von

monoklonalen Maus-Antikorpern eingesetzt, so kdnnen die Patientenproben HAMA
enthalten. Dadurch sind Interferenzen bei Immunoassays moglich, die monoklonale
Maus-Antikorper zum Nachweis humaner Analyte verwenden. Innerhalb einer Unter-
suchung von Rouviére et al. 2008 fiel bei einer Patientin mit V. a. LE eine grolRe
Diskrepanz zwischen den DDIM-Ergebnissen verschiedener Tests auf. Bei einer
Immunoturbidimetrie lag der gemessene Wert tUber dem cut-off z. A. einer LE, bei
einer Sandwichmethode mit Fluoreszenz jedoch darunter. Bei dieser Patientin
wurden HAMA nachgewiesen und fur die Diskrepanz verantwortlich gezeichnet
(Rouviere et al. 2008).

Laut Angaben von Roche sind beim Tina-quant keine Interferenzen mit HAMA
bekannt (Fachinformation von Roche: Tina-quant D-Dimer Gen. 2 (D-DI2), 2010-01).

Beim INNOVANCE wurden zur Minimierung von Interferenzeffekten HBR zugesetzt.
Es handelt sich dabei um spezielle Anti-Maus-Antikorper, als sogenannte "hetero-
philic blocking reagents" (Fachinformation von SIEMENS: INNOVANCE D-Dimer,
2009-12: 19). Durch diese werden Interferenzen, die z.B. durch HAMA ausgelost
werden, minimiert. Dennoch kann laut Testinformationen des Herstellers eine

komplette Unterdriickung nicht garantiert werden.

Der Reaktionspuffer des HemosIL enthdlt Maus-Serum zur Minimierung von

Interferenzen — ebenfalls als hemmende Substanz gegen HAMA.

Ob HAMA in den Patientenproben enthalten sind, ist in dieser Studie nicht eruiert
worden, so dass stark abweichende Werte durch diese kreuzreagierenden Antikrper

verursacht sein kdnnen. Auch wenn sie nur selten vorkommt, bleibt die Interferenz
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zwischen heterophilen Antikérpern problematisch. Das Vorhandensein von HAMA
sollte stets in Betracht gezogen werden, stehen die Labordaten und die klinischen
Symptome nicht im Einklang.

4.4.3 Rheumafaktoren
Bei Latexagglutinations-Methoden koénnen falsch positiven Resultate durch

Rheumafaktoren (Rutstein et al. 1978) hervorgerufen werden.

Tina-quant und HemoslIL arbeiten mit F(ab’)2 Fragmenten der Antikoérper (Fach-
information von Roche: Tina-quant D-Dimer Gen. 2 (D-DI2), 2010-01: 1; Fachinfor-
mation von IL: HemosIL D-Dimer HS 500, 2010-06: 1). Nach Angaben der Hersteller
beziehen sich viele Kreuzreaktivitdten (v.a. bezlglich Autoimmunerkrankungen) auf
das hochkonservative Fc-Fragment eines Immunglobulins. Die Verwendung von
F(ab’)2 Fragmenten erlaube eine spezifischere Bestimmung von DDIM und
minimiere somit Interferenzen mit endogenen Faktoren - wie z.B. RF (Fachinfor-
mation von Roche: Tina-quant D-Dimer Gen. 2 (D-DI2), 2010-01: 2 ; Fachinformation
von IL: HemoslL D-Dimer HS 500, 2010-06: 1). RF binden als sogenannte Auto-

antikorper an diverse Fc-Abschnitte anderer IgG-Immunglobuline.

,2Padurch erklart sich, dass in Gegenwart von RF, insbesondere des IgG-
Subtyps, alle moglichen Immunoassays (...) gestort sein kdnnen. Verwendet
der Testhersteller keine kompletten AK, sondern nur Fab-Fragmente fir den
Testaufbau, dann ist naturgemafl kaum mehr mit einer Stérung durch RF zu
rechnen, die definitionsgemald an den Fc-Teil der AK binden® (Hallbach 2006).

Die beim INNOVANCE zugesetzten HBR schlie3en Interferenzen, die durch vor-
handene RF ausgeldst werden, bis zu deren Blutplasma-Konzentration von 1,33 U/
aus. Bei Tina-quant stellt sich eine Konzentration an Rheumafaktoren von bis zu 0,1

U/l laut Herstellerangaben als unproblematisch dar, bei HemoslIL sind es 1,4 [U/I.

Da die Konzentration des RF bei den Patientinnen dieser Studie unbekannt ist,
kénnten unplausible Werte durch RF-Konzentrationen, die oberhalb dieser Grenzen

liegen, begriindet sein.

4.4.4 Medikamente
Bei Tina-quant wurde bei der Einnahme ,ublicher* Medikamente in therapeutischen

Konzentrationen keine Storeinflisse festgestellt (Fachinformation von Roche: Tina-
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guant D-Dimer Gen. 2 (D-DI2), 2010-01: 2). Auch SIEMENS konnte bei Anwendung
des INNOVANCE keine Stéreinflisse durch Medikamente ermitteln (Fachinformation
von SIEMENS: INNOVANCE D-Dimer, 2009-12: 22).

Tabelle 25: Kein Einfluss der DDIM-Messung durch folgende Medikamente, aus:

Fachinformation von SIEMENS: INNOVANCE D-Dimer, 2009-12: 22.

Substanz Test-Konzentration S.1. Einheiten
Acetaminophen 20 ma/dl 1324 uymol/l
Acetylsalicylsiure 60 ma/dl 3,33 mmol/l
Amikacin 15 mg/dl 256 pmol/|
Ampicillin 5,3 mg/dl 152 pmol/l
Ascorbinsdure 5,0 mg/di 284 pmol/l
Coffein 6,0 mg/dl 308 pmol/l
Captopril 20 mg/dl 822 pmol/l
Carbamazepin 3.0 mg/dl 127 pmol/l
Chloramphenicol 5,0 ma/dl 155 pmol|
Chlordiazepoxid 1.0 ma/dl 33,3 pymol/l
Chlorpromazin 0.2 ma/dl 6,3 uymoll
Cimetidin 2,0 mg/dl 79,2 ymol/l
Cyclosporin A 35 ma/dl 291 pymol/l
Dalteparin Natrium (Anti-Faktor Xa)** 51U/ml n.a.
Diazepam 0.5 ma/dl 18 umol/|
Digoxin 5 ng/ml 6.4 nmol
Erythromycin 6.0 mag/dl 81,6 ymol/l
Ethanol 400 mg/dl 86,8 mmol/l
Ethosuximid 25 ma/dl 1770 umol/l
Furosemid 6.0 ma/dl 181 pmol/l
Gentamicin 12 mg/dl 251 pmoll
Heparin, Ammonium-= 3 U/ml n.a.
Heparin, Lithium->* 3 U/ml n.a.
Heparin, Natrium-2* 3 U/ml n.a.
lbuprofen 50 mg/dl 2425 pmol/l
Lidocain 1,2 mg/dl 51,2 pmol/l
Lithiumchlorid 2,3 mg/dl 3,2 mmol/|
Nicotin 0.1 ma/dl 6.2 umol/l
Penicillin G* 25 U/ml n.a.
Pentobarbital 8.0 mag/dl 354 umol/|
Phenobarbital 10 mg/dl 431 pmoll
Phenytoin 5,0 ma/dl 198 pmol|
Primidon 4.0 mg/dl 183 pmol/l
Propoxyphen 0,2 ma/dl 8,1 ymoll
Propranolol 0.5 mag/dl 19 pymol/|
Theophllin 4.0 mg/dl 222 pmoll
Valproinsdure 50 ma/dl 3472 pmol/l
Warfarin 11 mg/dl 357 umol/l

Hinsichtlich des Einflusses von Arzneimitteln auf die Ergebnisse der DDIM-

Messungen mit HemoslIL wurden von IL keine konkreten Angaben gemacht.

Bei den Patientinnen der Studie ist aufgrund der bestehenden Schwangerschaft nicht
von einer Medikamenteneinnahme tber den hier angegebenen Dosen auszugehen.

Jedoch kann dies nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.
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4.45 Weitere interferierende Substanzen

Tabelle 26: Kein Einfluss der DDIM-Messung bei Lipamie, Bilirubindmie oder Hamolyse bis zu
folgenden Plasmakonzentrationen, aus: Fachinformation von SIEMENS: INNOVANCE D-Dimer,

2009-12: 22.

Substanzen in der Probe Einheit Tina-quant | INNOVANCE HemoslIL
Triglyceride mmol/Il 11,4 6,84 15,13

unkonjugiertes Bilirubin pmol/l 513 1026 307,8
Hamoglobin pmol/l 311 124,2 310,5

Auch bei deutlicher Lipamie, bei lkterus und bzw. oder Hamolyse treten keine Ein-
schrédnkungen bei der Bestimmung der DDIM-Konzentration auf. Bis zu den in
Tabelle 26 angegebenen Blutplasmakonzentrationen treten laut Herstellerangaben
keine Interferenzen auf. Bei der gesamten Probenanzahl waren weder Hamolyse,
Lipamie noch Bilirubinamie auffallig. Insgesamt wurden keine Hinweise auf stdrende

Substanzen festgestellt.

4.4.6 High-dose-hook-Effekt
Bei Tina-quant ist laut Roche bis zu einer DDIM-Konzentration von 220 pg/ml kein

High-Dose-Hook-Effekt durch Antigenuberschuss zu erwarten. INNOVANCE zeigt
nach Angaben von SIEMENS bis zu einer DDIM-Konzentration von 500 pg/ml keinen
Antigentberschuss-Effekt. Bei HemoslL sind es bis zu 197 pg/ml.

Derartig hohe Werte wurden aktuell nicht gemessen, so dass ein ,High-dose-hook-

Effekt” durch Antigentberschuss weitestgehend ausgeschlossen werden kann.

4.4.7 Fazit

,Unabhangig von der D-Dimer-Konzentration kdnnen in Einzelféllen unspezi-
fische Reaktionen auftreten (...) daher in bestimmten Fallen zu abweichen-
den Resultaten fuhren® (Fachinformation von SIEMENS: INNOVANCE

D-Dimer, 2009-12: 19).

Die 47 unplausiblen Werte wurden in verschiedener SSW und bei allen drei Tests
beobachtet. Der HemoslIL zeigte dabei die hochste Anzahl an abweichenden Werten
von den Ergebnissen der beiden anderen Tests. 28 der 47 unplausiblen Werte
wurden mit diesem Test gemessen. Per INNOVANCE fielen 18 abweichende Mess-
werte auf, beim Tina-quant lediglich einer. Sollten die Abweichungen auf Inter-

ferenzen beruhen, so ist der Tina-quant von Roche mdglicherweise dagegen am
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unempfindlichsten. Da jedoch unbekannt ist, ob es sich um Messungenauigkeiten
handelt, kann nicht beurteilt werden, welcher der drei Tests zur DDIM-Bestimmung

am besten geeignet ist.

Zweitmessungen zur Kontrolle wurden aus den betreffenden Proben nicht durch-
gefuhrt, da zu diesem Zeitpunkt die Ergebnisse der beiden anderen Tests noch nicht
vorlagen und das Zusammentragen aller Daten bzw. die Gegenuberstellung der

Messergebnisse erst nach Abschluss aller Messreihen erfolgte.

In der aktuellen Studie konnten keine interferierenden Substanzen wie HAMA, RF
0.4. festgestellt werden. Worauf die unplausiblen Werte zurickzufihren sind, bleibt
demnach ungeklart.

Aus diesem Grund wurden die 47 Proben anschlieRend aus der Studienkohorte
entfernt, so dass zur statistischen Analyse und weiteren Berechnung der Referenz-

bereiche 1022 Proben verblieben.

4.5 Resultate

4.5.1 Anstieg der D-Dimere im Verlauf der Schwangerschaft
~oelbst eine unkomplizierte Schwangerschaft wird von einer betrachtlichen

Aktivierung des Hamostasesystems begleitet, die durch eine Plasmakonzen-
trationserhdhung der Gerinnungsmarker, wie (...) die D-Dimere angezeigt
wird.“ (Eichinger et al. 1998).

Auch in dieser Studie wurde im Verlauf der Schwangerschaften ein kontinuierlicher
Anstieg der DDIM nachgewiesen. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit zahlreichen
anderen Untersuchungen, wie der von Eichinger et al. 1998, Borelli et al. 2006, Chan
et al. 2010 etc.

,Die D-Dimere steigen (...) wahrend einer normalen, komplikationsfreien
Schwangerschaft physiologischerweise Uber den Normbereich an (...)"
(Tsakiris 2008).

Gegenwartig wurde ebenfalls beobachtet, dass die DDIM anfangs nur leicht, mit
fortlaufender Schwangerschaft jedoch immer starker ansteigen. So dass gegen Ende
der Schwangerschaft, ab SSW 24, tber 50% der Frauen, obwohl kein thrombo-
embolisches Ereignis auffallig wurde, Werte oberhalb des cut-offs von 500 pg/l
aufwiesen - egal mit welchem Testsystem gearbeitet wurde (siehe Abbildung 29).
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Nolan et al. stellten 1993 fest, dass die DDIM wahrend der Schwangerschaft um 25%
ansteigen (Nolan et al. 1993). Mercelina-Roumans et al. (Mercelina-Roumans et al.
1996) hatten im dritten Trimester sogar DDIM-Anstiege bis um das Dreifache ge-
messen, Eichinger et al. schlie3lich Werte bis um das Funffache (Eichinger et al.
1999). In dieser Studie wurde ein Anstieg der Mediane der DDIM-Konzentrationen

auf das 3,4fache (HemoslIL) bis 4,3fache (Tina-quant) beobachtet.

4.5.2 Unbestimmte Ursache fiir den Anstieg der D-Dimere
Aus welchem Grund die DDIM in der Schwangerschaft ansteigen, bleibt nach wie vor

nicht exakt geklart.

,Die Ursache fir den deutlichen Anstieg der D-Dimer-Konzentration ist unklar®
(Hannemann-Pohl et al. 2005).

Da DDIM entstehen, wenn quervernetztes Fibrin durch Plasmin gespalten wird,
konnte die Fibrinolyse bzw. der Fibrinumsatz bei Schwangeren gesteigert sein.

,In der letzten Halfte des 3. Trimenons kdnnte auch Fibrinbildung an kleinen
Verletzungen oder spontane Thrombosierungen der Plazenta eine Rolle

spielen“ (Hannemann-Pohl et al. 2005).

Van Wersch et al. hielten 1991 fest, der Nachweis des stetigen Anstiegs nahezu aller
Fibrinolysemarker im Verlauf der Schwangerschaft suggeriere eine fortschreitende
Stimulation des Gerinnungssystems und eine zunehmende Aktivierung der
Fibrinolyse (van Wersch et al 1991). Laut Eichinger kdnnen die erh6hten DDIM eine
erhdohte Gerinnungsaktivitat bzw. Thrombinbildung oder eine erhéhte Fibrinolyse
wiederspiegeln — oder eine Kombination aus beiden (Eichinger 2003/2004). Szecsi et
al. aullerten die Vermutung, der Anstieg der DDIM hange mit dem steigenden

Plazentawachstum zusammen (Szecsi et al. 2010).

Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie (Cadroy 1993, Proietti et al.
1991, Bellart et al. 1999, Kobayashi et al. 1999), Plazentalésung (Nolan et al. 1993),
HELLP-Syndrom (Padden 1999) oder schwangerschaftsassoziierte arterielle Hyper-
tonie (Cadroy et al. 1993, Francalani 1995) kénnen mit erhéhten DDIM-Spiegeln

einhergehen.

Wahrend normale DDIM-Werte, die unterhalb des testspezifischen cut-offs liegen
auch in der Schwangerschaft ein thromboembolisches Ereignis ausschlieRen kénnen
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(Chan et al. 2007), kénnen deutlich erhéhte Konzentrationen fir eine stattgehabtes

thromboembolisches Ereignis sprechen (Chan et al. 2010).

4 5.3 Gesicherte Thrombosen
Von sechs Patientinnen erfuhren wir im Verlauf dieser Studie, dass sie eine

sonographisch gesicherte TVT erlitten hatten. Die Pravalenz einer sonographisch
gesicherten TVT lag in dieser Studie demnach bei 5,6 pro 1000 Schwangere bzw.
0,56% — und somit deutlich hoher als beispielsweise im Bericht der Deutschen
Gefallliga von 2010 oder von Pajor 2011 beschrieben. Dort wurde die Haufigkeit
einer Thrombose in der Schwangerschaft mit 0,05 bis 0,1% (Diehm 2010) bzw. einer

VTE in der Schwangerschaft mit 0,1% angegeben (Pajor 2011).

Bei allen sechs Patientinnen mit nachgewiesener Thrombose waren — im Vergleich
zur Referenzgruppe derselben SSW - deutlich erhohte DDIM-Werte auffallig. Teil-
weise Werte bis Uber das 60fache des Medians der entsprechenden SSW-Gruppe
(siehe Tabelle 16 bzw. Abbildung 14; siehe Probe aus SSW 12, gemessen mit
HemoslL).

Deutlich tGber dem zu erwartenden Bereich liegende DDIM kénnten folglich Ausdruck
einer stattgehabten TVT oder vielleicht sogar VTE sein. Dies steht im Einklang mit
den Ergebnissen von Cahn et al. 2010, die die Konzentration der DDIM bei
Schwangeren mit V.a. TVT per ELISA und Latexagglutinations-Methoden bestimm-
ten. Frauen mit sicherer TVT, die auch sonographisch gesichert worden war, wiesen
héhere DDIM-Werte auf, als solche ohne TVT (p< 0,0001) (Chan et al. 2010). Auch
Kovac et al. stellten bei allen Schwangeren ihrer Studie, die eine TVT erlitten, im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erhéhte DDIM fest (Kovac et al. 2010).

,Eine Schwangere, die im ersten Trimester eine TVT erleidet, hat 6,7bis 7fach
hohere D-Dimere als der Median der Referenzgruppe. Im dritten Trimester
hatten Frauen mit Thrombose 2 bis 3,8fach hdhere D-Dimere (p<0,0001)“
(Kovac et al. 2010).

Ungewiss bleibt, warum in der aktuellen Kohorte eine tberdurchschnittlich hohe Zahl
an Thrombosen aufgetreten ist. Durch Anonymisierung ist kein Zugriff auf per-
sonliche Daten (wie z. B. das Alter der Patientin) oder auf frihere Befunde, Zusatz-
informationen hinsichtlich Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme o.4. mdglich.

Insofern kénnen keine Angaben beziglich der klinischen Vortestwahrscheinlichkeit
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respektive Wells-Score gemacht werden. Die im Vergleich zu anderen Unter-
suchungen deutlich erhdhte Pravalenz ist auch unter der Annahme nicht plausibel,
es handele sich um ein vorselektiertes Patientenkollektiv. Denn die Gyn&kologen
sandten die Heparinplasmaproben anlasslich der Mutterschaftsvorsorge im Rahmen
von Routineuntersuchungen in unser Labor ein - und nicht mit dem V. a. ein thrombo-
embolisches Ereignis, zur Uberwachung einer Antikoagulanzientherapie oder
ahnlichem, da davon auszugehen ist, dass in diesen speziellen Fallen eine

Citratplasma-Monovette mit versandt worden watre.

Maoglicherweise schlie3t die Gesamtkohorte jedoch weitere Schwangere mit einer
TVT und bzw. oder einer LE ein, von denen dies unter den gegenwartigen Be-
dingungen nicht bekannt wurde. Hohe DDIM-Werte kdnnten dadurch erklarbar sein.

Auch Extremwerte anderer Studien mégen sich so erklaren lassen.
Andererseits sind sehr hohe DDIM-Werte auch ohne stattgehabte VTE mdglich.

“Es fiel uns auf, dass Schwangere im letzten Trimenon z.T. extrem hohe
D-Dimer-Konzentrationen aufwiesen, obwohl es keinerlei Hinweis auf

Thromboembolien gab“ (Hannemann-Pohl et al. 2005).

Auch Boneu et al. hielten fest, dass auch ohne VTE so hohe DDIM-Konzentrationen
maoglich sind, wie sie sonst nur bei TVT auftreten (Boneu et al. 1991). In der gegen-
wartigen Untersuchung sind bisweilen sehr hohe DDIM-Werte auffallig, ohne dass es
Hinweise auf eine VTE gab. Mit absoluter Sicherheit kann dies jedoch nicht aus-
geschlossen werden.

Daruber hinaus kdnnten hohe DDIM-Werte auch durch Mehrlingsschwangerschaften
verursacht worden sein. Bei Zwillingsschwangerschaften wurden hohere Werte
(Mittelwert von 2200 ug/l) als fur Einlingsschwangerschaften (Mittelwert von 3700
pg/l) bestimmt (Nishii et al. 2009). In der Studie von Nishii et al. wurden bei 1131
Schwangeren die DDIM per Lateximmunoassay gemessen, wobei festgestellt wurde,
dass zwischen den Einlings- und Zwillingsschwangerschaften die DDIM im ersten
Trimester noch nicht signifikant unterschiedlich waren — im dritten Trimester
allerdings schon. Khalafallah et al. stellten 2008 ebenfalls erhohte DDIM-Werte bei
Patientinnen mit Zwillingsschwangerschaften fest (Khalafallah et al. 2008). Soweit

uns bekannt ist, nahmen an dieser Studie keine Patientinnen mit Mehrlings-
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schwangerschaften teil. Jedoch kann auch dies nicht ganzlich ausgeschlossen

werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass auch bei normal verlaufenden
Schwangerschaften erhthte DDIM-Konzentrationen moglich sind, sehr hohe Werte
jedoch mit Komplikationen verbunden sein kénnen und daher zu intensiver

Beobachtung der Patientin fihren sollten.

4.5.4 Sind die D-Dimere auch in der Schwangerschaft zum Ausschluss
einer Thromboembolie von Nutzen?
In der Literatur existieren unterschiedliche Auffassungen dariber, ob die DDIM auch

in der Schwangerschaft z. A. von Thromboembolien eingesetzt werden kdnnen
(siehe Kapitel 1.9.2).

Einigen Untersuchungen nach zu urteilen, sind die DDIM, obwohl sie in der
Schwangerschaft ohnehin erhdht sind, dennoch als Gerinnungsparameter zur Ein-
schatzung eines thromboembolischen Risikos einsetzbar, wenn sie in besonders
hohen Konzentrationen auftreten (Eichinger et al. 1999) und konnten womdglich
auch in der Schwangerschaft von Nutzen sein, um Frauen mit erhéhtem Risiko fur

ein Thromboserezidiv zu identifizieren (Eichinger 2003/2004).

Dartber hinaus kénnten laut Padden die DDIM bei Schwangeren nitzlich sein, um

eine Praeklampsie oder ein HELLP-Syndrom friihzeitig zu erkennen (Padden 1999).

Heyl et al. hielten 1999 fest: Die DDIM besitzen z. A. eines thromboemboli-
schen Ereignisses ,in der Schwangerschaft nur einen geringen negativ
pradiktiven Wert" (Heyl et al. 1999).

Chan et al. stellten jedoch in einer Studie mit 149 Schwangeren mit V. a. eine TVT
fest, man konne ungeachtet dessen, dass die DDIM in der Schwangerschaft an-
steigen, sie auch in dieser Lebensphase z. A. einer TVT benutzen. Sie ermittelten
einen NPW von 100% (Chan et al. 2007).

Die Mehrheit der Untersuchungen ergab, dass die DDIM z. A. einer VTE in der
Schwangerschaft nicht so aussagekraftig wie auf3erhalb sind, weswegen sich Kliniker
oft auf andere diagnostische Methoden stitzen mussen (Eichinger 2009, Chunilal
2009). Die DDIM haben - solange Referenzbereiche im Bezug zur SSW nicht
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verfugbar sind — in der Schwangerschaft nur einen geringen Wert in der Diagnostik
der VTE (Giavarina 2001).

455 Probenanzahl Uber dem cut-off zum Ausschluss von
Thromboembolien
Im Verlauf dieser Untersuchung wies ein Grof3teil der schwangeren Patientinnen

DDIM-Werte auf, die oberhalb des cut-offs von 500 pg/l z. A. einer VTE lagen.

Ab SSW 15 hatten beim HemosIL Uber 50% der Schwangeren DDIM-Werte Uber
dem cut-off von 500 ug/l. Beim INNOVANCE war dies ab SSW 17 der Fall. Beim
Tina-quant lagen erst ab der 24. SSW 50% der Werte tber 500 pg/l (siehe Tabelle
22).

Ab SSW 18 lagen beim HemosIL tUber 89% der Werte tber dem cut-off, ab SSW 30
hatten dann alle Schwangeren DDIM-Konzentrationen Uber 500 pg/l. Beim
INNOVANCE waren ab der 24. SSW 85% bis 100% der Werte daruber.

Umgekehrt betrachtet wiesen in der gegenwartigen Studie insgesamt per Tina-quant
ca. 66% aller Schwangeren Werte unter dem cut-off auf. Beim INNOVANCE waren
es 38% und beim HemosIL lediglich 27% (siehe dazu auch Tabelle 21). In einer
Untersuchung von 2005 wurde bis zur 42 SSW bei 25% der Schwangeren DDIM
unterhalb dieses cut-off z. A. von VTE gemessen (Epiney et al. 2005). Somit wurden

damals ahnliche Werte ermittelt wie aktuell mit dem HemoslIL.

Bis zur 30. SSW lagen beim Tina-quant 74%, beim INNOVANCE 48% und beim
HemosIL 35% unterhalb von 500 ug/l. Chabloz et al. stellten bei ihrer Untersuchung
fest, dass bis zur 30 SSW 39% der Schwangeren DDIM unterhalb des cut-offs z. A.
einer VTE aufwiesen (Chabloz et al. 2001), und erhielten folglich ebenfalls &hnliche

DDIM-Konzentrationen wie gegenwartig mit dem HemoslL.

Somit wurden v.a. gegen Ende der Schwangerschaft hohe DDIM-Konzentrationen
ermittelt. Ungeachtet dessen wies unserer Kenntnis nach keine der 1022 Patien-
tinnen Symptome einer VTE auf. Ergebnisse unterhalb des cut-offs von 500 g/l
schlielen mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt ein thromboembolisches Ereignis aus
(siehe Tabelle 12). Die Ergebnisse legen jedoch nahe, dass v.a. im letzten Trimester
— abhangig vom verwendeten Testsystem — auch ein hoherer cut-off z. A. von TVT
und LE in Betracht gezogen werden kann.
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Im Folgenden werden — fur die drei verwendeten Systeme — Referenzbereiche
ermittelt, mit Hilfe derer in Zukunft eine bessere Aussage dariber getroffen werden
kann, ob der gemessene DDIM-Wert bei einer schwangeren Patientin eine statt-
gehabte VTE ausschlie3t oder ob weitere diagnostische Malinahmen ergriffen

werden missen.

4.6 Referenzbereiche flir gesunde Schwangere
Diese Studie soll den Zweck erfullen, fir gesunde Schwangere - ohne thrombo-

embolische Symptome oder dahingehend bekannte Vorerkrankungen - physiologi-

sche Referenzbereiche der DDIM-Konzentration im Verhéltnis zur SSW zu ermitteln.

,Referenzbereiche sind wichtig fir die richtige Interpretation von Labordaten in
dem sie den Kliniker zur Schaffung eines umfassenderen klinischen Uber-
blicks fur Diagnose und Management unterstutzen® (Ritchie und Palomaki
2004).

4.6.1 Test auf Normalverteilung der Daten
Abbildung 18 bis 20 zeigen die absoluten Haufigkeiten bzw. die kumulativen

Haufigkeiten der gemessenen DDIM-Konzentrationen der drei Testsysteme.

Zur Prufung auf eine Normalverteilung der Werte wurden der Shapiro-Wilk-Test und
der Kolmogorov-Smirnov-Test angewendet. Die Wahrscheinlichkeit p zur Annahme
der Normalverteilung tendiert mit beiden Tests bei allen drei Methoden gegen Null.

Somit kann eine Normalverteilung der Daten ausgeschlossen werden.

4.6.2 Keine Eradikation von Extremwerten

Abgesehen von den unter Punkt 4. 3. 2. berichteten unplausiblen Messwerten wur-
den daruber hinaus keine Extremwerte - im Sinne von Ausreil3ern - entfernt.

In nahezu jeder SSW wurden bei einzelnen Proben mit allen drei Testsystemen
besonders hohe DDIM-Werte gemessen. Da unserer Kenntnis nach jedoch bei
keiner der 1022 Patientinnen eine VTE aufgetreten ist, sind diese erhdhten Werte
nicht im Rahmen eines thromboembolischen Ereignisses zu erklaren und sollten
somit im selben prozentualen Verhéaltnis in die Gesamtberechnung eingehen - unter
der Annahme, dass bei schwangeren Frauen in der Normalbevélkerung derselbe

Prozentsatz diese Extremwerte aufweist ohne eine VTE zu erleiden.
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Fur die Referenzbereiche wurden zudem jeweils vier bis acht SSW zusammen-
gefasst und die Perzentilen von der jeweiligen Gesamtmenge der Daten ermittelt,
sodass ,Ausrei’er” einzelner SSW nicht so sehr ins Gewicht fallen wie bei Referenz-

bereichen fir kleinere Intervalle.

4.6.3 95%-Vorhersagegrenzen
Laut ,National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS) werden in der

Mehrzahl der Falle die 95%-Vorhersagegrenzen fir Referenzintervalle benutzt. Als
unterer und oberer Wert dienen somit die 2,5. und 97,5. Perzentile (National

Committee for Clinical Laboratory Standards 1993).

4.6.4. Die Ergebnisse in Intervallen
Die Gesamtheit der SSW wurde in vier Intervalle eingeteilt, die sich an den

Schwangerschaftstrimestern orientieren (siehe Tabelle 19).

Fur diese Intervalle gibt Tabelle 27 jeweils die 2,5. und 97,5. Perzentile mit dem 90%-
Konfidenzintervall jedes Testsystems wieder. Parallel dazu wurde in Abbildung 33
der Verlauf der 2,5. und 97,5. Perzentilen graphisch dargestellt. Von SSW 5 bis 20
(Intervall 1 und 2) kommt es zu keiner wesentlichen Anderung der DDIM-Konzen-
tration. In den nachfolgenden Intervallen steigen die DDIM dann deutlich an -
besonders stark gegen Ende des letzten Trimenons. Aufgrund der héheren Streuung
der Ergebnisse wurde das letzte Intervall erneut in Gruppe A und B aufgeteilt
(Abbildung 34).

Tabelle 27: 2,5. und 97,5. Perzentilen der SSW-Intervalle; in Klammern ist jeweils das
Konfidenzintervall fir 90% angegeben (CI: alpha= 0,1) (Interv. = Intervall)

Tina-quant INNOVANCE HemoslIL
Interv.
und Perzentilen Perzentilen Perzentilen
SSW
2,5. 97,5. 2,5. 97,5. 2,5. 97,5.
51 785 141 1188 91 1421
L (39 — (705 — (137 - (1055 - (72 - (1274 -
v 63) 865) 145) 1321) 110) 1568)
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109 899 216 1211 277 1379
2:
(88 — (771 - (174 - (1078 - (226 - (1228 -
13-20
130) 1027) 258) 1344) 328) 1530)
245 1333 383 1626 456 1941
3:
(230 - (1175 - (361 - (1467 - (432 - (1738 -
21-28
260) 1491) 405) 1785) 480) 2144)
282 2040 490 2973 611 3419
4
(245 - (1669 — (431 - (2455 - (546 - (2928 -
29 - 36
319) 2411) 549) 3491) 676) 3910)
290 1774 467 2631 519 3170
4 A:
(241 - (1578 — (354 - (2524 - (401 - (2869 -
29 -32
339) 1970) 580) 2738) 637) 3471)
278 2244 507 3187 645 3604
4 B:
(215 - (1509 - (454 - (2130 - (578 - (2662 -
33-36
341) 2979) 560) 4244) 712) 4546)

4.7 Vergleich mit weiteren Studien zur Ermittlung von Referenzbereichen
der DDIM in der Schwangerschaft
Von 2001 bis 2010 wurden ahnliche Studien wie die hier vorliegende durchgefihrt.

4.7.1 Vergleich mit Giavarina et al. 2001

Giavarina et al. bestimmten die DDIM mit Hilfe eines Latexagglutinationsassays bei

340 gesunden Schwangeren, die in 2 Gruppen eingeteilt wurden. Gruppe A: SSW 1
bis 20, Gruppe B: SSW 21 bis 40 (Giavarina et al. 2001). Spater wurde die zweite

Gruppe noch einmal in B1 und B2 unterteilt. Auch hier wurden zur Etablierung von

Referenzbereichen die zentralen 95% der gemessenen Werte eingesetzt — von
Perzentile 2,5 bis 97,5 (siehe Tabelle 28).
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Tabelle 28: Vergleich der Ergebnisse mit Giavarina et al. 2001 (2,5. bis 97,5. Perzentilen der
gemessenen DDIM-Konzentrationen im Verlauf der Schwangerschaft) (*: k. A. = keine Angabe)

Giavarina Tina-quant INNOVANCE HemosIL
Gr. o DDIM o DDIM DDIM DDIM
in pg/l in pg/l in pg/l in pg/l
2,5.-97,5. 2,5.-97,5. 2,5.-97,5. 2,5.-97,5.
Perzentile Perzentile Perzentile Perzentile
A 1-20 <220-1275 5-20 62 — 892 141 -1213 100 — 1419
B | 21-40 | <220-3130 | 21-36 256 — 1733 405 - 2606 503 — 3169
Bl | 21-30 | k. A*-3130 | 21-30 248 — 1433 377 —1948 468 — 2212
B2 | 31-40 k. A—-3210 31-36 287 — 2041 508 - 3019 642 — 3505

Die 97,5. Perzentile, die Giavarina et al. 2001 ermittelten, ist bis zur 20.SSW mit der
des INNOVANCE vergleichbar (1275 pg/l bzw. 1213 pg/l), ab SSW 21 finden sich
dann hohere Werte, die denen des HemosIL am n&chsten kommen (3130 pg/l bzw.
3169 pg/l). Diese hoheren Werte in Gruppe B, die sich folglich auch in B1 und B2
finden, kann dadurch erklart werden, dass in der Studie von Giavarina et al. auch
Proben von Frauen der SSW 37 bis 40 gemessen wurden. In der aktuellen Unter-
suchung endet die Bestimmung der DDIM bereits in SSW 36. Da sich die Plasma-
konzentration der DDIM mit steigender SSW kontinuierlich erhoht, ist v.a. gegen

Ende der Schwangerschaft mit hohen DDIM-Werten zu rechnen.

Angemerkt sei dartber hinaus, dass bei der Studie von Giavarina et al. viele SSW zu
einer Gruppe zusammengefasst wurden, so dass letzten Endes drei Referenzberei-
che im Verlauf der Schwangerschaft erarbeitet wurden. Da aber v.a. zum Ent-
bindungstermin hin eine hohe Streuung der DDIM nachgewiesen wurde, scheint
dieses Vorgehen zu stark vereinfacht zu sein. FUr die Konzentration der DDIM

mussten v.a. im letzten Trimenon kirzere Intervalle festgelegt werden.

4.7.2 Vergleich mit Hannemann-Pohl et al. 2005
Bei der Untersuchung von Hannemann-Pohl et al. wurden die DDIM bei 183

Schwangeren von SSW 5 bis 42 mit Hilfe eines ELISAs bestimmt. Zur Ermittlung von

Referenzbereichen wurden die zentralen 92,5% der gemessenen Werte - von
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Perzentile 5 bis 97,5 - eingesetzt. Tabelle 29 und Abbildung 44 stellen die Ergeb-
nisse der Untersuchung von 2005 den aktuellen Ergebnissen gegentber.

Tabelle 29: Vergleich der Ergebnisse mit Hannemann-Pohl et al. 2005 (5. und 97,5. Perzentilen
der gemessenen DDIM-Konzentrationen im Verlauf der Schwangerschaft)

Hannemann-

Pohl et al. 2005 Tina-quant INNOVANCE HemoslIL

SSW 5% 97,5% SSW 5% 97,5% 5% 97,5% 5% 97,5%

1-13 141 780 5-13 65 730 141 1181 118 1367

14- 27 289 1355 152 1225 308 1580 380 1799

28-42 589 2722 28- 36 306 2038 507 2939 632 3317

28- 34 438 1922 300 1728 505 2591 619 3154

35-42 685 2822 35- 36 423 3098 669 4840 825 4536

6000 = HemoslL
97,5%
5000 - == |NNOVANCE
= 97,5%
=, 4000
g = Tina-quant
£ 97,5%
= 3000
a ' ——Hannem.-Pohl
et al. 97,5%
2000
/ l’ = Hannem.-Pohl
[ 7 etal. 5%
1000 ,’
e HemosIL
0 S — 5%
=222=2=2=2=2=2222323233332323232 5%
DB ndbnhnhdhnndhn
NDHDONDNDNDDDDDNDNDONNND D N
==Tina-quant
5%

Abbildung 44: 5. und 97,5. Perzentilen der DDIM-Konzentrationen im Verlauf der
Schwangerschaft - im Vergleich zur Studie von Hannemann-Pohl et al. 2005

Insgesamt betrachtet lagen die von Hannemann-Pohl et al. per ELISA ermittelten
Werte vom ersten bis zum dritten Trimenon auf einem &hnlichen Niveau wie die des

Tina-quant.
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4.7.3 Vergleich mit Szecsi et al. 2010
Szecsi et al. bestimmten die DDIM zur Ermittlung von Referenzbereichen bei

gesunden Schwangeren mit Hilfe eines Lateximmunoassays.

,Die D-Dimer-Konzentration stieg wahrend der Schwangerschaft zunehmend
an(...). Schon ab Woche 13 bis 20 hatten mehr als 25% der schwangeren
Frauen ohne Komplikationen D-Dimer-Spiegel von oder Uber 0,5 mg/l (...). Ab
Woche 26 bis 42 hatten praktisch alle schwangeren Frauen Werte Uber die-

sem konventionellen Referenzpunkt (Szecsi et al. 2010).

In der aktuellen Studie hatten von SSW 13 bis 20 — gemessen mit dem Tina-quant —
22% der Patientinnen DDIM-Werte tUber 500 pg/l — dies entspricht ungefahr den
Ergebnissen von Szecsi et al. 2010. Beim INNOVANCE lagen 51% der Frauen von
SSW 13 bis 20 tber diesem Wert und beim HemosIL sogar 69%.

Szecsi et al. bestimmten die DDIM in der Einheit mg/l. Zur besseren Vergleichbarkeit

wurde im Folgenden auf pg/l umgerechnet (siehe Tabelle 30).

Tabelle 30: Vergleich der Ergebnisse mit Szecsi et al. 2010 (2,5. und 97,5. Perzentilen der DDIM-
Konzentrationen im Verlauf der Schwangerschaft)

Szecsi et al. Tina-quant INNOVANCE HemosIL
2010
SSW 2,5% 97,5% SSW | 25% | 97,5% | 25% | 97,5% | 2,5% | 97,5%
5-12 - - 51 785 141 | 1188 91| 1421
13- 20 200 1400 109 899 216 | 1211 277 | 1379
21- 28 300 1700 245 | 1333 383 | 1626 456 | 1941
29- 36 - - 282 | 2040 490 | 2973 611 | 3419
29- 34 300 3000 272 | 1758 481 | 2605 598 | 3169
35- 42 400 3100 | 35- 36 396 | 3098 574 | 4840 735 | 4536

Im Vergleich liegen die von Szecsi et al. ermittelten Konzentrationen die Gesamtheit
der Werte betrachtend in einem dem HemosIL &hnlichen Bereich (siehe Abbildung
45).
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Abbildung 45: 2,5. und 97,5. Perzentilen der DDIM-Konzentrationen im Verlauf der
Schwangerschaft - im Vergleich zur Studie von Szecsi et al. 2010

Auffallig ist, dass Szecsi et al. ab SSW 35 deutlich niedrigere DDIM-Konzentrationen
gemessen haben, obwohl dort nicht nur bis zur 36. SSW — wie in der aktuellen Studie
- sondern sogar Proben bis zur SSW 42 untersucht wurden. Unter der Annahme es
waren mit den gegenwaértig verwendeten Testsystemen zusatzliche Proben hdherer
SSW bis hin zum Entbindungstermin analysiert worden, so ist eher mit einem
weiteren und starkeren Anstieg der DDIM zu rechnen. Dies wird von vielen Studien
bestétigt (Stirling et al. 1984, McCrae und Cines 1997, Giavarina et al. 2001,
Hannemann-Pohl et al. 2005). Aus diesem Grund sind die Ergebnisse von Szecsi et
al. — zumindest im letzten Intervall ab SSW 35 - nicht erklarlich.

4.7.4 Vergleich mit Kovac et al. 2010
In der aktuellen Studie wurden bei allen drei Testsystemen in jedem Trimester der

cut-off von 500 pg/l eingesetzt.

Kovac et al. bestimmten bei 89 gesunden Schwangeren die DDIM (Kovac et al.
2010). Dabei wurde festgestellt, dass im 1. Trimester 84% der Patientinnen DDIM-
Werte unterhalb des cut-offs hatten, ab dem 2. Trimester waren es nur noch 33%
darunter und im 3.Trimester schliel3lich nur noch 1%. Allerdings lag bei dieser Studie

der cut-off bei 230 pg/l. Kovac et al. hielten fest, dass dieser Wert z. A. von Thrombo-
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embolien in der Schwangerschaft ,ohne praktischen Nutzen“ sei (Kovac et al. 2010)
und boten folgende Schwellenwerte z. A. schwangerschaftsassoziierter VTE an:
1. Trimester 286 pg/l, 2. Trimester 457 ug/l, 3. Trimester 644 ugl/l.

AulRerdem sollte in Betracht gezogen werden, dass bei der Untersuchung von Kovac
et al. die Anzahl an Probandinnen recht gering war. Lediglich bei 89 Patientinnen
wurden die DDIM bestimmt. Die Ergebnisse eines so kleinen Kollektivs lassen sich

nur schwer auf die Gesamtbevdlkerung tbertragen.

4.8 Mangelnde Standardisierung
Bei allen im Kapitel 4. 7. erwéhnten Studien wurde zur Bestimmung der DDIM ledig-

lich ein Testsystem eingesetzt. Allerdings sind die DDIM noch kein standardisierter
Parameter. Die Resultate sind von Methode zu Methode unterschiedlich und dem-
nach nicht von einem zum anderen Testsystem Ubertragbar — auch der cut- off z. A.
einer VTE nicht.

.(...) die numerischen Testergebnisse von verschiedenen D-Dimer-Assays
variieren betrachtlich® (Meijer et al. 2006).
Die Ursache fur unterschiedlich hohe DDIM-Konzentrationen bei ahnlich struktu-
rierten Kohorten ist nicht generell auf individuelle Komplikationen oder spezifische
Charakteristika der Patienten zurtickzufihren - sondern ist oftmals in den unter-

schiedlichen Messmethoden selbst zu suchen.

,Das Ergebnis aus einer Probe variiert bis zu 20-fach zwischen den

eingesetzten Assays” (Spannagl et al. 2005).

Untersuchungen ergaben, dass die DDIM-Konzentrationen - gemessen aus dersel-
ben Probe - von Methode zu Methode sehr unterschiedlich sind.

Nann-Rutti et al. wiesen 2011 aus derselben Patientenprobe mit verschiedenen Test-
systemen unterschiedliche Konzentrationen von DDIM nach (siehe Tabelle 31)
(Nann-Ratti et al. 2011).
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Tabelle 31: Konzentration der DDIM derselben Probe - gemessen mit verschiedenen
Testsystemen, aus: Nann-Ritti S, Trummler M, Thirig E, Wuillemin WA: Beinschmerzen und
massiv erhéhter D-dimer-Wert — ein klarer Fall einer tiefen Beinvenenthrombose? Schweiz Med
Forum 2011; 11 (23-24): 420.

Test (Methode) Resultat in ng/mil
STAR| jatest® (Latex quantitatr 16200
VIDAS® (Immuncfisoreszenz-dmmunoassay) 292
Hemosl L D-Dimer HS (Latex quantitatv] 18710
nnovance D-Dimear 600

(Latex-Immunoturbidomeatna)

TinaQuant {Latex quantiativ 2730

4.8.1 Ursachen der Variabilitat der Testergebnisse
Die unterschiedlich hohe DDIM-Konzentration bei derselben Patientin kann mehrere

Ursachen haben:

a) die oben erwdhnte Heterogenitdt der DDIM, die sich aus DD, DDE, DDEE
oder DED-Fragmenten zusammensetzen kénnen,

b) die u.a. daraus folgenden unterschiedlichen Kalibrationen der Messgerate
sowie

c) die verschiedenen Methoden, bei denen ein oder zwei Antikbrper mit unter-
schiedlichen Affinitdten zum zu bindenden Epitop der DDIM verwendet

werden.

4.8.1.1 Heterogenitat der D-Dimere
,Wegen der zahlreichen Spaltstellen des Plasmins am Fibrin oder Fibrinogen

konnte das Plasma eine grof3e Mischung verschiedener D-Dimer-besitzender
Fibrinfragmente enthalten (...). Diese Fragmente existieren vielleicht sogar als
Komplexe, die die Zuganglichkeit der Epitope gegen die die monoklonalen

Antikdrper gerichtet sind, einschranken.“ (Reber und de Moerloose 2000)

Die DDIM kodnnten demzufolge in niedrigerer Konzentration bestimmt werden als sie
im Blutplasma des Patienten eigentlich vorhanden sind. AufRerdem stellten Reber
und de Moerloose fest, dass die Zusammensetzung der DDIM-enthaltenden Frag-
mente sich von einer zu anderen Probe unterscheiden und sogar beim selben
Patienten im zeitlichen Verlauf variieren kdonnte. Sie aul3erten dies als Vermutung,

bestétigt wurde der Ansatz bisher nicht.
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4.8.1.2 Verwendung verschiedener Kalibratoren
Verschiedene Strukturen werden derzeit als Kalibratoren verwendet. Einige ELISA

oder Mikrolatexassays nutzen z.B. synthetische Polymere von DDIM. Dabei kdnnen
die Epitope, die von den beiden Antikérpern gebunden und markiert werden, so nah
beieinander liegen, dass ein zweites Epitop zur Bindung ndétig ist. (Reber und de
Moerloose 2000, Hart et al. 1994). Auch bei einem Mikrolatexassay mit solchen
synthetischen Polymeren (Reber und de Moerloose 2000, EIms et al. 1993), bei dem
ein einzelner Antikérper zum Nachweis benutzt wird, missen z.B. zwei Epitope

prasentiert werden, um eine Agglutination auszulésen.

Bei der Produktion eines Kalibrators ist u.a. die Dauer der Plasmineinwirkung fur
dessen Zusammensetzung entscheidend. Ellis et al. wiesen 1993 nach, dass sich die
Immunoreaktivitat — abhéngig von der Methode — innerhalb von 48 Stunden deutlich
verandert, wahrend Plasmin Fibrinogen und Fibrin zu niedermolekularen Fragmenten

abbaut, die dann als Kalibratoren von Testsystemen dienen (Ellis et al. 1993).

Oftmals werden als Kalibratoren sogenannte FEU eingesetzt. Es handelt sich um
Fibrinogen &quivalente Einheiten, die aus Mischplasma gesunder Spender ge-
wonnen werden. Die Bezeichnung ,Fibrinogen Aquivalent‘ bezieht sich auf die ver-
wendete Menge an Fibrinogen, die zur Herstellung des Urstandards der
Asserachrom —Dimer Methode der Firma Boehringer Mannheim (Adema und Gebert
1995, Dempfle et al. 1996) bendétigt wurde. Aufgrund des aktuell noch fehlenden
internationalen Referenz-Standards geben einige Hersteller die DDIM-Ergebnisse in
FEU an. Dabei entsprechen 2 FEU ungefahr 1 ng/ml an DDIM.

Tatsachlich ist die Wahl des Kalibrators nicht ganz einfach, da keiner vollstandig in
der Lage ist, die Heterogenitat des Analyten DDIM korrekt widerzuspiegeln. Steiner
et al. bestimmten 1993 die Konzentration von FEU bzw. DDIM der Kalibratoren dreier
Testsysteme - zunéchst mit der Originalmethode danach mit den beiden anderen
Methoden - und erhielten deutlich verschiedene Resultate. Kalibratoren sind somit
nicht ohne Weiteres von einem zum nachsten System Ubertragbar (Steiner et al.
1993).
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Tabelle 32: Konzentrationen der Kalibratoren - gemessen mit anderen Assays als dem daflr
vorge-sehenen, aus: Reber G, de Moerloose P. D-dimer assay for the exclusion of venous
thromboembolism. Semin Thromb Haemost 2000; 26 (6): 620.

o e
e

Fibrinostica Asserachrom® Dimertest
FbDP Calibrator Calibrator Calibrator
(900 ng/mL FEU*) (1000 ng/mL FEU) (5000 ng/mL DD)
FbDP assay 300 0 0
Assarachrom assay 440 1000 8600
Dimertes! assay 50 600 5000

*FEU, fibrinogen equivalent units.

Somit sind auch die Testergebnisse oftmals nicht von einem zum anderen Test —
sowie auch oftmals nicht von einem zum anderen Labor — Ubertragbar. Zum Teil
sogar auch dann, wenn die Laboratorien mit derselben Nachweismethode arbeiten
(Brill-Edwards und Lee 1999).

Giavarina et al. bezeichnen 2001 die Ubertragung von DDIM-Werten von
einem Labor zum nachsten als ,falsche und gefahrliche Praktik® (Giavarina et
al. 2001).

4.8.1.3 Unterschiedlicher Einsatz von Antikdrpern
Manche Verfahren nutzen zur Bindung und Markierung der DDIM nur einen einzigen

Antikdrper, einige wenige verwenden zwei - im Sinne einer ,Sandwichmethode®. Die
Methoden unterscheiden sich im Funktionsprinzip und in den Eigenschaften der
verwendeten monoklonalen Antikdrper, die spezifisch fir DDIM sind, das Antigen
jedoch an unterschiedlichen Epitopen detektieren. Aktuell werden zahlreiche ver-
schiedene Antikorper unterschiedlicher Spezifitit und Kombination in den verflig-
baren Tests eingesetzt.

Die verschiedenen monoklonalen Antikérper besitzen unterschiedliche Reaktivitaten
gegen die DDIM, was eine unterschiedliche Kalibration der Methoden zur Folge hat.
Ein Ergebnis ist demnach nicht mit dem eines anderen Herstellers bzw. Labors

vergleichbar.



104
4.8.2 Unterschiedliche Sensitivitat der Testsysteme

Tabelle 33: Ursachen der Variabilitat von DDIM-Assays, aus: Reber G, de Moerloose P. D-dimer
assay for the exclusion of venous thromboembolism. Semin Thromb Haemost 2000; 26 (6):
620.

Ursachen der Variabilitat von D-Dimer-Assays

- Heterogenitat der Fibrindegradationsprodukte

- Spezifitat der Antikorper

- Kombination der Antikorper

- Kalibratoren

- Design (Format/ Aufmachung) des Assay-Systems
- Genauigkeit der Signalerfassung

Aus den genannten Grinden resultiert eine unterschiedliche Sensitivitat und
Spezifitat bezlglich echt positiver und echt negativer Resultate. Ein DDIM unterhalb
des testspezifischen Grenzwertes (cut-off) schlief3t eine TVT mit hoher Wahrschein-
lichkeit aus. ,Die numerischen Grenzwerte unterscheiden sich jedoch zwischen den
verschiedenen D-Dimer-Antigen-Tests aufgrund der unterschiedlichen Kalibrie-
rungen® (Dempfle 2005).

1987 fuhrten Heaton et al. bei 62 Patienten mit V. a. eine TVT eine vendse
Sonographie durch und bestimmten zudem die DDIM (Heaton et al. 1987). Dabei
zeigte der eingesetzte ELISA eine hohere Sensitivitat als die beiden Latex-Tests.
Heute liegen die vollautomatisierten Latexagglutinationen mit den ELISAs gleichauf.
Heaton et al. hatten fur ihre Untersuchung einen niedrigen cut-off von 200 pg/l
gesetzt.

,Die niedrigste Sensitivitat wurde bei einem handelslblichen ELISA berichtet, bei
dem der cut-off auf 250 ng/ml (Mossaz et al. 1990) bzw. 270 ng/ml (van Bergen et al.
1989) gesetzt worden war” (Sié 1995). Wird dieser Grenzwert auf 400 ng/ml ange-
hoben (Rowbotham et al. 1987), so bleibt die Sensitivitat gleich hoch — bei ca. 98% -
die Spezifitat erhoht sich jedoch deutlich — von 6% auf 35%.
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Tabelle 34: Kumulative Sensitivitdten und Spezifitaten verschiedener DDIM-Nachweismethoden
(angege-ben als Median und Range); modifiziert nach Di Nisio et al. (2007) und Dempfle et al.
(2006), aus: Tsakiris DA: D-Dimere. Schweiz Med Forum 2008; 8:109.

Test VT TVT LE LE
(Anzahl Studien) Sensitivitat Speazifitat Sensitivitat Spezifitat
ELISA

Asserachrom (24) o4 (83-98) 47 (29-65) 96 (80-99) 44 (21-69)
ELISA Membran

Nycocard (23) 88 (68-96) 50 (31-68) 91 (64-98) 47(23-72)
Cardiac Reader (1) 06 (Cl%, 92-09) 81 (Cl%, b5-67) - -

ELFA

VIDAS (40) 06 (93-98) 44 (36-52) 97 (31-99) 41 (26-57)
Latex quantitativ

Tinaquant (12) 92 (75-98) 563 (32-73) 94 (71-99) 50 (23-76)
STA-lia-Test (25} 04 (83-08) 48 (28-64) 96 (30-99) 43 (20-68)
Vollblut-Methode

SimpliRed (40) 82 (59-93) 72 (B6-84) B6 (43-97) 70 (44-87)

Generell wurde eine DDIM-Konzentration von 500 pg/l bzw. 500 ng/ml als
Grenzwert festgelegt, da uber diesem cut-off die meisten Methoden die

hochstmdgliche Sensitivitat und Spezifitat erreichen (Di Nisio et al. 2007).

.Bei einigen Testsystemen wurde dieser Cut-off-Wert herabgesetzt, um einen
brauchbaren negativ pradiktiven Wert zu erreichen, dies aber auf Kosten der Aus-
schlusskapazitat und somit der Wirtschaftlichkeit” (Tsakiris 2008) — da mehr positive

Werte gemessen wurden.

4.8.2.1 Einfluss des verwendeten Patientenkollektivs
Ebenfalls Einfluss auf die Testeigenschaften Sensitivitat und Spezifitat nimmt das

jeweilige Patientenkollektiv. So weisen z.B. éltere Patienten héhere DDIM auf als
jungere (Masotti et al. 2000). Bei stationaren Patienten werden aufgrund zuséatzlicher
Krankheitszustande haufiger hohe DDIM gemessen als bei Patienten, die sich in
Arztpraxen vorstellen (Chapman et al. 1990, van Beek et al. 1996, Miron et al. 1999,
Tsakiris 2008). Die diagnostische Spezifitat der DDIM fur den Ausschluss einer VTE
ist geringer, wenn sich in einem Kollektiv viele Patienten mit einer Gerinnungs-
aktivierung anderer Ursache (Brotman et al. 2003) oder viele postoperative Patienten
befinden (Meythaler et al. 2003), da dann die DDIM ohnehin bereits tGber dem

Normalwert liegen.
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Die Variabilitat der Kollektive und der Methoden erfordert ein in grof3en Studien
validiertes Testsystem. Eine Analyse von kumulativen Daten aus 217 Studien z. A.
einer TVT und von 111 Studien z. A. einer LE bestéatigte, dass die Immunfluoreszenz
(ELFA), der Mikroplatten-ELISA sowie die quantitativen Latex-Methode hinsichtlich
der Sensitivitat die besten Ergebnisse lieferten (Tsakiris 2008), d.h. sie erlauben die
sicherste Aussage daruber, welcher Patient ,richtig positiv® ist. Fir den Ausschluss
einer LE besitzen die photometrischen Immunoassays mit Latexpartikeln und die
automatisierte ELISAs eine hohe Sensitivitat (Brown et al. 2003, de Moerloose et al.
1996, Dunn et al. 2002, Perrier et al. 1999 und 2001).

4.8.3 Fazit
Die DDIM sind noch kein standardisierter Parameter. Jeder Testhersteller benutzt

gegenwartig einen Test, der zwar hochspezifisch fir den Nachweis ist, jedoch eine
spezielle Geratecharakteristik besitzt und eine eigene Kalibratoren mit eigenem
cut-off verwendet. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu bedenken, dass es

keine numerische Ubereinstimmung zwischen den einzelnen Testverfahren gibt.

,Dies gilt insbesondere auch fur den Grenzwert zum Ausschluss einer

Thrombose oder Lungenembolie* (Dempfle 2005).

,FUr den Ausschluss einer TVT wird ein einziger cut-off bendtigt, und dieser
Wert hangt sehr vom verwendeten System ab. Das bedeutet, dass Resultate
nicht von einem auf ein anderes System Ubertragen werden konnen® (Reber
und de Moerloose 2000).

Es ware von Vorteil, wenn zuklnftig eine gemeinsame DDIM-Kalibration definiert
wirde, so dass sich Messwerte vergleichen lieRen. Dies wird allerdings dadurch
erschwert, ,dass es sich bei dem gemessenen D-Dimer-Antigen nicht um einen
singularen Analyten sondern um ein Gemisch von Fibrinderivaten unterschiedlichen
Molekulargewichts handelt (Gaffney und Edgell 1995, Dempfle 2005). Die zu
findende Substanz kann also nicht exakt definiert werden.

2005 fuhrte das Coagulation Resource Commitee des College of American
Pathologists (CAP) eine Umfrage durch, die sich an Laboratorien bezliglich deren
DDIM-Bestimmungsmethoden richtete. Man fand heraus, dass 75% der 2018 Labore
die DDIM z. A. einer VTE bestimmen. Unter diesen wurden 11 verschiedene Metho-

den verwendet: quantitative, semiquantitative und Vollblut-Point-of-Care-Methoden.


http://www.cap.org/apps/cap.portal?_nfpb=true&cntvwrPtlt_actionOverride=%2Fportlets%2FcontentViewer%2Fshow&_windowLabel=cntvwrPtlt&cntvwrPtlt%7BactionForm.contentReference%7D=committees%2Fcoagulation_description.html&_state=maximized&_pageLabel=cntvwr
http://www.cap.org/apps/cap.portal?_nfpb=true&cntvwrPtlt_actionOverride=%2Fportlets%2FcontentViewer%2Fshow&_windowLabel=cntvwrPtlt&cntvwrPtlt%7BactionForm.contentReference%7D=committees%2Fcoagulation_description.html&_state=maximized&_pageLabel=cntvwr
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59% berichten die Konzentration in FEU und 41% in D-DU(D-Dimer-Units), wobei
acht verschiedene Kombinationen zur Angabe der Einheit gezahlt wurden: pg/l FEU,
ng/ml D-DU etc. Uberdies nutzten 39% der Laboratorien einen cut-off-Wert tiber dem
vom Hersteller empfohlenen. Auch insofern entsteht eine Vielzahl nicht Gbertragbarer
Ergebnisse bei derselben Patientin.
,otandardisierung oder zumindest Harmonisierung der D-Dimer-Tests ist
notwendig, um die Vergleichbarkeit der D-Dimer-Plasmaspiegel (...) zu

gewabhrleisten” (Spannagl et al. 2005).

4.8.4 Versuch der Standardisierung
Fur die ,Vorlaufersubstanz® der DDIM, das Fibrinogen, existiert seit 2006 ein

internationaler Standard von 500 mg/dl, der u.a. in unserem Labor entwickelt wurde
(Weinstock und Ntefidou 2006). Das Referenzmaterial ist flir den internationalen
Einsatz mit unterschiedlichen Fibrinogen-Messtechniken geeignet. Allerdings ist
Fibrinogen ein eindeutig strukturiertes Molekil und keine heterogene Analytgruppe
wie die DDIM.

Schon 1993 unternahm das “Subcommittee on Fibrinogen of Scientific and
Standardization Committee” der ISTH einen Versuch zur internationalen Standardi-
sierung, in dem als Kalibrator gereinigte DDIM verwendet wurden (Meijer et al. 2006).
Samtliche verschiedenen Kalibratoren sollten anschlie3end ins Verhaltnis zu diesem
vorbereiteten Kalibrator gesetzt werden, was allerdings keine zufriedenstellenden,

reproduzierbaren Ergebnisse lieferte.

1995 analysierten Gaffney und Edgell die Immunoreaktivitat dreier kommerzieller
Antikdrper gegenuber X-Oligomeren, die unterschiedlich vorbereitet wurden - mit
dem Ergebnis, dass dieses Material nicht zur Standardisierung verschiedener Tests

geeignet ist (Gaffney und Edgell 1995).

Das “Subcommittee on Fibrinogen of Scientific and Standardization Committee”
schlussfolgerte, dass eine Standardisierung der DDIM-Assays nicht mdglich ist.
(Meijer et al. 2006).

4.8.5 Versuch der Harmonisierung
Eine vollstandige Standardisierung scheint somit vorlaufig unmdglich. Jedoch

befassten sich einige Untersuchungen damit, per Umrechnungsfaktor zumindest eine

Harmonisierung von Testergebnissen unterschiedlicher Methoden zu erzielen.
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Nieuwenhuizen et al. fuhrten im Namen des 0.g. Subcommittees eine Studie durch,
bei der ein Referenzmaterial zur Harmonisierung von DDIM-Tests hergestellt werden
sollte, dass aus einem Plasmapool verschiedener Patienten mit einer DIC stammte
(Nieuwenhuizen et al. 1997). Drei verschiedene Plasmapools wurden produziert und
anschlieRend mit finf ELISAs und einem Mikrolatex-Test gemessen. Die Mittelwerte
fur jeden der drei ,Pools® wurden bestimmt und anschlielend zum Ergebnis aus
jedem der sechs Teste ins Verhaltnis gesetzt. Die Abweichung, die hierbei maximal
10% betrug, sollte einen Multiplikationsfaktor darstellen, um Ergebnisse zweier Tests
miteinander vergleichen zu kénnen, was sich auch als erfolgreiche Herangehens-

weise herausstellte — z.B. auch bei Adema und Gebert 1995.

Dieses Referenzmaterial kann also in Zukunft dabei helfen, die Ergebnisse ver-
schiedener Teste miteinander zu vergleichen, auch wenn eine komplette Standardi-
sierung noch nicht moglich ist. Allerdings ist diese aufwendige Herangehensweise fir
den Routineeinsatz eher ungeeignet und die verschiedenen numerische Werte der

unterschiedlichen Tests bleiben zuné&chst erhalten (Reber und de Moerloose 2000).

In einer Studie von Meijer et al. wurden ebenfalls Plasmapools verschiedener DDIM-
Konzentrationen angefertigt, die anschlie3end in 449 Laboratorien mit verschiedenen
Methoden gemessen wurden (Meijer et al. 2006). Das Modell zur Harmonisierung
zweier Methoden, die miteinander verglichen werden, basierte auf einer Relation der
linearen Regressionsgeraden eines Testsystems zu einer linearen Regressions-

geraden durch die gesamten Mediane beider Testsysteme.

Solche mathematische Modelle, die Teste miteinander vergleichbar machen sollten,
haben bislang allerdings noch keinen Konsensus erzielt (Righini 2008).

4.9 Methodenvergleich

4.9.1 Unterschiedliche D-Dimer-Konzentrationen bei derselben Patientin
Bei einem Grol3teil der Studien zur Ermittlung von Referenzbereichen der DDIM in

der Schwangerschaft, wie z.B. der von Giavarina et al. 2001, Hannemann-Pohl et al.
2005, Szecsi 2010 oder Hansen et al. 2011, wurde zur Bestimmung der DDIM-
Konzentration nur eine einzige Testmethode eingesetzt, was - wie vorangehend
erwahnt - aufgrund mangelnder Standardisierung der Testsysteme den Vergleich mit
anderen Methoden erschwert.
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In der aktuellen Studie fand die DDIM-Bestimmung parallel mit drei marktfiihrenden
Testsystemen verschiedener Hersteller statt. Dabei wurde die unterschiedliche
DDIM-Konzentration bei derselben Patientenprobe bestatigt. Aus diesem Grund sind

dreimalig Referenzbereiche ermittelt worden (siehe Tabelle 27).

Die niedrigste Konzentration der DDIM wurde per Tina-quant gemessen. Mit dem
Test INNOVANCE wurden héhere und mit HemoslIL die hochsten Konzentrationen

gemessen (z. B. siehe Abbildung 29).

Im Folgenden schlie3t sich eine Regressionsanalyse sowie eine Gegenuberstellung

der Resultate der drei Testsysteme in Bland-Altman-Diagrammen an.

4.9.2 Regressionsanalyse und Bland-Altman-Plots

4.9.2.1 Lineare Regression

Die Abbildungen 35 bis 37 zeigen die Gegeniberstellung der Ergebnisse im Streu-
diagramm - im Sinne einer Regressionsanalyse. Die Regressionsgerade ist jeweils
rot und die ,line of equality, welche der Geraden der Ubereinstimmung aller Ergeb-

nisse entspricht, griin dargestellt.

Zunachst wurde der Test Tina-quant ins Verhaltnis zu INNOVANCE gesetzt. Die
Methoden zeigen eine hohe Korrelation nach Kendels Tau (T = 0,834). Auch Tina-
guant und HemoslIL (T = 0,838) sowie INNOVANCE und HemosIL (T = 0,875) weisen
zueinander eine hohe Korrelation und somit einen starken linearen Zusammenhang
der Messwerte auf. Wobei in den Abbildung 35 und 36 anhand der Beziehung der
Regressionsgeraden zur ,line of equalitiy“ auffallt, dass die Gesamtheit der Mess-
werte zugunsten des INNOVANCE (in Abbildung 35) bzw. des HemosIL (Abbildung
36) verschoben ist. Diese beiden Tests messen bei jeweils derselben Patientin
deutlich héhere DDIM-Konzentrationen als der Tina-quant. Abbildung 37 verdeutlicht
die enge Beziehung der Messwerte von INNOVANCE und HemoslIL. Hier werden mit
beiden Tests nahezu gleich hohe Werte messen — allerdings liegen sie beim

HemoslIL insgesamt ein wenig hoher.

Um wieviel Prozent genau die ermittelten Werte durchschnittlich voneinander ab-
weichen soll im folgenden Kapitel anhand von Bland-Altman-Diagrammen eruiert

werden.
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4.9.2.2 Bland-Altman-Plots
Die Abbildungen 38 bis 40 stellen Streudiagramme als sogenannte Bland-Altman-

Plots dar, die der Beurteilung der Ubereinstimmung von Messmethoden dienen.
Aufgetragen wurde fur jeden Messwert der Mittelwert beider Methoden (x-Achse)
gegen die Differenz beider Methoden (y-Achse). Zu erwahnen ist, dass die Streuung
der Daten mit wachsender DDIM-Konzentration zu stark anstieg. Um eine gleich-
maRigere Varabilitat tber den gesamten Wertebereich zu erhalten und zur besseren
graphischen Darstellung, wurde die Gesamtheit der Daten zur Basis 10 logarithmiert.
Die rote Gerade gibt jeweils die mittlere Differenz beider Methoden wieder. Die
violetten Hilfslinien wurden nach Addition bzw. Subtraktion der 1,96fachen
Standardabweichung beider Methoden errechnet. Sie stellen somit die Uberein-
stimmungsgrenzen (,limits of agreement®) dar und markieren den 95%-Vertrauens-

bereich (Konfidenzintervall) der Daten.

In Abbildung 38 liegt die untere Grenze der Differenzen der Methoden (logio
INNOVANCE- log;o Tina-quant) bei - 0,00045 und die obere Grenze bei 0,42299.
Nach Zurickfihren der Ergebnisse per Exponentialfunktion ergeben sich: 0,99 und
2,65. Somit werden per INNOVANCE in 95% der Falle Werte gemessen, die ca. 1%
niedriger bis ca. 165% hoher liegen als Werte per Tina-quant. Die mittlere Differenz
der Methoden betragt 0,20923 (logio INNOVANCE- logie Tina-quant). Demnach
werden per INNOVANCE durchschnittlich um 62% hohere Werte als mit Hilfe des

Tina-quant gemessen.

In Abbildung 39 liegen die Ubereinstimmungsgrenzen bei 0,06123 bzw. 0,50191- und
die mittlerer Differenz bei 0,28157. Daraus wurde abgeleitet, dass der HemoslIL bei
95% der Proben Werte liefert, die ca. 15% bis 218% hdher liegen als beim
Tina-quant. Im Durchschnitt werden mit dem HemosIL um 91% hohere Werte als mit

dem Tina-quant ermittelt.

Laut Abbildung 40 werden per HemoslIL in 95% der Falle Werte gemessen, die um
22% niedriger (logip HemoslIL - logip INNOVANCE = - 0,10718) bis 79% hoher
(0,25186) liegen als beim INNOVANCE. Durchschnittlich werden mit diesem Test um
18% (0,07234) h6here Werte als per INNOVANCE ermittelt.

Folglich liegen die Werte von HemosIL und INNOVANCE nahe beieinander, wahrend

sie bei HemoslIL und Tina-quant am weitesten voneinander abweichen.
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4.9.3 Fazit
Wie unter Punkt 4. 5. 6. erwahnt, haben ab folgenden SSW Uber 50% der Patien-

tinnen DDIM-Werte Uber dem cut-off von 500 pg/l: SSW 15 beim HemoslIL, SSW 17
beim INNOVANCE und SSW 24 beim Tina-quant (siehe Tabelle 22).

Per HemosIL werden bei 95% der Proben im Durchschnitt um 91% hdhere DDIM-

Konzentrationen als per Tina-quant ermittelt (siehe Punkt 4. 9. 2. 2.).

Demzufolge sind, setzt man denselben cut-off ein, salopp ausgedriickt beim Tina-
quant die Patientinnen im Verlauf der Schwangerschaft ,langer gesund® als beim
HemoslL. Werden die DDIM bei einer schwangeren Frau mit dem Tina-quant
bestimmt, so wird eine geringere Konzentration von DDIM zu erwarten sein als bei
einer Bestimmung per HemoslL. Diese Erkenntnis ist gerade bei DDIM-Konzentra-
tionen rund um den cut-off von 500 pg/l — dem Entscheidungsbereich z. A. eines
thromboembolischen Ereignisses — bedeutsam. Messungen, die per HemoslIL erfol-
gen, werden laut den aktuellen Ergebnissen zu einem friiheren Zeitpunkt weitere

diagnostische MalRnahmen z. A. einer VTE nach sich ziehen als beim Tina-quant.

Jedoch kann nach dieser Erkenntnis nicht geschlussfolgert werden, der eine Test sei
besser als der andere. Aufgrund mangelnder Standardisierung der DDIM erhélt man
bei derselben Patientin mit verschiedenen Tests unterschiedliche Werte. Alle drei
Testsysteme schlieRen mit hoher Sicherheit bis zum vom Hersteller festgelegten cut-
off von 500 pg/l eine VTE aus (siehe Kapitel 2. 2. 3). Fur alle drei Testsysteme den-
selben cut-off von 500 pg/l einzusetzen ist anhand der aktuellen Ergebnisse und der
hohen Abweichung der Werte zwischen Tina-quant und HemoslIL jedoch fraglich.

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, beim INNOVANCE und v. a. beim
HemoslL lieRen sich z. A. thromboembolischer Ereignisse bei schwangeren Patien-
tinnen hohere cut-offs als 500 pg/l einsetzen. Offen bleibt, ob sich dadurch die Sensi-
tivitat der Tests in zu hohem Malf3 verringern wirde. Chan et al. hielten bereits 2010
fest, die Spezifitat von DDIM-Bestimmungsmethoden kdnne, ohne Beeintrachtigung
der Sensitivitdt, durch die Verwendung hoéherer cut-off-Werte verbessert werden
(Chan et al. 2010). Dies wurde in einer Studie festgestellt, bei der die DDIM bei
Schwangeren mit V.a. TVT mit Hilfe von zwei ELISAs und drei Latexagglutinations-
Methoden bestimmt wurden. ,Eine Bestatigung wird in prospektiven Studien noch
bendtigt.“ (Chan et al. 2010).
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4.10 Schlussfolgerung
Die vorliegende Studie diente der Etablierung von Referenzbereichen der DDIM-

Konzentration fiur gesunde Patientinnen mit komplikationsloser Schwangerschaft. Zu
diesem Zweck wurden die DDIM mit drei marktfihrenden Tests gemessen (siehe
Tabelle 35). Die ermittelten Referenzbereiche (2,5. bis 97,5. Perzentile) sollen
zukunftig den behandelnden Klinikern eine Orientierungshilfe liefern, ob der DDIM-
Wert einer Patientin im Hinblick auf das entsprechenden SSW-Intervall als noch
normal bzw. als im Vergleich zur Referenzgruppe zu hoch eingestuft wird bzw. ab
welchem Wert weitere diagnostische Mal3nahmen ergriffen werden sollten.

Tabelle 35: Ermittelte Referenzbereiche der drei Testsysteme

Tina-quant INNOVANCE HemoslIL

SSW Perzentilen Perzentilen Perzentilen

2,5. 97,5. 2,5. 97,5. 2,5. 97,5.
5-12 51 785 141 1188 91 1421
13-20 109 899 216 1211 277 1379
21-28 245 1333 383 1626 456 1941
29 - 36 282 2040 490 2973 611 3419
29 - 32 290 1774 467 2631 519 3170
33-36 278 2244 507 3187 645 3604

Es konnte — v.a. im letzten Schwangerschaftstrimester - ein zunehmender Anstieg
der DDIM nachgewiesen werden, dessen Ursache weiterhin ungeklart bleibt (siehe
Kapitel 4.5.2).

Sechs Patientinnen erlitten im Verlauf dieser Studie eine sonographisch gesicherte
TVT. Bei allen sechs waren — im Vergleich zur Gruppe derselben SSW - deutlich
erhohte DDIM gemessen worden, die teilweise Werte bis Uber das 60fache des
Medians der entsprechenden SSW-Gruppe lieferten. Auffallig war, dass ein Grolteil
der Gbrigen 1022 Frauen hohe DDIM aufwiesen — ohne Nachweis einer TVT. Gegen
Ende der Schwangerschaft, ab SSW 24, hatten tber 50% der gesunden Frauen
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Werte oberhalb des cut-offs von 500 ug/l z. A. einer VTE - egal mit welchem Test-
system gearbeitet wurde. Bei keiner dieser Patientinnen gab es Hinweise auf ein
thromboembolisches Ereignis.

Ein Grofteil gesunder Schwangerer weist demzufolge hohe DDIM-Konzentrationen
auf. Allerdings kénnen deutlich tGber den Referenzberiech angestiegene DDIM mit

Komplikationen verbunden sein und fiir eine stattgehabte VTE sprechen.

Aufgrund unterschiedlicher Testergebnisse wurden nicht nur ein Referenzbereich
sondern drei ermittelt (siehe Tabelle 35). Der HemosilL lieferte bei derselben Patien-
tin die hochsten DDIM-Werte, der Tina-quant die niedrigsten. Der cut-off z. A. einer
VTE liegt derzeit bei allen drei Tests bei 500 pg/l. Ungeklart bleibt, ob dieser z. B.
beim HemosIL nicht hoher angesetzt werden konnte, oder ob dies einen zu gravie-
renden Sensitivitatsverlust nach sich zoge. Diese neuen Grenzwerte mussten test-

spezifisch noch etabliert werden.

Da aufgrund mangelnder Standardisierung der DDIM ein direkter Vergleich der
Ergebnisse verschiedener Testsysteme derzeit nicht moglich ist, sollte jedes Resultat
nach seiner Bestimmungsmethode testspezifisch beurteilt werden. Die Hohe der
DDIM-Konzentration muss nach wie vor im Zusammenhang mit der Anamnese, der
klinischen Symptomatik und anderen Untersuchungsergebnissen interpretiert
werden. Auch wenn die DDIM aktuell im Referenzbereich liegen, so kdnnte ungeach-
tet dessen ein thromboembolisches Ereignis stattgefunden haben, wenn die DDIM
bei einer Voruntersuchung wesentlich niedriger waren — es also zu einem starken
Anstieg innerhalb des Referenzbereichs kam (Harris und Yasaka 1983). Laut Harris
und Yasaka 1983 sei eine VTE in diesem Fall zwar unwahrscheinlich jedoch nicht
ausgeschlossen. Es sollten sich weitere diagnostische Malihahmen anschlie3en, da

der individuelle Vorwert von Bedeutung sei (Hariis und Yasaka 1983).

Referenzbereiche dienen als Hilfe zur Entscheidung weiterer klinischer Malinahmen,
sie stellten selbst keine Diagnose dar. Aufgrund der mangelnden Standardisierung
sollte zur besseren Interpretation der Dynamik im Verlauf die Bestimmung der DDIM-
Konzentration bei derselben Patientin stets im selben Labor mit derselben Methode
erfolgen. Fallt zwischen der DDIM-Konzentration und der klinischen Symptomatik
eine Diskrepanz auf, so sind nach Ausschluss einer VTE auch testassoziierte Ur-

sachen wie interferierende Substanzen fir die DDIM-Erh6hung zu erértern.
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DDIM, richtig interpretiert im Algorithmus mit Anamnese und Wells-Score, sind ein
entscheidender Marker z. A. eines thromboembolischen Ereignisses.
Ungeachtet ihres Anstiegs konnten sie auch in der Schwangerschaft von solchem
Nutzen sein. Allerdings ist bei Schwangeren die Vortestwahrschein-lichkeit weniger
gut zu bestimmen, da einige physiologische Symptome und Symptome einer VTE in
dieser Zeit ahnlich sind. Die Dopplersonographie bleibt nach wie vor der
Goldstandard zum Ausschluss bzw. zum Nachweis einer TVT und die CT der

Goldstandard zur Diagnostik der LE.

4.11 Ein Ausblick in die Zukunft
Die aktuell ermittelten Referenzbereiche der SSWe-Intervalle (2,5. bis 97,5.

Perzentile) sollten fur die drei verwendeten Testsysteme, zur besseren Interpretation
der Daten, zukunftig Teil der testspezifischen Informationen der Packungsbeilagen

sein.

Weiterfihrende Untersuchungen hinsichtlich der Konzentration von DDIM bei
schwangeren Patientinnen sind erforderlich. Moglicherweise kdnnte der cut-off z. A.
einer VTE hoher gesetzt werden. Notwendig wéare dazu auch eine Vergleich einer
grol3en Anzahl gesunder Schwangerer mit einer dhnlich gro3en Gruppe schwangerer
Patientinnen, bei denen thromboembolische Komplikationen aufgrund von bekannten
Gerinnungsstorungen bzw. bereits anamnestisch stattgehabten Thrombosen bzw.
Embolien aufgetreten sind. Moglich wére, die Patientinnen anhand der Symptomatik
und bzw. oder des Wells-Scores in verschiedene Risikogruppen einzuteilen. Zu
untersuchen ware die Hohe der DDIM beider Gruppen im Verlauf der Schwanger-
schaft bzw. der Unterschied dieser DDIM-Konzentrationen zwischen den einzelnen
Gruppen. Parallel dazu empfiehlt sich die dopplersonographische Kontrolle des

Ausschlusses bzw. des Nachweises einer TVT in beiden Gruppen.

Daruber hinaus sollte die DDIM-Bestimmung bis in die 40. SSW sowie auch um den
Entbindungstermin herum stattfinden, da zu dieser Zeit héherer DDIM-Werte sowie

auch ein hoheres Thromboserisiko zu erwarten sind.

Durch hohere cut-offs, die sich an den ermittelten Referenzbereichen orientieren und
mit grof3er Wahrscheinlichkeit eine VTE noch ausschlie3en, kdnnten Kosten gespart
werden, da sich weitere diagnostische Maflinahmen zukiinftig seltener als bisher an-

schlieRen wiirden.
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5. Zusammenfassung
Einleitung

D-Dimere (DDIM) sind Fibrinspaltprodukte, die beim Abbau von quervernetzem Fibrin
entstehen. Erhdhte Konzentrationen im Blutplasma sind Ausdruck einer verstarkten
Aktivierung des Gerinnungs- und Fibrinolysesystems wie sie bei vendsen Thrombo-
embolien nachgewiesen wurde. Ebenfalls einen Zustand erhéhter Hyperkoagula-
bilitat stellt die Schwangerschaft dar. Im Rahmen physiologischer Veranderungen
steigen die DDIM in dieser Zeit kontinuierlich an. Referenzbereiche hinsichtlich der
DDIM-Konzentration beruhen weitestgehend auf Messungen bei nicht-schwangeren
Patientinnen. Bisher existiert keine ausreichende Datenlage beziglich der Konzen-

tration der DDIM bei gesunden, werdenden Mdittern.

Die aktuelle Studie dient der Etablierung von Referenzbereichen der DDIM-Plasma-

konzentration im Verlauf der komplikationslosen Schwangerschatft.

Dartber hinaus werden die Ergebnisse dreier marktfUhrender DDIM-Nachweis-

methoden miteinander verglichen.

Material und Methodik

Untersucht wurden 1075 Heparinplasmaproben schwangerer Patientinnen von SSW
5 bis 36. Das Material erreichte unser Labor im Rahmen der Routineuntersuchungen
zur Mutterschaftsvorsorge. Die Studie wurde gemald den Bestimmungen der Ethik-

kommission durchgefiihrt, deren Genehmigung vorliegt.

Nach Zentrifugation der Proben wurden die Plasmaaliquots bei - 20°C tiefgefroren.
Drei Monate danach wurden die DDIM mit Hilfe dreier Latex-agglutinations-Methoden
bestimmt: Tina-quant D-Dimer Gen. 2 (D-DI2) von Roche Diagnostics GmbH auf dem
Analysegerat Modular analytics P, INNOVANCE D-Dimer von SIEMENS Healthcare
Diagnostics Products GmbH auf dem Geréat BCS XP sowie HemoslL D-Dimer HS
500 von Instrumentation Laboratory auf dem ACL Top. Alle drei Methoden weisen
denselben cut-off von 500 pg/l z. A. einer VTE auf.

Zur Ermittlung der Referenzbereiche wurden die einzelnen SSW- orientiert an den

Schwangerschaftstrimestern - zu Intervallen zusammengefasst.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe von JMP Statistical
Discovery Software Version 3.2.1.und WIinSTAT Version 2009.1.
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Ergebnisse

Sechs Patientinnen mussten aufgrund einer dopplersonographisch gesicherten TVT
aus der Studie ausgeschlossen werden. 47 Proben lieferten unplausible Messwerte,
die von den Ergebnissen der jeweils anderen beiden Tests erheblich abwichen. Auch
die Resultate dieser Proben flossen nicht in die Berechnung ein, so dass 1022

Proben zur weiteren Analytik verblieben.

Der bereits bekannte, physiologische Anstieg der DDIM — vor allem im letzten
Trimester — bestatigte sich.

Dabei wurden mit Hilfe der drei Tests unterschiedlich hohe DDIM-Konzentrationen
bei einundderselben Patientin gemessen. Die héchsten Werte wurden per HemosiL,
die niedrigsten per Tina-quant bestimmt - wobei der HemosIL und der INNOVANCE
etwa gleich hohe Werte liefern und der HemosIL durchschnittich um 91% hohere
Ergebnisse aufwies als der Tina-quant. Aus diesem Grund wurden dreifach
Referenzbereiche, von der 2,5. bis 97,5. Perzentile der Resultate, ermittelt.

Fur die SSW-Intervalle ergaben sich dabei folgende DDIM-Referenzbereiche in pg/l:

Tina-quant INNOVANCE HemoslIL

SSW Perzentilen Perzentilen Perzentilen

2,5. 97,5. 2,5. 97,5. 2,5. 97,5.
5-12 51 785 141 1188 91 1421
13-20 109 899 216 1211 277 1379
21-28 245 1333 383 1626 456 1941
29 - 36 282 2040 490 2973 611 3419
29 - 32 290 1774 467 2631 519 3170
33-36 278 2244 507 3187 645 3604

Die ermittelten Werte sollen den behandelnden Arzten als Orientierungshilfe dienen,
ob der DDIM-Wert einer Patientin hinsichtlich der Referenzgruppe desselben SSW-

Intervalls als noch normal bzw. als zu hoch eingestuft wird.
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Diskussion

Unterschiedliche Testsysteme liefern bei derselben Patientin unterschiedliche DDIM-
Werte. Da die DDIM aufgrund ihrer Heterogenitat, der unterschiedlichen Kalibration
der Analysegerate sowie der verschiedenen Nachweisverfahren bisher keine stan-
dardisierten Parameter sind, ist ein direkter Vergleich der Ergebnisse verschiedener
Systeme derzeit nicht moglich. Die DDIM-Konzentration sollte bei derselben Patientin
stets im selben Labor mit derselben Methode durchgefiihrt werden. Fallt zwischen
der DDIM-H6he und der klinischen Symptomatik eine Diskrepanz auf, so sind nach
dem Ausschluss einer VTE auch testassoziierte Ursachen wie interferierende Sub-

stanzen zu erdrtern.

Sechs Patientinnen erlitten im Verlauf dieser Studie eine sonographisch gesicherte
TVT. Bei allen sechs wurden deutlich erhéhte DDIM gemessen, die teilweise Werte
bis Uber das 60fache des Medians der entsprechenden SSW-Gruppe lieferten. Deut-
lich Gber den Referenzbereich angestiegene DDIM kénnen folglich mit Komplika-

tionen verbunden sein und fur ein thromboembolisches Ereignis sprechen.

Auffallig war, dass ein Grol3teil der Ubrigen 1022 Frauen hohe DDIM aufwiesen —
ohne Nachweis einer TVT. Gegen Ende der Schwangerschaft, ab SSW 24, hatten
tber 50% der gesunden Frauen Werte oberhalb des cut-offs von 500 pg/l z. A. einer
VTE - egal mit welchem Testsystem gearbeitet wurde. Bei keiner dieser Patientinnen
gab es Hinweise auf ein thromboembolisches Ereignis, welches jedoch nicht mit ab-

soluter Sicherheit ausgeschlossen werden kann.

Ungeklart bleibt, ob demzufolge der cut-off hoher angesetzt werden kénnte, oder ob

dies einen zu gravierenden Sensitivitatsverlust nach sich zdge.

Ein Ausblick in die Zukunft

Die DDIM konnten - ungeachtet ihres Anstiegs - auch in der Schwangerschaft z. A.
eines thromboembolischen Ereignisses von Nutzen sein. Weitere Studien hinsichtlich
der DDIM schwangerer Patientinnen sind erforderlich, um festzustellen, ob der cut-
off z. A. einer VTE hoher angesetzt werden konnte. Empfehlenswert ware ein
Vergleich der DDIM schwangerer Patientinnen mit Komplikationen wie TVT und bzw.
oder LE im Vergleich zu gesunden Schwangeren als Kontrollgruppe. Weiterhin
sollten die DDIM auch bis in die 40. SSW und dariiber hinaus gemessen werden, da

zu dieser Zeit mit besonders hohen Werten zu rechnen ist.
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