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1 Einleitung

Lipidinfusionen werden im Rahmen der parenteralen Erndhrung eingesetzt. Sie dienen als E-
nergietrager zur Kaloriensubstitution und als Quelle essentieller Fettsduren. Aullerdem erfiil-
len Lipidinfusionen wichtige Funktionen als Membranbausteine und als Modulatoren bioche-
mischer Prozesse. Besonders wichtig sind sie auch fiir die funktionelle Entwicklung des zent-
ralen Nervensystems, was beim Einsatz bei Kindern und Sduglingen von Bedeutung ist. Eini-
ge langkettige mehrfach ungesittigte Fettsduren dienen als Vorldufer fiir bioaktive Lipidmedi-
atoren, einschlielich Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene. Diese Lipidmediatoren
sind wichtige Regulatoren zahlreicher Zellfunktionen wie Thrombozytenaggregation, Entziin-
dungsreaktionen und Immunfunktionen'. Lipide zur parenteralen Ernihrung werden haupt-
sachlich aus Sojabohnenol gewonnen und unter Verwendung von Ei- oder Sojaphosphatide-
mulgatoren als Emulsion appliziert. Im Handel befinden sich in Deutschland verschiedene
Fettemulsionen, die sich beziiglich der Herstellungsmethoden und Zusammensetzung je nach
Hersteller hinsichtlich der Fettkonzentration, der Kettenlidnge der Triglyceride, der Zusam-
mensetzung des Emulgators und der zur Herstellung der Blutisotonie zugesetzten Elektrolyte

unterscheiden.

1.1 Aufbau und Metabolismus von Lipidemulsionen

Lipidlosungen zur parenteralen Erndhrung sind in ihrem Aufbau alle dhnlich strukturiert. Sie
bestehen zum groBen Teil aus Triglyceriden in Form von Sojabohnendl und Phospholipiden,
welche als Emulgatoren dienen und zusammen mit Glycerol zur Stabilisierung der Emulsio-
nen notwendig sind. Natriumoleat bzw. Natriumhydroxid sind zusétzlich in geringen Anteilen
enthalten. Tabelle 6 zeigt die physikalischen und chemischen Eigenschaften der gingigsten
und fiir unsere Studien eingesetzten Lipidemulsionen auf. Sie sind so zusammengesetzt, dass
sie den endogenen Chylomikronen im Aufbau und Metabolismus méglichst dhnlich sind?.

Die Transportform exogener Fette sind sogenannte Liposomen, die aus einem Triglyceridkern
und einer Phospholipidhiille bestehen. Im Gegensatz zu den endogenen Chylomikronen besit-
zen sie jedoch Apoproteine in der Hiille und kein Cholesterin in der Matrix. Der Phospholi-

pidgehalt ist bei den im Handel befindlichen Emulsionen sehr unterschiedlich und liegt gene-
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rell hoher als der Phospholipidgehalt der Chylomikronen. Zusitzlich kann die Zusammenset-
zung der Phospholipide in den verschiedenen Emulsionen sehr variieren und sich ebenfalls
von dem der Chylomikronen unterscheiden. Die Triglyceridkomponente der Fettemulsionen
differiert hinsichtlich der endogenen Zusammensetzung, so enthalten Fettemulsionen z.B.
mehr essentielle Fettsduren.

Es gibt zwei Arten von Fettpartikeln in Fettemulsionen, die man mittels Ultrazentrifugation

trennen kann (siehe Abbildung 1

*  GrofBe triglyceridreiche Partikel mit einer Grée von ca. 250-500 nm, in denen prak-
tisch die gesamten Triglyceride enthalten sind. Diese Triglyceride sind umgeben von
einer monomolekularen Schicht aus Phospholipiden. In die Phospholipidschicht sind
einige wenige freie Cholesterol- und Phytosterolmolekiile eingebaut. Die Fettsduren
und Sterolseitenketten sind nach innen zum apolaren lipophilen Kern des Partikels ge-
richtet, wihrend der polare hydrophile Teil der Phospholipide nach au3en zur wissri-
gen Umgebung hin orientiert ist. Diese Partikel, die sogenannten kiinstlichen Chylo-
mikronen, werden als Gegenstiick zu den endogenen Chylomikronen angesehen und
praktisch genauso wie diese metabolisiert”.

» Kleinere phosphoplipidreiche Partikel, Liposomen genannt, mit einer Gréfe von 80-
100 nm, welche den restlichen Teil der Phospholipide, sowie einen sehr geringen An-
teil an Triglyceriden und anderen Lipiden enthalten. Diese Partikel stellen eine Art
Stabilisator dar, welcher einen wichtigen Beitrag zur Stabilitit der Emulsion leistet. Je
hoher der Fettgehalt der Emulsionen, desto geringer wird die Menge an diesen

phospholipidreichen Partikeln.
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der zwei Fettpartikelarten in Fettemulsionen®

A: Triglyceridreiches Partikel (= kiinstliche Chylomikronen)

B: Phospholipidreiches Partikel (= Liposom)

Bei fast allen handelsiiblichen Lipidemulsionen gibt es mindestens zwei verschiedene Kon-

zentrationen, 10 % und 20 %. Bei beiden Konzentrationen ist der Absolutgehalt an Phospho-

lipiden gleich, d.h. die Phospholipid-Triglycerid-Ratio (abgekiirzt PL-TG-Ratio) betrigt bei

der 10 %igen Emulsion 0,12 und bei der 20 %igen Emulsion 0,06. Eine hohere Konzentration

an Phospholipiden kann sowohl die physiochemischen als auch die metabolischen Eigenschaf-

ten der Emulsion beeinflussen. So wurde gezeigt, dass die mittlere Partikelgro3e umso niedri-
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ger ist, je hoher die PL-TG-Ratio der Emulsion ist’. GroBere Partikel konnen jedoch leichter
hydrolisiert werden, so dass z.B. die Plasmaclearance von Triglyceriden bei Emulsionen mit
hoheren Mengen an kleinen Partikeln wesentlich ldnger dauert®. Phospholipidreiche Partikel
interagieren auBerdem mit dem Metabolismus endogener Lipoproteine’, besonders bei Kin-
dern®. Eine neuere Studie von Chanson et al’ zeigt, dass sich die physikalischen Eigenschaften
der zwei Partikel in den Lipidemulsionen dndern, wenn sie mit Lipoproteinen inkubiert wer-
den. Auch verursacht die Triglyceridzusammensetzung in den Lipidemulsionen physikalische
Veridnderungen bei den Partikeln, jedoch ohne LDL und HDL zu beeinflussen.

30 %ige Fettemulsionen in der parenteralen Erndhrung von Intensivpatienten sind in einer
Studie mit guten Ergebnissen getestet worden'’.

Die qualitative Zusammensetzung von Fettemulsionen beeinflusst hauptsédchlich die pharma-
kodynamischen Effekte, wihrend fiir das pharmakokinetische Verhalten das Triglycerid-
Emulgator-Verhiltnis, die Konzentration und die Partikelgroe eine wesentliche Rolle spie-
len. Die Halbwertszeit der Fettemulsionen im Plasma betriigt zwischen 8 und 20 Minuten''.
Sie ist abhédngig von verschiedenen Faktoren wie der Infusionsrate, der aktuellen Stoffwech-
selrate und den individuellen Unterschieden der Patienten. Der Aufbau der enthaltenen
Triglyceride beeinflusst die Plasmaclearance. So werden Emulsionen mit 50 %igem Anteil an
mittelkettigen Triglyceriden (MCT) schneller abgebaut als solche mit ausschlieBlich langket-
tigen Triglyceriden (LCT)"~ Mittelkettige Triglyceride haben in den letzten Jahren in zahlrei-
chen Studien einige Vorziige gegeniiber langkettigen Triglyceriden gezeigt. Sie werden meist
als 1:1-Gemisch mit langkettigen Triglyceriden angeboten, konnen schneller verstoffwechselt
werden, und bieten andere metabolische Eigenschaften® '* ', Sie sind effizientere Energielie-
feranten, belasten weniger den hepatischen Metabolismus und haben weniger Einfluss auf das
Immunsystem und die RES-Funktion'’. Besonders bei Sepsis und "systemic inflammatory
response syndrome" sind sie geeignet wegen ihres geringeren Anteils an n-6 Fettsiduren, wel-
che moglicherweise Priakursoren von immunsuppressiven Prostaglandinen sind. Septische Pa-
tienten, welche zusitzlich zu LCT's auch MCT's erhalten, erreichen schneller ihren normalen
Ernihrungszustand wieder'®. In einer neueren Studie wurde gezeigt, dass MCT/LCT-
Gemische in Phospholipiden einen dem natiirlichen Fettsdureprofil dhnlicheren Zustand pro-

duzieren als die alleinige Gabe von LCT-Emulsionen'’.
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Der Phospholipidgehalt beeinflusst die Triglyceridclearance ebenfalls. Besonders bei Emulsi-
onen mit hohem Anteil an Phospholipiden (10%ige Losungen) sind die Plasmalevel an
Triglyceriden erhoht'®.

Die iiberschiissigen Phospholipide haben eine hohe Affinitdt zu endogenem freiem Choleste-
rin, woraus neue Lipoproteine entstehen, welche Lipoprotein X (LpX) genannt werden. Diese
Lipoproteine verbleiben eine gewisse Zeit im Plasma und konnen dort nachgewiesen werden.
Da sie Apolipoproteine binden konnen treten sie auch in Konkurrenz mit endogenen Lipopro-
teinen. Die Konkurrenz von LpX mit den nativen Lipoproteinen um die periphere Choleste-
rinaufnahme iiber Apo-B bzw. E-Rezeptoren beeintrichtigt die Cholesterinhomdostase und ist
letztendlich auch fiir die verzogerte Triglyceridclearance der 10 %igen Fettemulsion verant-
wortlich. Der genaue Abbau dieser Lipoproteine ist noch unbekannt. Es ist jedoch wichtig mit
den Lipidemulsionen so wenig Phospholipide wie moglich zu infundieren, um die beschriebe-
nen Probleme bei der Metabolisierung der exogenen Phospholipide zu vermeiden'’.

Die gédngigen Lipidemulsionen enthalten meistens Sojabohnendl, welches aus unterschiedli-
chen Anteilen verschiedener Fettsiduren besteht. Linolsdure und a-Linolensdure machen ca. 60
% des Anteils an essentiellen Fettsduren aus. Die genaue Fettsdurenzusammensetzung ist

Abbildung 2 zu entnehmen.

OLinolsaure
OOleinsaure

@ Palmitinsaure

M alpha-Linolensaure 52%
M Stearinsaure

Oandere Fettsduren

Abbildung 2  Fettsdurenzusammensetzung der Triglyceride im Sojabohnenol
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Es ist offensichtlich, dass Fettemulsionen den Lipidstoffwechsel beeinflussen, was besonders
bei Langzeiterndhrung beriicksichtigt werden muss. Hyperlipidamien in Verbindung mit Hy-
peraggregabilitit stellen einen erheblichen Risikofaktor fiir Atherosklerose und Myokardin-
farkt beim Menschen dar®’. Deshalb ist es von groBer Bedeutung, genauere Erkenntnisse iiber
die Wirkungen und Nebenwirkungen von Lipidinfusionen, insbesondere im Hinblick auf Ha-

mostase und Thrombozytenfunktion, zu gewinnen.

1.2 Nebenwirkungen von Lipidemulsionen

Zunichst sind hier die sog. Friihreaktionen zu erwédhnen, welche von allen Herstellern dieser
Lipidemulsionen angegeben werden. Diese konnen bereits kurze Zeit nach Applikation der
Lipidemulsion auftreten. Sie sind in der Regel von kurzer Dauer und lassen sich meist durch
Absetzen der Fettinfusion verbessern. Zu den Friihreaktionen gehoren Schiittelfrost, Kopf-
schmerzen, Ubelkeit, Anstieg der Korpertemperatur, Kiltegefiihl, Hitzegefiihl, Zyanose, A-
temnot, Riicken-, Knochen-, Brust-, oder Lendenschmerzen, Priapismus, allergische Reaktio-
nen”, Thrombozytopenie, verstirkte Blutgerinnungsneigung, beschleunigte Atmung, Blut-
druckverdnderungen, Retikulozytose sowie Reizung an der Eintrittsstelle peripherer Venenka-
theter.

Die fiir diese Arbeit interessanteren Wirkungen bzw. Nebenwirkungen lassen sich dagegen
eher auf die langerfristigen Effekte der Lipidemulsionen zuriickfiihren, d.h. sie treten erst bei
langer andauernder parenteraler Erndhrung auf. In diesem Zusammenhang wurden Hyperlipi-
ddmien, Funktionsstorungen des retikuloendothelialen Systems (RESzz), Fettembolien>> 2*
Cholestasen” % ?”- ® Thrombosen® und das sog. "Fat overloading syndrome" beschrieben.
Letzteres kann mit verschiedenen Symptomen wie Lebervergrolerung (mit und ohne Ikterus),
pathologischer Leberfunktion, Milzvergro3erung, Andmie, Leukozytopenie, Thrombozytope-
nie, Blutungsneigung, Blutungen, Verdnderung oder Verminderung der Blutgerinnungsfakto-
ren und folglich Verlingerung der Gerinnungszeiten (Blutungszeit, Gerinnungszeit,

Prothrombinzeit, u.a.) einhergehen.
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1.3 Einfluss von Lipiden auf Blutgerinnung und Thrombozytenfunktion

Bislang ist wenig bekannt iiber die Wirkung von Lipiden auf die Blutgerinnung, insbesondere
auf die Thrombozytenfunktion. Es gibt einige Arbeiten, welche weiter unten beschrieben wer-
den, die Teilaspekte der Lipidwirkung auf einzelne Gerinnungsparameter untersuchen. Dabei
bleiben jedoch viele Aspekte unbeachtet, und die Ergebnisse sind z.T. sehr unterschiedlich.
Trotzdem sollen die wesentlichen Resultate dieser Arbeiten im Folgenden kurz zusammenge-
fasst werden.

Von Phospholipiden, die als Losungsvermittler (Emulgatoren) eingesetzt werden, ist bekannt,
dass sie als spezielle Thromboplastine an einer Aktivierung der Gerinnung mitwirken kon-
nen’’. Tavlor et al fanden an verschiedenen Modellen mit Versuchstieren heraus, dass
Phospholipidvesikel einen lokalen thrombotischen Prozess so verstiarken konnen, dass sich ei-
ne disseminierte intravasale Gerinnung oder eine tiefe Beinvenenthrombose bilden kann. Ins-
besondere dann, wenn zusitzlich Entziindungsmediatoren oder Tumornekrosefaktoren mit-
wirken®'. Bis 1990 waren Priiparate dieser Substanzgruppe zur intravendsen Anwendung im
Handel (Fibraccel®, Clauden®), die bei Thrombozytopenien oder Thrombozytopathien die
Hamostase verbessern sollten. Heute werden sie nur noch als lokales Himostyptikum einge-
setzt. Eine Thrombozytenaktivierung durch Phospholipide wurde von Loughrey’” auch schon
bei Ratten festgestellt.

Bei postoperativen Patienten zeigte sich, dass Lipidemulsionen mit einer hoheren PL-TG-
Ratio (PL-TG-Ratio von 0,12 gegeniiber 0,06) zu einem signifikanten Anstieg der Phospholi-
pide und des freien Cholesterins im Plasma fithren®. Carpentier’* hat in einer seiner Arbeiten
die Erythrozytenmembran als mogliche Quelle dieses Cholesterinanstiegs identifiziert, da e-
xogene Phospholipide freies Cholesterin aus Zellmembranen aufnehmen konnen®. Goulet et
al’® konnten bei intravenoser Applikation von Lipidemulsionen eine Verminderung der Pliitt-
cheniiberlebenszeiten bei Kindern nachweisen. Diese Tatsache ldsst vermuten, dass die paren-
terale Gabe von Fettemulsionen zu einer Aktivierung der thrombozytiren Hadmostase fiihrt.
Altomare®’ fiihrte die erhohte Thromboserate unter parenteraler Ernéhrung auf eine Reduktion
des Plasmaspiegels von tissue plasminogen activator (TPA), bedingt durch die Lipidinfusio-

138

nen, zuriick. Campbell™ berichtete iiber einen Fall eines "Fat Overloading Syndrome" mit

schwerer Thrombozytopathie. Eine Studie bei Kindern mit parenteraler Langzeiternihrung®” -
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es wurden unter anderem verschiedene Gerinnungsparameter getestet - zeigte einen Anstieg
von Prothrombinzeit (TZ) und partieller Thromboplastinzeit (PTT). Mit Erhohung der Lipid-
dosis kam es zu einer Normalisierung dieser beiden Parameter. Bei akut kranken Kindern
zeigte sich eine verminderte Fetttoleranz mit erhohten Triglyceridwerten, TZ- und PTT-
Werten. Die Autoren empfahlen, bei akut erkrankten Patienten die Lipiddosis zu reduzieren
und besonders die genannten Laborwerte streng zu iiberwachen, um ein Fat Overloading Syn-
drome zu vermeiden.

Mit den {iiblichen plasmatischen Gerinnungsuntersuchungen, einschlieBlich Blutungszeit und
Messung der induzierten Aggregation, konnten Way et al* hingegen bei einer kleinen Patien-

tenzahl keine Verinderungen nachweisen. Auch Porta et al*!

fanden bei Intensivpatienten, die
im Rahmen der parenteralen Erndhrung Lipidinfusionen erhielten, keine Verdnderung der
Plittchenaggregation, obwohl die Aktivierungsmarker B-TG und PF-4 erhoht waren. Diese
sind in der a-Granula von Thrombozyten gespeichert, und werden durch Plittchenaktivierung

1>+ untersuchten die Effekte von einzelnen Komponenten der pa-

freigesetzt. Wakefield et a
renteralen Erndhrung auf die Induktion und Modulation der prokoagulatorischen Aktivitéit von
menschlichen Monozyten. Diese Aktivitidt gibt als Cofaktor Ansto3 zur extrinsischen Gerin-
nungskaskade. Sie stellten eine Abnahme der Freisetzung dieser Aktivitit durch Lipidemulsi-
onen fest, welche durch die Triglyceridfraktion, nicht jedoch durch die Phospholipidfraktion
der Emulsionen verursacht wurde. Ebenso zeigte ihre zweite Arbeit eine Abnahme dieser pro-
koagulatorischen Aktivitét in kultivierten Endothelzellen vom Schwein.

In zwei Arbeiten wurde belegt, dass bei Patienten mit familidrer Hypercholesterindmie ein er-
hohter Cholesterinspiegel im Blut zu einer Plittchenhyperaktivitit fithren kann** **. Andere
Autoren vermuteten aber, dass eher die durch Hypercholesterinimie bedingte Arteriosklerose,
und nicht der erhohte Cholesteringehalt per se, die Ursache der erhohten Plittchenaktivitit
ist*. Sinzinger et al*’ versuchten bei Patienten mit Hypercholesterinimie und koronarer Herz-
krankheit (KHK) den Cholesterinspiegel mittels LDL-Apherese zu senken und beobachteten
dabei die Plittchenaggregation. Sie fanden heraus, dass es nach lingerer Behandlung durch
LDL-Apherese in vivo zu einer Verminderung der Plédttchenaggregation und zu einer Verlin-
gerung der Plittcheniiberlebenszeit kam. Damit wurde aber nicht belegt, dass die beschriebe-

nen Verinderungen, auf die durch die LDL-Apherese bedingte Anderung der Blutlipidzu-
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sammensetzung zuriickzufiihren sind. Die vorgelegten Daten, so die Schlussfolgerung des Au-
tors, konnten nicht die Frage beantworten, ob ein erhohter Blutfettspiegel alleine fiir das ha-
mostatische Ungleichgewicht verantwortlich sei, oder ob arteriosklerotische Lésionen nicht
ebenso eine Rolle spielten.

Eine Arbeit von Broijersen® konnte im Unterschied dazu keine Verinderungen der Plittche-
naggregation nach LDL-Apherese-Therapie belegen. Auch die PF4- und B-Thromboglobulin-
spiegel zeigten hier keinen Anstieg.

In spezifischeren Untersuchungen, die direkt den Einfluss von Lipidinfusionen auf die Ha-
mostaseeigenschaften des Blutes priiften, fanden Jarnvig et al* bei vier Freiwilligen nach ei-
ner Infusion von 250 ml 10%iger Intralipidinfusion® keine signifikante Verdnderung der
Plittchenfunktion. Sie wiesen jedoch eine Ausschiittung von [3-TG, PF-4 und Serotonin (5-
HT) nach, was zeigt, dass die Pléttchen ihre Speichergranula entleert hatten. Inwieweit diese
Freisetzungsprodukte die Hamostase beeinflussen konnen, ist noch unklar. Die Autoren ver-
muten, dass sie eventuell einen lokalen Einfluss auf die Blutgerinnung ausiiben konnten, und
PF-4 eventuell Heparin neutralisiert.

In einer spiteren Arbeit von Wang et al’® vermutete man, dass der fehlende Einfluss auf die
Plittchenaggregation auf ein zu geringes Volumen der Lipidinfusion zuriickzufiihren sei. So
testete diese Arbeitsgruppe zehn gesunde Personen nach vierstiindiger intravendser Gabe von
Lipovenos® 10 %, welches, abgesehen von einem Cholesteringehalt von 0,1g/l gegeniiber
0,05¢/1 in Intralipid®, hinsichtlich der Lipidzusammensetzung weitgehend identisch mit Intra-
lipid® ist. Untersucht wurden der Lipidgehalt der Plasmalipoproteine und der Blutzellen, so-
wie der Effekt auf die Plittchenaggregation. Die Untersuchungen ergaben eine signifikant
verminderte Thrombozytenaggregation post infusionem, sowie eine Erhohung der Konzentra-
tion von Triglyceriden, Phospholipiden und Cholesterin im Plasma.

Hinweise auf eine Verminderung der Plittchenaggregation nach Lipidinfusionen lieferten be-
reits Voruntersuchungen von Aviram®' und Hayek’.

Dies ldsst vermuten, dass Kurzinfusionen von Lipidemulsionen einen hemmenden Effekt auf
Hamostaseeigenschaften des Blutes ausiiben. Die in-vivo-Untersuchungen von Wang, Aviram

und Hayek wurden durch eine Arbeit von Li Zouh et al’® aus dem Jahre 1996 bestiitigt, in der
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gezeigt wurde, dass Intralipid® in vitro bei Rattenblutplittchen eine dosisabhingige Hem-
mung der Aggregation bewirkt.

Zusammenfassend belegen die bislang widerspriichlichen Forschungsergebnisse, dass es sehr
schwierig ist eine klare Aussage iiber die Wirkung der parenteralen Erndhrung auf die Ha-
mostaseeigenschaften des Blutes zu treffen. Oft wurden nur sehr kurzfristige Effekte getestet,
eine umfassende Untersuchung der Himostase einschlieBlich der Thrombozytenfunktion wur-
de bislang noch nicht vorgelegt. Zumeist wurden nur einzelne Gerinnungsparameter betrach-
tet. Die widerspriichlichen Forschungsergebnisse hidngen vermutlich zu einem groflen Teil
auch damit zusammen, dass die Untersuchungsmethoden, die Grof3e und Art der Studienpopu-
lation, die Infusionsbedingungen sowie zahlreiche andere Faktoren sehr heterogen waren.

Bei den hier vorgelegten Untersuchungen, die zwei Studienteile umfassen, wurden identische
Laboruntersuchungen verwendet - eine wesentliche Voraussetzung fiir eine Vergleichbarkeit
der Ergebnisse.

Es wurde auch darauf geachtet, dass nicht nur ein Teil der Himostase getestet wurde, sondern
dass sowohl die plasmatische Gerinnung als auch die Thrombozytenfunktion so umfassend
wie moglich untersucht wurden. Dabei wurde insbesondere der Lipideinfluss auf das Verhal-
ten der Thrombozyten beobachtet.

Besonders wichtig war es dabei, den tatsdchlichen Ist-Zustand der Thrombozyten zu evaluie-
ren, denn das Funktionspotenzial beziehungsweise die Gerinnungsfihigkeit der Thrombozyten
hingt davon ab, in welchem Aktivierungszustand sie sich gerade befinden. Demnach gibt es
sozusagen "schlechte" Thrombozyten, die bereits aktiviert sind, und bei normal Gesunden
Thrombozyten mit niedrigem Aktivitdtszustand, die bestes Funktionspotenzial aufweisen.

Es gibt verschiedene Testverfahren, mit denen die Thrombozytenaktivierung gemessen wer-
den kann. So hat die in dieser Arbeit angewendete Impedanzaggregometrie®® eine hohe Sensi-
tivitit gegeniiber Plédttchendysfunktionen und ist ein empfindliches Verfahren zur Messung
der Spontanaggregation. Als neueres Testverfahren kam der In-vitro-Blutungstest, der inzwi-
schen halbautomatisch durchgefiihrt wird (Platelet Function Analyzer, PFA-100, Dale-
Behring) in der hier vorliegenden Arbeit erstmals zur Anwendung. Daneben wurde die
Thrombozytenfunktion mit weiteren zusatzlichen Analyseverfahren untersucht. Diese werden

im Methodikteil ausfithrlich beschrieben.
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1.4 Intensivmedizinische Aspekte der Ernihrungstherapie

Intensivpflichtige Patienten sind verschiedenen Problemen und Risiken ausgesetzt. Zu den
wichtigsten gehort die Sepsis und das systemische Inflammationssyndrom (systemic inflam-
matory response syndrome, SIRS).

Sepsis ist definiert als eine akute inflammatorische Wirtsantwort infektidser Atiologie, die da-
durch charakterisiert ist, dass es dem Wirt nicht gelingt, die Entziindungsantwort mit ihren de-
struktiven Teilkomponenten lokal zu begrenzen.

Dabei sollen zumindest zwei der folgenden Definitionskriterien erfiillt sein:

Fieber iiber 38° Celsius, Hypothermie unter 36° Celsius, Leukozytose tiber 12 000/ul; Leuko-
penie unter 4000/ul, 10 % unreife neutrophile Granulozyten im Differentialblutbild, Tachy-
kardie (iiber 90/min), Tachypnoe (iiber 20 Atemziige/min), oder CO,-Partialdruck unter 4,3
kPa.

Als systemisches Inflammationssyndrom (systemic inflammatory response syndrome, SIRS)
wird die gleiche Wirtsreaktion bei nichtinfektioser Atiologie definiert. Diese kann sich auch
im Rahmen von Grundkrankheiten entwickeln, so auch bei Polytraumen mit ausgedehnten
Gewebsnekrosen, Autoimmunerkrankungen, oder hidmorrhagisch-nekrotisierender Pankreati-
tis.

Auswirkungen der inflammatorischen Wirtsantwort auf das kardiozirkulatorische System sind
verschiedenartig. Unter anderem kommt es zu einer Stérung der Mikrozirkulation durch Re-
duktion der auf die Endothelzellen antikoagulatorisch wirkenden Oberfldichenmolekiile. Es
kommt zu einer vermehrten Expression von Gewebefaktor, wodurch die Endothelzellen in der
Sepsis zu einer prokoagulatorisch wirkenden Oberfliche werden, die die Entstehung einer

Verbrauchskoagulopathie fordert™.

Eine Erndhrungsbehandlung bei Patienten basiert hauptséchlich darauf, dass eine Mangel-oder
Fehlerndhrung eng mit einer erhohten Morbiditidt und Mortalitit verbunden ist.

Bei schwerkranken Patienten kommt es aufgrund der neuroendokrinen und metabolischen Re-
aktion auf Trauma und Sepsis innerhalb weniger Tage zu metabolischen Mangelzusténden.
Ziel der Erndhrungstherapie ist es, den Erndhrungszustand aufrechtzuerhalten oder zumindest

eine Verschlechterung zu verzdgern. Eine Erndhrungstherapie wird bei Intensivpatienten héu-
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fig sowohl enteral als auch parenteral durchgefiihrt. Dabei sollte der enteralen Zufuhr der
Vorzug gegeben werden, wenn dies die Verdauungsfunktion des Patienten zuldsst, da dies vie-
le Vorteile beinhaltet.

So sind Diinn- und Dickdarm in ihrer Funktionstiichtigkeit auf das Vorhandensein intralumi-
naler Nihrstoffe angewiesen, da diese den wichtigsten physiologischen Stimulus fiir die Integ-
ritit und Funktion der Darmschleimhaut bilden. Nahrungskarenz fithrt zu einer Muko-
saatrophie, da der physiologische Stimulus zur Ausschiittung von Enzymen und Hormonen
sowie die physiologische Erndhrung der Mukosa iiber das Lumen entfallen. Zudem sind die
Nutzung der enteralen Resorptionschranke und Leberpassage, die Abpufferung der Magensiu-
re und die einfache Handhabung ebenfalls von Vorteil.

Die wichtigste Indikation fiir die parenterale Erndhrung ist ein gestorter Funktionszustand des
Gastrointestinaltraktes, hierbei kann diese Erndhrungsform lebensrettend sein®. Insbesondere
ist bei folgenden Indikationen die vollstindige parenterale Ernidhrung nétig: Vollstindige
Darmobstruktion, akute gastrointestinale Blutung, Ileus, intestinale Fisteln, schwere Diarrhoe,
schwere akute Pankreatitis, Initialphase bei Kurzdarmsyndrom, ausgeprigte himodynamische
Instabilitét.

Es gibt jedoch auch zahlreich Nachteile, die eine strenge Indikationsstellung zur TPN fordern.
So entsteht durch die parenterale Erndhrung leichter eine Dysfunktion der intestinalen Barrie-
re. Diese Barriere ist zum Schutz gegen Mikroorganismen und Toxine zustidndig. Eine Studie
aus China” zeigt den Vergleich zwischen enteraler und parenteraler Erndhrung in Bezug auf
die Barrierenfunktion des Darms. Es wurde die intestinale Permeabilitit von 40 Patienten ge-
messen. Hierbei wurden die Patienten nach chirurgischem Trauma in zwei Gruppen aufgeteilt.
Eine Gruppe wurde parenteral, die andere Gruppe enteral ernihrt. Es wurde ein nichtinvasiver
Lactulose/Mannitol-Tests eingesetzt, welcher die Integritit der Mucosa des Magen-Darm-
Trakts widerspiegelt. Bei beiden Erndhrungsformen zeigte sich postoperativ ein Verlust der
Mucosaintegritit, bei den Patienten mit enteraler Erndhrung kehrte jedoch schneller wieder
der Normalzustand zuriick.

Eine multizentrische klinische Studie® an iiber 300 Patienten, welche postoperativ enterale

und parenterale Erndhrung bei Patienten mit gastrointestinalen Tumoren verglich, demonst-
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rierte, dass die frithe enterale Erndhrung signifikant die Komplikationsrate und den postopera-
tiven Aufenthalt senkt. TPN wurde jedoch bei den Patienten insgesamt besser toleriert als EN.
Kurz darauf wurde von Pacelli et al” jedoch eine prospektive randomisierte Studie mit 241
Patienten veroffentlicht, die bei postoperativen Patienten die beiden Erndhrungsformen hin-
sichtlich verschiedener Komplikationen und Mortalitédt verglich. Er konnte kein erhdhtes Ri-
siko fiir postoperative Komplikationen bei TPN vorweisen.

Griffiths postulierte 2005%, dass TPN weiterhin wichtiger Bestandteil der intensivmedizini-
schen Behandlung sein sollte, besonders bei Intoleranz fiir gastrointestinale Erndhrung oder

bei gastrointestinaler Fehlfunktion.

1.5 Indikationen fiir den Einsatz von Lipidemulsionen

Lipidemulsionen sind in der parenteralen Erndhrung von grofer Bedeutung, insbesondere ist
eine moderne Intensivmedizin ohne sie nicht mehr vorstellbar. Daher ist es sinnvoll weitere
Erkenntnisse iiber die Wirkungen derartiger Emulsionen auf die Hamostaseeigenschaften des
Blutes zu gewinnen.

Lipidemulsionen enthalten essentielle Nahrungsbestandteile, die der Intensivpatient unbedingt
benotigt. Dazu gehdren vor allem die Fettsduren Linolsdure und a-Linolenséure, also Bestand-
teile, die der Organismus nicht selbst synthetisieren kann.

Besonders wichtig sind Fettemulsionen in der postoperativen Phase im Hinblick auf den Post-
aggressionsstoffwechsel. Hier wiirden schon nach wenigen Tagen bei lipidfreier Erndhrung
Defizite auftreten, die durch Mangel an essentiellen Fettsduren entstehen (Linolsdure und o-
Linolensiure)®'. Gerade bei polytraumatisierten Patienten fillt der Linolsiurespiegel im Blut
sehr schnell ab und sinkt weiter, da eine reine Kohlenhydrat-Aminosédurelosung die Lipolyse
hemmt. Der Tagesbedarf an Linol- und a -Linolensidure beim gesunden Menschen betrégt et-
wa 10 bzw. 1,2 Gramm pro Tag. Im Postaggressionsstoffwechsel kann der Linolsdurebedarf
jedoch bis auf 50 Gramm pro Tag ansteigen. Im Hinblick auf die posttraumatische Immundys-
regulation nach chirurgischen Eingriffen testete man in einer neueren Studie®® auch den Ein-
satz von Lipidemulsionen, welche einen Anteil an Omega-3-Fettsduren enthielten. Es zeigte
sich, dass man mit einem Zusatz von solchen Fettsduren zur Lipiderndhrung eine hype-

rinflammatorische Situation verhindern kann, da diese Fettsduren als metabolische Produkte
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Leukotriene produzieren, welche weniger biologisch aktiv sind als die Leukotriene, die von
Omega-6-Fettsduren abstammen.

Einer der Vorteile der Lipidlosungen als Energietriger besteht darin, dass sie im Gegensatz zu
Glucoselosungen in hoheren Konzentrationen ohne zentralvendsen Zugang zu applizieren
sind, also problemlos und schnell auch in periphere Venen infundiert werden konnen, ohne
diese zu schadigen. Der Grund dafiir ist ihre niedrige Osmolaritét. Es wurde sogar ein priven-
tiver Effekt der parenteralen Erndhrung im Hinblick auf die Entstehung einer Thrombophlebi-
tis festgestellt”. So entstanden bei postoperativen Patienten bei Gabe von Aminosiure-
Glucose-Infusionen als Komplikation durch die Thrombophlebitis hdufiger Armodeme, als
bei Zusatz von 10 %igen Lipidinfusionen.

Lipidlosungen werden auch bei Patienten eingesetzt, deren Gerinnungssystem sich in einem
sehr labilen Zustand befindet. Dies ist ein weiterer wichtiger Grund die Wirkung von Lipid-
emulsionen auf die Himostase dieser Patientengruppe sehr sorgfiltig zu iiberpriifen. Die Ge-
fahr einer Thrombose oder Lungenembolie aber auch einer Blutung ist stets gegeben, so dass
ein verniinftiger und gut abgewogener Umgang mit allen verabreichten Infusionen, Medika-
menten und anderen Therapeutika sehr wichtig ist.

Die parenterale Ernidhrung des Patienten dient der Bereitstellung von Energie und soll gleich-
zeitig verhindern, dass korpereigene Proteine abgebaut werden. Im Rahmen der Intensivthera-
pie ist sie meist Teil einer Gesamttherapie der schwerkranken Patienten. Im Einzelfall kann
die parenterale Erndhrung aber auch eine primdre Therapie darstellen, z.B. bei M. Crohn,
Kurzdarmsyndrom oder gastrointestinalen Fisteln. Sie sollte die metabolischen Veridnderun-
gen im Stoffwechselgeschehen der verschiedenen Krankheitsbilder in giinstiger Weise beein-
flussen.

Patienten, welche parenteral erndhrt werden miissen, sind meist intensivpflichtige, kritisch
kranke Menschen, die vielen Risiken ausgesetzt sind. Fiihrt man sich die Indikationen der pa-
renteralen Erndhrung vor Augen, wird klar, dass eventuelle Komplikationen durch die Infusi-
onen den Patienten zusitzlich gefihrden konnten.

Grof3e Operationen und schwere Traumen bedingen fast immer eine eingeschriankte Funktion
des Gastrointestinaltrakts. Durch eine in dieser Situation hiufig unumgéngliche analgetische

oder analgosedierende Therapie wird zusitzlich die Motilitiat des Magen-Darm-Traktes ge-
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hemmt. Zusitzlich besteht die Gefahr des akuten Nierenversagens, und es konnen nicht selten
ein septisches Syndrom oder letztendlich ein akutes Lungenversagen hinzukommen. Daher ist
hier fast immer eine parenterale Erndhrung notwendig, muss jedoch vorsichtig eingesetzt wer-
den, da es durch die eingeschrinkte Fettutilisation bei diesen Komplikationen schnell zum
Ansteigen der Triglyzeridspiegel kommen kann. Gleichzeitig ist bei diesen Patienten oft auch
die Himostase gestort, was viele Ursachen haben kann, wie etwa Operationstraumen, Trans-
fusionen, extrakorporale Zirkulation, Medikamenteneinfliisse, Immobilisation und die damit
in der Regel verbundene Stresssituation. Es muss daher vermieden werden noch zusitzlich ei-
ne weitere Gerinnungsaktivierung durch Lipidlosungen hervorzurufen.

Weitere wichtige Indikationen fiir die Applikation einer parenteralen Erndhrung sind entziind-
liche Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts, wie akute Colitis ulcerosa, Morbus Crohn, to-
xisches Megakolon oder deren septische Komplikationen. Durch die oft langen Krankheits-
verldufe dieser Erkrankungen sind die Patienten meist untergewichtig und leiden unter diver-
sen Mangelzustinden.

Diskutiert man den Nutzen der parenteralen Erndhrung mit Lipidemulsionen muss beriicksich-
tigt werden, dass die parenterale Erndhrung selbst zu Komplikationen fiihren kann, wie z.B.
Thrombosen (meist durch die Katheterspitze), Infektionen, Storungen im Wasser- und Elekt-

rolythaushalt, Hypertriglyceridamie, Hyperglykdmie oder Gallensteinbildung.

1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es zu kldren, inwieweit die parenterale Applikation von Fettemulsionen

einen Einfluss auf die Blutgerinnung, insbesondere auf die Thrombozytenfunktion, ausiibt.

Zu diesem Zweck wurden zwei Untersuchungen durchgefiihrt.

* In einer In-vitro-Untersuchung sollte zunichst iiberpriift werden, ob eine Inkubation von
Probandenblut mit Fettemulsion eine Auswirkung auf die plasmatische Gerinnung und die
Thrombozytenfunktion hat. Da verschiedene Fettemulsionen im Handel sind, die sich in
Ausgangsstoffen und Zusammensetzung unterscheiden, wurden vier verschiedene Pripara-

te untersucht.
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* Weiterhin sollte gepriift werden, ob es hinsichtlich der untersuchten Parameter Préipara-
teunterschiede gibt. Die unterschiedlichen Zusammensetzungen der Fettsduren wie auch
des Emulgators lisst dies vermuten.

* In der anschlieBenden klinischen Untersuchung bei parenteral ernédhrten Intensivpatienten

sollte nun tiberpriift werden, ob tatsdchlich eine Aktivierung oder eine Funktionsstorung
der Himostase, insbesondere der Thrombozyten, zu beobachten ist, und ob in-vitro gemes-

sene Verdnderungen gegebenenfalls am Patienten zu verifizieren sind.

In der hier vorgelegten Arbeit werden die Ergebnisse der klinischen Untersuchung vorgestellt.

Ist die parenterale Erndhrung mit Lipidinfusionen indiziert, kann sie auch im Rahmen einer
klinischen Studie Patienten nicht vorenthalten werden. Die HELSINKI-Deklaration fordert ei-
ne optimale Therapie fiir alle Studienteilnehmer®. Die Gabe eines Placebos erscheint in die-
sem Zusammenhang duflerst problematisch. Deshalb verwendeten wir auch nach Beratung in
der Ethikkommission kein randomisiertes Studiendesign, sondern fiihrten nur eine prospektive

Verlaufsbeobachtung durch.
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2 Material und Methoden

2.1 Design der klinischen Studie

Es wurden von 24 intensivtherapiepflichtigen Patienten, die ab dem ersten postoperativen Tag
parenteral ernidhrt werden sollten, Blutproben entnommen. Diese Patienten wurden im Rah-
men einer prospektiven, nicht randomisierten, Placebo-kontrollierten einfachblinden Studie
untersucht. Demographische Charakteristika der Patienten sind in Tabelle 1 dargestellt. Ein-
schluss-, Ausschluss- und Abbruchkriterien sind in Tabelle 2 definiert, der Ablauf der Studie
ist in Abbildung 3 skizziert. Alle Patienten erhielten nicht gewichtsadaptiert 425 g Glukose
und 100 g Aminosduren pro Tag. Die Infusion von Vollelektrolytlosung erfolgte bis zum
Ausgleich der Fliissigkeitsbilanz. Die Entscheidung ob die Patienten einen Fettanteil in der
parenteralen Erndhrung bendtigten, wurde individuell in Abhéngigkeit vom operativen Ein-
griff, der geplanten Dauer der parenteralen Erndhrung und dem Ernéhrungszustand des Patien-
ten getroffen. Der fiir diese Entscheidung verantwortliche Arzt war nicht an der Durchfiihrung
dieser Studie beteiligt. Die Patienten wurden in eine Studiengruppe (n=12) und eine Kontroll-
gruppe (n=12) aufgeteilt. Die Patienten der Studiengruppe wurden postoperativ mit Lipidlo-
sung (Intralipid® 20%) parenteral erndhrt. Intralipid® wurde als Priparat ausgewdhlt, da es
klinisch bei den Intensivpatienten bereits angewendet wurde. Es wurden die Zahl n=12 pro
Gruppe gewihlt, da sie eine hinreichende statistische Analyse ermdglicht und die Fragestel-

lung nicht auf den Nachweis minimaler Effekte sondern klinisch relevante Effekte zielte.

Tabelle 1 Demographische Charakteristika der Patienten der In-vivo-Studie

Lipidgruppe Kontrollgruppe

Geschlecht
9/3 10/2
(minnlich/weiblich)
Alter
62 59
(Mittelwert)
Postoperativer Tag des
2,75 2,5
Messbeginns (Mittelwert)
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Abdominale Blutung nach
Polytrauma ’ ’
Carcinom Colon 2 2
Carcinom Niere 2 0
Carcinom Blase 1 0

Als Magenschutz wurde ausschlieflich ein Hj-Rezeptorenblocker
(Ranitidin) intravends, bzw. oral verabreicht.

Alle Patienten erhielten im Rahmen der parenteralen Erndhrung re-
gelmiBig Vitaminsubstitution.

Bei Sedierungen wurde ein Benzidiazepin (Midazolam) verwendet.
Indikation fiir die parenterale Erndhrung: keine normale Erndhrung

aufgrund der Morbiditidt moglich.
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Tabelle 2 Einschluss-, Ausschluss- und Abbruchkriterien fiir die Teilnahme an der kli-
nischen Studie
Einschlusskriterien Ausschlusskriterien Abbruchkriterien

* Intensivtherapie nach ab- Gerinnungsstorung Triglyzeridspiegel
dominalchirurgischem Stérung der hepatischen Syn- im Serum >500
Eingriff theseleistung mg/l

* Parenterale Erndhrung ii- Generalisierte AVK Verlegung auf All-
ber mindestens 3 Tage gemeinstation

Vorangegangener Myokardin-

vorgeschen Fortfall der Indika-

* Alter uiber 18 Jahre

farkt

Insulinpflichtiger Diabetes

mellitus
Fettstoffwechselstorung
Mangel- oder Untererndhrung

Therapie mit gerinnungsakti-
ven Arzneimitteln ("low-
dose" Heparin bis 10
IE/kgKG/h erlaubt)

Hamofiltration

Sedierung mit Propofol

tion zur parentera-

len Erndhrung

Studiengruppe (12 Patienten):

* Erste Blutentnahme vor der 1. Applikation einer Lipidinfusion (t1)

* Gabe von 250 ml Intralipid® 20 % {iber ein Zeitintervall von 18 Stunden

* O6-stiindige Lipidkarenz

» Zweite Blutentnahme nach der 6-stiindigen Lipidkarenz, 24 Stunden nach t1 (t2)

e Gabe von 500 ml Intralipid® 20 % iiber ein Zeitintervall von 18 Stunden
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» O-stiindige Lipidkarenz

* Dritte Blutentnahme nach der 6-stiindigen Lipidkarenz, 48 Stunden nach t1 (t3)

Kontrollgruppe (12 Patienten):

¢ Erste Blutentnahme (t1)

* Gabe von 250 ml Ringer-Losung

e Zweite Blutentnahme 24 Stunden nach t1 (t2)
* Gabe von 500 ml Ringer-Losung

¢ Dritte Blutabnahme 48 Stunden nach t1 (t 3)

Die 6-stiindige Lipidkarenz wurde eingehalten, um eine exzessive Hyperlipidimie in den
Blutproben zu vermeiden, und um ausschlielich mittellange Effekte zu untersuchen.

Die statistische Auswertung wird unter 2.5.1 niher erldutert.

Infusion von |

20%iger 1

Lipidemulsioq

|
|
|
|
|
|
|
|
|
T
| |
| |
| |
| |
Blutent- | |
nahme i : ¢ :
1 ' ? Stunden
[l [l
T T

0 18 24 42 48

500
250

Lo
™

nach Beginn der

Lipidinfusion

Abbildung 3  FlieBschema zur Klinischen Studie

Blutentnahme und Verarbeitung der Proben:

Die Blutabnahmen erfolgten unter standardisierten Bedingungen, die in Tabelle 4 zusammen-
gestellt sind. Die Zusammensetzung und der Anteil der Antikoagulanzienldsungen und Stabi-

lisatoren bei den verschiedenen Untersuchungsmethoden sind Tabelle 3 zu entnehmen. Die
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Blutentnahmegefdfle mit den Antikoagulanzien und Stabilisatoren wurden direkt vor der Blut-
entnahme vorbereitet: Dabei wurden 10 ml-Blutentnahmerohrchen mit je 750 ul Glucose 5%
und 750 pl Natriumcitrat gefiillt. Auerdem wurden Probengefidfle mit je 2 ml EDTA-Puffer
und Probengefifle mit 2 ml EDTA-Puffer mit 2 % Glutaraldehyd sowie ein Eiswasserbad be-

reitgestellt.
Tabelle 3 Antikoagulantien und Stabilisatoren fiir Blutproben
Nr.| Untersuchungs- | Antikoagulanzien | Verhiltnis Zentri Zielkom-
methode und Stabilisatoren (V:V1) fugations- ponente
bedingungen
[g] |[min]| [°C]

1 Vollblutaggre- | Trinatriumcitrat 20 3:20 [HOO (OO0 |O4d Vollblut
gometrie nach g/l eingestellt mit
Flower/Cardinal | HCI auf pH=74
Thrombelasto- (Haemonetics, Miin-

raphie chen);
grap Glukose 25 /1
Blutungstest
(PFA)

2 Turbidometri- Trinatriumcitrat 20 3:20 250 15 22 Plittchen
sche Aggregome- | g/l eingestellt mit reiches
trie nach Born HCI auf pH=7,4 Plasma

i;l;;:;lonetlcs, Miin- Pliitichen-
’ 3000 | 10 | 22
Glukose 25 g/l a1mes
Plasma

3 Nachweis von EDTA 4 ¢/1; 4:5 1g |00 |00 Desaggre-
irreversiblen Na,HPO, 0,1 g/l giertes
Aggregaten NaH,PO, 0,1 g/1;

11bl
(Mikroskop) ~ |NaCl7,2 g/l Vollblut
Blutbild
(Photometer,
Counter)

1) Volumenanteil des Stabilisators im Verhiltnis zum Gesamtvolumen
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Nachweis von Glutaraldehyd 5 g/1; 4:5 a0 (oo oo Fixiertes
Aggregaten EDTA 4 g/l;
Vollblut
(Counter) Na,HPO, 0,1 g/I; oTibTu
NaH,PO, 0,1 g/l;
NaCl 7,2 g/1
Aktivierungs- CTAD: Trinatrium- 1:10 4000 | 15 4 Plasma
marker citrat 1,673 mg
’ 1 22 1
(B-Thromboglo- | Theophyllin 20003 zer(l(tir(;gf eietrt)
bulin) 15 mmol/l 8
. Adenosin
plasmatische
Gerinnun 3,7 mmol/l
g Dipyridamol
(in vivo) 0,198 mmol/1""
Plasmatische Trinatriumcitrat 1:10 4000 | 15 4 Plasma
Gerinnung 20 g/1 eingestellt mit 12000 5 2 (doppelt
(in-vitro) HCl auf pH=7.4 zentrifugiert)
(Haemonetics, Miin- &
chen);
Glukose 25 g/l
Triglyzeride ad ad 3000 | 10 | 22 Serum

Folgende Blutproben wurden bei den Patienten entnommen:

e 5 ml Blut als Verwurf, damit das entnommene Blut nicht durch andere Substanzen ver-
diinnt wird.

* 1 ml Blut in einer 1 ml-Insulinspritze: Je 0,5 ml wurden sofort auf die beiden bereitgestell-
ten EDTA-Puffer (einer mit und einer ohne Glutaraldehyd) aufgeteilt und sofort gemischt.

* 45 ml Blut in einer Spritze, welches sofort in ein auf Eis gestelltes CTAD-Rohrchen gege-
ben wurde (siehe auch Tabelle 3).

* 10 ml Blut (Abnahme mit Glucose-Citrat-Réhrchen):
— 3 ml wurden gesondert in ein auf Eis bereit gestelltes leeres Probengefall gegeben.
— 7ml sind fiir die Messungen, welche anschlieBend wie unten beschrieben durchgefiihrt

wurden, bei Raumtemperatur gelagert.
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Die gewonnenen Blutproben wurden folgendermafBen verarbeitet (siche auch Tabelle 3):

* Die Blutproben mit EDTA-Puffer wurden fiir die Counter-Messung und fiir die mikrosko-
pische Zihlung der Aggregate verwendet.

* Das CTAD-Ro6hrchen wurde in der Kiihlzentrifuge bei +4°C, 4000 x g, 15 Minuten zentri-
fugiert. Das hierraus gewonnene Plasma wurde in einem zweiten Zentrifugationsschritt in
einem Eppendorfgefil in der HERAEUS-Zentrifuge bei Raumtemperatur, 12.000 x g, fiinf
Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde das dekantierte Plasma bei -80°C eingefroren.

* Das 3-ml-Probengefidll auf Eis (aus dem Glucose-Citrat-Rohrchen) wurde ebenfalls in der
Kiihlzentrifuge bei +4°C, 4000 x g, 15 Minuten zentrifugiert, das Plasma entnommen und
bei -80°C eingefroren.

* Das restliche Blut (ca. 7 ml) aus dem Glucose-Citrat-Réhrchen wurde fiir folgende Mes-
sungen sofort eingesetzt: Impedanzaggregometrie, TEG, PFA, optische Messung (mit Her-
stellung von PRP und PPP).

Tabelle 4 Standardisierte Blutentnahme
Studienpopulation| Entnahmestelle Kaniile Schlauchverbindung,
Dreiwegehahn
Probanden Armvene 18 G Stahlkaniile
Patienten Zentralvenos Zentraler Venenkathe- | Dreiwegehahn
ter, 7F-3-Lumen 250x1
mm (Fa. Braun Melsun-
gen)
Patienten Arteria radialis 2 mm Teflonkaniile Zuleitung druckstabil
(Vasocan, Fa. Braun 1x1500 mm, Dreiwege-
Melsungen) hahn
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2.2 Design der In-vitro-Messungen

Als Studienpopulation dienten zwolf gesunde Personen, die mindestens eine Woche keine ge-
rinnungshemmenden Medikamente eingenommen hatten. Die Blutabnahmen erfolgten stan-
dardisiert wie in Tabelle 4 beschrieben. Bei der periphervendsen Blutentnahme wurde die Ve-
nenpunktion unter einem Staudruck von 40 mm Hg ausgefiihrt, der mit einer Blutdruckman-
schette und geeichtem Manometer kontrolliert wurde. Zur Blutentnahme wurde die Stauung
entfernt und die ersten 5 ml Blut nicht fiir die Gerinnungsuntersuchungen verwendet, um eine
Aktivierung durch die Endothelldsion auszuschlieen. Die Zusammensetzung und der Anteil
der Antikoagulanzldsungen und Stabilisatoren sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Das Blut wurde in sechs Glucose-Citrat-Rohrchen aufgezogen (10-ml-Rohrchen mit je 750ul
Glucose und 750ul Citrat) und nach einer zehnminiitigen Ruhezeit, um eventuell aktivierte
Thrombozyten wieder zu normalisieren, gleichmifBig auf neun Probengefifle verteilt. Zu die-
sen wurden dann die vier zu untersuchenden Lipidprédparate gegeben. Die Lipidlosungen wur-
den dabei unmittelbar vor der Blutentnahme mit 0,9 %iger NaCl-Losung so verdiinnt, dass al-
le vier Lipidlosungen jeweils in zwei unterschiedlichen Konzentrationen in den Blutproben
vorlagen, einmal 5 g/l und einmal 0,5 g/l. Das neunte Rohrchen wurde mit gleicher Menge

0,9% iger NaCl-Losung versetzt und diente als Kontrolle.
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Blutproben
N7 N7 N7 N/ N7 N NN Y
N N N N A N N N A N N
\
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Inkubation
>20 min bei RT

NP P A U A U A
0,59 0,59 0,59 0,5g 0,59 0,59 0,59 0,59

Salvilipid Intralipid Lipofundin  Lipovends NaCl;

Abbildung 4  Schema des Versuchsansatzes fiir Lipidinfusionen

Fiir die Vollblutaggregometrie, den In-vitro-Blutungstest und die Thrombelastographie wurde
aus messtechnischen Griinden gesondert ein Glucose-Citrat-Gefal entnommen, da jeder
Messansatz erst unmittelbar vor der Messung mit den Lipiden inkubiert werden sollte.
Zusitzlich wurde ein EDTA-Ro6hrchen zur Messung des Blutbildes abgenommen. Anschlie-
Bend wurde das Blut, wie in Tabelle 3 beschrieben, frisch verarbeitet. Bei der in-vitro-
Untersuchung wurde im Gegensatz zur Klinischen Studie jedoch keine Aktivierungsmarker
gemessen. Das Plasma fiir die Messung der plasmatischen Gerinnung ist aus dem Glucose-
Citrat-Rohrchen entnommen worden. Das weitere Vorgehen ist im Zusammenhang mit der
Beschreibung der fiir die einzelnen Untersuchungen verwendeten Messgerite angegeben, was
in Kapitel 2.3 beschrieben wird. Bei allen Messungen wurde die Reihenfolge der zu messen-

den Lipide variiert, um systematische Fehler auszuschlieBen.
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2.3 Gerite und Messprinzipien

2.3.1 Vollblutaggregometrie

In der vorliegenden Arbeit wurde das Gerit CHRONO-LOG-VOLLBLUTAGGREGO-
METER, Model 706/707, Firma CHRONO-LOG CORPORATION eingesetzt (Bezug iiber

die Firma NOBIS, Endingen, Deutschland). Das verwendete Kollagen wurde von der Firma

CHRONO-PAR geliefert.

Messprinzip:

Die Impedanzmethode beruht auf dem Prinzip der Anderung eines elektrischen Widerstandes
zwischen zwei Metallstiften einer Elektrode. Die Elektrode besteht aus zwei parallel angeord-
neten halbkreisformigen Platinbiigeln (Abbildung 5, A). Die Biigel werden in die Citratblut-
probe eingetaucht, die mittels eines Magnetriihrers (Abbildung 5, B) bewegt wird. Eine Span-
nung von 0,1 Volt wird angelegt. Die Elektrode misst nun den elektrischen Widerstand bzw.
die Impedanz nach Cardinal und Flower®.

Messung der Spontanaggregation:

Nach dem Eintauchen der Elektroden in die Blutprobe setzen sich einige Plittchen an die
Elektroden und 16sen sich auch wieder, was in einem stidndigen Kreislauf geschieht und zu ei-
nem steady state fithrt. Die Methode ist sehr temperaturempfindlich. Ist der steady state er-
reicht beginnt die Messung der Spontanaggregation.

Die Spontanaggregation wird als Tangens des Steigungswinkels o des folgenden linearen
Kurvenabschnittes aufgezeichnet und berechnet. Die Dimension ist folglich Q/h.

Messung der induzierten Aggregation:

Durch Zugabe von Kollagen wird die Thrombozytenaggregation induziert®® ¢’

. Kollagen Typ 1
liegt in fibrillarer Form vor. An den Fibrillen findet eine Thrombozytenadhidsion und Aggre-
gation statt. Kollagenfibrillen allein lagern sich nicht an den Platinelektroden ab, jedoch die
Thrombozytenaggregate. Nun setzen sich die stimulierten Pldttchen als Aggregate an die Me-
tallstifte der Elektrode und der elektrische Widerstand steigt. Die Widerstandsénderung wird

in einer Aggregationskurve aufgezeichnet.
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Abbildung 5  Aufbau des Impedanzaggregometers

Uber den von einer Wechselstromquelle erzeugten Strom wird mittels einer Elektrode A, die
aus zwei Platinbiigeln besteht, der Widerstand (Impedanz) in einer Citratblutprobe gemessen,
die von einem Magnetriihrer (B) bewegt wird. Eine Thrombozytenaggregation an der Elektro-
de bewirkt einen Impedanzanstieg.

Durchfiihrung der Messung:

Die Blutprobe wird in die im Heizblock vorgewidrmte Kiivette gefiillt und auf 37°C aufge-
wirmt. Durch Erwédrmen der Blutprobe kommt es zunéchst zu einem passageren Abfall der
Impedanz. (Temperaturartefakt, siehe Abbildung 6). Ist dieser erreicht, erkennbar an einer sta-
bilen geradlinigen Grundlinie, wird die Nulllinie mittels der Taste "ZERO" festgelegt (bei un-
seren Messungen nahmen wir die Markierung 0 auf dem Schreiberpapier), was einem elektri-
schen Widerstand von 0 Ohm entspricht. Anschlieend wird die Messung mittels eines inter-
nen Priifwiderstands von 20 Ohm kalibriert. Dies erfolgt mit den Tasten "CALIBRATE" (Ka-
librierung) und "GAIN" (Verstiarkung), so dass die Schreiberspanne von 8 cm 20 Ohm ent-
spricht. Um bei den Messungen ausreichend Platz fiir die Ausschlige zu haben, wurde die
Grundlinie bei Messbeginn auf die Markierung 50 gesetzt. Nun wird die spontane Thrombo-

zytenaggregation aufgezeichnet. Die Spontanaggregation wird als Doppelbestimmung durch-
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gefiihrt. Abbildung 6 beschreibt die Auswertung anhand einer Originalregistrierung. An-
schlieBend wird nochmals die Nulllinie und die Kalibrierung eingestellt und Kollagen zuge-
geben. Nun wird die induzierte Aggregation anhand der Aggregationskurve gemessen und
aufgezeichnet.

Vor der Durchfiihrung der eigentlichen Messungen wurden die Elektroden des Aggregometers
durch Testldufe so angeglichen, dass sie moglichst gleiche Grundlinien aufzeigten. Damit
wurden systematische Fehler durch unterschiedliche Elektrodenempfindlichkeit wihrend der

Messungen weitestgehend vermieden.

Impedanz [Q]

Maximale  Aggrega- —
7
Kal.1|Kal.2 ) A
2 5ug
Kollagen |
1 |

Kal.1 Kal.2 l
200 200

e . Zeit

Spontanaggregation Induzierte Aggregation

Abbildung 6  Originalregistrierung einer Doppelbestimmung der spontanen Thrombozyten-
aggregation und der kollageninduzierten Thrombozytenaggregation mittels Impedanzaggre-
gometrie. Kal.=Kalibration
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Auswertung der Messung:
e Maximale Widerstandsidnderung nach 20 min = Spontanaggrega-
tion (Ohm/20 min)
= Kollagenzugabe
* Steigung pro Minute = maximale Geschwindigkeit der induzier-
ten Aggregation (Ohm/min)
* Maximaler Widerstand (Impedanz) = maximale Aggregation

(Ohm)

Durchfiihrung der Messung fiir die Blutproben der Probanden:

Fiir die Vollblutaggregometrie wurde das Blut direkt nach der Blutentnahme, ohne vorherige
Inkubation mit Lipiden, verwendet. Es wurde pro Ansatz 600 ul Blut und 300 ul physiologi-
sche Kochsalzlosung in eine Plastikkiivette gegeben, mit einem Magnetrithrer mit 1000 Um-
drehungen pro Minute versetzt und zehn Minuten bei 37° C vorgewidrmt. Die Lipidlosungen
wurden am Ende der Aufwirmzeit und der Schreibereinstellung zugegeben. Die Konzentrati-
onen in den zu messenden Proben betrugen in der Messprobe 5 g/l und 0,5 g/l. Die Sponta-
naggregation wurde 20 Minuten lang aufgezeichnet. Anschlieend wurden nochmals die Null-
linie und die Kalibrierung eingestellt, und 5 ul Kollagen (1 mg/ml) mit einer Mikropipette zu-
gegeben, so dass bei einem Probenvolumen von 900 ul eine Endkonzentration von 5,56 pg/ml
erreicht wurde. Zwei Minuten nach Erreichen des Ausgangswertes wurde die Impedanz be-
stimmt und als Steigung ("Slope") berechnet (Dimension Q/min). Als maximale Impedanz

wurde der nach 20 Minuten erreichte Hochstwert bezeichnet (siehe Abbildung 6).

Durchfiihrung der Messung fiir die Blutproben der Patienten:

Bei den Patientenproben wurde das frisch abgenommene Blut unverziiglich nach 10-
miniitigem Vorwidrmen im Messplatz mit Magnetriihrer (ebenfalls 1000 Umdrehungen pro
Minute) gemessen, pro Ansatz ebenfalls 600 ul Blut und 300 pl physiologische Kochsalzl6-

sung. Nach Abwarten des Temperaturartefaktes wurde 20 Minuten die Spontanaggregation
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beobachtet und anschlielend erneut kalibriert und die Nulllinie eingestellt. Nach Zugabe von
5 ul Kollagen (1 mg/ml) erfolgte die Aufzeichnung der Kurve.
Nach jeder Messung folgte eine schonende Reinigung der Elektroden mit Deproteinisierungs-

16sung, Leitungswasser und Aqua dest..

2.3.2 Optische Messung

Fir diese Messung wurde ebenfalls das Gerit CHRONO-LOG-VOLLBLUTAGGREGO-
METER, Model 706/707, Firma CHRONO-LOG CORPORATION (s.0.) verwendet.

Die optische Messung der Thrombozytenaggregation wurde 1962 von Born®® eingefiihrt und
ist seitdem das wichtigste Verfahren zur Priifung der Thrombozytenfunktion.

Fiir die optische Messung wurde pléttchenreiches Plasma (platetelet rich plasma = PRP) und
plattchenarmes Plasma (platelet poor plasma = PPP) verwendet. Die Herstellung der Plasmen

ist in Tabelle 3 und Kapitel 2.3.9.1 beschrieben.

Messprinzip:

Fiir die Messung der Thrombozytenaggregation mit der optischen Methode diente das
Spektrometer, welches im Gerit integriert ist und das mittels Infrarotlicht turbidometrisch ei-
ne Triibbungsabnahme in Relation zum Referenzwert (100%) misst. Das PRP und das dazuge-
horige PPP wurden in je eine Glaskiivette (450 ul) gegeben und in die vorgesehenen Mess-
platze gesetzt, welche auf 37° C vorgeheizt waren, und dort zehn Minuten vorgewédrmt. Damit
im PRP die Thrombozyten in Kontakt treten konnen, wurde diese Kiivette mit einem
Magnetriihrer versehen, der bei 1000 Umdrehungen pro Minute die Plédttchen in Bewegung
halt. Das PPP ldsst 100% Infrarotlicht durch und dient als Referenzwert, die Transmission des
PRP hingegen betrigt 0%. Transmissionsdnderungen im PRP entstehen durch Thrombozyte-
naggregate, da diese eine geringere optische Streuung verursachen als einzelne Pléttchen. Die
Abnahme der Streuung ist zum Anteil aggregierter Plittchen proportional. Mit dem Schalter-
knopf "SET BASELINES" wird der Schreiberstift auf die PPP-Grundlinie bei 10% gesetzt.
Beim Losen des Schalters wandert der Schreiberstift automatisch auf den 90%-Wert der Skala

und zeichnet die PRP-Grundlinie auf.
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Falls die Differenz der Transmissionen zwischen PRP und PPP zu gering ist, fahrt der Schrei-
ber stindig zwischen beiden Grundlinien hin und her, und eine Messung ist nicht moglich.
Dies war bei den optischen Messungen der Plasmen der Fall, welche 5 g/l Lipidlosung ent-
hielten, so dass nur die Plasmen mit der niedrigen Lipidkonzentration (0,5 g/l) gemessen wer-
den konnten.

Als Stimulus fiir die Aggregation diente wiederum Kollagen, welches nach dem Vorwirmen
dem PRP zugegeben wird. Durch das Kollagen dndert sich die Form der Thrombozyten, sie
werden etwas grofler, so dass die Lichtdurchldssigkeit des PRP abnimmt. Dies fiihrt zu einem
negativen Ausschlag der Messkurve. AnschlieBend formen die Plittchen irreversible Aggrega-
te durch Entleerung der Speichergranula und die Lichtdurchlédssigkeit der Probe erhoht sich,
was zu einer positiven Kurve Richtung PPP fiihrt. Die Abnahme der Lichtstreuung ist propor-
tional zum Anteil aggregierter Plittchen. Es wird so lange gemessen und die Kurve aufge-

zeichnet bis der maximale Ausschlag erreicht ist (ca. 15 min) (siehe Abbildung 7).

?%A
1007~
Steigungsgerade
n e Maximale
§8 e ‘ Aggregation
507
251
0+
| | | =t
0 5 10 15 Zeit [min]

Abbildung 7  Originalregistrierung einer optischen Aggregationskurve, Erlduterungen siehe
Text
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Die Aggregationskurve wird durch folgende Parameter charakterisiert:
* Maximale Anderung der Lichttransmission = maximale Aggregation (%)
* Maximale Geschwindigkeit der Aggregation, turbidometrische Anstiegssteil-

heit = Steigung pro Minute (%/ min)

Durchfiihrung der Messung:

In-vitro-Untersuchung

Nach 20-miniitiger Lipidinkubation und anschlieender Zentrifugation (siehe Tabelle 3, Nr. 2)
wurde das plittchenreiche Plasma PRP abpipettiert und mit dem verbliebenen Sediment und
einer weiteren Zentrifugation das plittchenarme Plasma PPP hergestellt. Je 450 ul der zu-
sammengehorigen Plasmen wurden in Glaskiivetten gegeben, das PRP mit einem Magnetriih-
rer versetzt, und zehn Minuten bei 37 °C vorgewidrmt. Nach Schreibereinstellung erfolgte die
Zugabe von 5 pl Kollagen (1 mg/ml) mit einer Mikropipette und anschlieBend die Aufzeich-

nung der Aggregationskurve.

Klinische Studie
Das Blut wurde direkt nach Entnahme zentrifugiert, um das PRP und PPP herzustellen. Der

Ablauf entsprach der In-vitro-Untersuchung.

2.3.3 Thrombelastographie

Fiir die Thrombelastographie (TEG) wurde der Thrombelastograph D der Firma Hellige, Frei-
burg verwendet.

Die Thrombelastographie ist ein globaler Gerinnungstest, der neben der Thrombozytenfunkti-
on auch plasmatische Gerinnung und Fibrinolyse erfasst und von Hartert® eingefiihrt wurde.
Die Weiterentwicklungen dieses Verfahrens (Resonanzthrombographiem beziehungsweise
Orbitometrie’') wiesen zwar eine hohere Spezifitiit beziiglich der Thrombozytenfunktion auf,

konnten sich dennoch nicht durchsetzen. Neben der Blutungszeit ist die TEG das in der klini-
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schen Anwendung am weitesten verbreitete Testverfahren zur Bestimmung der Thrombozy-

tenfunktion. Es wird insbesondere im Rahmen herzchirurgischer Eingriffe eingesetzt'> > 7.

Messprinzip:

Der Thrombelastograph registriert den Blutgerinnungsverlauf einschlieBlich der Fibrinolyse,
indem zu Citratblut Calciumchlorid (CaCl,) zugegeben wird. Dadurch wird die Gerinnung
ausgelost. Eine zylindrische Spezialkiivette wird in eine Drehpendelbewegung versetzt, mit
einer Periodendauer von zehn Sekunden einschlieflich zweier Ruhephasen von je einer Se-
kunde an jedem Bewegungsendpunkt (zur Vermeidung von Viskositdtsfehlern). In einer
Messséule befindet sich ein Torsionsdraht, an dem der Messstift angebracht ist, der in die Kii-
vette gesenkt wird. Durch die bei einsetzender Gerinnung sich bildenden Fibrinfiden zwi-
schen Kiivettenwand und Stift wird bei fortschreitender Gerinnung die Drehbewegung der
Kiivette auf den Stift {ibertragen, wobei mit zunehmender Festigkeit des Gerinnsels die Dre-
hung des Stifts sich immer mehr der Kiivettendrehung anpasst. Eine Oldimpfung unterdriickt

weitgehend ungewollte Schwingungen des Stifts.

Messsaule

Messstift
== = == Olfilm

Blutprobe

B oot i Spezialkivette
Drehpendelbewegung

Abbildung 8  Schematische Darstellung des Thrombelastographen
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Die Drehbewegung des Stifts wird von einem mechanisch-elektrischen Messumformer in ein
elektrisches Signal umgewandelt und anschlieend soweit verstirkt, dass ein elektromechani-
sches Schreibwerk ausgesteuert werden kann.

Der Thermoschreiber registriert das Thrombelastogramm. Die Papiergeschwindigkeit betragt
2 mm/min. Die elektrische Nulllinie der beiden Schreibwerke wird mit der Taste
,,POSITION® eingestellt. Die Taste ,, MARKIERUNG* wird bei Zugabe von CaCl, zum Voll-
blut gedriickt, dadurch wird der Beginn der Reaktionszeit (r) festgelegt.

Durchfiihrung der Messungen:

Klinische Studie

300 ul Patientenblut wurden direkt nach der Blutabnahme (im Citrat-Glucose-Puffer) in die
Kiivetten gegeben und fiinf Minuten auf 37°C vorgewidrmt. Anschlieend wird die Messung
mit 60 pl vorgewidrmter CaCl,-Losung (100 mmol/l) gestartet. Durch mehrmaliges Heben und
Senken des Metallstifts wurde sorgfiltig gemischt, der Metallstift gesenkt, mit einem Olfilm

iberzogen, und die Aufzeichnung (fiir ca. 45 Minuten) begonnen.

In-vitro-Untersuchung

Probandenblut wurde nach der Blutabnahme mit einer entsprechenden Lipidmenge bis zu ei-
ner Konzentration von 0,5 g/l bzw. 5 g/l 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie-
Bend in den Kiivetten fiinf Minuten vorgewirmt, die Messung wurde mit 60 ul einer vorge-
wirmten CaCl-Losung gestartet. Der Rest der Messung erfolgte analog der in-vitro-Studie.

Alle Messungen wurden als Doppelbestimmung ausgefiihrt.
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Folgende Parameter dienten zur Auswertung:

* Reaktionszeit "r" (min): Von Beginn der Rekalzifizierung bis eine
Amplitude von 1 mm erreicht ist.

* Kontraktionszeit "k" (min): Ab einer Amplitude von 1 mm bis zu einer
Hohe von 20 mm

* Maximale Amplitude "MA" (mm): Die maximale Hohe der Amplitude.

* FElastizitaitsmodul mg berechnet mit der maximalen Amplitude:

mg = 100LMA/(100-MA).

Ein Beispiel der Registrierung und Auswertung ist in Abbildung 9 dargestellt.

0 10 20 30 40 50 [Minuten]
Abbildung 9  Originalregistrierung eines Thrombelastogramms. Erldauterungen im Text.
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2.3.4 In-vitro-Blutungstest

Es wurde das Analysengerit fiir Thrombozytenfunktionstests PFA®-100 (Platelet Function
Analyzer) der Firma DADE Diagnostika GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland verwendet.
Die notwendigen Reagenzien stammten ebenfalls von der Firma DADE. Der hier verwendete
In—vitro—Blutungstest75 steht seit 1997 zur Verfiigung. Er ist eine Fortentwicklung des Throm-
bostat 4000 (VDG, Seeon)76, der von Kratzer und Born’’ entwickelt wurde und misst die pri-
mire thrombozytire Himostase durch Simulation einer mikrovaskuldren Verletzung. Der In-
vitro-Blutungstest hat sich vor allem als Screening-Untersuchung auf Thrombozytopathie und

von-Willebrand-Syndrome bewihrt’®.

Messprinzip:

Das Gerit dient zur Erkennung von Thrombozytenfunktionsstorungen. Es besteht aus einem
Analysengerit und einer Messzelle, in denen der Prozess der Thrombozytenadhésion und
Thrombozytenaggregation, der nach einer Gefalverletzung einsetzt, in vitro simuliert wird. Es
ermOglicht die Beurteilung der Thrombozytenfunktion in einer kleinen, antikoagulierten Voll-
blutprobe nach dem Prinzip von Kratzer und Born.

Die Messzelle (siehe Abbildung 10) besteht aus mehreren integrierten Bauteilen, unter ande-
rem aus einer Stahlkapillare, einem Probenreservoir aus Polypropylen und einer biologisch
aktiven Membran mit einer zentralen Stahlkapillare (Durchmesser 200 um, Linge 30 mm).
Durch Anlegen eines konstanten Unterdrucks von -40 mbar wird die antikoagulierte Vollblut-
probe unter standardisierten geometrischen und rheologischen Bedingungen aus dem Proben-
reservoir durch die Kapillare und die Offnung aspiriert. Die Kapillare gewihrleistet eine kon-
stante himodynamische Umgebung und reguliert die Durchflussbedingungen in der Messzel-
le. Durch die Apertur wird der verletzte Teil eines Blutgefdes simuliert. Die mit Kollagen
und einem Agonisten (Epinephrin) beschichtete Membran ist mit Start-Losung (physiologi-
sche Kochsalzlosung) durchtrinkt, welche zu Beginn des Tests automatisch zugesetzt wird.
Wie beim in-vivo-Mechanismus setzt die Thrombozytenadhésion ein. An der Apertur kommt
es zur Aggregation, wodurch der Blutfluss immer mehr verringert wird, bis er schlielich ganz
zum Stillstand kommt. Das Gerit bestimmt die Zeit vom Beginn des Tests bis zum vollstin-

digen Membranverschluss. Diese Zeit wird als Okklusionszeit (OT) angegeben und ist ein In-
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dikator fiir die Thrombozytenfunktion der analysierten Vollblutprobe. Sie ist die wichtigste
GroBe dieses Tests. Daneben werden der initiale Blutfluss bei Beginn der Messung und das

angesaugte Blutungsvolumen aufgezeichnet.

Abbildung 10 Funktionsprinzip des In-vitro-Blutungstests. Citratblut wird in ein Reservoir
(A) gegeben. Anschliefend wird die Blutprobe mit konstantem Unterdruck (erzeugt durch ein
Manometer P) durch eine Stahlkapillare (B) zu einer Kollagen-beschichteten Nitrozellulose-
Membran (C) gesaugt. Die zentrale Offnung der Membran wird durch Thrombozytenaggrega-
tion und -adhision verschlossen. Hierdurch nimmt der Blutfluss ab (Pumpe mit Volumenmes-
sung V). Bei volligem Verschluss der Offnung wird der Test beendet. Dieser Zeitpunkt wird
als ”Okklusionszeit” registriert.
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Messzelle und Reagenzien:

e Messzelle Kollagen/Epinephrin(DADE, Miami, USA): enthilt ein
Polypropylenreservoir, eine Stahlkapillare und eine mit 2ug Typ 1-
Kollagen (vom Pferd), und 10 pg Epinephrin-Bitartrat beschichtete
Membran

e Start-Losung: enthilt physiologische Kochsalzlosung 0,9 % (DADE ,
Miami, USA)

Durchfiihrung der Messung:

Klinische Studie

Die Patientenproben wurden direkt nach der Blutabnahme gemessen. Dazu wurden 800 ul
Citratblut in eine Messzelle gegeben, fiinf Minuten bei 37° C in der Messposition vorge-

wiarmt, und anschliefend die Messung gestartet.

In-vitro-Untersuchung
Die Blutproben der Probanden wurden 20 Minuten mit dem entsprechenden Lipid bei RT in-
kubiert, anschlieend in die Messzellen gegeben, ebenfalls fiinf Minuten vorgewéarmt und die

Messung gestartet.

Folgende Parameter dienten zur Auswertung:
*  Okklusionszeit (OT)

e Initialer Blutfluss (IF)

* Blutvolumen (BV)

Ein Beispiel fiir eine Aufzeichnung und Auswertung des In-vitro-Blutungstests ist in

Abbildung 11 dargestellt.



MATERIAL UND METHODEN Seite: - 39 -

P L L L L LT R T T P
H
K I IR
o B
Foad foul I
-y
Ul
l"“‘l 0._'-'
-
i L.
"
:t ]
Yot feams
ol s
.,
ro
Y, e
o,
Ul R e
- ., . -
o !
prosed
ot gagseatrerreaet ot et
qee—
'l*: . i 2R I i
-_— T et b
oeat’
4t
..... o youd
bjf
fd
-, ot
bod Lzl I L LR L L TN L N R E T T o

Abbildung 11 Originalregistrierung eines In-vitro-Blutungstests. Abfallende Kurve: Blut-
fluss G; ansteigende Kurve: Volumen. Sinkt der Blutfluss auf Null, ist die Verschlusszeit er-
reicht. Das Volumen zu diesem Zeitpunkt bezeichnet man als das Blutungsvolumen. Zu be-
achten ist die Inzisur in der Flusskurve, die bei nahezu allen Blutproben vor Ablauf einer Mi-

nute auftritt.

2.3.5 Spontane Thrombozytenaggregation

Die spontane Thrombozytenaggregation wurde sowohl mit der im Kapitel 2.3.1 beschriebene
Impedanzmethode, als auch mit der Messung der reversiblen und irreversiblen Aggregate ge-
testet.

In der Blutbahn des Menschen existiert ein FlieBgleichgewicht zwischen Aggregation und De-
saggregation der Thrombozyten. Unter physiologischen Bedingungen ist nur ein geringer Teil
der Blutplittchen aggregiert, wobei diese Aggregation in der Regel reversibel ist.

Die Thrombozytenaggregation ist ein aktiver Prozess und lauft in mehreren Schritten ab, wo-
bei alle Abldufe mit Ausnahme des letzten Schritts reversibel sind. Zuerst findet eine Form-
verdnderung der Thrombozyten statt, danach eine Pseudopodenbildung und schlielich eine

Anlagerung und Verschmelzung. Intrazelluldres Kalzium wird fiir diese Schritte benatigt.
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Eine Erhohung der Zahl reversibel aggregierter Thrombozyten zeigt eine diskrete Aktivierung
an, welche noch keine Auswirkungen auf den Organismus haben muss. Eine Erhohung der
Zahl irreversibel aggregierter Thrombozyten spricht fiir einen klinisch relevanten Aktivitéts-

zustand.

Nachweis reversibler Thrombozytenaggregate im zirkulierenden Blut
Zur Messung der reversiblen Thrombozytenaggregate wurde wir das Gerét ,Celltrak® 11 der
Firma Nova, Frankfurt, verwendet. Die reversiblen Thrombozytenaggregate wurden dabei

nach einer Modifikation der Methode von Wu und Hoak 7 quantitativ erfasst.

Messprinzip:

EDTA (Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat) geht mit Calzium eine Chelatbindung ein, dies fiihrt
zur Desaggregation reversibel aggregierter Thrombozyten. Somit werden alle Thrombozyten
im Counter gezihlt.

Versetzt man die Blutproben zusétzlich zu EDTA mit Glutaraldehyd, werden alle reversiblen
Aggregate fixiert. Aufgrund der GroBe der Aggregate werden diese vom Counter nicht mitge-
zdhlt. Die Differenz der Thrombozytenzahlen unter EDTA und EDTA mit Glutaraldehyd ent-

spricht somit der Anzahl reversibel aggregierter Thrombozyten.

Messprinzip des elektronischen Counters:

Fiir die Zahlung und Groflenbestimmung der Blutzellen diente die Konduktivitdtsmethode.
Die Blutzellen wurden durch die Verdiinnungen in einer isotonischen, leitfihigen Losung sus-
pendiert.

Ein definiertes Volumen dieser Suspension wird durch eine Messapertur von 80 um, die sich
zwischen zwei Elektroden befindet, gesogen. Wenn elektrischer Strom durch die Losung ge-
leitet wird, kann eine konstante Leitfahigkeit gemessen werden, solange bis eine elektrisch
schlechter leitende Zelle diese Aperatur durchquert. Hier entsteht eine kurzfristige Erhohung
des elektrischen Widerstands, der als Impuls elektronisch gezihlt wird. Die Anzahl der Impul-
se ist proportional zu der Zellzahl im Blut und die Gro6Be der Impulse ist proportional zum

Zellvolumen.
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Der verwendete Counter enthélt zwei Messporen, die unabhéngig voneinander arbeiten. Die
Zellsuspension wird durch die Messapertur hindurchgesogen, wobei sich vor und hinter der
Messapertur eine Elektrode befindet. Die durch die Zellen entstehen elektrische Impulse wer-
den verstdrkt und zu einem Analog-Digital-Wandler geleitet. Dort werden die Impulse der
RBC (=red blood cell) Probe, die groBer als die durch den Schwellenwert (threshold) (in Fem-
toliter) festgelegte Grenze sind, als Erythrozyten definiert. Die Impulse, die sich innerhalb des
Thrombozyten-Schwellenwertes (PLT threshold, PLT = Platelet) (in Femtoliter) befinden,
werden als Thrombozyten definiert, die Impulse der WBC Probe, die ebenfalls oberhalb des
festgelegten Schellenwertes liegen, als Leukozyten. Die RBC und WBC Informationen wer-
den zum Celltrak Computer gesandt. Dort finden eine Giiltigkeitskldrung und eine Zufallskor-
rektur, wie unten nidher erldutert, statt. Die PLT-Informationen, die zunichst eine Roh-
Zihlung darstellen, werden zum Computer gesandt, und dort durch einen Kalibrationsfaktor in
eine endgiiltige Form gerechnet. Anschliefend werden die Daten freigegeben und zu Anzeige
(display) und Drucker gesandt.

Giiltigkeitskldarung: Damit keine eventuell falschen Daten, verursacht durch eine zu geringe
Zihlung oder eine gestorte Messapertur, ausgegeben werden, werden die Daten zunichst ge-
priift und dann markiert und/oder unterdriickt. Auch bei anderen Stérungen, z.B. von Hydrau-
lik oder Elektroniksystem, werden die Daten unterdriickt.

Zufallskorrektur: Wenn die Zellen nicht einzeln, sondern in Zellhaufen vorliegen, werden sie
als ein Impuls gezihlt. Die Anzahl dieser Haufen ist erfahrungsgemif konstant, weswegen ei-
ne mathematische Korrektur der gezédhlten Impulse durchgefiihrt wird, um die Anzahl der tat-
sachlich vorhandenen Zellen moglichst genau berechnen zu konnen.

Mit dem elektronischen Counter (Celltrak) wurden zusitzlich Blutbildparameter gemessen

(siehe Tabelle 7 6).

Durchfiihrung der Messung:

Direkt nach der Blutentnahme (Klinische Studie) bzw. nach 20-miniitiger Inkubation (in-
vitro-Studie) wurden die Blutproben wie folgt abgefiillt:

a) EDTA-Blut (Routine-R6hrchen) zur Blutbildbestimmung.
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b) 0,5 ml Blut mit EDTA-Puffer (Tabelle 3): zur Messung der irreversiblen Aggregate.
Aus dieser Losung (1:5-Verdiinnung) wurden je 0,5 ml in ein THROMBO-PLUS-
Rohrchen, der Firma SARSTEDT, Niirnbrecht, gegeben, aus welchem dann nach griindli-
cher Mischung die Zahlkammer beschickt wurde.

¢) 0,5 ml Blut mit EDTA-Puffer und Glutaraldehyd (Tabelle 3): zur Messung der reversiblen

und irreversiblen Aggregate am elektronischen Counter.

Nach 60 Minuten Ruhezeit wurden die Blutproben fiir die Messung am Counter folgenderma-
Ben vorbereitet:

Zu a)

Nach automatischem Aspirieren von 320 ul Probe aus dem EDTA-R&hrchen wurde die Probe
wihrend des Transports durch ein sich drehendes Ventil (rotary valve) iiber zwei spezielle
Kanile in zwei festgelegte Volumina aufgeteilt. Der eine Kanal ist der RBC (red blood cell)
Kanal, welcher 1,6 pul Probe enthilt, die anschlieBend mit 12,0 ml der D-Losung (acidfreie i-
sotonische Losung zur Verdiinnung der Blutproben)verdiinnt und in eine Verdiinnungskam-
mer (RBC/PLT dilution chamber) gegeben wurde. Die Probe ist nun 1:7500 verdiinnt und
wird in dieser Verdiinnung zur Bestimmung der Erythrozyten und Thrombozyten verwendet.
Der andere Kanal ist der WBC (white blood cells) Kanal. Er enthilt 40 ul Probe, die anschlie-
Bend mit 9,96 ml L-Losung (Lyse-Reagenz zum Auflosen der Erythrozytenmembran) ver-
diinnt und in eine weitere Verdiinnungskammer (WBC/Hb dilution chamber) gegeben wurde.
Diese Verdiinnung (1:250) wurde zur Bestimmung der Leukozyten und des Hamoglobin ver-
wendet.

Aus den beiden Verdiinnungen dieser Probe wurden somit Erythrozytenzahl, Leukozytenzahl,
Hamoglobinkonzentration, Hamatokrit, Thrombozytenzahl, mittleres Erythrozytenvolumen
und mittleres Thombozytenvolumen bestimmt.

zu b) und ¢)

Aus der 1:5 verdiinnten Blutprobe wurden 200 pl in ein Probengefal3 (Fa. Nova, Frankfurt am
Main) pipettiert und mit der PREDIL-Taste und der Verdiinnungstaste (dispense) des Geréts
10 ml der D-Losung dazugegeben (Verdiinnung 1:250). Mit dieser ersten Verdiinnung be-

stimmte man nach Zugabe von zwei Tropfen Lyse-Reagenz (Lysing/Hemoglobin Reagent, Fa.
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NOVA, Frankfurt am Main) die Leukozyten und das Hdmoglobin, indem die Verdiinnung
manuell in die Verdiinnungskammern (WBC/Hb dilution chamber) gegeben wurde. Die zwei-
te Verdiinnung erfolgte mit Hilfe der Verdiinnungsfunktion (1:30) (aspir/dispense) des Geriits.
Durch die Vorverdiinnung (1:5) entspricht dies einer Verdiinnung von 1:7500. Diese zweite
Verdiinnung wurde anschliefend in die anderen Verdiinnungskammern (RBC/PLT dilution
chamber) gegeben um die Erythrozyten und die Thrombozyten zu bestimmen. Diese manuelle
Verdiinnung wurde wegen der durch die Fixierlosung vorverdiinnten Proben erforderlich.
Bestimmung der Thrombozytenaggregate:

Es wurde die Thrombozytenzahl, sowie das mittlere Plittchenvolumen (MPV) bestimmt. Das
Fenster fiir das Thombozytenvolumen wurde zwischen 2 und 20 fl gewihlt.

Die Berechnung des Anteils reversibler Aggregate erfolgte nach:

Gleichung 1 Berechnung des prozentualen Anteils reversibel aggregierter Thrombozyten

A;=100 % — 100 % [MTeIEg / Eg[MTg

A; Reversibel aggregierte Thrombozyten

Te Thrombozyten in EDTA-Blut

Te Thrombozyten in Glutaraldehyd-fixierten Blut
Eg Erythrozyten in EDTA-Blut

Ec Erythrozyten in Glutaraldehyd-fixierten Blut

Die zur Auswertung vorgesehenen Parameter zeigt Tabelle 7.

Nachweis irreversibler Thrombozytenaggregate im zirkulierenden Vollblut:
In dieser Arbeit wurde eine Fortentwicklung des Objekttrigertests von Velaskar und Chitre 80

verwendet.
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Messprinzip:

Irreversibel aggregierte Thrombozyten, welche infolge von Aktivierung durch Desintegration
und Verschmelzung der Thrombozytenmembran in-vivo entstanden sind, werden im EDTA-
Puffer nicht desaggregiert, sondern bleiben bestehen. Sie konnen mittels einer geeichten Zahl-

kammer im Phasenkontrastmikroskop quantitativ erfasst werden.

Durchfiihrung der Messung:

Unmittelbar nach der Blutentnahme bzw. 20-miniitiger Inkubation wurde die Blutprobe im
Verhiltnis 1:5 mit EDTA-haltiger, isotoner Losung verdiinnt und iiber mindestens 30 Minuten
auf einem Kippbinkchen bewegt, um eine maximale Desaggregation der Plittchen herbeizu-
fiihren. AnschlieBend wurden 0,5 ml aus der EDTA-Blutprobe mit einer HgCl,-Losung
(Thrombo plus® der Firma SARSTEDT, Niirnbrecht) versetzt, um die Erythrozyten selektiv
zu hdmolysieren. Die Integritdt der Thrombozyten bleibt dabei erhalten. Mit der daraus resul-
tierenden Losung wurde dann nach griindlicher Mischung eine hinsichtlich des Volumens ge-
eichte Neubauer-Zihlkammer beschickt. Mit dem Phasenkontrastmikroskop der Firma Leica,
Wetzlar, wurden 0,2 ul der Probe im Rahmen einer Doppelbestimmung ausgezihlt.

Es wurden Thrombozytenaggregate ausgezihlt, welche aus je zwei, drei, vier oder fiinf
Thrombozyten bestanden. Es wurden jeweils zwei duflere Quadranten (Eckquadrate) ausge-
zdhlt, fiir jede Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt (siehe Abbildung 12).

Das Volumen eines Eckquadrates der Neubauer-Ziahlkammer betrigt 0,1 ul.

2 2

Abbildung 12 Ausgezihlte Quadranten der Zihlkammer

Die mit 1 gekennzeichneten Quadranten wurden fiir die erste Bestimmung einer Probe ausge-
zéhlt.
Die mit 2 gekennzeichneten Quadranten wurden fiir die zweite Bestimmung einer Probe aus-

gezihlt.
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Hieraus konnte das Verhiltnis von irreversibel aggregierten Thrombozyten zur Anzahl nicht

irreversibel aggregierter Thrombozyten gemif3 Gleichung 2 errechnet werden.

Gleichung 2 Berechnung des prozentualen Anteils irreversibler Aggregate

n

A =100%102 (A xj)/ Te
j=1

Aj irreversibel aggregierte Thrombozyten

e

Konzentration der Aggregate, die j Thrombozyten enthalten

Tg Konzentration der Thrombozyten in EDTA-Blut

2.3.6 Aktivierung der plasmatischen Gerinnung

Um umfassende Aussagen iiber die Himostase machen zu konnen, wurden Screeningtests zur

Detektion von Aktivatoren der plasmatischen Gerinnung durchgefiihrt.

Es wurden folgende Messungen durchgefiihrt:

Thromboplastinzeit (TPZ)

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)
Nicht-aktivierte partielle Thromboplastinzeit (naPTT)
Oberflichenaktivierte Rekalzifizierungszeit (aRCT)
Rekalzifizierungszeit (RCT)

Thromboplastinzeit und aktivierte partielle Thromboplastinzeit stellen dabei die Referenzme-

thoden dar. Nicht aktivierte PTT, oberflichenaktivierte Rekalzifizierungszeit und Rekalzifi-

zierungszeit sind Varianten, die durch Auslassen von Komponenten der Testreagenzien die

Existenz eben dieses Aktivierungsprinzips in der zu untersuchenden Plasmaprobe nachweisen.
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Abbildung 13 Schema zur Thromboplastinzeit (TPZ) und aktivierter Thromboplastinzeit
(aPTT) sowie deren Varianten: Rekalzifizierungszeit (RCT), aktivierte Rekalzifizierungszeit
(aRCT) und nicht-aktivierte partielle Thromboplastinzeit (naPTT) zum Nachweis der plasma-
tischen Gerinnungsaktivierung.

Fir die Gerinnungsbestimmungen wurde das KOAGULOMETER KC 10 der Firma
AMELUNG (Lemgo, Deutschland) verwendet.

Messprinzip:

Das Koagulometer arbeitet nach der Kugelmethode. In ein schrig gelagertes Rohrchen, das
sich um seine eigene Lingsachse dreht, wird eine Stahlkugel gegeben. Durch ihre Schwerkraft
wird die Kugel exakt an einer vorgegebenen Stelle gehalten, vor der sich ein magnetischer
Sensor befindet. Beim Einsetzen der Gerinnung wird die Kugel vom Gerinnsel fixiert und mit
in die Drehung des Rohrchens genommen. Dadurch wird sie aus dem Registrierbereich ent-
fernt. Der Sensor registriert die Verdnderung und der Zeitzihler der Messstelle wird gestoppt.
Anschlieend werden alle Daten an den dazugehorigen Rechner CR 10 iibermittelt und dort
protokolliert, ausgewertet und gedruckt.

Fiir alle Messungen wurden folgende Reagenzien der Firma BOEHRINGER MANNHEIM
verwendet: Neoplastin®Plus, PTT-Reagenz®, CaCl, 0,025 mol/l.
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Vorbereitung der Plasmaproben:

Die Herstellung des Plasmas wird im Kapitel Zentrifugen (2.3.9.1) genau beschrieben, und ist
in der Ubersicht in Tabelle 3 beschrieben. Es wurden Plasmen verwendet, die aus der obersten
Schicht der zentrifugierten Probengefifle entnommen wurden, da diese am wenigsten zellulére
Bestandteile aufweisen und deshalb fiir die Messungen am besten geeignet sind. Die eingefro-
renen Blutplasmen wurden kurz vor den Messungen schnell aufgetaut bis sie 37° C erreicht

hatten.

Thromboplastinzeit (TPZ):

Die Thromboplastinzeit tiberpriift die Aktivierbarkeit und Funktion der Gerinnungsfaktoren
V, VII, X, Prothrombin und Fibrinogen.

Durch gleichzeitige Zugabe von unmittelbaren Aktivatoren des Gerinnungsfaktors VII, soge-
nannten Thromboplastinen, und Calziumchlorid wird die extrinsische Gerinnungskaskade ak-

tiviert und so die Fibrinbildung ausgelost.

Durchfiihrung der Messung:

200 ul Neoplastin® Plus-Reagenz (Kaninchenhirn-Thromboplastin mit Calcium-Ionen), wel-
ches kurz zuvor gemill Anleitung gebrauchsfertig hergestellt worden war, wurde zu 100 pl
Plasma (180 s bei 37° C vorgewérmt) hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die Zeit bis zum Ge-

rinnungseintritt gemessen.

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit:

Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) tiberpriift die Aktivierbarkeit und Funktion
der Gerinnungsfaktoren XII, XI, IX, VIIL, V, X, Prothrombin und Fibrinogen.

Die Aktivierung des Faktors XII verlduft unabhéngig von Calzium. Sie wurde zunichst voll-
standig mittels eines Gemisches aus Oberflidchenaktivatoren und Phospholipiden, sogenannten
partiellen Thromboplastinen, ausgelost. Im Anschluss daran wurde durch Calziumchlorid Fak-
tor XI und damit die intrinsische Gerinnungskaskade aktiviert, als deren Endstufe Fibrin ent-

steht.
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Durchfiihrung der Messung:

100 pul Plasmaprobe wurde mit 100 pul Gemisch aus dem partiellen Thromboplastin Kephalin
(Phospholipid aus Kaninchenhirn) und dem Oberflidchenaktivator Kaolin (PTT-Reagenz®)
versetzt und 180 s bei 37° C inkubiert. Dadurch wird eine Aktivierung der Faktoren XII und
XTI ausgeldst. Durch die nachfolgende Zugabe von 200 ul CaCl,-Lésung (Ca™*- Ionen) wurde
die weitere Aktivierung des endogenen (intrinsischen) Gerinnungssystems bis zur Fibrinbil-
dung in Gang gesetzt. Gemessen wurde die Zeit von der Zugabe von CaCl, bis zur Bildung ei-

nes Fibringerinnsels.

Nicht-aktivierte partielle Thromboplastinzeit (naPTT) (ohne Kaolin):

Die naPTT priift eine Plasmaprobe auf vorangegangene Oberﬂ'aichenaktivierungg1’82’83’84.
Hierzu wird die aPTT ohne den Oberfliachenaktivator Kaolin angesetzt.

100 pl Plasmaprobe wurde mit 100 pl Kephalin (Flasche 2 aus dem PTT-Reagenz®), welches
statt mit Kaolin mit Owren's Puffer aufgelost worden war, 180 s bei 37° C inkubiert. An-
schlieBend wurde mit 200 pl CaCl, -Losung die Gerinnung gestartet und die Zeit bis zum Auf-
treten des Gerinnsels gemessen. Die naPTT wurde auf die PTT bezogen. Als Darstellung im

Ergebnisteil wurde der Prozentsatz der Uberschreitung der aPTT gewihlt. Die Berechnung er-

folgte nach folgender Gleichung:

naPTT [%] = 100 % OnaPTT [s]/ aPTT [s] - 100 %

Oberflichenaktivierte Rekalzifizierungszeit (aRCT) (ohne Phospholipide):

Die oberfldchenaktivierte Rekalzifizierungszeit (aRCT) tiberpriift eine Plasmaprobe auf gerin-
nungsaktive Phospholipide. Die aPTT wird ohne die Phospholipidlésung (Kephalin) ange-
setzt.

Dazu wurden 100 pl Plasmaprobe mit 100 pl Kaolin (Flasche 2 aus dem PTT-Reagenz®) ver-
setzt und 180 s bei 37° C inkubiert. Mit der Zugabe von 200 pl CaCl, -Losung wurde die Ge-
rinnung gestartet, und die Zeit bis zum Auftreten des Gerinnsels gemessen. Fiir die aRCT

wurde die aPTT als Bezugsgrofle gewiahlt. Im Ergebnisteil wurde als Resultat dieser Messung
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der Prozentsatz der Uberschreitung der aPTT angegeben, der nach folgender Gleichung be-

rechnet wurde.

aRCT [%] = 100 % OaRCT [s] / aPTT [s] - 100 %

Rekalzifizierungszeit (RCT)

Die Rekalzifizierungszeit iiberpriift eine Plasmaprobe auf thromboplastische Aktivitdt. Zur
Plasmaprobe wird CaCl, -Losung gegeben, so dass durch vorangegangene Aktivierung von
Gerinnungsfaktoren, insbesondere Faktor VII, die Gerinnungskaskade ausgelost wird, was in
diesem Fall durch Lipidinfusionen geschehen sein mag.

Dazu wurden 100 pl Plasmaprobe 300 s bei 37° C inkubiert, anschlieend mit 200 ul eines
vorgewidrmten 1:1-Gemisches aus einer 0,9 %-igen NaCl-Losung und einer CaCl-Losung
(0,025 mol/l) versetzt, und die Zeit gestartet. Fiir die RCT wurde die TPZ als Bezugsgrofie
gewihlt. Als Resultat dieser Messung wurde im Ergebnisteil das Verhiltnis zur TPZ verwen-

det, das gemif folgender Gleichung berechnet wurde:

RCT [1] =RCT [s] / TPZ [s]

2.3.7 Thrombozytenaktivierungsmarker

B-Thromboglobulin (B-TG) ist ein thrombozytenspezifisches Protein, welches in den Q-
Granula der Plittchen gespeichert ist. Bei Aktivierung entleeren sich diese Speichergranula in
das Plasma, wo [3-TG eine geschitzte Halbwertszeit von 100 Minuten hat. Die Elimination er-
folgt iiber die Niere, was eine normale Nierenfunktion voraussetzt.

Fir die Messung des Thrombozytenaktivierungsmarkers [3-Thromboglobulin wurde der en-
zymimmunologische In-vitro-Test ASSERACHROM® [-TG der Firma Boehringer Mann-
heim, benutzt. Das Lesegerit zur photometrischen Auswertung der Mikrotiterplatten stammte

von der Firma Behring, Marburg.
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Messprinzip:

Das fiir die Messung bendtigte pliattchenarme Plasma wurde in CTAD-Probengefiflen abge-
nommen, welche neben dem Antikoagulanz Citrat (0,11 Molar) die Inhibitoren der Thrombo-
zytenaktivierung Theophillin, Adenosin und Dipyridamol enthielten. Theophillin und Dipyri-
damol hemmen die cAMP-Phosphodiesterase, Adenosin stimuliert die Membran-
Adenylatcyclase. Dadurch wird die cAMP-Konzentration in den Thrombozyten erhoht, was
ihre Aktivierbarkeit deutlich herabsetzt, so dass bei der Probenaufbereitung keine Freisetzung
von B-TG auftritt. An der Wand sind im Uberschuss B-Thromboglobulin-spezifische Antikor-
per F(ab’),-Fragmente fixiert. Das im Plasma frei vorhandene [3-TG reagiert in einer ersten
Immunreaktion bei Probenzugabe mit diesen wandfixierten Antikdrpern. Anschlieend wer-
den die nicht antikdrper-gebundenen Plasmabestandteile und Storfaktoren ausgewaschen (sie-

he Abbildung 14).

Plasma-
-+ bestand-
teile

LLL
1
LLL

B-TG-AK B-TG

Abbildung 14  Erste Immunreaktion

Da das B-TG mehrere antigene Determinanten besitzt, werden Peroxidase-markierte [3-TG-
Antikorper im Uberschuss zugesetzt. Diese bilden in einer zweiten Immunreaktion Sandwich-
Komplexe mit 3-TG. Dadurch ist das Antigen beidseitig von Antikdrpern umgeben.

Je mehr B-TG in der Plasmaprobe enthalten ist, umso mehr peroxidasemarkierte Antikorper
werden gebunden. Im nachfolgenden Waschschritt wird das nicht gebundene Peroxidase-

Konjugat entfernt (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15 Zweite Immunreaktion

In der Indikatorreaktion wird die an der Rohrchenwand gebundene Enzymaktivitdt durch Zu-
satz von Substrat (o-Phenylendiamin [O.P.D.], H,O,) iiber eine Farbreaktion photometrisch
bei 492 nm bestimmt. Aufgrund der Proportionalitit von gebundener Enzymaktivitit und An-
tigenkonzentration steigen die gemessenen Extinktionen mit steigender -TG-Konzentration
in der Probe an (siehe

Abbildung 16).

oy T
L

—I: +  0.P.D./HO = Farbstoff ( A= 492 nm)

o
L

Abbildung 16 Indikatorreaktion

- > )

Spezifischer = Enzymmarkierter B-TG Waschschritt
B-TG - Antikorper aus Plasmaprobe
Antikorper

(wandfixiert)

Abbildung 17 Legende



MATERIAL UND METHODEN Seite: - 52 -

Die Auswertung wird mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe aus [3-TG-Standard und einer Be-
zugskurve erstellt.

Durchfiihrung der Messung:

Die Proben in den CTAD-Gefidllen wurden im Eiswasserbad sofort nach der Blutabnahme ge-
kiihlt und in der Kiihlzentrifuge (siehe 2.3.9.1) wie in Tabelle 3 beschrieben zentrifugiert und
weiterverarbeitet. Nach der zweiten Zentrifugation wurde das plattchenarme Plasma sofort bei
-80°C eingefroren. Es wurde unmittelbar vor der Messung 15 Minuten bei 37°C aufgetaut,
und anschlieBend im Verhiltnis 1:10 mit Pufferlosung (bestehend aus Albumin, Tween® 20,
Phosphatpuffer, Asserachrom® B-TG, Boehringer, Mannheim) verdiinnt. Dann wurden 200
ul dieser Verdiinnung in die beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Nach Inkubation von einer
Stunde bei Raumtemperatur und einem Waschvorgang (Waschlosung bestehend aus NaCl und
Tween®20) wurden 200 ul des Immunkonjugats hinzugegeben. Nach einer weiteren einstiin-
digen Inkubation und Waschen wurde die Farbreaktion mit 200 ul Wasserstoffperoxyd/ o-
Phenylendiamin als Substrat ausgelost. Die Reaktion wurde nach exakt drei Minuten gestoppt.

Die Extinktion wurde bei 492 nm bestimmt.

2.3.8 Triglyceride im Serum

Bei der Klinischen Studie wurden als weiterer Laborparameter die Triglyceride bestimmt.
Fiir die Bestimmung wurden Testreagenzien der Firma Boehringer Mannheim verwendet. Die

Messung wurde am automatischen photometrischen Messgerit vorgenommen.

Messprinzip:
Durch enzymatische Spaltung der Triglyceride entstehen freie Fettsduren und Glycerin. Diese
konnen photometrisch bestimmt werden, was hier nach dem Standardverfahren der deutschen

Gesellschaft fiir Klinische Chemie durchgefiihrt wurde.

Blutbild

Die Bestimmung des Blutbildes ist unter 2.3.5 beschrieben.

2.3.9 Laborhilfsgeriite
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2.3.9.1 Zentrifugen

Kiihlzentrifuge, DAMON/IEC DIVISION; NUNC, Needham Heights, USA

Diese Zentrifuge diente zur Herstellung des Blutplasmas fiir die plasmatischen Gerinnungs-
messungen und fiir die Messung von [3-Thromboglobulin.

Nach der Inkubation mit den Lipiden, bzw. direkt nach Blutentnahme bei der Klinischen Stu-
die, wurden die Blutproben zwei Minuten auf Eis gekiihlt und anschliefend in dieser Zentri-
fuge 15 Minuten bei 3000 x g und 4° C zentrifugiert.

Fiir die Proben zur Gerinnungsmessung wurde der Uberstand in vier verschiedenen Portionen
aufgeteilt, wobei immer zuerst das Plasma von oben abpipettiert wurde. Die oberste Schicht
(700 ul) wurde nochmals in der Tischzentrifuge (siehe unten) abzentrifugiert. Die zweite und
dritte Schicht enthielten je 250 ul Plasma, die vierte Schicht das restliche Plasma (0 - 200 ul).

Alle Plasmen wurden anschlieBend bei -80° C eingefroren.

Zentrifuge Rotixa KS

Zur Herstellung von PRP und PPP fiir die optische Messung wurde diese Zentrifuge verwen-
det. Das Patientenblut wurde direkt nach der Blutabnahme, die Blutproben der Probanden
nach der Inkubation mit den Lipiden zentrifugiert.

PRP wurde mit 250 x g iiber 15 Minuten bei 22°C hergestellt. Zur Herstellung des als Refe-
renz benotigten PPP wurde das Sediment erneut mit 3000 x g (10 Minuten, 22°C) zentrifu-

giert.

Tischzentrifuge BIOFUGE PICO, HERAEUS, OSTERODE

Diese Zentrifuge diente zur Herstellung von Plasma fiir die thrombozytédren Aktivierungsmar-
ker (siehe Tabelle 3). Der oberste Teil des Uberstands der Plasmen, die mit der Kiihlzentrifuge
(siehe oben) hergestellt worden waren, wurde hier ein zweites Mal bei 13.000 x g iiber drei

Minuten zentrifugiert, in ein frisches Gefdll abpipettiert und bei -80° C eingefroren.
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2.3.9.2 Zahlkammer und Mikroskop

Zur Messung der irreversiblen Thrombozytenaggregate dienten eine Neubauer-Zahlkammer
sowie ein Phasenkontrastmikroskop mit 400-facher Vergroferung. Die Berechnung der

Thrombozytenaggregate wird in Kapitel 2.3.5 beschrieben.

2.3.10 Laborhilfsmittel

2.3.10.1 Hilfsmittel und Chemikalien

Fiir die Durchfithrung der Untersuchungen wurden folgende Hilfsmittel und Chemikalien

verwendet:
Tabelle 5 Verwendete Laborhilfsmittel und Chemikalien
Puffer/Losung/Reagenz | Zusammensetzung/ Hersteller Verwendung
Konzentration
Kollagen Img native Kollagen |Chronolog, Haver- | Induktion der Plitt-
Typ I-Fasern town, USA chenaggregation in
(Pferd)/ml isotoni- Vollblut und PRP

scher Glucoseldsung,

pH 2,7

Kalziumchlorid-Losung | 0,025 mol/l CaCl, Boehring, Mann- | Aktivator fiir Tests

heim der plasmatischen
Gerinnung
Deproteinisierungs- Na-Hypochlorid 3% |NOVA, Waltham, |Reinigung der Chro-
losung USA nolog®-Elektroden;
Reinigung Celltrak®
Lyse-Reagenz NOVA, Waltham, |Lysieren der Erythro-
USA zytenmembranen zur

Hb-Bestimmung im

Counter (Celltrak®)
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Immersionsol Paraffindl DAB 6 Hellige, Freiburg. |Uberschichten des
Testansatzes im
TEG; Phasenkon-

trast-mikroskopie

Glucose 5% -Losung 5 g wasserfreie Glu- | Braun, Melsungen | Stabilisator fiir Voll-
cose/100 ml blut

Citrat 40 g Natrium-Citrat | Haemonetics, Antikoagulanz fiir
Haemonetics ad Miinchen Vollblut
1000ml

Zum Abwiegen der Chemikalien wurde die Laborwaage Typ 1712 der Firma Sartorius, Got-
tingen verwendet.

Zum Pipettieren wurden Eppendorf®-Pipetten (Eppendorf, Hamburg) benutzt.

Fiir kleine Volumina (5-20 ul) diente die Mikropipette von Chronolog, Haverton, USA.

2.3.10.2 Lipidlosungen

Alle verwendeten Lipidlosungen wurden unmittelbar nach dem Offnen verarbeitet. Die Kon-
zentration in den Blutproben entspricht der Konzentration, die bei parenteraler Ernidhrung
beim Patienten erreicht wird, d.h. ungefihr 5 g/l entspricht. Zusétzlich wurde eine zehnfach
verdiinnte Konzentration (0,5 g/l) verwendet, um eine weitere Konzentration zu erfassen.

Zusammensetzung und Hersteller der vier im Rahmen dieser Studie verwendeten Lipidldsun-
gen sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Als Negativkontrolle inkubierten wir je eine Blutpro-

be mit physiologischer Kochsalzlosung zu identischen Bedingungen.
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Tabelle 6 Im Rahmen der Studie verwendete Lipidlosungen
Nr. Handels- Zusammensetzung pH- | Osmo- | Ener-
name und 1000 ml enthalten (ad Wasser fiir Injektionszwe- | Wert | laritit | gie-
Hersteller cke) Wert
Soja- |Gly- |Phospholi- |Davon Sonstiges mos- kJn
boh- |cerol |pide aus Ei, |Phospha- mol/l
nen- (3-sn-Phos- | tidylcho-
ol phatidyl- lin
cholin)
1 Intralipid 200g | 22g 12g 100% |Natrium- | 8,0 270 8400
20% Pharma- hydroxid
cia GmbH, Er-
langen
2 | Lipovenos 200g | 25g 12g 73-80% | Natrium- | 6,5 - 273 8400
20% Fresenius hydroxid, |8,7
AG, Bad Natrium-
Homburg oleat
3 Lipofundin 100g | 25g 12g >68% | mittel- 6,5- 380 7990
MCT 20% kettige 8,5
B. Braun AG, Triglyce-
Melsungen ride 100g,
Natrium-
oleat
4 | Salvilipid 20 | 200g | 25g 12g 60% |Natrium- |7-9 8400
Clintec Salvia oleat 0,3g,
GmbH& Natrium-
Co.OHG hydroxid
Homburg/
Saar
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2.4 Zur Auswertung vorgesehene Merkmale

Alle Parameter, welche zur Auswertung vorgesehen sind, sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 7 Zur Auswertung vorgesehene Merkmale
Merkmale Messung von Einheit | Abkiir- Messger:iit
zung
Spontanaggregation Spontanaggregation Ohm/h SA
nach Cardinal und Kollagen-induzierte Ag- Ohm KV
Flowers im Vollblut gregation im Vollblut Chronolog
Maximale Steigung Ohm/h SV
Plittchenaggregation | Kollageninduzierte Ag- % KP
Optische Messung im gregation im PRP Chronolog
PRP nach Born Maximale Steigung %/min SP
Thrombelastographie | Reaktionszeit Min r
Kontraktionszeit Min k Thrombelastograph
Maximale Amplitude Mm a
In-vitro-Blutungstest | Initialer Blutfluss IF
Blutungsvolumen BV PFA
Okklusionszeit oT
Zirkulierende Throm- | Zirkulierende Aggregate 1/ul ZA Elektronischer
bozytenaggregate nach Reversible Aggregate 1/l RA Counter,
Wu und Hoak Mikroskop
Kleine irreversible Ag- |2 Pldttchen| KA
gregate
Mittlere irreversible 3 Plittchen| MA

Aggregate
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Grofle irreversible Ag- |4 Plittchen| GA
gregate
Sehr grof3e irreversible | 5 Pliattchen| GGA
Aggregate
Plasmatische Gerin- Thromboplastinzeit S TPZ
nung (Quick)
Aktivierte partielle PTT S aPTT
Kugelkoagulometer
Nicht-aktivierte partielle S naPTT
PTT
Oberflichenaktivierte S aRCT
Rekalzifizierungszeit
Rekalzifizierungszeit S RCT
Aktivierungsmarker B-Thromboglobulin B-TG Photometer
Blutbild Leukozytenzahl 1000/ul WBC
Erythrozytenzahl 1000/ul1 RBC
Héamoglobin g/dl Hb
Mittleres korpuskuldres fl MCV Elektron. Counter
Volumen
Thrombozyten 1000/ul1 PLT
Mittleres  Plittchenvo- fl MPV
lumen
Blutfette Triglyceride mg % Photometer
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2.5 Statistische Auswertung

2.5.1 Datenanalyse der Klinischen Studie

Ziel
Es sollte geklart werden, inwieweit die parenterale Applikation von Fettemulsionen einen Ein-

fluss auf die Blutgerinnung, insbesondere die Thrombozytenaktivitit ausiibt.

Datenanalyse

Unterschiede hinsichtlich des Messzeitpunktes oder der Gruppenzugehorigkeit wurden mit der
zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwertwiederholung auf dem Faktor "Zeit" gepriift.
Das heifit, Daten werden von n Patienten zu m Messzeitpunkten gewonnen. Wihrend die
Messwerte unterschiedlicher Patienten unabhdngig sind, sind die Messwerte eines Patienten

zu unterschiedlichen Zeitpunkten als abhdingig zu betrachten.

Die Uberpriifung der Ubereinstimmung der biometrischen Daten (Korpergewicht, GroBe, Al-
ter, Geschlecht), die vom Zeitpunkt unabhingig sind zwischen beiden Gruppen, erfolgte mit
dem t-Test fiir unverbundene Stichproben beziehungsweise dem Chi-Quadrat-Test fiir die Ge-
schlechtsverteilung. Das Signifikanzniveau wurde auf eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

p=0,05 festgesetzt.

2.5.2 Datenanalyse der In-Vitro Untersuchung

Ziel

Das Ziel der In-vitro Untersuchung war es zunéchst, den unmittelbaren Einfluss der vier un-
terschiedlichen Infusionslosungen (siecheTabelle 6) auf die Thrombozytenaktivitit zu iiberprii-
fen. Weiterhin sollte untersucht werden, inwieweit es diesbeziigliche Unterschiede zwischen

den Priparaten gibt.

Datenauswertung
Die Abhingigkeit der Messgrolen vom gewéhlten Praparat wurde jeweils getrennt fiir die Li-

pidkonzentration von 5 g/l und 0,5 g/1 iiberpriift. Dabei kamen der Friedmann-Test, im Falle
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der Signifikanz post hoc der Miller-Test zur Anwendung. Das bedeutet, dass der Friedmann-
Test aussagt, dass es Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten gibt, jedoch nicht zwischen
welchen. Der post-hoc-Test wird nur angewendet, wenn der Friedmann-Test Signifikanz er-

gibt. Unter verschiedenen moglichen Tests wurde hier der Miller-Test verwendet.
2.5.3 Berechnung der Statistik

Die Daten wurden mittels Microsoft-Excel®, Fa Microsoft, erfasst. Die Berechnung der statis-

tischen GroBen nahmen wir mit dem Programm SPSS, Fa. SPSS, vor.
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3 Ergebnisse

In den beiden Ergebnistabellen Tabelle 8 und Tabelle 9, welche im Anhang zu finden sind,

sind die Werte fiir simtliche Messungen der beiden Studienteile zusammengefasst.

3.1 Vollblutaggregometrie

Am Vollblutaggregometer wurden die Spontanaggregation, die maximale Aggregation und
die maximale Steigung gemessen.
* Die Spontanaggregation spiegelt das Verhalten der Plittchen nach Ablauf der Auf-
wiarmphase (10 min bei 37°C) wieder.
* Die maximale Steigung gibt die Geschwindigkeit der Plédttchenaggregation nach Zuga-
be von Kollagen an.
* Die maximale Aggregation zeigt, ob es nach Zugabe von Kollagen zu einer normalen
Plattchenaggregation kommt. Die Spontanaggregation ist in Relation zur maximal

moglichen zu sehen.
3.1.1 Klinische Studie

Alle Patientenproben hatten eine leichte Tendenz zur Spontanaggregation, welche sich zwi-
schen den Werten 0,1 Ohm/h und 3,6 Ohm/h abspielte.

Alle drei Messungen ergaben hinsichtlich des Messzeitpunkts keine statistisch signifikanten
Unterschiede (siehe Abbildung 18, Abbildung 19, Abbildung 20). Auch zwischen Studien-

und Kontrollgruppe wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen.
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Abbildung 18 Vollblutaggregometrie in der Klinischen Studie, Spontanaggregation

Dargestellt sind, wie in den folgenden Abbildungen, Mittelwerte x (dicke graue Sédulen) und
Standardabweichungen x+s (vertikale schwarze Linien in den Sdulen). Statistisch signifikante
Unterschiede zeigten sich nicht.

30

maximale Steigung

25 ~
20 ~
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Ohm/min
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Messzeitpunkt

mit Lipidinfusion
ontrollgruppe

Abbildung 19 Vollblutaggregometrie in der Klinischen Studie, maximale Steigung.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen xzs. Statistisch signifikante
Unterschiede waren nicht zu messen.
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Abbildung 20 Vollblutaggregometrie in der Klinischen Studie, maximale Aggregation.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es waren keine statistisch sig-
nifikanten Unterschiede festzustellen.

3.1.2 In-vitro-Untersuchung

Spontanaggregation (siche Abbildung 21)

Bei fast allen Messproben ergab sich eher eine Neigung zur Desaggregation als zur Aggrega-
tion. Auch die Kontrollblutprobe zeigte eine Desaggregation von -0,6 Ohm/h. Nur in der ho-
her konzentrierten Lipofundin®-Messprobe war eine Aggregation von 1,3 Ohm/h zu beobach-
ten. Die Werte der Desaggregation lagen zwischen -1,5 Ohm/h bei der hoher konzentrierten
Lipovends®-Losung und -0,2 Ohm/h bei der hoher konzentrierten Intralipid®-Losung. Die
niedrig konzentrierte Salvilipid®-Losung zeigte weder Aggregations-, noch Desaggregations-
verhalten.

Nur die hoher konzentrierte Lipovenos®-Losung und die hoher konzentrierte Lipofundin®-

Losung unterschieden sich signifikant (p<0,05).



ERGEBNISSE Seite: - 64 -

Spontanaggregation
4,0 0,5 g/l

3,0 *
2,0

1,0

Ohm/h

-1,0
2,0 |
-3,0
-4,0

Salvilipid Intralipid Lipovendés Lipofundin  NaCl
Lipide

Abbildung 21 Vollblutaggregometrie in der In-vitro Untersuchung, Spontanaggregation.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. * p<0,05 zwischen Lipovenos
und Lipofundin in hoherer Konzentration.

Maximale Steigung (siehe Abbildung 22)

Hier lagen die Werte zwischen 19,7 Ohm/min und 23,1 Ohm/min. Auffillig war, dass die ma-
ximale Steigung bei allen vier Priparaten in der niedrigeren Konzentration gleich oder kleiner
war, als bei der entsprechenden hoheren Konzentration, in keinem Fall aber dariiber
(s. Abbildung 22)

Die beobachteten Unterschiede zwischen den Losungen waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 22 Vollblutaggregometrie in der In-vitro Untersuchung, maximale Steigung.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Statistisch signifikante Unter-
schiede zwischen den Lipidlosungen waren nicht festzustellen.

Maximale Aggregation (siche Abbildung 23)

Die Messwerte der Lipide lagen zwischen 50,5 Ohm bei den niedrig konzentrierten Lipofun-
din®- und Salvilipid®-Losungen und 58,4 Ohm bei der hoher konzentrierten Lipovends®-
Losung. Die Kontrolle lag mit einem Wert von 51,3 Ohm im mittleren Bereich. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede gefunden, sowohl zwischen den unterschiedlichen Konzent-

rationen der einzelnen Priparate als auch zwischen den verschiedenen Pridparaten.
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Abbildung 23 Vollblutaggregometrie in der In-vitro Untersuchung, maximale Aggregation.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es ergaben sich statistisch
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Lipidlosungen.

3.2 Optische Messung der Plittchenaggregation

Die optische Messung beinhaltete die Messparameter maximale Steigung und maximale Ag-
gregation. Die maximale Steigung gibt die Geschwindigkeit der Plédttchenaggregation nach
Zugabe von Kollagen an. Die maximale Aggregation ist ein Ma8 fiir die Triibungsangleichung
zwischen den beiden Probenplasmen und dem dazugehdrenden plidttchenarmen Kontrollplas-
ma. Bei einer Aggregation von 100% wiirden beide Plasmen dieselbe Transmission aufwei-
sen, d.h. es wiren so viele Plittchen im plittchenreichen Plasma aggregiert, dass die Plitt-

chenkonzentration der von plédttchenarmem Plasma entsprechen wiirde.

3.2.1 Klinische Studie

Maximale Steigung (siehe Abbildung 24)

Die maximale Steigung der turbidometrischen Messung erwies sich bei der Patientengruppe
mit Lipidinfusion nach 24 Stunden als signifikant vermindert (p<0,01).

Gegeniiber der Kontrollgruppe konnte zum Zeitpunkt t2 eine statistisch signifikante Vermin-

derung der maximalen Steigung nachgewiesen werden (p<0,05).
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Abbildung 24 Turbidometrisch bestimmte Thrombozytenaggregation in der Klinischen
Studie, maximale Steigung. Dargestellt sind Mittelwerte X und Standardabweichungen x+s. **
p<0,01 zwischen Zeitpunkt t1 und t2 bei Patienten mit Lipiden. * p<0,05 zum Zeitpunkt t2
zwischen Patienten mit und ohne Lipiden.

Maximale Aggregation (siche Abbildung 25)

Die optische bzw. turbidometrische Messung der maximalen Thrombozytenaggregation zeig-
te, dass sich die Messzeitpunkte t1 und t2 signifikant unterschieden. So war die maximale
Aggregation bei der Patientengruppe mit Lipidinfusion bereits nach 24 Stunden deutlich ver-
mindert (p<0,001). Ein weiterer signifikanter Unterschied zeigte sich im Vergleich zur Kon-
trollgruppe ohne Lipidinfusion, bei der zum Messzeitpunkt t2, also nach 24 Stunden, die Ma-

ximalaggregation statistisch signifikant hoher war als in der Studiengruppe (p<0,05).
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Abbildung 25 Turbidometrie in der Klinischen Studie, maximale Aggregation. Dargestellt
sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. *** p<0,001 zwischen Zeitpunkt t1 und
t2 bei Patienten mit Lipidinfusion. * p<0,05 zum Zeitpunkt t2 zwischen Patienten mit und oh-
ne Lipiden.

3.2.2 In-vitro Untersuchung

Da die hoher konzentrierten Lipide sowohl im pléttchenreichen als auch im plédttchenarmen
Plasma eine zu hohe Triibung verursachten, war eine korrekte Messung des Transmissionsun-
terschieds zwischen den Plasmen nicht méglich. Daher konnten nur die Blutproben turbido-

metrisch gemessen werden, welche die niedrig konzentrierten Lipidlosungen enthielten.

Maximale Steigung (siehe Abbildung 26)
Der hochste Wert lag bei 142 %/min fiir die Salvilipid®-Losung, der niedrigste Wert (73
9/min) wurde bei der Intralipid®-Lésung gemessen. Die beiden Priparate unterschieden sich

signifikant (p<0,001).
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Abbildung 26 Turbidometrie in der In-vitro Untersuchung, maximale Steigung. Dargestellt
sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. ***p<0,001 zwischen den mit Salvili-
pid® inkubierten Proben und den mit Intralipid® inkubierten Proben.

Maximale Aggregation (siche Abbildung 27)

Hier hatten die mit Salvilipid® inkubierten Blutproben mit 85 % den hochsten, die mit Intra-
lipid® inkubierten Blutproben mit 60 % den niedrigsten Wert. Die Kontrolle mit physiologi-
scher Kochsalzlosung lag bei 80 %. Intralipid® und Lipovends® wiesen gegeniiber Salvili-
pid® eine signifikant verminderte Maximalaggregation auf (p<0,001). Im Vergleich zur Kon-
trolle war die Maximalaggregation der mit Intralipid® inkubierten Proben ebenfalls signifi-

kant vermindert (p<0,001).
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Abbildung 27 Turbidometrie in der In-vitro Untersuchung, maximale Aggregation.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. ***p<0,001 zwischen den mit
Salvilipid® und den mit Intralipid ® bzw. mit Lipovends® inkubierten Proben, sowie zwi-
schen den mit Intralipid® inkubierten Proben und 0,9%iger Kochsalzlosung.

3.3 Thrombelastographie

3.3.1 Klinische Studie

Die Thrombelastographie umfasste drei Messparameter, die Reaktionszeit (r-Zeit), die Fibrin-
bildungszeit (k-Zeit) und die maximale Amplitude. Alle Parameter wurden in Form von Dop-
pelbestimmungen erfasst.

Die r-Zeit beginnt mit der Zugabe von CaCl, und endet mit der ersten Bewegung des Metall-
stiftes ab einer Amplitudenhohe von 1 Millimeter. Sie dauert in der Regel zwischen sieben
und 15 Minuten.

Die k-Zeit gibt den Zeitraum vom ersten Bewegungsbeginn des Kolbens bis zu einer Ampli-
tudenhohe von 2 cm an und wird als Fibrinbildungszeit bezeichnet. Die Normalwerte fiir diese
Zeit liegen zwischen 2,5 und fiinf Minuten.

Die maximale Amplitude ist der hochste Ausschlag der Metallstifte und wird in Millimeter

gemessen. Aus ihr wird das Elastizitdtsmodul mg berechnet.
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Reaktionszeit (siche Abbildung 28)
Es konnte bei der Reaktionszeit der Kontrollgruppe ohne Lipidinfusion nach 24 Stunden eine

signifikante Verlangsamung gezeigt werden (p<0,001).

r-Zeit

mit Lipidinfusion
16 ontrollgruppe

min

t1 t2 t3
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Abbildung 28 Thrombelastographie in der Klinischen Studie, r-Zeit. Dargestellt sind
Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. ***p<0,001 zwischen Zeitpunkt t1 und t2 der
Lipidgruppe.

k-Zeit, maximale Amplitude (siche Abbildung 29 und Abbildung 30)
Die k-Zeit und die maximale Amplitude lieBen keine Auffilligkeiten im Verlauf der Messun-
gen deutlich werden. Auch zwischen der Gruppe mit Lipidinfusion und der Kontrollgruppe

gab es keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 29 Thrombelastographie in der Klinischen Studie, k-Zeit. Dargestellt sind
Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es gab keine statistisch signifikanten Unter-
schiede.
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Abbildung 30 Thrombelastographie in der Patientenstudie, maximale Amplitude.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Statistisch signifikante Unter-
schiede waren nicht festzustellen.
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3.3.2 In-vitro Untersuchung

r-Zeit (siche Abbildung 31)

Die r-Zeit lag bei allen Proben zwischen 7,6 und 8,6 Minuten, die Kontrolle (physiologische
Kochsalzlosung) lag ebenfalls bei 7,6 Minuten. Die Unterschiede, die in Abhingigkeit von
dem zur Inkubation verwendeten Lipidpriparat beobachtet wurden, waren ebenso wenig sta-
tistisch signifikant wie die Unterschiede zwischen den beiden unterschiedlichen Lipidkon-

zentrationen.

r-Zeit

Minuten
o
L

Salvilipid Intralipid Lipovends  Lipofundin  NaCl
Lipide

Abbildung 31 Thrombelastographie in der in-vitro Untersuchung, r-Zeit. Dargestellt sind
Mittelwerte x und Standardabweichungen x#s. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den Lipidldsungen gab es nicht.

k-Zeit (siche Abbildung 32)

Die k-Zeit aller Proben in beiden Verdiinnungen sowie die Kontrolle mit physiologischer
Kochsalzlosung lagen im Normalbereich (zwischen 3,4 und 4,3 Minuten). Es waren keine sta-
tistischen Unterschiede in Abhéngigkeit von dem zur Inkubation verwendeten Lipidpriparat

bzw. der Lipidkonzentration nachzuweisen.
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Abbildung 32 Thrombelastographie in der In-vitro Untersuchung, k-Zeit. Dargestellt sind
Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es waren statistisch keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Lipidlosungen zu messen.

Maximale Amplitude, Elastizititsmodul (siche Abbildung 33)
Die mit den verschiedenen Lipidpriparaten inkubierten Blutproben (bei beiden verwendeten
Konzentrationen) zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede in der maximalen Amp-

litude.
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Abbildung 33 Thrombelastographie in der In-vitro Untersuchung, maximale Amplitude.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es ergaben sich keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede zwischen den Lipidlosungen.
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Das Elastizitdtsmodul wurde fiir alle Proben berechnet, nach oben genannter Formel.

Dabei ergaben sich folgende Werte:

Salvilipid (Sg/): 132,6
(0,5 g/): 100,0
Intralipid (Sg/): 96,1
(0,5 g/): 104,1
Lipovenos  (5g/1): 100,0
(0,5 g/): 100,0
Lipofundin  (5g/1): 104,1
(0,5 g/): 104,1
NaCl (0,9%): 108,3

Bis auf den ersten Salvilipid®-Wert lagen alle Werte im Normalbereich (90-120).

3.4 In-vitro-Blutungstest

Der In-vitro-Blutungstest (PFA®) erlaubt Riickschliisse auf die Thrombozytenfunktion und
umfasst die Parameter Verschlusszeit, initialer Blutfluss und Blutungsvolumen.

Der Referenzbereich fiir die Verschlusszeit bei normaler Thrombozytenfunktion liegt zwi-
schen 96 und 170 Sekunden.

Der initiale Blutfluss ist die Menge an Blutprobe die in einer bestimmten Zeiteinheit durch die
Messzelle gezogen wird. Er wird in Mikroliter pro Minute angegeben und sollte bei allen
Messungen ungefihr im gleichen Bereich liegen.

Das Blutungsvolumen gibt das Blutvolumen, welches die Membran passiert, in Mikroliter an.

3.4.1 Klinische Studie

Hinsichtlich des Messzeitpunkts lieBen sich bei allen Parametern keine signifikanten Unter-
schiede feststellen. Auch die Unterschiede zwischen der Patientengruppe mit Lipidinfusion
und der Kontrollgruppe waren nicht signifikant. Abbildung 34, Abbildung 35 und Abbildung
36 zeigen die Ergebnisse fiir die Verschlusszeit, das Blutungsvolumen und den initialen Blut-

fluss in der Klinischen Studie.
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Abbildung 34 In-vitro-Blutungstest in der Klinischen Studie: Verschlusszeit. Dargestellt
sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Statistisch signifikante Unterschiede wa-
ren nicht festzustellen.

Blutungsvolumen
mit Lipidinfusion
350 Kontrolle
300 -
250 -
_ 200 -
=1
150 -
100 -
50
0
t1 t2 t3
Messzeitpunkt

Abbildung 35 In-vitro-Blutungstest in der Klinischen Studie: Blutungsvolumen. Dargestellt
sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es waren keine statistisch signifikanten
Unterschiede zu messen.
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Abbildung 36 In-vitro-Blutungstest in der Klinischen Studie: initialer Blutfluss. Dargestellt
sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es wurden keine statistisch signifikanten
Unterschiede festgestellt.

3.4.2 In-vitro Untersuchung

Verschlusszeit (siche Abbildung 37)

Die Ergebnisse lagen bei allen Blutproben im Normalbereich. Der niedrigste Wert betrug 105
Sekunden fiir die mit der niedrig konzentrierten Salvilipid® -Losung inkubierten Blutproben,
der hochste Wert von 144 Sekunden wurde fiir die Blutproben gemessen, die mit der hoher
konzentrierten Lipofundin-Losung inkubiert worden waren. Die Kontrolle mit physiologischer

Kochsalzlosung lag bei 124 Sekunden. Statistische Unterschiede lieBen sich nicht zeigen.
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Abbildung 37 In-vitro-Blutungstest in der In-vitro Untersuchung, Verschlusszeit.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es ergaben sich keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede zwischen den Lipidlosungen.

Blutungsvolumen (siehe Abbildung 38)
Die Werte lagen zwischen 329 ul und 405 pl. Die Kontrolle hatte den Wert 394 ul. Es konn-

ten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 38 In-vitro-Blutungstest in der In-vitro Untersuchung, Blutungsvolumen.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es wurden keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Lipidlosungen festgestellt.
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Initialer Blutfluss (siche Abbildung 39)
Die Ergebnisse reichten von 210 pl/min bis 239 pl/min, wobei die Kontrolle mit physiologi-
scher Kochsalzlosung den hochsten Wert erreichte. Es lieen sich keine statistisch signifikan-

ten Unterschiede feststellen.
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Abbildung 39 In-vitro-Blutungstest in der In-vitro Untersuchung: Initialer Blutfluss.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Zwischen den Lipidlésungen
ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede.

3.5 Thrombozytenaggregate im Vollblut

Als weitere Messung zur Erkennung einer Spontanaggregation diente die Zdhlung der rever-
siblen und irreversiblen Thrombozytenaggregate im Vollblut. Sowohl die reversiblen als auch
die irreversiblen Aggregate wurden durch Zugabe des Fixierungsmittels Glutaraldehyd unmit-
telbar nach Blutentnahme beziehungsweise nach Inkubation mit Lipidlosung fixiert und an-
schlieend gezihlt. Bei den Proben ohne Fixierungsmittel 16sten sich die reversiblen Aggrega-
te wieder und wurden nicht mitgezihlt, wohingegen die irreversiblen Aggregate bestehen
blieben. Zum Teil konnte man wihrend des Mikroskopierens beobachten, wie sich die
Thrombozyten voneinander trennten. Auch konnte man hin und wieder Thrombozyten an E-
rythrozyten angelagert sehen, oder auch Erythrozyten inmitten eines Thrombozytenaggregats.

Die Anzahl der Aggregate wurden in Prozent der gesamten Thrombozytenzahl angegeben.
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3.5.1 Klinische Studie

Reversible und irreversible Aggregate (siche Abbildung 40, Abbildung 41)

Zwischen den Messzeitpunkten t1 und t2 kam es bei der Kontrollgruppe zu einer statistisch
signifikanten Zunahme der reversiblen Thrombozytenaggregate (p<0,01). In der Gruppe mit
Lipidinfusion war ein signifikanter Anstieg dagegen erst zwischen t2 und t3 zu beobachten

(p<0,05).
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Abbildung 40 Thrombozytenaggregate in der Klinischen Studie, reversible Aggregate.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. (* p< 0,05, ** p< 0,01). Eine
signifikante Erhohung der reversiblen Aggregate gab es zwischen t1 und t2 bei der Kontroll-
gruppe; ebenfalls bei der Lipidgruppe zwischen t2 und t3.
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Die irreversiblen Aggregate zeigten keine statistisch signifikanten Veridnderungen.
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Abbildung 41 Thrombozytenaggregate in der Klinischen Studie, irreversible Aggregate.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es gab sowohl zwischen den
Messzeitpunkten als auch zwischen den Gruppen statistisch keine signifikanten Unterschiede.

3.5.2 In-vitro Untersuchung

Reversible Aggregate (siche Abbildung 42)

Der niedrigste Wert an reversiblen Aggregaten wurde mitl5, 1 % fiir die mit niedrig konzent-
rierter Intralipid®-Losung inkubierten Blutproben ermittelt. Den hochsten Wert hatten mit
27,8 % die mit niedrig konzentrierter Lipofundin®-Losung inkubierten Proben. Die Kontrolle
mit physiologischer Kochsalzlosung hatte den Wert 15,2 %.

Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde lediglich zwischen den mit hoher konzentrier-

ter Salvilipid®-Losung inkubierten Proben und der Kontrolle gefunden (p<0,05).
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Abbildung 42 Thrombozytenaggregate in der In-vitro Untersuchung, reversible Aggregate.
Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. (* p< 0,05). Ein statistisch
signifikanter Unterschied bestand zwischen Salvilipid (5g/1) und der Kontrolle mit physiologi-
scher Kochsalzlosung, welche weniger reversible Aggregate aufwies.

Irreversible Aggregate (siehe Abbildung 43)

Bei den irreversiblen Aggregaten lagen die Werte insgesamt erheblich niedriger als bei den
reversiblen Aggregaten, da sich die meisten Aggregate nach einer bestimmten Zeit wieder 16-
sen.

Die Werte schwankten zwischen 1,7 % fiir die mit der niedrig konzentrierten Salvilipid®-
Losung inkubierten Proben und 2,6 % fiir die mit der hoher konzentrierten Lipofundin®-
Losung inkubierten Proben. Die Kontrolle hatte den Wert 2,1 %. Es wurden keine statistisch

signifikanten Unterschiede beobachtet.
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Abbildung 43 Thrombozytenaggregation in der In-vitro Untersuchung, irreversible Aggre-
gate. Dargestellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es wurden keine Unter-
schiede zwischen den Lipiden und der Kontrolle gefunden.

3.6 Plasmatische Gerinnung

Die Messungen der plasmatischen Gerinnung beinhalteten insgesamt fiinf Verfahren, welche
in Abbildung 13 anschaulich dargestellt sind.

Die Thromboplastinzeit (TPZ) und aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) dienten als
Referenzmethoden. Als Varianten wurden die nicht aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(naPTT), die oberflichenaktivierte Rekalzifizierungszeit (aRCT) und die Rekalzifizierungs-
zeit (RCT) eingesetzt.

3.6.1 Klinische Studie

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) (siche Abbildung 44)

Hier wurden die Gerinnungsfaktoren XII, XI, VIII, V, X, Prothrombin und Fibrinogen auf ihre
Aktivierbarkeit und Funktion iiberpriift.

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne Lipi-
dinfusionen gefunden. Ebenso gab es auch keine Unterschiede zwischen den Messzeitpunk-

ten.
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Abbildung 44 Aktivierte PTT in der Klinischen Studie. Dargestellt sind Mittelwerte x und
Standardabweichungen x+s. Es gab sowohl zwischen den Messzeitpunkten als auch zwischen
den Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Thromboplastinzeit (TPZ) (siche Abbildung 45)

Bei diesem Test wurden die Gerinnungsfaktoren V, VII, X, Prothrombin und Fibrinogen auf
ihre Aktivierbarkeit und Funktion tiberpriift. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen

den Gruppen und zwischen den Messzeitpunkten konnten nicht gefunden werden.
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Abbildung 45 TPZ in der Klinischen Studie. Dargestellt sind Mittelwerte x und
Standardabweichungen x+s. Es gab sowohl zwischen den Messzeitpunkten als auch zwischen
den Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede.



ERGEBNISSE Seite: - 85 -

Rekalzifizierungszeit (RCT) (siche Abbildung 46)
Bei diesem Test wird die thromoplastische Aktivitét einer Plasmaprobe iiberpriift.
Die Blutproben der Patienten mit und ohne Lipidinfusionen zeigten zu keinem Zeitpunkt sta-

tistisch signifikante Anderungen der thromboplastischen Aktivitit.
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Abbildung 46 Rekalzifizierungszeit in der Klinischen Studie. Dargestellt sind Mittelwerte x
und Standardabweichungen x+s. Es gab sowohl zwischen den Messzeitpunkten als auch zwi-
schen den Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Nicht aktivierte partielle Thromboplastinzeit (naPTT) (siche Abbildung 47)
Bei diesem Test wird die Plasmaprobe auf eine vorangegangene Oberflichenaktivierung iiber-
priift. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten mit

und ohne Lipidinfusion, und auch zwischen den Messzeitpunkten gab es keine Unterschiede.
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Abbildung 47 Nicht-aktivierte PTT in der Klinischen Studie. Dargestellt sind Mittelwerte x
und Standardabweichungen x+s. Es gab sowohl zwischen den Messzeitpunkten als auch zwi-
schen den Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Aktivierte Rekalzifizierungszeit (aRCT) (siche Abbildung 48)

Dieser Test tiberpriift eine Plasmaprobe auf gerinnungsaktive Phospholipide.

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne Li-

pidinfusion gefunden. Die Messzeitpunkte zeigten ebenfalls keine Unterschiede.
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Aktivierte Rekalzifizierungszeit
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Abbildung 48 Aktivierte Rekalzifizierungszeit in der Klinischen Studie. Dargestellt sind
Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es gab sowohl zwischen den Messzeitpunkten
als auch zwischen den Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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3.6.2 In-vitro Untersuchung

Die fiinf verschiedenen Messverfahren der plasmatischen Gerinnung ergaben bei der in-vitro-

Untersuchung bei keinem der Tests statistisch signifikante Auffilligkeiten.

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) (siche Abbildung 49)

Die gemessenen Werte fiir die aPTT lagen zwischen 30,8 und 34,4 Sekunden. Zwischen den

Lipidlosungen gab es keine signifikanten Unterschiede.

Sekunden

Salvilipid Intralipid Lipovends Lipofundin NaCl
Lipide

Abbildung 49 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit in der In-vitro Untersuchung. Dar-
gestellt sind Mittelwerte X und Standardabweichungen x+s. Es ergaben sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Lipidlésungen.

Thromboplastinzeit (TPZ) (siehe Abbildung 50)
Die TPZ, welche die Gerinnungsfaktoren V, VII, X, Prothrombin und Fibrinogen beinhaltet,

zeigte zwischen den einzelnen Lipidlosungen keine statistisch signifikanten Auffilligkeiten.
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Abbildung 50 Thromboplastinzeit in der In-vitro Untersuchung. Dargestellt sind Mittel-
werte x und Standardabweichungen x#+s. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unter-
schiede zwischen den Lipidlosungen.

Rekalzifizierungszeit (RCT) (sieche Abbildung 51)

Zwischen den Lipidlosungen gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede der throm-

boplastischen Aktivitiit.

RCT
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Abbildung 51 Rekalzifizierungszeit RCT in der In-vitro Untersuchung. Dargestellt sind
Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Lipidlosungen.
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Nicht aktivierte partielle Thromboplastinzeit (naPTT) (siehe Abbildung 52)
Eine vorangegangene Oberfldchenaktivierung konnte bei keiner der Lipidlosungen festgestellt

werden.

naPTT
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Abbildung 52 Nicht aktivierte PTT in der In-vitro Untersuchung. Dargestellt sind Mit-
telwerte x und Standardabweichungen x+s. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Un-
terschiede zwischen den Lipidlosungen.

Aktivierte Rekalzifizierungszeit (aRCT) (siehe Abbildung 53)
Bei allen Lipidlosungen konnte beziiglich des Vorhandenseins gerinnungsaktiver Phospholi-

pide kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 53 Aktivierte Rekalzifizierungszeit RCT in der In-vitro Untersuchung. Darge-
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stellt sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. Es ergaben sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Lipidlésungen.

3.7 Thrombozytenaktivierungsmarker

Die Messung von B-Thromboglobulin als Thrombozytenaktivierungsmarker wurde nur bei
der Klinischen Studie durchgefiihrt. Die gemessenen Werte bewegten sich zwischen 39,9
IU/ml und 54,1 IU/ml. Es gab weder statistische Unterschiede zwischen der Lipidgruppe und

der Kontrollgruppe, noch statistische Unterschiede hinsichtlich des Messzeitpunkts.

Beta-Thromboglobulin

mit Lipidinfusion
100 w:‘
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Abbildung 54 [3-Thromboglobulin in der Klinischen Studie. Dargestellt sind Mittelwerte x
und Standardabweichungen x+s. Es wurden weder bei der Lipidgruppe noch bei der Kontroll-
gruppe gesteigerte 3-Thromboglobulinwerte gefunden.

3.8 Triglyceride im Serum

Die Triglyceride im Patientenserum stiegen bei den Patienten mit Lipidinfusion 24 Stunden

nach der ersten Lipidgabe signifikant an, mit p<0,05.
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Abbildung 55 Triglyceride in der Klinischen Studie. Dargestellt sind Mittelwerte x und
Standardabweichungen x#s.(*p<0,05). Zwischen Zeitpunkt t1 und Zeitpunkt t2 sind die
Triglyceride im Serum der Lipidpatienten signifikant angestiegen.

3.9 Blutbild

3.9.1 Klinische Studie

Im Blut wurden verschiedene Parameter gemessen.

Die Thrombozyten (Abbildung 56) und das mittlere Thrombozytenvolumen (Abbildung
57) zeigten im Verlauf der Messungen und im Gruppenvergleich keine signifikanten Unter-
schiede. Die Erythrozyten (Abbildung 58), das Hamoglobin und das mittlere korpuskulire
Volumen (Abbildung 59) verhielten sich ebenfalls unauffillig. Nur die Leukozyten
(Abbildung 60) nahmen in der Patientengruppe mit Lipidinfusion nach 48 Stunden signifikant
ab (p<0,05). In der Kontrollgruppe ohne Lipidinfusion reduzierten sie sich ebenfalls, jedoch
schon nach 24 Stunden (p<0,05).
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Abbildung 56 Thrombozytenzahl in der Klinischen Studie. Dargestellt sind Mittelwerte x
und Standardabweichungen x+s.
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Abbildung 57 Mittleres Thrombozytenvolumen in der Klinischen Studie. Dargestellt sind
Mittelwerte x und Standardabweichungen x#s.
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Abbildung 58 Erythrozytenzahl in der Patientenstudie. Dargestellt sind Mittelwerte x und
Standardabweichungen x+s.
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Abbildung 59 Mittleres korpuskuldres Volumen in der Patiententudie. Dargestellt sind
Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s.
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Abbildung 60 Leukozytenzahl in der Patientenstudie. Dargestellt sind Mittelwerte x und
Standardabweichungen x+s.(*p<0,05). Bei den Patienten mit Lipidinfusion gab es zwischen t2
und t3 eine statistisch signifikante Abnahme der Leukozytenzahl. Bei der Kontrollgruppe oh-
ne Lipidinfusion war ebenfalls eine signifikante Abnahme der Leukozytenzahl festzustellen,

allerdings zwischen t1 und t2.

3.9.2 In-vitro Untersuchung

Bei den Probanden der In-vitro Untersuchung wurde zusétzlich ein EDTA-

Probengefill zur Messung der Blutbild-Werte abgenommen.

Es wurden folgende Blutwerte gemessen: Hamoglobin, Erythrozyten, Leu-
kozyten, Hamatokrit, mittleres Pldttchenvolumen. Alle Werte lagen im

Normbereich. Mittelwerte und Standardabweichung sind in Tabelle 10 im

Anhang aufgelistet.
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4 Diskussion

4.1 Klinische Relevanz der untersuchten Fragestellung

Bei vielen hospitalisierten Patienten besteht ein hoheres Thromboembolierisiko. Ursachen
hierfiir sind vor allem die Immobilisation, evtl. vorhergehende Operationen und andere Ein-
flussfaktoren, wie Grunderkrankung, Vorschidigung, Alter, aber auch spezielle intensivmedi-
zinische Probleme wie Sepsis und SIRS. Auch arterielle Verschliisse wie Myokardinfarkt, pe-
ripher arterieller Verschluss und zerebrale Ischimien sind bei diesen Patienten, besonders bei
Vorschidigung, ein nicht unerhebliches Risiko. Meist ist eine Aktivierung des Gerinnungssys-
tems die Ursache dieser Komplikationen. Deshalb ist es wichtig, dass man durch eine geeig-
nete Therapie entweder eine geringere Gerinnungsaktivierung erzeugt, oder, wenn es eine Ge-
rinnungsaktivierung gibt, entsprechend auf diese reagiert. Dies muss durch eine geeignete An-
tikoagulation geschehen.

Die parenterale Erndhrung setzt sich aus Glucose, Aminosauren, Lipiden, Vitaminen und Spu-
renelementen zusammen, die individuell angepasst werden. Lipide sind dabei Energietriger.
Laut Herstellerangaben haben Lipidemulsionen keine direkten Nebenwirkungen auf das Ge-
rinnungssystem. Nur bei lingerer Anwendung sind in extrem seltenen Fillen (1 von 1 Millio-
nen Infusionen) Verminderungen der Thrombozytenzahlen bei Kindern beobachtet worden.
Nur im Rahmen eines Uberladungssyndroms kann es nach Herstellerinformation neben ande-
ren Symtomen zu einer Thrombozytopenie, Blutungsneigung und Blutungen, sowie zu einer
Veridnderung bzw. Verminderung der Blutgerinnungsfaktoren (Blutungszeit, Gerinnungszeit,
Prothrombinzeit) kommen. In der Literatur hingegen sind, wie in der Einleitung ausfiihrlich
erldutert, einige Nebenwirkungen auf das Gerinnungssystem beschrieben, die zum Teil auf die
in den Lipidemulsionen als Emulgator enthaltenen Phospholipide zuriickgefiihrt wurden.

Die Beantwortung der Frage, ob Lipidlosungen das Gerinnungssystem beeinflussen bzw. zu

einer Gerinnungsaktivierung fithren, war Gegenstand dieser Arbeit.
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4.2 Ziel und Studiendesign der vorliegenden Arbeit

Ziel der Arbeit war es zu kldren, ob die parenterale Applikation von Fettemulsionen einen
Einfluss auf die Blutgerinnung, insbesondere auf die Thrombozytenfunktion, ausiibt. Zu die-
sem Zweck wurden in dieser Arbeit zwei Studien durchgefiihrt.

* Die in-vitro-Studie iiberpriifte, ob eine Inkubation von Probandenblut mit Fettemulsionen
eine Auswirkung auf die plasmatische Gerinnung und die Thrombozytenfunktion hat. Wei-
terhin sollte gepriift werden, ob es préparatespezifische Unterschiede gibt. Da die ge-
brauchlichen Fettemulsionen sich in Zusammensetzung und Herstellungsmethoden unter-
scheiden, wurden vier verschiedene handelsiibliche Emulsionen untersucht. Auch der Ein-
fluss der Konzentration der Fettemulsionen sollte gepriift werden. Deshalb wurden alle Un-
tersuchungen jeweils mit zwei unterschiedlichen Lipidkonzentrationen (5 g/l und 0,5 g/1)
durchgefiihrt.

e In der anschlieBenden klinischen Untersuchung bei parenteral ernédhrten Intensivpatienten
sollte nun iiberpriift werden, ob tatsdchlich eine Aktivierung oder eine Funktionsstorung
der Himostase, insbesondere der Thrombozyten, zu beobachten ist, und ob in-vitro gemes-

sene Verdnderungen gegebenenfalls am Patienten zu verifizieren sind.

Die Laboruntersuchungen sollten Hidmostase und Thrombozytenfunktion der Blut-Lipid-
Proben auf verschiedenen Ebenen des Gerinnungsablaufs erfassen, um so eine umfassende
und ausreichende Interpretation der Ergebnisse zu erméglichen.

Alle Methoden wurden fiir beide Studien gleich verwendet. Bei den meisten Laboruntersu-

chungen wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

4.3 Methodendiskussion

Die in dieser Arbeit verwendeten Analysemethoden hatten zum Ziel die Himostase, insbeson-
dere die Thrombozytenfunktion, so umfassend wie moglich zu untersuchen.

Vor allem wurden die spontane Thrombozytenaggregation, die induzierte Thrombozyte-
naggregation im Vollblut und die induzierte Thrombozytenaggregation im plattchenreichen

Plasma mit verschiedenen Methoden gemessen. Zusitzlich wurden die Aktivierung der plas-
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matischen Gerinnung und der Thrombozytenaktivierungsmarker [3-Thromboglobulin erfasst.
Bestimmungen von Blutbild und Triglyceriden ergiinzten die Messungen.

Die spontane Thrombozytenaggregation spiegelt den Aktivititszustand der Pléttchen wie-
der. Im Organismus befinden sich die Thrombozyten in einem Gleichgewicht, d.h. sie konnen
aggregieren und desaggregieren.

Die spontane Thrombozytenaggregation wurde mit drei verschiedenen Methoden erfasst:

Die Bestimmung der reversiblen Aggregate erfolgte mit dem Cell-Counter, die der irreversib-
len Aggregate mittels mikroskopischer Zihlung, fiir die Quantifizierung der Spontanaggrega-
tion wurde die Vollblutaggregometrie verwendet.

Mit der Bestimmung der reversiblen und irreversiblen Aggregate war es moglich den morpho-
logischen Zustand der Thrombozytenaggregation im Blutstrom zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme zu erfassen. Zusitzlich konnte mit der Vollblutaggregometrie die Thrombozytenaggre-
gation funktionell bestimmt werden. Eine Verfilschung der Ergebnisse dieser drei Untersu-
chungen wire im Prinzip durch inkorrekte Entnahme, Transport und Lagerung der Proben
moglich. So zeigte z.B. die Arbeitsgruppe um Saniabadi®’, dass durch Blutfluss und Qualitiit
der Venenpunktion die Aggregatbildung beeinflusst wurde. Eine Untersuchung von Mani et al
zeigte bei der Wahl des Abnahmesystems — Butterfly versus Nadel — keinen Einfluss auf die
Pliittchenfunktion®®. Um eine solche Verfilschung zu vermeiden wurde die Blutentnahme, wie
in Kapitel 2.1 beschrieben, nach einem standardisierten Schema durchgefiihrt. Alle Proben
wurden gleich behandelt, mit dem Ziel einer moglichst hohen Messgenauigkeit. Die Reihen-
folge der Messungen der verschiedenen Lipidproben in der in-vitro-Studie wurde stindig ver-
dndert um systematische Fehler zu vermeiden.

Das Zeitintervall zwischen Probenentnahme und Messung, die bei der in-vivo-Studie durch
den Probentransport, bei der in-vitro-Studie durch die 20-miniitige Inkubation bedingt war,
konnte zu einem Aktivitdtsverlust der Thrombozyten gefiihrt haben. Dies war lediglich fiir die
Bestimmung der Spontanaggregation mit der Vollblutaggregometrie von Bedeutung. Die Ab-
kiihlung der Blutproben wihrend des erwihnten Zeitintervalls stellte ein weiteres Problem
dar. Je kiihler die Proben zu Beginn der Messung waren, desto langer war die Phase des Tem-
peraturartefaktes. Wihrend dieser Zeit konnten Aggregationsvorginge nicht quantitativ erfasst

werden, obwohl sie das Messergebnis beeinflussten.
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Fiir die Lagerung und Stabilisierung der Proben wurde ein Glukose-Citrat-Gemisch eingesetzt.
Citrat verursacht im Vergleich zu EDTA und unfraktioniertem Heparin am wenigsten eine
Plittchenaggregation®’. Jedoch kann eine verminderte Aggregabilitit durch den citratbeding-
ten Kalziumentzug nicht ausgeschlossen werden.

Die Messung der reversiblen Aggregate mittels Countermethode wurde bereits in zahlreichen

88.89. 9 als auch unbewegtem Blut”' gemessen

Studien evaluiert, wobei sowohl in bewegtem
wurde. In dieser Arbeit wurde der mittels Glutaraldehyd fixierte Ausgangswert der Thrombo-
zytenaggregate mit einer mittels EDTA desaggregierten Blutprobe verglichen. Das mittlere
Piéttchenvolumen gab dabei zusitzliche Information, da bei einer Spontanaggregation in-vivo
zuniichst die groBen, jiingeren Plittchen verbraucht wurden®.

Bei der Messung der irreversiblen Aggregate wurde die Methode von Velaskar abgewandelt.
Auf Ausstrich, Fixierung und Fiarbung wurde verzichtet, stattdessen wurde eine Zahlkammer
zur exakten Quantifizierung der Thrombozyten verwendet. Dadurch verringerte sich die Zahl
der Artefakte und zufillig zusammenliegende Thrombozyten konnten von echten Thrombozy-
tenaggregaten unterschieden werden. Die beschriebene Modifikation hatte auBerdem den Vor-
teil, dass die Pliattchen durch EDTA lediglich deaktiviert aber noch vital waren, was die Vali-
ditéit dieser Methode erhohte.

Die Vollblutaggregometrie vervollstindigte die Messungen zur Bestimmung der Sponta-
naggregation. Besonders zur Registrierung von Einfliissen in-vitro war sie geeignet, da sie
kontinuierlich angewendet werden konnte. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Me-
thoden der Aggregometrie ermoglichten eine reproduzierbare Beurteilung des Funktionszu-
stands der Thrombozyten.

Als weitere Thrombozytenaggregationsuntersuchungen dienten die Thrombelastographie, der
In-vitro-Blutungstest und die induzierte Aggregation mit der Vollblutaggregometrie. Alle drei
Methoden messen die induzierte Thrombozytenaggregation im Vollblut.

Die Thrombelastographie ist als globaler Gerinnungstest besonders gut fiir die Untersuchung
der plasmatische Gerinnung geeignet, sowie fiir die Eigenschaft der Plittchen, Thromben zu
retrahieren. Zusétzlich konnen Aussagen iiber die Beeinflussung der Fibrinolyse gemacht

werden.
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Der In-vitro-Blutungstest hat eine herausragende Stellung unter den Plittchenfunktionstests,
da er die primdre Hiamostase simuliert. Es handelt sich hier um eine Scherkraft-induzierte
Aggregation, die durch den hohen Fluss durch eine diinne Kapillare erzielt wird. Durch Kolla-
gen erfolgt lediglich eine Verstirkung der Reaktion. Die Untersuchung der primir himostati-
sche Funktion der Pldttchen mit dem In-vitro-Blutungstest hat vor allem bei diffusen Blutun-
gen aus groBen Wundflichen Bedeutung, wohingegen die Ergebnisse der Thrombe-
lastographie eher im Zusammenhang mit postoperativen Nachblutungen (die durch mangelnde
Festigkeit der Blutgerinnsel bedingt sind) eine Rolle spielen, so dass sich diese beiden Metho-
den in ihrer Aussage gut ergiinzen.

Die Vollblutaggregometrie, bei der im Vollblut eine Thrombozytenaggregation induziert wird,
ist schon lange ein etabliertes Messverfahren. Im Gegensatz zur Untersuchung der Plitt-
chenaggregation im pléttchenreichen Plasma konnen Erythrozyten und Leukozyten die Ergeb-
nisse beeinflussen. So fand die Arbeitsgruppe um Abbate” eine Korrelation zwischen Leuko-

zytengehalt und kollageninduzierter Plittchenaggregation. Miiller et al’*

untersuchten syste-
matisch den Einfluss von Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahlen auf die Er-
gebnisse des Tests und fanden in unterschiedlichen Malle eine Erhohung des Impedanzan-
stiegs. Die genannten zelluldren Blutbestandteile konnen zwar zu einem Verlust an Spezifitit
fiihren, bilden dafiir jedoch besser die Verhiltnisse in-vivo ab, da sie ebenfalls an der Ha-
mostase in-vivo beteiligt sind.

Die induzierte Plittchenaggregation im plittchenreichen Plasma ist das am weitesten verbrei-
tete und priziseste Verfahren zur Funktionsanalyse der Plidttchen. Dieser Test ist besonders
zur Bestimmung des thrombozytiren Gerinnungspotenzials geeignet. Plittchenfunktionstest
konnen im klinischen Alltag, insbesondere bei Intensivpatienten, eine wichtige Rolle spielen.
So wird gefordert, dass sie einen Weg in klinische Laborstandards finden®. Problematisch
war bei diesem Test die Untersuchung des Probandenserums mit der hoheren Lipidkonzentra-
tion. Hier wurde die Triibung bei einigen Proben der in-vitro-Studie so stark, dass der Signal-
abstand vom Leerwert zu gering und eine Messung unmoglich wurde. Diese lipidbedingte
Triibung war in der niedrigeren Konzentration nicht problematisch, kann jedoch als mogliche

Verfilschungsquelle der Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden. Eine weitere mogliche Feh-

lerquelle sind Verdnderungen der Thrombozyten als Folge der Zentrifugation aus der Blut-



DISKUSSION Seite: - 100 -

komponentenprﬁparation%. In einer neueren Untersuchung97 hat eine Arbeitsgruppe die impe-
danzaggregometrische Plittchenaggregation im Vollblut mit der optischen Messung im PRP
verglichen. Es zeigten sich einige Vorteile der Impedanzmethode gegeniiber der optischen
Methode. Das Milieu ist physiologischer, es geht schneller, die Sensitivitit ist hoher, und sie

erfordert keine Zentrifugation.

Die Testverfahren zur Aufdeckung einer Aktivierung der plasmatischen Gerinnung ver-
vollstandigten die Untersuchungen.

Als spezifischer Marker einer Thrombozytenaktivierung diente [-Thromboglobulin.
B-Thromboglobulin ist eines der Proteine, die von den Plittchen aktiv sezerniert werden. Das
Testverfahren zur Bestimmung dieses Markers ist zwar sehr sensitiv, aber auch storanfillig.
Besonders Probenentnahme und Probenstabilisierung spielen hier eine wichtige Rolle.

Zur Untersuchung systemischer Ungleichgewichte der plasmatischen Gerinnung wurden
einfache Testsysteme verwendet. Mit Hilfe dieser Testsysteme kann nahezu die gesamte Ge-
rinnungskaskade erfasst werden, allerdings geben sie keine genauen Hinweise auf Ursache der
Gerinnungsaktivierung oder den genauen Anteil des Aktivierungsvorgangs. Insgesamt fiinf
verschiedene Verfahren (TPZ, aPTT, naPTT, aRCT, RCT) wurden angewendet, um zumin-

dest gewisse Riickschliisse auf die Ursache der Gerinnungsaktivierung zu ermoglichen.

Diskussion In-vitro Untersuchung und Klinische Studie

Diese Arbeit umfasste zwei Studien, die mit gleichen Messmethoden durchgefiihrt wurden.
Zunéchst wurde die In-vitro-Studie durchgefiihrt, anschlieBend die Klinische Studie.

Der wesentliche Unterschied der Klinischen Studie zur In-vitro Untersuchung besteht darin,
dass in-vivo zusitzliche Einflussgrofen auf die Thrombozyten einwirken.

Das Endothel fehlt, welches schon allein durch seine sehr gro3e Oberflidche ein wichtiger Ein-
flussfaktor sein kann. Auch andere feste Blutbestandteile, welche fiir die meisten Untersu-
chungen abzentrifugiert wurden (aufler Vollblutaggregometrie, Thrombelastographie und In-
vitro-Blutungstest), konnten Einfluss nehmen. Auch Schwankungen bei den Konzentrationen
der Lipide durch metabolisch bedingte individuelle Unterschiede im Blut der Patienten konn-

ten moglich sein.
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Es entstanden jedoch auch unbeeinflussbare studienbedingte Storfaktoren, welche nachfol-
gend erldutert werden.

Die Thrombozyten sind bei der in-vivo-Messung den Lipidemulsionen wesentlich ldnger aus-
gesetzt als bei den in-vitro-Messungen. Daraus folgt, dass eventuelle langerfristige Veridnde-
rungen der Himostase bei der in-vitro-Messung nicht mitgefasst werden konnen.

Auch die Inhomogenitit des Patientengutes bei der klinischen Patientenstudie stellt einen
moglichen Storfaktor da, weil sich die Patienten hinsichtlich Grunderkrankung und Ausgangs-
situation des Patienten, Operationen und Narkosedauer bei Operationen eventuell auch in Be-
zug auf nicht zu erkennende Faktoren unterscheiden. Bei der in-vitro-Studie wurden alle Mes-
sungen unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Anzahl und Ausmal3 moglicher Storfakto-
ren sind durch die Einheitlichkeit der Probanden wesentlich geringer, wodurch die Proben von
vornherein wesentlich homogener sind. Die exakte Inkubationsdauer mit Lipiden und die ge-
naue Lipidkonzentration in der Blutprobe, sowie die sofortige Probenverarbeitung sind weite-
re Vorteile der in-vitro-Messung.

Nachteilig kann sich jedoch auswirken, dass die Lipidzugabe erst nach der Blutentnahme er-
folgt ist. Zusitzlich ist zu beachten, dass hier gesunde Probanden getestet wurden, die parente-
rale Erndhrung mit Lipiden jedoch meist bei kranken Personen eingesetzt wird. Trotz der so-
fortigen Probenverarbeitung ist es auBlerdem dennoch moglich, dass wie bei den in-vivo-
Messungen individuelle pH-Wert-Schwankungen und eine begrenzte Sauerstoffversorgung

der Thrombozyten ein zuséatzlicher Storfaktor sein konnten.

Bei der Klinischen Studie dauerte die Probenverarbeitung einige Minuten ldnger, was durch
die etwas lidngere Inkubationsdauer der Thrombozyten mit den Lipiden Veridnderungen nach
sich ziehen konnte.

Zur Antikoagulation wurde bei allen Blutproben Citrat verwendet, welches den Blutproben
Kalzium entzieht. Dieser citratbedingte Calziumentzug kann die Thrombozyten beeinflussen.

Die Methoden sind jedoch auf den definierten Calciumentzug eingestellt.

Fiir die Klinische Studie ist noch zu erwihnen, dass die Fallzahl n=12 nicht sehr hoch ist.

Grofere n-Zahlen waren aufgrund des Aufwands der Messmethoden in diesem Rahmen nicht
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durchzufiihren. Die Zahl reicht aufgrund der umfangreichen Messverfahren jedoch aus, um
klinisch relevanten Verdanderungen der Gerinnung nachzuweisen. Dabei reicht es aus, Grup-
pendifferenzen zu erfassen, die iiber den zeitlichen und (erheblichen) intraindividuellen
Schwankungen der Messgrofen liegen. In diesem Zusammenhang ist der Fehler zweiter Art

weniger bedeutsam.

4.4 Wesentliche Ergebnisse und Diskussion dieser Ergebnisse

Interpretation der Ergebnisse fiir die Thrombozytenaggregation
Die Thrombozytenaggregation wurde als Spontanaggregation und induzierte Aggregation ge-
messen. Es kamen dabei verschiedene Messmethoden zur Anwendung welche in Kapitel 2.3

beschrieben wurden.

Klinische Studie

Die Messung der Spontanaggregation und der induzierten Aggregation mit der Voll-
blutaggregometrie (siche Abbildung 18, Abbildung 19, Abbildung 20) ergab zu keinem
Messzeitpunkt signifikante Verdnderungen. Ebenso gab es zwischen Patienten- und Kontroll-
gruppe keine signifikanten Unterschiede. Bei allen Blutproben war eine leichte Neigung zur
Aggregation zu erkennen (Werte zwischen 0,1 und 3,6 Ohm/h), welche statistisch nicht signi-
fikant war. Eine leichte Aggregationstendenz wurde auch in einer Untersuchung von Hansen
und Brockbank® beobachtet, dort aber abkiihlungsbedingt. Die auBergewdhnlich starke
Streuung, welche zum Zeitpunkt tl1 aufféllt, konnten Ausreisser sein, da diese Messphase
duBerst empfindlich auf dufere Faktoren wie geringgradige Temperaturschwankungen etc.
reagierte.

Die Messung der induzierten Aggregation mit der optischen Methode zeigte eine Verlang-
samung bzw. eine Verminderung der kollageninduzierten Thrombozytenaggregation (siche
Abbildung 24, Abbildung 25).

Die Thrombozyten der Patientengruppe reagierten bei der Messung der maximalen Steigung
nach 24 Stunden Lipidinfusionsgabe (t2) viel langsamer als die der Kontrollgruppe (p<0,01).
Sie waren zum Zeitpunkt t2 auch langsamer in ihrem Aggregationverhalten als vor der Lipid-

infusion (tl) (p<0,01). Die Messung der maximalen Aggregation zeigte die gleichen Ergeb-
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nisse. Zum Zeitpunkt t2 war die maximale Aggregation niedriger als zum Zeitpunkt tl
(p<0,001).

Ein lipidbedingtes herabgesetztes Aggregationsverhalten wurde zwar schon gefundenSO’ o152,
> jedoch meist mit anderen Messparametern. Eine Studie® an 44 Patienten zeigte bei post-
operativen Patienten mit Lipidinfusionen ein herabgesetztes Aggregationsverhalten der
Thrombozyten. Hierbei wurde die Resonanzthrombographie als Methode eingesetzt, welche
die Thrombozyten im Vollblut testet. Unsere Vollblutmessungen zeigten keine wesentlichen
Veridnderungen im Aggregationsverhalten bei den Patienten. Diese unterschiedlichen Ergeb-
nisse konnten mit dem Zeitpunkt der Messungen zusammenhingen. Wir begannen mit den
Messungen im Mittel zwei bis drei Tage postoperativ, wohingegen bei dieser Studie die meis-
ten Verdnderungen am ersten postoperativen Tag auftraten, und die praoperativen Messwerte
am dritten postoperativen Tag wieder erreicht wurden.

Das herabgesetzte Aggregationsverhalten in der optischen Messung mit PRP wurde mogli-
cherweise ebenfalls durch das oben diskutierte verdnderte Milieu der Thrombozyten bei der
optischen Messung bedingt. Darauf deutet hin, dass bei der induzierten Aggregation in der
Vollblutaggregometrie keine signifikanten Auffilligkeiten gefunden wurden. Moglicherweise
ist die Triibung des Plasmas durch die Lipide ebenfalls eine Erkldrung fiir diese Messergeb-
nisse im optischen System. Aufgrund dieser Studie ist jedoch keine Aussage iiber einen even-
tuell vorhandenen Einfluss moglich.

Ziel von Thrombozytenaggregationsuntersuchungen in vitro ist es natiirlich, das Milieu, in
dem sich die Thrombozyten in-vivo befinden, so gut wie moglich zu reproduzieren. Dazu ist
Vollblut sehr gut geeignet, was eine neuere Untersuchung” ebenfalls zeigt, da die Umgebung
der Thrombozyten weitgehend physiologisch ist, auch wenn natiirlich der Einfluss des Endo-
thels nicht untersucht werden kann. Nachteil ist jedoch, dass andere Blut- oder Plasmakompo-
nenten sowohl Einfluss auf das Aggregationsverhalten als auch auf die Messung selber neh-
men konnen. Dies gilt zum Teil auch fiir plittchenreiches Plasma, denn auch hier ist das
Plasma ein moglicher Einflussfaktor. Wiirde man gewaschene Plidttchen verwenden, suspen-
diert in einem geeigneten Puffer, konnten eventuell Ergebnisse erzielt werden, die sehr spezi-

fisch fiir Thrombozyten wiren. Je mehr die Thrombozyten jedoch vorbehandelt werden, desto
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leichter werden sie natiirlich auch aktiviert. Es ist also nicht leicht diese Gratwanderung zwi-
schen Aktivierung und Spezifitit zu begehen.

Die Beobachtung einer Verzogerung der Thrombozytenaggregation durch die Anwesenheit
von Lipidinfusionen hatten schon 1973 Hovig und Grottum et al'® '°' gemacht. Sie zeigten,
dass einige Plittchen Lipidpartikel auf- und zum Teil auch eingelagert hatten. Zusitzlich stell-
ten sie eine verminderte elektrophoretische Mobilitét bei Plidttchen und Erythrozyten fest, was
durch eine Interaktion mit den Lipidpartikeln erklirt werden konnte. Diese, so vermuteten die
Autoren, konnte die Pliattchenfunktion beeinflussen und zu einer verminderten Plittchenadhi-
sion fithren. Dies wiirde die vorliegenden Ergebnisse ebenfalls bestétigen. Eine Erklidrung da-
fiir wire eventuell die Verianderung der Elektrizititskonstante des Plasmas, und damit eine
physikalische Abstoung der Thrombozyten. Es wire auch eine Einlagerung der Lipide in die
Zellmembranen der Thrombozyten denkbar, die eine Herabsetzung der Aktivitdt bewirken

konnte.

Im Gegensatz dazu konnte bei der Zdhlung der reversiblen Aggregate bei Lipid- und Kon-
trollgruppe (sieche Abbildung 40) eine signifikante Zunahme der Aggregate festgestellt wer-
den: in der mit Lipiden behandelten Patientengruppe nach 48 Stunden (p<0,01) und bei der
Kontrollgruppe schon nach 24 Stunden (p<0,05). Dies kann verschieden interpretiert werden.
Einerseits kann es bedeuten, dass bei Intensivpatienten generell eine gesteigerte Bereitschaft
der Thrombozyten zur Aggregation vorliegen kann, deshalb reagieren auch beide Gruppen.
Die verspitete Reaktion der Lipidgruppe kann zudem bedeuten, dass durch Lipide eine Ver-
zogerung dieser verstiarkten Aggregationsbereitschaft vorliegen konnte. Ebenso kann diese
Verzogerung nicht unbedingt als Beweis fiir eine nicht stattfindende verstirkte Aggregations-
bereitschaft dienen. Denn es wire auch moglich es als verspitet einsetzende verstirkte Aggre-
gationsbereitschaft zu sehen, welche durch die Tatsache, dass Intensivpatienten sowieso schon
reagieren, verschleiert werden wiirde. Dies sind jedoch alles sehr vage Intepretationen, die si-

cherlich noch weiterer Untersuchungen bediirften.

In einer neueren Untersuchung fanden Tornvall et al'”” heraus, dass LDL-Partikel eine gestei-

gerte ADP-induzierte Aggregation im Vollblut, jedoch nicht im pléttchenreichen Plasma ver-
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ursachen. Die Autoren vermuteten, dass diese Aggregation im Vollblut indirekt, also nicht ii-
ber das LDL selbst, sondern iiber Interaktionen mit anderen festen Blutbestandteilen entstan-
den ist.

Auch eine lipidbedingte Verianderung im Thromboxanstoffwechsel kdme als Ursache einer
Aggregationsverzogerung in Frage. Bei unseren klinischen Untersuchungen gab es im Voll-
blut jedoch keine Veridnderung, nur im PRP eben diese verspitete Reaktion. Die Lipidtriibung
des PRP kann, wie in der Methodendiskussion bereits erwihnt, auch die mogliche Ursache ei-
ner Aggregationsverzogerung sein.

Der Anteil irreversibler Aggregate (siche Abbildung 41) zeigte bei keiner Gruppe und zu

keinem Messzeitpunkt wesentliche Verianderungen, und lag zwischen 2,7 % und 2,9 %.

In-vitro Untersuchung

Die Messung der Spontanaggregation und der induzierten Aggregation mit den vier Lipidlo-
sungen zeigte vor allem im PRP einige Auffilligkeiten.

Bei der Messung der Spontanaggregation mit der Vollblutaggregometrie (siche Abbildung
21) neigten die Thrombozyten bei fast allen Ansitzen dazu leicht zu desaggregieren, mit Wer-
ten zwischen O und -1,5 Ohm/h. Nur die mit Lipofundin® in hoherer Konzentration (5 g/1) in-
kubierte Blutprobe zeigte eine Spontanaggregation von 1,3 Ohm/h. Diese war signifikant er-
hoht im Vergleich zu der mit Lipovends® in hoherer Konzentration (5 g/1) inkubierten Blut-
probe (-1,5 Ohm/h, p<0,05). Nach Zugabe von Kollagen wurden jedoch bei keiner Lipidlo-
sung Auffalligkeiten beobachtet (sieche Abbildung 22 und Abbildung 23).

Im PRP fanden wir bei der Messung der induzierten Aggregation bei Salvilipid® ein verstirk-
tes Aggregationsverhalten gegeniiber Lipovends® und Intralipid®, welche erniedrigte Werte
aufwiesen. Gegeniiber der NaCl-Kontrolle waren die Werte fiir Intralipid® ebenfalls ernied-
rigt, fiir Lipovends® nicht.

Die Messung der reversiblen Aggregate (siche Abbildung 42) ergab einen statistisch signifi-
kant erhohten Anteil bei der mit Salvilipid®-Losung in hoherer Konzentration inkubierten
Blutproben gegeniiber der Kontrolle mit physiologischer Kochsalzlésung. Die Salvilipid®-
Losung hatte einen Anteil von 26 % an reversiblen Aggregaten, die Kontrolle lag bei 15,2 %.

Die Werte der anderen drei Lipidlosungen lagen im Bereich der Kontrollblutprobe.
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Die Messung der irreversiblen Aggregate ergab bei keiner Lipidlosung aufféllige Werte.

Insgesamt kann man bei den Messungen fiir die Spontanaggregation und fiir die induzierte
Aggregation die meisten Auffilligkeiten bei Salvilipid® festestellen, welches bei einer Mes-
sung gegeniiber der Kontrolle und zweimal gegeniiber anderen Lipidlésungen ein verstirktes
Aggregationsverhalten gezeigt hat.

Als zweites Priparat stellte sich Lipofundin® bei einer Messung verstirkt gegen ein anderes
Préparat dar, jedoch nicht gegeniiber der Kontrolle.

Demgegeniiber zeigten Intralipid® und Lipovends® ein- bzw. zweimal ein erniedrigtes Ag-
gregationsverhalten gegeniiber einem anderen Préaparat und der Kontrolle.

Die Messergebnisse fiir die Spontanaggregation und induzierten Aggregation konnen ein
Hinweis darauf sein, dass bei Gabe von Lipofundin® und Salvilipid® eine erhohte Aggrega-
tionsbereitschaft vorhanden ist.

Salvilipid® hat im Vergleich zu den anderen Préaparaten den niedrigsten Anteil an Phosphati-
dylcholin. Von Phosphatidylcholin wire jedoch eine Aktivierung der Himostase zu erwarten
(siehe auch Kapitel 1.3). Dieser Effekt war hier jedoch nicht nachzuweisen. Da es sonst keine
Unterschiede in der Zusammensetzung der Salvilipid®-Losung zu den anderen Lipidldsungen
gibt, kime noch die unterschiedlichen Hersteller und die damit verbundene evtl. etwas unter-
schiedliche Herstellungsweise als Erkldrungsmoglichkeit in Frage. Inwieweit diese herstel-
lungsbedingten Unterschiede in der Zusammensetzung der Fette dafiir ursidchlich sind bleibt
unklar.

Lipofundin® unterscheidet sich von allen anderen Losungen im zusitzlichen Anteil an mittel-
kettigen Triglyceriden (MCT). Diese mittelkettigen Triglyceride machen etwa 50 % des in den
Lipidlosungen enthaltenen Sojabohnendls aus. Demnach wire es moglich, dass diese von den
anderen Lipidlésungen differierende Zusammensetzung einen fordernden Effekt auf die Plitt-
chenaggregation ausiiben konnte. Es gibt in der Literatur wenige Untersuchungen welche spe-
ziell MCT-haltige Lipidlosungen betrachten, insbesondere im Hinblick auf Thrombozyten-
verhalten. Eine Arbeitsgruppe von Martinez hat zwei Lipidlosungen verglichen, wovon eine
nur LCT enthielt und die andere LCT und MCT (1:1). Es wurden jedoch nur Parameter des

plasmatischen Gerinnungssystems getestet, welche keine Unterschiede zeigten.
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Ob bei Lipofundin® jedoch diese eine Messung der gesteigerten Spontanaggregation, welche
gegen ein anderes Pridparat erhoht war, nicht jedoch gegeniiber der Kontrolle, einen hohen
Aussagewert hat, bleibt fraglich. Denn sowohl die induzierte Aggregation im Vollblut und im
PRP, als auch die reversiblen und irreversiblen Aggregate wiesen keine weiteren Auffilligkei-
ten auf. Deshalb konnte man diese erhohte Spontanaggregation unter Umstinden auch als
Grundaktivierung interpretieren.

Fiir die Salvilipidlosung, welche im Vollblut unauffillige Werte aufzeigte, jedoch im PRP ei-
ne gesteigerte induzierte Aggregation gegeniiber zwei anderen Losungen aufwies, sind die
Hinweise auf eine erhohte Aggregationsbereitschaft der Thrombozyten deutlicher. Zudem wa-
ren auch die reversiblen Aggregate gegeniiber der Kontrolle erhoht. In wieweit diese Messun-
gen jedoch einen Hinweis iiber ein bestehendes Thromboserisiko geben konnen, bediirfte noch
weiteren Untersuchungen. Die Messung der irreversiblen Aggregate (siche Abbildung 43),
welche bei keiner Lipidlosung auffillig war, konnte ein Hinweis dafiir sein, dass eine Throm-
bozytenaktivierung hier beendet sein konnte, d.h. die Thrombozyten sich letztendlich wieder
getrennt haben, was bei der mikroskopischen Auszdhlung zum Teil auch direkt beobachtet
werden konnte.

Die wenigen ausgezidhlten Aggregate (zwischen 1,7 % und 2,6 %, wobei keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Lipidlésungen oder zur Kontrolle festzustellen waren), lagen wie
auch in der in-vitro-Studie dabei in kleinen Thrombozytenanhdufungen vor. Meist waren nur
zwei bis sechs Plittchen beteiligt, was ungefihr einer Partikelgrole von maximal 40 fl ent-
spricht. Derartige Aggregate sind aufgrund ihrer geringen Grofle durchaus in der Lage Kapil-
laren zu passieren, da sie kaum grofler als ein normaler Erythrozyt sind. Thromboembolische
Komplikationen konnen aufgrund dieser Tatsache weitgehend ausgeschlossen werden. Inwie-
fern das Vorhandensein einiger Aggregate dieser Groflenordnung, angesichts der Tatsache,
dass die ausgezihlten Volumina sehr klein waren (0,1 ul), Hinweise darauf geben kann, dass
im Gesamtorganismus auch grofle Aggregate vorhanden sind, bleibt zu iiberpriifen.

Mit unseren Messungen der Spontanaggregation und der induzierten Aggregation werden sehr
feine Verdnderungen beobachtet, welche eine Tendenz aufzeigen konnen. Es wurden noch an-
dere Untersuchungen in dieser Arbeit durchgefiihrt, welche uns weitere Hinweise geben konn-

ten, und im Anschluss besprochen werden.
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Beim Betrachten der Ergebnisse der Spontanaggregation fiir beide Studien, dass heif3t so-
wohl bei Patienten mit und ohne Lipidlosung als auch bei gesunden Probanden mit Lipiden,
fallt auf, dass eine gewisse Grundaktivierung der Thrombozyten vorhanden zu sein scheint.
Die Spontanaggregation mit der Vollblutaggregometrie und die Bestimmung der reversiblen
Aggregate demonstrierten diese Aktivierung, die als physiologisch betrachtet werden muss.
Die Messungen der Spontanaggregation deuten darauf hin, dass Thrombozyten, was bekannt
ist, sehr empfindlich auf AuBeneinfliisse reagieren. Bereits geringste Umgebungsveridnderun-
gen scheinen eine erhohte Aggregationsbereitschaft, oft reversibel, zur Folge zu haben. Die
Desaggregation der Thrombozyten bei der Vollblutaggregometrie in der in-vitro-Studie ver-
mag dieses Phinomen zu verdeutlichen. Die Thrombozyten lagern sich zu Beginn, noch vor
der eigentlichen Messung, an die Elektroden an, weil es sich einerseits um eine unphysiologi-
sche Oberfliche handelt, und weil sie andererseits durch die Blutentnahme oder Pipettieren
aktiviert sein konnen. Da es jedoch nur zu einer kurzfristigen Gerinnungsaktivierung kommt,
werden sie durch die Stromung, die vom Magnetriihrer ausgeht, wieder weggerissen und es
findet eine kurzfristige Desaggregation statt.

Bedeutung der spontanen Thrombozytenaggregation

Die Aussagefihigkeit der spontanen Thrombozytenaggregation wurde bei einigen Studien, die
sich mit unterschiedlichen thromboembolischen Komplikationen befassten, als sehr hoch ein-
gestuft.

So wurde in der HAPARG-Studie 1999'” gezeigt, dass eine gesteigerte spontane Thrombozy-
tenaggregation Anzeichen fiir einen im Gang befindlichen aktiven atherosklerotischen Prozess
sein kann. Bei dieser prospektiven Studie wurden knapp 3000 gesunde Personen iiber vier bis
sechs Jahre beobachtet, um herauszufinden, ob die spontane Thrombozytenaggregation und
andere himostatische Parameter unabhingige Risikofaktoren fiir Gefdverschliisse sind. Die
Studie belegte die Vermutung, dass eine gesteigerte Thrombozytenspontanaggregation mogli-
cherweise ein unabhingiger Risikofaktor sein kann. Ahnliche Ergebnisse hatte eine andere

Studie von Ault et al'®

. In dieser Studie wurde nachgewiesen, dass bei Patienten nach einem
akuten Koronarsyndrom die Pliattchenaggregation gesteigert ist und auch iiber lingere Zeit er-
hoht bleibt. In der Absicht einen messbaren Indikator bei peripherer arterieller Verschluss-

krankheit zu finden, versuchte eine Miinchner Arbeitsgruppe'®” zu kliren, ob bei Patienten mit
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pAVK im Vergleich zu Gesunden eine gesteigerte Pldttchenaktivierung vorhanden ist. Es bes-
titigte sich die Vermutung, dass die Spontanaggregation bei diesen Patienten gesteigert ist,
wohingegen die induzierte Aggregation keine Unterschiede zwischen Patienten- und Kon-
trollgruppe zeigte.

Bei unseren Messungen zeigte sich insgesamt einmal eine gesteigerte Spontanaggregation,
und zwar bei der in-vitro-Untersuchung mit Lipofundin® 5 g/l. Eine Verstirkung der induzier-
ten Aggregation lasst sich bei unseren Untersuchungen ebenfalls nicht nachweisen. Da es sich
bei der Untersuchung um gesunde junge Probanden handelte, deshalb eine Spontanaggragati-
on durch krankheitsbedingte Einfliisse sehr unwahrscheinlich ist, kann man vermuten, dass
durch diese Lipidldung eine Spontanaggregation ausgelost wurde. Dies sollte man eventuell
beim FEinsatz dieser Lipidlosung bei Patienten mit pAVK besonders beachten, damit man
nicht durch den synergistischen Effekt das Risiko eines thromboembolischen Verschlusses er-
hoht. Eventuell konnte man sich in weiterefithrenden Untersuchungen intensiver mit diesem
Zusammenhang beschiftigen.

44, 45

Gesteigerte Pléttchenaggregation wurde schon in fritheren Untersuchungen* * mit Hypercho-

lesterindmie in Verbindung gebracht, und auch Zusammenhénge mit Ischdmien und koronarer
Instabilitét sind seit langer Zeit bekannt'** 1%,

Nicht nur bei atherosklerotischen Prozessen, auch bei anderen Krankheitsbildern sind gestei-
gerte Plittchenaggregationen festgestellt worden. Bei Patienten mit pulmonaler Hypertension
ist sowohl eine Erhohung der Spontanaggregation als auch der induzierten Aggregation mit

plittchenaktivierenden Faktor (PAF)'*®

gemessen worden, die dem Schweregrad der Krank-
heit proportional war. Auch bei der chronischen Glomerulonephritis mit nephrotischen Syn-
drom ist gezeigt worden, dass die spontane Thrombozytenaggregation bei der Mehrheit der

Patienten erhoht ist'®

. Die Autoren gingen hier von einem multifaktoriellen Pathomechanis-
mus aus, welcher mit Hypoalbuminidmie, Dyslipiddmie und Veridnderung der Konzentration
von Gerinnungsfaktoren einhergeht.

Die Krankheitsbilder Prieklampsie, thrombotisch-thrombozytopenische Purpura und das hi-
molytisch-urdmische Syndrom sind ebenfalls in Zusammenhang mit einer spontanen Throm-
bozytenaggregation gebracht worden''’. Die Autoren vermuteten, dass ein "plasma platelet

aggregating factor" dafiir verantwortlich sein konnte.
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Einen sinnvollen Einsatz der Messung der Spontanaggregation konnte, wie neuere Studien''!
zeigen, bei speziellen Fragestellungen sehr hilfreich sein. So macht besonders in der Friih-
schwangerschaft die Spontanaggregation mit der kollageninduzierten Vollblutaggregometrie
gute Aussagen iiber die Entwicklung einer Prieklampsie. Besonders im Zusammenhang mit
Hématokrit und Thrombozytenzahl kann dies diagnostisch sehr hilfreich sein.

Auch bei verschiedenen Hautfunktionsstérungen mit Beteiligung von Immunkomplexen, wie
z.B. multiple Hautinfarkte, wird die Rolle der spontanen Plittchenaggregation diskutiert''?,

'3 testeten ver-

die eventuell durch diese Immunkomplexe aktiviert wird. Armstrong et a
schiedene Einflussfaktoren, welche zu einer Steigerung der spontanen und der Streptokinase-
induzierten Thrombozytenaggregation fithren. Dabei fanden sie heraus, dass ADP bei beiden
Aggrega-tionsformen eine Rolle spielt, und dass Erythrozyten die Hauptquelle von ADP sind.
Serotonin, Katecholamine und PAF spielen nach diesen Ergebnissen fiir keine der beiden Ag-
gregationsformen eine Rolle. Diese Untersuchung ldsst vermuten, dass die roten Blutzellen,
wie schon oben beschrieben, eine besonders grofle Bedeutung fiir die spontane Thrombozyte-
naggregation haben.

Auch duBlere Faktoren konnen die spontane Thrombozytenaggregation beeinflussen. So beleg-
te eine Untersuchungm, dass die Spontanaggregation bei Rauchern gesteigert ist. Die Autoren
vermuteten, dass Langzeitrauchen die Sensitivitdt der Plittchen gegeniiber Epinephrin oder
ADP erhoht. Dies zeigt auch eine frithere Studie“s, bei der die spontane und induzierte Plitt-
chenaggregation rauchender KHK-Patienten mit den zusitzlichen Risikofaktoren HDL-
Erniedrigung und Triglyzeriderhohung hoher war als die der nichtrauchenden KHK-Patienten
mit denselben Risikofaktoren. MaBiger Alkoholkonsum (maximal 0,5 ml/kg) scheint dagegen
einen inhibitorischen Effekt auf die Pl'aittchenalggregaltion116 zu haben, was bei gesunden Stu-
dienteilnehmern getestet wurde.

Ein enger Zusammenhang wurde von einer japanischen Arbeitsgruppe''’ zwischen spontaner
Pléattchenaggregation und diabetischen Komplikationen (Retinopathie, Neuropathie, Nephro-
pathie) gefunden. Bei der ADP-induzierten Plidttchenaggregation wurden dagegen keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen Patienten- und Kontrollgruppe gefunden. Dies lédsst die Auto-
ren vermuten, dass die spontane Aggregation sensitiver in Beziehung auf diabetische Kompli-

kationen ist, als die induzierte Aggregation.
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. - 118
Eine neuere Studie

an Patienten mit traumatisch bedingten Riickenmarksverletzungen in
der posttraumatischen Phase zeigte eine gesteigerte Plittchenaggregation gegeniiber einer
Kontrollgruppe. Die Autoren vermuteten freie Radikale als Ursache fiir diese Aktivierung,
und betrachteten ihre Ergebnisse als bedeutsam fiir die hdufig auftretenden verzogerten
thromboembolischen Komplikationen dieser Patienten. Das Patientenkollektiv unserer klini-
schen Studie beinhaltet u.a. polytraumatisierte Patienten, postoperative Patienten, Karzinom-
patienten und multimorbide Patienten. Es konnte durchaus moglich sein, dass die freien Ra-
dikale, welche in der beschriebenen Studie vermutlich eine Gerinnungsaktivierung auslosten,
bei unserem Patientenkollektiv auch eine Rolle spielten. Dies wiirde erkldren, warum bei Pati-
enten-und Kontrollgruppe die reversiblen Aggregate erhoht waren.

Die diskutierten Untersuchungen belegen, dass die Messung der spontanen Thrombozy-
tenaggregation durchaus eine wichtige Rolle bei verschiedenen Erkrankungen spielen kann.
Es wiire sicher von Vorteil die Messung der Spontanaggregation in klinische Laborstandards

einzubinden, da es fiir viele Fragestellungen eine sehr sensitive Methode zur Beurteilung der

Plittchenfunktion sein konnte, wie auch in einer neueren Untersuchung® gefordert.

Bei unserer in-vitro-Studie waren die Ergebnisse zur spontanen Thrombozytenaggregation mit
den oben diskutierten Ausnahmen unauffillig. Im Vergleich In-vitro Untersuchung und Klini-
sche Studie lag die spontane Thrombozytenaggregation bei beiden etwa auf dem gleichen Ni-
veau zwischen 15-30%.

Bei der Klinischen Studie zeigten sowohl Patientengruppe wie auch Kontrollgruppe nach ei-
niger Zeit eine erhohte Spontanaggregation, die zwar reversibel war, aber in der Patienten-
gruppe mit Lipidinfusion spiter eingetreten ist als in der Kontrollgruppe. Vermutlich spielen
hier auch noch Einflussfaktoren eine Rolle welche nicht im Zusammenhang mit der Gabe von
Lipidinfusionen stehen.

Wie oben bereits beschrieben, kommt es bei verschiedensten krankhaften Prozessen zur In-
duktion einer spontanen Thrombozytenaggregation. Die hier untersuchten Patienten waren al-
lesamt intensivpflichtig und hatten unterschiedliche Erkrankungen. So konnte bereits das Vor-
liegen dieser Erkrankungen per se zu geringgradiger Thrombozytenaktivierung mit konsekutiv

erhohter Spontanaggregation gefiihrt haben. Auch die Tatsache, dass eine physiologische
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Grundaktivierung vorliegt, sollte bei der Interpretation der Ergebnisse nicht auler Acht gelas-
sen werden.

Man darf auch nicht iibersehen, dass das Milieu, in dem sich die Thrombozyten zum Zeit-
punkt der Messung befanden, unphysiologisch war, und diese Tatsache die Plittchen beein-
flussen konnte.

Im plattchenreichen Plasma fehlen Erythrozyten und Leukozyten. ADP aus Erythrozyten
kann, wie bereits diskutiert, die Plittchenaggregation im Vollblut triggern“g. Andere Arbeits-
gruppen, welche den Einfluss von Substanzen aus dem Endothel auf Plittchen untersuchten,
vermuteten, dass im Blut noch andere unbekannte Faktoren Einfluss auf die Plittchen nehmen
konnten'?’. Aus dem Endothel kann EDRF (endothelium-derived relaxing factor) die Plitt-

chenaggregation im vaskulidren Lumen inhibieren'?'

. Dass das Endothel eine wichtige Rolle
fiir die Plittchenfunktion spielen kann, zeigt eine Studie von Suzuki et al'*%. In dieser Studie
wurde Uberpriift, inwieweit verschiedene, durch Endothelzellen gebildete Substanzen
(Prostaglandin 12, Natriumnitroprussid und Urokinase) zu einer Plittchendesaggregation fiih-
ren. Die Ergebnisse zeigten, dass diese Substanzen oder deren Abkdmmlinge aktivierte Plitt-
chen inaktivieren konnen. Auch polymorphkernige neutrophile Granulozyten konnen mit
Plittchen und Endothel interagieren123 , indem sie bestimmte Substanzen freisetzen, und so in
das funktionelle Gleichgewicht zwischen Plittchen und Endothel einzugreifen. Es ist anhand
der unterschiedlichen Ergebnisse deutlich zu sehen, dass, im Unterschied zu dem Milieu bei
der optischen Messung, im Vollblut zusitzliche Faktoren auf die Thrombozyten einwirken
konnen, und dass auch in-vivo weitere Faktoren hinzukommen konnen.

Bei der Ergebnisinterpretation ist auch zu beriicksichtigen, dass durch die fiir die Herstellung
von PRP bendtigte Zentrifugation aktivierte und eventuell schon zusammengelagerte Throm-
bozyten abzentrifugiert wurden, da sie im Verbund gemall der Svedberg-Gleichung schneller
sedimentieren. Joseph et al'** verglichen Kollagen-induzierte Plittchenaggregation und Sekre-
tion (ATP-Freisetzung) in Vollblut und PRP. Sie stellten fest, dass die Sekretion von ATP
gleich bleibt, die maximale Aggregation jedoch bei Plittchen im Vollblut groer ist als im
PRP. Elektronenmikroskopisch zeigte sich, dass die Plittchaggregate auch Erythrozyten und

Leukozyten enthielten, was bei unseren mikroskopischen Messungen ebenfalls auffiel. Dies
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wiirde ebenfalls die verminderte Thrombozytenaggregation in PRP bei unseren Untersuchun-

gen bestitigen.

Als Schlussfolgerung der Messungen der induzierten Aggregation kann man sagen, dass es bei
beiden Studien einige Hinweise auf eine Verringerung der induzierten Thrombozytenaggrega-
tion durch Lipidinfusionen gibt. Allerdings war auch bei einer Lipidlosung eine gesteigerte

Aggregationsbereitschaft der Thrombozyten zu messen.

Interpretation der Ergebnisse fiir die Untersuchungen Thrombelastographie, In-vitro-
Blutungstest, Thrombozytenaktivierungsmarker, plasmatische Gerinnung, Triglyceride
und Blutbild

Bis auf die Thrombelastographie ergaben die Untersuchungen keinen Hinweis auf eine Ver-
dnderung der Himostase oder Beeinflussung der Thrombozyten.

Die Thrombelastographie ist ein globaler Gerinnungstest, der auch Aussagen zur Steigerung
der Fibrinolyse machen kann. Mit den drei Messparametern maximale Amplitude, r-Zeit und
k-Zeit wurde der Gerinnungsablauf erfasst.

Die In-vitro Untersuchung (siche Abbildung 32, Abbildung 32, Abbildung 33) zeigte bei
diesem Test keine signifikanten Verianderungen.

Die Klinische Studie (siehe Abbildung 28) zeigte jedoch bei der Kontrollgruppe ohne Lipi-
dinfusionen nach 24 Stunden eine signifikant erhohte r-Zeit gegeniiber Zeitpunkt t0 (Beginn

der Messungen).

Bei der mit der Thrombelastographie getesteten Erhohung der r-Zeit bei der Kontrollgruppe
der Klinischen Studie konnte keine Verdnderung der Hamostase durch Lipidinfusionen bei
diesen Messungen festgestellt werden. Eine mogliche Ursache fiir die Erhohung der r-Zeit der
Kontrollgruppe konnte in der postoperativen stressbedingten Gerinnungsaktivierung liegen,

welche zum Zeitpunkt tO vielleicht noch nicht vorhanden war.

Triglyceride und Blutbild
Die Triglyceridspiegel stiegen erwartungsgemifB™ °' in der Verumgruppe an. Interessant ist,

dass sie sich denoch nicht von denen der Kochsalzgruppe unterscheiden.
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Ebenso war bei der Klinischen Studie der Abfall der Leukozytenzahl bei beiden Gruppen auf-
fillig. Bei der Gruppe mit Lipiden kam es nach 48 Stunden zum Absinken der Leukozyten,
bei der Kontrollgruppe bereits nach 24 Stunden.

Bei der Kontrollgruppe gab es zum Zeitpunkt tl1 (24 Stunden) auch andere Veridnderungen.
Der Anstieg der r-Zeit, der Anstieg der reversiblen Aggregate und die Erhohung der maxima-
len Steigung und der maximalen Aggregation (Turbidometrie) fielen zeitlich mit der Erniedri-
gung der Leukozytenzahl zusammen. Warum bei der Kontrollgruppe nach 24 Stunden diese
Veridnderungen festzustellen waren, ist schwer zu erkldren. Dies konnte ein weiterer Hinweis
auf die postoperative stressbedingte Veridnderung des hidmostatischen Zusammenspiels bei
diesen Patienten sein.

Eine genaue Erklidrung ob dies zufallsbedingt ist oder ob es Zusammenhinge gibt, miisste
durch weitere Untersuchungen gegeben werden.

Alle anderen Blutbildparameter waren bei beiden Studien unaufféllig.

4.5 Gegeniiberstellung der Ergebnisse zur Literatur

In der wissenschaftlichen Literatur finden sich nur wenige Arbeiten, mit teilweise sehr unter-
schiedlichen Ergebnissen, die sich mit der Beeinflussung des Thrombozytenverhaltens durch
Lipidinfusionen beschiftigen.

Eine direkt plittchenbedingte Gerinnungsaktivierung wurde bisher nicht sehr hiufig erwéhnt.
Unmittelbar mit den Auswirkungen einer Lipidinfusion auf die Thrombozyten beschéftigte
sich eine Untersuchung von Goulet®®, bei der eine Verminderung der Plittcheniiberlebenszeit
bei Kindern post infusionem festgestellt wurde, die auf eine Aktivierung der Thrombozyten
hinweisen konnte.

Eine erhohte Thromboserate unter parenteraler Erndhrung erklirte eine weitere Untersu-
chung37 mit der Verminderung von TPA durch die Lipidinfusion, und auch ein Fall einer li-
pidbedingten schweren Thrombozytopathie infolge eines "fat overload syndrome" wurde be-
schrieben™.

Phospholipide, welche in Lipidemulsionen enthalten sind, kénnen an einer Aktivierung der

Gerinnung mitwirken™.
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Eine gesteigerte prokoagulatorische Aktivitdt mononukledrer Zellen im peripheren Blut mit
und ohne gleichzeitiger Gabe von Endotoxin (dadurch sollte eine akute Infektion simuliert
werden) und Lipiden wurde sowohl im Tierversuch'> als auch beim Menschen'?® festgestellt.
In einer dhnlichen Untersuchung von van der Poll'”’, bei der gesunde Probanden wihrend in-
travenoser Gabe von Intralipid® 20% eine Bolusinjektion mit Endotoxin erhielten, wurde so-
wohl eine Aktivierung des Gerinnungssystems (erfasst iiber die Parameter Prothrombinfrag-
ment F14+2 und Thrombin-AntithrombinllI-Komplexe) wie auch des fibrinolytischen Systems
beobachtet. Van der Poll schlussfolgerte, dass insbesondere bei Intensivpatienten mit Infekti-
onen eine Substitution mit Lipidlosungen die Gefahr thrombotischer Komplikationen erh6hen
konnte.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lidsst sich keine wesentliche Beeinflussung der Thrombozy-
tenfunktion und der Himostase feststellen. In der In-vitro-Studie mit Probanden gibt es zwar
einen Priparateunterschied hinsichtlich einiger Untersuchungen, die vor allem die Thrombo-
zyten testeten, dieser ist jedoch klinisch nicht relevant.

Bei der In-vivo-Studie ergaben sich geringe Verdnderungen bei einigen Untersuchungen, wel-
che jedoch keine klinische Relevanz haben.

Eine gesteigerte Thrombozytenaggregation bei einer Untersuchung wurde festgestellt (Mes-
sung der reversiblen Aggregate), jedoch sowohl bei der Patienten- als auch bei der Kontroll-
gruppe. Hierfiir ist demzufolge nicht die Lipidinfusion ursichlich, sondern eher die Tatsache,
dass durch intensivmedizinische Mallnahmen oder die Grunderkrankung selbst diese erhohte
Aggregationsbereitschaft induziert wird.

Dagegen zeigte sich eine verringerte induzierte Aggregation bei der Patientengruppe mit Lipi-
dinfusion, und auch in der in-vitro-Studie konnten zwei Lipidlosungen mit verringerter indu-
zierter Aggregation beobachtet werden. Diese Befunde weisen daher eher auf eine verminder-

te Thrombozytenaggregation hin.

Einige Hinweise auf eine lipidbedingte verminderte Thrombozytenaggregation wurden bereits
beobachtet. Dies belegten die Ergebnisse verschiedener Arbeiten*” *', in denen allerdings die
Thrombozytenaktivitit nicht durch Messung der Spontanaggregation, sondern durch plasmati-

sche Gerinnungsuntersuchungen sowie Gerinnungsparameter wie PF 4, B-TG, 6-keto-PGF1
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und induzierte Aggregation untersucht wurde. In dieser Arbeit fielen die Messungen von [3-
TG sowie die plasmatischen Gerinnungsuntersuchungen jedoch unauffillig aus. Auch eine li-
pidbedingte Abnahme der prokoagulatorischen Aktivitit von Monozyten und Endothel, fiir
die Triglyceridfraktion der Lipide verantwortlich gemacht wurde, wurde beschrieben* *. Dies
steht im Widerspruch zu den oben diskutierten Arbeiten. Eine Studie von Martinez et al'®® tes-
tete die Wirkung von zwei unterschiedlichen 20%-igen Lipidemulsionen auf das Gerinnungs-
system. Eine der beiden Emulsionen enthielt nur langkettige Triglyceride (LCT), die andere
Emulsion enthielt zu gleichen Teilen lang- und mittelkettige Triglyceride (LCT-MCT).
Es wurden die Parameter aktivierte Cephalinzeit, Prothrombinzeit, prozentuale Prothrombin-
zeit, Thrombin- und Fibrinogenzeit getestet. Keine der beiden Lipidemulsionen fiihrte in die-
ser Arbeit zu einer Aktivierung der Gerinnung.

Eine weitere Arbeitsgruppe testete den Einfluss mehrerer verschiedener Fettemulsionen auf
die Gerinnung gesunder Probanden und fand eine verminderte Pliittchenaggregationlzg’ 10
Dies wurde mit dem physiochemischen Einfluss der in den Emulsionen enthaltenen Phospho-
lipide auf die Zellmembranen sowie mit der Wirkung mehrfach ungesittigter Fettsduren auf
die Thromboxan- und Prostaglandinsynthese erklart. Alle getesteten Lipidemulsionen enthiel-

ten -6-Fettsiduren'>!

. Bei der durchgefiihrten in-vitro-Studie, ebenfalls mit gesunden Proban-
den, wurden ebenso verschiedene Fettemulsionen, jedoch ohne w-6-Fettsduren, getestet. Eine
der vier Losungen zeigte ein leicht verstirktes Aggregationsverhalten. Eine @hnliche Studie'*
testete den Einfluss einer Fischolemulsion auf die Fettsdurezusammensetzung des Plasmas,
die Thrombozytenfunktion und die Thromboxansynthese bei Probanden. Die Fettsdurezu-
sammensetzung des Plasmas dnderte sich entsprechend der zugefiihrten Fettsdaurezusammen-
setzung13 3 , was sich hier vor allem in einem erhdhten Gehalt an w-3-Fettsduren bei gleichzei-
tiger Verminderung der w-6-Fettsduren zeigte und normalisierte sich nach Beendigung der
einstiindigen Fettinfusion wieder. Die Plittchenaggregation, welche sowohl mit Kollagen als
auch mit ADP induziert wurde, sank nach kurzer Zeit signifikant ab und normalisierte sich ei-
ne gewisse Zeit nach Beendigung der Infusion wieder. Die Autoren vermuteten, dass die ver-
minderte Thrombozytenaggregation durch die Synthese von Thromboxan A3 aus Eicosapen-
taensdure und eventuell zusammen mit der allgemeinen Reduzierung der Synthese des Ge-

samtthromboxans zu erklidren ist. Auch das verinderte Fettsdurenmuster konnte die voriiber-
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gehende Inhibition der Plittchenaggregation nach Fischolinfusionen erklédren. In einer 2002

von Heller et al”’

vorgelegten prospektiven Studie an 44 Patienten wurde der Einfluss von n-3
mehrfach ungesittigten Fettsduren auf bestimmte Himostaseeigenschaften des Blutes getestet.
Da die in Fischol enthaltenen n-3-Fettsduren, insbesondere Eicosapentaensiure, antiinflamma-
torische Eigenschaften besitzen, werden sie bei kritisch kranken Patienten bevorzugt einge-
setzt. Es sollte in dieser Studie geklart werden, ob es die plasmatische Gerinnung und die
Plittchenfunktion bei Patienten beeinflusst.

Die Patienten, welche alle einen abdominalchirurgischen elektiven Eingriff bekommen hatten,
erhielten postoperativ, im Rahmen der parenteralen Erndhrung, entweder Sojabohnendl oder
ein Gemisch aus Sojabohnen-und Fischol. Es wurden priaoperativ und postoperativ Parameter
der plasmatischen Gerinnung (Quick, aPTT, Fibrinogen, AT III, F VIla, FXIa, sowie die Plitt-
chenfunktion mittels der Resonanzthrombographie gemessen.

Es zeigte sich eine erniedrigte Koagulationsaktivitidt nach dem Eingriff, welche sich bis zum
sechsten postoperativen Tag normalisierte. Unterschiede zwischen den zwei verschiedenen
Lipidmischungen wurden nicht gefunden.

Diese Studie weist sowohl plasmatisch als auch thrombozytir eine verminderte Koagulations-
bereitschaft nach, was wir in unseren optischen Messungen bei zwei getesteten Fettemulsio-
nen (Intralipid® und Lipovends®) ebenfalls zeigen konnten.

Es sind jedoch auch die schon lange bekannten Vermutungen erneut geduflert worden, dass
schon allein die Anwesenheit von Fettemulsionspartikel im Blut die Zellen physiochemisch

voneinander isoliert und aus diesem Grund ihre Aggregabilitit herabsetzen kann'**.

4.6 Interpretation im Hinblick auf die Bedeutung fiir die Patienten/
Antikoagulationsregime/ Risikopatienten

Hospitalisierte Patienten konnen aufgrund mehrerer Faktoren eine gesteigerte Gerinnungsbe-
reitschaft aufweisen. In diesem Zusammenhang sind v.a. Ruhigstellung bzw. Bettldgerigkeit,

Operationen, Grunderkrankungen und Vorerkrankungen sowie medikamentose Einfliisse und

sicherlich auch nicht zu messende Einflussfaktoren zu nennen.
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Mogliche Folgeerscheinungen auf arterieller Seite sind vor allem Myokardinfarkt, zerebrale
Ischdmien oder peripherere arterielle Verschliisse, auf der venosen Seite betrifft das vor allem
Thrombosen und Thromboembolien.

Zudem sind, wie oben erwihnt, noch zahlreiche andere Krankheiten mit einer gesteigerten
Gerinnungsbereitschaft bzw. gesteigerten Thrombozytenaggregation in Zusammenhang ge-
bracht worden. Aus diesen Griinden ist es sowohl fiir die Betroffenen als auch fiir die &rztli-
chen TherapiemaBnahmen von groer Bedeutung, klare Aussagen iiber einen eventuellen Ein-
fluss von Lipidemulsionen auf die Blutgerinnung und Thrombozytenfunktion treffen zu kon-
nen.

Die parenterale Erndhrung mit Fettemulsionen hat nach unseren Ergebnissen lediglich bei ei-
ner Lipidlosung nur minimale Auswirkungen auf die Gerinnung, die sich vor allem in einer
Zunahme der reversiblen Aggregate bei der In-vitro-Studie zeigte. Zwei andere Lipidlosungen
zeigten einen gegenteiligen Effekt bei der Messung der induzierten Aggregation mit der opti-
schen Messung. In-vivo kam es zum Teil zu einer lipidbedingten Verzégerung der Aggregat-
bildung.

Es lielen sich keine auffilligen prokoagulatorischen Effekte nachweisen. Dieses Ergebnis ist
von wesentlicher Bedeutung fiir die Uberwachung und Therapie von Patienten, die im Rah-
men der parenteralen Erndhrung Lipidlosungen erhalten. Demnach sind bei diesen Patienten
keine speziellen MaBBnahmen erforderlich, und es ist auch nicht notwendig bei gefihrdeten Pa-
tientengruppen mit parenteraler Ernidhrung zusitzliche Vorsichts- und Uberwachungsmaf-
nahmen zu ergreifen, die iiber das sowieso iibliche Ma} hinausgehen. Bei der Applikation von
Fettemulsionen zur totalen parenteralen Erndhrung muss also keine Einschrinkung hinsicht-

lich Patientengruppe mit erhdhtem Thromboembolierisiko vorgenommen werden.
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S5 Zusammenfassung

Lipidinfusionen werden in der parenteralen Ernihrung als Energietriiger eingesetzt. Uber die
Auswirkungen auf Hidmostase und Thrombozytenfunktion ist bisher wenig bekannt. Beson-
ders in der Intensivmedizin ist der Einfluss von Lipiden auf die Gerinnung von groBer Bedeu-
tung. Eine Aktivierung von Thrombozyten kann Myokardinfarkte oder zerebrale Durchblu-
tungsstorungen auslosen. Eine Einschrinkung der Aggregationsfihigkeit fiihrt zu verstirkten

postoperativen oder posttraumatischen Blutungen.

Wir untersuchten an Patienten und in-vitro den Einfluss von Lipidemulsionen auf folgende
Parameter der Thrombozytenfunktion: Reversible und irreversible Thrombozytenaggregate,
Spontanaggregation im Vollblut, induzierte Thrombozytenaggregation im Vollblut und im
pldttchenreichen Plasma, In-vitro-Blutungstest, Thrombelastographie, sowie [-Thrombo-

globulin. Weiterhin fiihrten wir koagulometrische und hamatologische Untersuchungen durch.

In-vitro wurde die Anzahl reversibler Aggregate durch eine der vier untersuchten Lipidemul-
sionen gesteigert (Salvilipid 5 g/l). Die Untersuchung der Spontanaggregation mit der
Vollblutaggregometrie zeigte fiir eine weitere Lipidemulsion eine verstirkte spontane Aggre-
gationsbereitschaft (Lipofundin® 5 g/l). Wurde die Aggregation durch Kollagen induziert, be-
obachteten wir keine Unterschiede. Bei der turbidometrischen Messung in plittchenreichem
Plasma 1oste Salvilipid® 5 g/l wiederum ein verstirktes Aggregationsverhalten aus. Dieses
Préparat unterschied sich von den anderen drei Lipidlosungen durch den geringsten Anteil an

Phosphatidylcholin.

In der klinischen Studie konnten wir postoperativ unabhingig vom Lipidzusatz in der paren-
teralen Erndhrung einen Anstieg der reversiblen Aggregate feststellen. Bei der Impedan-
zaggregometrisch bestimmten Spontanaggregation sah man jedoch keine Verdnderungen.
Plittchenreiches Plasma zeigte eine verminderte Thrombozytenaggregation und thrombe-

lastographisch zeigte sich eine verldngerte Reaktionszeit der Thrombozyten.
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Die Zunahme der reversiblen Aggregate, die bei der klinischen Studie auffiel, muss als Teil
der physiologischen postoperativen Stressantwort gewertet werden. Der Phosphatidylcholi-
nanteil der Priparate aktiviert moglicherweise die Thrombozyten. Dabei ist jedoch zu beden-
ken, dass die beobachtete Aggregatbildung zum iiberwiegenden Teil reversibel war. Daher
diirfte ihr kaum klinische Bedeutung zukommen.

Der Gehalt der Infusionslosungen an mittelkettigen Triglyceriden beim Priparat Lipofundin®
schien fiir die Himostase unbedeutend zu sein, da keine wesentlichen Unterschiede zu den

anderen Priparaten zu erkennen waren.

Die vorliegende Arbeit konnte mit sensiblen Methoden nachweisen, dass durch Lipidemulsio-
nen keine praxisrelevante Thrombozytenaktivierung hervorgerufen wird. Ebenso wenig
schrinken diese Arzneimittel die Aggregationsfihigkeit von Thrombozyten ein. Patienten un-
ter parenteraler Erndhrung sind durch Gabe von Lipidinfusionen weder durch Thromboembo-
lien noch Blutungskomplikationen verstéarkt gefihrdet.

Somit ist es bei Patienten, die im Rahmen einer parenteralen Erndhrung Lipidinfusionen erhal-
ten, nicht notwendig, eine vermehrte Antikoagulation oder gar Thrombozytenaggregations-

hemmung zu erwégen.
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6 Anhang

6.1 Ergebnistabellen

Tabelle 8 In-vitro-Studie mit Lipidinfusionen Salvilipid®, Intralipid®, Lipovenos® und
Lipofundin®, sowie der Kontrolle mit NaCl 0,9%.

Angegeben sind Mittelwerte x und Standardabweichungen x+s. K: Konzentration der Lipide.

Es wurde eine einheitliche Auswertung mittels Friedmann-Test (siehe 2.5) durchgefiihrt.

Die signifikanten Unterschiede sind jeweils mit *gekennzeichnet und sind beim entsprechen-
den Wert hinzugefiigt mit folgender Bedeutung:

* p<0,05

** p<0,01

% p>0,001

gegeniiber

1) Salvilipid® 2) Intralipid® 3) Lipovenos® 4) Lipofundin® 5) NaCl 0,9%

Nr |[Parameter| Ein- K Lipide Kontrolle
heit

2/ Salvilipid® [Intralipid® |Lipovenés® |[Lipofundin® [NaCl 0,9%

X s X s X s X s X s
Impedanzmessung

1 |Spontan- [Q/h |5 05 09 (o2 |15 FisEie 3@ 1 joe |13
aggregatio | [~ "°- [ubaattal il il el il Wil iaieliefiied Miateieielied Eialeiaiied Miatiaiely
n 0,5 0,0 09 08 |1,2 03 (1,8 [0,6 |[1,6

2 |Maximale |Q/min [5 22,8 169 23,1 98 [23,1 (1,6 22,8 6,9 23,1 9.8
Steigung | @ f-"--- [ubaattal il il el il Wil iaieliefiied Miateieielied Eialeiaiied Miatiaiely
0,5 22,8 199 20,8 4,0 [197 50 22,8 199
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3  |Maximale |Q 5 52,8 8,5 51,3 7,1 584 (12,0 52,8 8,5 51,3 (7,1
Aggrega- | """ ittt el ittt il ittt il il niitttl il ity
tion 0,5 50,5 18,7 51,3 7,5 [53,1 (11,4 |50,5 (8,7
Turbidometrie
4 [Maximale (%/min |5 115,0 35,0 |73,0 36,0 [84,0 (43,0 [88,0 [40,0 {103,0 (32,0
Steigung .
0,5 142,0 82,0 |73,0 26,0 [110,0 (96,0 [97,0 [26,0
5 |Maximale |% 5 80,0 31,0 [80,0 [15,0 [61,0 |12,0 {70,0 [19,0 (80,0 12,0
Aggrega- perd e =
ton | @ r-"--- il e Iuutntniel el nieiieelied el el il Seleiied ety
05 [850 [180 60,0 [2,0 670 [2,0 [780 P40 [EEH
Thrombelastographie
6 |Maximale jmm |5 57,0 [20,0 49,0 [7,0 50,0 5,0 [51,0 6,0 52,0 16,0
Amplitude |  [----- [uaiuiatl et meltell lielieleliel ettt pieletiel Sl Sl fielalelelil el
0,5 50,0 (7,0 51,0 6,0 50,0 (7,0 |51,0 16,0
7 |r-Zeit min |5 7,8 1,8 [7,6 1,0 8,0 1,7 7.8 1,9 7,6 2,1
0,5 7,6 1.4 (7.8 1,6 [7.8 1,2 8,6 2,6
8  |k-Zeit min |5 3,6 1,0 (34 09 @43 1,8 3,6 1,2 3,9 1.4
0,5 4,0 1,3 4,0 1,6 3.9 1.4 39 1,1
In-vitro Blutungstest
9 |Ver- sec 5 121,0 36,0 |109,0 [31,0 |123,0 [43,0 [144,0 45,0 |124,0 (38,0
schlusszeit|  [----- el el edielielielied lielielielied nelielielielied alielielieliell ielielielielied sl plelielielielied el
0,5 105,0 38,0 {107,0 [29,0 [128,0 [26,0 (126,0 47,0
10 |Blutungs- |ul 5 375,0 [105,01359,0 91,0 [387,0 (136,0(395,0 |103,0 {394,0 (113,0
volumen |  [----- el el edielielielied lielielielied nelielielielied alielielieliell ielielielielied sl plelielielielied el
0,5 339,0 91,0 [372,0 90,0 [405,0 |87,0 |329,0 68,0
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11 |Initialer  [ul/min |5 210,0 35,0 [233,0 33,0 [228,0 (75,0 [237,0 K48,0 [239,0 (53,0
Blutfluss |  [----- [uaiuiatl et meltell lielieleliel ettt pieletiel Sl Sl fielalelelil el
0,5 227,0 45,0 [231,0 42,0 [235,0 (39,0 [224,0 37,0
Spontane Thrombozytenaggregation
12 |[Reversible |% 5 26,0. 20,9 |19.8 (7,6 [20,1 (15,8 [24,1 [22,6 15,2.16,4
Aggregate | @ """ ittt el lllttel il mleiiliel il il il il ety
0,5 164 (10,4 (151 (3,7 |17,0 [144 [27,8 [20,5
13 [Irreversible|% 5 1,9 1,0 2,3 0,9 2,3 1,2 2,6 1,9 2,1 1,2
Aggregate | @ """ ittt el lllttel il mleiiliel il il il il ety
0,5 1,7 1,0 2,7 1,5 2,2 1,2 |23 1,2
Plasmatische Gerinnung
14 |aPTT sec 5 31,3 9,9 32,0 9,3 31,6 8,7 [344 WK.2 33,9 W44
0,5 30,8 |10 32,6 9,1 [32,0 84 33,6 [3,8
15 [TPZ sec 5 149 W47 (145 40 (148 (3,2 |154 (1,3 155 |14
0,5 141 W2 148 3,6 [145 2,8 [156 |14
16 |Rekalzif- |1 5 871,6 ([476,21697,8 [286,2 1677 [251,8 (789,7 [296,4 [728,7 |388
zie- | [-"7-C el el el el ittt mieletiel Seleleleliel Slelelieliel lelaielil el
rungszeit 0,5 766,9 [370,7|719,3 347,3 (736 {411 [742,9 [335,6
17 |Nicht- % 5 181,8 (82,3 [190,2 (85,5 |179,7 (78,9 [214,2 (97,8 [184,7 (89,8
aktivierte |  [----- il e ittt il il el el el ieleaiaied ety
PTT 0,5 203,2 |127,7|180,8 (99,0 [189,9 (82,2 |163,2 |68,9
18 |Aktivierte |% 5 66,7 [27,5 644 26,3 62,6 [29,8 69,9 [244 (72,7 30,5
Rekalzifi- |  [----- [aaiuiatl ietielie el lieleleliel el pieleliel Selielieleliel Sleetielil pielalelelil el
zierungs- 0,5 70,9 34,0 [75,1 25,6 [64.4 (30,1 [74,3 [34,2
zeit
Blutbild
19 [Thrombo- [10°*/ul |5 170,0 29,0 |172,0 [56,0 |164,0 (34,0 [167,0 [35,0 |156,0 (31,0
zyten | [T--- et el it it e Enintied el eleleiielid Sl it
0,5 177,0 30,0 |158,0 34,0 [168,0 (38,0 |162,0 (30,0
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20 Mittleres |fl S 6,5 0,7 16,7 1,0 16,9 L3 6,7 1,1 6,5 0,8
Thrombo- |  [----- il Eee e ] et el nlieietialid nielelielietied el eallelied ety
zyten- 0,5 6,4 0,8 16,6 0,8 16,9 1.4 16,7 1,2
volumen
21 [Erythro-  [10%ul |5 3,9 0,3 3,9 0,3 3,8 0,7 3,7 0,5 3,7 0,5
zyten | [T"°C el el el el ittt mieletiel Seleleleliel Slelelieliel lelaielil el
0,5 3,7 0,5 3,8 04 3,7 0,5 3.7 0,4
22 Mittleres |fl S 89,5 3,1 [89,2 3,2 89,8 3,8 (89,1 3,0 89,9 [3,6
korpus- | """ (aaaielint pielied it lielielieliel il el fielieielieliel il el el
kulires 0,5 89,5 3,3 89,1 [3,1 89,1 3,1 89,5 (3,1
Volumen
23 |Hémo- G/idl |5 12,1 1,2 123 1,8 (11,9 (1,7 [11,5 (1.4 10,3 (0,8
globin | = [----- Il ittt il il et miatied Sl Sl Sl il
0,5 10,7 1,3 11,1 0,9 (11,1 (0,9 [10,8 1,1
24  |Leuko- 10°/ul |5 6,4 1,2 |64 1,6 5,7 2,3 |57 2,0 6,2 1,3
zyten | [T"°C el el el el ittt mieletiel Seleleleliel Slelelieliel lelaielil el
0,5 6,5 3,5 16,0 1,3 [8,1 80 [7,0 3.8
Tabelle 9 Klinische Studie. Sdmtliche Parameter zur Gerinnungsaktivitdt der klinischen

in-vivo-Studie mit Mittelwerten x und Standardabweichungen x#s.

Links Patienten mit Lipidinfusionen, rechts Patienten ohne Lipidinfusionen (Kontrollgruppe).

p<0,05

B p<0,01

B 5>0,001

p<0,05

gegeniiber vorangegangenen Wert.

Die Symbole stehen beim entsprechenden Wert.

Statistische Auswertung (siehe 2.5) zum Gruppenunterschied :

Statistische Auswertung (siehe 2.5) zum Faktor "Messzeitpunkt" mit folgenden Symbolen:
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Mit Lipide (n=12)

Ohne Lipide (n =12)

Oh 24h 48 h Oh 24 h 48 h
(t1) (t2) (t3) (t1) (t2) (t3)
Nr | Parameter Ein- X s X s X s X S X S X S
heit

Impedanzmessung

1 |Spontanaggre- | Q/h 0,1 19,0 (2,0 |56 29 127 12,5 129 (3,0 |56 [3,6 (3,9
gation

2 |Maximale Q/ 16,7 (8,2 (15,6 |7,5 (14,7 (2,6 |16,0 |46 |13,5(5,3 [15,7 |44
Steigung min

3 | Maximale Ag- | Q 50,4 (17,4 (53,0 | 14,2 (48,7 19,1 |46,8 |31,4|54,2 (16,6 |54,8 | 16,0
gregation
Turbidometrie

4 |Maximale %/ 107 (41 (98 |41 8 |16 133 (51 (138 [58 |138 |40
Steigung min . I

5 |Maximale % 85 |11 |76x |16 62 (17 |86 (12 90| 18 (83 (12
Aggregation .
Thrombelastographie

6 |Maximale mm |55 |13 (59 |12 61 |9 58 (12 (60 |11 |58 |10
Amplitude

7 |r-Zeit min (9,6 (22 (10,119 |12,2|1,2 10,1 (1,9 (109 (1,2 |11,8|1,8

8 |k-Zeit min (3,5 (1,7 |3,5 |1,2 |3,6 (0,7 |3,2 [0,6 |34 |0,6 (3,3 |0,6
In-vitro-Blutungstest

9 | Verschlusszeit |sec 112 (42 |118 |47 130 (26 |125 |74 |126 |51 [125 (46
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10 | Blutungsvo- ul 267 (28 (285 |31 267 |40 259 |47 274 (47 |251 |66
lumen

11 |Initialer ul/ 199 (25 (197 |36 201 |29 175 |30 |191 (35 |194 (42
Blutfluss min
Aggregate

12 [Reversible % 152 (2,7 (139 (4,0 ([20,55,1 |18,5|11,5|23,2 19,7 [12,6 |5,8
Aggregate I .

13 [Irreversible % 28 (0,8 (2,8 |05 (2,8 |04 |2,7 |08 |28 [1,2 (2,9 (0,7
Aggregate
Plasmatische Gerinnung

14 |APTT sec 37,1 (7,2 (36,1 |54 |394 164 |37,1|7,7 (36,383 |37,2|7,5

15 [ TPZ sec 140 (54 (13,8 (1,8 (12,6 |14 |11,4 (2,7 |13,0 (2,1 (12,3 (2,6

16 |Rekalzifizie- 49,3 115,0 |43,7 |6,8 [34,8 [17,5]354 14,5 40,4 (10,9 (27,6 | 19,4
rungszeit

17 | Nicht- % 535 |213 (433 | 158 |[469 | 186 |448 |245 |437 (210 |441 (486
aktivierte PTT

18 | Aktivierte Re- | % 28 |7 31 |13 23 {9 22 |19 (23 |12 |18 |15
kalzifizie-
rungszeit
Blutbild

19 | Thrombozyten | 10%/ul {221 [123 |252 [136 |207 |63 |253 |81 [239 |90 |[219 |66

20 | Mittleres FI 7,5 (09 (7,6 |1,1 (7,9 (0,7 |81 |22 |7,6 |23 (7,2 (2,1
Thrombo-
zytenvolumen

21 | Erythrozyten 10% 34 10,6 3,3 [0,5 3,5 10,5 13,8 (1,2 3,8 |1,0 (3,8 (1,0

ul
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22 | Mittleres kor- | fl 86,9 15,1 |859 (54 (84,548 |82,8(8,2 |83,89,5 [83,6(7,8
puskulires
Volumen
23 | Hamoglobin g/dl 10,5 1,5 [10,5 (1,5 10,7 11,5 |10,8 3,6 |10,8 13,0 |11,6 [2,8
24 | Leukozyten 10% 11,3144 (11,1 3,3 89 |33 |124 (6,6 19,2 (3,8 |9,8 [5,0
ul l ?
25 | Triglyceride mg% |131 |63 |154 (31 188 |35 138 |52 | 154 (45 144 |50
Aktivierungsmarker
26 | B-Thrombo- IE/ml |39,9 |27 (44,5 |27 49,5 18,3 |54,1 |37,6 |51 (20,3 |48,3 |{39,2
globulin
Tabelle 10  Blutbild der Probanden der In-vitro Untersuchung,
Mittelwerte x und Standardabweichung x+s
Mittelwert Standardabweichung
X x+s
Hb [g/dl] 14,10 1,1
Erys [Mil.] 4,83 0,3
Hk [%] 43,45 3,8
Leukos [Thou] 7,46 1,9
Thrombos [Thou] 2743 94,4
MPYV ([fl] 7,98 0,9
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6.4 Abkiirzungsverzeichnis

B-TG -Thromboglobulin

A.dest. Aqua destillata, destilliertes Wasser

aPTT aktivierte partielle Thromboplastinzeit
aRCT aktivierte Rekalzifizierungszeit

CaCl, Calciumchlorid

CTAD Citrat, Theophyllin, Adenosin, Dipyridamol
EDTA Ethylen-Diamin-Tetraacetat

EN Enterale Ernidhrung (enteral nutrition)

EPA-TG Trieicosapentaenoylglycerol

Glc Glucose

Hb Haemoglobin

Hk Hématokrit

MCT mittelkettige Triglyceride

MPV mittleres Plidttchenvolumen

NaCl Natriumchlorid

NaPTT nicht aktivierte partielle Thromboplastinzeit
PAF Plattchenaktivierender Faktor

PF 4 Plittchenfaktor 4

PFA Platelet Function Analyzer

PLT Platelets, Thrombozyten

PL-TG-Ratio Phospholipid-Triglycerid-Ratio

PMN polymorphkernige neutrophile Granulozyten
PPP Plattchenarmes Plasma

PRP Plittchenreiches Plasma

RBC Red blood cell, Erythrozyten

RCT Rekalzifizierungszeit

RES Retikuloendotheliales System

RT Raumtemperatur

TEG Thrombelastographie

TPN Totale parenterale Erndhrung(total parenteral nutrition)

TPZ Thromboplastinzeit
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WBC White blood cells, Leukozyten
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Textstellen, die wortlcih oder sinngemiédf aus verdffentlichten oder nicht verdffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind
als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwihnten Untersuchungen habe ich die Grundsitze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie
in der ,,Satzung der Justus-Liebig-Universitidt Gieen zur Sicherung guter wissenschaftlicher

Praxis* niedergelegt sind, eingehalten.



