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Einleitung 3

1. Einleitung

Als Volumenersatzmittel stehen heute Kristalloide sowie kdrpereigene und kiinstliche
Kolloide zur Verfiigung. In den Anfingen der Infusionstherapie hatte man zunéchst
versucht, den Blutkreislauf bei hypovoldmischen Zustinden durch Zufuhr isotoner
Kochsalzlosung aufzufiillen - erste Infusion 1881 durch Landerer - wobei die Volumen-
wirkung nur von kurzer Dauer war und als Nebenwirkung Odeme auftraten. Starling
erkannte 1896 die Rolle der Plasmaproteine und ihre Funktion, die Fliissigkeitsverteilung
zwischen Intra- und Extrazellulirraum zu kontrollieren. Da Plasmaproteine nicht in
geniigend gereinigter Form verfiigbar waren, begann die Suche nach geeigneten
Ersatzstoffen.

Das ilteste kiinstliche Kolloid ist die Gelatine (Hogan 1915). Nach Versuchen mit
unterschiedlichen Makromolekiilen wurden zundchst vollsynthetische Polymere,
Polyvinylalkohol und Polyvinylpyrrolidon eingesetzt, substituierte Kohlenwasserstofte,
die als vollig kdrperfremde Substanzen mit dem Nachteil einer hohen Organspeicherung
behaftet waren. Entscheidende Fortschritte gab es 1944 durch das von Grénwall und
Ingelmann eingefiihrte, erste klinisch etablierte kiinstliche Kolloid: das Dextran. In den
frithen 50er Jahren folgten verschiedene modifizierte Gelatinepriaparate sowie zuletzt die
1962 von Thomson et al. im Tierexperiment erprobte und 1973 in die Klinik eingefiihrte
Hydroxyethylstirke (57,100).

1.1 Hydroxyethylstirke

Losungen von Hydroxyethylstirke (HES), Dextran und Gelatine sind die heute weltweit
eingesetzten kiinstlichen Kolloide zum Volumenersatz bei Blutverlust, zur Verbesserung
der FlieBeigenschaften des Blutes und zur Thromboseprophylaxe. Gerade unter dem in
den letzten Jahren wachsenden Kostendruck sowie durch ein zunehmend
zuriickhaltenderes Transfusionsregime hat die Wertigkeit der kiinstlichen Kolloide weiter
zugenommen, da sie im Vergleich zu den natiirlichen Kolloiden Humanalbumin, fresh
frozen plasma (FFP) und Plasma-proteinen (PPL) wesentlich billiger sind und insgesamt
keine hohere Nebenwirkungsrate aufweisen (36, 100).

Dabei nimmt HES derzeit in Deutschland den hochsten therapeutischen Stellenwert ein.
Gelatine-Préparate weisen herstellungsbedingt nur einen begrenzten Volumeneffekt auf,
Dextran-Losungen finden aufgrund der erhdhten Gefahr allergischer Reaktionen und der
gravierenden Gerinnungsbeeintrichtigung nur noch selten Anwendung (150).

Wihrend in den USA bisher nur die hochsubstituierte hochmolekulare HES-Losung
(HES 450/0,7) zur Volumensubstitution zugelassen ist (164), steht in Europa eine Vielfalt
von HES-Priparaten mit unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften zur
Verfligung, welche durch die Variabilitdt des Hydroxyethylstarke-Molekiils bedingt sind.
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Aufbau und Struktur

HES ist ein aus natiirlicher Stirke abgeleitetes und aus Glukose-Einheiten aufgebautes
hochmolekulares Polysaccharid, das bisher vorwiegend aus Wachsmais, seit neuerem
auch aus Kartoffeln hergestellt wird. In Abhédngigkeit von der Ursprungspflanze finden
sich variierende Anteile von Amylopectin, einem verzweigten Glucosepolymer, und
Amylose, einem Molekiill mit gleichem Grundaufbau, aber weniger Verzweigungen.
Wachsmaisstérke besteht zu 95- 100% aus Amylopectin, Kartoffelstdrke dagegen nur zu
ca. 80% sowie aus 20% Amylose.

&
N F
:

Hydroxyethylgruppe
— a-1,4- glycosidische Bindung
a-1,6- glycosidische Bindung

Abb. 1 Schematische Darstellung des Hydroxyethylstarkemolekiils

Durch Einbringen von Hydroxyethylgruppen in das Starkemolekiil wird die Substanz vor
dem raschen Abbau durch die a-Amylase des Serums geschiitzt, die intravasale
Verweildauer verlidngert und die Loslichkeit verbessert.

Unterschieden wurden die HES-Prédparate urspriinglich nach dem in-vitro bestimmten
mittleren Molekulargewicht in hoch- (MG 450 kD) und mittelmolekulare (MG 200 kD),
sowie niedermolekulare (MG 40-130 kD) wie die in dieser Studie verwendeten Losungen
mit einem Molekulargewicht von 70 kD.

Die pharmakokinetischen Eigenschaften und damit das in-vivo Verhalten der jeweiligen
Substanz wird jedoch im Wesentlichen durch Art und Weise der Hydroxyethylierung
bestimmt (174,176,178). Da die Glukosemolekiile an drei Stellen freie OH-Gruppen
tragen, an Position 2, 3 und 6, kann auch an diesen Stellen eine Substitution erfolgen.
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Dabei gibt das Substitutionsmuster PS (= pattern of substitution) die Verteilung der
Hydroxyethylgruppen fiir das C2-und das C6-Atom der Glukosemolekiile an (10:1/6,5:1/
5:1/3:1) und der Substitutionsgrad DS (= degree of substitution) die Anzahl der
substituierten Glukosemolekiile mit mindestens einer OH-Gruppe (0,7/0,62/0,5/0,4).

C(6)

H,C-O-CH,-CH,OH
O

N\

O-CH7-CH70H\

-0 O-
Abb. 2
C(3) O-CH-CH,OH Anhydroglukoseeinheit in alpha-
CQ2) 1,4-glykosidischer Verkniipfung

In Abhiéngigkeit vom Substitutionsgrad und in geringerem MaBle vom C2/C6-
Hydroxyethylierungsverhéltnis variiert die Geschwindigkeit des enzymatischen Abbaus
und somit die Dauer des Volumeneffektes. Je hoher der Substitutionsgrad und das
C2/C6-Verhiltnis, desto langsamer wird die HES gespalten und umso lénger ist die
intravasale Verweildauer (177, 178, 179).

Ob sich diese und weitere unterschiedliche Charakteristika im Aufbau der HES-Molekiile
beziiglich ihrer Ausgangssubstanz, z.B. unterschiedlicher Verzweigungsgrad und Gehalt
an Phosphorsdureestern auf das in-vivo Verhalten, hier insbesondere auf Hamostase und
plasmatische Gerinnung auswirken, soll Gegenstand dieser Untersuchung sein.
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1.2 Hamostase

Bei Verletzungen des Gefdllendothels wird eine Reaktion des Organismus und seiner
Kompartimente ausgelost; die Blutstillung (Hédmostase) setzt ein und filihrt innerhalb
weniger Minuten zu einer Abdichtung des Defekts. Damit wird ein komplexes
Wechselspiel zwischen Endothel, subendothelialer Matrix, Thrombozyten und
plasmatischer Gerinnung in Gang gebracht, das sich zur vereinfachten Darstellung in drei
Phasen einteilen 14sst und hier nur extrem verkiirzt dargestellt werden soll:

e Bildung des primiren Thrombozytenpfropfes, primire Himostase: Durch die
Zerstorung der Endothelschicht kommt es zum Kontakt zwischen Komponenten der
subendothelialen Matrix mit Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren. Die Plattchen
heften sich durch den von-Willebrand-Faktor vermittelt an das freiliegende Kollagen
an (Adhdsion). Die Adhésion ist also der initiale Schritt der Blutstillung und der von-
Willebrand-Faktor der wichtigste Ligand in dieser Reaktion. Zusitzlich werden die
Thrombozyten aktiviert, &ndern ihre Form (shape change) und setzen aus Granula
gespeicherte Stoffe frei, die die Adhdsion auch weiterer Thrombozyten fordern (z.B.
von-Willebrand-Faktor, Fibronectin), die Vasokonstriktion unterstiitzen (z.B. Sero-
tonin, Thromboxan A,) und letztlich zur -zunéchst reversiblen- Zusammenballung der
Thrombozyten (Aggregation) fiihren (u.a. ADP, Thromboxan A, PAF).

e Stabilisation des Thrombozytenpfropfes: Praktisch gleichzeitig wird durch
Bindung von Gewebsthromboplastin an aktivierten Faktor VII die Aktivierung des
plasmatischen Gerinnungssystems ausgeldst. Das dabei gebildete Thrombin leitet
einerseits die irreversible Aggregation der Pléttchen ein und katalysiert andererseits
die Fibrinbildung. Die Polymerisation der Fibrinmonomere fiihrt letztendlich zur
Stabilisierung und Verankerung des Gerinnsels und konsolidiert damit den anfanglich
losen Thrombozytenpfropf.

e Fibrinolyse: Parallel dazu werden Mechanismen der Gegenregulation wirksam.
Plasminogen bindet sich an Fibrin und kann spiter nach Umwandlung in Plasmin die
vernetzten Fibrinstringe wieder auflosen. Damit wird die Voraussetzung fiir die
Reorganisation des Gerinnsels im Rahmen der Wundheilung geschaffen.

Physiologische Einflussgrossen, die insbesondere den Ablauf der primidren Hamostase
beeinflussen konnen, sind dabei neben der Blutviskositidt und rheologischen Faktoren
(FlieBgeschwindigkeit, laminare und turbulente Stromung) auch die Zusammensetzung
des Blutes (Zellbestandteile, Kolloidanteil etc.).

Aus dem oben skizzierten Ablauf komplex ineinandergreifender Mechanismen sollen
nachfolgend jene Faktoren hervorgehoben werden, welche im Mittelpunkt dieser
Untersuchung stehen:
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1.2.1 Von-Willebrand-Faktor

Der von-Willebrand-Faktor (vWF) ist ein grofmolekulares Glykoprotein mit einer
multimeren Struktur, der aus den Weibel-Palade-Korpern der Endothelzellen sowie den
a-Granula der Plattchen freigesetzt wird und mehrere Funktionen hat:

Der vWF ist das wichtigste Adhdsionsmolekiil der primdren Hdmostase. Im Plasma
liegen die vVWF-Multimere in globuldrer Form vor. Nach Bindung an Bestandteile der
subendothelialen Matrix (insbesondere Kollagen) entfalten sich die vWF-Multimere
unter dem Einfluss des stromenden Blutes (shear stress). Dabei werden
Bindungsstellen fiir thrombozytire Glykoproteine (insbesondere GP-Ib-IX-Komplex)
zuginglich. Uber diese thrombozytiren Bindungsstellen bildet er eine Briicke
zwischen Pléttchen und verschiedenen Bestandteilen der subendothelialen Matrix.

Die Bindung des vWF an GP-Ib induziert die Pléttchenaktivierung und damit eine
Konformititsainderung der Glykoproteine IIb/Illa auf der Membran der
Thrombozyten. An den nunmehr aktivierten GPIIb/IIla- Komplex binden sowohl der
vWF als auch Fibrin(-ogen), Fibronektin und andere Proteine, vernetzen die Pléttchen
untereinander und fithren zur Stabilisierung des Thrombozytenpfropfes.

Der vWF st Trégerprotein fiir Faktor VIII (FVII), bildet mit ihm einen
nonkovalenten Bindungskomplex und schiitzt ihn so vor vorzeitigem proteolytischem
Abbau durch Protein C. Damit nimmt der vWF indirekt Einfluss auf die plasmatische
Gerinnung.

Die plattchenaggregierende Eigenschaft am groBmolekularen Anteil des vWF wird als
Ristocetin-Cofaktor-Aktivitit (RiCo) bezeichnet, die mittels Laurell-Elektrophorese
nachgewiesene antigene Determinante des vWF als das vWillebrand-Antigen (VWF:Ag).
Ein quantitativer oder qualitativer Defekt des vWF oder seiner Multimere fiihrt zum
angeborenen oder erworbenen von-Willebrand-Syndrom (auch ,,Willebrand-Jiirgens-
Syndrom®), das zu den hiufigsten angeborenen hdmorrhagischen Diathesen gehort. Das
klinische Erscheinungsbild des von-Willebrand-Syndroms ist je nach zugrundeliegendem
Defekt sehr unterschiedlich ausgeprégt. Es kann klinisch zundchst stumm verlaufen und
sich dann in post-operativen Nachblutungen manifestieren, aber auch primar mit Neigung
zu Himatomen, Nasen- und Zahnfleischbluten, Menorrhagien, im Einzelfall auch mit
Gelenkblutungen einhergehen.

Das erworbene von-Willebrand-Syndrom wurde schon vor Jahren im Zusammenhang mit
myeloproliferativen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen, insbesondere Lupus
erythematodes, mit Wilms-Tumor oder Hypothyreose beschrieben (25, 32, 107), aber
auch nach Gabe von Dextran 70 und HES (31, 41, 135,169).
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1.2.2 Faktor VIllc

Der Faktor VIII (FVIIIL; Antihamophiles Globulin A, FVIIIc fiir FVIII — clotting-activity)
bildet mit dem vWF einen im Blut zirkulierenden Komplex mit nicht kovalenter Bindung
(57). Faktor VIII wird durch Thrombin aktiviert und wirkt als Cofaktor der Serinprotease
Faktor IXa. In Anwesenheit von FVIII wird die Aktivierung von Faktor X um ein
Vielfaches beschleunigt. Durch aktiviertes Protein C wird aktivierter FVIII inaktiviert.
FVIII ist ein akutes Phasenprotein, und seine Aktivitidt kann um ein Vielfaches gesteigert
werden. Daher findet sich eine den Normbereich (50-100%) {iberschreitende Aktivitit bei
verschiedenen Erkrankungen, z.B. Gefdl3-, Lebererkrankungen, Tumoren, entziindlichen
Prozessen, aber auch bei massivem Blutverlust, Trauma, wie auch postoperativ oder
allein bei psychischem oder korperlichem Stress, z.B. auch durch schmerzhafte
Venenpunktion.

1.2.3 Thrombozytenaggregation

Als Aggregation wird der Vorgang der Koadhésion zwischen Thrombozyten bezeichnet.
Dabei kommt es in einem ersten Schritt zu einer lockeren Verbindung der Thrombozyten
iiber Fibrinogenbriicken (primire Aggregation). Dieser Vorgang ist zunidchst noch
reversibel. Nach Freisetzung von thrombozytdren Inhaltsstoffen (ADP, TxA;) im Rahmen
der Thrombozytenaktivierung kommt es dann zur irreversiblen Aggregation (sekundére
Aggregation). Wesentliche Voraussetzungen fiir den Ablauf der Aggregation sind
Scherkrifte  (Kontaktwahrscheinlichkeit — zwischen = Thrombozyten) und  das
Vorhandensein von Calcium-lonen und Fibrinogen. Weiterhin kann eine
Thrombozytenaggregation erst nach Konformititsanderung des GP-IIb/IlIa-Komplexes
auf der Thrombozytenoberfliche erfolgen, da dieser im ruhenden Zustand kein
plasmatisches Fibrinogen binden kann. Die Bindung von Fibrinogen an den aktivierten
Komplex GP-IIb/Illa ist wiederum nur in Anwesenheit von Ca” méglich.

Unter dem Einfluss von aggregationsauslosenden Substanzen wie Adrenalin und
Thrombin kommt es auch zu morphologischen und funktionellen Verdnderungen der
Thrombozyten. Die Bindung dieser Agonisten an ihre spezifischen Rezeptoren der
Plattchenmembran fiihrt zur Freisetzung von Ca-lonen aus ihren intrazelluldren
Speichern. Diese Ausschiittung von Calcium ist mit der Aktivierung der Phospholipase
und der daraus resultierenden Freisetzung von Arachidonsdure verkniipft. Das aus der
Arachidonsédure gebildete Thromboxan A; wird aus den Thrombozyten freigesetzt und
bewirkt die weitere Ausschiittung von Calcium aus dem Dense-tubular-System der
Pléttchen. Die steigende Konzentration der freien Ca-lonen im Cytoplasma fiihrt zur
Bildung eines Komplexes aus Calcium und dem calciumbindenden Protein Calmodulin,
der wiederum tiber Zwischenstufen die Bildung eines Actin-Myosin-Komplexes bewirkt.
Dieses dem Actomyosin des Muskels entsprechende kontraktile Element der
Thrombozyten vermag ATP zu hydrolysieren und so Energie fiir eine Anderung der
Membrankonfiguration zu liefern. Es kommt zur Formverdnderung der Thrombozyten
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(shape change) mit Ausbildung von Pseudopodien. Die &ussere Plattchenmembran
kommt in direkten Kontakt mit dichten Granula, aus denen die weiteren Inhaltsstoffe wie
ADP, Serotonin und Calcium freigesetzt werden, die erneut die Phospholipase aktivieren
und iiber die Thromboxansynthese aus Arachidonsdure den Aggregationsvorgang
perpetuieren.

Die Priifung der Thrombozytenaggregation in der Methode nach Born und Cross ist
mittels photometrischer Messung durch Zugabe verschiedener physiologischer
Induktoren wie ADP, Arachidonsdure, Adrenalin und Kollagen zu pléttchenreichem
Plasma moglich. Ristocetin, ein aus Nocardia lurida isoliertes Antibiotikum, induziert die
Aggregation von Thrombozyten nach Gabe zu einer Plittchensuspension nur bei
Vorliegen des von-Willebrand-Faktors in ausreichender Konzentration. Wahrscheinlich
vermittelt es die Bindung des von-Willebrand-Faktors an das Glykoprotein Ib der
Thrombozytenmembran (56,156). Aus diesem Grund ist die Ristocetin-induzierte
Aggregation von besonderer Bedeutung fiir die Diagnostik des von-Willebrand-
Syndroms.

1.3 HES und Gerinnung

Von den kiinstlichen kolloidalen Volumenersatzmitteln zeigen insbesondere Dextran und
Hydroxyethylstirke spezifische Interaktionen mit Faktoren und Funktionen der
Blutgerinnung, die nicht allein dilutionsbedingt sind; die Gelatine gilt dagegen als relativ
inert. Dabei steht die Beeinflussung der Faktor VIII-Aktivitdt bzw. des von-Willebrand-
Faktors mit einer konsekutiven Verlingerung der aPTT im Mittelpunkt der Diskussion.
Zur Inzidenz von Blutungskomplikationen in Zusammenhang mit HES-Infusionen liegen
bislang keine exakten, zum Teil auch widerspriichliche Daten vor. Trotzdem wurde
aufgrund einzelner Kasuistiken iiber Blutungen, die nach Gabe groBerer Volumina von
HES wiederholt beobachtet wurden, eine Limitierung der Dosis von der Arzneimittel-
kommission der Bundeséarztekammer festgelegt (26).

Schon 1985 wies Stump (166) mit einer Untersuchung an freiwilligen Probanden darauf
hin, dass die Infusion von hochsubstituierter hochmolekularer 6% HES 450/0,7 zu einem
signifikanten Abfall des Faktors VIlIc auf ca. 50% des Ausgangswertes fiihrte, was unter
Albumin und NaCl-Lésung nicht nachweisbar war. Diese Befunde konnten in einer
perioperativen Studie von Claes (28) mit gynédkologischen und neurochirurgischen
Patienten bestétigt werden. Ein erworbenes von-Willebrand-Syndrom nach wiederholter
Gabe von hochsubstituierter mittelmolekularer HES 200/0,62 wies Treib (180) mittels
Analyse der Multimere bei 6 Patienten nach. Conroy (29) zeigte, dass diese
Verminderung durch die Gabe von Desmopressinacetat (DDAVP) aufgehoben werden
kann. Desmopressin bewirkt die Ausschiittung des von-Willebrand-Faktors, v.a. der
groflen Multimeren sowie des Faktor VIlIc aus den Endothelzellen.

In der bereits zitierten Arbeit von Stump wurde ebenso eine statistisch signifikante
Verlidngerung der aPTT nachgewiesen, eine dhnliche Differenz der aPTT nach Gabe von
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HES und Albumin fand auch Vogt (196). Kuitunen (96, 122) bestdtigt diesen Befund
sowohl fiir hochmolekulare hochsubstituierte HES 400/0,7 als auch fiir hochsustituierte
HES 120/0,7 geringeren Ausgangsmolekulargewichtes, sowie einen Abfall des von-
Willebrand-Faktors in einer Untersuchung an kardiochirurgischen Patienten.

Boldt et al.(17) untersuchten ebenfalls bei kardiochirurgischen Patienten den Einfluf3
zweier verschiedener HES-Losungen auf die Thrombozytenaggregation mit ADP,
Epinephrin und Kollagen und fanden dabei ein signifikante Korrelation zwischen
beeintrdchtigter Aggregation der Thrombozyten und perioperativem Blutverlust, jedoch
nur in der Patientengruppe, die mittelgradig substituierte hochmolekulare HES 450/0,5
erhalten hatte, nicht in den Vergleichsgruppen mit HES 200/0,5, also gleichem
Substitutionsgrad, aber geringerem Molekulargewicht, auch nicht in den untersuchten
Gruppen mit Albumin und Gelafundin.

Um der Frage nach dem Einfluss der Hydroxyethylstirke auf die verschiedenen
Gerinnungsparameter und vor allem der klinischen Relevanz nachzugehen, fasste Warren
in einer Ubersichtsarbeit (198) die FErgebnisse mehrerer Studien zusammen. Von
insgesamt 18 aufgefiihrten Arbeiten zeigten 6 intra- und postoperative Untersuchungen
keinerlei Einfluss auf die Gerinnung, 8 Arbeiten wiesen eine Beeintrichtigung der
Laborparameter ohne klinische Signifikanz nach, wédhrend bei 4 Arbeiten auch ein
klinisch signifikanter Effekt auf postoperativen Blutverlust sowie Rate der Re-
Operationen gezeigt wurde. Dabei ist anzumerken, dass praktisch alle zitierten Arbeiten
mit hochsubstituierter hochmolekularer HES 450/0,7 durchgefiihrt wurden, sich jedoch in
vielerlei Hinsicht und mdglicher Einflussfaktoren unterscheiden, die ihre
Vergleichbarkeit einschridnken. Es finden sich in-vitro wie in-vivo Untersuchungen, an
gesunden Probanden wie an Patienten intra- oder post-operativ mit Eingriffen
unterschiedlicher Art, nach einmaliger oder mehrfacher Gabe von Substanzen, die sich
hinsichtlich ihres Molekulargewichtes, ihres Substitutionsmusters und -grades sowie ihrer
Ausgangssubstanz unterscheiden.

Gezielte systematisch angelegte Studien zum Einfluss verschiedener HES-Préparate auf
die Gerinnungsparameter liegen von Treib et al. vor (177,178).

Bei Patienten mit 10-tdgiger Himodilutiontherapie untersuchte er den Einfluss des in-
vivo-Molekulargewichtes auf die Thrombozyten und auf Faktor VIII (176), sowie den
Effekt von HES-Losungen, die sich entweder in Substitutionsgrad oder
Substitutionsmuster unterschieden (177,178). Aus seinen Untersuchungen ging hervor,
dass insbesondere schwer abbaubare Hydroxyethylstirke mit Parametern der Gerinnung
interferiert. HES mit einerseits hoherem Ausgangsmolekulargewicht, aber vor allem mit
hohem molaren Substitutionsgrad (MS>0,6) und/oder hohem Substitutionsmuster (PS> 8)
beeintrachtigt speziell den FaktorVIII/von-Willebrand-Faktor-Komplex. HES mit einem
niedrigem in-vivo-Molekulargewicht hat dagegen weniger Auswirkungen auf die
Gerinnung, wie auch aus einer Untersuchung von Jamnicki (78) hervorgeht. Er verglich
HES 70/0,5 und HES 200/0,5 beziiglich ihrer Auswirkung auf plasmatische Gerinnung,
von-Willebrand-Faktor und auf Analyseparameter im Thrombelastogramm.
Untersuchungen iiber den Einfluss der Ausgangssubstanz der Hydroxyethylstirke auf
pharmakologisches Verhalten und speziell die Hamostase gibt es nur wenige. Nach
Sommermeyer (159) konnen die strukturellen und physikochemischen Unterschiede
zwischen der Wachsmais- und der Kartoffelstirke, insbesondere in der Verzweigung
sowie im Restgehalt an Phosphorsdure-Estergruppen theoretisch zu unterschiedlichen
Effekten im klinischen Einsatz fiihren.



Einleitung 11

1.4 Fragestellung

Vorangehende Studien haben gezeigt, dass Hydroxyethylstirke-Losungen (insbesondere
hochsubstituierte hochmolekulare HES) Einfluss auf die Gerinnung nehmen. Das gilt-
wenngleich auch in geringerem Ausma@- auch fiir niedermolekulare Hydroxyethylstérke-
Losungen.

Die vorliegende Untersuchung soll kldren, ob zwei niedermolekulare, mittelgradig
substituierte HES-Losungen (70/0,5), aus Kartoffel- oder aus Maisstéirke hergestellt, sich
in ihrer Wirkung auf die primidre Hé&mostase, auf den FaktorVIII/von-Willebrand-
Komplex sowie auf die Thrombozytenaggregation und die plasmatische Gerinnung
unterscheiden und ob der Effekt nach Einmalgabe von 500 ml eine klinische Relevanz
hat.

Als sensitive und wichtigste Methode zur Priifung der primdren Hdmostase wurde dazu
die Verschlusszeit im in-vitro-Blutungs-Test (PFA™) bestimmt. Die Thrombozyten-
aggregation wurde in der Methode nach Born und Cross bestimmt. Weiterhin wurden die
Einzelfaktoren des FVIIl/von-Willebrand-Komplexes und erginzend die globalen
Parameter der plasmatischen Gerinnung gemessen.

Da kolloidale Volumenersatzmittel auf die rheologischen Eigenschaften des Blutes
gleichermallen Einfluss nehmen wie auf Komponenten der Blutgerinnung und zudem
vielfiltige Interaktionen zwischen diesen Systemen existieren, wurden zudem
Anderungen der Plasmaviskositit, des kolloidosmotischen Drucks und der Konzentration
korpuskuldrer Bestandteile des Blutes untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Infusionslosungen

Im Rahmen der Studie wurden zwei niedermolekulare 6%ige HES-Losungen mit einem
mittleren Molekulargewicht von 70.000 und einem Substitutionsgrad von 0,5 untersucht;
das aus Maisstirke hergestellte Rheohes® (Fa.B.Braun Melsungen AG;
Ch.B.:7485D17A), sowie das auf Kartoffelstirke basierende Rheopond® (Fa.Serag-
Wiessner; Ch.B.:751916). In der Kontrollgruppe wurde Ringer-Losung® (Fa.Fresenius;
Ch.B.:8111A62) verwendet.

Die beiden zu vergleichenden HES-Losungen unterscheiden sich nur in ihrer
Ausgangssubstanz, wihrend sie in Konzentration, mittlerem Molekulargewicht,
Substitutionsgrad und Elektrolytzusammensetzung iibereinstimmen.

Rheopond® Rheohes® Ringer®
Konzentration (%) 6 6
Mittleres MG 70.000 70.000
Substitutionsgrad 0,51 0,55
C2/C6-Ratio 6:1 3,5:1
Na (mmol/l) 154 154 147
CI (mmol/l) 154 154 156
Osmolaritit (mOsm/l) 310 320 309
Kalium (mmol/l) 4,0
Calcium (mmol/l) 2,3
Infusionsmenge (ml) 500 500 1000

Tab. 1 Charakteristika der Infusionsldsungen
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Kartoffel- und Maisstirke

Als Rohstoff fiir die Produktion von HES wird entweder Wachsmais- oder
Kartoffelstirke eingesetzt.

HES-Losungen auf Kartoffelstirkebasis sind z.B. Serag-HAES® 6%/10% oder Infukoll®
HES 6%/10% sowie das in dieser Studie verwendete Rheopond®. Zu den
handelsiiblichen Stirkeldsungen aus Maisstirke gehdren HAES-Steril®, Voluven® und
Rheohes®.

Beide Stéirkelosungen unterscheiden sich in mehreren Aspekten:

o Grundbausteine der Stirken sind Amylopectin und Amylose. Beide Elemente sind
alpha-glykosidisch aus Glukoseeinheiten zusammengesetzt. Bei der linear
aufgebauten Amylose ist die Glukose iiber 1,4-Bindungen verkniipft, Amylopectin
ist dagegen durch gleichzeitige 1,6-Verkniipfungen stark verzweigt. Der
Verzweigungsgrad liegt bei 4-5%.

Wiéhrend Wachsmaisstirke fast ausschlieBlich aus dem heterogen verzweigten
Amylopectin besteht, enthélt Kartoffelstdrke noch ca. 24% der linearen Amylose,
welche aufgrund ihrer Struktur ein instabileres Molekiil ist als Amylopectin.

o Durch seine bdumchenartig verzweigte Struktur hélt das Amylopectin Wasser
besser fest. Es hat eine hohere Wasserbindungskapazitit als Amylose und
garantiert so das Erreichen des notwendigen kolloidosmotischen Drucks.

o Es findet sich bei der Kartoffelstdrke ein hoherer Phosphorsiureestergehalt als
bei der Wachsmaisstédrke; d.h. ein Anteil von 10-20 nmol Phosphat pro mg Stirke
welches als Estergruppe an das Amylopectin gebunden ist.

o Dieser hohere Gehalt an Phosphatestern ist nach einer in-vitro Untersuchung von
Burchard und Aberle (1) moglicherweise die Ursache fiir eine signifikant erhohte
Viskositit der Losungen aus Kartoffelstidrke. Diese ist somit im Gegensatz zur
Maisstirke mit einem wesentlich geringeren Gehalt an Phosphorsiureestergruppen
ein schwacher Polyelektrolyt. Durch die gleichartigen Ladungen kommt es zur
Abstolung in den Zweigen eines Molekiils und damit zum Absinken der

Segmentdichte.
Rheopond® Rheohes®

Amylose (%) 20 5
Amylopectin (%) 80 95
Wasserbindungkapazitit 12-14 20
(gH20/g)
Phosphorsiureestergruppen 875 7
(ppm)
Verzweigungsgrad 4,9 5,8

Tab.2 Unterschiede zwischen Wachsmais-und Kartoffelstiarke
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o Eine Untersuchung von Poéhlmann weist auch auf Unterschiede in der

Molekulargewichtsverteilung zweier Stirken aus Kartoffel und Mais mit einer
mittleren Molekiilmasse von 200kD hin (134). Im Gegensatz zum molekular
einheitlichen Albumin ist HES - wie auch andere kiinstliche Kolloide - ein breit
verteiltes multimolekulares Gemisch. Das angegebene mittlere Molekulargewicht
besitzt nur eine geringe Aussagekraft, da Prdparate mit verschieden breiter
Verteilung zwar denselben Mittelwert, aber ein sehr unterschiedliches
physiologisches Verhalten aufweisen konnen. Neben der Berechnung des
Massenmittels ist somit die Bestimmung der Spitzenfraktion (=10% des oberen
Molekulargewichtsbereiches) und der Bodenfraktion (=10% des unteren
Molekulargewichtsbereiches) eine  Methode zur  Charakterisierung  der
Einheitlichkeit einer Losung. Wéhrend bei der Herstellung von HES aus
Kartoffelstirke mehr klein- und hochmolekulare Anteile eliminiert werden,
erstreckt sich die Molekiilanzahl von Wachsmaisstirke auf einen ausgedehnteren
Bereich von 13 kD (Bodenfraktion- vs. 28 kD bei Kartoffelstiarke) bis 780 kD
(Spitzenfraktion- vs. 500 kD). Abhéngig von ihrer Molekiildichte und vom Zustand
des Empfingers (Permeabilitit der Membranen) konnen Molekiile geringen
Gewichtes rasch iiber die Nieren ausgeschieden werden und so nicht mehr fiir die
Wirkung zur Verfligung stehen. Die Nierenschwelle fiir HES liegt bei ca. 50-60 kD
(123).
Erst bei hohen Spitzenfraktionen >700 kD nimmt die Tendenz zur Speicherung von
Reststirken zu. Eine groBmolekulare Fraktion dient als Pool, aus welchem iiber
einen gewissen Zeitraum kleinmolekulare Anteile abgespalten werden, die die
hochste kolloidosmotische Aktivitdt besitzen und fiir den initialen Volumeneffekt
verantwortlich sind. Somit kann durch enzymatisches Nachliefern aktiver Teilchen
der rasche Verlust kleiner Molekiile iiber die Niere wieder ausgeglichen werden
und ein verldngerter Volumeneffekt resultieren.
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2.2 Patientenkollektiv

In die Untersuchung wurden insgesamt 37 orthopéddische Patienten aufgenommen, bei
denen aufgrund unterschiedlicher Erkrankungen (degenerative oder traumatische Gelenk-
beschwerden: Gonarthrose, Innenmeniskus- bzw. Aul3enmeniskusldsion, Osteochondrosis
dissecans) eine Knie-Arthroskopie oder eine Metallentfernung bei Z.n.
Frakturversorgung der unteren Extremitét durchgefiihrt wurde. Es handelte sich dabei um
kurzdauernde Eingriffe (ca. 30min OP-Dauer) in Blutsperre und ohne Blutverlust, die
entweder in Intubationsnarkose (28 Pat.) oder in Spinalanésthesie (9 Pat.) durchgefiihrt
wurden.

Die Patienten wurden in drei Gruppen randomisiert:

Gruppe A (12 Pat.) : Rheohes®
Gruppe B (12 Pat.) : Rheopond®
Gruppe C (13 Pat.) : Ringer® (Kontrollkollektiv)

Dabei wurden folgende Ausschlusskriterien beachtet:

¢ FEinnahme von Acetylsalicylsdure innerhalb der letzten 10 Tage

e Einnahme von nichtsteroidalen Antiphlogistika oder oralen Antikoagulantien bzw.
prdoperative Heparintherapie

e Bekannte Gerinnungsstorungen unterschiedlicher Genese (Faktor-VIII-Mangel, von-
Willebrand-Syndrom etc.)

e Schwere Begleit- bzw. Grunderkrankungen, die eine erweiterte Infusions- und
medikamentdse Therapie im Rahmen des operativen Eingriffs erforderten

e zu niedrige Thrombozytenzahlen, so dass die fiir die Messungen erforderliche
Thrombozytenkonzentration nicht hergestellt werden konnte

e pathologische Befunde im IVBT

Um die anamnestisch erhobenen Daten orientierend zu tiiberpriifen und eine
Medikamenteneinnahme auszuschlieen, wurde zunéchst eine Blutprobe des Patienten im
IVBT mit CaCl, (Thrombostat 4000, Fa.von der Goltz, Seeon) in Doppelbestimmung
untersucht. Bei pathologischen Befunden (Verschlusszeit >234 sec; Blutvolumen >279
pl) wurde der Patient aus der Studie ausgeschlossen.

Die low-dose-Heparinisierung mit 3x5000 IE / 2x7500 IE unfraktioniertem Heparin s.c.
bzw. niedermolekularem Heparin 1x tgl. s.c. zur Thromboseprophylaxe galt nicht als
Ausschlusskriterium.

Alle Patienten wurden geméfl den Anforderungen der Ethikkommission iiber den Inhalt
der Studie aufgeklart und hatten ihr Einverstandnis zur Untersuchung erteilt.
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2.3 Blutentnahme und Vorbereitung der Proben

Die Patienten bekamen eine groBlumige Verweilkaniile mit einem Durchmesser von
mindestens 18G in eine Unterarmvene gelegt, iiber die zu den unter Abschnitt 2.4
genannten Zeitpunkten die Blutproben entnommen und die jeweiligen Losungen
verabreicht wurden. Die erste Blutentnahme erfolgte unmittelbar nach Legen der
Verweilkaniile, bei der zweiten und dritten Blutentnahme wurden zuvor 10 ml Blut
aspiriert und verworfen.

Das fiir die Untersuchung im PFA/IVBT und zur Herstellung von PRP und PAP
bestimmte Blut wurde in zwei 10 ml Citrat- Monovetten (Na-Citrat 3,8%, 1:10)
vorsichtig aspiriert, durch sofortiges behutsames Umschwenken gemischt und bis zur
Weiterverarbeitung 30 min gelagert. Fiir die Bestimmung von kleinem Blutbild und der
Plasmaviskositit wurden zwei 5ml EDTA-Rohrchen, fiir die Messung des Kolloid-
osmotischen Druckes eine 5 ml trocken heparinbestdubte Monovette verwendet.

Zur Gewinnung von pléttchenreichem Plasma (PRP) wurde das Citratblut 15 min bei 790
U/min zentrifugiert (Varifuge ® K; Fa. Heraeus-Christ) und der Uberstand bis 0,5 cm
oberhalb des “ Buffy Coats ™ abpipettiert.

Nach Abheben des PRP wurden die Blutproben 10 Minuten bei 3100 U/min erneut
zentrifugiert, wodurch sich plittchenarmes Plasma (PAP) als Uberstand ergab, welcher
ebenfalls priazise vom Blutkuchen getrennt wurde. Die als Pellet anfallenden
Erythrozyten und Leukozyten wurden verworfen.

Vollblut PRP PAP

790 U/ min 3100 U/ min
15 min 10 min

> >

LEU

ERY
ERY

LEU

Abb. 3 Herstellung der Messproben;
PRP= Plattchenreiches Plasma; PAP= Pliattchenarmes Plasma;
ERY= Erythrocyten; LEU= Leukocyten
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2.4 Messzeitpunkte und Untersuchungsablauf

Die Blutproben wurden zu drei Messzeitpunkten T1, T2 und T3 entnommen:

T1 : vor Infusionsbeginn

T2 : 30 min nach Infusion von 500 ml HES bzw. 1000 ml
Ringerlosung (Infusionsdauer 30 min)

T3 : 4 h nach der vorhergehenden Blutentnahme (T2)

Dabei wurde beachtet, dass die Patienten in dem 4-stiindigen Zeitraum zwischen den
Entnahmen T2 und T3 keine zusitzliche Fliissigkeit oral oder intravends bekamen.
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2.5

Praoperativ IVBT mit CaCl, normwertig

-

Blutentnahme T1-T2-T3

KOD/
Plasmaviskositatsmessung

‘_

Kleines Blutbild aus Citratblut

‘_

Lagerung 30 min

‘_.

1.Zentrifugation
(790 U/min) 15 min

‘_

IVBT/PFA mit
Epinephrin

PRP abpipettieren

-

2.Zentrifugation
(3100 U/min) 10 min

{

Thrombozytenzahl
bestimmen

PAP abpipettieren

PRP auf 250 000 Thrombozyten einstellen
ggf. Verdiinnung mit PAP

Bestimmung von
e aPTT

e TZ

e  Quick

e Fibrinogen
e Faktor Vlllc
im Routinelabor

L

Thrombozytenaggregation ( PAP-4 )

-

Proben (PAP in 200ul Portionen) flr
o vWillebrand-AG

¢ Ristocetin-Cofaktor

lagern bei -70° C

Messparameter

Abb. 4
Ablaufschema der
Untersuchung



Material und Methoden

5.1 Biometrische Daten

Alter [ Jahre ]
Grofle [m]
Gewicht [ kg ]
Body Mass Index (BMI) [ kgm™]

5.2  Plasmatische Gerinnungsparameter

Aktivierte Partielle Thromboplastinzeit (aPTT) [ sec]

Thrombinzeit (TZ) [ sec ]
Fibrinogen [ mg/dl |
Quick [ % ]
Faktor VIIIc (FVIIIc) [% ]
Ristocetin-Cofaktor (RiCo) [ % ]
Von-Willebrand-Antigen (VW:AG) [ % ]

5.3  Rheologische und Laborchemische Parameter

Héamatokrit (HKT) [ % ]

Thrombozyten (PLT) [ x10%/ul ]

Hiamoglobin (HGB) [ g/dl]

Kolloidosmotischer Druck (KOD) [ mmHg ]

Plasmaviskositit (PV) [ Pass ]
5.4  In-vitro-Blutungstest

Verschlusszeit (VZ) [ sec]

Blutvolumen (V) [[ul]

Initialer Blutfluss (IF) [ ul/min |
5.5  Thrombozytenaggregation

Maximale Aggregation (Agg) [%]

mit den Aggregationsinduktoren in folgenden Konzentrationen :

Ristocetin 1.5 mg/ml
1.0 mg/ml
Kollagen 4 pg/ml
ADP 4 umol/l
2 umol/l
Arachidonséure 5 mg/ml

2.6 Prinzip und Durchfiithrung angewandter Methoden
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2.6.1 IVBT / Thrombostat® 4000

Die Bestimmung der in-vitro-Blutungszeit mit dem Thrombostat® 4000 wurde
prdoperativ durchgefiihrt, um bei den Probanden eine Stérung der primidren Hdmostase
z.B. durch eine Medikamenteneinnahme auszuschlie3en.

Prinzip

Das verwendete Messsystem Thrombostat® 4000 (Fa. von der Goltz, Seeon) nach dem
von Kratz und Born 1985 (93) erstmals beschriebenen Messprinzip ermoglicht eine In-
vitro-Simulation der primdren Hdmostase und damit auch eine Aussage iiber die globale
Thrombozytenfunktion.

Das Prinzip des IVBT besteht darin, dass unter konstantem Druck von -40 mbar
antikoaguliertes Blut tiiber eine Kapillare angesaugt wird und so mit einem
kollagenbeschichteten und CaCl,-getrankten Filter der Messzelle in Kontakt kommit.
Dieser Einmalfilter besitzt eine zentrale Offnung, an der die Adhésion und Aggregation
der Thrombozyten initiiert wird. Im Verlaufe dieses Vorgangs durchflie3t ein bestimmtes
Blutvolumen in bestimmter Zeit mit verdnderlicher Flussgeschwindigkeit die
Filter6ffnung bis zu ihrem vollstdndigen Verschluss. Wéahrend der Messung sorgt ein
Regelkreis aus Schrittmotor, Pumpe, Drucksensor und Mikroprozessor fiir konstanten
Unterdruck sowie Erfassung der Parameter ,,initialer Blutfluss” (IF), ,,Verschlusszeit”
(VZ) und ,,Blutvolumen” (V).

Labormaterial und Reagenzien

e Thrombostat® 4000, Fa.von der Goltz Seeon, Deutschland

e Eppendorf-Gefale aus Kunststoff; Volumen 1,5 ml

e 2 x 1 ml antikoagulierte Vollblutproben (Na-Citrat 3,8%; 1:10)

¢ 10 ml-Citrat-Monovetten

e Eppendorf-Pipetten (1000pl, 50ul)

e Teflon-Kapillaren (0,2 x 30 mm)

o Zelluloseazetatfilter, kollagenbeschichtet (Typ I); Charge 2/91 und 15/09/91
e Aggregationsstimulanz: CaCly; 0,002 molar, 40ul

Durchfiihrung
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Die Messungen im [VBT wurden als Doppelbestimmung pro Patient durchgefiihrt. Nach
der Entnahme des Patientenblutes wurden Proben von jeweils 2 x 1000ul in je ein
verschlieBbares Eppendorf-Gefal3 pipettiert und 30 min bei Raumtemperatur gelagert.
Dann wurden diese Blutproben im Warmeblock der Messeinrichtung 5 min bei 37°C
vorinkubiert. Die im Kiihlschrank (4°C) aufbewahrten Zelluloseacetatfilter wurden
ebenfalls mindestens 5 min vor Messbeginn entnommen. In die Vertiefung in der Mitte
des kollagenbeschichteten Filters wurden je 40ul der vorbereiteten CaCl,-Losung
pipettiert und die Teflon-Kapillare an den Filter angeschlossen, wobei insbesondere auf
freie Durchgingigkeit der Kapillare geachtet wurde. Die so vorbereiteten Filter wurden
ebenfalls im Wiarmeblock bei 37° inkubiert. Vor Beginn der Messung wurde die
Oberkante des Zelluloseazetatfilters mit Paraffin6l benetzt, um einen luftdichten
Anschluss an das Messsystem zu gewéhrleisten. Da es wéhrend der Inkubation zu einer
Sedimentation der Erythrozyten im Versuchsansatz kommen kann, wurden die
Blutproben vor dem Messbeginn nochmals vorsichtig durchmischt und der Testlauf
gestartet.

Die Messung wurde automatisch beendet, sobald entweder der Schrittmotor sich iiber 12
sec nicht mehr bewegt hat, das gesamte Volumen der Blutprobe durch die Filter6ffnung
geflossen ist oder eine Zeit von 456 sec iiberschritten wurde. Die registrierten Parameter
wurden iiber einen angeschlossenen Drucker alphanumerisch sowie graphisch als
Volumenstrom- und Blutvolumenkurve ausgegeben.

Nach jedem Testlauf wurden die wiederverwendbaren Teflon-Kapillaren mit Aqua
bidestillata und anschliefend mit isotonischer Kochsalzlosung griindlich durchspiilt,
gereinigt und trocken aufbewahrt.

Auswertung

Der Prozessor des Thrombostat” 4000 registrierte folgende Parameter :

Parameter | Kiirzel Einheit Maximalwert Definition
Initialer IF ul/min Initialer Blutfluss vor
Fluss Beginn der Messung
Blutvolumen bis zum
Volumen A% pl 900 vollstandigen
Filterverschluss
Verschluss- Verschlusszeit bis zum
. VZ sec 486 vollstdndigen
zelt .
Filterverschluss

Tab.3 Messparameter des Thrombostat™ 4000

Normwerte: IF (ul/min) 68 - 140
V (ul) 79 -279
VZ (sec) 98 — 234

Die Angabe des Normbereiches bezieht sich auf die laborspezifischen Normwerte fiir den
IVBT mit CaCl,. Bestimmungen mit irreguldrem Verlauf der Blutvolumen- oder der
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Volumenstromkurve die reproduzierbar waren, galten dann als Ausschlusskriterium des
Patienten aus der Untersuchung.

Grundlage dieser Bewertung sind umfangreiche Untersuchungen der Marburger
Arbeitsgruppe, die belegen, dass der IVBT Storungen der primédren Hémostase
empfindlicher als andere iibliche Funktionstests erkennt (93,94).

2.6.2 IVBT / PFA-100™

Der Einfluss der Infusionslosungen auf die primdre Hdmostase wurde mit dem PFA-
100™Analysengerit der Fa. Dade International Inc. untersucht. Der PFA-100™ stellt die
Weiterentwicklung des Thrombostat 4000 dar.

Prinzip

Das Funktionsprinzip des PFA-100™ entspricht dem des Thrombostat 4000, d.h. es wird
unter konstantem Druck von -40 mbar antikoaguliertes Blut aus dem Probenreservoir
iiber eine Kapillare zur Membran geleitet und dort durch Agonisten die Adhésion und
Aggregation der Thrombozyten ausgelost. Eine der wesentlichen Verdnderungen ist die
Integration des Blutbehiltnisses und der Kapillare in die Messzelle.

Abb. 5
| Schematischer Aufbau des

PFA-100™

Messzelle

Blutprobe

Schutzfolie

Kapillare

beschichteter

| h Epinephrin/Kollagenfilter

Integrierter Dispenser

fur Startlésung

g Vakuumkolben

h Drucktransducer

i Mikroprozessor
(Drucksteuerung)

k Spritzenantrieb

I Startlésung

«Q
1
® OO0 T

—h

Die PFA-100™Messzelle besteht aus mehreren integrierten Einzelbestandteilen: der
Kapillare (ID 200um), dem Probenreservoir und der biologisch aktiven Membran mit
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zentraler Filterapertur (ID 147um), die die GefaBwandverletzung simuliert. Diese
Membran ist beschichtet mit Kollagen, Typ I (Pferd), sowie einem Agonisten, entweder
ADP (Adenosin-5"-Diphosphat, 50ug) oder Epinephrin (Epinephrin-Bitartrat, 10ug), das
in unserer Untersuchung verwendet wurde.

In einer Fassung aus Polypropylen unterhalb der Membran befindet sich die Kapillare aus
rostfreiem Stahl. Eine diinne Plastikmembran trennt Probenreservoir und Kapillare und
verhindert den Blutkontakt wihrend der Inkubationsperiode.

Zu Beginn des Tests wird die Membran automatisch mit Startlosung (0,9%ige NaCl-
Losung) durchtriankt und aktiviert. Durch den angelegten Unterdruck wird die Kapillare
durch die Trennungsmembran gesogen und die zuvor inkubierte Blutprobe (3 min bei
37°C) aspiriert. Nach der Passage der Offnung wird die Probe in einer iiber der Membran
befindlichen Kammer gesammelt, und die Thrombozyten kommen mit der Kollagen-
beschichteten Membran in Kontakt. Wie in einem verletzten Blutgefdl werden die
Thrombozyten durch den Kontakt mit dem Kollagen aktiviert und beginnen, sich am
Rand der Offnung anzulagern und von dort aus auszubreiten (Adhdsionsphase). Bei der
Anlagerung an Kollagen beginnt die Freisetzung von Agonisten wie ADP
(Freisetzungsphase). Durch das in der Membranbeschichtung enthaltene Epinephrin bzw.
ADP werden die Thrombozyten zur Expression von Glykoprotein-IIb-IIla-Rezeptoren
und zur Aggregatbildung angeregt (Aggregationsphase). Wahrend dieses Prozesses wird
ein Plittchenthrombus gebildet, wodurch sich die Offnung immer mehr verengt, bis sie
vollstdndig verschlossen ist. Der Blutfluss wird dabei kontinuierlich verringert, bis er
schlieBlich ganz zum Stillstand kommt. Das Gerét bestimmt die Zeit vom Beginn des
Tests bis zum vollstindigen Membranverschluss als Verschlusszeit (VZ; in sec), sowie
das austretende Blutvolumen (V; in pl) und die initiale Flussgeschwindigkeit (IF; in
pl/min).

Labormaterial und Reagenzien

e PFA-100™Analysengerit, Fa. Dade International Inc., Miami, USA

e Dade"PFA-Messzelle Kollagen/Epinephrin (Charge PCE-359, PCE-363)
e 2 x 800ul antikoagulierte Vollblutproben (Na-Citrat 3,8%; 1:10)

¢ 10 ml Citrat-Monovetten

e Eppendorf-Pipette (1000ul)

Durchfiihrung

Zu Beginn jedes Arbeitstages wurde ein automatisierter Selbsttest des PFA-Gerétes zur
Qualititskontrolle durchgefiihrt.

Die Messzellen, die in der geschlossenen Originalverpackung im Kiihlschrank (4°C)
aufbewahrt waren, wurden mindestens 15 min vor Beginn des Tests entnommen und auf
Raumtemperatur gebracht. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden nur mit
Epinephrin beschichtete Filter verwendet.

Das abgenommene Blut wurde zundchst 30 min bei Raumtemperatur gelagert, um die
Thrombozyten in den Ruhezustand zuriickkehren und pléttchenaktivierende Faktoren,
wie z.B. ADP abklingen zu lassen. Vor dem Pipettieren wurde die Blutprobe behutsam
drei- bis viermal gemischt. 800ul Blut wurden in die Offnung der Messzelle unter
Vermeidung von Luftblasenbildung vorsichtig pipettiert und der Testlauf nach dem
Einsetzen von Kassette mit Messzelle gestartet.
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Die Proben wurden spédtestens nach 1h bis max. 2h nach der Entnahme untersucht, um
Storeinfliisse, die aus Blutabnahme, Antikoagulation, Aufbewahren und Abkiihlen in-

vitro resultieren und die Thrombozytenfunktion beeintrichtigen, mdglichst gering zu
halten.

Auswertung

Pro Probe wurden nacheinander zwei Einzelbestimmungen in getrennten Testldufen
durchgefiihrt und der Mittelwert errechnet. Bei hohem Variationskoeffizienten (>10%,
sowie bei Durchflussfehlern wurde der Testlauf wiederholt.

Die Messparameter Verschlusszeit (VZ), Blutvolumen (V) und initialer Fluss (IF) werden
alphanumerisch  und  graphisch als  Volumenstromkurve ausgegeben. Als

Referenzbereiche fiir Verschlusszeit und Volumen galten die im Labor ermittelten
Normwerte;

fiir Epinephrin : \/4 107 (73-141) sec
A% 328 (244-412) ul
Die Kurvenauswertung ist beim PFA-100™ dadurch erleichtert, dass der Mikroprozessor

Fehlerldufe selbstindig erkennt und entsprechende Fehlermeldungen ausdruckt bzw. auf
dem Display anzeigt.

0 Volumen (pul) 800
0 G. (ul/min) 200
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Abb. 6 L
o ) A Zeit (Min)
Beispiel fiir einen Ausdruck der
Volumenstromkurve am ID- Nr. : 38.3
PFA-100™ mit Kollagen/Epinephrin Testart : Kollagen / EPI
beschichteten Messzellen
Probe A:
Verschl.- Zeit : 81 Sek
Gesamt-Vol. : 311 pl
LL.G.: 196 pl/ min
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2.6.3 Thrombozytenaggregation / PAP-4

Zur Bestimmung der Thrombozytenaggregation wurde die 1963 von Born und Cross (22)
eingefiihrte und von Breddin modifizierte Methode eingesetzt.

Prinzip

Das verwendete Aggregometer PAP-4 (Fa. BIO/DATA) erméglicht eine dynamische
Messung der Anderung der optischen Dichte eines plittchenreichen Plasmas nach
Zugabe eines die Aggregation induzierenden Agens.

Die zu untersuchende Probe des pléttchenreichen Plasmas befindet sich im Strahlengang
des Photometers und wird gleichméaBig und schnell (1000 U/min) mittels Magnet geriihrt.
Nach Zugabe eines Stimulanz fiihrt die darauthin einsetzende Aggregation zu einer
Abnahme der optischen Dichte der Plittchensuspension. Diese Abnahme wird prozentual
in Abhingigkeit der Transmission des autologen plittchenarmen Plasmas, das als
Reagenzienleerwert fungiert, gemessen und ist somit quantitativer Ausdruck der
Aggregationsfahigkeit des PRP.

Lichtquelle Sensor

Riihrstibchen

Abb. 7 Schematischer Aufbau des Aggregometers

Labormaterial und Reagenzien

Vierkanalaggregometer Platelet Aggregation Profiler, Modell PAP4 (Fa. BIO/DATA)
silikonisierte Testkiivetten (Fa. BIO/DATA)

Rithrmagnete (Fa. BIO/DATA)

500ul plattchenarmes Plasma

6 Proben zu je 450ul pléttchenreiches Plasma mit 250.000 Thrombozyten/ul
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Zur Herstellung von PRP mit 250.000 Thrombozyten/pl wurde das plittchenreiche
Plasma mit einem entsprechenden Volumen an autologem PAP verdiinnt.
AnschlieBend wurde die Thrombozytenzahl im Sysmex® iberpriift und die
Pléttchensuspension 10 min in einem verschlossenen Sarstedtrohrchen aufbewahrt.

e Thrombozytenaggregationsinduktor (jeweils 50ul):

¢ Kollagen :

¢ Ristocetin :

¢ Arachidonsiure :

¢ ADP:

Kollagenreagenz Horm® (Fa. NYCOMED); Ch.:545021

Das Kollagenreagenz Horm® enthilt 5 mg Kollagenfibrillen in 5
ml isotoner Glucoselosung als Suspensionsmedium. Das
Konzentrat (1mg/ml) wurde mit dem beigefiigten Puffer verdiinnt
(zweifach 1:5) bis zur erwiinschten Konzentration von 40pg/ml
bzw. 4pg/ml als Endansatz (1:10) in der Testkiivette. Die
Herstellung des Reagenz wurde unter sterilen Bedingungen und
streng im Eiswasserbad durchgefiihrt.

Ristocetinsulfat (Fa. Paesel + Lorei); Ch.: 851 2103 B

100 mg Lyophilisat wurden in 0,58% NaCl-Losung (hergestellt
aus 12,88 ml 0,9%-iger Kochsalzlosung und 7,2 ml Aqua
Destillata) aufgenommen, ca. 10 bis 15 min bei Raumtemperatur
gelost und auf die Endkonzentration von 15 mg/ml bzw. 10 mg/ml
gebracht; im Endansatz entsprechend 1,5 bzw. 1 mg/ml.

Arachidonic Acid (Fa. mélab); Ch.: 0670 0025 A

Der Inhalt eines Fldschchens mit Natriumarachidonat-Lyophilisat
wurde mit 0,5 ml bidestilliertem Wasser (pH 6,8- 7,2) aufgelost.
Das rekonstituierte Reagenz hat eine Konzentration von Smg/ml.

ADP-Reagenz M 471,2 (Fa. Béhringer); Ch.: 199117

47,12 mg ADP wurden in 10 ml 0,9%-iger NaCl-Losung
aufgelost, davon Iml mit 99ml NaCl zur Lésung mit 100 pmol
ADP weiterverdiinnt (=10umol im Endansatz). Aus dieser
Verdiinnung wurden die Konzentrationen :

ADP 4pmol : 1 Teil ADP 10umol + 1,5 Teile NaCl

ADP 2umol : 1 Teil ADP 10umol + 4 Teile NaCl hergestellt.

Die jeweiligen Losungen wurden dabei streng im Eiswasserbad
gehalten.

Die vorbereiteten Aggregantien wurden in 200ul Portionen bei -70°C eingefroren.

Durchfiihrung

Zu Beginn jedes Arbeitstages wurde das PAP-4 -Gerdt gemil Bedienungsanleitung
vorgewarmt und geeicht. Nach Einstellung des PRP auf die optimale Thrombozyten-
konzentration von 250.000 + 50.000 wurde es in einem verschlossenen Sarstedt-
Rohrchen ruhen gelassen. Da ausschlieBlich Citratblut verwendet wurde, war die
Einstellung des pH-Wertes nicht erforderlich.
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Zunidchst wurden 500ul pldttchenarmes Plasma in eine Testkiivette pipettiert und als
Reagenzienleerwert in den PAP-4 eingebracht. Entsprechend wurde eine Kiivette mit
450ul homologem plattchenreichen Plasma gefiillt, mit einem Magnetriihrer versehen in
den Strahlengang des Photometers eingebracht und dort bei 37°C inkubiert. Nach 5 min
Inkubation wurde das Aggregometer zur automatischen Nullpunkteinstellung gestartet
und 50pul des jeweiligen Aggreganz hinzugegeben. Die Transmissionsdnderung in % der
Transmission des Reagenzienleerwertes wurde durch den integrierten Schreiber als
Kurve aufgezeichnet. Der Messvorgang wurde nach Erreichen einer stabilen
Aggregationskurve, spdtestens nach 10 min beendet.

Auswertung
Fiir die Auswertung der Plattchenaggregationen wurde nur die Maximalamplitude der
Aggregationskurve verwendet. Die durch shape change entstandene Extinktions-

abweichung und die initiale Aggregationsgeschwindigkeit wurden nicht beriicksichtigt.
Die Angabe der Messwerte erfolgte in Prozent.

ATM

0%

10 %
Maximaler Gradient
20 %
30 %
40 % A
50 % Maximale Aggregation
60 %
70 %
80 %
90 %

100 %

Abb. 8 Beispiele des typischen Aggregationsverlaufes auf 1,5 mg/ml Ristocetin (A)
und 4 pg/ml Kollagen (B).
A TM = Transmission
Nach Induktorzugabe nimmt die Transmission zundchst durch den
Verdiinnungseffekt bedingt geringfiigig zu. Nach einigen Sekunden kommt es
zu einer voriibergehenden Abnahme der Lichtdurchléssigkeit (s.Kurve B), die
die Phase der Formverinderung der Thrombozyten widerspiegelt. Der
nachfolgende steile Anstieg der Transmission gibt die Aggregationsphase
wieder, wobei der Wert des steilsten Anstiegs dem maximalen Gradienten
entspricht. Es wird dann eine Plateauphase erreicht, in der die Aggregation
abgeschlossen ist und der Wert der hochsten Transmission die maximale
Aggregation darstellt.
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2.6.4 Von-Willebrand-Antigen / Elektroimmundiffusion

Bei der Untersuchung des von-Willebrand-Antigens (VWF:Ag) handelt es sich um eine
quantitative Bestimmung entsprechend der Methode der Elektroimmundiffusion nach
Laurell, einer eindimensionalen elektrophoretischen Trennung von Proteinen in einem
antiserumhaltigen Agarosegel (7).

Prinzip

Die zu untersuchende Plasmaprobe wird in einem definiertem Volumen auf das
Agarosegel aufgetragen. Bei der elektrophoretischen Wanderung des Plasmaproteins
bzw. des vVWF:Ag wird es von den korrespondierenden Antikérpern im Gel prizipitiert,
und es entsteht ein langgestrecktes raketenformiges Immunprézipitat, dessen Lénge
proportional der Plasmakonzentration des Antigens ist.

@ AK-haltiges Agarosegel @ AK-haltiges Agarosegel

1

@ Antigen 2 @ b

Abb. 9 Elektroimmundiffusion (Raketentechnik) nach Laurell

a: Prinzip: Eine Folie ist beschichtet mit Antikorperhaltigem Agarosegel, in das mehrere
Locher von 3 mm @ gestanzt sind. In diese Stanzldcher werden die zu priifenden Patientenseren
gefiillt. Bei der anschlieBenden Elektrophorese diffundieren die Antigene anodenwiérts in das AK-
haltige Agargel.

b: Endstadium: Raketenformige Prazipitatbildung wahrend der Wanderung der Antigene
im elektrischen Feld. Die Linge der Prézipitate entspricht dem jeweiligen Antigengehalt im
Patientenserum und kann mittels Bezugskurve ermittelt werden.
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Labormaterial und Reagenzien

¢ Elektrophoresesystem RADIOPHOR M3 (FA. IMMUNO AG)
e Reagenziensatz EIDFIX" (Fa. IMMUNO AG)
— Gelfolien (2x7 Auftragsstellen); Ch.-B./Lot No. AP76000 und AP81000
— TRIS-Glycinpuffer-Konzentrat
— Protein Féarbe-/ Entfarbelosung C.V.
— Humanes Referenz- und Kontrollplasma
— Gel- und Trockenblotter
— e1'd-Reader
e Plasmaproben (200ul plittchenarmes Plasma)
e Pipette Sul
e Firbewannenset und Pressgewicht (IMMUNO AG)
e Fon

Durchfiihrung

Zur Herstellung der erforderlichen Pufferlosung wurde das Pufferkonzentrat mindestens
30 min vor Gebrauch aus dem Kiihlschrank entnommen, mit 480 ml Aqua dest. vermischt
und dann zu je 250 ml in beide Seiten der Elektrophoresekammern gefiillt. Die Gelfolien
sowie die tiefgefrorenen Plasmaproben wurden aufgetaut bzw. auf Raumtemperatur
gebracht.

Das gefriergetrocknete Referenz- und Kontrollplasma wurde mit jeweils 1 ml Aqua dest.
aufgelost und fiir 30 min stehengelassen. Zur Aufstellung einer Bezugskurve wurde das
Referenzplasma 1:2 und 1:4 mit TRIS-Glycinpuffer weiterverdiinnt. Da von Normwerten
und entsprechend héheren Konzentrationen an vWF:Ag ausgegangen wurde und die
obere Grenze des Messbereiches durch die Konzentration des vWF:Ag im
Referenzplasma gegeben ist, wurden die Probandenplasmen wie auch das Kontrollplasma
in TRIS-Glycinpuffer 1:2 vorverdiinnt.

Je Sul der verdiinnten Proben wurden in die Auftragsstellen der Gelfolie pipettiert, wobei
bei jedem Elektrophoreselauf mit jeweils zwei Gelfolien eine Bezugskurve (aus
Referenzplasma 1:4, 1:2 und unverdiinnt) erstellt und auf jeder Folie ein Kontrollplasma
aufgetragen wurde. Die in den Folientrdger eingespannte Gelplatte wurde dann in die
vorbereitete Pufferlosung eingetaucht, die Kammer verschlossen und die Elektrophorese
mit 40 mA konstanter Stromstirke gestartet. Nach Abschluss der Elektrophorese nach
150 min wurde die Gelfolie geblottet und gefarbt:

Zunidchst wurde die Folie mit einem Blatt angefeuchteten Gelblotter und zwei Blatt
Trockenblotter bedeckt, 20 min lang gepresst, anschlieBend 10 min in 0,9%iger NaCl-
Losung gewaschen und nochmals 5 min gepresst. Nach vollstindigem Trocknen in
heilem Luftstrom wurde die Folie in der Protein-Farbelosung C.V. 5 min lang gefarbt,
danach kurz unter flieBendem Wasser abgespiilt und in Protein Entfarbelosung C.V. 2mal
5 min lang entfirbt. Nach dem Entfdrben wurde die Folie getrocknet und bedarfsweise
zur besseren Darstellung der Prézipitatlinien nochmals entférbt und getrocknet.

Auswertung
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Die Hohe der raketenformigen Prézipitate wurde mit dem zugehdrigen e-i-d-Reader
bestimmt. Zur Auswertung wurde die gemessene Prazipitathohe des Referenzplasmas (in
mm) in den drei Konzentrationen unverdiinnt, 1:2 und 1:4 gegen die Proteinkonzentration
(in %) auf linearem Millimeterpapier aufgetragen und durch die Punkte die Bezugskurve
gelegt. Die Konzentrationen der Probandenplasmen konnten dann auf der Kurve
abgelesen werden.

b

50 [~ mm (1)
L l / @)
40 O Verd. 4

30 + Antigen / Verd. 3
L O
0 L / Verd. 2

10 © Verd. 1
i 1 1 I 1 1 I 1 1 I 1 1 I
0
20 40 60 mg/ di
Abb. 10 Bezugskurve zur quantitativen Ermittlung des Antigengehaltes nach dem Laurell-
Verfahren

2.6.5 Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat

Beim Ristocetin-Cofaktor handelt es sich um den im klinischen Alltag wichtigsten und
sichersten Einzelparameter der Diagnostik des von-Willebrand-Syndroms mit hoher
Sensitivitdt. Ristocetin, ein nicht mehr gebriduchliches dem Vancomycin verwandtes
Antibiotikum, hat die Eigenschaft, Thrombozyten in pldttchenreichem Plasma in
Abhéngigkeit von der Konzentration des von-Willebrand-Faktors zu agglutinieren (24,
124).

Prinzip

Die Ristocetin-Cofaktor-Aktivitit des von-Willebrand-Faktors im Plasma wurde {iber die
Plattchenaggregation bestimmt (vgl. 2.6.3). Die Messungen erfolgten aus zuvor
eingefrorenen plattchenfreien Plasmaproben und lyophilisierten Pléittchen nach der
Methode von Weiss et al.(201) mit dem PAP-4 (Platelet Aggregation Profiler) der Firma
BIO/DATA.

Labormaterial und Reagenzien
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o Aggregometer Platelet Aggregation Profiler, PAP-4 (Fa. BIO/DATA)

e Von-Willebrand-Testpackung (Fa.molab™) mit
— lyophilisierten Thrombozyten, 4 ml
— Ristocetin-Reagenz, 0,5 ml

Normal-Referenz-Plasma (von-Willebrand-Faktor), 0,5 ml der Konzentration

90-110% Aktivitit, standardisiert mit dem WHO Referenz Material
— Abnormales Kontrollplasma (von-Willebrand-Faktor Defizit), 0,5ml
— Tris Puffer Salzlésung, pH 7,5; 10ml

e Eppendorf-Pipetten (1ml, 500ul, 50ul)

e silikonisierte Testkiivetten (Fa. BIO/DATA)

¢ Riihrmagnete (Fa. BIO/DATA)

e Plasmaproben, PAP, 50ul

Durchfiihrung

Die Plasmaproben wurden vor Verwendung der Raumtemperatur angeglichen und die
Testreagenzien nach Anleitung des Herstellers mit Tris-Puffer bzw. destilliertem Wasser
aufbereitet. Vor jeder Testreihe war es erforderlich, aus der Verdiinnungsreihe des
Normal-Referenz-Plasmas eine Standardkurve zu erstellen, die vom Gerét gespeichert
wurde. Nach Einbringen des Leerwertes aus je 250ul Tris-Puffer und rekonstituierten
Thrombozyten wurden jeweils 400ul Thrombozytensuspension und 50ul Ristocetin in
eine Kiivette pipettiert, vorsichtig gemischt, mit Magnetriihrer versehen und im
Aggregometer 2-3 min auf 37°C vorgewédrmt. Nach Setzen der Basislinie (stabil bei 0 %)
wurden 50ul der zu untersuchenden Plasmaprobe hinzugefiigt. Da wir auch hier,
entsprechend den Werten des vWF:Ag im Elektroimmunoassay, von Normwerten
ausgingen, waren die Plasmaproben in Tris-Glycin-Puffer 1:2 vorverdiinnt. Bei
niedrigeren Werten wurde die Untersuchung mit unverdiinnter Probe, bei Werten >120%
mit 1:4, ggf. 1:8 Verdiinnungen wiederholt.

Das von-Willebrand-Faktor-Defizit-Plasma mit einer Aktivitit < 40% wurde zur
Qualitits-kontrolle wie ein Testplasma mit einbezogen.

Sobald auf dem Kurvenschreiber keine weitere Verdnderung zu beobachten, d.h. die
Agglutinationsreaktion abgeschlossen war, wurde der Testlauf gestoppt.

Auswertung

Wihrend der Reaktion werden die Anderung der Lichttransmission, das Aggregations-
muster und das prozentuale Ausmal} kontinuierlich von einem Drucker aufgezeichnet.
Der PAP-4 ermittelt die kinetische Verlaufsreaktion als Slope-Wert und berechnet
bezogen auf die gespeicherte Eichkurve automatisch die Ristocetin-Cofaktor-Aktivitit in
Prozent der Norm.

2.6.7 Kolloidosmotischer Druck
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Zur Bestimmung des kolloidosmotischen Drucks (KOD) wurde das BMT 921 Onkometer
(Dr. Wallner, BMT Messtechnik, Berlin) angewendet.

Prinzip

Das Prinzip dieser Messung des KOD stimmt mit allen heute verfiigbaren Onkometern
iiberein: eine semipermeable Membran mit definierter Ausschlussgrosse fiir
Makromolekiile trennt die Referenzkammer mit elektrischem Druckaufnehmer von der
dariiberliegenden Messzelle.

Das Messsystem des BMT 921 Onkometer besteht aus zwei Funktionseinheiten, dem
eigentlichen Messkopf mit Druckumwandler und dem elektronischen Anzeigegerit.

Probenkammer

Semipermeable Membran

Anzeige
Referenzkammer 7y
Druckwandler
' Verstarker
A
Abb. 11 Blockdiagramm zur Messtechnik des Onkometers

Die semipermeable Membran mit einem Durchmesser von 15mm und einer
Ausschlussgrenze von 20000 Dalton liegt in einem nach oben konkav gewdlbten
Edelstahlsieb und wird durch einen O-Dichtring gehalten. Der obere Teil der
Messkammer wird durch einen Schraubring fest mit dem Unterteil verbunden. Eine
kleine Bohrung, die auf jeder Seite des Kammeroberteils bis knapp iiber die Membran
reicht, ermoglicht den Anschluss von zwei Kunststoffschlduchen; der eine dient der
Absaugung der Losung mittels einer elektrischen Vakuumpumpe, der andere der Spiilung
mit einer handbetdtigten Mikropumpe. Die Probenkammer wird nach oben durch einen
Akrylglasdeckel verschlossen. Unterhalb des Edelstahlsiebes befindet sich die
Referenzkammer, welche vollstdndig mit isotoner Kochsalzlosung luftblasenfrei gefiillt
ist. Den Boden bildet die Edelstahlmembran des elektronischen Druckwandlers. Der
Unterdruck in der Referenzkammer wird vom Druckwandler aufgenommen, im
Hauptgerit elektronisch verstirkt und ist iiber eine Digitalanzeige ablesbar.

Abb. 9

Schematischer Aufbau b
der Messeinheit des
IL-186-Weil-Onkometers
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Labormaterial und Reagenzien

e BMT 921 Onkometer, Fa. Dr. Karl Thomae GmbH
e Eppendorf-Pipette (200pul)

e NaCl- Losung, 0,9%

e Plasmaproben, je 2x 200ul

Durchfiihrung

Die Blutproben wurden am liegenden Patienten mit heparinbeschichteten Monovetten
entnommen und sorgfiltig gemischt. Nach Abzentrifugieren der zelluldren Bestandteile
bei 2000 U/min wurde das Plasma sofort fiir die Messung verwendet.

Die obere mit isotoner Kochsalzlgsung gefiillte Messkammer wird leergesaugt und 200
ul Probenmaterial vorsichtig ohne Berlihrung der Membran einpipettiert. Nach 30 sec
wird die Probe abgesaugt und die Kammer erneut mit 200ul Plasma gefiillt. Bei
Erreichen eines konstanten Messwertes nach etwa 1 min ertdont ein Signal und der
gemessene Wert bleibt bis zum Loschen in der Anzeige gespeichert. Nach Beendigung
der Messung wird die Probe abgesaugt, die Kammer mit frischer isotoner Kochsalzlosung
zunéchst dreimal sorgfiltig gespiilt, anschlieBend mit NaCl-Losung gefiillt und mit dem
Akrylglasdeckel verschlossen, um ein Austrocknen der Membran zu verhindern.

Auswertung

Die Untersuchung der Proben wurde jeweils als Doppelbestimmung durchgefiihrt, und
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der Mittelwert aus dem stabilen Wert, der so definiert ist, dass er sich nur noch um
weniger als 0,4 mmHg/min &ndert, errechnet.

Bei der Beurteilung der Messergebnisse miissen unterschiedliche Einflussfaktoren auf
den  kolloidosmotischen = Druck  beriicksichtigt ~werden. Durch  sofortiges
Weiterverarbeiten der Blutproben nach Entnahme konnten Storfaktoren wie
Temperaturdifferenz zwischen Plasma und Messgerdt oder Inhomogenitdt der Probe
durch Entmischung ausgeschlossen werden. Die zum Legen der Verweilkaniile
erforderliche Stauung wurde moglichst kurz gehalten, um eine Erhohung des
kolloidosmotischen Drucks infolge Kapillardruckanstiegs mit erhohter Filtration von
Fliissigkeit ins Interstitium zu vermeiden. Einen starken Einfluss {ibt die Korperposition
des Patienten bei der Blutprobenentnahme aus. Bei liegenden Patienten ist der
kolloidosmotische Druck etwa um 15% niedriger als bei stehenden Personen. Da die
Bedingungen jedoch konstant waren, und die Proben bei allen Patienten und zu jedem
Zeitpunkt im Liegen entnommen wurden, sind die Werte untereinander vergleichbar.

2.6.8 Weitere Parameter

Die Globaltests der plasmatischen Gerinnung, Quick, aPTT, Fibrinogen sowie Faktor
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VIlIc wurden am Gerinnungsvollautomaten BCS (Behring) untersucht, Fibrinogen dabei
nicht als abgeleitete Grofe, sondern in der Methode nach Clauss.

Hématokrit, Hamoglobin und Thrombozytenzahlen wurden am Blutbildautomaten
(Sysmex® K 1000) bestimmt.

Die Messung der Plasmaviskositit mittels Kapillarviskosimetrie war Teil einer anderen
Dissertationsarbeit, die Beschreibung der Methodik findet sich in der Untersuchung von
Jung et al (83).

2.6.9 Statistik

Fiir alle Parameter wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen zu den
angegebenen Messzeitpunkten berechnet. Nach Priifung mittels Kolmogorov-Smirnov-
Test wurde Normalverteilung angenommen.

Zur statistischen Auswertung der Gruppenunterschiede wurden fiir Variablen ohne
Messwiederholung  die  einfaktorielle = Varianzanalyse, flir =~ Variablen mit
Messwiederholung die zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt.

Zusiatzlich wurde bei signifikantem Ergebnis der T-Test fiir unabhidngige Stichproben
zum Vergleich einzelner Gruppen untereinander sowie der T-Test fiir verbundene
Stichproben zum Vergleich einzelner Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe
angewendet.

Die Nullhypothese (Hy) wurde abgelehnt, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit (p)
beziiglich des Fehlers erster Art kleiner als 0,05 war. Somit wurden Werte von p<0,05 als
signifikant erachtet.
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3. Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die wichtigsten Ergebnisse als Mittelwerte mit
Standardabweichungen in Diagrammen und Tabellen aufgefiihrt. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit bei der Vielfalt der untersuchten Parameter sind nicht alle
Untersuchungen grafisch dargestellt. Eine vollstindige Auflistung der gesamten
Ergebnisse findet sich in Kapitel 7 (Tabellen).

Im Folgenden werden die drei untersuchten Gruppen mit M = Maisstarkepréaparat
Rheohes®, K = Kartoffelstirkepriparat Rheopond® und R = Ringer”1dsung bezeichnet,
die Untersuchungszeitpunkte als t1 = vor Infusion, t2 = 30 min nach Infusion, t3 = 4h
nach t2.

3.1 Biometrische Daten der Probanden

In den beiden Untersuchungsgruppen konnten jeweils 12 Patienten ausgewertet werden,
die den Studienkriterien entsprachen, fiir die Kontrollgruppe waren es 13 Patienten.
Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Alters,

der KorpergroBBe und des Korpergewichtes und dem daraus errechneten body mass index
(BMI).

Rheopond® Rheohes” Ringer®
n 12 12 13
Alter [Jahre] 42,8 (14,6) 37,1 (14,3) 43,6 (17,8)
Grofle [m] 1,74 (0,08) 1,74 (0,1) 1,71 (0,06)
Gewicht [kg] 79,1 (15,3) 82,7 (17,6) 75,7 (12,6)
BMI [kg-m™] 26,2 27,1 25,9
F:M 5:7 39 7:6
Blutvolumen [1] 4,63 (0,88) 4,80 (0,87) 4,35 (0,42)
Blutgruppe 4:8 2:10 4:9
O: non-O
ITN:SPA 9:3 9:3 10:3
Tab. 4 Biometrische Daten mit Mittelwerten und Standardabweichungen

BMI= body mass index; F:M= Frauen: Manner

Blutvolumen errechnet nach der Formel von Lauermann (s.Text)

O: non O= Blutgruppenverteilung O- alle anderen als O

ITN: SPA= Narkoseform: Vollnarkose (ITN) —Spinalanésthesie (SPA)
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Durch die randomisierte Zuteilung in dem kleinen Kollektiv ergab sich fiir die Rheohes-
Gruppe ein hoherer Anteil an ménnlichen Patienten gegeniiber der Rheopond-Gruppe
sowie auch der Kontrollgruppe mit Ringerldsung. Um eine Vergleichbarkeit der Gruppen
beziiglich des zirkulierenden Blutvolumens und des Verdiinnungseffektes nach Infusion
zu iiberpriifen, wurde das Blutvolumen -fiir Madnner und Frauen getrennt- ndherungsweise
ermittelt. Grundlage dazu war die Formel nach Lauermann et al (101) zur Bestimmung
des Blutvolumens :

BV = exp (6,9870 + 0,724 x SA) (Frauen)

BV = exp (7,0506 + 0,724 x SA) (Ménner)

Dabei wird die Korperoberfliche SA nach der Formel von Dubois (42) aus Grosse (in
cm) und Gewicht (in kg) berechnet.

Zwischen den Untersuchungsgruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der errechneten Blutvolumina. Die Werte waren dem grosseren Anteil an
Mainnern in Gruppe B entsprechend am hdochsten (4803,92 ml), in der Gruppe C mit dem
grofiten Anteil an weiblichen Patienten am geringsten (4347,97 ml); die Unterschiede
auch zwischen den einzelnen Gruppen waren jedoch nicht signifikant (s.Abb.13).
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Die Beriicksichtigung von Blutverlusten war nicht erforderlich, da die Eingriffe alle in
Blutsperre durchgefiihrt wurden. Postoperative Verluste iiber Drainagen gab es in dem
Zeitraum bis 4h nach der ersten Blutentnahme keine bzw. nur vereinzelt geringe in
Mengen < 50 ml, die als nicht relevant erachtet wurden.

In jeder Untersuchungsgruppe waren jeweils drei Eingriffe in Spinalanésthesie (SPA)
durchgefiihrt worden, alle iibrigen in Vollnarkose mit Intubation (ITN).
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Die Gesamtheit der ABO-Blutgruppen im untersuchten Kollektiv (n=37) entspricht in
etwa der einer durchschnittlichen Normalverteilung in der mitteleuropdischen
Bevolkerung:

Blutgruppe A > 40% , Blutgruppe O < 40%, Blutgruppe B ~ 10%, Blutgruppe AB ~ 6%
(154).

Innerhalb der einzelnen Gruppen erwies sich die Verteilung der Blutgruppen aufgrund
der kleinen Gruppengrofen im Rahmen der randomisierten Zuteilung allerdings als
ungleichméBig. Wahrend sich die Gruppen Rheopond und Ringer in ihrem Verhéltnis
von Patienten mit Blutgruppe O gegeniiber den Blutgruppen A, B und AB,
zusammengefasst als non-O entsprachen, fanden sich nur zwei Patienten mit Blutgruppe
O in der Rheohes-Gruppe.

- Blutgruppe 0
Blutgruppe A
- Blutgruppe B

Blutgruppe AB

-Blulgruppe 0

-Blutgruppe non-0

Rheohes Rheopond Ringer

Abb. 14 Verteilung der Blutgruppen O-A-B-AB bzw. O-non-O in den Untersuchungsgruppen

Da die Blutgruppenzugehorigkeit mit der Konzentration des von-Willebrand-Faktors und
des Ristocetin-Cofaktors korreliert, und zwar ansteigend in der Reihenfolge O <A <B
< AB, wurden mehrere Berechnungen unter Ausschluss der Werte von Patienten mit
Blutgruppe O durchgefiihrt. Gleiches gilt fiir die Konzentration von Faktor VlIllc, diese
ist am geringsten bei Patienten mit Blutgruppe O < A < AB <B.
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3.2 In-vitro-Blutungstest (PFA)
3.2.1. Verschlusszeit (VZ) mit Epinephrin
Verschlusszeit t1 2 t3
(sec) Gruppe
K 108,80 (15,2) 134,75 (33,2) 95,00 (23,1)
M 90,83 (11,4) 104,25 (21,7) 86,00 (20,1)
R 99,85 (18,01) 109,08 (18,1) 88,00 (12,7)
Ax (%) K + 23,8 - 12,7
M + 14,8 -53
R +9,2 -11,9

Tab.5 Mittelwerte und Standardabweichungen der Verschlusszeiten (VZ)
A x Differenz zum Ausgangswert in %

Die Messungen fiir die Verschlusszeiten im PFA ergaben signifikante (p < 0,05)
Unterschiede zwischen den drei Zeitpunkten tl- t3 in allen Untersuchungsgruppen
entsprechend einem Verdiinnungseffekt. Signifikante Unterschiede zwischen den
jeweiligen Untersuchungsgruppen ergaben sich fiir die Gruppen M= Rheohes und K=
Rheopond.

3.2.1.1 Vergleich der Gruppen

Der Vergleich der Ausgangswerte der einzelnen Gruppen fiir die Verschlusszeit (VZ)
ergab schwach signifikant kiirzere Verschlusszeiten fiir die Gruppe Rheohes (p< 0,05)
gegeniiber der Gruppe Rheopond. Der Unterschied beider Gruppen zur Kontrollgruppe
war nicht signifikant. Diese Beobachtung bestétigte sich in der Messung zum zweiten
Zeitpunkt; hier zeigte sich jedoch auch eine schwach signifikant verldangerte
Verschlusszeit (p<0,05) in der Gruppe Rheopond gegeniiber der Kontrollgruppe mit
Ringerldsung.

Parameter Gruppe Signifikanz
CT M-K p <0,01 **
M-R n.s.
K—-R p<0,05*
Tab. 6 CT1 M-K P= 0,05
Vergleich der M-R n.s.
Verschlusszeit der K-R n.s.
Gruppen insgesamt — *
und bei Signifikanz CT2 M-K p <005
zu den einzelnen M-R 1.8.
Zeitpunkten t1-t3 K-R p <0,05*
mittels T-Test fiir CT3 M-K n.s.
unabhéngige M-R n.s.
Stichproben K—-R ns
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3.2.1.2 Vergleich der Messzeitpunkte

Einem initialen Verdiinnungseffekt entsprechend fand sich bei der zweiten Messung eine
signifikant verldngerte Verschlusszeit in der Rheohes-Gruppe. Dieser Anstieg war nach
4h deutlich riickldufig und sogar bis unter das Ausgangsniveau vermindert, der Wert t3
gegeniiber t1 jedoch nicht signifikant niedriger.

Ein dhnlicher Verlauf mit verldngerter Verschlusszeit nach Verdiinnung und Abfall unter
das Ausgangsniveau bei Zeitpunkt t3 fand sich in der Rheopond-Gruppe. Allerdings
zeigten sich hier deutlich signifikante Unterschiede zwischen allen drei Messzeitpunkten.
In der Kontrollgruppe wies der Messwert nach Gabe von 1000 ml Ringerlésung keinen
signifikanten Unterschied zum Messwert vor der Gabe auf. Wie in den beiden anderen
Untersuchungsgruppen zeigte sich aber auch hier eine deutlich kiirzere Verschlusszeit in
der Messung nach 4 Stunden. Der Unterschied zum Ausgangswert ist signifikant.
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Abb. 15 Mittelwerte und Standardabweichungen der im PFA gemessenen Verschlusszeit
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yok p<0,001
ok p<0,01
¥ p<0,05
n.s. nicht signifikant
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3.2.2 Blutvolumen (V) mit Epinephrin

Blutvolumen t1 t2 3

(uD Gruppe
K 361,08 (38,6) 431,50(73,5) 352,00 (50,9)
M 327,00 (31,9) 367,75(53,4) 327,83 (45,2)
R 349,92 (47,9) 391,54 (37,8) 336,15 (32,6)

A x (%) K +19,5 -2,5
M +12,5 + 0,25
R +11,9 -39

Tab.7  Mittelwerte und Standardabweichungen des im PFA gemessenen
Blutvolumens
A x Differenz zum Ausgangswert in %

Die Werte des im PFA gemessenen Blutvolumens verliefen fast analog zu den Werten
der Verschlusszeit: es zeigten sich auch hier hochsignifikante Unterschiede zwischen den
Messungen zu den Zeitpunkten t1- t3. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
fanden sich in den Ausgangswerten der beiden Untersuchungsgruppen Rheohes und
Rheopond.

3.2.1.1 Vergleich der Gruppen

In Bezug auf das im PFA gemessene Blutvolumen zeigten sich in allen drei Gruppen
parallele Verldufe: In jeder der drei Gruppen war die Zunahme des Blutvolumens 30 min
nach Infusion der jeweiligen Losung signifikant, ebenso die vier Stunden spéiter
gemessene Abnahme (s. Kurvenverlauf Abb.13), die in den beiden Hydroxyethyl-
starkegruppen sogar hochsignifikant war. Es zeigten sich keine bedeutsamen
Unterschiede zwischen den Ausgangswerten und den zum Zeitpunkt t3 ermittelten
Werten des Blutvolumens in den jeweiligen Gruppen.

Parameter Gruppe Signifikanz
VOL M-K p <0,05*
M-R n.s.
K-R n.s.
Tab. 8 , Vol 1 M-K p <0,05*
Vergleiche des im M_R s
PFA gemessenen -
Blutvolumens der K-R n.s.
Gruppen insgesamt Vol 2 M-K p<0,05*
und zu den M-R n.s.
einzelnen K-R p =0,09
Zeitpunkten t1-t3 2
mittels T-Test flir Vol 3 M-K n.8.
unabhingige M-R n.s.
Stichproben K-R n.s.
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3.2.1.2 Vergleich der Messzeitpunkte

Die Differenz der Ausgangswerte des im PFA gemessenen Blutvolumens der beiden
Hydroxyethylstirke-Gruppen entspricht der bei der Verschlusszeit ermittelten: Der t1-
Wert der Rheohes-Gruppe war schwach signifikant (p<0,05) geringer gegeniiber der
Rheopond-Gruppe, nicht gegeniiber der Kontrollgruppe mit Ringer. Dieser Unterschied
bestand ebenso beim zweiten Messzeitpunkt, wie schon in der Verschlusszeitmessung
aufgezeigt, war aber auch hier in der Messwiederholung nach 4h nicht mehr signifikant.
Der Vergleich der HES-Gruppen mit der Ringer-Gruppe ergab keine bedeutsamen
Unterschiede. Ein schwach signifikanter Unterschied zwischen Gruppe K und Gruppe R
zum Zeitpunkt t2 der CT lieB3 sich hier nicht mehr bestitigen (p = 0,097).
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Abb. 16 Mittelwerte und Standardabweichungen des im PFA gemessenen Blutvolumens

Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yo p<0,001

Yok p<0,01

* p<0,05

n.s. nicht signifikant
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3.2.3

Initialer Fluss
(nl/min)

Ax (%)

Initialer Fluss (IF)

t1 t2 t3
Gruppe
K 176,08 (13,9) 193,75 (16,3) 191,42 (11,3)
M 170,58 (13,5) 187,67 (17,6) 179,33 (12,7)
R 181,08(16,0) 206,62 (12,5) 190,54 (13,6)
K + 10,0 + 8,7
M + 10,0 + 5,1
R + 14,4 +5,2

Tab. 9 Mittelwerte und Standardabweichungen des initialen Blutflusses
A x Differenz zum Ausgangswert in %

Die Messwerte des Initialen Flusses, der initial durchflieBenden Menge Blut pro
Zeiteinheit, zeigen einen von den zuvor angefiihrten Parametern des PFA differierenden
Verlauf.

Es zeigte sich zwar auch hier ein deutlicher Anstieg des initialen Blutflusses durch
Verdiinnung nach Infusion in allen drei Untersuchungsgruppen. Dieser hatte sich jedoch
auch nach vier Stunden noch nicht wieder normalisiert bzw. lag noch deutlich iiber dem
Ausgangsniveau.

3.2.3.1 Vergleich der Gruppen

Die hochsten Werte zu allen drei Zeitpunkten wurden in der Ringer- Kontrollgruppe
ermittelt. Trotzdem unterscheiden sich die Ausgangswerte dieser Gruppe nicht signifikant
von denen der HES- Gruppen.

Bedeutsame Unterschiede fanden sich zum Messzeitpunkt t2: der Anstieg des initialen
Blutflusses lag in der Gruppe mit Ringer-Losung deutlich iiber den erreichten Werten der
anderen beiden Gruppen, gegeniiber Rheohes hochsignifikant (p< 0,001) aufgrund des
niedrigen Ausgangswertes in dieser Gruppe. Zum dritten Zeitpunkt blieb diese Differenz
zwischen der Gruppe Rheohes und der Gruppe Ringer weiter signifikant. Aufgrund des
nur geringen Abfalls des initialen Blutflusses in der Gruppe Rheopond zeigten sich hier
die Messwerte fast gleich denen der Kontrollgruppe.

Parameter Gruppe Signifikanz
Initialer Fluss M-K n.s.
M-R p<0.05*
Tab. 10 K-R n.s.
ab.

Vergleiche des IF1 M-K n.S.
Initialen M-R n.s.
Blutflusses im K-R n.s.
PFA der Gruppen IF 2 M-K n.s.
insgesamt und zu M-R p <0,01 **
den einzelnen ek
Zeitpunkten t1-83 K-R p <0.05
mittels T-Test fiir IF 3 M-K n.s.
unabhiingige M-R p<0.05*
Stichproben K-R n.s.
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3.2.3.2 Vergleich der Messzeitpunkte

In allen Gruppen war der Anstieg des initialen Blutflusses zum Zeitpunkt t2, 30 min nach
Verdiinnung, hochsignifikant.

Zum Messzeitpunkt t3 fand sich in den Gruppen Rheohes und Ringer ein signifikanter
Abfall des IF wie zuvor in den Untersuchungen zur Verschlusszeit und zum Blutvolumen
beobachtet. In der Gruppe Rheopond dagegen bleibt der Wert auf hohem Niveau, so dass
auch die Differenz t1-t3 hochsignifikant bleibt fiir diese Gruppe, fiir die anderen beiden
Untersuchungsgruppen trotz des Abfalls immerhin signifikant. Dies weist darauf hin,
dass der Ausgangswert auch vier Stunden nach Verdiinnung in keiner der Gruppen
wieder erreicht worden ist.
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Abb. 17 Mittelwerte und Standardabweichungen des im PFA gemessenen Initialen Blutflusses

Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
e p<0,001

Yok p <0,01

w p <0,05

n.s. nicht signifikant
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3.24 Quotient aus Verschlusszeit und Initialem Blutfluss

In den Ergebnissen des PFA findet sich zum Zeitpunkt t2, nach Gabe der jeweiligen
Infusion in allen Parametern ein deutlicher Verdiinnungseffekt.

Eine verldngerte Verschlusszeit (VZ), analog dazu ein hdheres Blutvolumen (V) sowie
auch ein erhohter initialer Blutfluss (IF).

Auffallend ist jedoch, dass zum dritten Messzeitpunkt nach 4 h sich noch immer ein
erhohter initialer Fluss zeigt, wihrend dagegen die Verschlusszeiten wie auch das
Blutvolumen zu diesem Zeitpunkt unter den Ausgangswert gesunken sind.

Diese Differenz wird noch deutlicher, wenn man den Quotienten aus Verschlusszeit und
initialem Blutfluss bildet.

3.24.1 Vergleich der Gruppen

Wie in den Messungen der Verschlusszeit festgestellt, bestétigte sich auch im Quotienten
aus Verschlusszeit und initialem Blutfluss ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen Rheohes und Rheopond in ihren Ausgangswerten wie auch in den
Messwerten nach 30 min. Zum dritten Messzeitpunkt nach 4h waren die Werte in der
Gruppe Rheopond so stark abgefallen, dass keine bedeutsamen Differenzen mehr
nachweisbar waren.

Ein schwach signifikanter Unterschied der Gruppe Rheopond gegeniiber der
Kontrollgruppe Ringer der in der Verschlusszeit am Messpunkt t2 und auch in der
Bestimmung des initialen Flusses zu diesem Zeitpunkt erkennbar war, erreicht mit der
Bildung des Quotienten hochsignifikante Werte.

Es zeigt sich also unmittelbar nach Infusion ein signifikanter Unterschied zwischen der
HES-Lo6sung aus Kartoffelstirke einerseits sowie der HES-Losung aus Maisstirke und
der Ringerldsung andererseits.

Parameter Gruppe Signifikanz
VZ/1F M-K p <0,05*
M-R n.s.

Tab. 11 K-R p <0,05 *
Vergleiche der VZ/IF 1 M_K p < 0,05 *
Quotienten aus M_R ’
Verschlusszeit / - n.s.
Initialem Fluss der K-R n.s.
Gruppen insgesamt VZ/IF 2 M-K p<0,05*
und bei Signifikanz zu M-R n.s.
den einzelnen . s
Zeitpunkten t1-t3 K-R p <0,01
mittels T-Test fiir VZ/F 3 M-K n.s.
unabhingige M-R n.s.
Stichproben K-R 1.S.
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3.24.2 Vergleich der Messzeitpunkte

Betrachtet man Verschlusszeit und initialen Blutfluss unabhidngig voneinander, ergibt
sich - bis auf eine Ausnahme in der Ringergruppe - ein hochsignifikanter Verdiinnungs-
effekt in der Messung 30 min nach Infusion.

Durch Bildung des Quotienten in Beziehung gesetzt, zeigt sich hier jedoch an diesem
Messzeitpunkt in keiner der drei Gruppen eine signifikante Anderung zum Ausgangswert.
Am Zeitpunkt t3 ist dagegen eine deutliche Verminderung des Quotienten in allen drei
Gruppen erkennbar: in den beiden Hydroxyethylstiarke- Gruppen stirker ausgeprégt als in
der Kontrollgruppe mit Ringer, vor allem in der Gruppe K = Rheopond ist der Abfall
hochst signifikant.

Unter Beriicksichtigung des noch anhaltenden Verdiinnungseffektes, der in den
Parametern Hdmatokrit und Himoglobin, sowie auch der Plasmaviskositédt erkennbar ist,
lasst sich hier eine gesteigerte primdre Hédmostase erkennen; die Bereitschaft zum
Verschluss der Kapillare des PFA hat also zugenommen, und zwar in allen drei
Untersuchungsgruppen.
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Abb. 18 Mittelwerte und Standardabweichungen des Quotienten aus Verschlusszeit/ Initialem Fluss

Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
e p<0,001

Yok p<0,01

% p <0,05

n.s. nicht signifikant
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3.25 Auswertung unter Ausschluss der Patienten mit Blutgruppe O

Da wie vorangehend erwéhnt die primdre Hamostase blutgruppenabhingig ist, wurden
die Ergebnisse des PFA bei den Patienten mit den Blutgruppen A, B und AB neu
berechnet und mit den Werten des Gesamtkollektivs verglichen. Unter Ausschluss der
Patienten mit Blutgruppe O ergaben sich folgende auswertbare Fille in den jeweiligen
Gruppen:

Rheopond  : 8 Patienten

Rheohes : 10 Patienten
Ringer : 9 Patienten
Verschlusszeit (VZ)

Die Ergebnisse der Verschlusszeit (VZ) im PFA100™ unter Ausschluss der Patienten mit
Blutgruppe O stimmen in ihrer Signifikanz mit denjenigen der gesamten Gruppen
iiberein. Es findet sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Stéirkepréparaten und
ein deutlicher, nach vier Stunden aber riickldufiger Verdiinnungseffekt in allen drei
Untersuchungsgruppen (s. Abschnitt 3.2.1).

Blutvolumen (V)

Im Gegensatz zur Verschlusszeit ist hier der zuvor festgestellte signifikante Unterschied
zwischen den beiden HES-Losungen Rheopond und Rheohes in der Berechnung ohne
Blutgruppe O nicht mehr nachweisbar.

Die Verldufe zwischen den einzelnen Messzeitpunkten entsprechen den vorangehenden
Bestimmungen des Blutvolumens im PFA100™.

Initialer Fluss (IF)

Auch bei der Messung des Initialen Flusses ist in dieser Auswertung kein signifikanter
Gruppenunterschied mehr nachweisbar. Die Differenz der Hydroxyethylstirkelosungen
jeweils gegeniiber der Kontrollgruppe lésst sich hier nicht bestitigen.

Quotient Verschlusszeit / Initialer Fluss

Ebenso lésst sich bei der Berechnung des Quotienten aus Verschlusszeit und initialem
Blutfluss kein bedeutsamer Unterschied zwischen den beiden Gruppen mehr feststellen.
Die Differenz zwischen dem Kartoffelstarkepraparat Rheopond und der Kontrollgruppe
mit Ringer bleibt dagegen signifikant.
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Die Verldufe in den drei Gruppen entsprechen den vorangehenden Befunden unter
Einschluss aller untersuchten Patienten. Eine Ausnahme ist nur der Verlauf in der Gruppe
Rheopond: die Werte zum dritten Messzeitpunkt sind hier gegeniiber dem Ausgangswert
nicht mehr signifikant vermindert.
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—{1— Rheopond
—O— Ringer

Abb.19 Mittelwerte des Quotienten aus Verschlusszeit/ Initialem Fluss
unter Ausschluss von Blutgruppe 0
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yor p<0,001
et p<0,01
%* p <0,05
n.s. nicht signifikant
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33 Kleines Blutbild
3.3.1 Héamatokrit (Hkt)
Hamatokrit t1 2 t3
(%) Gruppe
K 38.80 (1,9) 33,74 (2,6) 36,45 (2,9)
M 38.73(2,3)  34,78(22)  37,32(1,9)
R 37,20 (2,6) 31,97 (2,6) 35,49 (2,6)
A x (%) K - 13,0 -6,1
M - 10,2 -3,6
R - 14,1 -4.6
Tab.12  Mittelwerte und Standardabweichungen des Hdmatokrit

A x Differenz zum Ausgangswert in %

In allen drei Untersuchungsgruppen zeigte sich ein hochsignifikanter Verdiinnungseffekt,
der auch vier Stunden nach der Infusion noch nachweisbar war.

3.3.1.1

Vergleich der Gruppen

Zwischen den Verldaufen des Hamatokrit iber den Messzeitraum in den beiden Gruppen

mit Stirkeldsung liessen sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen.

Auffallend war nur die Differenz der Gruppe Rheohes zur Kontrollgruppe mit
Ringerlosung: Schon in den Ausgangswerten zeigte sich ein signifikant niedrigerer
Hématokrit in der Gruppe mit Ringer als in der Gruppe mit Rheohes. Dieser initiale

Abstand wurde im Messverlauf beibehalten.

Dabei ist anzumerken, dass sich hier wohl die unterschiedliche Geschlechtsverteilung in
den beiden Gruppen wiederspiegelt; wiahrend die Gruppe Rheohes den hochsten Anteil an
Minnern hat (9 von 12), hat die Gruppe Ringer den hochsten Anteil an Frauen (7 von
13), was den niedrigeren Mittelwert erkléren kdnnte.

Tab. 13

Vergleich des
Héamatokrit der
Gruppen insgesamt,
bei Signifikanz
(p<0,05) zu den
einzelnen Zeitpunkten
t1-t3 mittels T-Test
fiir unabhéngige
Stichproben

Parameter Gruppe Signifikanz
HKT M-K n.s.
M-R p <0,05*
K—-R n.s.
Hkt 1 M-K n.s.
M-R p <0,05*
K—-R n.s.
Hkt 2 M-K n.s.
M-R p<0,05*
K-R n.s.
Hkt 3 M-K n.s.
M-R p <0,05 *
K-R n.s.
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3.3.1.2 Vergleich der Messzeitpunkte

In jeder Gruppe fanden sich zwischen allen Messzeitpunkten hochsignifikante
Unterschiede. Dies betrifft den ausgepriagten Verdiinnungseffekt 30 min nach Infusion als
auch den Wiederanstieg des Hamatokrit nach vier Stunden. Ebenso hochsignifikant war
aber auch die Differenz t1-t3, woran erkennbar ist, dass das Ausgangsniveau bei der
dritten Messung noch nicht wieder erreicht worden ist ( s.Abb. und Tabelle im Anhang ).

%

—&— Rheohes
—— Rheopond
—@— Ringer
t1 t2 t3
I |
Ao g

Abb. 20 Mittelwerte und Standardabweichungen des Hamatokrits
Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yok p<0,001
Yele p<0,01
% p <0,05
n.s. nicht signifikant
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3.3.2 Héamoglobin (Hb)
Hamoglobin t1 t2 t3
(g/dl) Gruppe
K 13,58 (0,9) 11,77 (1,2) 12,71 (1,3)
M 13,80 (0,9) 12,22 (0,8) 13,12 (0,7)
R 12,90 (1,2) 11,25 (0,9) 12,42 (1,0)
A x (%) K - 13,3 -6,4
M -114 -4.9
R - 12,7 -3,7
Tab. 14  Mittelwerte und Standardabweichungen des Himoglobin (g/dl)

A x Differenz zum Ausgangswert in %

Analog dem Verlauf des Hédmatokrit zeigte sich nach Infusion ein hochsignifikanter
Abfall des Himoglobins durch Verdiinnung, der zum dritten Messzeitpunkt noch nicht
wieder auf den Ausgangswert angestiegen war.

3.3.21 Vergleich der Gruppen

Zwischen den Verldufen des Himoglobins iiber den Messzeitraum zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen allen drei Gruppen. Die Differenz der
Hamatokritwerte zwischen Rheohes- und Ringergruppe lieB sich anhand der
Héamoglobinwerte nicht bestitigen.

Parameter
HGB

Gruppe Signifikanz

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

Hb 1

Hb 2

Tab. 15
Vergleich der
Hamoglobinwerte
der Gruppen Hb 3
insgesamt
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3.3.2.2

Vergleich der Messzeitpunkte

Es fanden sich hochsignifikante Unterschiede zu allen Messzeitpunkten t1-t3.

g/dl

Abb. 21

14,0

13,5

13,0

12,5

12,0

—@— Rheohes
—— Rheopond
—@— Ringer

Mittelwerte und Standardabweichungen des Himoglobins

Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yor p<0,001

Yele p<0,01

% p <0,05

n.s. nicht signifikant
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333 Thrombozyten

Thrombozyten t1 t2 t3

(x10%/ pnl) Gruppe
K 202,92 (32,0) 184,83 (26,3) 200,25 (31,4)
M 204,50 (46,0) 185,83 (38,4) 203,67 (39,5)
R 188,23 (42,1) 160,38 (37,3) 183,46 (46,5)

A x (%) K -89 13
M -9,1 04
R - 14,7 -2.5

Tab.16  Mittelwerte und Standardabweichungen der Thrombozyten

A x Differenz zum Ausgangswert in %

Den Parametern Hadmatokrit und Hédmoglobin entsprechend zeigte sich auch in den
Thrombozytenzahlen in allen drei Gruppen eine Verminderung nach Verdiinnung und ein
Wiederanstieg zum letzten Messzeitpunkt- hier allerdings wieder bis auf das
Ausgangsniveau.

3.3.3.1 Vergleich der Gruppen

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Hydroxyethylstirkegruppen in Bezug auf die Thrombozytenzahlen und deren Verlauf.
Die Werte in der Ringer-Kontrollgruppe verhielten sich ebenfalls analog, allerdings
waren der Abfall und der Wiederanstieg der Thrombozytenzahlen nach Verdiinnung
deutlicher ausgeprigt.

Parameter Gruppe Signifikanz
Thrombo- M-K n.s.
zyten M-R n.s.
K-R n.s.
PLT 1 M-K n.s.
M-R n.s.
K-R n.s.
PLT 2 M-K n.s.
Tab. 17 M-R n.s.
Vergleiche der K-R ns
Thrombozytenzahlen —
der Gruppen PLT 3 M-K n.s.
insgesamt M-R n.s.
K-R n.s.
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3.3.3.2 Vergleich der Messzeitpunkte

Zwischen den Messzeitpunkten tl und t2 sowie t2 und t3 zeigten sich deutliche
Differenzen (p<0,01). Im Unterschied zu den Verldufen von Hamatokrit und Himoglobin
waren diese jedoch nicht mehr hoch signifikant, wie auch an der prozentualen Anderung
erkennbar ist.

Auffallend ist ebenso, dass in keiner der drei Gruppen die Differenz zwischen
Ausgangswert und dem letzten gemessenen Wert der Thrombozyten mehr signifikant ist.
Die Thrombozyten sind also bereits nach vier Stunden auf den primidren Wert wieder
angestiegen.

220

M- - - - - — —— ————

200

190
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170

—€— Rheohes
—— Rheopond
—@— Ringer

160
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n.s.

Abb. 22 Mittelwerte und Standardabweichungen der Thrombozyten
Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yok p<0,001
Yok p <0,01
¥ p<0,05
n.s. nicht signifikant
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34 Rheologische Parameter

34.1 Plasmaviskositit
Plasmaviskositit t1 t2 t3
(Pa-s) Gruppe

K 1,245(0,11) 1,174 (0,06) 1,196 (0,07)
M 1,225(0,09) 1,167 (0,06) 1,195 (0,09)
R 1,211 (0,07)  1,085(0,06) 1,175 (0,05)
A x (%) K -5,7 -39
M 47 24
R - 10,4 2.9

Tab. 18  Mittelwerte und Standardabweichungen der Plasmaviskositét
A x Differenz zum Ausgangswert in %

Die Untersuchung der Plasmaviskositdt ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen
den drei Gruppen K = Rheopond, M = Rheohes und R = Ringer. Im Verlauf der
Messwerte iiber die Zeit spiegelte sich auch hier der Verdiinnungseffekt mit
Verminderung der Plasmaviskositit und Wiederanstieg bis auf anndhernd an den
Ausgangswert wider.

34.1.1 Vergleich der Gruppen

Die statistische Analyse ergibt keine bedeutsamen Unterschiede zwischen den drei
Infusionslésungen in ihrem Einfluss auf die Plasmaviskositit.

Bei Betrachtung des Kurvenverlaufs fallen dennoch die fast identischen Messwerte fiir
die beiden Hydroxyethylstirkelosungen Rheohes und Rheopond auf, wie auch schon in
den vorangehenden Untersuchungen zu Thrombozyten, Hdmoglobin und Hématokrit
erkennbar war.

Parameter Gruppe Signifikanz
Plasma- M-K n.s.
viskositit M-R n.s.
K-R n.s.
Plv1 M-K n.s.
M-R n.s.
K-R n.s.
Plv 2 M-K n.s.
Tab. 19 M-R n.s.
Vergleich der K-R n.s.
Plasmaviskositit Plv 3 M-K I.S.
der Gruppen M-R n.s
insgesamt K_R n's'
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3.4.1.2 Vergleich der Messzeitpunkte

In den beiden Gruppen mit HES-Losungen zeigte sich nach Infusion eine signifikante
Verminderung (p<0,01) der Plasmaviskositit. Der zdgernde Wiederanstieg bis zum
dritten Messzeitpunkt erreichte keine Signifikanz.

In der Gruppe mit Ringerlosung ist der Abfall der Messwerte nach Verdiinnung
hochsignifikant, ebenso auch der Wiederanstieg der Plasmaviskositdt zum Zeitpunkt t3.
In den beiden Hydroxyethylstirkegruppen ist dagegen ein verzogerter Anstieg erkennbar,
der unter dem Ausgangsniveau bleibt. Dennoch ist die Differenz zum ersten
Messzeitpunkt nicht signifikant.

1,4

Pa's

—&— Rheohes
—m— Rheopond
—@— Ringer
1,0
t1 2 3
l |
n.s

Abb. 23 Mittelwerte und Standardabweichungen der Plasmaviskositét
e p<0,001
Yele p<0,01
w p <0,05
n.s. nicht signifikant
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3.4.2 Kolloidosmotischer Druck

Kolloidosmotischer i1 2 Q3

Druck

(mmHg) Gruppe
K 28,79 (4,0) 25,62 (4,0) 24,72 (3,7)
M 27,90 (3,0) 25,96 (2,5) 26,52 (3,5)
R 27,19 (2,5) 18,90 (1,2) 23,93 (2,2)

A x (%) K -11,0 - 14,1
M -6,9 -4.9
R - 30,5 -12,0

Tab. 20 Mittelwerte und Standardabweichungen des
kolloidosmotischen Drucks
A x Differenz zum Ausgangswert in %

In den Messwerten des kolloidosmotischen Drucks zeigte sich wiederum kein
Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit HES-Losungen. Die in der
Plasmaviskositditsmessung angedeutete Differenz zur Kontrollgruppe mit Ringer-Losung
erwies sich hier jedoch als signifikant.

3.4.2.1 Vergleich der Gruppen

Die Ausgangswerte des kolloidosmotischen Drucks lagen in allen drei
Untersuchungsgruppen eng beieinander. Die Hydroxyethylstarkelosungen weisen auch
bei dieser Messung einen anndhernd analogen Verlauf auf. Die Messwerte in beiden
Gruppen sind zu keinem Zeitpunkt signifikant verschieden.

Dagegen zeigte sich in der Kontrollgruppe mit Ringer ein deutlich abweichender Verlauf
insbesondere am zweiten Messzeitpunkt: der Verdiinnungseffekt nach Ringerlosung
erwies sich als hochsignifikant verschieden von dem Effekt nach Verdiinnung durch
Hydroxyethylstirke beider Ausgangssubstanzen.

Parameter Gruppe Signifikanz
KOD M-K n.s.
M-R p <0,01 **
K-R p <0,05*
Kod 1 M-K n.s.
M-R n.s.
Tab. 21 K-R n.s.
Vergleich des Kod 2 M-K n.s.
kolloidosmotischen M-R p < 0,001 ***
Drucks der Gruppen K-R p < 0,001 ***
insgesamt, —
bei Signifikanz zu den Kod 3 M-K 1.8. N
einzelnen Zeitpunkten M-R p <0,05
K-R n.s.
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3.4.2.2 Vergleich der Messzeitpunkte

In der Gruppe M = Rheohes zeigte sich wie in der Gruppe K = Rheopond ein
signifikanter ~Abfall des kolloidosmotischen Drucks nach Verdiinnung. Der
Wiederanstieg der Werte erfolgte nur sehr langsam; auch hier wurde das Ausgangsniveau
- wie auch bei den Messungen zur Plasmaviskositit - nach vier Stunden nicht wieder
erreicht.

In der Rheopond-Gruppe blieb der Wert zum dritten Zeitpunkt am deutlichsten unter
Ausgangsniveau und fiel sogar noch weiter ab. Ein analoger Verlauf in dieser HES-
Gruppe war bei der Messung des initialen Flusses im PFA zu beobachten.

Die Messwerte in der Ringer-Gruppe zeigten wie schon beschrieben hochsignifikante
Unterschiede zwischen allen Messzeitpunkten: eine deutliche Verminderung des
kolloidosmotischen Drucks gefolgt vom Wiederanstieg auf einen Wert, der
hochsignifikant geringer bleibt als der Messwert vor Verdiinnung.

mmHg

—&— Rheohes
—— Rheopond
—@— Ringer
17
t1 2 t3
I |
*
% %
% % %k

Abb. 24 Mittelwerte und Standardabweichungen des kolloidosmotischen Drucks
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yo p<0,001
i oxd p<0,01
w p <0,05
n.s. nicht signifikant
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3.5 Plasmatische Gerinnung
3.5.1 Aktivierte Partielle Thromboplastinzeit (aPTT)
aPTT t1 t2 t3
(sec) Gruppe
K 28,58 (2,5) 31,47 (2,4) 29,88 (3,8)
M 31,21 (3,9) 32,44 (3,5) 30,02 (4,5)
R 30,14 (3,8) 32,67 (4,9) 30,19 (5,1)
A x (%) K + 10,1 +4,5
M +3,9 -3,8
R + 8,4 +0,2

Tab. 22 Mittelwerte und Standardabweichungen der a PTT
A x Differenz zum Ausgangswert in %

Der Verdiinnungseffekt nach Infusion ist in allen drei Gruppen gleichermallen auch
anhand der aPTT erkennbar. Die Messwerte blieben dabei zu jedem Zeitpunkt im

Normbereich.

3.5.1.1

Vergleich der Gruppen

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen Rheohes,
Rheopond und Ringer, weder in ihren Ausgangswerten noch zu spiteren Mess-
zeitpunkten. Die Untersuchungsgruppen K= Rheopond und R= Ringer wiesen hier
anndhernd parallele Verldufe auf.

Tab. 23

Vergleiche der
aPTT der Gruppen
insgesamt

Parameter

Gruppe

Signifikanz

aPTT

n.s.
n.s.
n.s.

aPTT 1

n.s.
n.s.
n.s.

aPTT 2

n.s.
n.s.
n.s.

aPTT 3

AREZREZEREEREXL
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n.s.
n.s.
n.s.
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3.5.1.1 Vergleich der Messzeitpunkte

Sowohl in der Rheopond-Gruppe als auch in der Kontrollgruppe mit Ringer war der
Anstieg der aPTT nach Verdiinnung durch die jeweilige Losung hochsignifikant
(p<0,001), der Abfall der Werte bis zur dritten Messung dagegen nicht mehr. Die aPTT
blieb in beiden Gruppen zu diesem Zeitpunkt oberhalb der Ausgangswerte.

In der Rheohes-Gruppe war dagegen ein abweichender Verlauf festzustellen: Der Anstieg
der aPTT zum zweiten Zeitpunkt erwies sich als nicht signifikant, der nachfolgende
Riickgang auf Messwerte unter Ausgangsniveau dagegen als signifikant (p<0,05).

Die Differenz zwischen dem Wert vor Infusion und der Messung nach vier Stunden
erreichte in keiner Gruppe Signifikanz.

sec

—4— Rheohes
—— Rheopond
—@— Ringer
28
t1 t2 3
I |
n.s

Abb. 25 Mittelwerte und Standardabweichungen der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yo p<0,001
ok p<0,01
* p<0,05
n.s. nicht signifikant
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3.5.2 Quick (Prothrombinzeit)
Quick t1 t2 t3
(%) Gruppe
K 110,8 (11,4) 103,5 (8,6) 105,6 (9,1)
M 108,7 (10,3) 101,3 (9,3) 107,5 (9,3)
R 108,0 (7,9) 99,0 (8,8) 102,2 (9,8)
A X (%) K -6,5 -4,7
M -6,8 -1,1
R -8,3 -53

Tab. 24 Mittelwerte und Standardabweichungen der Prothrombinzeit
A x Differenz zum Ausgangswert in %

Die Untersuchung des Quick ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen M = Rheohes, K = Rheopond und R = Ringer. Der Verlauf der Messwerte
zeigte eine Verminderung der Prothrombinzeit nach Infusion der jeweiligen Ldsung,
analog zu den vorab dargestellten Befunden der aPTT.

3.5.21 Vergleich der Gruppen

Wie in den vorangehenden Untersuchungen zur aPTT sowie auch zur Plasmaviskositit,
den Thrombozyten und dem Hamoglobin zeigten die Gruppen keine Differenzen, die als
signifikant einzustufen sind. Die Parameter in der Rheopond- und Ringergruppe weisen
wie zuvor bei der Messung der aPTT beobachtet nahezu parallele Verldufe auf; die
Rheohes-Gruppe fillt hingegen durch einen signifikanten Anstieg (p<0,001) des Quicks
am dritten Zeitpunkt auf.

Parameter Gruppe Signifikanz

Quick

n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.

Quick 1

Quick 2 n.s.
n.s.

n.s.

Tab. 25

Vergleich der
Prothrombinzeit der
Gruppen insgesamt

Quick 3 n.s.
n.s.

n.s.
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3.5.2.2 Vergleich der Messzeitpunkte

Die Mittelwerte der Prothrombinzeit zum Zeitpunkt t1 zeigen keine bedeutsamen
Abweichungen untereinander.

Spiegelbildlich zur Verldngerung der aPTT zeigte sich in der Messung des Quickwertes
ein hochsignifikanter Verdiinnungseffekt zum zweiten Messzeitpunkt, 30 min nach
Infusion.

Der Wiederanstieg zum Zeitpunkt t3 bleibt in der Rheohes-Gruppe zwar signifikant
(p<0,01) erreicht dennoch vier Stunden spéter noch nicht das initiale Niveau. Dieses gilt
insbesondere auch fiir die anderen Gruppen K = Rheopond und R = Ringer, in denen
nach nur geringem Wiederanstieg (nicht signifikant) der Ausgangswert nicht wieder
erreicht wird.
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Abb. 26 Mittelwerte und Standardabweichungen der Prothrombinzeit
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yok p<0,001
Yok p<0,01
* p<0,05
n.s. nicht signifikant
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353 Fibrinogen

Fibrinogen t1 2 t3

(mg /dl) Gruppe
K 302,50 (49,0) 255,83 (38,0) 272,50 (55.,3)
M 316,67 (51,9) 282,50 (48,1) 303,33 (52,3)
R 293,85 (77,1) 246,92 (58,4) 289,23 (73,9)

A x (%) K - 15,4 -9,9
M - 10,8 -4,2
R - 15,9 -1,5

Tab. 26 Mittelwerte und Standardabweichungen des Fibrinogens
A x Differenz zum Ausgangswert in %

Anhand des Fibrinogens ist ebenfalls ein kréftiger initialer Verdiinnungseffekt erkennbar.
Den vorangehenden Untersuchungen zur aPTT und zum Quick vergleichbar war auch
hier mit Ausnahme von geringen Abweichungen kein bedeutsamer Unterschied zwischen
den drei Gruppen festzustellen.

3.5.3.1 Vergleich der Gruppen

Der Abfall des Fibrinogens nach Infusion der jeweiligen Losung ist hoch signifikant (p<
0,001). Dieser Effekt in allen drei Gruppen parallel hatte sich so deutlich bisher nur am
Verlauf des Himatokrit und des Himoglobins gezeigt.

Auch der in jeder Gruppe anders verlaufende Wiederanstieg ldsst keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen erkennen. Insbesondere nach Infusion
der beiden Hydroxyethylstirke-Losungen wird der Ausgangswert vor der Verdiinnung
noch nicht wieder erreicht.

Parameter Gruppe Signifikanz
Fibrinogen M-K n.s.
M-R n.s.
K—-R n.s.
Fibr 1 M-K n.s.
M-R n.s.
K—-R n.s.
Fibr 2 M-K n.s.
M-R n.s.
Tab. 27 K-R n.s.
Vergleich des Fibr 3 M-K n.s.
Fibrinogens der M—-R .S.
Gruppen insgesamt K_-R IS,
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3.5.3.2 Vergleich der Messzeitpunkte

Die Differenz zwischen erstem und zweitem Messzeitpunkt erweist sich wie bereits
beschrieben als hochsignifikant.

Allein in der Ringer-Gruppe zeigte sich auch ein hochsignifikanter Wiederanstieg des
Fibrinogens bis zum dritten Messzeitpunkt vier Stunden spéter. Die Differenz zum letzten
Messzeitpunkt ist in der Rheopond-Gruppe nicht signifikant, die fast parallel
verlaufenden Werte in der Rheohes-Gruppe erreichen ein gerade signifikantes Niveau (p<
0,05).

Obwohl vom Fibrinogen als Akut-Phase-Protein hier hohere Messwerte, moglicherweise
iiber Ausgangsniveau, zu erwarten gewesen waren, lasst sich insbesondere in den beiden
Gruppen mit Hydroxyethylstirke-Losungen ein anhaltender Verdiinnungseffekt
erkennen.

340

mg/dl

320

300

280

260
—&— Rheohes
240 —— Rheopond
—@— Ringer

220

Abb. 27 Mittelwerte und Standardabweichungen des Fibrinogens
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yok p<0,001
Yok p<0,01
* p<0,05
n.s. nicht signifikant
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354 Thrombinzeit
Thrombinzeit t1 t2 t3
(sec) Gruppe
K 17,14 (0,98) 17,11 (0,94) 17,48 (0,99)
M 17,23 (1,23) 16,95 (1,25) 17,02 (1,42)
R 17,80 (1,09) 18,22 (1,03) 18,79 (2,89)
A x (%) K -0,18 +1,98
M -1,63 -1,22
R +2,36 +5,56
Tab. 28 Mittelwerte und Standardabweichungen der Thrombinzeit

A x Differenz zum Ausgangswert in %

Die Messung der Thrombinzeit zeigte trotz Verdiinnung nur minimale Schwankungen
innerhalb des Normbereiches und somit in allen drei Gruppen zu keinem Zeitpunkt eine

signifikante Anderung.

3.54.1

Vergleich der Gruppen

Die Ausgangswerte der Thrombinzeit in den drei Gruppen zeigten zwar keine
signifikanten Unterschiede, auffallend ist aber dennoch der erhohte Ausgangswert in der
Kontrollgruppe, der durch zunehmenden Anstieg nach Verdiinnung eine signifikante
Differenz der Ringer-Gruppe gegeniiber den beiden Hydroxyethylstirke-Gruppen

bedingt.

Tab. 29

Vergleich der
Thrombinzeit der
Gruppen insgesamt

Parameter Gruppe Signifikanz

Thrombinzeit M-K n.s.
M-R p<0,01**
K-R p<0,05 *

TZ 1 M-K n.s.
M-R n.s.
K-R n.s.

TZ 2 M-K n.s.
M-R p =0,01 **
K-R p=0,01 **

TZ3 M-K n.s.
M-R n.s.
K-R n.s.
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3.54.2 Vergleich der Messzeitpunkte

Die geringfiigigen Schwankungen der Werte der Thrombinzeit innerhalb des
Normbereiches zeigten zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Anderung. Ein
Verdiinnungseffekt mit Riickbildungstendenz zum Zeitpunkt t3 war nicht erkennbar.
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Abb. 28 Mittelwerte und Standardabweichungen der Thrombinzeit
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yok p<0,001
Yok p <0,01
¥ p<0,05
n.s. nicht signifikant
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3.6 Faktor VIII/ von-Willebrand-Aktivitiit
3.6.1 Faktor VIllc
Faktor VIIIc t1 t2 t3
(%) Gruppe
K 116,43 (43.3) 93,48 (19,8) 119,28 (36,7)
M 124,62 (37,2) 107,95 (39,3) 130,48 (38,8)
R 132,92 (31,5) 126,75 (42,7) 150,11 (35,6)
A x (%) K - 19,7 +2.4
M -13,4 +4,7
R -4,6 +12,9

Tab. 30 Mittelwerte und Standardabweichungen des Faktor VIIIc
A x Differenz zum Ausgangswert in %

An der prozentualen Verminderung des Faktor VIIIc ist ein deutlicher Verdiinnungs-
effekt mit nachfolgender iiberschieBender Kompensation erkennbar. Dennoch erweisen
sich die gemessenen Werte als nicht, bzw. nur schwach signifikant unterschiedlich zu
einzelnen Zeitpunkten.

3.6.1.1 Vergleich der Gruppen

Die Untersuchungsgruppen K = Rheopond und M = Rheohes zeigten keine Differenzen
untereinander, dieses gilt auch fiir den Vergleich der Rheohes-Gruppe mit der
Kontrollgruppe R = Ringer. Im Vergleich der Rheopond-Gruppe mit der Kontrollgruppe
fiel in der Varianzanalyse ein anndhernd signifikanter Unterschied auf. In der
Uberpriifung mittels t-Test fiir unabhingige Stichproben zu den einzelnen Zeitpunkten
zeigten die beiden Gruppen keine Differenzen in ihren Ausgangswerten, aber signifikante
Unterschiede zu den Zeitpunkten t2 und t3.

Auffallend ist auch bei der Untersuchung des Faktor VIlIc der schon zuvor beobachtete
nahezu parallele Verlauf der Messwerte der beiden Hydroxyethylstiarke-Losungen.

Parameter Gruppe Signifikanz
Faktor VIllc M-K n.s.
M-R n.s.
K-R p=0,06
FVIIIc 1 M-K n.s.
M-R n.s.
K-R n.s.
FVIIIc 2 M-K n.s.
M-R n.s.
Tab.13.1 ) K—_R p < 0,05 *
;/;IZEOSI\C/H?S Séier FVIlic3 M-K n.s.
Gruppen insgesamt M-R n.s.
K-R p<0,05*
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3.6.1.2 Vergleich der Messzeitpunkte

Die Messwerte der einzelnen Gruppen zum Zeitpunkt tl vor Verabreichung der
Infusionslosung unterschieden sich nicht signifikant untereinander. Auch der durch den
Vergleich der Zeitpunkte t1 und t2 beschriebene Verdiinnungsetffekt erwies sich in keiner
Gruppe als statistisch signifikant. Nur in der Rheopond-Gruppe mit der deutlichsten
Verminderung des Faktor VIlIc nach Infusion zeigte sich anndhernd Signifikanz (p=
0,057).

Der Wiederanstieg des Faktor VIlIc ist in allen drei Gruppen zum dritten Messzeitpunkt
iiber dem Ausgangswert, bleibt jedoch in der Rheohes-Gruppe weiterhin unter
signifikantem Niveau. In den Gruppen K = Rheopond und R = Ringer dagegen ist er
signifikant (p<0,05).

Trotz des Anstiegs des Faktor VIIIc zum Zeitpunkt t3 auf einen Wert iiber den initialen
Messwert hinaus, bleibt diese Differenz statistisch nicht bedeutsam.
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Abb. 29 Mittelwerte und Standardabweichungen des Faktor VIIIc
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yor p<0,001
ok p<0,01
* p<0,05
n.s. nicht signifikant
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3.6.2 Von-Willebrand-Antigen (vW:Ag)

vW:Ag t1 2 t3

(%) Gruppe
K 126,67 (51,2) 103,08 (32,9) 128,58 (55,6)
M 145,00 (61,5) 105,17 (62,6) 156,00 (71,0)
R 162,69 (66,1) 149,00 (68,5) 179,00 (78,1)

Ax (%) K - 18,6 +1,5
M -27,5 +7,6
R -8,4 + 10,0

Tab. 32 Mittelwerte und Standardabweichungen des von-Willebrand-
Antigens
A x Differenz zum Ausgangswert in %

Die Messwerte des von-Willebrand-Antigens entsprechen den Messungen zum Faktor
VllIc: Es zeigen sich auch hier keine bedeutsamen Unterschiede im Verlauf der drei
Gruppen, doch die Verminderung wie auch der Wiederanstieg des von-Willebrand-
Antigens nach Infusion erreicht Signifikanz.

3.6.2.1 Vergleich der Gruppen

In dieser Messung zeigen alle Untersuchungsgruppen ausgesprochen parallele Verldufe.
In jeder der drei Gruppen sind der signifikante Verdiinnungseffekt und der signifikant
erhohte Wert nach vier Stunden ersichtlich.

Analog der Messung des Faktor VIIIc ist der prozentuale Abfall in den beiden
Hydroxyethylstarkegruppen deutlicher als in der Kontrollgruppe mit Ringer- hier wird
nach geringerer Verminderung die hochste prozentuale Zunahme nach vier Stunden
erreicht.

Parameter Gruppe Signifikanz
vW:Ag

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

APARAFRIRAAAIAFA AR

vW:Ag 1

vW:Ag 2

Tab. 33
Vergleich des von-
Willebrand-Antigens vW:Ag 3
der Gruppen
insgesamt

REEREZREZIREER
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3.6.2.2 Vergleich der Messzeitpunkte

Wie aus der Abbildung ersichtlich und vorab beschrieben sind die Differenzen t1-t2 und
t2-t3 in jeder Gruppe signifikant (p<0,05). Das von-Willebrand-Antigen ist zwar zum
Messzeitpunkt t3 in jeder Gruppe erhoht, jedoch nicht bedeutsam iiber dem jeweiligen
Ausgangswert.
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Abb. 30 Mittelwerte und Standardabweichungen des von-Willebrand-Antigens
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yo p<0,001
ok p<0,01
* p<0,05
n.s. nicht signifikant
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3.6.3 Ristocetin-Cofaktor

Ristocetin-Cofaktor t1 t2 t3

(%) Gruppe
K 110,33 (52,2) 56,75 (16,4) 81,42 (34,8)
M 120,58 (55.4) 94,67 (38,8) 105,08 (48,6)
R 174,08 (95,8) 105,77 (58,8) 155,92 (82,3)

A x (%) K -48.6 -26,2
M -21,5 -12,8
R -39.2 -10.4

Tab. 34 Mittelwerte und Standardabweichungen des Ristocetin-
Cofaktors
A x Differenz zum Ausgangswert in %

Auch bei der Bestimmung des Ristocetin-Cofaktors ist der Verdiinnungseffekt nach
Infusion deutlich und nach vier Stunden noch sichtbar.

Dieser Befund entspricht den Beobachtungen zum Fibrinogen, zum Quick wie auch den
rheologischen Parametern kolloidosmotischer Druck und Plasmaviskositit und den
Werten im kleinen Blutbild, verhélt sich dagegen abweichend zu Faktor VIIIc und von-
Willebrand-Antigen.

3.6.3.1 Vergleich der Gruppen

Die beiden Hydroxyethylstiarkegruppen unterscheiden sich nicht bedeutsam voneinander.
Bei Betrachtung des Faktor VIlIc in den drei Gruppen fiel der grenzwertig signifikante
Unterschied zwischen der Gruppe Rheopond und der Ringer-Kontrollgruppe auf, der hier
hochsignifikant deutlich wird.

Parameter Gruppe Signifikanz
R-Cofaktor

n.s.
n.s.

p <0,01 **
n.s.
n.s.

p<0,05*
n.s.
n.s.

p <0,01 **
n.s.
n.s.

p <0,01 **

RCof 1

|
ARARRARANAAARNAFAAA

RCof 2

Tab. 35
Vergleiche des
Ristocetin-Cofaktors RCof 3
der Gruppen
insgesamt
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3.6.3.2 Vergleich der Messzeitpunkte

In allen drei Gruppen zeigt sich eine deutliche Verminderung des Ristocetin- Cofaktors -
wie schon am von-Willebrand-Antigen erkennbar- hier in den Gruppen Rheopond und
Ringer sogar hochsignifikant.

Doch wihrend in der Untersuchung des von-Willebrand-Antigens in allen Gruppen ein
deutlicher Anstieg am dritten Messzeitpunkt erkennbar war, bleibt der Ristocetin-
Cofaktor auch nach vier Stunden noch unter dem Ausgangswert vermindert. In keiner der
drei Gruppen erreicht der Wiederanstieg ein signifikantes Niveau.
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Abb. 31 Mittelwerte und Standardabweichungen des Ristocetin-Cofaktors
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
Yo p<0,001
ok p<0,01
* p<0,05
n.s. nicht signifikant
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3.6.4 Auswertung unter Ausschluss von Patienten mit Blutgruppe O

Aufgrund der Blutgruppenabhingigkeit der primdren Hdmostase wurden auch die Werte
des von-Willebrand-Antigens, des Faktor VIIIc und des Ristocetin-Cofaktors ohne die
Patienten mit der Blutgruppe O in den jeweiligen Untersuchungsgruppen berechnet.

Faktor VIIlc

Die Auswertung unter Ausschluss von Blutgruppe O bestétigt die vorangehenden
Ergebnisse. Es lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
nachweisen. Dies gilt in gleicher Weise fiir das

Von-Willebrand-Antigen

Es zeigen sich auch hier keinerlei Differenzen der Untersuchungsgruppen untereinander.
Wie im Gesamtkollektiv beobachtet folgt auf einen signifikanten Abfall des von-
Willebrand-Antigens durch Verdiinnung ein Wiederanstieg auf das Ausgangsniveau.

Ristocetin-Cofaktor

In dieser Untersuchung fiel im Gesamtkollektiv ein bedeutsamer Unterschied zwischen
den Gruppen Rheopond und Ringer zu allen drei Messzeitpunkten auf. Unter Ausschluss
aller Patienten mit der Blutgruppe O ist diese Differenz nicht mehr nachweisbar.

Die jeweiligen Verldufe in den drei Gruppen entsprechen den vorangehenden Befunden
unter Einschluss aller untersuchten Patienten.
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Abb. 32 Mittelwerte und Standardabweichungen des Ristocetin-Cofaktors
unter Ausschluss der Blutgruppe O
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3.7 Thrombozytenaggregation

Weder bei der Aggregationsinduktion durch Ristocetin in den Konzentrationen 1,5umol
und lpmol noch fiir Kollagen oder ADP in den Konzentrationen 2pumol und 4pmol
zeigten sich innerhalb der einzelnen Gruppen signifikante Anderungen durch die
verabreichte Infusion zu den verschiedenen Messzeitpunkten (s. Tabellen). Es zeigten
sich auch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Allein in der Aggregation mit dem Stimulanz Arachidonsdure stellte sich ein
Verdiinnungseffekt dar.

In jeder der drei Gruppen ist eine hochsignifikante Verminderung der Maximalamplitude
der Thrombozytenaggregation erkennbar. In der Gruppe Rheohes wie auch in der
Kontrollgruppe mit Ringer zeigte sich allerdings kein bedeutender Wiederanstieg zum
zweiten Messzeitpunkt, in der Gruppe Rheopond ist dieser dagegen sehr signifikant.
Trotz dieses unterschiedlichen Verlaufs ist die Differenz zum Ausgangswert in keiner der
drei Gruppen signifikant.
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Abb. 30 Mittelwerte und Standardabweichungen der Thrombozytenaggregation mit Arachidonsiure

Signifikanz der Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten t1, t2 und t3
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4. Diskussion

4.1 Kartoffel- und Maisstirke

In unserer Untersuchung wurden zwei niedermolekulare, mittelgradig substituierte HES-
Losungen verglichen, die in ihrem Molekulargewicht (70.000 D) und ihrer Konzentration
(6%), dem Substitutionsgrad (0,51-0,55) wie auch in ihrer Elektrolytzusammensetzung
und Osmolaritét {ibereinstimmen. Unterschiedlich waren daher nur die Ausgangssubstanz
und die damit verbundenen strukturellen und physikochemischen Charakteristika.
Wachsmaisstiarke weist einen hoheren Anteil an verzweigtem Amylopectin auf. Daraus
resultiert eine erhohte Wasserbindungskapazitit, die sich in einer Steigerung des
kolloidosmotischen Druckes zeigen kann. Ein hoherer Verzweigungsgrad bedeutet
langsameren enzymatischen Abbau, damit eine ldngere Verweildauer im Korper und
moglicherweise eine ausgepriagtere Volumenwirkung.

Kartoffelstéirke ist aufgrund des hoheren Gehaltes an linearer Amylose weniger verzweigt
und weist einen hoheren Anteil an Phosphatestern auf. Dieser ist der Grund fiir die
geringere Segmentdichte und die hohere Viskositit der aus Kartoffel hergestellten
Starkelosungen. Ausgehend von diesen physikochemischen Unterschieden stellt sich die
Frage, ob Losungen dieser beiden Stdrkearten weitgehend dquivalent in der Klinik
einsetzbar sind.

In Untersuchungen an mittelmolekularen HES-Losungen aus Kartoffel- und Maisstérke
sind Unterschiede zwischen den beiden Ausgangssubstanzen beziiglich ihres Einflusses
auf die Gerinnung beschrieben worden. Sefrin (155) fand in einer prospektiven
randomisierten Studie mit 6%-iger mittelmolekularer Hydroxyethylstirke eine signifikant
verldngerte aPTT in der mit HES aus Kartoffelstidrke behandelten Patientengruppe sowie
einen stirkeren Abfall des Faktor VIlIc und des von-Willebrand-Faktors. Da die Werte
jedoch im Normbereich blieben, schlussfolgerte er, dass die Infusion von 1000 ml der
jeweiligen Losung zu keiner klinisch relevanten Beeinflussung der Himostase fiihrt.
Jamnicki (76) wies eine stirkere Beeintrdchtigung der Blutgerinnung durch HES auf
Kartoftelstiarkebasis im Vergleich zu herkommlicher aus Maisstiarke hergestellter HES
nach. In einer in-vitro Untersuchung mit prdoperativen Proben von 100 Patienten priifte
er den Einfluss von mittelmolekularer HES- und physiologischer Kochsalzlosung in
unterschiedlichen Verdiinnungsstufen auf Gerinnungsparameter im Thrombelastogramm
(TEG). Dabei zeigte sich eine deutliche, iiber den Verdiinnungseffekt hinausgehende
Auswirkung auf alle TEG-Parameter: eine verldngerte r- und k-Zeit, eine Verminderung
von Maximal-Amplitude und Winkel o, sowie gesteigerte Fibrinolyse nach 30 und 60
min, durchweg signifikant stirker ausgeprégt bei Hydroxyethylstirke aus Kartoftel.
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4.2 Einfluss von HES auf die Gerinnung

Die Infusion von Hydroxyethylstirke nimmt potentiell Einfluss auf mehrere
Mechanismen der Hamostase:

Es tritt ein Verdlinnungseffekt ein mit daraus resultierenden Verdnderungen der
Blutviskositdt und der Thrombozytenzahl;

ein Einfluss auf die Thrombozytenfunktion; sowie

ein Effekt auf die Konzentration und Aktivitit der Gerinnungsfaktoren und der
Fibrinolysefaktoren; hier wird insbesondere die spezifische Beeinflussung der
FaktorVIII-Aktivitit bzw. des von-Willebrand-Faktors diskutiert.

4.2.1 Hamodilution

Jegliche Verabreichung von Infusionsldsungen verursacht zunédchst eine Hamodilution
und fiihrt damit durch Verdnderung verschiedener Parameter zu einer potentiellen
Beeinflussung der Himostase.

1. Hiamatokrit

Der tibliche klinische Indikator zur Abschétzung einer Hamodilution ist der Hdmatokrit.
Wie zu erwarten zeigt sich in unserer Untersuchung am Verlauf des Hédmatokrit ein
hochsignifikanter Verdiinnungseffekt nach Gabe aller drei Losungen 30 min nach der
Infusion (t2). Auffallend ist dagegen die noch anhaltende Verminderung des Hamatokrit
am Messzeitpunkt nach 4h. Damit zeigt sich auch nach Einmalgabe von nur 500 ml einer
niedermolekularen Losung ein ausgeprdgt anhaltender Volumeneffekt. Dieser ist
erkldrbar durch die in dieser Losung vorliegende erhohte Anzahl onkotisch aktiver
Molekiile.

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Losungen aus Kartoffel-
und Maisstirke ldsst sich nicht nachweisen. Trotzdem fillt eine stirkere Verminderung
des Hématokrit nach Infusion von Kartoffelstirke (-13,0%) als nach Infusion von
Maisstiarke (-10,2%) auf. Diese Differenz ist auch am Messzeitpunkt nach 4 Stunden
noch festzustellen (-6,1 vs.-3,6%). Die gleiche Beobachtung machte Sefrin in seiner
Untersuchung an mittelmolekularer HES (155). Der Verdiinnungseffekt nach Gabe von
HES aus Kartoffelstirke war starker ausgeprigt, wenngleich auch hier nicht statistisch
signifikant.

Diese Beobachtung widerlegt die Vermutung, dass aus dem hoheren Verzweigungsgrad
der Maisstiarke ein ausgeprigterer Volumeneffekt resultiert. Im Gegenteil ist es die
weniger verzweigte Kartoffelstirke, die eine stirkere Verdiinnung erzeugt. Dies ist am
ehesten zurlickzufiihren auf die engere Molekulargewichtsverteilung in der HES aus
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Kartoffelstirke. Die Hydroxyethylstirke aus Mais weist zum Einen einen hoheren Anteil
an sehr kleinen Molekiilen auf, die bereits innerhalb weniger Minuten renal eliminiert
werden, zum Anderen auch einen hoheren Anteil an groBen Molekiilen, die eine geringe
Wasserbindungskapazitit und daher eine schwéchere onkotische Wirkung haben. Somit
ist es wahrscheinlich, dass sich am letzten Messzeitpunkt mehr Molekiile aus
Kartoffelstiarke im Intravasalraum befinden, die die anhaltende Dilution bedingen.

In Bezug auf die Hamostase kommt der Absenkung des Hamatokrit eine besondere
Bedeutung zu. Eine inverse Korrelation zwischen Blutungszeit und Hamatokrit konnte in
in-vitro-Modellen gezeigt werden (10,39,43.,45).

In einer Untersuchung von Haupt (39) zeigte sich eine deutliche Beeintrachtigung der im
IVBT gemessenen primdren Himostase durch eine Reduktion des Hdmatokrit nach Gabe
verschiedener Infusionslosungen. Die Ergebnisse wurden zurlickgefiihrt auf eine bei
niedrigerem Hématokrit geringer ausgeprigte Interaktion zwischen Thrombozyten und
Erythrozyten wie auch auf eine verdnderte Rheologie aufgrund einer Abnahme der
Blutviskositit.

2. Thrombozyten

Es kommt zu einer Verminderung der Thrombozytenzahl, die jedoch geringer ist, als es
eine streng mathematische Berechnung erwarten lieBe, da aus der Milz, dem
Thrombozytenpool des Organismus, reaktiv Thrombozyten freigesetzt werden. Eine
Studie von Sefrin (155) zeigte einen signifikanten Abfall der Thrombozytenzahl um 10%
gegeniiber dem Ausgangswert nach Infusion von 1000 ml Hydroxyethylstiarkelosung aus
Mais- bzw. Kartoffelstdrke. Unter Beriicksichtigung der Abnahme des Hématokrits
liessen sich diese Verdnderungen allein durch Dilution erkldaren. Nach Angabe anderer
Autoren blieb die Zahl der Thrombozyten unverdndert (17,28,62,106,164) oder fiel nur
voriibergehend ab (34,73,196), wobei sie allerdings immer in einem Bereich blieb, der fiir
die primdre Hidmostase ausreichend war.

In unserer Untersuchung zeigte sich der ausgepréigteste Abfall der Thrombozyten nach
Infusion von 1000 ml Ringer-Losung (-14,7%), in den beiden HES-Gruppen um 9% (K:
-8,9%; R:-9,1%). Der Wiederanstieg auf das Ausgangsniveau in allen drei Gruppen bei
an Hamatokrit und Plasmaviskositit erkennbarem noch anhaltendem Verdiinnungseffekt
nach vier Stunden spricht fiir eine reaktive, wenn auch miBige Ausschiittung von
Thrombozyten.
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3. Blut- und Plasmaviskositit

Durch alle gebrduchlichen Volumenersatzmittel kommt es zur Verdiinnung des Blutes
und damit zu einer Verringerung der Konzentration der korpuskuldren sowie der im
Plasma gelosten Teilchen, was zu einer mehr oder minder ausgepriagten Abnahme der
Blutviskositit fiihrt.

Es muss unterschieden werden zwischen Blut- und Plasmaviskositét, die zwar in engem
Zusammenhang stehen, jedoch von unterschiedlichen Einflussgrossen abhédngen.

Die hier gemessene Plasmaviskositiit ist in erster Linie von der Konzentration der
hochmolekularen Proteine (insbesondere Fibrinogen) abhingig, aber auch die qualitative
Zusammensetzung der Plasmaproteinfraktionen (Albumin-Globulin-Relation) spielt dabei
eine Rolle.

Blut ist aufgrund seiner Zusammensetzung aus Plasma und korpuskuldren Teilen eine
heterogene Fliissigkeit und weist eine variable Viskositit auf. Somit ist die Blut- oder
Vollblutviskositit eine komplexe Grofle, in die neben der Plasmaviskositdt auch die
Erythrozytenaggregation und die Leukozytenadhdsion eingehen. Aufgrund der
variierenden zelluliren Wechselwirkungen sind Blut- und Plasmaviskositdt von
vielféltigen Faktoren abhingig (s. Abb. 34).

/ Hamatokrit \ Endothel
Erythrozyten- : — Thrombozyten-
aggregation » | Blutviskositat | €—— aggregation
\ Plasmaviskositat / Konzentration
aggregierender
T Substanzen
Abb. 34
Einfluss verschiedener Proteinkonzentration
Parameter auf Fibrinogen >
Blut- und Albumin >
Plasmaviskositit Globulin

Weitere Einflussfaktoren, die in-vivo ein Rolle spielen, sind z.B. Azidose, Hypoxie,
Hypokapnie, Lebensalter, Tageszeit, Genussmittelkonsum und Geschlecht. Die
Aggregationstendenz der Erythrozyten, die ebenfalls Auswirkungen auf die Blutviskositét
hat, wird durch den Anteil aggregierender Proteine im Blut beeinflusst (v.a. Fibrinogen,
a-Makroglobulin).

Beyer et al. (8) zeigten in ihrer Untersuchung, dass die Infusion von durchschnittlich
2500 ml Hydroxyethylstdrkelosung zu einer Abnahme der Plasmaviskositét fiihrt. Sie
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fiihrten dies auf eine Zunahme der Hidmodilution zuriick. Eine Studie von Koscielny (92)
kam zu dem Ergebnis, dass sich die Plasmaviskositdt nach Infusion von 500 ml 6% HES
200/0,5 bei einem Kollektiv von gesunden Probanden zunichst nicht &ndert; in der
Messung nach 24h war sie tendenziell erniedrigt. Dagegen kam es nach Infusion von 500
ml hochgradig substituierter HES 200/0,62 zu einem deutlichen Anstieg der
Plasmaviskositdt, der auch nach 24h immer noch signifikant war. Sie flihrten diese
Erhohung der gemessenen Viskositdt nicht auf Unterschiede zwischen den infundierten
Losungen zuriick, da diese sich sowohl in ihren kinematischen als auch dynamischen
Eigenviskositdten entsprachen, sondern auf die unterschiedlichen Degradationsprodukte,
die nach der Infusion intravasal entstehen. HES mit hoéherem C2/Cé6-
Besetzungsverhéltnis wird langsamer abgebaut, die Konzentration von HES nach der
Infusion ist hoher und die entstehenden Abbauprodukte (,,Reststirken®) haben ein
hoheres Molekulargewicht. Dies erkldrt, dass das Abbauverhalten der Hydroxy-
ethylstarke-Molekiile auch die FlieBfdhigkeit des Blutes in unterschiedlicher Weise
beeinflusst.

Zu dhnlichen Ergebnissen kam auch Donner et al. (41): Er zeigte ebenfalls eine Zunahme
der Plasmaviskositdt innerhalb von 24h im Vergleich zur ersten Messung, wobei der
Unterschied jedoch nicht signifikant war. Dies macht deutlich, dass sich nicht von dem
einen HES-Priparat auf das andere schliessen ldsst, sondern die physiko-chemischen
Eigenschaften der jeweiligen Losung beriicksichtigt werden miissen.

Sefrin (155) untersuchte den Einfluss zweier mittelmolekularer 6% HES 200/0,5 aus
Kartoffel- bzw. Maisstirke auf die Plasmaviskositit. Die Ergebnisse dieser perioperativen
Studie waren mit den Resultaten von Koscielny et al. vergleichbar: HES fiihrte in der
Maisstarke- wie auch in der Kartoffelstirke-Gruppe zu einer geringfligigen, nicht
signifikanten Abnahme der Plasmaviskositit innerhalb von 24h. Insgesamt wurde die
Plasmaviskositdt durch beide Volumenersatzmittel dhnlich beeinflusst. Auch die
Verdnderungen der Plasmaviskositit nach Infusion von 500 ml 10% HES 200/0,5 in der
Studie von Simon et al.(158) zeigten einen vergleichbaren Verlauf. Am ersten post-
operativen Tag kam es zu einer geringfiigigen, nicht signifikanten Abnahme um 3%
gegeniiber dem Ausgangswert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung bestétigen die der angefiihrten Studien: Trotz der in
der in-vitro Studie von Burchard und Aberle (1) nachgewiesenen signifikant hoheren
Viskositdtszahlen fiir die Losungen aus Kartoffelstirke zeigten sich hier nahezu
identische Messwerte fiir die beiden Hydroxyethylstirkelosungen. Hinsichtlich ihrer
Auswirkung auf die Viskositit konnen deshalb beide Préiparate als gleichwertig eingestuft
werden.

Im Gegensatz zu den oben genannten Studien, die alle mit mittelmolekularer HES
durchgefiihrt wurden, konnten wir in dieser Untersuchung nach Infusion von
niedermolekularer Losung einen hochsignifikanten Abfall der Plasmaviskositét
nachweisen.

Dies bestdtigt vorangegangene Studien von Treib et al. (175,177) zur Anwendung
niedermolekularer Hydroxyethylstirke-Losungen im Rahmen einer Hédmodilutions-
therapie.

Dabei hat sich insbesondere unter rheologischem Aspekt die Anwendung
niedermolekularer Losungen als giinstig erwiesen, wie auch an den Arbeiten von Ehrly
und Landgraf (44,97,98) sichtbar wurde. Wahrend es nach Gabe von 500 ml hoch-
molekularer HES 450 zu einer Verminderung der Blutviskositét, jedoch zu einem Anstieg
der Plasmaviskositidt kam, zeigte sich nach Infusion von HES 40/0,5 eine signifikante
Verminderung  sowohl der Blut- und Plasmaviskositit als auch der
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Erythrozytenaggregation. Aufgrund des niedrigen Ausgangs-Molekulargewichtes, das
auch dem in-vivo-Molekulargewicht entspricht, ist keine unerwiinschte Kumulation von
Reststirken zu beobachten. Dieser Aspekt ist besonders bei Langzeitanwendung, wie bei
der Therapie der arteriellen Verschlusskrankheit als Hauptindikation fiir die
Héamodilution von Bedeutung.

Mit dem Ziel, durch Steigerung der Blutzellgeschwindigkeit Sauerstoffverluste durch die
Arteriolenwand zu reduzieren und den Sauerstofftransport in den Kapillaren zu erh6hen
soll die Sauerstoffversorgung des Gewebes optimiert werden. Nach Untersuchungen von
Barras (6) ist es gerade die Plasmaviskositit, welche die Durchstromung der
Mikrostrombahn determiniert, da der Hamatokrit in den nutritiven Kapillaren so gering
wird, dass sich die Gesamtviskositit des Kapillarblutes der Plasmaviskositéit anndhert.
Auch zur Héamodilutionsbehandlung von ischdmischen Hirninsulten, vendsen und
arteriellen retinalen Durchblutungsstdrungen sowie akuten Horverlusten ist daher HES-
Losungen mit kiirzerer intravasaler Verweildauer und optimalen rheologischen
Eigenschaften der Vorzug zu geben. Dabei spielt die Ausgangssubstanz unseren
Beobachtungen zufolge keine Rolle.

4. Kolloidosmotischer Druck

Der kolloidosmotische Druck ist eine Sonderform des osmotischen Drucks. Er wird als
physikalische Grofe in biologischen Systemen iiberwiegend durch den Proteingehalt des
Plasmas bestimmt und entsteht immer dann, wenn zwei Fliissigkeitskompartimente mit
hochmolekularen kolloidalen Substanzen durch semipermeable Membranen voneinander
abgegrenzt werden.

In unserer Untersuchung zeigte sich nach Gabe aller drei Losungen ein signifikanter
Abfall des kolloidosmotischen Drucks, der auch nach vier Stunden noch nachweisbar
war. Dies werten wir als deutlichen Verdiinnungseffekt, am ausgeprégtesten erkennbar in
der Gruppe mit Ringer-Losung, der Losung mit der geringsten onkotischen Wirksamkeit.
Die beiden Hydroxyethylstirken unterschieden sich nicht signifikant voneinander;
lediglich in der Gruppe Rheopond war der 4h- Wert um ca. 14% gegeniiber dem
Ausgangswert erniedrigt.

Diese Beobachtung wird bestétigt in der Studie von Sefrin (155), wo sich ebenfalls fiir
die Gruppe mit HES aus Kartoffelstirke am Messzeitpunkt nach 24h eine Erniedrigung
um ca. 11% gegeniiber dem Ausgangswert ergab. Die Strukturunterschiede zwischen
Kartoffel- und Maisstérke lassen eher das Gegenteil erwarten: Die Maisstirke mit dem
hoheren Anteil an Amylopectin, das durch seine verzweigte Struktur eine hohere
Wasserbindungkapazitét als die weniger verzweigte Kartoffelstdrke bietet, wire demnach
eher in der Lage, einen hoheren kolloidosmotischen Druck aufzubauen. Entscheidend fiir
den kolloidosmotischen Druck ist jedoch vor allem die Anzahl der onkotisch aktiven
Teilchen, wie auch ihre GroBle. Kleine Molekiile besitzen die grofite kolloidosmotische
Aktivitat, da ihre Oberfldche relativ zur Molekiilmasse und somit auch die mogliche
Belegoberfliche fiir Wasser grosser ist. Die herstellungsbedingt engere Molekular-
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gewichtsverteilung der Kartoffelstirkelosung verursacht, wie am Hé&matokrit bereits
erldutert, den ausgepriagteren Verdiinnungseftekt.

Da die Mittelwerte zu allen Messzeitpunkten im Normbereich lagen, ergab sich aus
keiner dieser Beobachtungen eine klinische Relevanz. Daraus ldsst sich auch folgern,
dass die Infusion der verwendeten HES-Priparate keinen wesentlichen Einfluss auf den
kolloidosmotischen Druck hat.

Zu dhnlichen Ergebnissen kam auch Forster (53), der nach Applikation von 500 ml
hyperonkotischer 10% HES 200/0,5 initial keine Verdnderung beobachten konnte. Auch
eine leichte Abnahme des kolloidosmotischen Drucks 60 min danach war drei Stunden
spater wiederum auf Ausgangswerte zuriickgegangen.

Dagegen kam es in der Studie von Bormann et al.(21), die HES 6% mit Humanalbumin
5% verglichen, zu einer nicht signifikanten Abnahme des KOD in der postoperativen
Phase.

Auch Donner et al.(41) berichteten von einem Abfall des KOD um 5,2% unmittelbar
nach Applikation von 500 ml 6% HES 200/0,5. Am deutlichsten war dieser Effekt drei
Stunden nach Infusion, wobei es zu einer Abnahme des KOD um 16,6% gegeniiber der
ersten Messung kam. Diese Differenz war am darauffolgenden Tag wieder ausgeglichen.
Ebenfalls zu einer Abnahme des kolloidosmotischen Drucks von durchschnittlich 2,93
kPa auf 2,26 kPa kam es wihrend der ersten zwei intraoperativen Stunden in der
Untersuchung von Beyer et al. (8).

In einer Studie von Kohler (2) dagegen bewirkte die Gabe von 500 ml 10% HES 200/0,5
nach 400 ml Blutentzug einen Anstieg des KOD innerhalb der ersten Stunde. Der weitere
Verlauf des gemessenen Drucks korrelierte eng mit dem Verhalten des Blutvolumens und
erreichte 72h danach annéhernd den Ausgangswert. Ein dhnliches Studiendesign lag in
der Untersuchung von Hensel et al (66) vor. Im Rahmen einer pridoperativen
normovoldmischen Hamodilution wurde durch Blutentnahme und Volumensubstitution
mit 6% HES 200/0,5 ein Hamatokrit von 30 % angestrebt. Nach Applikation der HES-
Losung kam es im Mittel zu einer geringgradigen Verminderung des KOD, der in
Einzelfillen unter den Normbereich abfiel. Die Autoren erkldrten den Effekt einerseits
durch die Hadmodilution und andererseits durch die Eigenschaften des verabreichten
Plasmaersatzmittels. Im Gegensatz zur hochmolekularen HES 450 und zur 10%igen
mittelmolekularen HES 200/0,5, die hyperonkotisch wirksam sind, besitzt 6%HES
200/0,5 lediglich eine normoonkotische Wirkung. In den Arbeiten von Mortelmans
(115,116) und Vogt et al (196), die Hydroxyethylstarkelosungen in GroBenordnungen
von > 1500 ml infundierten, blieb der KOD stets im Normbereich.

Ohnehin ist die klinische Relevanz dieses Parameters nach wie vor umstritten. Zum einen
sind bei der Methode der Messung des onkotischen Drucks einige spezifische Faktoren
zu beachten. Der gemessene Wert ist fiir verschiedene Onkometer nicht identisch und
hiangt vor allem von der eingesetzten Membran ab. In-vivo sind die onkotischen
Verhéltnisse noch wesentlich komplexer, da Membranen im lebenden Organismus
dynamische Grenzen darstellen, deren Durchldssigkeit fiir hochmolekulare Substanzen
keinesfalls nur vom Molekulargewicht abhingig ist. Zudem ist der messbare onkotische
Druck des Plasmas eine vom gesunden Organismus geregelte Grosse, die durch viele
weitere Einflussfaktoren bestimmt wird, z.B. dem jeweiligen Hydratisierungszustand wie
auch der Tageszeit etc. Somit lésst sich der eigentliche Volumeneffekt eines kolloidalen
Plasmaersatzmittels auch nicht mit Hilfe der KOD-Messung ermitteln.
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4.2.2 Primire Hamostase

In fast allen Studien zum Einfluss von Hydroxyethylstirke auf die Gerinnung finden sich
Bestimmungen zu Parametern der plasmatischen Gerinnung wie aPTT, Quick,
Thrombinzeit und Fibrinogen (13,17,18,19,106,164,175,196) als auch Messungen zum
von-Willebrand-Antigen und Faktor VIII (28,35,62,66,73,103,116,153,164,166,180). Zur
Erfassung der Thrombozytenfunktion wurden viele Studien unter Anwendung der
Thrombozytenaggregation durchgefiihrt (9,17,19,153), zur Beurteilung der globalen
Gerinnung das Thrombelastogramm (4,48,52,77,86,117,132,142,191) eingesetzt.
Dagegen gibt es nur vereinzelt Untersuchungen, in denen der Schwerpunkt auf der
Messung der primidren Hamostase liegt. In einer Arbeit von Halonen et al.(62) zum
Vergleich von HES 120 und Dextran als Plasmaersatzmittel bei groen Laparotomien
wurde die Blutungszeit nach Ivy eingesetzt. Als in-vivo Methode mit vielen schlecht
eliminierbaren Einfluss- und Storgrossen bietet diese Bestimmung jedoch keine
aussagekriftigen Ergebnisse. In den letzten Jahren hat sich der PFA100 zunehmend als
sensitive Methode zur Bestimmung der ,,In-vitro-Blutungszeit* etabliert. Innerhofer (73)
untersuchte mit dieser Methode den Einfluss von Hydroxyethylstirke, Gelatine und
Ringer-Lactat auf die primdre Himostase.

Mit diesem auch in dieser Untersuchung verwendeten in-vitro-Blutungstest war eine
isolierte Beurteilung der nicht-vaskuldren priméiren Hdmostase moglich. Im Unterschied
zu anderen Testverfahren werden im PFA100 nicht nur Teilaspekte der
Thrombozytenfunktion wie Adhésion, Aggregation oder Freisetzungsreaktionen erfasst,
sondern die globale Funktion der Thrombozyten und die Interaktion mit weiteren
Faktoren der primédren Hdmostase.

Parameter des PFA

Verschlusszeit (VZ)

Die Verschlusszeit im PFA reflektiert die Zeit, in der sich in Abhdngigkeit von den
Aggregationsinduktoren ein Plédttchenaggregat gebildet hat, das den Blutfluss durch die
Membranapertur blockiert. Die Thrombozyten binden initial an das Kollagen in der
Membran der Messzelle durch eine Interaktion zwischen GPIb/IX/V und von-
Willebrand-Faktor wie auch durch direkte Bindung mittels GPIa/Ila-Rezeptor. Der von-
Willebrand-Faktor ist dabei das hauptséchliche Adhésivprotein.

Ein Anstieg der Verschlusszeit im PFA weist auf eine Stérung der nicht-vaskuldren
primidren Himostase hin. Zum einen kann die Ursache dafiir in einer Verdnderung der
Stromungsmechanik bei Himodilution liegen. Durch einen Verdiinnungseffekt kommt es
zu einer Abnahme des Hamatokrits und - in Abhéngigkeit von der verwendeten
Infusionsldsung - zu einer Anderung der Plasma- und/oder Blutviskositit. Andererseits
kann eine Abnahme der Konzentration von Substanzen, die die Thrombozyten-
aggregation und -adhdsion fordern, zugrunde liegen. Letztendlich sind auch direkte
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Effekte der infundierten Losungen auf die Thrombozytenfunktion bzw. den von-
Willebrand-Faktor in Erwdgung zu ziehen.

Blutvolumen (V)

Das im PFA ermittelte Blutvolumen ergibt sich aus der Verschlusszeit und dem mittleren
Blutfluss.

Eine Vergroferung des Blutvolumens nach Verabreichung einer Infusionslosung kann
durch eine verminderte Blut- bzw. Plasmaviskositéit verursacht sein. Parallel dazu findet
sich dann insbesondere eine Erhohung des initialen Blutflusses. Eine geringere
Plasmaviskositdt bewirkt eine erhohte Stromungsgeschwindigkeit und somit eine
Verkiirzung der Zeit, die den Thrombozyten zur Verfligung steht, um nach Kontakt mit
Kollagen bzw. Epinephrin adhédrent zu werden und zu aggregieren.

Ebenso kann aber auch eine erhohte Plasmaviskositit dazu fithren, dass weniger
Thrombozyten pro Zeiteinheit die Filter6ffnung passieren. Demzufolge werden dann
auch weniger Plittchen adhdrent, und es resultiert ebenfalls eine verldngerte
Verschlusszeit.

Ist dagegen die Anderung der Viskositit nicht auf den Zusatz einer Infusionsldsung
zuriickzufiihren, muss die Verdnderung des gemessenen Blutvolumens durch direkten
Einfluss auf die Thrombozytenfunktion bedingt sein.

Initialer Blutfluss (IF)

Der initiale Blutfluss wird im PFA als Volumen pro Zeiteinheit gemessen. Diese initale
FlieBgeschwindigkeit wird im Wesentlichen bestimmt vom H&matokrit und auch der
Viskositdt (bzw. Plasmaviskositit) des untersuchten Blutes, wie in vorangegangenen
Studien deutlich wurde (39).
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4.2.3 Héimodilution und primére Himostase

Der in unseren Messungen beobachtete Anstieg der Verschlusszeit - und nahezu analog
dazu das erhohte Blutvolumen - nach Gabe von Infusionslosungen ist durch H&mo-
dilution und eine dadurch bedingte Verdnderung der Stromungsmechanik erklarbar. Der
Verdiinnungseffekt ist vor allem an der verminderten Plasmaviskositét und der deutlichen
Abnahme des Hamatokrits erkennbar. Dieser ist auch in der letzten Messung nach vier
Stunden noch nachzuweisen: die Plasmaviskositit ist weiterhin unter dem Ausgangswert,
der Hamatokrit sogar hochsignifikant vermindert. Dazu passend zeigt sich im initialen
Blutfluss, dem Parameter der im Wesentlichen abhdngig ist von Hadmatokrit und
Plasmaviskositdt, ein deutlicher Anstieg, der auch am letzten Messzeitpunkt noch
signifikant erhoht bleibt.

Diesen Beobachtungen zufolge wire also unter fortbestehender Verdiinnung eine
Beeintrachtigung der Hamostase, bzw. eine verldngerte Verschlusszeit, wie auch ein
erhohtes Blutvolumen am letzten Zeitpunkt der Messung (t3) zu erwarten. Ganz im
Gegenteil zeigt sich jedoch eine Verkiirzung der Verschlusszeiten unter Ausgangsniveau.
Mittels Bildung des Quotienten aus initialem Blutfluss und Verschlusszeit ldsst sich die
noch bestehende Hidmodilution und die verminderte Plasmaviskositit zu diesem
Zeitpunkt einbeziehen. Die hochsignifikante Verminderung des Quotienten bestitigt die
Beobachtung, dass zum Zeitpunkt t3 eine gesteigerte primire H&mostase unter
Hamodilution vorliegt.

Dieses Ergebnis gilt fiir alle drei Untersuchungsgruppen gleichermafBen. Geringfiigige
Differenzen sind zum Teil durch Unterschiede in den Ausgangswerten bedingt; die
jeweiligen Verldufe in den drei Gruppen entsprechen sich weitgehend.

Es lasst sich schlussfolgern, dass sich sowohl die unterschiedlichen Hydroxyethyl-
starkelosungen nach Gabe von 500 ml als auch die Gabe von 1000 ml Ringerlésung in
threr Wirkung auf die primdre Hémostase entsprechen. Dabei ist keine iiber einen
Verdiinnungseffekt hinausgehende Beeintridchtigung der Blutstillung erkennbar. Fiir die
beobachtete Aktivierung der primdren Hamostase zum Zeitpunkt t3 gibt es verschiedene
Moglichkeiten der Erklarung.

Héamodilution per se liesse eine Beeintrachtigung der In-vitro-Blutungszeiten erwarten,
wie in den Arbeiten von Dietrich et al. (39) zur prioperativen normovoldmischen
Héamodilution und deren Einfluss auf die primidre Hdmostase erkennbar wurde. Er
untersuchte die Thrombozytenfunktion mittels in-vitro-Blutungstest bei unterschiedlich
verdlinnten Hamatokritwerten und stellte eine inverse Korrelation zwischen Hamatokrit
und Verschlusszeit, wie auch Blutvolumen und initialem Blutfluss fest. Die
Differenzierung nach verschiedenen Infusionslosungen ergab fiir alle getesteten
Substanzen (0,9%ige Kochsalzlosung, Albumin 5%, Dextran 6%, Gelatine 3,5% und
Hydroxyethylstirke 6%, MW 40.000 und 450.000) eine verlidngerte Blutungszeit in
Abhingigkeit von der Menge, bzw. der entsprechenden Verdiinnungsstufe. Dabei zeigte
sich der stirkste hdmostase-beeintrichtigende Effekt durch Kochsalz- und durch
Albuminlosung, wihrend sogar hochmolekulare HES und Dextran ohne wesentlichen
Einfluss blieben, sofern die zugesetzte Menge nicht 20% des Blutvolumens iiberschritt.
Dabei ist anzumerken, dass es sich um eine in-vitro-Studie mit unterschiedlich
eingestellten Hamatokritwerten und konstanten Thrombozytenzahlen handelte. Die
Schlussfolgerung, dass die Hydroxyethylstirke in-vitro den geringsten Einfluss auf die
primdre Hé&mostase hat und somit zur pridoperativen Héamodilution oder als
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intraoperativer Volumenersatz den anderen Infusionslosungen vorzuziehen ist, ldsst sich
mit unseren Beobachtungen in einer in-vivo-Studie unterstiitzen. Die festgestellte
Aktivierung der primdren Hé@mostase ist dann allein auf den operativen Eingriff
zuriickfiihrbar. Diese zeigt sich postoperativ besonders deutlich, trotz bestehender
Héamodilution und verstirkt durch eine vermehrte Ausschiittung von Thrombozyten.

Ruttmann (141,142,146) dagegen wies in seinen Untersuchungen nach, dass méssige
Hémodilution eine erh6hte Gerinnungsbereitschaft induziere.

Diese Hypothese wurde bereits 1951 von Rocantin et al. (146) und 1959 von Monkhouse
(114) aufgestellt und erst viel spéter von Janvrin (79) wieder aufgegriffen. Er bestitigte in
einer klinischen Studie, dass die Inzidenz postoperativer tiefer Beinvenenthrombosen mit
der Menge der intraoperativen Fliissigkeitsgabe korreliert. Heather et al. (65)
demonstrierten, dass die durch Kochsalz induzierte erh6hte Gerinnungsbereitschaft sogar
als pradiktiver Test flir ein erhohtes Thromboserisiko verwendet werden kann. Ebenso
wies Tuman (191) in einer klinischen Studie eine Hyperkoagulabilitit im
Thrombelastogramm (TEG) bei Patienten nach Gabe von Kristalloiden nach, fiihrte dies
jedoch nicht direkt auf die Infusionslésung zurtick.

Vinazzer und Bergmann (195) untersuchten in einer Doppelblindstudie die Gerinnung
mittels TEG und Standard-Parametern nach Gabe von entweder HES oder isotoner
Kochsalzlosung. Es zeigte sich eine Hyperkoagulabilitét in der Kontrollgruppe mit NaCl
und eine nicht signifikante Anderung in der HES-Gruppe. Da die Untersuchungen
postoperativ durchgefiihrt wurden, liess sich nicht differenzieren, ob die beobachteten
Verdnderungen auf chirurgische Stimuli zuriickzufithren oder durch die Verdiinnung
bedingt waren.

Zur Uberpriifung der Hypothese und zum Ausschluss externer Faktoren wie
Heparinisierung, Stressantwort, Gewebeschaden und Lisionen des Endothels fiihrte
Ruttmann zunichst eine in-vitro-Studie (141) durch und untersuchte Blutproben mit
entweder NaCl oder Gelatine verdiinnt mittels TEG. Er stellte fest, dass die Himodilution
mit beiden Losungen sowohl die intrinsische Gerinnung als auch die Plittchen- und
Fibrinogenaktivitédt verstarkt und schloss eine in-vivo-Studie (142) an, um zu kldren, ob
es sich bei der beobachteten Hyperkoagulabilitit um einen physiologischen Effekt oder
lediglich um ein Laborphdnomen handelt. Hierbei bestdtigten sich die vorangehenden
Beobachtungen. Nach Infusion von entweder 1000 ml physiologischer Kochsalzlosung
(NaCl 0,9%) oder HES 200/0,5 zeigte sich zunichst ein deutlicher Verdiinnungseffekt in
beiden Gruppen, erkennbar am Abfall der Thrombozyten und des Hamatokrits, aber auch
eine signifikante Verminderung der ATIII-Konzentration, die durch den
Verdiinnungseffekt alleine nicht erkldrbar war. Ruttmann fiihrte dieses Ergebnis auf eine
durch Hémodilution induzierte Thrombinbildung mit konsekutivem Verbrauch von
Fibrinogen und AT III zuriick.

Auftillig war zudem, dass sich in der Gruppe, die NaCI-Losung erhalten hatte, im TEG
eine Hyperkoagulabilitit zeigte, wihrend in der mit Hydroxyethylstirke infundierten
Gruppe keine Aktivierung der Gerinnung erkennbar war, was fiir eine
gerinnungshemmende Eigenschaft der Substanz spricht. Unsere eigene Untersuchung
bestitigt die beobachtete Aktivierung der Himostase unter bestehender Himodilution in
den Ergebnissen der in-vitro-Blutungszeit. Allerdings zeigt sich der Effekt hier bei allen
Losungen gleichermassen, sowohl nach Gabe von 1000 ml Ringer als auch nach 500 ml
HES 70/0,5. Wichtig zu betonen ist, dass Ruttmann in seiner Arbeit mittelmolekulare
HES verwendete, wihrend wir niedermolekulare HES untersuchten, die auch in
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vorangehenden Studien keine (44,175) bzw. nur eine geringfiigige Beeintrachtigung der
Gerinnung zeigte.

Die zugrundeliegenden Mechanismen fiir eine erhohte Gerinnungsaktivitidt unter
Hémodilution sind bisher nicht erklért. Die Elektrolytzusammensetzung und das Saure-
Basen-Gleichgewicht der jeweiligen Losung spielen dabei keine Rolle (143). Zu
vermuten ist ein Ungleichgewicht pro- und antikoagulatorischer Faktoren; demnach ist
die antikoagulatorische Aktivitdt mehr verdiinnt als die koagulatorische, woraus eine
erhohte Gerinnungsbereitschaft resultiert. Dies trifft zu bei moderater Hamodilution von
20-30%, bei hohergradiger (60%) Verdiinnung (130,131) zeigt sich dann eine
Beeintrachtigung der Himostase infolge Verdiinnung prokoagulatorischer Faktoren.

Die dargestellten Uberlegungen auf den klinischen Alltag zu {ibertragen, ist durchaus
nicht einfach, da der Grad der Hiamodilution in-vivo schwer einschitzbar ist und
unterschiedliche Einflussfaktoren auf die Hdmostase eine weitere Rolle spielen. Gerade
im perioperativen Einsatz, in einer ohnehin durch Hyperkoagulabilitit gekennzeichneten
Phase, ist eine zusétzliche erhohte Gerinnungsaktivierung unerwiinscht, und die Gabe
von Hydroxyethylstirke kann durchaus von Vorteil sein, um das Risiko einer
perioperativen Thrombose zu senken.

Andererseits wére bei Patienten mit erhohter Blutungsneigung, z.B. einem milden von-
Willebrand-Syndrom, einer maBigen Hamodilution mit Kristalloiden der Vorzug zu
geben. Nach unseren Beobachtungen sind aber auch niedermolekulare,
niedrigsubstituierte HES-Préparate gut einsetzbar und zeigen trotz des niedrigen
Ausgangs-Molekulargewichtes einen deutlichen und anhaltenden Volumeneffekt.

Dabei spielt nach unseren Ergebnissen auch die Ausgangssubstanz keine Rolle. Der in
einer Arbeit von Jamnicki (78) beobachtete verstirkte gerinnungsbeeintrichtigende
Effekt von HES aus Kartoffelstirke gegeniiber HES aus Maisstirke in-vitro war am
ehesten auf ein hoheres C2/C6-Verhéltnis des Kartoffelstarke-Praparates zuriickzufiihren.
Dieser Parameter, der wenn auch in geringerem Mafle als der Substitutionsgrad tiber die
Abbaubarkeit der Stirke entscheidet, hat somit Einfluss auf das in-vivo-Verhalten.

In unserer Untersuchung lag ebenfalls eine Differenz in der C2/C6-Ratio der beiden
Stiarken vor. Signifikante Unterschiede lieBen sich jedoch nicht feststellen, was am
ehesten auf das ohnehin niedrige initiale Molekulargewicht zuriickzufiihren ist, das sich
in-vivo kaum andert.



Diskussion 87

4.2.4 Thrombozytenaggregation

Diese Methode nach Born und Cross als eine der héufigsten Untersuchungen zur
Uberpriifung der Thrombozytenfunktion nach Gabe von Hydroxyethylstirke-Losungen
wurde in zahlreichen Studien eingesetzt. Die iiblicherweise verwendeten Aggreganzien
sind ADP, Epinephrin, Kollagen, Arachidonsdure oder Ristocetin, die auf
unterschiedlichen Wegen die Plédttchenaggregation induzieren.

Der Kontakt der zirkulierenden Thrombozyten mit Kollagenfibrillen findet unter
physiologischen Bedingungen im Bereich eines verletzten Gefaes statt, wodurch die
Thromboxan A2-Synthese, die Sekretion von aggregationsinduzierenden Substanzen aus
Speichergranula und ein Anstieg des Phosphatidylseringehaltes in der &usseren
Plattchenmembran ausgelost wird. Die in-vitro induzierte Aggregation ist eine sekundire
Reaktion auf ADP und Thromboxan A2.

Epinephrin agiert nicht als voller Agonist, kann jedoch die Effekte anderer Induktoren
auf Endreaktionen verstirken oder z.B. Anderungen der intrazelluliren Calcium-
Konzentration unterstiitzen.

ADP ist gegeniiber Kollagen und Thrombin ebenfalls ein schwacher Agonist. In
plattchenreichem Plasma verursachen niedrige Konzentrationen von ADP eine primire
inkomplette und reversible Phase der Aggregation, der bei hoheren Konzentrationen > 1-
3 pumol eine sekundire irreversible Phase folgt. ADP induziert einen raschen ,,shape
change” der Plittchen mit Ausbildung von Pseudopodien und iiber die Aktivierung des
GP IIb/Illa-Rezeptors die nachfolgende Aggregation.

Arachidonsdure wird durch die membrangebundene Cyclooxygenase in Prostaglandin
G2 umgewandelt. Daraus wiederum entsteht Thromboxan A2, das die Thrombozyten-
aggregation induziert.

Ristocetin ist ein aus einem Antibiotikum isolierter korperfremder Aktivator, der
konzentrationsabhdngig die Aggregation der Plittchen auf unterschiedlichen Wegen
auslost. In niedrigen Dosierungen aktiviert er die Pléttchen tiber den GPIIb/IIla-Rezeptor,
in hoheren Konzentrationen dagegen iiber den GPIb-Rezeptor unter Verwendung von
Faktor VllIc als Cofaktor.

In der vorliegenden Untersuchung zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen der
Thrombozytenaggregation, auch nicht zu den verschiedenen Messzeitpunkten. Die
Mittelwerte der Maximalaggregation waren in allen drei Gruppen im Normbereich.
Lediglich in der Aggregation mit Arachidonsdure zeigte sich nach Infusion in allen drei
Gruppen ein Abfall der Aggregation mit darauffolgendem Wiederanstieg. Da der gleiche
Verlauf auch in der Kontrollgruppe mit Ringer-Lésung zu beobachten und eine
Interferenz mit der Cyclooxygenase unwahrscheinlich ist, handelt es sich hierbei am
ehesten um einen Verdiinnungseffekt oder auch eine zu niedrig gewéhlte Konzentration
des Agonisten.

Ergebnisse anderweitiger Studien sind durchaus nicht einheitlich. Thompson et al. (169)
sowie Harke et al. (64) beschrieben eine Abnahme der kollageninduzierten Aggregations-
geschwindigkeit nach Infusion von HES.

Blaicher (9) zeigte in einer in-vitro Studie eine signifikante Abnahme der Thrombozyten-
aggregation mit Kollagen und Epinephrin nach Zusatz von mittelmolekularer HES
200/0,5 in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen. Allerdings zeigte sich der Effekt nur bei
hoheren HES-Konzentrationen, die Induktion mit den Agonisten ADP und Ristocetin
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zeigte dagegen keine Beeintrachtigung der Aggregation. Er wies darauf hin, dass die
beobachtete dosisabhidngige Abnahme der Aggregationsgeschwindigkeit zwar signifikant,
aber gering und ohne komplette Einschrinkung der thrombozytiren Funktion und damit
auch ohne klinische Relevanz bleibt.

Macintyre (106) untersuchte in einer perioperativen Studie den Einfluss einer Einmalgabe
von HES 450/0,7 in Infusionsmengen von 500-1500 ml auf die Thrombozyten-
aggregation und beobachtete lediglich am OP-Ende einen nicht signifikanten Abfall der
Aggregationsgeschwindigkeit nach Induktion mit niedrigen Konzentrationen von ADP,
Kollagen und Adrenalin. Dieser Effekt war mit hoheren Konzentrationen nicht
reproduzierbar und zeigte keine klinische Bedeutung, wie beispielsweise eine Korrelation
mit postoperativen Blutungen.

Eine Untersuchung des Effektes von langdauernder Infusionstherapie mit HES 200/0,5
auf die Thrombozytenaggregation wurde von Boldt (17) durchgefiihrt. Sowohl in der
Aggregation mit ADP, wie auch Kollagen und Epinephrin zeigte sich in den ersten
Untersuchungstagen ein signifikanter Abfall der maximalen Aggregation und der
Maximalamplitude, der jedoch unter fortgefilhrter Therapie am Ende des
Untersuchungszeitraumes wieder bis auf die Ausgangswerte riickldufig war. Dabei zeigte
sich kein Unterschied zwischen der mit Hydroxyethylstirke behandelten Gruppe und der
Vergleichsgruppe, die Humanalbumin erhalten hatte.

Die Ursachen fiir die beobachteten Verdnderungen der Thrombozytenaggregation nach
Infusion von Hydroxyethylstirke werden unterschiedlich bewertet. Moglich sind direkte
Interaktionen von HES mit Plittchengranula, wodurch die Konformationsédnderung der
Pléttchen verzogert oder beeintrdchtigt wird, oder auch mit den zugesetzten Agonisten
oder sezernierten Produkten, woraus eine Unterdriickung der Freisetzungsreaktion
resultiert (25). Auch eine direkte Beeintrichtigung der Calcium-gesteuerten
Mechanismen ist denkbar. Ein Coating der Plittchen, wie fiir Dextran mehrfach
beschrieben (37,64,91,100), das eine Interferenz am Rezeptor zur Folge hitte, erscheint
dagegen unwahrscheinlich, da die ADP- und Ristocetin-aktivierte Thrombozyten-
aggregation in bisherigen Studien weitgehend unbeeintrichtigt blieb. Weitere
Einflussfaktoren -insbesondere in den klinischen Studien zu beriicksichtigen- sind die
Grundkrankheit (z.B. Trauma, Sepsis) oder Nebeneffekte verschiedener eingesetzter
Therapeutika und damit einhergehend Funktionsstorungen der plasmatischen und
thrombozytdren Gerinnung.

In der Schlussfolgerung, dass keine klinische Relevanz der beobachteten Abnahme der
Plédttchenaggregation unter Therapie mit Hydroxyethylstirke besteht sind sich die
Autoren dagegen einig.
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4.2.5 Faktor VIII/von-Willebrand-Komplex

Der FaktorVIIl/von-Willebrand-Komplex hat bei moglichen Verdnderungen der
Gerinnung durch Hydroxyethylstirke einen besonderen Stellenwert.

Einzelne Verdffentlichungen berichten von klinisch relevanten Blutungen nach
Verabreichung von hohen Dosen hochmolekularer und/oder hochsubstituierter HES, die
auf ein HES-induziertes Typ-I-von-Willebrand-Syndrom zuriickgefiihrt werden.
Jonville-Béra (82) berichtet iiber schwere Blutungskomplikationen nach mehrtigiger
Himodilutionstherapie mit Elohes®. Bei neun Patienten traten in einem
Beobachtungszeitraum von sieben Jahren im Rahmen der Therapie schwere
Blutungskomplikationen auf, davon konnte bei sechs Patienten retrospektiv ein
erworbenes von-Willebrand-Syndrom nachgewiesen werden, ein Patient zeigte lediglich
eine verldngerte aPTT, bei den iibrigen beiden wurde der Verdacht nicht durch eine
entsprechende Diagnostik bestdtigt. Anzumerken ist, dass mit Elohes® zwar eine
mittelmolekulare, aber hochsubstituierte und dadurch schwer abbbaubare Hydroxyethyl-
starke in sehr hoher Dosierung (121ml/kgKG + 52) bis zu einer Kumulativdosis von 144
ml/kgKG angewendet wurde. Die Beobachtung hatte in Frankreich die Restriktion von
Elohes® auf 33 ml/kgKG/d und die Begrenzung der Anwendungsdauer auf drei Tage zur
Folge. Weitere Kasuistiken weisen auf ein von-Willebrand-dhnliches Krankheitsbild hin,
das zwar HES-induziert, nach Absetzen von HES aber reversibel war (30,31,33,105,128,
151,167). Strauss et al (165) berichten {liber die Manifestation einer genetischen milden
und bislang klinisch stummen Form nach Gabe von Hydroxyethylstarke.

Es liegen zahlreiche systematische Studien vor, die den Einfluss von Hydroxyethylstérke
auf den FaktorVIII/von-Willebrand-Komplex untersuchen (28,35,67,74,103,116,
164,175,180). Insbesondere nach Infusion von hochmolekularer (MG 260-450) und
hochsubstituierter (>0,6) und damit schwer abbaubarer Hydroxyethylstdrke mit einem in-
vivo-Molekulargewicht > 90 kD (164,166,190) zeigte sich eine Verminderung der Faktor
VIII-Konzentration, wie auch des von-Willebrand-Antigens und der Ristocetin-Cofaktor-
Aktivitit, die sich auch in einer Verldngerung der aPTT widerspiegelt (166,190). Aber
auch nach Gabe von mittelmolekularer HES tritt eine Abnahme des FVIII/von-
Willebrand-Komplexes auf, die durch Hdmodilution alleine nicht erklart werden kann.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach Infusion von 500 ml niedermolekularer HES-
Losung zwar eine Verminderung des Faktor VIllc, wie auch des von-Willebrand-AG und
des Ristocetin-Cofaktors, die iiber einen Verdiinnungseffekt jedoch nicht hinausging. Der
deutliche Wiederanstieg des Faktor VIII und des von-Willebrand-AG iiber das
Ausgangsniveau ist im Sinne einer akuten Phase-Reaktion zu deuten.

Die Mittelwerte lagen zu allen Messzeitpunkten im Normbereich und liessen keinen
signifikanten Gruppenunterschied erkennen. Unsere Analyse bestétigt sich in den
Beobachtungen von Sefrin, der nach einmaliger Infusion von mittelmolekularer HES aus
Kartoffel- und Maisstirke in keiner Gruppe eine signifikante Beeintrdchtigung der
Gerinnung feststellen konnte (155). Die Arbeit von Treib (184) zeigt, dass selbst nach
zehntigiger Hamodilutionstherapie und einer Gesamtmenge von 450g HES kein
Gerinnungsparameter liber den Effekt einer Verdiinnung hinausgehend beeintrachtigt
wurde.
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Einfluss der Blutgruppe auf Faktor VIII/von-Willebrand-AG

In der Ubersicht der Untersuchungen zur Gerinnungsbeeinflussung durch HES fillt auf,
dass in keiner der angeflihrten Studien die Blutgruppenverteilung innerhalb des
untersuchten Kollektivs beriicksichtigt wurde bzw. Eingang in die Auswertung der
Ergebnisse fand.

Durch mehrere Studien ist der Zusammenhang zwischen ABO-Blutgruppen und der
Hohe des Faktor VIII-Spiegels bzw. des von-Willebrand-AGs gut belegt. Erstmals
wiesen Preston und Barr (136) auf signifikant verminderte Werte fiir Faktor VIIIc bei
Personen mit Blutgruppe O hin; erginzt wurden diese Befunde spéter durch Unter-
suchungen von Orstavik et al. (126). Diese zeigten auf, dass der von-Willebrand-Faktor
bei Triagern der Blutgruppe O vermindert ist, somit auch Faktor VIII, dem der von-
Willebrand-Faktor als Carrier-Protein und Schutzfaktor vor proteolytischem Abbau dient.
Der Frage nach den Auswirkungen dieser Unterschiede des von-Willebrand-Faktor-
Spiegels bei den Blutgruppen O oder non-O auf die nichtvaskuldre primdre Hamostase
und einer moglichen klinischen Relevanz geht eine Untersuchung von Moeller et al.(113)
nach. Darin zeigten sich keine Differenzen in den mittels Simplate® gemessenen
Blutungszeiten der Probanden mit Blutgruppe O bzw. non-O. Es war aber eine
Korrelation von Verschlusszeiten im PFA und Hohe des von-Willebrand-Faktors - dieser
wiederum blutgruppenabhingig- nachweisbar. Obwohl signifikant, waren diese
Differenzen im IVBT dennoch sehr gering und innerhalb des Normbereiches und lassen
keinen Riickschluss auf eine Blutungsneigung zu.

Die in dieser Studie aufgenommenen Patienten wurden randomisiert einer der drei
Gruppen Rheohes®, Rheopond® oder Ringer®-Kontrollgruppe zugeordnet. Demzufolge
ergab sich in dem kleinen Kollektiv von 37 Patienten ein zufillige und damit
ungleichmassige Verteilung der Blutgruppen A, B, AB und O.

In der Gruppe Rheohes® mit dem geringsten Anteil an Blutgruppe O (2 von 12) fanden
sich im PFA die kiirzesten Verschlusszeiten, das geringste Blutvolumen und der geringste
initiale Blutfluss und damit ein signifikanter Unterschied gegeniiber der Gruppe
Rheopond® mit einem héheren Anteil an Blutgruppe O (4 von 12), jedoch nicht
gegeniiber der Kontrollgruppe mit einem &hnlichen Verhéltnis (4 von 13). Allerdings ist
dieser Befund nicht mit hoheren Werten fiir von-Willebrand-AG, Ristocetin-Cofaktor
und Faktor VIIIc korreliert.

Es findet sich also hier kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Hohe des von-
Willebrand-AG und den Ergebnissen des IVBT, die in vorangehenden Studien aufgezeigt
werden konnte (113). Dies ist erkldrbar durch die Tatsache, dass lediglich gesunde
Patienten ohne Blutungsanamnese und mit normalen Ausgangswerten im IVBT in die
Untersuchung einbezogen wurden, darliberhinaus findet sich auch eine grofe
Variationsbreite in der Methode zur Bestimmung des von-Willebrand-Antigens.
Letztendlich geht es hier jedoch nur um die Uberpriifung der Vergleichbarkeit der
Gruppen dieses kleinen Kollektivs von 37 Patienten.

Um diese zu ermoglichen wurden die Ergebnisse des PFA sowie des von-Willebrand-
AGs, des Ristocetin-Cofaktors und des Faktor VIIIc zusitzlich unter Ausschluss von
Blutgruppe O ausgewertet. Die zuvor im Gesamtkollektiv festgestellten Unterschiede
zwischen einzelnen Gruppen waren damit nicht mehr nachweisbar, mit Ausnahme einer
signifikant hoheren Verschlusszeit zum ersten und zweiten Messzeitpunkt in der Gruppe



Diskussion 91

Rheopond®, die somit nicht mehr durch die Blutgruppenzugehorigkeit sondern durch
Schwankungen innerhalb des Normbereiches erkldrbar sind.

Blutgruppe Blutgruppe Signifikanz
0 non-(0 p< 0,05
VZ (sec) 107,5 (19,1) 96,7 (14,6) n.s.
V (ul) 358,6 (51,3) 341,5 (37.5) n.s.
IF (ul/min) 175,6 (13,5) 176,2 (15,5) n.s.
vW-AG (%) 133,6 (81,3) 149,6 (51,7) n.s.
R-Cof (%) 114,6 (56,9) 144,0 (80,4) n.s.
FVlIllc (%) 122,6 (32,8) 125,7 (39,0) n.s.

Tab. 36 Mittelwerte und Standardabweichungen der Ausgangswerte aller Patienten der
Blutgruppen O bzw. non-O fiir die Ergebnisse im PFA: Verschlusszeit (VZ), Blutvolumen (V),
Initialer Blutfluss (IF); sowie fiir das von-Willebrand-AG, den Ristocetin-Cofaktor und
FaktorVIlIc

4.2.6 Plasmatische Gerinnung

Quick (Prothrombinzeit)

Der Quicktest bzw. die Prothrombinzeit erfasst in erster Linie die Aktivitit von drei der
vier Faktoren des Prothrombinkomplexes: Faktor II = Prothrombin, Faktor VII und
Faktor X. In zweiter Linie und weniger empfindlich erfasst der Test auch Faktor V und
Fibrinogen.

In unserer Untersuchung zeigte sich eine signifikante Verminderung um 6,5% bzw. 6,8%
des Ausgangswertes in den beiden mit Hydroxyethylstérke infundierten Gruppen und ein
Abfall von 8,3% in der Kontrollgruppe mit Ringerlosung. Der Wiederanstieg nach vier
Stunden nicht ganz auf das Ausgangsniveau zeigte sich in allen drei Gruppen
gleichermaf3en. Diese Verdnderungen nach Infusion fiihren wir auf Himodilution zuriick.
Dabei zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Hydroxyethylstirken
unterschiedlicher Ausgangssubstanz.

Vergleichbare Beobachtungen finden sich in zahlreichen weiteren Studien und werden als
ausschlieBlich dilutionsbedingt betrachtet (9,28,59,63,71,73,86,106,108,145,164,175).
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Fibrinogen

Fibrinogen wird durch Abspaltung der Fibrinopeptide A und B und anschlieender
Polymerisation unter Einwirkung von Thrombin in Fibrin umgewandelt.

Das Fibrinogen des Blutes hat verschiedene Aufgaben und Eigenschaften: Zum einen
bildet es das Potential fiir den Wundverschluss mit Fibrin. Fibrinogen bzw. Fibrin
interagiert mit den Thrombozyten {iber den GPIIb/Illa-Rezeptor der Plattchenmembran,
mit Endothelzellen und Fibroblasten. Es ist zudem ein zentraler Faktor im
fibrinolytischen System, analog der Pldttchenoberflache im Gerinnungssystem.

Das Fibrinogen ist ausserdem ein akutes Phasenprotein, das insbesondere bei
Entziindungen, Stress oder Trauma ansteigt. Es bestimmt hauptsdchlich die
Plasmaviskositét, die mit steigenden Konzentrationen zunimmt.

In unserer Arbeit fand sich ein hochsignifikanter Abfall der Fibrinogenkonzentration
nach Verabreichung der Infusionen, der gut mit dem Verlauf der Plasmaviskositét in den
einzelnen Gruppen korreliert. Zwischen den Gruppen zeigten sich keine Unterschiede.
Dass die Schwankungen innerhalb des Normbereiches blieben, ldsst sich durch den
Verdiinnungseffekt einerseits und den reaktiven Anstieg des Fibrinogens als Protein der
akuten Phase erkldren. Unsere Ergebnisse stimmen mit denen von Sefrin (155) an
mittelmolekularer HES iiberein.

Thrombinzeit

Die Thrombinzeit erlaubt eine Aussage iiber die letzten Schritte der Fibrinbildung: durch
Zugabe des Enzyms Thrombin zum Plasma bildet sich aus Fibrinogen Fibrin. Die
Abspaltung der Fibrinopeptide A und B durch Thrombin und die Fibrinpolymerisation
werden in der Thrombinzeit erfasst, die Quervernetzung des Fibrins durch den Faktor
XlIlla dagegen nicht.

In der vorliegenden Untersuchung ergab sich kein Hinweis, dass durch die Infusion von
500 ml niedermolekularer HES die Fibrinbildung beeinflusst wiirde. Die Verdanderungen
waren in allen Gruppen minimal und blieben stets innerhalb des Normbereiches. Zu
dhnlichen Ergebnissen kamen auch Boldt et al (17,18), Innerhofer et al (73) und
vBormann et al (21). In anderen Studien mit h6hermolekularer HES zeigte sich hingegen,
dass hochmolekulare Hydroxyethylstirke sowohl in-vitro als auch in-vivo zu einer
signifikanten Verminderung der Thrombinzeit fiihrt (28,106,134,163,195). Diese
Verkiirzung der Thrombinzeit ist zurlickzufiihren auf die Makromolekiile der
Hydroxyethylstarke, die in der Lage sind, die durch Thrombin vermittelte Umwandlung
von Fibrinogen in Fibrin zu beschleunigen. HES steigert dabei die Anlagerung von
Fibrinfibrillen wihrend der Polymerisation. Ein &hnliches Phdnomen ist fiir Dextran
berichtet worden (119) und ist in-vitro nach Zugabe von Hydroxyethylstirke zu Plasma
zu beobachten. Dieser sogenannte ,,fibrinoplastische Effekt™ geht zwar nicht mit einem
erhohten Blutungsrisiko einher, aber die Elastizitit und die Stirke des gebildeten
Fibringerinnsels ist beeintrichtigt. Die Folge ist eine leichtere Lysierbarkeit durch
Plasmin.
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aPTT (aktivierte Partielle Thromboplastinzeit)

Die aPTT erfasst insbesondere den intrinsischen Weg der Gerinnung, nach Hemker et
al.(7) wird die Dauer der aPTT-Gerinnungszeit primir von der Faktor V- und VIII-
Aktivierung durch Thrombin bestimmt. Die aktivierte Thromboplastinzeit ist abhingig
von Faktor VIII, Faktor IX, Faktor XI und XII sowie Prékallikrein und High Molecular
Weight-Kininogen. Dariliberhinaus erfasst die aPTT -in Kombination mit dem Quick-
Test- die Faktoren V und X, sowie weniger empfindlich Schwankungen der Faktor-II-
(Prothrombin-) und Fibrinogen-Konzentrationen. Die Gerinnungszeit der aPTT wird von
der Thromozytenzahl primér nicht beeinflusst. Zur Erfassung einer Beeintrachtigung des
Faktor VIII-Komplexes durch Hydroxyethylstirke ist sie ein wichtiger Parameter, dieser
Einfluss wird in der Literatur allerdings unterschiedlich gesehen.

In unserer Untersuchung zeigte sich eine diskrete Verldngerung der aPTT nach Infusion
von 500 ml niedermolekularer HES- bzw. 1000 ml Ringerlosung. Ein signifikanter
Gruppenunterschied trat nicht auf und die Werte blieben zu allen Messzeitpunkten im
Normbereich. Auffallend ist nur die ausgepragtere Verlangerung der aPTT in der Gruppe
mit HES aus Kartoffelstiarke (+ 10,1% gegeniiber 3,9% in der Maisstirke-Gruppe), die
auch nach vier Stunden noch verldngert blieb, wenn auch nicht mehr signifikant. Parallel
dazu zeigt sich ein deutlicher Abfall des Faktor VIIIc in dieser Gruppe. Diese
Beobachtung findet sich wieder in den Ergebnissen von Sefrin (155) der ebenfalls einen
signifikanten Anstieg der aPTT in der Kartoffelstirkegruppe gegeniiber einer nicht
signifikanten Verldngerung in der Maisstirkegruppe nachwies. Da es sich hier wie dort
um Schwankungen innerhalb des Normbereiches handelt, diirfte der Befund keine
Relevanz haben.

Dies bestitigt sich auch in weiteren Studien, die entweder keinen signifikanten
Unterschied nachweisen konnten oder nach Gabe von HES eine dilutionsbedingte
Verldangerung der aPTT ohne Differenz zur Kontrollgruppe aufwiesen (21,50,64,106,
127,130,195).

Eine Verldngerung der aPTT iiber den Normbereich hinaus zeigte sich bisher nur im
Zusammenhang mit  hochmolekularer,  hochsubstituierter = Hydroxyethylstirke
(166,179,180,185). Trumble (190) wies nach, dass HES 450/0,7 im Verlauf einer
mehrtigigen Volumentherapie zu einem signifikanten Anstieg (+29%) fiihrte, wihrend in
der Kontrollgruppe mit Albumin keine signifikante Anderung beobachtet wurde. Bei
einigen Patienten traten Blutungskomplikationen auf, die die Autoren auf die verlédngerte
aPTT zurlickfiihrten. Hamostaseologische Untersuchungen haben gezeigt, dass diese
Blutungskomplikationen nach Gabe von hochmolekularer, hochsubstituierter HES Folge
einer Beeintrachtigung des Faktor VIII/von-Willebrand-Komplexes ist, der als Stérung
des intrinsischen Systems in einer verldngerten aPTT Ausdruck findet.

Untersuchungen von Treib (174,178,184,185) haben gezeigt, dass das Ausmal} der
Abnahme des Faktor VIII/von-Willebrand-Komplexes -und damit auch die Auswirkung
auf die aPTT- abhéngig ist vom Substitutionsgrad, dem Molekulargewicht und der Dosis
der Stirke, da fiir die Gerinnungsstorung in erster Linie der Anteil an schwer
eliminierbaren grof3en Molekiilen verantwortlich ist.
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4.3 Patientenkollektiv und Einflussfaktoren

Zahlreiche Studien zum Einfluss von Hydroxyethylstirkelosungen auf die Blutgerinnung
wurden entweder in-vitro (9,45,52,76,77) oder an gesunden Probanden (85,92,98,164)
durchgefiihrt, womit sich standardisierte Bedingungen ergaben. Diese Untersuchung
befasste sich mit einem Kollektiv von orthopaddischen und unfallchirurgischen Patienten.
Die bei diesen durchgefiihrten Operationen waren unterschiedlicher — Art
(Metallentfernung, Arthroskopien etc.) wenngleich auch alle kurzdauernd und ohne
nennenswerten Blutverlust.

Bei jedem operativen Eingriff kommt es zu einer erhohten Gerinnungs- und
Aggregationsneigung, verursacht durch eine Einschwemmung gerinnungsaktiver
Phospholipide aus traumatisierten Gewebebezirken. Somit findet sich auch hier eine
allein durch den Eingriff bedingte Aktivierung der Hdmostase, die in der Beurteilung der
Ergebnisse zu beriicksichtigen ist. Bei den vorliegenden operativen Eingriffen handelte es
sich zwar um ein vergleichsweise geringes Trauma, dennoch ist dieser Aspekt der
Gerinnungsaktivierung nicht ausser acht zu lassen.

Ebenso ist perioperativer Stress, durch z.B. Angst, Aufregung oder Schmerzen
verursacht, ein weiterer Faktor mit Einfluss auf die Ausschiittung von Akute-Phase-
Proteinen und bedingt also eine Erhohung von z.B. Fibrinogen, Faktor VIllec, von-
Willebrand-Antigen und auch Thrombozyten.

In diesem Rahmen spielt auch das Anisthesieverfahren eine entscheidende Rolle: der
Mechanismus der stressbedingten Freisetzung von Proteinen der Akuten Phase wird
durch Inhalationsanésthetika verstirkt. Durch Opioide, wie auch unter Regional-
andsthesie und damit einhergehender Sympathikolyse wird er dagegen abgeschwicht. Fiir
das heutzutage kaum noch verwendete Halothan ist bekannt, dass es die Blutungszeit
verldngert und die Thrombozytenaggregation in-vitro und in-vivo hemmt, allerdings erst
in hohen Konzentrationen, wohingegen das neuere Inhalationsanisthetikum Sevofluran
auch in geringer subanisthetischer Dosis ausgeprigte antiaggregatorische Effekte zeigt.
Das auch in dieser Studie bei den Patienten mit Vollnarkose verwendete Isofluran hat in
iiblicher Dosierung keinen Einfluss auf die Thrombozytenaggregation (67). Lachgas
dagegen, als Tragergas im Gemisch mit Sauerstoff angewendet, inhibiert die ADP-
induzierte Calciumfreisetzung aus dem Cytosol der Plittchen (133).

Fir die intravendsen Medikamente zur FEinleitung der Narkose, insbesondere die
Barbiturate, werden in Abhingigkeit von ihrer Struktur unterschiedliche Effekte auf die
Gerinnung diskutiert. Fiir Thiopental, eines der am hiufigsten eingesetzten Barbiturate,
wurde nachgewiesen, dass es die Arachidonsdurefreisetzung fordert und somit die ADP-
und Epinephrin-induzierte sekundire Thrombozytenaggregation, moglicherweise iiber die
Aktivierung von Phospholipase A2, verstidrkt (152). Die Patienten, die an unserer
Untersuchung teilnahmen, wurden mit dem kurzwirksamen Methohexital eingeleitet, das
geringe inhibitorische Effekte auf die ADP-induzierte Aggregation der Thrombozyten
aufzuweisen hat (133)

Die zufillige Verteilung von je 9 bzw.10 Vollnarkosen mit Inhalationsanésthetika und 3
Spinalanidsthesien pro Untersuchungsgruppe lésst in dieser Hinsicht keine Unterschiede
zwischen den einzelnen Patientengruppen entstehen.
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Um diese genannten Einflussfaktoren zu eliminieren, wire eine Studie an einem
Kollektiv gesunder Probanden notwendig. Allerdings entsprechen die Rahmen-
bedingungen dieser Untersuchung am ehesten dem klinischen Alltag und damit den
Bedingungen unter denen Volumenersatz angewendet wird.

4.4 Schlussfolgerung

Nach Einmalgabe von 500 ml zeigt sich in unserer Studie sowohl bei den mit HES, als
auch bei den mit Ringer-Lactat infundierten Patienten initial die zu erwartende durch den
Hémodilutionseffekt verursachte Beeinflussung der Hdmostase. Im weiteren Verlauf
zeigt sich 4 Stunden nach dem Ende der Infusion bei nachlassendem, aber noch
vorhandenem Hémodilutionseffekt eine Aktivierung der primidren Himostase. Diese ist
als Ausdruck einer stressbedingten Aktivierung der Himostase z.B. durch Ausschiittung
der prokoagulatorischen Faktoren von-Willebrand-AG und Faktor VIII zu interpretieren.
Aufgrund der vorliegenden Untersuchung lassen sich keine klinisch relevanten
Unterschiede zwischen niedermolekularen Hydroxyethylstiarke-Losungen aus Kartoffel-
und Maisstérke beziiglich ihrer Auswirkungen auf Hdmostase und Rheologie feststellen.
Beide Substanzen sind trotz vorhandener physikochemischer Unterschiede fiir die
klinische Anwendung als gleichwertig anzusehen.

Die in in-vitro Untersuchungen anderer Gruppen festgestellte verstirkte Beeintrachtigung
der Gerinnung durch HES auf Kartoffelstirkebasis im Vergleich zu HES auf
Maisstérkebasis ldsst sich in dieser in-vivo Studie nicht bestétigen.
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5. Zusammenfassung

Hydroxyethylstirke (HES) wird neben Gelatine, Dextran und Albumin seit langem als
Volumenersatzmittel eingesetzt und ist die derzeit am haufigsten in der Klinik
verwendete kolloidale Losung. Aufgrund der Variabilitdit des Hydroxyethylstirke-
Molekiils steht eine Vielfalt an Préparaten mit unterschiedlichen pharmakologischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften zur Verfiigung.

HES ist ein hydroxyethyliertes Glukosepolymer, das aus Wachsmaisstirke oder
Kartoffelstirke hergestellt wird. Der Substitutionsgrad, das Ausmall der Hydroxy-
ethylierung, als vorrangigster Parameter und in geringerem Mal3 das Substitutionsmuster,
das C2/C6-Substitutionsverhaltnis, bestimmen das in-vivo Verhalten der Substanz: Je
hoher der Hydroxyethylierungsgrad, desto ldnger ist die Verweildauer im Blut.
HES-Losungen werden weiterhin charakterisiert durch ihre Konzentration (6% und 10%)
und nach dem in-vitro bestimmten Molekulargewicht eingeteilt in hoch- (450-480 kDa),
mittel- (200 kDa) und niedermolekulare (40-130 kDa) Substanzen.

Die Infusion von Hydroxyethylstérke kann potentiell {iber verschiedene Mechanismen die
Himostase beeinflussen. Dies sind: Hadmodilution und begleitende Verdnderungen der
Blutviskositdt und der zelluldren Bestandteile des Blutes (insbesondere der Thrombo-
zyten und Erythrozyten) sowie Effekte auf die Thrombozytenfunktion, die Konzentration
und Aktivitdt der Gerinnungs- und Fibrinolysefaktoren.

In einer prospektiven randomisierten Studie untersuchten wir den Einfluss zweier 6%iger
niedermolekularer HES-Losungen (MW 70.000, Substitutionsgrad 0,51-0,55) auf
Kartoffelstirke- (Rheopond) und Maisstirkebasis (Rheohes) auf die Hémostase im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit Ringerlosung. Bei 37 Patienten, die sich elektiven
orthopidischen Eingriffen in Blutsperre und ohne wesentlichen Blutverlust unterzogen,
wurden zu den Zeitpunkten vor Infusion sowie 30 min und 4h nach Infusion die
Globalteste der plasmatischen Gerinnung, Fibrinogen, Faktor VIIIc und die Kollagen-,
ADP-, Arachidonsdure- und Ristocetin-induzierte Thrombozytenaggregation gemessen.
Das von-Willebrand-Antigen bestimmten wir mittels Elektroimmundiffusion nach
Laurell, den Ristocetin-Cofaktor aggregometrisch. Die primdre Himostase untersuchten
wir im in-vitro-Blutungstest mit dem PFA 100™ mit Epinephrin als Stimulans.
Zusétzlich wurden Hamoglobin, Himatokrit und Thrombozyten im kleinen Blutbild; zur
Beurteilung  rheologischer  Verdnderungen die  Plasmaviskositit und  der
kolloidosmotische Druck bestimmt.

In allen drei Untersuchungsgruppen zeigte sich am zweiten Messzeitpunkt ein
signifikanter Verdiinnungseffekt, erkennbar am Verlauf von Hamoglobin, Hamatokrit,
Plasmaviskositdt und kolloidosmotischem Druck. Diese Parameter haben sich vier
Stunden nach der Infusion zwar bereits wieder deutlich normalisiert, jedoch in keiner der
drei Gruppen die Ausgangswerte wieder erreicht. Auch der jeweilige Verlauf der
Gerinnungsparameter aPTT, Quick und Fibrinogen ist als dilutionsbedingt anzusehen.
Eine Verkiirzung der Thrombinzeit als Ausdruck eines fibrinoplastischen Effektes wurde
nicht beobachtet.

Nach einer initialen Verdiinnungsphase kam es in allen drei Gruppen vier Stunden nach
Ende der Infusion trotz weiterhin nachweisbarer leichter Himodilution zu einem Anstieg
von Faktor VIlIc, des von-Willebrand-Antigens und der Thrombozyten iiber das
Ausgangsniveau hinaus.
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Die Untersuchung der Thrombozytenfunktion mittels Aggregation zeigte weder in den
beiden HES-Gruppen noch in der Ringer-Kontrollgruppe eine relevante Funktions-
abnahme.

In der Messung der primdren Himostase im in-vitro-Blutungs-Test im PFA100™ zeigte
sich initial ein Anstieg der Messwerte Verschlusszeit (VZ), Blutvolumen (V) und
initialem Blutfluss (IF) entsprechend der vorliegenden Hdmodilution. 4 Stunden nach
dem Ende der Infusion zeigte sich jedoch trotz des anhaltenden Verdiinnungseffektes-
erkennbar an Hdmatokrit und Plasmaviskositét- eine Reduktion von Verschlusszeit und
Blutvolumen unter den Ausgangswert, die statistisch signifikant war. Es lieB sich also
sowohl nach Gabe der beiden Hydroxyethylstiarkelosungen aus Mais-und Kartoffelstirke
als auch nach Gabe von Ringer-Losung eine Aktivierung der primdren Hdmostase
feststellen. Dabei blieben die Messwerte mit Ausnahme von vereinzelten Abweichungen
im Normbereich.

Als urséchlich fiir diese Verkiirzung von Verschlusszeit und Blutvolumen im in-vitro-
Blutungstest sehen wir eine stressbedingte Aktivierung der H@mostase an. Von
wesentlicher Bedeutung sind dabei vor allem die Rahmenbedingungen der perioperativen
Situation: eine durch das operative Trauma induzierte erhhte Gerinnungsneigung durch
Einschwemmung gerinnungsaktiver Phospholipide aus verletzten Gewebebezirken sowie
erhohte Werte von Faktor VIIIc und des von-Willebrand-Antigens am letzten
Messzeitpunkt als Akute-Phase-Reaktion infolge perioperativer Stressfaktoren.

Aufgrund der ungleichen Blutgruppenverteilung infolge der randomisierten Zuteilung
wurden blutgruppenabhingige Parameter wie das von-Willebrand-Antigen und der
Faktor VIII unter Ausschluss der Patienten mit Blutgruppe O zusitzlich ausgewertet.
Vereinzelte Unterschiede zwischen den Gruppen durch erniedrigte bzw. hohere
Ausgangswerte stellten sich in dieser Analyse nicht mehr dar.

Trotz physikochemischer Unterschiede zwischen den beiden auf unterschiedlichen
Ausgangsstoffen basierenden Hydroxyethylstirken, einem hoéheren Amylopektinanteil
der Maisstirke (95%) und demzufolge einer hoheren Verzweigung und
Wasserbindungskapazitit gegeniiber der Kartoffelstirke aus 80% Amylopectin und 20%
Amylose mit einem hoheren Gehalt an Phosphorsdureestern, zeigten beide Losungen
hinsichtlich der untersuchten rheologischen und hdmostaseologischen Parameter keine
Unterschiede. Es zeigten sich nach Einmalgabe von 500 ml der jeweiligen Losungen
insgesamt keine wesentlichen Auswirkungen auf die Himostase und vor allem keine als
klinisch relevant einzuschitzenden Verdnderungen, was beide Préparate fiir den
perioperativen Einsatz als gleichwertig erscheinen lésst.
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6. Tabellen
6.1 Gruppe Rheopond
In-vitro-Blutungszeit (PFA)
Verschlusszeit Blutvolumen Initialer Blutfluss
Patient T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
5 107 110 102 365 379 365 181 193 202
6 98 113 86 345 387 336 182 188 187
9 81 94 75 294 339 306 167 181 185
14 103 174 137 347 492 441 178 202 197
17 118 127 94 363 410 328 162 180 170
18 129 175 89 403 515 338 180 201 201
21 106 152 81 341 471 320 161 199 187
22 117 94 96 365 321 360 157 165 182
27 100 120 64 343 411 272 171 194 185
28 105 111 91 356 393 353 175 192 197
30 137 189 142 455 534 451 205 197 191
31 96 158 83 356 526 354 194 233 213
Mittelwert 108,08| 134,75/ 95,00 361,1| 431,5| 352,0 176,1| 193,8 191,44
Stabwn 14,55 31,87 22,09 36,91 70,4| 48,76 13,3 15,6 10,8
Tabelle A1:  Ergebnisse des PFA der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten,
Mittelwerte und Standardabweichungen
Verschlusszeit (sec), Blutvolumen (pl), Initialer Blutfluss (pl/min)
Kleines Blutbild
Hamoglobin Hamatokrit Thrombozyten
Patient T1 T2 T3 T1 T2 T3 T T2 T3
5 13,4 12,1 12,9 38,1 344 36,6 171 145 169
6 14,1 12,9 13,5 39,1 36,4 384 184 169 192
9 14,9 12,8 14,3 414| 36,1 39,8 213 191 224
14 12,7 11,0 11,9 372 323 357 219 204 220
17 14,4 13,1 14,3 39,9] 358/ 388 236 216 252
18 13,2 11,4 12,0 379 32,7] 3572 258 218 228
21 13,4 10,6 13,5 39,4 30,9 399 247 209 188
22 14,6 12,9 13,4 42,00 37,3] 382 182 189 188
27 14,0 11,5 12,8 39,9 338 37,0 184 201 235
28 12,9 11,4 11,4 37,5/ 33,6/ 33,0 192 172 184
30 13,7 12,3 12,7 38,2| 33,6 351 196 160 179
31 11,7 9,2 9,8 35,00 28,0 297 153 144 144
Mittelwert 13,58 11,77| 12,71 38,80| 33,74| 36,45| | 202,92| 184,83| 200,25
Stabwn 0,86 1,11 1,23 1,83 2,49 2,08 30,64| 25,21| 30,05
Tabelle A 2:  Blutbild der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten

Mittelwerte und Standardabweichungen
Hamoglobin (g/dl), Himatokrit (%), Thrombozyten (x103/ul)




Tabellen 99

Rheologische Parameter

Kolloidosmotischer Druck Plasmaviskositat

Patient t1 t2 t3 t1 t2 3
5 27,65 27,50 27,65 1,175 1,160 1,170
6 25,10 24,40 23,10 1,085 1,075 1,050
9 29,80 25,80 27,95 1,240 1,155 1,205
14 31,40 27,75 28,65 1,345 1,310 1,335
17 26,90 35,05 28,10 1,220 1,190 1,240
18 36,60 27,40 27,50 1,395 1,215 1,230
21 34,00 24,10 25,60 1,390 1,200 1,240
22 32,15 27,40 26,20 1,285 1,250 1,235
27 26,50 23,25 23,70 1,235 1,210 1,190
28 27,50 24,60 21,20 1,190 1,160 1,090
30 23,90 21,15 20,00 1,160 1,140 1,120
31 23,95 19,05 17,00 1,220 1,140 1,095
Mittelwert 28,79 25,62 24,72 1,245 1,184 1,183
Stabwn 3,87 3,84 3,59 0,090 0,058 0,078
Tabelle A 3 : Messwerte des kolloidosmotischen Drucks (mmHg) und der Plasmaviskositét

(Pa‘s) der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen

Plasmatische Gerinnung

aPTT Thrombinzeit

Patient T1 T2 T3 T1 T2 T3
5 26,0 29,0 27,0 18,0 17,0 17,0
6 32,0 34,0 31,0 16,0 17,0 16,0
9 28,0 29,0 24,0 17,0 17,0 17,0
14 30,0 31,0 30,0 17,0 17,0 17,0
17 28,8 30,8 30,2 17,1 16,3 17,2
18 31,5 33,2 31,5 19,4 19,4 20,0
21 28,1 32,2 25,8 17,6 17,6 17,4
22 24,6 28,4 26,4 16,8 17,8 17,4
27 28,8 34,1 38,1 15,7 15,5 17,6
28 24,9 31,4 29,9 17,8 17,2 18,3
30 31,3 28,8 31,5 16,4 16,4 16,8
31 28,9 35,7 33,1 16,9 17,2 18,1
Mittelwert 28,58 31,47 29,88 17,14 17,12 17,48
Stabwn 2,35 2,31 3,61 0,94 0,90 0,95

Tabelle A 4 : Messwerte der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (sec) und der

Thrombinzeit (sec) der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen
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Quick Fibrinogen
Patient T T2 T3 T1 T2 T3
5 100,0 94,0 100,0 330 280 310
6 100,0 98,0 100,0 250 200 200
9 100,0 100,0 100,0 290 250 260
14 100,0 100,0 100,0 320 290 340
17 116,5 1111 121,2 310 280 350
18 100,0 100,0 105,0 240 210 230
21 114,4 1121 122,0 390 280 330
22 117,2 123,1 116,5 340 310 330
27 137,2 100,2 98,7 370 290 230
28 112,1 108,6 101,2 270 260 250
30 113,6 93,0 105,9 250 240 240
31 118,7 103,51 96,2 270 200 210
Mittelwert 110,80 103,51 105,56 302,50 257,50 273,3
Stabwn 10,93 8,28 8,72 46,93 36,08 52,49
Tabelle A 5: Messwerte der Prothrombinzeit/ Quick (%) und des Fibrinogens (mg/dl) der
einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen
Faktor Vllic Ristocetin-Cofaktor von-Willebrand-AG
Patient T1 T2 T3 T T2 T3 T T2 T3
5 158,0f 103,0] 118,0 92 66 50 68 71 68
6 83,00 72,0 100,0 50 56 90 51 72 64
9 64,00 102,0f 182,0 99 50 116 129 104 205
14 113,0 94,00 111,0 198 72 86 118 123 127
17 57,6 88,9 148,4 90 71 94 188 156 246
18 110,0 89,4 120,3 55 52 41 127 88 123
21 159,1 74,4 135,1 130 45 84 178 88 148
22 168,6| 102,5( 1711 56 150 108 116 144 138
27 135,2 90,6 64,5 200 72 156 229 153 160
28 >182,0( 145,3] 117,9 144 72 58 128 96 96
30 76,3 87,7 80,2 138 52 42 78 68 84
31 90,3 71,9 82,8 72 58 52 110 74 84
Mittelwert 110,46 93,48| 119,28| | 110,33| 68,00, 81,42| | 126,67| 103,08| 128,58
Stabwn 38,03 18,93| 34,18 50,01| 26,45 33,31 49,06| 31,54 53,22
Tabelle A 6: Faktor VIlIc (%), Ristocetin-Cofaktor (%) und von-Willebrand-Antigen (%)

der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;

Mittelwerte und Standardabweichungen
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Thrombozytenaggregation
Ristocetin 1.5 Ristocetin 1.0 Kollagen 4 pmol
Patient T T2 T3 T1 T2 T3 T T2 T3
5 91 93 100 79 84 96 85 86 96
6 90 95 94 81 73 96 85 89 87
9 98 90 90 94 73 82 94 91 87
14 93 93 93 89 87 79 88 88 83
17 95 88 100 94 88 92 92 90 94
18 97 95 95 6 6 88 84 89 92
21 85 90 89 71 78 88 88 85 92
22 91 91 93 91 84 95 84 91 95
27 83 100 96 80 87 84 87 86 93
28 98 88 98 91 89 95 94 87 89
30 105 94 76 102 86 74 91 86 74
31 90 95 89 88 90 84 95 85 84
Mittelwert 93,00 92,67| 92,75 80,50 77,08/ 87,75 88,92| 87,75/ 88,83
Stabwn 5,80 3,32 6,23|| 23,84 22,15 6,99 3,95 2,13] 6,04
Tabelle A 7: Thrombozytenaggregation (%) mit Ristocetinl,5, Ristocetin1,0 und Kollagen
4umol der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen
ADP 4 ymol ADP 2 pmol Arachidonsaure
Patient T T2 T3 T1 T2 T3 T T2 T3
5 77 70 47 51 58 64 82 71 93
6 81 55 62 76 13 42 81 53 68
9 74 13 10 10 2 3 82 34 67
14 79 81 71 37 41 44 94 82 91
17 84 82 86 78 32 18 90 75 83
18 79 70 79 78 18 77 81 64 83
21 86 80 72 78 87 85 80 61 86
22 60 61 50 23 7 8 86 49 67
27 86 91 86 55 78 90 84 72 76
28 82 85 85 62 76 83 77 77 83
30 74 54 31 62 18 8 86 60 62
31 80 90 87 93 90 85 82 12 39
Mittelwert 78,50 69,33| 63,83 58,58| 43,33 50,58 83,75| 59,17| 74,83
Stabwn 6,76 20,89| 23,75 23,81 31,54| 32,81 4,46 19,20 14,54
Tabelle A 8: Thrombozytenaggregation (%) mit ADP 4umol, 2umol und Arachidonsédure

der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;

Mittelwerte und Standardabweichungen
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6.2 Gruppe Rheohes
In-vitro-Blutungszeit (PFA)
Verschlusszeit Blutvolumen Initialer Blutfluss
Patient T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
3 81 101 75 303 347 309 175 200 185
4 91 88 77 340 347 322 181 205 178
8 93 94 70 309 327 274 151 156 155
10 81 91 91 295 325 337 168 180 184
12 84 100 65 293 333 266 151 166 165
15 93 102 79 326 364 313 168 187 173
20 88 95 85 323 345 320 166 173 170
23 106 102 108 359 377 369 169 186 176
25 84 96 77 307 353 317 162 186 192
29 93 103 78 348 376 320 181 189 184
32 118 171 139 404 523 441 200 211 188
34 78 108 88 317 396 346 175 213 202
Mittelwert 90,83| 104,24 86,00 | 327,00/ 367,75 327,83| | 170,58 187,67| 179,33
Stabwn 10,96| 20,83 19,18 30,50| 51,12| 43,29 12,91 16,81 12,12
Tabelle A9:  Ergebnisse des PFA der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten,
Mittelwerte und Standardabweichungen
Verschlusszeit (sec), Blutvolumen (pl), Initialer Blutfluss (pl/min)
Kleines Blutbild
Hamoglobin Hamatokrit Thrombozyten
Patient T1 T2 T3 T1 T2 T3 T T2 T3
3 14,0 11,8 13,1 39,00 33,5 374 217 180 210
4 13,8 12,4 13,7 38,8| 356 38,7 225 211 241
8 15,3 13,9 14,6 41,5| 38,55 40,0 170 156 201
10 12,8 11,6 12,0 353 321 32,9 214 215 213
12 15,4 12,8 13,8 41,8| 350 37,0 254 244 260
15 13,4 11,6 13,5 37,1 33,2| 38,1 247 219 246
20 13,9 13,3 13,1 39,5| 379 378 149 153 157
23 14,0 12,9 13,4 41,00 37,8/ 39,6 124 126 152
25 14,0 11,9 13,1 40,4| 344 38,1 272 223 238
29 12,5 11,5 12,2 346| 32,7 35,0 161 133 144
32 13,1 11,8 13,1 372 342 374 187 169 172
34 13,4 11,1 12,4 38,6] 325 359 234 201 210
Mittelwert 13,80 12,22| 13,17 38,71 348 373 204,5| 185,83| 203,67
Stabwn 0,84, 0,81 0,70 223 214 1,89 44,06| 36,78| 37,77

Tabelle A 10 :

Blutbild der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten
Mittelwerte und Standardabweichungen
Hémoglobin (g/dl), Himatokrit (%), Thrombozyten (x103/ul)



Tabellen 103

Rheologische Parameter

Kolloidosmotischer Druck Plasmaviskositat
Patient t1 t2 t3 t1 t2 t3
3 29,65 27,30 27,80 1,175 1,120 1,150
4 25,90 25,30 27,35 1,110 1,110 1,155
8 33,10 29,45 30,45 1,245 1,190 1,205
10 31,75 27,90 29,15 1,370 1,245 1,305
12 32,25 30,05 30,80 1,475 1,240 1,265
15 28,30 26,40 32,10 1,325 1,250 1,395
20 26,70 26,30 23,80 1,210 1,195 1,155
23 24,60 24,40 24,80 1,130 1,130 1,165
25 25,10 24,40 23,10 1,085 1,075 1,050
29 26,40 25,60 23,60 1,225 1,210 1,230
32 25,70 23,40 23,05 1,145 1,100 1,135
34 25,35 21,00 22,25 1,200 1,135 1,135
Mittelwert 27,90 25,96 26,52 1,225 1,167 1,195
Stabwn 2,91 2,44 3,35 0,11 0,06 0,09

Tabelle A11:  Messwerte des kolloidosmotischen Drucks (mmHg) und der Plasmaviskositét
(Pas) der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen

Plasmatische Gerinnung

aPTT Thrombinzeit

Patient T1 T2 T3 T T2 T3
3 29,0 34,0 30,0 18,0 18,0 16,0
4 30,4 32,4 26,0 17,4 17,2 17,0
8 26,1 27,3 26,6 17,5 16,6 17,4
10 31,0 34,0 33,0 17,0 16,0 17,0
12 29,0 33,0 24,4 17,6 17,8 17,6
15 29,0 28,6 22,8 16,0 17,0 17,0
20 37,3 38,3 36,0 16,0 15,8 16,0
23 33,5 36,2 36,8 18,0 17,7 15,1
25 27,5 30,2 28,3 16,9 16,1 16,9
29 29,2 291 30,6 15,5 14,8 16,7
32 34,1 36,3 34,0 20,2 18,9 21,0
34 28,4 29,9 31,7 16,7 16,8 16,6
Mittelwert 30,38 32,44 30,02 17,23 16,95 17,03
Stabwn 3,02 3,32 4,32 1,18 1,20 1,37

Tabelle A 12:  Messwerte der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (sec) und der

Thrombinzeit (sec) der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen
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Quick Fibrinogen
Patient T1 T2 T3 T T2 T3

3 100,0 89,0 100,0 320 280 350
4 100,4 96,2 100,0 300 270 270
8 118,7 110,7 110,6 330 330 300
10 100,0 100,0 100,0 300 260 270
12 100,0 92,0 105,0 320 270 300
15 118,4 109,5 126,9 320 290 340
20 105,3 99,6 110,3 320 300 340
23 128,4 119,0 114,9 320 290 310
25 120,3 109,3 120,3 360 280 330
29 107,8 104,4 104,5 420 390 380
32 96,4 95,0 96,0 190 190 180
34 109,1 90,9 101,8 300 40 270
Mittelwert 108,73 101,29 107,53 316,67 265,83 303,33
Stabwn 9,90 8,94 8,95 49,72 81,18 50,06

Tabelle A 13: Messwerte der Prothrombinzeit/ Quick (%) und des Fibrinogens (mg/dl) der

einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen
Faktor Vllic Ristocetin-Cofaktor Von-Willebrand-AG

Patient T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
3 182,0 67,00 123,0 146 74 99 120 108 126
4 101,0 86,0| >182,0 103 84 132 85 74 188
8 179,1] 133,2| 151,8 212 202 156 225 196 214
10 122,0| 110,0| 112,0 65 72 72 112 44 89
12 >182,0| >182,0 >182,0 222 111 111 92 46 242
15 109,0| 109,0| >182,0 114 74 204 186 148 252
20 108,0 93,1 126,1 84 71 124 230 234 245
23 83,2 77,2 81,7 76 62 38 132 106 102
25 141,3| 103,8| 1364 130 78 105 172 116 164
29 92,0| >182,0 91,9 162 130 124 108 106 116
32 91,1 71,8 69,0 71 84 44 50 34 48
34 104,7 80,3| 127,9 62 94 52 228 50 86
Mittelwert 119,40 93,14 113,31| | 120,58 94,67 105,08| | 145,00/ 105,17 156,00
Stabwn 32,51 19,65/ 25,62 53,03 37,12 46,58 58,89| 59,95 67,98

Tabelle A 14: Faktor VIIIc (%), Ristocetin-Cofaktor (%) und von-Willebrand-Antigen (%)

der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;

Mittelwerte und Standardabweichungen
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Thrombozytenaggregation
Ristocetin 1.5 Ristocetin 1.0 Kollagen 4 umol
Patient T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
3 85 93 93 83 93 100 89 95 91
4 86 91 90 67 5 79 83 90 85
8 90 96 85 85 74 86 92 92 83
10 98 93 96 84 90 86 94 91 90
12 86 93 93 77 93 35 88 88 81
15 95 94 94 84 97 85 84 94 92
20 95 97 96 92 88 86 83 85 83
23 98 98 91 92 90 96 93 87 93
25 101 93 94 95 a0 95 97 91 86
29 96 93 96 96 94 94 95 91 89
32 92 94 95 77 29 80 82 90 89
34 89 95 92 92 93 95 95 87 48
Mittelwert 92,58| 94,17 92,92 85,33| 78,00 84,75 89,95/ 90,08 84,17
Stabwn 5,14 1,91 3,04 8,29| 28,24 16,31 5,24 2,81 11,52

Tabelle A 15:

Thrombozytenaggregation (%) mit Ristocetinl,5, Ristocetin1,0 und Kollagen
4umol der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen

ADP 4 umol ADP 2 pmol Arachidonsaure
Patient L T2 T3 T T2 T3 L T2 T3
3 13 37 93 18 37 31 81 68 82
4 43 40 6 2 3 83 76 92
8 73 25 15 17 5 5 91 74 2
10 85 88 88 68 73 85 84 87 84
12 11 7 16 2 3 0 87 74 77
15 84 92 70 72 84 45 82 82 92
20 71 77 76 19 19 76 81 83 85
23 80 64 76 78 20 74 65 16 75
25 91 85 74 88 27 49 101 75 82
29 91 88 58 87 76 8 94 86 87
32 81 80 91 73 64 78 78 52 68
34 78 87 48 70 58 16 90 78 84
Mittelwert 66,75/ 64,17| 59,25/ 49,50/ 39,08 39,17|| 84,75 70,92| 75,83
Stabwn 27,28 28,00 29,81 32,93| 29,14| 31,48 8,64/ 18,82 23,19
Tabelle A 16: Thrombozytenaggregation (%) mit ADP 4umol, 2pumol und Arachidonséure

der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;

Mittelwerte und Standardabweichungen
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6.3 Gruppe Ringer
In-vitro-Blutungszeit (PFA)
Verschlusszeit Blutvolumen Initialer Blutfluss
Patient T1 T2 T3 T1 T2 T3 T T2 T3
1 97 106 73 331 360 303 179 193 193
2 87 138 78 324 432 314 193 205 202
7 89 103 76 320 359 291 178 192 166
11 94 105 82 352 400 325 200 220 201
16 90 105 91 298 363 332 148 181 174
24 83 111 100 283 406 357 155 197 178
26 90 119 73 343 420 310 179 214 188
33 137 74 90 451 326 361 199 218 212
35 85 120 100 330 432 373 180 216 198
36 118 137 93 391 447 330 191 215 180
37 123 117 113 386 418 390 171 203 188
38 85 99 76 325 375 304 184 215 189
39 120 84 99 415 352 380 197 217 208
Mittelwert 99,85 109,08 88,00 | 342,30| 394,50, 329,60 | 181,08| 206,62| 190,54
Stabwn 17,31] 17,41] 12,23| | 45,69| 38,10] 25,44 15,38] 15,38] 13,09
Tabelle A 17 :  Ergebnisse des PFA der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten,
Mittelwerte und Standardabweichungen
Verschlusszeit (sec), Blutvolumen (pl), Initialer Blutfluss (pl/min)
Kleines Blutbild
Hamoglobin Hamatokrit Thrombozyten
Patient T T2 T3 T T2 T3 T T2 T3
1 123/ 10,9 11,6 358 31,2 340 222 197 223
2 11,9 10,1 121 34,0 29,0 35,0 132 121 144
7 13,1 12,0 14,2 37,2 34,4 40,0 201 189 21
1 12,4 10,5 11,4 34,3 29,5 32,1 188 161 158
16 156/ 13,3 13,9 448| 37,5 394 211 189 201
24 14,2 11,6 12,7 40,5 33,5 36,7 117 93 104
26 12,8 111 12,2 36,9 31,1 34,2 222 194 262
33 11,6 10,6/ 11,2 344 305 330 153 129 140
35 12,1 10,6| 11,8 352| 304| 348 208 157 196
36 12,4 11,0 12,6 35,8 30,4 35,4 162 132 159
37 14,4 12,6 13,2 40,8 34,8 37,3 272 219 250
38 14,1 11,9] 133 399] 340 375 162 128 145
39 12,00 10,0, 11,2 34,1 29,4 320 197 176 192
Mittelwert 12,99| 11,25| 12,42| | 37,21| 31,98] 35,49| | 188,23| 160,38 183,46
Stabwn 1,16| 0,95 0,96 3,200 2,49 2/46|| 40,48 35,87 44,67
Tabelle A 18 : Blutbild der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten

Mittelwerte und Standardabweichungen
Héamoglobin (g/dl), Himatokrit (%), Thrombozyten (x103/ul)
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Rheologische Parameter

Kolloidosmotischer Druck Plasmaviskositat

Patient t1 t2 3 t1 t2 3
1 23,90 16,90 20,55 1,100 1,235 1,185
2 26,65 18,70 26,90 1,155 1,035 1,180
7 25,65 20,10 26,60 1,180 1,090 1,200
11 23,90 16,90 20,55 1,115 1,000 1,070
16 30,95 20,80 23,70 1,380 1,145 1,230
24 29,15 18,80 23,70 1,245 1,115 1,160
26 29,10 20,35 22,90 1,220 1,070 1,135
33 26,90 18,05 23,60 1,205 1,085 1,165
35 24,25 17,70 22,60 1,245 1,120 1,205
36 24,90 18,95 26,15 1,230 1,130 1,295
37 29,00 19,55 22,90 1,205 1,065 1,115
38 30,35 18,75 25,00 1,225 1,045 1,145
39 26,55 20,10 23,60 1,200 1,135 1,245
Mittelwert 27,07 18,86 23,78 1,209 1,095 1,175
Stabwn 2,57 1,25 2,10 0,072 0,061 0,058
Tabelle A 19 : Messwerte des kolloidosmotischen Drucks (mmHg) und der Plasmaviskositit

(Pa's) der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen

Plasmatische Gerinnung

aPTT Thrombinzeit

Patient T1 T2 T3 T1 T2 T3
1 29,0 30,0 100,0 16,0 18,0 28,0
2 32,0 37,1 31,0 17,3 17,6 17,0
7 38,0 42,0 33,2 18,2 17,7 17,2
11 29,0 31,0 28,0 16,0 17,0 17,0
16 26,9 29,3 27,3 18,2 18,0 18,6
24 254 27,7 25,2 19,6 20,2 19,2
26 30,1 34,0 26,4 17,7 18,7 18,2
33 30,6 27,0 41,1 17,0 17,6 17,5
35 23,5 26,2 24,5 18,0 17,9 17,2
36 31,5 32,9 28,4 17,5 16,9 17,6
37 34,8 39,4 39,7 18,3 18,0 18,7
38 30,9 37,0 27,6 18,1 19,4 19,6
39 30,1 31,1 29,0 19,5 19,9 18,5
Mittelwert 30,14 32,67 35,49 17,80 18,22 18,79
Stabwn 3,61 4,76 19,26 1,05 1,00 2,78

Tabelle A 20:  Messwerte der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (sec) und der

Thrombinzeit (sec) der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen
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Quick Fibrinogen
Patient T T2 T3 T1 T2 T3

1 100,0 100,0 100,0 510 400 490
2 100,0 100,0 100,0 290 240 300
7 115,0 102,8 114,7 300 240 300
1 100,0 100,0 100,0 280 260 280
16 1244 117,7 100,0 310 260 270
24 106,1 93,7 94,7 240 190 220
26 99,3 87,3 114,2 280 220 300
33 110,7 104,0 79,5 250 220 210
35 106, 1 97,7 104,1 290 260 300
36 118,9 108,1 112,5 380 320 350
37 110,8 97,0 98,8 220 200 200
38 103,2 82,4 97,3 230 190 250
39 109,6 96,4 113,0 280 210 290
Mittelwert 108,01 99,01 102,22 296,92 246,92 289,23
Stabwn 7,61 8,45 9,42 73,00 56,07 70,98

Tabelle A 21: Messwerte der Prothrombinzeit/ Quick (%) und des Fibrinogens (mg/dl) der

einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen

Faktor Vllic Ristocetin-Cofaktor Von-Willebrand-AG

Patient T1 T2 T3 T T2 T3 T T2 T3
1 143,0 111,0] 151,0 204 148 132 142 145 166
2 117,0 97,0 140,0 168 120 103 118 104 119
7 103,0 84,00 110,0 115 115 93 126 116 140
1 182,01 170,0, 168,0 186 72 72 165 144 110
16 132,9 81,8/ 100,0 164 102 132 218 272 230
24 >182,01 144,7| >182,0 210 248 210 330 294 360
26 129,9] 105,0| >182,0 106 64 148 160 130 229
33 101,11 181,6| 129,8 210 104 188 85 78 72
35 >182,0f >182,0| 178,2 460 174 210 210 194 179
36 111,91 188,1| 167,5 105 40 188 100 78 170
37 89,9 68,5 78,9 115 71 71 92 82 94
38 123,0 96,7| >182,0 115 30 104 176 146 202
39 130,3| 137,4| >182,0 105 87 376 176 154 256
Mittelwert 124,00 122,2| 135,9|| 174,08| 105,77| 155,92| | 163,91 149,00| 179,00
Stabwn 23,71 39,3] 322 92,05 56,49| 79,06 63,32| 65,81] 75,00

Tabelle A 22: Faktor VIlIc (%), Ristocetin-Cofaktor (%) und von-Willebrand-Antigen (%)

der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;

Mittelwerte und Standardabweichungen
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Thrombozytenaggregation
Ristocetin 1.5 Ristocetin 1.0 Kollagen 4 pmol
Patient T T2 T3 T1 T2 T3 T T2 T3
1 91 93 105 69 89 91 86 94 95
2 98 83 96 80 46 93 93 78 90
7 93 97 97 88 98 90 88 98 90
11 92 90 88 87 97 84 91 91 90
16 95 96 90 94 80 87 96 85 82
24 101 100 94 70 98 94 99 93 93
26 92 85 95 79 85 88 87 82 85
33 92 89 92 80 90 83 87 88 88
35 93 96 89 81 84 93 90 86 94
36 83 85 93 43 83 75 82 92 91
37 97 92 93 92 81 86 97 91 90
38 98 92 93 87 93 90 88 86 95
39 94 103 100 83 97 91 89 90 92
Mittelwert 93,8 92,4 94,2 79,5 86,2 88,1 90,2 88,8 90,4
Stabwn 4,25 5,77 5,77 12,71| 13,24 5,01 4,66 5,15 3,63
Tabelle A 23: Thrombozytenaggregation (%) mit Ristocetinl,5, Ristocetin1,0 und Kollagen
4umol der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;
Mittelwerte und Standardabweichungen
ADP 4 ymol ADP 2 pmol Arachidonsaure
Patient T T2 T3 T1 T2 T3 T T2 T3
1 55 69 73 13 57 13 72 85 90
2 88 73 89 92 73 85 90 56 81
7 40 35 38 90 56 81 61 21 85
11 82 84 87 63 50 73 78 48 78
16 50 55 27 12 19 10 64 7 1
24 65 78 76 76 63 87 48 16 70
26 83 77 73 87 88 28 80 85 6
33 75 70 60 64 45 51 86 72 74
35 85 86 94 79 80 78 83 75 79
36 66 67 63 55 52 40 15 18 11
37 10 9 8 6 3 5 83 5 75
38 82 29 69 35 9 8 90 63 81
39 90 83 89 81 88 82 92 88 86
Mittelwert 67,00 62,7 63,5 57,9 52,5 4973 72,5 49,2 62,8
Stabwn 22,33| 23,06 25,18/ | 30,08/ 26,84 31,90|| 20,74 30,51] 31,60
Tabelle A 24: Thrombozytenaggregation (%) mit ADP 4umol, 2pmol und Arachidonsiure

der einzelnen Patienten zu den drei Messzeitpunkten;

Mittelwerte und Standardabweichungen
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