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Zusammenfassung:

Die in vitro-Freisetzung von Heparinantagonisten bei der Plasmaaufbereitung zur Heparinbestimmung kann
Ursache fiir falsch-negative Ergebnisse besonders im sogenannten Heparin-low-dose-Bereich sein.

Zwei Methoden zur Plasmaaufbereitung wurden verglichen. Die in vitro-PF,- Freisetzung konnte um 70% -
im Vergleich zu der im Test (Heparin-low-dose-Test/Boehringer Mannheim) angegebenen Aufbereitungs- |
methode reduziert werden, wenn das Blut sofort nach Entnahme gekiihit und in einer Kihlzentrifuge ein
plattchenarmes Plasma gewonnen wurde. Die Plasmaheparinaktivitat im plattchenarmen Plasma war vor

allem im niedrigen Aktivitdtsbereich signifikant héher als im Vergleichsplasma. Durch sofortige Kihlung des

gewonnenen Citratblutes und durch Aufbereitung zu einem pléttchenarmen Plasma in einer Kihlzentrifuge .
koénnen durch in vitro-Freisetzung von PF, bedingte falsch-negative Analyseergebnisse bei der Heparinbe-
stimmung weitgehend vermieden werden. |

Schlisselworter:
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Summary:

In vitro release of heparin-antagonists during preparation of plasmasamples for heparin determination by
amidolytic assays might be responsible for false-negativ results especially in the so called low-dose-range.

Two different methods of plasmaderivation were tested. In vitro PF, release could be reduced by 70%, when
blood samples were immediately put on ice when drawn and a plateletpoor plasma was prepared by chill-
centrifugation when compared with the method given in the assay instruction. Plasma heparin activity in
platelet poor plasma was significantly higher in heparin low dose range compared with the controls. To avoid
false negative results in the low heparin activity range, citrated blood should be kept on ice when drawn and

be centrifuged at 4 °C to obtain a platelet poor plasma.
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Einleitung

Durch die Einflihrung der chromogenen Substrate in die -

Gerinnungsdiagnostik wurde es moglich, geringe Hepa-
rinaktivitaten im Plasma, wie sie bei der Anwendung von
niedrig dosiertem Heparin in der Thromboseprophylaxe
auftreten, zu bestimmen. Je niedriger jedoch die zu mes-

senden Heparinaktivitdten sind, desto groRer ist die Ge- -

fahr der Verfalschung des MeRergebnisses durch Stérfak-
toren. Mogliche Fehlerquellen sind eine Heparinkontami-
nation der Probe oder eine in vitro-Freisetzung von Hepa-
rinantagonisten.

Anhand der im folgenden dargestellten Untersuchungen
soll gezeigt werden, inwieweit Probengewinnung bzw.
Probenaufbereitung die meRbare Plasmaheparlnaktlvnat
beeinflussen kénnen.

Material und Methodik

Samtliche Patienten standen unter kontinuierlicher intra-
vendser Heparinapplikation (10000—30000 IE Heparin/
24 Std.). Die Blutentnahme erfolgte mit Citrat-Monovet-
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ten (Sarstedt, 0,5 ml Natriumcitratlosung 0,106 mol/I
+ 4,5 ml Blut). Pro Patient wurden 6 Monovetten ent-
nommen.

Probenaufbereitung: Je drei Monovetten wurden nach
der Blutentnahme 30 min bei Raumtemperatur aufbe-
wahrt und anschlieBend in einer normalen Laborzentri-
fuge 10 min bei 3000 U/min (ca. 2000 g) zentrifugiert.
Die Temperatur der Proben betrug 20—28°C. Die librigen
3 Monovetten wurden sofort nach Entnahme in Eiswasser
gekiihlt und nach 30 min in einer Kiihlzentrifuge (+4°C)
20 min bei 4000 U/min zentrifugiert.

Die Bestimmung der Thrombozytenzahi erfolgte mit dem
Coulter-Counter, Plattchenfaktor 4 wurde mit einem
Radioimmunoassay (Abbott-RIA) bestimmt.

Die Heparinaktivitdt wurde mit dem Heparin-low-dose-
Test (Boehringer Mannheim) bestimmt. Dabei wird der
Probe:éine definierte Menge Thrombin im UberschuR zu-
gesetzt. Eine dem Komplex (Heparin-Antithrombin 111}
aquimolare Menge Thrombin wird inaktiviert, das restli-
che Thrombin wird durch die Spaltung des chromogenen
Substrats Chromozym® TH gemessen (1). Das MeRer-
gebnis wird als Rest-Thrombin-Aktivitdt (RTA) in Prozent
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;?t.- RTA in % Thrombozyten/nl PF,ng/mi
4000 U/min 3000 U/min 4000 U/min 3000 U/min 4000 U/mi i
° H o H o . 300
4°C 20 min 25-28°C 10 min 4°C 20 min 25-28°C 10 min 4°C 20/mi: 25—%3"/31‘;3 min
12 18 3.0 40,0
1 12 x =12 16 x =173 2,0 34,0 i}l }gg
12 18 4,0 41,0 39 139
4 6 4,0 53,0 53
2 4 x =47 8 x= 67 1.0 51,0 44 1;3
6 8 4,0 59,0 48 169
22,7 47,2 3,0 62,0 36 153
3 25 x =242 455% =438 . 4,0 40,0 47 169
25 38,6 - 4,0 54,0 53 161
739 86,4 3,0 56,0 48 172
4 739 % =739 891 % =873 4,0 53,0 . 65 172
73,9 86,4 30 67,0 71 185
56,8 90,9 2,0 71,0 42 168
5 56,8 x = 55,9 954 x = 924 1.0 65,0 44 153
54,0 90,9 5,0 62,0 54 171
54,0 95,4 4,0 64,0 53 188
6 54,0 x = 540 954 x = 93,5 4,0 68.0 36 192
54,0 90,0 2,0 82 .32 193
4,3 8,7 1.0 53 71 156
7 65%x= 50 87x= 92 6.0 82 59 147
43 10,2 20 7 46 161
x =31 x = 58,5 X = 47,3 X = 166,6
S+14 S £ 131 S+11,8 S +£15,2
Abb. 1

angegeben. Die Heparinaktivitat ist umgekehrt proportio-
nal der Rest-Thrombin-Aktivitat.

Ergebnisse

Nach Probenaufbereitung mit Zentrifugation von 10 min
bei 3000 U/min in der normalen Laborzentrifuge ohne
Kiihlung wurde eine héhere RTA gemessen als bei der
Probenaufarbeitung mit Kiihlung der Citratblutproben in
Eiswasser und Zentrifugation von 20 min bei 4000 U/min
in der Kihlzentrifuge. Der Unterschied war groRer bei
hoher RTA Pat.-Nr. 4, 5, 6, als bei niedriger RTA Pat.-
Nr. 1, 2, 3, 7 (Abb. 1).Die Thrombozytenzahl bei der
Aufarbeitung in der Normalzentrifuge betrug im Mittel
58,5 Thrombozyten/nl (s = 13,1), bei der Aufarbeitung
in der Kihlzentrifuge wurden 3,1 Thrombozyten/nl
(s = 1,4) gemessen. Die entsprechenden Werte fiir den
Pisttchenfaktor 4 waren 166,6 ng/ml (s = 15,2) in der
normalen Laborzentrifuge und 47,3 ng/ml (s = 11,8) in
der Kiihlzentrifuge.

Diskussion

Vion Sutor et al. (2) wurde 1976 eine lagerungszeitabhén-
gige Verkiirzung der PTT im Blut heparinisierter Patienten
beschrieben. Diese Verkiirzung war nur bei Lagerung des
Vollbluts, nicht jedoch bei Lagerung des sofort nach der
Entnahme abzentrifugierten Plasmas zu beobachten. Die
Autoren fiihrten dieses Phanomen auf die zellularen Blut-
bestandteile zuriick. Vor allem die Blutplattchen kénnen
einen potenten Heparininhibitor, den Plattchenfaktor 4,
freisetzen. Theoretisch reicht die Menge PF, der Throm-
bozyten von 1 ml Blut aus, um 20 |E Heparin zu neutrali-
sieren. Bei der Heparinbestimmung kommt es also darauf
an, die PF,-Freisetzung so gering wie méglich zu halten.

Wie Teien (3) zeigen konnte, 148t sich durch unmittelbare
Kiihlung des Blutes nach Entnahme die PF,-Freisetzung
deutlich reduzieren. In unseren Versuchen konnten wir
zeigen, daf durch sofortige Kiihlung des Citratblutes und
durch Zentrifugation in der Kiihlzentrifuge 20 min bei
etwa 3000 g (4000 U/min) die Herstellung eines throm-
bozytenarmen Plasmas gelingt. Bei dieser Arbeitsweise
konnte die PF,-Konzentration im Vergleich zur bisher
empfohlenen Arbeitsweise im-Mittel um 70% reduziert
werden. Entsprechend lieR sich im PF,-armen Plasma vor
allem im sogenannten low-dose-Bereich (Pat.-Nr.4, 5,

6) eine deutlich niedrigere RTA, d.h. eine héhere Hepa- -

rinaktivitat als im Vergleichsplasma messen.

Durch Aufarbeitung des Citratblutes zur Heparinbestim-
mung unter sofortiger Kiihlung nach Blutentnahme und
Herstellung eines plattchenarmen Plasmas lassen sich
durch in vitro-PF,-Freisetzung bedingte falsch-negative
Ergebnisse weitgehend vermeiden.
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