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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1. Aufgabenstellung

Die Thrombozytenfunktionsmessung stellt die einzige Méglichkeit zur Messung der
physiologischen Funktion von Thrombozyten, sowie der Erkennung angeborener und
erworbener Stérungen der Thrombozytenfunktion dar. Weiterhin ist sie zur
Uberwachung einer medikamentellen  Einstellung von  Patienten  mit
gerinnungshemmenden Medikamenten unentbehrlich und wird daher in der
Humanmedizin h&aufig durchgefuhrt. In der veterinarmedizinischen Praxis finden
Thrombozytenfunktionstests dagegen selten Verwendung. Dies liegt zum einen an
einem hohen technischen Gerateaufwand und zum anderen an der zeitaufwendigen
Aufbereitung der Proben zur Untersuchung. AuRRerdem ist das Versenden von
Proben aufgrund der notwendigen schnellen Verarbeitung nach der Blutentnahme
nicht moglich.

Aus diesem Grund soll in dieser Studie ein Vergleich zwischen der Standardmethode
zur  Messung der  Thrombozytenaggreation nach BORN und der
Aggregationsmessung mittels des Multi-Spezies-Hamatologiesystems ADVIA 120™
und eines in der Praxis weit verbreitetem Hamatologiegeréates (VetABC™) gezogen
werden, die eine Messung der Thrombozytenfunktion in der veterinarmedizinischen

Praxis kostengunstig und unkompliziert erméglichen wirde.

Das Ziel dieser Arbeit ist daher der Vergleich der beiden Methoden fir die
Thrombozytenaggregation beim gesunden Hund. Des Weiteren sollen potentielle

Einflussfaktoren auf die Thrombozytenaggregation in vitro tberprift werden.
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2. LITERATURUBERSICHT

In den folgenden Kapiteln soll eine Ubersicht tiber die Bildung, den Aufbau und die
Funktion der Thrombozyten gezeigt werden. Es werden die physiologische Funktion
und Erkrankungen mit gesteigerter und verminderter Aggregationsfahigkeit der
Thrombozyten aufgefuhrt, die verschiedenen Mdoglichkeiten zur Messung der
Thrombozytenfunktion und die zur Funktionsiberprifung relevanten

Aggregationsinduktoren vorgestellt.

2.1. Thrombozytopoese

Die Vorlauferzelle des Thrombozyten im Knochenmark ist der Megakaryozyt. Er
entwickelt sich aus einer pluripotenten Stammzelle. Im Rahmen seiner Reifung im
Knochenmark schniren sich aus dem Zytoplasma eines Megakaryozyten zirka 1000
bis 1500 Thrombozyten ab. Die Thrombozytenbildung wird hormonell durch
Thrombopoetin reguliert. Thrombopoetin wird in der Leber, den Nieren und im
Knochenmark gebildet (1). In human- und veterindrmedizinischen Untersuchung
konnten mehrere Mechanismen der Regulation von Thrombopoetin gefunden werden
(1). Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen den Thrombopoietinleveln des
Knochenmarks und des Blutes und der im periferen Blut vorhandenen
Thrombozytenzahl, so dass bei Thrombopenien eine deutliche Erhéhung der
Thrombopoietinlevel gemessen werden konnten (2). Thrombozyten besitzen einen
Thrombopoietinrezeptor, der Thrombopoietin aus dem Blut binden kann. Bei einer
bestehenden Thrombozytopenie bleibt eine gréRere Menge des Hormons in Losung,
so dass die gesteigerte Produktion von Blutplattchen erreicht wird (3). In Studien am
Menschen und Mausen konnte bei bestehenden Thrombopenien eine deutlich
Erhéhung von Thrombopoietin mMRNA in den Zellen des Knochenmarksstromas
nachgewiesen werden. Die humoralen und zellularen Mediatoren dieses Effektes
werden noch genauer untersucht. In einer Untersuchung konnte nachgewiesen
werden, dass eine Erhdhung von PDGF (platelet a-granule proteine) und FGF-2 zu
einer gesteigerten Thrombopoietinproduktion im Knochenmark fiihren, wahrend der

Einfluss von Plattchenfaktor 4, Thrombospondin und TGF-B die Produktion im
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Knochenmarksstroma hemmen (4). Auf die Produktion von Thrombopoietin in der
Leber haben diese Faktoren allerdings keinen Einfluss (5).

Eine gesteigerte Thrombopoese kann ebenso bei entzindlichen Geschehen
gefunden werden. Durch das Zytokin Interleukin 6 kommt es zu einer gesteigerten
Produktion von Thrombopoietin in der Leber, welches wiederum zu einer

Thrombozytose flihren kann (6).

2.2. Morphologie und Aufbau der Thrombozyten

Da es sich bei Thrombozyten von Saugetieren um Zytoplasmafragmente der
Megakaryozyten handelt, haben sie keinen Zellkern und werden daher auch als
Blutplattchen bezeichnet. Kernhaltige Thrombozyten finden sich bei Reptilien,
Fischen und Vogeln (7). Im nicht aktivierten Zustand liegen die Thrombozyten von
Saugetieren in diskoidaler Form vor und haben eine L&nge von etwa 5-7 pum und
einen Durchmesser von etwa 3 um (8).

Trotz ihrer geringen GroRRe zeigen Thrombozyten eine Vielzahl an Zellorganellen und
Inhaltsstoffen zur Aktivierung, Adhé&sion und Aggregation.
Der Thrombozyt ist von einer Glykokalyx (Dicke 15-20nm) umgeben (9). In dieser
Glykokalyx befinden sich verschiedene Glykoproteine, die Rezeptorfunktionen fur
Interaktionen des Thrombozyten enthalten (9).

Die wichtigsten Rezeptoren sind der Thrombinrezeptor (GP V), der Kollagenrezeptor
(GP la , GP lla) fur die Anheftung der Thrombozyten an die Gefal3wand, der
Fibrinogenrezeptor (GP Ilb / llla) zur Vernetzung der Thrombozyten untereinander
(10) und der von Willebrand - Rezeptor (GP Iba, GP 1bB, GP 1V), der ebenfalls der
Anheftung des Thrombozyten an die Gefal3wand dient. Weiterhin sind Laminin - (GP
lla, GP Ic), Thrombospondin - (GP Ilb) und Fibronektinrezeptoren (GP lla, Ic) an der
Thrombozytenoberflache zu finden (11).

Unter der Glykokalyx liegt die Plasmamembran, die zahlreiche Invaginationen
enthalt, die untereinander ein Kanalsystem bilden (open canalicular system). Dieses
System ist bei den verschiedenen Tierarten unterschiedlich stark ausgebildet oder
wie beim Rind nicht vorhanden (12). Beim Hund vergrof3ert dieses Kanalsystem
einerseits die Oberflache des Thrombozyten, andererseits konnen Stoffe aus dem

Blutplasma aufgenommen oder granulagebundene Inhaltsstoffe in das Blut
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abgegeben werden (8). Fur die Aufrechterhaltung der discoidalen Form finden sich
Mikrotubuli und Filamente im Zytosol. Dieses enthélt weiterhin Fasersysteme zur
Pseudopodienausbildung, Retention und Sekretion (13).

Im Zytosol befinden sich auch verschiedene Granula, von denen den gréf3ten Anteil
die o—Granula darstellen. Sie enthalten Plasmaproteine, wie zum Beispiel
Fibrinogen, Fibronektin, Albumin, Plasminogen oder den von Willebrand-Faktor,
andererseits finden sich auch plattchenspezifische Proteine wie der Platichenfaktor
4, Thromboglobulin oder der platelet derivated growth factor (PDGF), der das
Wachstum der GefalRendothelzellen stimuliert (14). Als y-Granula werden die Tubuli
bezeichnet. In den ©&-Granula befinden sich eisenspeichernde Zytosomen
(Siderosomen) und die e-Granula bestehen aus Glykogen zur Speicherung von
Energie. In den dichten Granula (dense granula) befinden sich ADP, ATP, Serotonin,
Kalzium und Pyrophosphat. Weiterhin enthalten die dichten Granula 65% der
Thrombozyten-Nukleotide, die bei Stimulation mit Thrombin freigesetzt werden (15).
Die ebenfalls im Zytoplasma vorhandenen Lysosomen enthalten saure Hydrolasen,
Arylsulfatasen und saure Phosphatasen, die ebenfalls durch Stimulation freigesetzt
werden kdnnen und der Aktivierung weiterer Thrombozyten dienen. Die energetische
Versorgung des Plattchens erfolgt tUber Gykolyse und den Pentosephosphatweg
(16).
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2.3. Funktion der Thrombozyten

Thrombozyten haben eine Funktion in der primédren Hamostase, sowie in der

Vermittlung von Entziindungsreaktionen im Koérper.

Abbildung 1: Schematisch Darstellung der Hamostase in ihrem zeitlichen Ablauf
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Im Blut zirkulierende Thrombozyten reagieren normalerweise weder mit der
GefalBwand noch mit anderen Thrombozyten, aber sie reagieren umgehend bei
Verletzungen des Endothels (17)..

Nach der Anheftung einzelner Thrombozyten wird eine Kaskade von Reaktionen in
Gang gesetzt, die zur Aktivierung und Rekrutierung weiterer Thrombozyten und
Aggregation am Defekt und an den bereits vorhandenen Thrombozyten fuhrt. Der
Hauptgrund fur die Aktivierung der ruhenden Thrombozyten ist die Freilegung von
Kollagenfasern aus dem verletzten Endothel. Zuerst kommt es durch die
Ausschittung von endogenen Agonisten aus den Granula der Thrombozyten (u.a.
ADP, Serotonin, Thromboxanen) zu einer Verstarkung des Aggregationsprozesses.
Nach der Aktivierung fuhrt die Ausschittung der Adhé&sionsproteine (Fibrinogen,
Fibronektin, von Willebrand Faktor oder Thrombospondin) zu einer irreversiblen
Aggregation (16). Das Glykoprotein Ilb-llla vernetzt Uber Fibrinogen die
Thrombozyten untereinander wahrend der Glykoproteinkomplex 1b / IX / V Uber den
von Willebrand-Faktor die Adhasion der Thrombozyten an die Gefallwand vermittelt
(Abbildung 2) (18). Diese Vernetzung verhindert das Abschwemmen der noch frei
zirkulierenden Thrombozyten Uber den Blutstrom. Die Rekrutierung wird weiterhin
beeinflusst durch die  Freisetzung von  Aggregationsinduktoren  wie
Adenosindiphosphat (ADP), Serotonin und Epinephrin, die aus den Granula der

Thrombozyten freigesetzt werden (19).



Literatur

Abbildung 2: Darstellung der Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten
Abkurzungen: gp = Glykoprotein, Ca = Kalzium, GMP = Guanosinmonophosphat
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Bei der Produktion von Hormonen zeichnet sich der Thrombozyt vor allem durch die
Freisetzung von Thromboxanen und Prostaglandinen aus, deren Synthese von
Arachidonsaure ausgeht. Die Aktivierung der Arachidonsaure erfolgt mittels des
Enzyms Phospholipase A2 aus den Phosphatidylcholin- und Phosphatidylinositol-
Komponenten der  Membranphospholipide  (20). Die  Produktion  der
Entzindungsmediatoren ist abhéangig von dem Enzym Cyclooxygenase (COX), das
in zwei Isoenzymen COX-1 und COX-2 vorliegt. Die Thrombozyten besitzen COX-1
und 2. Jedoch wird die biologische Relevanz von COX-2 in Thrombozyten kontrovers
diskutiert (21). Uber die Bildung der instabilen Zwischenprodukte, Prostaglandin (PG)
G2 und Prostaglandin H2, kommt es zur Synthese von Thromboxan A2 uber die
Thromboxansynthetase, zur Bildung von Prostacyclin Uber die
Prostacyclinsynthetase oder zur Bildung von PGD2, PGE2 und PGF2 durch
verschiedene Isomerasen (Abbildung 3). Einige dieser Enzyme wie z.B. die in den
Thrombozyten lokalisierte Thromboxansynthethase sind gewebespezifisch, so dass
Thromboxan A2 das Hauptsyntheseprodukt der Blutplattchen darstellt. Thromboxan
A2 ist ein potenter Vasokonstriktor und Induktor der Thrombozytenaggregation,
wobei es jedoch mit seiner Halbwertszeit von 30 Sekunden sehr instabil ist und rasch
in seine inaktive Isoform, das Thromboxan B2 konvertiert wird (22).

In den Thrombozyten liegen somit das weniger stabile aktive Thromboxan A2 und
das stabilere inaktive Thromboxan B2 vor. Welche Thromboxan-Isoform gebildet
wird, hangt auch von denen das Plattchen aktivierenden Stimulatoren ab. So
produzieren Thrombozyten, deren Stimulation durch Thrombin oder Kollagen erfolgt
mehr inaktives Thromboxan B2, als solche, die durch ADP oder PAF stimuliert
werden (23). Die Menge an metabolisiertem Thromboxan B2 ist speziesabhanig.
Beim Hund wurde ein Unterschied bei verschiedenen Rassen festgestellt. Ebenso
zeigen sich Unterschiede bei der Aktivierung der Thrombozyten durch Thromboxane
und Arachidonsdure bei unterschiedlichen Hunderassen. Dies ist insofern
interessant, als dass Hunderassen auf den Einfluss nichtsteroidaler Antiphlogistika,
die auf Hemmung des Arachidonsauremetabolismus basieren mit einer sehr
variablen Hemmung der Thrombozytenaggregation reagieren kdnnen (23).

Der plattchenaktivierende Faktor (PAF) spielt eine gro3e Rolle in der
Entzindungsantwort. Die Synthese erfolgt aus Phosphatidylcholin mit Hilfe der
Phospholipase A2. Der Grad der Aktivierung der Blutplattchen durch PAF ist

speziesabhéngig sehr unterschiedlich stark ausgepragt. So zeigen zum Beispiel die
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Thrombozyten von Mausen, Hamstern und Ratten keine Reaktion auf die Aktivierung
mit PAF (23).

Um eine ungeregelt ablaufende Aktivierung oder Aggregation der Thrombozyten zu
verhindern, finden sich Mechanismen, welche die Thrombozytenaktivierung
unterdriicken. Unter anderem kommt es zur Synthese von Prostaglandin 12 (PGI2) in
den Endothelzellen (12). Die Produktion von PGI2 wird durch das Auftreten von
Aggregationsinduktoren, Entziindungsmediatoren (Histamin, Bradykinin),
Arachidonsaure und andere Mediatoren, wie zum Beispiel ADP beeinflusst. Es ist ein
Thromboxanantagonist und Aktivator der Adenylatzyklase in Thrombozyten und
hemmt somit die Aggregation (23).

Durch eine Interaktion von PGI2 mit spezifischen Membranproteinen am
Thrombozyten kommt es zum Anstieg des cAMP und somit zu einer Unterdriickung
der Thrombozyten-Aktivierung.

Die im GefalRendothel vorhandene Prostazyklinsynthethase, ein Enzym, das die
Bildung von PGI2 kalalysiert, dient ebenso der Regulation der Aggregation.
Prostazyklin ist ein  Vasodilatator  und potenter  Antagonist  der
Thrombozytenaggregation und somit ein Gegenspieler von Thromboxan A2. Aus
diesem Grund wurde eine Thromboxan A2- und Prostazyklin-Imbalanz als ein friihes
Stadium der Entstehung von Thromben im Koronargefal3en und zerebralen Gefal3en
angenommen (22).

Weitere Substanzen, die einer systemischen Ausbreitung des Gerinnungsprozess
entgegenwirken sind Antithrombin [l und Protein C (24). Antithrombin Il wirkt durch
Inaktivierung der Faktoren Xlla, Xla, Xa, IXa und Thrombin. Das in der Leber
synthetisierte Protein C bewirkt zusammen mit Protein S als Cofaktor eine
Inaktivierung von Faktor Va und IVa. Der aus den Endothelzellen freigesetzte
Plasminogenaktivator ist eine Serinprotease und fordert durch Aktivierung von
Plaminogen zu Plasmin die Fibrinolyse (24) (25).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Eikosanoidbiosynthese
Abklrzungen: PG = Prostaglandin, LT = Leukotrien, TxA2 = Thromboxan A2
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2.4. Thrombozytopenien und Thrombozytopathien

In diesem Kapitel sollen angeborene Stdérungen der Thrombozytenfunktion und
erworbene Krankheiten mit gesteigerter und verminderter Aggregation aufgefuhrt

werden.

2.4.1. Thrombozytopenien

Thrombozytopenien treten in der Praxis haufig auf. Die Diagnostik stellt jedoch im
Gegensatz zur Thrombozytenfunktionsmessung kein  Problem dar, da
Thrombopenien schnell und einfach Uber eine hamatologische Untersuchung mit
geeigneten Hamatologiesystemen bzw. der Untersuchung eines Blutausstriches

diagnostiziert werden kénnen.

2.4.2. Thrombozytopathien

2.4.2.1. Hereditare Erkrankungen

Es sind nur wenige hereditare Stérungen der Thrombozytenfunktion beim Hund

bekannt. Diese sollen im Folgenden dargestellt werden.

Von Willebandt-Faktor Mangel

Der von Willebrandt-Faktor vermittelt die Anheftung der Thrombozyten an die

GefalRwand, wobei die Funktion der Thrombozyten selbst nicht verandert ist.
Weiterhin ist er Trager des Faktors VIII.

Daher zahlt der von Willebrandt Faktormagel im engeren Sinne zwar nicht zu den
Thrombozytopathien, wird in der Literatur aber haufig bei den angeborenen
Thrombozytenfunktionsstorungen aufgefuhrt.

Der von Willebrandt-Faktorenmangel ist die beim Hund am haufigsten auftretende
angeborene Erkrankung mit erhéhter Blutungsneigung (26). Anhand der Art des
Defektes lassen sich beim Hund — &hnlich wie beim Menschen - drei verschiedene

Subtypen feststellen (26).
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Beim Typ | handelt es sich um eine erniedrigte Konzentration (<50%) eines normal
funktionierenden Faktors, wahrend bei dem beim Hund selten vorkommenden Typ Il
ein Funktionsdefekt des Faktors infolge struktureller Abnormalitaten bei erniedrigter
bis physiologischer Konzentration des von Willebrand-Faktors vorliegt. Beim Typ Il
lassen sich nahezu keine Konzentrationen des von-Willebrand-Faktors nachweisen
(<0.1%). Bei dem von Willebrand-Faktor Mangel handelt sich um eine hereditare,
autosomal rezessive Erkrankung, die bei Uber 50 Rassen beschrieben wurde. Am
haufigsten wird der von Willebrand-Faktor Mangel bei Dobermannern (27),
Deutschen Schaferhunden, Pudeln und Golden Retrievern nachgewiesen.

Der Schweregrad der klinischen Symptomatik hangt vom Typ des von Willebrandt
Faktor Mangels ab. Hunde mit einem Typ | von Willebrand-Faktor Mangel zeigen -
wenn Uberhaupt - nur milde spontane Blutungen, allerdings fallen sie bei
chirurgischen Eingriffen durch verlangerte Gerinnungszeiten auf. Patienten mit einem
Typ II oder Typ Il von Willebrand-Faktor-Mangel zeigen eine hochgradige
Blutungsneigung. Als Screening - Test vor Operationen eignet sich die
Schleimhautblutungszeit zur Erkennung (28). Sollte diese verlangert sein, kann die
Diagnose Uber die Bestimmung der Konzentration des Faktors in kommerziellen

Laboren bestatigt werden.

“Inherited Giant Platelet Disorder” (IGPD) des Cavalier King Charles Spaniel

Eine Form der vererbten Erkrankungen ist beim Cavalier King Charles Spaniel
bekannt. Studien aus Danemark und Schweden beschreiben eine klinisch benigne
Form der IGPD bei dieser Rasse. Die Erkrankung zeigt einen autosomal rezessiven
Erbgang mit dem Auftreten von Riesenthrombozyten, wobei 46% der untersuchten
Hunde zusatzlich eine Thrombozytopenie aufwiesen. In der Regel bleibt der Defekt
asymptomatisch (29). Der Cavalier King Charles Spaniel zeigt auch andere
Erkrankungen, die auf Defekte des Endothels zuriickzufihren sein kénnen. Dazu
zahlen Erkrankungen der Mitralklappe (als Folge einer Endokarditis),
Femoralvenenverschlisse und Fibrosen der Pulmonalarterien (30). Es ist jedoch

derzeit nicht bekannt, ob diese Erkrankungen miteinander in Zusammenhang stehen.
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Glanzmann-Thrombasthenie

Eine weitere hereditdre Thrombozytopathie ist die Glanzmann-Thrombasthenie.
Diese Erkrankung wurde beim Menschen erstmals von Dr. Eduard Glanzmann 1918
beschrieben (31). Ursachlich handelt es sich um einen Defekt des GP lib/llla —
Rezeptors (Fibrinogen- Rezeptors) und des Glykoproteins alpha llb-beta3 (32). Die
Erkrankung ist beim Hund selten und wurde bei Otterhunden und Pyren&en-
Berghunden beschrieben (33).

Betroffene Hunde zeigen klinisch eine verlangerte Schleimhautblutungszeit und eine
verlangerte Blutungszeit bei Verletzungen oder chirurgischen Eingriffen.

Bei den untersuchten Pyrenaen-Berghunden fielen bei allen untersuchten
Aggregationsinduktoren eine deutlich reduzierte Aggregation auf und die
Thrombusretraktion war nur sehr gering bis nicht vorhanden (33;34). In der
Humanmedizin wird die verminderte Retraktion als Folge einer erniedrigten
Myosinkonzentration und eines Defektes des kontraktilen Proteins zur Bindung von

Fibrinogen beschrieben (16).

Basset Hound Thrombopathie

Eine hereditare Erkrankung des Bassets stellt die Basset Hound Thrombopathie dar,
die erstmals 1979 beschrieben wurde (35).

Es handelt sich um eine autosomal vererbte Erkrankung mit veranderter
Aggregationfahigkeit der Thrombozyten. Die Basset Hounds weisen gegenuber
gesunden Tieren eine physiologische Menge des Glykoprotein IlIb/llla — Rezeptors
auf, jedoch scheint eine Funktionsstérung des Rezeptors vorzuliegen (36). Weiterhin
wird vermutet, dass Fehler in der Signaltransduktion zu einer fehlerhaften
Aggregation fuhren, da gezeigt werden konnte, dass Thrombozyten von Basset
Hounds nach einer Aktivierung mit ADP und Thrombin im Vergleich zu einer
Kontrollguppe eine deutlich raschere Ausschittung von ATP aus den
Speichergranula (Storage Pool) aufweisen (37). Weitere Studien zeigen, dass ein
Defekt im cAMP — Metabolismus zu einem verminderten Ansprechen des Rezeptors
auf Stimuli fahrt (38).

Die betroffenen Hunde zeigten vor allem Epistaxis, Gingivablutungen und Petechien

an den Schleimhauten und der Haut (39). Die Thrombozytenzahl, sowie der von
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Willebrand-Faktor und die Screening-Gerinnungstest waren unverandert, wobei sich
die Schleimhautblutungszeit verlangert zeigte (39).

Storage Pool Diseases" — Thrombozytenspeicherkrankheit

In der Humanmedizin werden Erkrankungen der Speichergranula, sogenannte
.Storage Pool Diseases” (deutsch: Thrombozytenspeicherkrankheiten) in 3 Gruppen
unterteilt. Es kann ein Defekt oder eine Verminderung der a - Granula, der dense —
Granula oder beider vorliegen (40). Die Verringerung der dense — Granula ist am
haufigsten und fuhrt zu schwerwiegenden Blutungen (41). In der Veterinarmedizin
wurde diese Form der Thrombozytenfunktionsstérung bisher nur beim Cocker
Spaniel nachgewiesen (42). Elektronenmikroskopisch war eine physiologische
Anzahl an dense — Granula erkennbar, so dass eine fehlerhafte Ausschittung von
ADP aus den Granula vermutet wird. Aufgrund dieses ADP — Mangels treten schon
bei geringen Verletzungen mittel- bis hochgradige Blutungen auf (42).

2.4.2.2. Erworbene Thrombozytopathien

Erworbene Stérungen der Thromboyztenfunktion sind vielfaltig und kénnen sowohl
Zu einer gesteigerten als auch zu einer verminderten Reaktionsfahigkeit der
Thrombozyten fihren (43).

Hier sollen die moglichen Erkrankungen und Medikamente mit Einfluss auf die

Thrombozytenfunktion vorgestellt werden.
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2.4.2.2.1. Erworbene Storungen mit reduzierter Thrombozytenfunktion

Als Ursache fur eine verminderte Thrombozytenfunktion kommen vielerlei Ursachen
in Frage. So fuhren Insuffizienzen von Organen, Medikamente, Infektionen und
neoplastische Prozesse zu einer Verminderung der Plattchenfunktion, meist ohne
spontane Blutungen hervorzurufen (43). Allerdings kdnnen diese Funktionsstorungen

zu massiven Hamostasestorungen nach einem Trauma oder bei Operationen fuhren.

Uramie

Das Vorhandensein einer Uramie fuhrt zu einer Verminderung der Adhé&sion von
Thrombozyten und somit zu einer Verlangerung der Schleimhautblutungszeit. In
einer Studie mit niereninsuffizienten Hunden wurde festgestellt, dass sich die Anzahl
der Thrombozyten, das Volumen und die Aggregation nicht verandern, wéahrend die
Adhasion vermindert und somit und die Schleimhautblutungszeit verlangert war (44).
In einer Studie von Mischke und Mitarbeitern konnte bei urdmischen Hunden eine
konzentrationsabhangige Aggregation mit den Aggregationsinduktoren ADP,
Kollagen und Thrombin bewiesen werden. Jedoch zeigte sich, dass eine niedrigere
Dosierung der Aggregationinduktoren zu einer erhdhten durchschnittlichen
Aggregation fiuhrte, als die Verwendung einer mittleren Konzentration von ADP,
Kollagen und Thrombin (45).

Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass Plasma betroffener Personen adhasive
Molekule mit niedrigem Molekulargewicht enthalt, die an die Glykoprotein IIb/llla
Komplexe binden kdnnen und so die Bindung an Fibrinogen verhindern (46).

Andere mogliche Mechanismen sind eine verminderte Sekretion von PGI2
(Prostacyclin), welche zu einer Erhéhung des cAMPs im Thrombozyten fiihren und

so dessen Reaktivitat hemmen (47).

Leberinsuffizienz

Aus humanmedizinischen Studien ist eine verminderte Thrombozytenfunktion bei
Patienten mit Leberzirrhose bekannt. Ursache hierfiur ist ein Defekt in der
transmembranen Signaltransduktion, welche die Rezeptorinduktion stimuliert. Dies
fuhrt zu einem verminderten Ansprechen auf die endogenen Aggregationsinduktoren
(48).
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Weiterhin ist die Leber als Stoffwechselorgan flir die Elimination von Spaltprodukten
der Fibrinolyse zustandig. Sinkt diese, kdnnen Fibrin/Fibrinogenspaltprodukte die
Bindung von Fibrinogen an den Rezeptoren (GPlla / lllb) kompetitiv hemmen und so
zu einer verminderten Thrombozytenaggregation fihren.

In einer Studie wurde bei 6 Hunden mit Lebererkrankungen eine herabgesetzte
Vollblutaggregation durch Arachidonsaure und Kollagen festgestellt. Es konnte
allerdings keine signifikanten Unterschiede bei der Aggregation mit ADP festgestellt
werden (49).

Hyperproteindmie

Infolge der mit einigen chronischen Infektionserkrankungen oder Neoplasien
einhergehenden Hyperproteinamien, die meist auf einer Hypergammaglobulinamie
basieren, kdénnen Hamorrhagien aufgrund von Thrombozytopathien beobachtet
werden (50). Entsprechende Verédnderungen finden sich zum Beispiel bei
chronischen Infektionen mit Ehrlichien/Anaplasmen oder Leishmanien sowie bei
Neoplasien wie dem multiplen Myelom (43).

Klinisch sind Blutungen vor allem an den Schleimhauten festzustellen, die meist
sowohl auf eine Thrombozytopathie als auch auf eine Thrombopenie als Folge der
zugrundliegenden Erkrankung zurtckzufihren sind. Bei der Ehrlichiose kdnnen
allerdings auch Thrombopathien ohne eine Veranderung der Thrombozytenzahl
auftreten, die aus einer Hemmung der Adhéasion und der Aggregation resultieren
(51).

Neoplasien
Es gibt zahlreiche, die Aggregation beeinflussende Defekte, die bei Menschen mit

Leukdmie oder anderen myeloproliferativen Erkrankungen gefunden wurden (43).
Diese Veranderungen beziehen sich auf die Glykoproteine der Thrombozyten-
Membran, die Granula oder die Signalwege der Induktoren (43).

Die Anzahl der Thrombozyten kann dabei physiologisch, erniedrigt oder auch erhéht
sein. Die Thrombozytenfunktion zeigt sich wahrend der Erkrankung unterschiedlich.
Wahrend am Anfang moglicherweise eine gesteigerte Reaktivitat der Plattchen
vorliegt, kann sich im Laufe der Krankheit eine Verminderung der

Thrombozytenfunktion einstellen (52).
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Medikamente

Medikamente greifen auf vielfaltige Weise in die Gerinnung ein. Im Folgenden soll
auf die Wirkung verschiedener Medikamente auf die Thrombozytenfunktion

eingegangen werden.

Antiinflamatorische Medikamente

Nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAIDs) fuhren beim Menschen — mit Ausnahme der
Acetylsalicylsdure - zu einer reversiblen Hemmung der Cyclooxygenase (53). Die
Hemmung der Thrombozyten-Aggregation ist temporar und dauert abhangig von der
Halbwertszeit der Medikamente selten langer als sechs Stunden (53). In der
Dissertation von Richter wurde der Einfluss von Meloxicam und Carprofen auf die
Blutungsneigung beim Hund untersucht. Es konnte kein Einfluss auf die
Thrombozytenzahl oder eine Verdnderung der Thrombozytenparameter festgestellt
werden. Allerdings zeigte sich eine statistisch signifikante Verlangerung der
Aggregation nach Born und einer verlangerte kappilare Blutungszeit nach der Gabe
(54).

Aufgrund von Medikamenten treten beim Hund selten spontane Blutungen auf, aul3er
es liegt eine andere Erkrankung zugrunde. Auf den Einfluss des nichtsteroidalen
Antiphlogistikums Acetylsalicylsdure wird spater genauer eingegangen.

Antibiotika

Beta-Lactam-Antibiotika konnen an der Thrombozytenmembran binden und fiihren
so zu einer reversiblen Hemmung der Rezeptoren der Aggregationsinduktoren und
so zu einer Verminderung des durch diese Agonisten verursachten
Kalziumeinstromes (55).

In einer Studie wurde der Effekt von Cephalothin auf die Thrombozytenfunktion von
Hunden getestet. Die Tiere zeigten eine milde transiente Verlangerung der
Schleimhautblutungszeit und eine kurzzeitige Verminderung der ADP-induzierten

Thrombozytenaggregation (56).
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Sonstige

Barbiturate und Medikamente mit kardiovaskularer Wirkung wie Diltiazem, Nifedipin
und Verapamil fuhren zu einer Verminderung der Reaktivitdt von Thrombozyten, da
sie den fur die Aktivierung der Thrombozyten notwendigen Einstrom von
Kalziumionen durch die Membran hemmen (57).

Der Effekt ist abhéngig von der Spezies, der Dosis und der Art des Medikamentes
(43). Der Einfluss von Kalziumkanalblockern auf die Thrombozyten wurde bisher

allerdings nur in der Humanmedizin untersucht (57).

2.4.2.2.2. Erworbene Storungen mit gesteigerter Thrombozytenfunktion

Im Anschluss sollen Erkrankungen, welche eine gesteigerte Thrombozytenfunktion

hervorrufen, erortert werden.

Diabetes mellitus

Bei Menschen mit einem insulinabhéngigen und nicht insulinabhangigem Diabetes
mellitus finden sich haufig grol3e, aktivierte Thrombozyten (58). Aufgrund dieses
Befundes liegt die Vermutung nahe, dass Thrombozyten bei dieser Erkrankung zu
einem prothrombotischen Stadium beitragen, an der Entwicklung einer diabetischen

Vaskulopathie beteiligt sind und gegebenenfalls zu Thrombosen fiihren (58).

Nephrotisches Syndrom

Menschen mit nephrotischem Syndrom und gleichzeitiger Hypoalbuminamie zeigen
eine gesteigerte ADP-induzierte Thrombozytenaggregation und eine erhdhte in vivo-
Aggregation (59) (60). Bei Patienten mit nephrotischem Syndrom waren eine erhohte
P-Selektin Expression sowie und eine erhdhte B-Thromboglobulin Konzentration
nachweisbar, was auf eine Hyperreagibilitdt der Thrombozyten hindeutete (61).

Bei Hunden mit einem nephrotischen Syndrom findet sich ebenfalls eine Steigerung
der Thrombozytenaggregation nach einer Stimulation mit ADP (62). Die gesteigerte
Funktion konnte durch eine Anhebung des Plasmaalbuminspiegels korrigiert werden,
so dass angenommen wird, dass Albumin eine regulatorische Rolle bei der
Aktivierung von Thrombozyten (62). Weiterhin kann der Verlust von Antithrombin Il

bei einer Niereninsuffizienz / nephrotischem Syndrom zu einer gesteigerten
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Gerinnung fuhren (73). Auch dieses Defizit lie3e sich durch eine Plasmatransfusion

bessern.

Hormone

Die Gabe von Erythropoetin resultierte bei Hunden in einer erhéhten Anzahl von
retikulierten Thrombozyten und einer Hyperreaktivitdt (63). Im Rahmen einer
autoimmunhamolytischen Anédmie erhdhte Erythropoetinspiegel kénnen beim Hund
zu der mit dieser Erkrankung einhergehenden erhéhten Thromboseneigung
beitragen (43).

Neoplasien
Wie oben schon erwdhnt wurde, koénnen Neoplasien mit einer Reihe von

Thrombozytenfunktionsstérungen in Zusammenhang gebracht werden. So wiesen 59
Hunde mit Neoplasien ein gesteigerte Aktivitat der Thrombozyten und eine vermehrte
Ausschuttung von ATP auf (64). Ein weiterer moglicher Pathomechanismus ist die
Expression von P-Selektin und somit eine Aktivierung der Thrombozyten wie es bei

Patienten mit renalen Karzinomen nachgewiesen werden konnte (65).

Dirofilariose

Hunde mit einer Herzwurminfektion zeigten eine Erhdhung der ADP-induzierten
Plattchenaggregation (66). Atiologisch sind die durch den Erreger hervorgerufenen
Endotheldefekte und seltener die Hamolyse von Erythrozyten fir die gesteigerte
Reaktivitat der Thrombozyten verantwortlich.

Asthma

Bei Menschen mit bronchialem Asthma findet sich haufig ein erhéhter Kalziumspiegel
infolge einer (gesteigerten Freisetzung aus den internen Speichern der
Thrombozyten. Es wird vermutet, dass dieser erhdohte Kalziumspiegel zu einer
Verstarkung des Phosphatidylinositol-Signalweges der Thrombozyten fihrt (43).
Wahrend eines asthmatischen Anfalls lassen sich der Plattchenfaktor 4 (PFA4) und
B-Thromboglobulin vermehrt im Plasma und der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit
nachweisen, was auf eine Thrombozytenaktivierung hinweist. Diese Faktoren flhren
- wie auch die Verstarkung des thrombozytaren Signalweges - zu einer erhdhten

Reaktivitdat der Thrombozyten (43). Das therapeutisch eingesetzte Theophyllin
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verhindert die Hyperreagibilitdt durch eine Erhdhung des cAMP-Spiegels, der die
erhbhte Kalziumfreisetzung aus den Thrombozyten verhindert (67).

2.4.2.2.3. Einfluss einer Anamie auf die Thrombozytenfunktion

Erkrankungen, die eine Anamie ohne eine gleichzeitige Beeinflussung der
Thrombozytenzahl oder -funktion hervorrufen, sind selten. Wenn eine physiologische
Reaktivitat der Thrombozyten vorliegt, ist auch ein normaler Verlauf der Aggregation
zu erwarten. Es ist allerdings bei Menschen und Hunden bekannt, dass Gerate wie
z.B. der platelet function analyzer (PFA-100), deren Messungen auf einer
Verschlusszeit (clot-Bildung) beruhen, bei Anamien artifiziell verlangerte
Verschlusszeiten infolge einer verminderten Viskositat des Blutes erzielen und somit

eine Thrombozytopathie vortduschen kdnnen (68).

2.4.2.2.4. Einfluss von Heparin auf die Thrombozytenfunktion

Heparine sind sulfatierte Mucopolysaccharide, die in den basophilen Granula der
Mastzellen in Lunge, Leber und anderen Geweben gebildet und durch Degranulation
freigesetzt werden (24). Das in der Medizin Uberwiegend eingesetzte
hochmolekulare (unfraktionierte) Heparin hat eine Molekulmasse zwischen 3000 und
30000 Daltons (durchschnittich 15000 Dalton) (69). Das ebenso kommerziell
erhaltliche niedermolekulare Heparin, welches beim Menschen in zunehmendem
Mafl3e Verwendung findet, zeigt ein durchschnittliches Molekulargewicht von 4000 bis
8000 Dalton (70). Das Molekulargewicht ist verantwortlich fir den unterschiedlichen
Einfluss des Heparins auf Gerinnung und auf die Geschwindigkeit der Elimination
aus dem Korper. So werden Molekule mit hohem Molekulargewicht schneller aus
dem Korper eliminiert als solche mit geringerem Gewicht. Heparin kann enteral nicht
aufgenommen werden und muss daher entweder subcutan oder intravenos
verabreicht werden (69).

Die gerinnungshemmende Wirkung des Heparins beruht auf einer Komplexbildung
mit Antithrombin 1l (AT Ill), was die durch AT Ill katalysierte Hemmung der
aktivierten Gerinnungsfaktoren um das 1000fache beschleunigt. Anschliel3end trennt
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sich das Heparin von AT Il und steht fur erneute Reaktionen zur Verfigung. Diese
Form der Inaktivierung gilt fir das unfraktionierte Heparin, allerdings nicht fir das
niedermolekulare Heparin, welches keine Komplexe zwischen ATIII und Thrombin
bilden kann (71). Das niedermolekulare Heparin wirkt lediglich durch eine
Inaktivierung des aktivierten Faktor X, die auf eine alleinige Bindung mit ATIII
zurlickzufiihren ist (Abbildung 4).

Abbildung 4: Wirkungsweise des unfraktionierten und niedermolekularen Heparins
Graphik entlehnt von Day und Mitarbeitern (71)
Abklrzungen: AT Il = Antithrombin Ill, Faktor Xa = aktivierter Faktor X

Die direkte Wirkung von Heparin auf Thrombozyten ist dosisabhéangig. So resultierte
eine in vitro Zugabe einer physiologischen Heparindosis von 0,25 IE/ml zu
Blutproben gesunder Mensch in einer Aktivierung des GPIIb/llla — Rezeptors, der
Expression von P-Selektin und einer gesteigerte Plattchenaggregation (72). In einer
zweiten Studie zeigte sich, dass Heparin bei einer hoheren Dosis (100 IE/ml) einen

potenten Inhibitor der Thrombozytendegranulation darstellt (73).
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Es ist schon langer bekannt, dass die durch Thrombin induzierte
Thrombozytenaktivierung und -aggegation mit Heparin gehemmt werden kann (74).
Thrombin besitzt eine Bindungsstelle fur den Glykoprotein Ib - Rezeptor auf den
Thrombozyten, die durch Heparin kompetitiv hemmbar ist, was die Aktivierung von
Thrombozyten verhindert (75).

In einer Studie von Mischke und Nimmerfall wurde der Einfluss von Heparin auf die
Aggregation von caninen Thrombozyten getestet. Nach einer einmaligen
Heparininjektion von 1000 IE/kg KG konnte nach 4 Stunden eine Heparin-
Plasmakonzentration von 1,2 IE/ml erreicht werden. Die Aggregation nach Born
zeigte mit den Aggregationsinduktoren ADP und Kollagen jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Ausgangswert und der Probe nach Behandlung (76).
Weiterhin konnte dargestellt werden, dass die Einwirkzeit von Heparin eine Rolle bei
der Thrombozytenhemmung fihrt. Leuser und Mitarbeiter konnten zeigen, dass in
einer Untersuchung beim Schwein tber den Versuchsverlauf hinweg bei der gleichen
Heparindosierung eine zunehmende Hemmung der Thrombozytenaggregation zu

beobachten war (77).

2.4.2.2.5. Einfluss von Acetylsalicylsaure auf die Thrombozytenfunktion

Acetylsalicylsdure (ASS) fuhrt zu einer irreversiblen Hemmung der Cyclooxygenase-
1 (COX-1) und somit zu einer Hemmung der Produktion von Prostaglandinen und
dem die Thrombozytenaggregation induzierenden Thromboxan A2. Bei Hunden
bewirkt Acetylsalicylsdure eine Hemmung der durch Kollagen hervorgerufenen
Aggregation, wahrend die Aggregation durch ADP oder Thrombin nicht beeinflusst
wird. In einer Studie wurde bei Hunden eine Dosis von 6 mg/kg (+/-2) bendtigt, um
die Thrombozytenaggregation um 50% zu hemmen (78).

Dem widersprechen Ergebnisse von Grauer und Mitarbeitern, die mittels
Vollblutaggregometrie basierend auf der Impedanzmethode keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der mit Kollagen induzierten Thrombozyten-
Aggregation von mit Aspirin behandelten Beagles (2x taglich 3,5 mg/kg Uber 7 Tage)
und der Kontrollgruppe (ebenfalls Beagles) feststellen konnten (79).

Beim Menschen ist ein unterschiedliches individuelles Ansprechen auf Aspirin

bekannt, ebenso kann der Einfluss auf die Hemmung der Thrombozyten beim
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gleichen Individuum Uber die Zeit variieren (80): Eine sogenannte ,Aspirinresistenz”
wird in der Humanmedizin unterschiedlich definiert. Zum einen beinhaltet sie
Patienten, die unter Therapie mit Aspirin trotzdem thrombembolische Erkrankungen
entwickeln, zum anderen Patienten bei denen eine unzureichende Hemmung der
Thrombozytenaggregation erreicht wird (80). Fur dieses Phanomen scheint es
verschiedene Ursachen zu geben. In einer Studie von Zimmermann et al. (2003)
zeigte eine Behandlung mit Aspirin Gber 7-10 Tage keinen hemmenden Einfluss auf
die ex-vivo Aktivitiat von Thrombozyten. Nachgewiesen werden konnte jedoch eine
16-fache Erhohung der COX-2 Aktivitat in Thrombozyten, die auf einen erhdhten
Turn-over zurtckzufiihrenden war. Das Nichtansprechen ist somit vermutlich auf die
COX-2 mediierte Produktion von TXA2 zuruckzufuhren (81). Ebenso wurde in einer
humanmedizinischen Studie der Metabolit 11-dehydro-TXB2 untersucht. Hierbei
handelt es sich um einen stabilen Metaboliten des TXA2, der Uber den Urin
ausgeschieden wird. Bei Patienten unter langfristiger Behandlung mit Aspirin konnte
eine hohe Urinkonzentration dieses Stoffes nachgewiesen werden, so dass eine
inkomplette Hemmung der Thrombozyten oder eine Produktion von TXA2 aus
anderen Geweben als Thrombozyten angenommen wird (82).

Aspirin hemmt die Thrombozytenaggregation ausschliel3lich Gber die Hemmung von
Thromboxanen, allerdings koénnen auch erhdhte Scherkréfte in thrombotischen
GefalRen oder eine erhdhte Catecholaminkonzentration im Blut zu einer Thrombose
trotz Aspirinbehandlung fiihren, was z.B. bei Patienten mit Artheriosklerose
beobachtet wird (83).
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2.5. Thrombozytenfunktionsdiagnostik

Aufgrund des technischen Aufwandes ist die Thrombozytenfunktionsmessung kein
Standardverfahren in der tierarztlichen Praxis. Allerdings stehen in speziellen
Laboratorien unterschiedliche Gerate und Moglichkeiten zur Funktionsbestimmung
zur Verfugung.

In diesem Kapitel soll eine Ubersicht ber die mdglichen Verfahren zur

Thrombozytenfunktionsmessung gezeigt werden.

2.5.1. Schleimhautblutungszeit

Die Schleimhautblutungszeit ist ein klinischer Globaltest zur Testung der
Thrombozytenfunktion in vivo, der zwar zeitaufwandig, aber aufgrund weniger
notwendiger Hilfsmittel eine hohe Praxisrelevanz besitzt. Es kann eine Stérung der
Thrombozytenfunktion bei physiologischer Thrombozytenzahl erkannt werden,
wahrend fur Blutungsneigungen durch Thrombozytopenien die Zahlung der
Thrombozyten durch diverse Hamatologiesysteme oder auch eine direkte
Auszahlung auf einem Blutausstrich die besseren Verfahren sind.

Jergens und Mitarbeiter zeigten, dass die Bestimmung der Schleimhautblutungszeit
an der Lefzeninnenseite beim Hund standardisiert durchfuhrbar ist. Mit einer
Stichinzision wurde eine durchschnittliche Blutungszeit von 2.62 + 0.49 Minuten beim
gesunden Hund ermittelt (84). Da diese Untersuchung beim wachen Hund zu
deutlichen Abwehrbewegungen fluhren kann, wurde von Nolte et al. eine
standardisierte Methode beim Hund entwickelt, bei der die Blutungszeit an einer
Zehe der Vordergliedmal3e bestimmt wird. Zu diesem Zweck wird der Hund in
Seitenlage  verbracht, die Punktionsstelle rasiert  und mit  einer
durchblutungsférdernden Salbe vorbereitet. Mittels einer Blutdruckmanschette kann
wahrend der gesamten Untersuchungszeit ein standardisierter Druck von 70mmHg
stabil aufrechterhalten werden (85). Da die Schleimhautblutungszeit nur
interpretierbar ist, wenn sie unter Standardbedingungen bestimmt wird, ist dieses
Untersuchungsverfahren unter Praxisbedingungen relativ zeitaufwendig. Aus diesem

Grund wurden Geréate zur Untersuchung der primaren Hamostase wie der PFA-100
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entwickelt, die zwar teuerer, aber in ihrer Durchfihrung weniger arbeitsintensiv und

zeitaufwendig sind. Auf dieses Geréat wird spater noch genauer eingegangen.

2.5.2. Thrombozytenaggregationsmessung nach Breddin

Die Methode ist eine einfache Mdglichkeit, ohne groRen technischen Aufwand die
Thromboyztenfunktion zu testen, wobei allerdings nur eine gesteigerte
Thromboyztenfunktion mittels einer visuellen Beurteilung der Aggregationsneigung
unter dem Mikroskop festgestellt werden kann (86).

In ein silikoniertes Rundkérbchen wird plattchenreiches Plasma pipetiert und 10
Minuten in einem Wasserbad bei 37°C rotiert. Nach einer 1:10 — Verdinnung mit
isotoner Kochsalzlésung wird 1ml der so erhaltenen Lésung auf einen Objekttrager
aus silikoniertem Glas oder auch Kunststoff aufgebracht. Dieser wird 30 Minuten in
eine feuchte Kammer gelegt, bis die Thrombozyten sedimentiert sind. Die Plasma-
Kochsalz-Lésung wird abgegossen und das Praparat mit zitrathaltiger isotoner
Kochsalzlosung gespult. Nach Lufttrocknung und Fixation mit Alkohol wird der
Objekttrager nach May-Grinwald-Giemsa gefarbt. Danach kann eine Differenzierung
zwischen 5 Stufen der Aggregation vorgenommen werden. Die Stufen reichen von
einzeln gelagerten Plattchen (Stufe 1) bis zur Bildung grof3er Aggregate (Stufe 5), bei

denen einzelne Plattchen nicht mehr voneinander zu unterscheiden sind (87).

2.5.3. Thrombelastographie / Resonanzthrombelastographie

Die Thrombelastographie stellt einen Thrombozytenfunktionstest dar, mit dem
Vollblut ohne eine weitere Zugabe von Aggregationsinduktoren gemessen werden
kann. Nach Einfillen von Vollblut in das Gerat kommen die Faktoren Einfillzeit,
Reaktionszeit, Gerinnselbildungszeit, maximale Thrombusfestigkeit und maximale
Thrombuselastizitat zur Auswertung. Alternativ kann diese Messung auch mit
Citratblut unter Zugabe von Kalziumcitrat erfolgen (88).

Das Blut wird in eine Edelstahlklvette eingefillt, in die ein Edelstahlzylinder
eintaucht. Durch die zunehmende Bildung von Fibrin kommt es zur Vernetzung

zwischen dem Zylinder und der Kivettenwand, so dass die Kuvette beginnt, sich mit
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dem Zylinder mit zu drehen. Die Drehung des Zylinders wird Uber die Zeit als
spindelférmige Kurve aufgezeichnet (88).

Die Resonanzthrombelastographie stellt  eine  Weiterentwicklung der
Thrombelastographie dar. In der Resonanzthrombelastographie kénnen die Effekte
der Fibrinbildung und der Thrombozytenaktivitat voneinander unterschieden werden.
Diese erlaubt eine genauere Differenzierung und eignet sich daher als Screeningtest
fur Patienten mit h&morrhagischer Diathese (89). Zur Auswertung kommen die
Gerinnungs- oder Reaktionszeit, die Fibrinbildungszeit, die Amplitude des
Fibrinogenschenkels und die Amplitude des Thrombozytenschenkels (Abbildung 5).
Bei der Resonanzthrombelastographie fihrt ein abgesenktes Metallpendel eine
Oribitalschwingung in rekalzifiziertem Citratblut aus, deren Schwingungsradius
kontinuierlich in Form einer Kurve aufgezeichnet wird. Durch die Elastizitat des sich
bildenden Fibringerinnsels kommt es zu einer Erhéhung der Eigenfrequenz der
Pendelschwingungen in den Resonanzbereich der Erregungsfrequenz und somit zu
einer deutlichen Zunahme des Schwingungsradius (Anstieg der Kurve,
Fibrinschenkel, Abbildung 5 F). Die nachfolgende Abnahme des Schwingungsradius
(Abstieg der Kurve, Thrombozytenschenkel, Abbildung 5, P) erklart sich durch eine
erhohte Kontraktionsspannung durch die eingelagerten Thrombozyten.

Es lassen sich auch komplexe Hamostasestdrungen, wie zum Beispiel Hinweise auf
eine disseminierte intravasale Gerinnung erfassen (89). Milde Hamostasestorungen
konnen aber auch bei einem physiologischen Ergebnis nicht ausgeschlossen werden
(89).
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Abbildung 5: Resonanzthrombelastogramm

r: Reaktionszeit (Zeit bis zu dem Zeitpunkt, an dem sich die Kurve um 1mm von der
Basislinie entfernt hat)

f: Fibrinbildungszeit (Aufstiegszeit des Fibrinschenkels)

F: Amplitude des Fibrinschenkels

P: Amplitude des Thrombozytenschenkels

2.5.4. Thrombozytenaggregationsmessung nach Born

Die turbidimetrische Messung der Aggregation wurde das erste Mal 1962 von Born
beschrieben (90).. Es handelt sich um eine Messung der Anderung der optischen
Dichte in plattchenreichen Plasma nach Zugabe von Aggregationsinduktoren. Die
Gewinnung des plattchenreiche Plasmas erfolgt durch Zentrifugation aus Citratblut.
Eine Portion des Citratblutes oder des plattchenreichen Plasmas wird zur
Zentrifugation von plattchenarmen Plasma herangezogen, das als Kontrolle fur eine
100%ige Lichttransmission gilt. Nach Zugabe eines Aggregationsinduktors kommt es
zur Verklumpung der Thrombozyten in der Kivette. Durch die Entstehung der

Thrombozytenaggregate, die sich am Boden des GefalRes sammeln, klart sich das
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Plasma. Die Abnahme der Tribung wird mit einem Dekoder wahrgenommen und als

prozentuale Aggregation auf einem Monitor dargestellt (Abbildung 6).

Abbildung 6: Darstellung des Messprizipes der Aggregometrie nach Born

Abklrzung: PRP = plattchenreiches Plasma

Mit diesem Verfahren kann nicht nur die maximale Aggregation bestimmt werden,
sondern auch die Konformationsanderung (shape change, Abbildung 7) der
Thrombozyten sowie der zeitliche Verlauf der Aggregation (90).

In einem Artikel von Breddin werden einige Hinweise zur Standardisierung der
Methode gegeben (91). Den groften Einfluss auf die Wiederholbarkeit der
Ergebnisse hat die Behandlung der Probe vor der eigentlichen Messung als auch die
Auswahl des Aggregationsinduktors (91). So wird berichtet, dass die Verwendung
von Kollagen, bei unterschiedlichen Spezies zu verschiedenen Resultaten flhrt.
Weiterhin ist eine Einstellung der Thrombozyten auf eine Standard-Anzahl pro ml
Probe sowohl umstandlich, als auch unnétig und fuhrt zu einer zusatzlichen
Aktivierung der Thrombozyten (91).

Die Nachteile der Aggegometrie nach Born sind das grof3e Probenaufkommen zur
Herstellung des plattchenreichen Plasmas und die Kosten fiir die Anschaffung eines
speziellen Gerates, dem Aggregometer (Abbildung 8). Weiterhin wird diskutiert, ob
Thrombozyten in ihrem physiologischen Milieu (Vollblut) und in plattchenreichem
Plasma unterschiedlich reagieren (16). Ebenso besitzt diese Technik bei starken
Farbungen des Plasmas wie beispielsweise durch Hamolyse, lkterus und starke

Lipamie nur eine eingeschrankte Aussagekraft (16).
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Abbildung 7: Darstellung einer Aggregationskurve nach Born mit Verwendung von
plattchenreichem Plasma (PRP) und dem Aggregationsinduktor Kollagen in einer

Konzentration von 10ug/ml

Abbildung 8: Aggregometer APACT 4™ der Firma Labor, Ahrensburg
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2.5.5. Impedanzmethode

Die von Cardinal und Flower beschriebene Methode beruht auf einer Anderung der
elektrischen Impedanz, die durch die Anlagerung von Thrombozyten an einer
Elektrode hervorgerufen wird (92). Die Impedanzmessung kann sowohl mit Vollblut,
als auch mit plattchenreichem Plasma erfolgen.

Im plattchenreichen Plasma liefert diese Methode mit den gangigen
Aggregationsinduktoren ahnliche Ergebnisse wie die turbidimetrische Bestimmung
nach Born (92).

Der Vorteil dieser Methode ist, dass durch die Verwendung von Vollblut nur ein
geringes Probenvolumen bendtigt wird und keine Aktivierung der Thrombozyten
durch die Zentrifugation erfolgt und die Messung bleibt unbeeinflusst durch
Veranderungen des Plasmas, wie z.B. Lipamie (93). Die Methode erfasst allerdings
nicht die Konformationsédnderung (shape change) der Thrombozyten und die
Messdauer ist relativ lang (bis 15 Minuten), was als Nachteil dieser Methode
angesehen werden kann (92). Weiterhin kann eine geringe Aktivierung der
Thrombozyten, welche nicht in einer irreversiblen Aggregation resultiert nicht
detektiert werden, so dass die Interpretation von pathologischen Veranderungen
schwierig bleibt und die niedrige Sensitivitat dieser Methode in der Humanmedizin zu

einem Wechsel auf andere Messmethoden gefiihrt hat (93).
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2.5.6. Das Plattchenfunktionsanalysegeréat PFA - 100™

Der PFA-100™ wurde zur in vitro Untersuchung der primaren Hamostase als Ersatz
fur die zeitaufwendige Bestimmung der Schleimhautblutungszeit entwickelt und
sowohl fir den Menschen (94) als auch fur den Hund evaluiert (68).

Bei dem PFA-100™ findet eine Messmethode Verwendung, welche ein defektes
Blutgefal imitieren und so die Bestimmung der in vivo Blutungszeit simulieren soll.
Durch eine biologisch aktive Membran wird Blut angesaugt. Fir die Beschichtung der
Membran kénnen zwei verschiedene Kartuschen gewéhlt werden, die entweder mit
den Aggregationsinduktoren Kollagen/ADP oder Kollagen/Epinephrin beschichtet
sind (68). Die Stimulation der Thrombozyten durch die biologisch aktiven Stoffe
bewirkt eine Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten auf der
Kollagenoberflache. Durch die daraus resultierende Anlagerung der Thrombozyten
auf die Membran kommt es zu einer zunehmenden Verengung und schliel3lich einem
vollstdndigem Verschluss der Membrandffnung. Der Test gilt dann als beendet und
das Ergebnis wird als Verschlusszeit in Sekunden angegeben.

Der PFA-100™ wurde bei Hunden mit verschiedenen Erkrankungen zur Bestimmung
der in vitro Blutungszeit eingesetzt. Weiterhin wurde im Rahmen dieser Studie der
Effekt einer Vorbehandlung gesunder Hunde mit Acetylsalicylsaure (ASS)
untersucht. So konnte nach einer intravendsen Gabe von 20mg/kg ASS eine
1,3fache Verlangerung der mittels Kollagen und ADP-Kartuschen gemessenen
Verschlusszeiten festgestellt werden (68). Es handelt sich hier um ein
standardisiertes Verfahren, das einfach durchzufuihren ist. Allerdings ist wird die
Verschlusszeit vom Hamatokritwert beeinflusst, da bei Werten <0,25l/l eine
signifikante Verlangerung der Verschlusszeit eintritt (68). Ein gewisser Nachteil ist
weiterhin, dass die Art und Konzentration des Aggregationsinduktors im Gegensatz
zur  Aggregometrie nicht frei wahlbar ist. Der zeitliche Ablauf der
Thrombozytenaggregation lasst sich mit dem PFA-100™ ebenfalls nicht
nachvollziehen, da am Ende der Untersuchung nur die Verschlusszeit angegeben

wird.



Literatur 32

2.5.7. Aggregationsberechnung nach der Bestimmung der Thrombozyten im
Vollblut

Die Bestimmung der Thrombozytenfunktion mit den zuvor genannten Methoden ist
arbeitsintensiv, technisch schwierig und/oder nur nach Anschaffung von speziellen
Geraten notwendig. Aus diesem Grund ist das Erkennen von Thrombozytopathien in
der Praxis schwierig, zumal die Proben nicht in ein externes Labor versendet werden
konnen. Diese Problematik war der Ausloser fur die Entwicklung einer neuen
Methode der Vollblutaggregometrie mit dem Hamatologiegerat H*1™ (Firma Bayer),
dem Vorlaufermodell des ADVIA 120™ (95). Im Rahmen dieser Studie wurde die
Thrombozytenaggregation bei Patienten mit Myokardinfarkten unter Therapie mit
Urokinase, Acetylsalicylsdure, Nitroglycerin und Heparin im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe getestet. Die Bestimmung der Aggregation beruhte auf einer
Vollblutaggregation mit dem Hamatologiesystem H*1™ unter Verwendung des
Induktors ADP im Vergleich zu der Methode nach Born. Die Vollblutaggregometrie
basierte auf der Messung der Thrombozytenzahl aus Citratvollblut zum Zeitpunkt Null
[t(0)] und acht Minuten [t(8)] nach Zugabe des Aggregationsinduktors am H*1™. Die
Aggregation errechnete sich dann aus dem prozentualen Absinken der
Thrombozytenzahl nach folgender Formel:

Thrombozyten t(Omin) — Thrombozyten t(8 min)
- x 100 = Prozent der Aggregation

Thrombozyten (0 min)

Bei den Patienten mit Myokardinfarkt ergab sich eine gute Korrelation zwischen der
Vollblutaggregometrie und der Methode nach Born (r=0,855) wahrend bei den
gesunden Probanden eine maRige Korrelation zwischen den beiden Verfahren
(r=0,612) ermittelt wurde (95).

Der Nachteil dieser neuen Methode der Vollblutaggregometrie ist, dass der Verlauf

der Aggregation inklusive des Shape Changes nicht darstellbar ist, da lediglich die
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prozentuale Aggregation am Endpunkt der Messung bestimmt wird. Die Vorteile
dieser Methode liegen in ihrer sehr einfachen Durchfiihrung, die in jedem Labor und
vielen Praxen erfolgen kann, da prinzipiell jedes Hamatologiesystem einsetzbar ist.
Ebenso entfallt die aufwendige Herstellung von plattchenreichem Plasma. Durch die
Verwendung von Vollblut wird auch die durch Zentrifugation und Pipetieren

hervorgerufene Aktivierung der Thrombozyten verhindert.

2.5.7.1. Bestimmung der Thrombozytenzahl durch die Hamatologiesysteme
ADVIA 120™ und VetABC™

ADVIA 120™

Das Hamatologiesystem ADVIA 120™ (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH)
arbeitet nach dem Prinzip der Laser gestitzten Durchflusszytometrie mit den zwei
optischen MessgrofRen Absorption und Streulicht. Es wird ein Laser als Lichtquelle
eingesetzt und das von den zu messenden Zellen gestreute Licht mittels
Photodetektoren in elektrische Signale umgewandelt (96). Die Darstellung der
Messergebnisse erfolgt mittels zweidimensionaler Punktwolken (dot-plots) in

sogenannten Zytogrammen.

Abbildung 9: Hamatologiesystem ADVIA 120™ der Firma Siemens Healthcare
Diagnostics GmbH
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Abbildung 10: Erythrozyten-Scattergramm des

ADVIA 120™

Auf der x — Achse wird der Hamoglobingehalt aufgetragen,
auf der y — Achse die Grol3e der Zellen

1. normochrome, normozytére Erythrozyten

: normochrome, makrozytare Erythrozyten

: hypochrome, normozytére Erythrozyten

: normochrome, mikrozytare Erythrozyten

a b~ W N

: hyperchrom, normozytare Erythrozyten

Abbildung 11: Perox-Scattergramm des

ADVIA 120™

Auf der x — Achse wird der Peroxidasegehalt aufgetragen,
auf der y — Achse die Grol3e der Zellen

1. Detritus (Rauschen)

2: Lymphozyten

3: grol3e peroxidasenegative Zellen (LUC)

4: Monozyten

5: Neutrophile Granulozyten

Abbildung 12: PLT (Thromobzyten) -Scattergramm
des ADVIA 120™

Auf der x — Achse wird die Granularitat der
Thrombozyten aufgetragen und auf der y — Achse die
Grole
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VetABC™

Das Hamatologiesystem VetABC™ arbeitet nach der Impedanzmethode die auch als
Coulter-Prinzip bezeichnet wird. Hier wird mit einer gut leitenden Elektrolytlésung
verdinntes Blut durch eine winzige Messoffnung gesaugt, an die eine
Gleichspannung angelegt ist. Der Durchtritt der Zellen bewirkt eine kurzfristige
Widerstandsanderung, die als Signal gemessen wird. Diese Anderung ist
proportional zum Zellkernvolumen, muss allerdings fur jede Zellen und fur jede
Tierart einen Schwellenwert tberschreiten, um detektiert werden zu kdénnen (97). Die

Anzahl der einzelnen Impulse ergibt die Zahl der gezahlten Partikel.

Abbildung 13: Hamatologiesystem VetABC™ der Firma Scil animal health care,

Viernheim
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2.6. Thrombozytenparameter des ADVIA 120™

Die Besonderheit des Hamatologiesystems ADVIA 120™ st seine 2D
Thrombozytenmessmethode, mit der es sich deutlich vom Vorgéngermodell H*1™
unterscheidet (98). Beim H*1™ basierte die Thrombozytenmessung lediglich auf den
Signalen des Niedrigwinkelstreulichts, das eine Aussage uber das Zellvolumen
ermoglicht, wogegen beim ADVIA 120™ eine Kombination aus Kleinwinkelstreulicht
(2-3°) und GrofRRwinkelstreulicht (5-15°) erfolgt, so dass zusatzlich zu dem
Thrombozytenvolumen eine Messung der in den Thrombozyten vorhanden Granula
und somit ihres Aktivierungsgrades maoglich ist (98) Daraus ergeben sich einige
neue, geratespezifische Parameter, deren Referenzbereiche im Rahmen einer
Studie von Moritz und Mitarbeitern fur die Spezies Hund evaluiert wurde (99).

In mehreren human- und tiermedizinischen Studien konnte belegt werden, dass der
mittlere interne Thrombozytenbestandteil (MPC) einen sehr geeigneten Parameter
zur Messung der Granularitat und somit des Aktivierungsgrades von Thrombozyten
darstellt. Es konnte mittels Vergleichsuntersuchung eine gute Korrelation zwischen
dem auf eine Degranulation infolge Aktivierung hindeutenden Absinken des MPCs
und der mit Thrombozytenaktivierung assoziierten vermehrten Expression von P-
Selektin auf den Thrombozyten nachgewiesen werden (100) (101) (102). Boos und
Mitarbeiter konnten ebenfalls zeigen, dass bei der Aktivierung der Thromboyzten
durch hypertensive Phasen eine signifikanten Veréanderung der
Thrombozytenparameter mittlere Konzentration innerer Thrombozytenbestandteile
(MPC), Mittleres Thrombozytenvolumen (MPV) und Verteilungsbreite der inneren
Thrombozytenbestandteile (PCDW) im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe

zu verzeichnen war (103).
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2.7. Aggregationsinduktoren

Endogene Aggregationinduktoren werden nach Aktivierung des Thrombozyten
ausgeschuttet und fuhren ihrerseits zu einer Anziehung und Anheftung von weiteren
Thrombozyten an einen bestehenden Thrombus. Bei einigen S&augetierspezies
wurden mdogliche Agonisten weitgehend erforscht und zeigen - mit Ausnahme von
Kollagen und Thrombin, welche eine schnelle und irreversible Aggregation
hervorrufen - eine speziesspezifische breite Varianz in ihrer Wirkung auf
Thrombozyten (23). Der Einfluss der Agonisten ist abhangig von verschiedenen
Faktoren, wie der Auspragung des Kanalsystems im Thrombozyten, Art und Anzahl
der entsprechenden Rezeptoren und die Fahigkeit, Thromboxan A2 zu
synthetisieren. So kénnen Spezies mit einem ausgepragten Kanalsystem (open
canalicular system) selbst auf niedrige Dosen von ADP durch eine Extravasation mit
einer Ausschittung von reaktiven Faktoren aus den Dichten Granula (dense bodies)
reagieren und so eine gesteigerte Reaktivitat der Thrombozyten zeigen, wahrend
Spezies mit einem weniger ausgepragten Kanalsystem, wie zum Beispiel das Rind,
bei niedrigen ADP-Dosen eine reversible Aggregation zeigen, die erst bei hohen
Dosen irreversibel wird. Auch zeigen kernhaltige Thrombozyten von Vogeln und
Reptilien keine Reaktion auf ADP (23). Nach der Zugabe von Serotonin und
Epinephrin weisen Saugerthrombozyten keine - oder nur eine geringe - Aggregation
auf. Serotonin induziert nur einen shape change bei Ratten, Meerschweinen und
Hund. Bei Menschen, Kaninchen, Katzen, Schweinen, Schafen, Kiihen und Pferden
fuhrt es zu einer schwachen Aggregation (104). Auf Epinephrin sprechen nur
menschliche, feline und canine Thrombozyten an (23). Arachidonsaure und
Thromboxan sind starke Agonisten bei Mensch, Meerschweinchen und Kaninchen,
dagegen reagieren Thrombozyten von Pferden nur schwach und die von Rindern
und Ratten gar nicht. Arachidonséaure kann ferner bei Hunden rasseabhangig ein
starker Aggregationsinduktor sein (23).

Es muss jedoch festgehalten werden, dass eine Aktivierung von Thrombozyten in
vitro die Reaktion in vivo nicht vollstandig imitieren kann, da diese sich auch nach
geringer Stimulation durch die Ausschittung endogener Agonisten aktivieren kénnen
und somit aggregieren (23).

Die Aggregation von caninen Thrombozyten wurde in verschiedenen Studien sowohl

mit einem Vollblutaggregometer als auch mit der Methode nach Born untersucht.
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Hierbei stellten sich in der Aggregometrie nach Born die Aggegations-Induktoren
Kollagen, ADP und Thrombin als geeignet heraus (45). Mit den Konzentrationen von
25mmol/l ADP, 10ug/ml Kollagen und 1 IU/ml Thrombin lieRen sich bei gesunden
Hunden Aggregationen von uber 80% erzielen. Ristocetin und Epinephrin zeigten in
den eingesetzten Konzentrationen keine ausreichende Aggregation (105). In der
Vollblutaggregometrie mittels Vollblutaggregometer fihrten Kollagen in einer
Konzentration 1pg/ml und ADP mit 10umol zu den konstantesten Aggregationen bei
verschiedenen Spezies (106). Bei hohen Konzentrationen eines
Aggregationsinduktors kann eine milde Thrombozytenfunktionsstérung kaschiert
werden, daher ist es in einigen Fallen notwendig eine geringere

Induktorkonzentration zu wéhlen (16).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Studienaufbau

Auswahl und Konzentration des Aggregationsinduktors

In  Voruntersuchungen wurden verschiedene Aggregationsinduktoren in der
Aggregometrie nach Born in unterschiedlichen Konzentrationen miteinander
verglichen. Es stellte sich — wie in der Literatur beschrieben — heraus, dass Kollagen,
ADP und Thrombin die stabilsten Ergebnisse zeigten. Aufgrund der mdglichen
reversiblen Aggregatbildung durch ADP und der Nichteignung von Thrombin zur
Vollblutaggregometrie (Gerinnselbildung) wurde Kollagen in der Konzentration von
10pg/ml in beiden Methoden eingesetzt.

Als zweites wurde der Einfluss der Konzentration auf die Aggregation der
Thrombozyten getestet, da in der Literatur die ideale Konzentration von 1ug/ml fur
die Vollblutaggregation (106) und von 10ug/ml fur die Aggregometrie nach Born (16)
angegeben wird, beide Methoden in dieser Studie jedoch die gleiche Konzentration
an Aggregationsinduktor enthalten sollten. Daher wurden die Konzentrationen
0,5ug/ml, 1pg/ml, 5Spug/ml und 10upg/ml in der Vollblutaggregation getestet. Die
Messung der Aggregation erfolgte am ADVIA 120™ in je 1ml Citratblut. Die
prozentuale Aggregation wurde aus dem Abfall der Thrombozyten errechnet.

Gemessen wurde vor der Zugabe des Kollagens und nach acht Minuten.

Fir die weiteren Untersuchungen wurden die Probanden in 3 Gruppen unterteilt

Gruppe 1
Zuerst wurden 31 klinisch gesunde Hunde untersucht, um die Referenzbereiche flr
die einzelnen eingesetzten Gerate zu etablieren und die Anderung der

Thrombozytenparameter durch die Aktivierung zu untersuchen.

Gruppe 2

Bei Proben von sechs Hunden wurde durch Zugabe von plattchenreichem Plasma
eine Anadmie simuliert (Hamatokritwert zwischen 0,15 und 0,20 I/l), um deren Einfluss
auf die Untersuchungsmethode bei physiologischer Thrombozytenfunktion zu

untersuchen.
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Gruppe 3

Hier wurde der Einfluss von Heparin auf die Proben von sechs Hunden gepriift.
Zuerst erfolgte der Vergleich der Aggregation unter Zugabe von drei
unterschiedlichen Heparinkonzentrationen zu einer unbehandelten Kontrolle. Als
zweites fand ein Vergleich zwischen den einzelnen Konzentrationen und dem

Einfluss einer Einwirkzeit des Antikoagulanz von 60 Minuten statt.

Gruppe 4

Analog zu den Untersuchungen mit Heparin fanden die Analysen mit
Acetylsalicylsdure statt. Ausgewertet wurden ebenfalls Blutproben von sechs
Hunden. Die Zugabe beider Antikoagulanzen erfolgte dabei in vitro.

In allen Gruppen wurde bei allen Untersuchungszeitpunkten ein Blutausstrich zur
Beurteilung etwaiger Veranderungen und zur Verifizierung der durch die Messung
erhaltenen Ergebnisse angefertigt. Ausgewertet wurden die Proben der Gruppe 1

(gesunde Hunde) zum Zeitpunkt 8 Minuten nach Aggregation (,Probe 8).

3.2. Gerate, Reagenzien, Materialien und Medikamente

e ADVIA 120™, Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Erlangen,
Deutschland

e Vet ABC™, Fa. Scil animal care company, Viernheim, Deutschland

e APACT 4™ inklusive Software (Aggregations-Programm fiir MS — Windows®
Version 1.0, 1998), LabiTec Labor BioMedical Technologie GmbH ,
Ahrensburg, Deutschland

¢ Resonanzthrombelastogramm RTG 801™, Fresenius Medizintechnik, Bad
Homburg, Deutschland

e Amelung Coagulometer KC4A™, Fa. ABW Medizin und Technik GmbH,
Lemgo, Deutschland

e Cobas mira S™, Hoffmann — LaRoche Ltd, Basel, Schweiz

e Cobas mira plus™, Hoffmann — LaRoche Ltd, Basel, Schweiz

e Pentra 400™ Abx-Horiba Europe GmbH, Neuhausen, Deutschland

e Hettich Rotana P™, Hettich GmbH und CoKG, Tuttlingen, Deutschland
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Heraeus Sepatech Biofuge 15™, Hettich GmbH und CoKG, Tuttlingen,
Deutschland

e Hettich Mikro 20™, Hettich GmbH und CoKG, Tuttlingen, Deutschland

e Statistiksoftware: Graph pad prism 4.0, Graph pad Software Inc., San Diego,
USA

e EDTA (1,3ml K3E), Fa. Sarstedt, Numbrecht, Deutschland, Nr.: 41.1504.005

e Heparin (1,3ml LH), Fa. Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland, Nr.: 41.1503.005

e Citrat (1,3ml 9NC), Fa. Sarstedt, Numbrecht, Deutschland, Nr.: 41.1506.005

e Blutsenkungsmonovette (BSG 2ml) ), Fa. Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland,
Nr.: 47.410

e Micro Tubes, Fa. Sarstedt, Numbrecht, Deutschland, Nr.: 72.690

e 5ml Polystyrene Round Bottom tubes, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland, Nr.: 352054

e 12ml Natrium : Citrat 0,1 M, Mischverhaltnis 1:10, Kabe, Nimbrecht —
Eisenroth, Deutschland, Nr.: 71002

¢ Kollagen aus der Pferdesehne 100ug / ml, mélab Hilden, Deutschland, Lot-Nr:
118022D

e Feather Blood Lancet, Produkte fur Medizin AG, Kdéln, Nr: 02.030.00.000

e Microlance 3, 18G, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland, Nr.:
304622

e Aspisol®, Fa. Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

e Heparin — Natrium 25.000®, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

3.3. Probanden

Im ersten Teil der Studie wurden insgesamt 45 gesunde Hunde untersucht, von
denen 31 in die Studie eingingen. Die Probanden wurden als Blutspender oder zum
Gesundheitscheck an der Klinik fir Kleintiere, Innere Medizin, der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en vorgestellt.

Eingeschlossen wurden klinisch unauffallige Probanden, deren labordiagnostische
Parameter (Hamatologie, Kklinische Chemie und Gerinnung) innerhalb der

laborspezifischen Referenzbereiche lagen. Im Falle eines Auslandsaufenthaltes
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wurden die Tiere auf die Erkrankungen Babesiose, Ehrlichiose, Leishmaniose und
Dirofilariose getestet und nur bei negativem Ergebnis in die Studie aufgenommen.

Im zweiten Teil der Studie erfolgte eine Untersuchung des in vitro Einflusses von
Heparin und Acetylsalicylsaure auf die Thrombozytenaggregation an Proben von
Patienten der vorangegangenen Untersuchung, die einen unauffalligen
Aggregationswert zeigten.

3.4. Durchfiihrung der Untersuchungen

Die Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung mindestens 12 Stunden
ndchtern, um Messungenauigkeiten durch lipamisches Plasma zu vermeiden.

RoutinemaRig erfolgte die Erhebung der Anamnese, eine klinische Untersuchung bei
der auch die Schleimhautblutungszeit bestimmt wurde und eine hamatologische und

blutchemische Untersuchung, sowie die Bestimmung der Gerinnungszeiten.

3.4.1. Bestimmung der Blutungszeit

Die Bestimmung der Schleimhautblutungszeit erfolgte an der Lefzeninnenseite mit
einer Blutungslanzette. Es wurden zwei definierte Stichinzissionen gesetzt und das
austretende Blut vorsichtig mittels Mulltupfer aufgesaugt, ohne die Einstichstelle
direkt zu berthren. Der Endzeitpunkt der Messung war beim vollstadndigen Stillstand

der Blutung erreicht.

3.4.2. Blutprobenentnahme und Aufbewahrung

Die Blutentnahme erfolgte bei allen Patienten aus der Vena jugularis.

Zur Entnahme wurde eine 18G Kanile verwendet. Um eine Aktivierung der
Thrombozyten durch die Freisetzung von Gewebsthromboplastin im Zusammenhang
mit der Gefasspunktion zu vermeiden, wurden die ersten 2ml Blut verworfen.

Danach wurden 20ml Citratblut fir die Herstellung von plattchenreichem Plasma fir
die Untersuchungen mit der Methode nach Born und eine 5ml Spritze zur Beflllung

von drei Rohrchen fur die Vollblutaggregometrie, die mit jeweils 100 pl Citrat 3,13%
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prapariert waren, entnommen. Jedes dieser R6hrchen wurde mit 1ml Vollblut befullt.
Weitere 10ml Blut wurden zur Beflllung der Heparin-, EDTA- und Serumréhrchen far
die routinemafigen Laborbestimmungen entnommen.

Die Entnahme und Beflillung der Rohrchen erfolgte immer in der gleichen
Reihenfolge. Alle Untersuchungen wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Die Proben fur die Aggregometrie und die Vollblutaggregation wurden 30min
aufbewahrt, bevor weitere Untersuchungen erfolgten. In der Literatur finden sich
Angaben, nach denen Thrombozyten unter Umstanden an einem ,platelet shock"
leiden und in den ersten 30 Minuten nach der Blutentnahme eine schlechte oder
keine Reaktivitat auf Aggregationsinduktoren zeigten. Diese Hyporeaktivitat kann mit
einer Wartezeit von 30 Minuten nach Blutentnahme vermieden werden (107).

3.4.3. Hamatologische und klinisch chemische Blutuntersuchungen

Bei allen Patienten wurden zum Ausschluss zugrunde liegender Organerkrankungen
folgende Laborparameter bestimmt:

Die hamatologische Untersuchung beinhaltete die Bestimmung von Hamatokrit,
Anzahl der Thrombozyten, Leukozytenzahl und Differenzialblutbild.

In den blutchemischen Untersuchungen wurden die Nierenparameter (Harnstoff,
Kreatinin), Elektrolyte (Natrium [Na], Kalium [K], Chlorid [CI], Phosphat [P]),
Leberwerte (Alkalische Phosphatase [AP], Alaninaminotransferase [ALT],
Aspartataminotransferase [AST], Glutamatdehydrogenase [GLDH],
y-Glutamyltransferase [y-GT] Cholesterin, Trigylceride, Bilirubin, Glukose,
Gallensauren basal), Serumproteine (Albumin, Globulin), Pankreasparameter (a-
Amylase, Lipase) und die Entzindungsparameter  (Fibrinogen  und
Blutsenkungsgeschwindigkeit) untersucht.

In die Gerinnungsdiagnostik gingen die Parameter Prothrombinzeit (PT), aktivierte
partielle  Thromboplastinzeit (aPTT), die Thrombinzeit (TZ) und ein
Resonanzthrombelastogramm (RTG) ein.
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3.4.3.1. Untersuchung der Thrombozytenaggregation an gesunden Probanden

(Gruppe 1)

3.4.3.1.1. Bestimmung der Thrombozytenfunktion mittels Aggregometer

Die Bestimmung der Aggregation am APACT 4™ erfolgte mit plattchenreichem
Plasma (PRP). Zur Herstellung des Plasmas wurde das Citratblut in einer Zentrifuge
mit 190g fir 20 Minuten ohne Bremse zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
abpipetiert und am ADVIA 120™ gemessen, um die Anzahl der Thrombozyten im
Plasma zu bestimmen.

Etwa 2ml des Citratblutes wurden zentrifugiert, um plattchenarmes Plasma zur
Bestimmung des Nullwertes am Aggregometer zu erhalten. Nach Festlegung des
Ausgangspunktes mit 250ul plattchenarmen Plasma erfolgte die Messung von 225l
PRP mit Zugabe von 25pl Kollagen. Die Datenaufzeichnung fand auf einem
Computer mit Hilfe der mitgelieferten Software (Aggregations-Programm fir MS —
Windows® Version 1.0, 1998) statt. Der Endzeitpunkt der Messung lag bei acht
Minuten.

Bei einer fehlenden Aggregation oder unglaubwirdigen Aggregationswerten wurde

die Messung mit der identischen Probe wiederholt.

3.4.3.1.2. Bestimmung der Thrombozytenaggregation nach Ermittlung der

Thrombozytenzahl durch beide Hamatologiesysteme

Die Messungen wurden analog zu den Messzeitpunkten der Aggregometrie zu den
Zeitpunkten 0 und 8 Minuten durchgefiihrt. Die Beflllung der Probenrdéhrchen ist in
der Abbildung 14 dargestellt. Die Bestimmung der Ausgangsthrombozytenzahl fand
zum Zeitpunkt O in der Citratprobe statt. Zum Zeitpunkt 8 Minuten erfolgte eine
Messung aller drei Proben. Die Rohrchen wurden einmal in der Minute vorsichtig
geschwenkt. Die Menge des Aggregationsinduktors Kollagen betrug bei allen

Messungen 10ug/ml.
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Abbildung 14: Darstellung der Beflllung der einzelnen ProbengefalRe

3.4.3.1.3. Auswertung der Thrombozytenparameter des ADVIA 120™

Neben der prozentualen Aggregation wurden die Thrombozytenparameter des
ADVIA 120™ vor und nach Aktivierung und Aggregation verglichen. Ziel war die
Aktivierung durch Kollagen anhand der aufgeflhrten Parameter nachzuweisen.
Zusatzlich wurde das Thrombozyten Scattergramm (PLT Scatter) und das
Leukozyten Scattergramm des ADVIA 120™ auf mdgliche Veranderungen nach der

Aktivierung der Thrombozyten untersucht.
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In die Auswertung gingen folgende Parameter ein:

Tabelle 1: Ubersicht tber wichtige Thrombozytenparameter des ADVIA 120™

inklusive deren englischer und deutscher Bezeichnung

Englische Bezeichnung incl. Deutsche Bezeichnung
Abklrzung

Mean platelet volume Mittleres Thrombozytenvolumen
(MPV)

Platelet distribution wdith Thrombozytenverteilungsbreite
(PDW)

Mean platelet component concentration | Mittlere Konzentration innerer
(MPC) Thrombozytenbestandteile
Platelet component distribution width Verteilungsbreite der mittleren
(PCDW) Konzentration innerer

Thrombozytenbestandteile

Large platelets Grofl3e Thrombozyten
(large PLT)

Clumps Thrombozytenaggregate
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3.4.3.2. In vitro-Veranderungen

3.4.3.2.1. In vitro-Veranderung Anamie (Gruppe 2)

Um die Situation einer Anamie zu simulieren, wurde 50ml Citratblut wie oben
beschrieben aus der Jugularvene entnommen und 10ml des Citratblutes fir die
Thrombozytenfunktionsmessung am  Aggregometer  herangezogen.  Nach
Zentrifugation von 30ml Blut konnte plattchenreiches Plasma (PRP) zur Verdinnung
des Blutes abpipetiert werden. Der Hamatokritwert wurde auf 0,15 — 0,19 /I
eingestellt. Die Thrombozytenzahl lag bei tiber 150 Zellen x 10° / Liter.

Die Messungen wurden wie oben beschrieben mit unverdiinntem Blut und mit der

kunstlich hergestellten Andmie durchgefihrt.

3.4.3.2.2. In vitro-Veranderung durch Heparin (Gruppe 3)

Die Heparinisierung des entnommenen Citratblutes erfolgte mit 0,2 1U/ml, 1,0 1U/ml,
10,0 1U/ml unfraktioniertem Heparin.
Die Messungen von nicht heparinisiertem und heparinisiertem Blut wurden zum

Zeitpunkt Null und nach 60 Minuten Einwirkzeit durchgefuhrt.

3.4.3.2.3. In vitro-Veranderung Acetylsalicylsaure (Gruppe 4)

Die Acetylsalicylsaure wurde als Injektionslésung zum Citratblut in den
Konzentrationen 5ul/ml (entspricht 0,5mg/ml), 10ul/ml (entspricht 1mg/ml), 20ul/ml
(entspricht 2mg/ml) Acetylsalicylsdure zugegeben.

Die Messungen erfolgten direkt nach Zugabe der Acetylsalicylsaure nach 60 Minuten

Einwirkzeit.
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3.4.4. Statistische Untersuchungen

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Graph pad prism 4.0°, Graph
pad Software Inc., San Diego, USA. Zur Anwendung kamen der Kolmogorow —
Smirnov — Test zur Testung auf Normalverteilung, der students t-test, eine
einfaktorielle Varianzanalyse (one way — ANOVA) und zweifaktorielle Varianzanalyse
(two way — ANOVA) und bei statistischer Signifikanz ein Bonferroni’s Multiple
Comparison Test. Bei nicht normalverteilten Daten wurde der Dunn’s Multiple
Comparison Test als post — Test verwendet. Die Darstellung der Daten erfolgte
mittels linearer Regression, Bland-Altman- Diagrammen, Dot - und Box and Whisker
—Plots.

Normalverteilte Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung und die nicht
normalverteilten Resultate als Median und range angegeben. Die Ergebnisse galten
ab einem p-Wert <0,05 als statistisch signifikant. Die Referenzbereiche fur die
einzelnen Gerate berechneten sich aus dem Mittelwert abziglich bzw. zuziglich der

1,96fachen Standardabweichung.
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4. ERGEBNISSE

Von 45 untersuchen Hunden wurden 4 Hunde aufgrund eines Herzgerausches und
ein Hund wegen einer bestehenden Hypothyreose aus der Studie ausgeschlossen.
Bei drei Hunden konnte keine ausreichende Thrombozytenzahl im PRP erreicht
werden und zwei Hunde zeigten eine fehlerhafte Aggregation trotz einer normalen
Anzahl von Thrombozyten im platichenreichen Plasma. Diese Tiere schieden
ebenfalls aus der Studie aus. Ein Hund konnte aufgrund einer geronnenen
Citratprobe in der Vollblutaggregation nicht in die Auswertung aufgenommen werden.
Bei drei von 45 Hunden (6,7%) erfolgte die Messung zunachst mit einer anderen
Charge des Kollagens (Lot Nummer 10444335), jedoch konnten damit keine
glaubwirdigen Aggregationen ermittelt werden. Allerdings zeigte sich eine
physiologische Aggregationen nach dem Wechsel auf die zuvor verwendete Charge
(Lot Nummer 118022D), die daraufhin im Rahmen der gesamten Studie verwendet
wurde.

Schlussendlich wurden von den 45 untersuchten Hunden 31 Hunde in die Statistik
aufgenommen (68,9%).

Weiterhin waren in der Methode nach Born bei funf von 31 Hunden (16,1%)
Wiederholungsmessungen notwendig, da in der ersten Messung keine oder nur einer
geringe Aggregation erreicht wurde. Nach erneuter Messung der gleichen Probe mit
der gleichen Charge des Kollagens war eine physiologische Aggregationskurve
nachweisbar.

Die routinemafig durchgefuhrten Blutuntersuchungen (Hamatologie, Blutchemie und
Gerinnung) wiesen geringgradige Veranderungen auf, die auf physiologische
Schwankungen zurickzufihren waren. Einige Probanden zeigten leicht erhdhte
Aktivitaten der a-Amylase und Lipase im Blutplasma, hatten aber keinerlei klinischen
Zeichen wie Durchfall, Erbrechen, verminderte Futteraufnahme oder Stérung des

Allgemeinbefindens, die hinweisend auf eine Pankreatitis waren.
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4.1. Ergebnisse bei unveranderten Blutproben (Gruppe 1)

4.1.1 Probanden

Von den 15 méannlichen Hunden waren 7 und von den 16 weiblichen 5 kastriert. Das
mediane Alter lag bei 4 Jahren ( 1 — 13 Jahre). In der Rasseverteilung war der
Beagle mit 12 Tieren am héaufigsten vertreten, gefolgt von den Mischlingen mit 8
Tieren. Weiterhin gingen Proben von drei deutschen Schéaferhunden, zwei Golden
Retrievern, zwei Rauhaardackeln, zwei Border - Collies und jeweils einem Terrier

und einem Weimaraner in die Untersuchung ein.

4.1.2. Schleimhautblutungszeit

Die Schleimhautblutungszeit konnte bei 29 der 31 in die Studie aufgenommenen
Hunden bestimmt werden. Bei zwei Probanden war die Blutungszeit an der
Lefzeninnenseite aufgrund mangelnder Kooperation der Hunde nicht untersuchbar.
Der Mittelwert lag bei 56,4 + 15,7 Sekunden.
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4.1.3. Vergleich der prozentualen Aggregation bei unterschiedlichen

Kollagenkonzentrationen

In  der nachfolgenden Abbildung und Tabelle wird der Einfluss der

Kollagenkonzentration auf die prozentuale Aggregation dargestellt.
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Bonferroni's Multiple Comparison Test P - Wert
0,5pg/ml vs 1pg/ml P < 0.05*
0,5pg/ml vs 5pg/ml P < 0.01*
0,5pg/ml vs 10pg/ml P < 0.01*
1pg/ml vs Spg/mi P > 0.05
1lpg/ml vs 10pg/ml P > 0.05
5ug/ml vs 10pg/ml P > 0.05

Abbildung 15: Vergleich der mittels ADVIA 120™ bestimmten prozentualen
Aggregation bei unterschiedlichen Kollagenkonzentrationen inklusive Bonferroni’s
Multiple Comparison Test. Die eingeblendete Linie gibt den Mittelwert an. Die
Messergebnisse der einzelnen Probanden sind jeweils als Punkte dargestellt.

Abklrzung * = statistisch signifikanter Unterschied zur niedrigsten Konzentration
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Tabelle 2: Darstellung des Mittelwertes und der Standardabweichung (SD) der

prozentualen Aggregation bei verschiedenen Kollagenkonzentrationen

0,5ug/ml 1lug/mi 5ug/ml 10ug/ml
Mittelwert 81,33% 91,50% 93,00% 92,17%
SD 9,14 2,59 1,67 2,32
Vergleicht man die Konzentrationen miteinander, zeigt sich ein statistisch

signifikanter Unterschied bei allen Konzentrationen im Vergleich zur Konzentration

von 0,5ug/ml (P< 0,05 / 0,01), zwischen den Konzentrationen 1upg/ml, 5ug/ml und

10pg/ml lassen sich keine statistisch signifikanten Abweichungen zwischen den

Messungen feststellen (P>0,05).
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4.1.4. Prozentuale Aggregation der Gerate im Vergleich

Abbildung 16 zeigt die mit dem APACT 4™ Aggregometer, dem ADVIA 120™ und
dem VetABC™ gemessenen prozentualen Aggregationen gesunder Hunde im

Vergleich.
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Abbildung 16: Dot blot — Darstellung der Einzelwerte der prozentualen Aggregation
der Gerate im Vergleich (n=31 gesunde Hunde). Die eingeblendete Linie gibt den

Mittelwert an.
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Tabelle 3: Aufzeichnung des Mittelwertes und der Standardabweichung der
prozentualen Aggregation der drei Gerate im Vergleich

APACT 4 ADVIA 120 VetABC
Mittelwert 77,46% 89,88% 82,54%
SD 14,08 3,06 8,35

Wie in der Abbildung 16 und Tabelle 3 ersichtlich ist, ergibt die mittels ADVIA 120™
gemessene prozentuale Aggregation den hdchsten Mittelwert, gefolgt von den
Resultaten des VetABC™ und des APACT 4™Aggregometer. Weiterhin wird
deutlich, dass die mit dem ADVIA 120™ ermittelte prozentuale Aggregation bei
gesunden Hunden die geringste Standardabweichung (Tabelle 3) und Streuung
(Abbildung 16) der Werte zeigt.

Basierend auf den Resultaten kbnnen die Referenzbereiche fiur die einzelnen Gerate
errechnet werden. Dieser liegt fir die Aggregometrie nach Born mittels APACT 4™
Aggregometer bei Werten zwischen 49% — 105%, den ADVIA 120™ zwischen 84% -
96% und fur den VetABC™ bei 69 - 96%.
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4.1.4.1. Vergleich der prozentualen Aggregation nach Messung mit dem
APACT 4™ Aggregometer und dem ADVIA 120™

In den folgenden Abbildungen werden die Ergebnisse der linearen
Regressionsanalyse und die Abweichung der Differenz vom Mittelwert der mittels
APACT 4™ Aggregometer und dem ADVIA 120™ erhaltenen Resultate dargestellt.
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Abbildung 17: Korrelation der mittels APACT 4™ Aggregometer und ADVIA 120™

gemessenen prozentualen Aggregation (n=31 Hunde, 1. Teil der Studie)
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Abbildung 18: Bland-Altmann Diagramm zum Vergleich der Messergebnisse des
Aggregometers APACT 4™ Aggregometer und des ADVIA 120™ (n= 31 Hunde, 1.
Teil der Studie).

Dargestellt wird die prozentuale Abweichung der Differenz der beiden Methoden vom
Mittelwert beider Messverfahren. Die oberste bzw. unterste gestrichelte Linie geben
jeweils die positive und negative 1,96fache Standardabweichung an. Die mittlere
gestrichelte Linie zeigt den durchschnittlichen Mittelwertsunterschied (Bias).
Abklrzungen: MW= Mittelwertunterschied beider Methoden; SD=

Standardabweichung des Mittelwertunterschieds

Die lineare Regressionsanalyse ergab einen Korrelationskoeffizienten von r=0,08
(Abbildung 17) und somit keine Korrelation zwischen den mit beiden Geraten
erzielten Messwerten. Durchschnittlich lagen die mit dem ADVIA 120™ erzielten
Ergebnisse hoher als die Resultate des APACT4™ Aggregometers, was einem
durchschnittlichen Mittelwertsunterschied (Bias=systematischer Fehler) von -12,28%
entspricht (Abbildung 18). Auffallig ist jedoch eine groRe Standardabweichung
insbesondere in den negativen Bereich (Abbildung 18). und ein deutlicher
proportionaler Fehler zwischen den Messergebnissen: So ist in den niedrigeren
Messbereichen (Aggregationswerte zwischen 70 und 90%) die mit dem ADVIA 120™
ermittelten Resultate hoher als die Messergebnisse des APACT 4™ Aggregometers,
wogegen dies im hohen Messbereich (Aggregationswerte zwischen 95 und 100%)

umgekehrt ist.
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4.1.4.2. Vergleich der prozentualen Aggregation nach Messung mit dem
APACT 4™ Aggregometer und dem VetABC™

In den folgenden Abbildungen ist die Korrelation zwischen den mit dem APACT 4™

und dem VetABC™ ermittelten Aggregationswerten und die Abweichung der
Differenz vom Mittelwert dargestellt.
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Abbildung 19: Lineare Regressionsanalyse der mit dem APACT 4™ Aggregometer
und VetABC™ ermittelten prozentualen Aggregation (n=31 Hunde, 1. Teil der Studie)
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Abbildung 20: Bland-Altman Diagramm zur Darstellung der Ergebnisse der
Aggregation des APACT 4™ Aggregometer und des VetABC™ (n= 31 Hunde, 1.
Teil der Studie)

Abkurzungen: MW= Mittelwertunterschied beider Methoden,; SD=
Standardabweichung des Mittelwertunterschieds

Die lineare Regressionsanalyse ergab mit einem Korrelationskoeffizienten von r=0,34
eine schlechte Korrelation zwischen beiden Geréaten (Abbildung 19)

Im Bland-Altman-Diagramm war ein geringer durchschnittlicher
Mittelwertsunterschied der Aggregation (Bias) von -5,23 % mit einer grof3en positiven
und negativen Standardabweichung sichtbar (Abbildung 20). Analog zu dem
Vergleich zwischen APACT 4™ Aggregometer und ADIVA 120™ ist auch hier ein
deutlicher proportionaler Fehler erkennbar. So sind die mit dem APACT 4™
gemessenen Aggregationswerte in Messbereichen unter 90% der Aggregation
niedriger und tber 90% hoher als die des VetABC™.
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4.1.4.3. Vergleich der prozentualen Aggregation nach Messung mit dem
ADVIA 120™ und dem VetABC™

Nachfolgend werden die Daten des ADVIA 120™ und des VetABC™ mittels linearer

Regressionsanalyse und als Abweichung der Differenz vom Mittelwert verglichen.
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Abbildung 21: Lineare Regressionsanalyse der mittels VetABC™ und ADVIA 120™
ermittelten prozentualen Aggregation (n=31 Hunde, 1. Teil der Studie)
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Abbildung 22: Ergebnisse des ADVIA 120™ und des VetABC™ als Bland-Altmann-
Diagramm aufgezeichnet (n= 31 gesunde Hunde, 1. Teil der Studie).
Abklrzungen: MW= Mittelwertunterschied beider Methoden; SD=

Standardabweichung des Mittelwertunterschieds

Die lineare Regression der prozentualen Aggregation zeigt mit einem
Korrelationskoeffizienten von r=0,25 - ebenso wie bei den vorherigen
Geratevergleichen - eine schlechte Korrelation zwischen den Messergebnissen
beider Gerate (Abbildung 21).

Im Bland-Altmann Diagramm zeigt sich, dass mit dem ADVIA 120™ fast
ausschliel3lich héhere Aggregationswerte als mit dem VetABC™ ermittelt wurden.
Diese Abweichung ist insbesondere im niedrigen Messbereich (Aggregationswerte
70-85%) deutlich, so dass auch hier ein proportionaler Fehler und daraus

resultierend eine groRe Streubreite der Ergebnisse vorliegt.
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4.1.5. Thrombozytenparameter

Im Folgenden werden die im Literaturteil angegebenen Thrombozytenparameter vor
und nach Aktivierung mit Kollagen dargestellt. Aufgefuhrt werden die
Messergebnisse der zu untersuchenden Probe (im folgenden ,Probe“ genannt), der
Kontrolle, einer mit 100 pl NaCl versetzten Citratprobe (nachfolgend ,Kontrolle*
genannt), und einer Citratprobe ohne Zusatz von Induktor oder NaCl (nachfolgend

,Citrat* genannt, siehe auch Abbildung 14) zum Zeitpunkt 8 Minuten.
4.1.5.1. Mittleres Thrombozytenvolumen — MPV
In der kommenden Abbildung wird die Verdnderung des MPV 8 Minuten nach

Aktivierung mit Kollagen im Vergleich zu den Kontrollproben ,Kontrolle* und ,Citrat*

graphisch dargestellt.
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Abbildung 23: Darstellung des mittleren Thrombozytenvolumens (MPV) zwischen
den einzelnen Proben zum Zeitpunkt 8 Minuten inklusive Bonferroni’s Multiple

Comparison Test
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Der Box and Whisker Plot stellt 50% der beobachteten Daten dar und wird begrenzt
durch die beiden Quartile, innerhalb der Box wird der Median angegeben. Die
unteren und oberen ,Whiskers" geben die minimalen und maximalen Werte an.
Abklrzungen: C8 = Citratprobe (Citrat); K8 = Kontrolle und P8 = Probe jeweils zum
Zeitpunkt 8 Minuten.

Abkurzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001)

Tabelle 4 :Mittelwerte und Standardabweichungen des MPV von Citrat, Kontrolle und

Probe zum Zeitpunkt 8 Minuten

MPV (fL) Citrat 8 Kontrolle 8 Probe 8
Mittelwert 8,60 9,42 12,82 *
SD 1,25 1,65 1,86

Abkurzung: *

(P<0.001)

signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben

Wie in Abbildung 23 und Tabelle 4 ersichtlich ist, resultierte die Zugabe von Kollagen
in einem signifikanten Anstieg des MPV im Vergleich zu den Kontrollproben Kontrolle
und Citrat.
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4.1.5.2. Mittlere Konzentration innerer Thrombozytenbestandteile — MPC

In  der nachstehenden Abbildung und Tabelle wird der Einfluss des
Aggregationsinduktors Kollagen auf den MPC als MaRR fur den Aktivierungsgrad
(Degranulation) der Thrombozyten gezeigt.
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Abbildung 24: Box and Whisker Plots der Mittleren Konzentration innerer
Thrombozytenbestandteile (MPC) der Proben zum Zeitpunkt 8 Minuten inklusive
Bonferroni’s Multiple Comparison Test

Abklrzungen: C8 = Citrat, K8 = Kontrolle und P8 = Probe jeweils zum Zeitpunkt

8 Minuten.

Abklrzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001)
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Tabelle 5: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen des MPC von

Citrat, Kontrolle und Probe zum Zeitpunkt 8 Minuten nach Induktorzugabe

Citrat 8 Kontrolle 8 Probe 8
Mittelwert 24,07g/dI 23,12g/dI 18,31g/dI*
SD 2,23 2,58 2,37

Abklrzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001)

In der Abbildung 24 und Tabelle 5 wird deutlich, dass die Zugabe von Kollagen zu
der Probe im Vergleich zu den beiden Kontrollproben Kontrolle und Citrat zu einem
signifikanten Absinken des MPC — und somit zu einer Thrombozytenaktivierung —

gefuhrt hat.
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4.1.5.3. Verteilungsbreite der mittleren Konzentration innerer
Thrombozytenbestandteile — PCDW

Nachfolgend erfolgt die Darstellung der Auswirkungen einer Induktorzugabe auf den
PCDW, d.h. die Verteilungsbreite des mittleren internen Thrombozytenanteils, der die

Verteilung von Thrombozyten des gleiches Aktivierungsgrades angibt.
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Abbildung 25: Box and Whisker Diagramm der Verteilungsbreite der mittleren
Konzentration innerer Thrombozytenbestandteile @ — PCDW der Proben zum
Zeitpunkt 8 Minuten inklusive Bonferroni’s Multiple Comparison Test

Abklrzungen: C8 = Citratprobe (Citrat); K8 = Kontrolle und P8 = Probe jeweils zum
Zeitpunkt 8 Minuten.

Abklrzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001: Vergleich C8 und P8 und P<0,01: Vergleich K8 / P8)
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Tabelle 6 : Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen des PCDW von

Citrat, Kontrolle und Probe zum Zeitpunkt 8 Minuten

Citrat 8 Kontrolle 8 Probe 8
Mittelwert 6,28g/dI 6,80g/dI 7,93g/dI*
SD 1,58 1,64 0,75

Abkurzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001: Vergleich C8 und P8 und P<0,01: Vergleich K8 / P8)

Abklrzungen: C8 = Citratprobe (Citrat); K8 = Kontrolle und P8 = Probe jeweils zum
Zeitpunkt 8 Minuten.

Die Induktion der Aggregation mit Kollagen resultierte in einem signifikanten Anstieg
des PCDW im Vergleich zu den Kontrollproben (Abbildung 25 und Tabelle 6).
Insgesamt fallt auf, dass die Varianz der Messwerte bei der Probe deutlich geringer
als in den Kontrollproben ist (Abbildung 25).
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4.1.5.4. Grol3e Thrombozyten — large PLT

In den nachstehenden Abbildungen und Tabellen wird die Anzahl der grol3en

Thrombozyten vor und nach Aktivierung mit Kollagen und ihr relativer Anteil an der
Gesamtthrombozytenzahl in der Probe gezeigt.
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Abbildung 26: Darstellung der Anzahl der large platelets in den einzelnen Proben
zum Zeitpunkt 8 Minuten inklusive Bonferroni’s Multiple Comparison Test

Abklrzungen: C8 = Citrat, K8 = Kontrolle und P8 = Probe jeweils zum Zeitpunkt 8
Minuten.

Abkurzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.01: Vergleich C8 und P8 und P<0,001: Vergleich K8 / P8)
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Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichungen der

Anzahl der grol3en

Thrombozyten von Citrat, Kontrolle und Probe zum Zeitpunkt 8 Minuten

Citrat 8 Kontrolle 8 Probe 8
Mittelwert 8,91 x 10 12,29 x 10%/I 3,23 x 10
SD 5,91 9,02 1,20

Abkurzung: *
(P<0.01: Vergleich C8 und P8 und P<0,001: Vergleich K8 / P8)

signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben

Die Induktion der Aggregation flhrte zu einem signifikanten Absinken der

Gesamtzahl grol3er Thrombozyten (Abbildung 26 und Tabelle 7) im Vergleich zu den

Kontrollproben. In der aggregierten Probe fallt eine deutlich geringe Streubreite der

Resultate als in den Kontrollen (Citrat, Kontrolle) auf.
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Prozentualer Anteil der grof3en Thrombozyten an der Gesamtthrombozytenzahl

Um die Auswirkung der Thrombozytenaggregation auf die grof3en Thrombozyten
besser vergleichen zu kbénnen, wurden diese ins Verhdltnis zur

Gesamtthrombozytenzahl der Probe gesetzt.
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Abbildung  27: Prozentualer  Anteil der large platelets an  der
Gesamtthrombozytenzahl der einzelnen Proben zum Zeitpunkt 8 Minuten inklusive
Bonferroni’s Multiple Comparison Test

Abklrzungen: C8 = Citratprobe (Citrat); K8 = Kontrolle und P8 = Probe jeweils zum
Zeitpunkt 8 Minuten.

Abklrzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001)
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Tabelle 8 : Mittelwerte und Standardabweichungen des prozentualen Anteils der
groBen Thrombozyten an der Gesamtthrombozytenzahl von Citrat, Kontrolle und

Probe zum Zeitpunkt 8 Minuten

Citrat 8 Kontrolle 8 Probe 8
Mittelwert 4.21% 5,87% 15,58%*
SD 2,54 4 37 5,07

Abklrzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001)

Wie in Abbildung 27 und Tabelle 8 ersichtlich, kommt es durch Induktion der
Aggregation zu einem signifikanten Anstieg der relativen Anteils groRRer
Thrombozyten an der Gesamtthrombozytenzahl im Vergleich zu den beiden
Kontrollproben. Es ist ebenfalls ein geringgradiger Anstieg des relativen Anteils
gro3er Thrombozyten nach Zugabe von NaCl nachweisbar (Kontrolle), jedoch ist

dieser statistisch nicht signifikant.
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4.1.5.5. Thrombozytenverteilungsbreite — PDW

In der nachfolgenden Abbildung wird die Anderung des PDW durch die Aktivierung
der Thrombozyten gezeigt.
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Abbildung 28: Thrombozytenverteilungsbreite in den einzelnen Proben zum Zeitpunkt
8 Minuten inklusive Dunn’s Multiple Comparison Test

Abkurzungen: C8 = Citrat, K8 = Kontrolle und P8 = Probe jeweils zum Zeitpunkt 8
Minuten.

Abkurzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001)
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Tabelle 9 :
Zeitpunkt 8 Minuten

Median und range des PDW von Citrat, Kontrolle und Probe zum

Citrat 8 Kontrolle 8 Probe 8
Median 64,60% 63,70% 84,40%*
range 55,20-81,10 53,50-84,60 22,30-98,90

Abkurzung: *

signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben

(P<0.001)

Ebenso wie der relative Anteil grof3er Thrombozyten nimmt auch die Thrombozyten-
Verteilungsbreite (PDW) nach Induktion der Aggregation im Vergleich zu den
Kontrollproben signifikant zu (Abbildung 28, Tabelle 9).
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4.1.5.6. Thrombozytenaggregate - Clumps

Weiterhin von Interesse war die Fragestellung, ob die Thrombozytenaggregation zu
einer Veranderung der vom ADVIA 120™ gemessenen Thrombozytenaggregate

(Clumps) fuhrt, die nachfolgend dargestellt sind.
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Abbildung 29: Darstellung der Clumps in den einzelnen Proben zum Zeitpunkt 8
Minuten

Abklrzungen: C8 = Citratprobe (Citrat); K8 = Kontrolle und P8 = Probe jeweils zum
Zeitpunkt 8 Minuten.
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Tabelle 10: Darstellung des Median und des range der Clumps von Citrat, Kontrolle

und Probe zum Zeitpunkt 8 Minuten

Citrat 8 Kontrolle 8 Probe 8
Median 33 Clumps 33 Clumps 37 Clumps
range 18-180 16-266 12-185

Wie aus Abbildung 29 und Tabelle 10 ersichtlich ist, kam es nach Induktion der
Aggregation Uberraschenderweise zu keiner signifikanten Verdnderung der vom

ADVIA 120™ detektierten Thrombozytenaggregate (Clumps).
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4.1.5.7. Grol3e peroxidasenegative Zellen — LUC

Bei der Auswertung der Perox-Scattergramme des ADVIA 120™ zeigte nach

Induktion der Aggregation mit Kollagen Uberraschenderweise eine Zunahme von

grol3en peroxidasenegativen Zellen (LUCs), die jedoch nicht in den Kontrollproben

sichtbar war

Abbildung 30a: ADVIA 120™
Perox-Scattergramm vor Zugabe
des Kollagens.

Es sind nur ganz vereinzelte
Zellen im Cluster grol3er
peroxidasenegativer Zellen
(LUCSs) sichtbar (hellblaue
Zellpopulation)

Abbildung 30b: ADVIA 120™
Perox- Scattergramm nach
Zugabe des Kollagens.

Die Markierung zeigt die Zunahme
der LUCs als hellblaue
Zellpopulation, die schrag in das
Monozytencluster hintiberzieht
(grine Zellpopulation).
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Abbildung 31: Veranderung der grof3en peroxidasenegativen Zellen der Proben zum
Zeitpunkt 8 Minuten inklusive Dunn’s Multiple Comparison Test

Abklrzungen: C8 = Citrat, K8 = Kontrolle und P8 = Probe jeweils zum Zeitpunkt 8
Minuten.

Abklrzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001)
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Tabelle 11: Median und range der LUCs von Citrat, Kontrolle und Probe zum
Zeitpunkt 8 Minuten

Citrat 8 Kontrolle 8 Probe 8
Median 0,02 LUC x 10°/I 0,02 LUC x 10°/I 0,21 LUC x 10°/I*
range 0,0-0,1 0,01-0,1 0,02-0,47

Abkurzung: * = signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den anderen Proben
(P<0.001)

Wie in Abbildung 31 und Tabelle 11 dargestellt, war der Anstieg der LUCs nach der
Thrombozytenaggregation hochsignifikant, allerdings zeigt sich eine grof3e Varianz

der Ergebnisse.

Weiterhin wurden die Blutausstriche der Probanden der Gruppe 1 zum Zeitpunkt 8
nach Aggregation (,Probe 8) untersucht. Als LUCs konnten grof3e Thrombozyten —
Leukozytenaggregate identifiziert werden. Leukozyten, die Bestandteil der Aggregate
waren, zeigte eine Aktivierung in Form von Vakuolenbildung. Andere
Veranderungen, die zum Ansteigen der LUCs hatten fihren kénnen, fanden sich
nicht. Zudem konnten kleinste Thrombozytenaggregate von 2-4 Thrombozyten und

mittelgrofRe Thrombozytenaggregate gefunden werden.
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4.1.5.8. Tabellarische Ubersicht tiber die Auswirkung der Aggregation auf die
Thrombozytenparameter des ADVIA 120™

In der folgenden Tabelle sollen die Veranderungen der Thrombozytenparameter des
ADVIA 120™ ubersichtlich dargestellt werden.

Parameter Abkirzung Auswirkung
Mittleres MPV T
Thrombozytenvolumen

Mittlerer interner MPC ~l«
Thrombozytenbestandteil

Verteilungsbreite des PCDW T

MPC

Grol3e Thrombozyten Large PLT l
Prozentualer Anteil grof3er T

Thrombozyten an der

Gesamtthrombozytenzahl

Thrombozytenverteilungs- | PDW T
breite

Thrombozytenaggregate Clumps n.s.
Grol3e peroxidasenegative | LUC T
Zellen

Abbildung: 32: Tabellarische Ubersicht (ber die statistisch signifikanten
Veranderungen der Thrombozytenparameter des ADVIA 120™ vor und 8 Minuten
nach erfolgte Aggregation

Abklrzungen:
T = statistisch signifikanter Anstieg

l = statistisch signifikanter Abfall

n.s. = statistisch nicht signifikante Veranderung
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4.2. Ergebnisse der simulierten Anamie im Vergleich mit einer unbearbeiteten
Kontrolle (Gruppe 2)

Im 2. Teil dieser Arbeit sollten die Auswirkungen einer simulierten Anamie (Hkt: 0,15
— 0,19 I/) auf die Thrombozytenaggregation von 6 gesunden Hunden evaluiert
werden. Ausgewertet wurden die mit den beiden Hamatologiegerdten ADVIA 120™
und VetABC™ ermittelten Ergebnisse der an&mischen Probe im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Die Proben der in vitro — Untersuchungen stammen von Hunden unterschiedlicher
Rassen (zwei Mischlinge, zwei Beagle, ein Deutscher Schaferhund und ein
Weimaraner) im Alter zwischen 1 und 13 Jahren. Vier der Tiere waren mannlichen

und zwei weiblichen Geschlechtes.

4.2.1. Vergleich der Thrombozytenaggregation zwischen Kontrolle und
anamischer Probe nach Messung am ADVIA 120™

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse von sechs Proben mit Kontrolle und einer Anamie
am ADVIA 120™.
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Abbildung 33: Scatter Plot Darstellung der Einzelwerte der prozentualen Aggregation
der unveranderten und der anamischen Proben am ADVIA 120™ im Vergleich (n= 6)
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Tabelle 12. : Mittelwert und Standardabweichung (SD) der Thrombozytenaggregation
von Kontrolle und Probe (Anamie) nach Messung am ADVIA 120™

Aggregation (%) Kontrolle Anamie
Mittelwert 79,3 73,1
SD 22,6 28,1

Wie aus Abbildung 33 und Tabelle 12 ersichtlich, hatte eine Andmie keinen Einfluss
auf die mittels ADVIA 120™ bestimmte Vollblut-Thrombozytenaggregation. Die
Werte, welche bei Probe und Kontrolle am weitesten abweichen, stammten vom
gleichen Patienten (Abbildung 33). Aufgrund der niedrigen Aggregation bei Patient 6
(niedrigste Aggregationswerte in Abbildung 33) wurden nach 9 und nach 10 Minuten
nochmals Aggregationswerte berechnet. Es ergab sich eine prozentuale Aggregation
von 72,4 bzw. 86,9%.
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4.2.2. Vergleich der Thrombozytenaggregation von Kontrolle und anadmischer
Probe nach Messung am VetABC™

Die folgende Abbildung zeigt die Messergebnisse von sechs Proben der Kontrolle
und der in vitro hergestellten Anamie am VetABC™

90+ -

80+ ] AAA
— A
o\o 70= =
= 604 n
.g 504
©
> 401 N p=0,3154
g 30+
< 20- u

10+ A

C L} L

Kontrolle Anamie

Abbildung 34: VetABC™-Resultate der prozentualen Aggregation der unveranderten
und der anamischen Probe (n= 6)
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Tabelle 13: Mittlere Aggregation und Standardabweichung von unveranderter und
anamischer Probe nach Messung am VetABC™

unverandert Anamie
Mittelwert 67,3% 57,9%
SD 251 36,2

Analog zu den Messungen am ADVIA 120™ hatte eine Anamie keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die Messungen am VetABC™ (Abbildung 34 und Tabelle
13). Wie auch beim ADVIA 120™ stammen die am weitesten abweichenden Proben
von Anédmie und Kontrolle vom gleichen Patienten.

Aufgrund der niedrigen Aggregation bei Patient 6 (niedrigste Aggregationswerte in
Abbildung 34) wurden nach 9 und nach 10 Minuten nochmals Aggregationwerte

berechnet. Es ergab sich eine prozentuale Aggregation von 59,3 bzw. 78,3%.
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4.2.1. Vergleich der Aggregation des ADVIA 120™ und des VetABC™ zwischen
Kontrolle und Anamie

Weiterhin war von Interesse, ob sich die Messwertunterschiede zwischen den beiden
Hamatologiegeraten in pathologisch verdnderten Proben wie z.B. beim
Vorhandensein einer Anamie von denen einer unveranderten Probe unterscheiden.
Nachfolgend sind die Ergebnisse der Differenz zwischen ADVIA 120™- und
VetABC™ Messwerten jeweils von der Kontrolle und der anamischen Probe
dargestellt.
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Abbildung 35: Box and Whisker blot — Darstellung der Differenz der prozentualen
Aggregation zwischen ADVIA 120™ und VetABC™ der unveranderten und der
anamischen Proben.

Das Vorhandensein einer Andmie hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf
die Messwertunterschiede zwischen beiden Hamatologiesystemen, allerdings fallt
eine grofere Varianz der Differenzen in den anadmischen Proben auf (Abbildung 35).
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4.3. Ergebnisse der Proben unter Einfluss von Heparin (Gruppe 3)

Das Ziel des dritten Teils dieser Arbeit war die Feststellung eines mdglichen
Einflusses von Heparin in verschiedenen Konzentrationen auf die

Thrombozytenaggregation, dessen Ergebnisse nachfolgend beschrieben werden.

4.3.1. Vergleich der verschiedenen Heparinkonzentrationen zu einer Kontrolle

In den kommenden Abbildungen und Tabellen werden die Ergebnisse von drei
verschiedenen Heparinkonzentrationen im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrolle dargestellt.

Fur Patient 3 konnte kein Ausgangswert fir den ADVIA 120™ ermittelt werden
(Messeinheit war durch die Probe verstopft). Daher wurde fir die statistische
Auswertung aus den Ergebnissen der restlichen finf Probanden ein Mittelwert

errechnet.
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4.3.1.1. Vergleich des Einflussfaktors Heparinkonzentration zur Kontrolle nach
Messung am APACT 4™ Aggregometer

Es erfolgte ein Vergleich der prozentualen Aggregation des Ausgangswertes mit den
Aggregationswerten nach Zugabe von 0,1 IE, 1 IE und 10 IE Heparin pro ml Blut am
APACT 4™ Aggregometer.

90+
80+
704
60+

40
30+
20+
10+
o ! —
-10-

ohne 0.11E 1IE 10 IE

Heparin-Konzentration (IE)

Aggregation in (%)

Bonferroni's Multiple Comparison Test P - Wert
ohne vs 0.1 IE P> 0.05
ohnevs 1 IE P>0.05
ohne vs 10 IE P <0.01*
0.1IEvs1IE P > 0.05
0.1IEvs 10 IE P >0.05
1IEvs 10 IE P > 0.05

Abbildung 36: Einfluss verschiedener Heparinkonzentrationen auf die mit dem
APACT4™ Aggregometer bestimmte prozentuale Aggregation (n= 6). Die Resultate
der einzelnen Probanden sind mit einer Linie verbunden.

Abklrzung * = signifikanter Unterschied im Vergleich zum Ausgangswert (P < 0.01)
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Tabelle 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der Aggregation mit den

unterschiedlichen Heparinkonzentrationen im Vergleich zum Ausgangswert

Ohne Heparin | 0,1 IE 1IE 10 IE
Mittelwert 69,4% 49,9% 52,9% 21,2*
SD 7,71 28,37 31,35 35,08

Abklrzung * = signifikanter Unterschied im Vergleich zum Ausgangswert

Insgesamt ergab die statistische Analyse einen signifikanter Einfluss der Heparin-
Konzentration auf die Aggregation (P = von 0,0087). Im Bonferroni — post — Test
waren jedoch lediglich Ausgangswert und die Aggregation mit einer Konzentration
von 10 IE Heparin/ml Blut statistisch signifikant unterschiedlich (P < 0,01).
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4.3.1.2. Einfluss der Heparinkonzentration auf die am ADVIA 120™ bestimmte
Aggregation

In Abbildung 37 und Tabelle 15 ist die mittels ADVIA 120™ bestimmte prozentuale
Aggregation nach Zugabe von 0,1 IE, 1 IE und 10 IE Heparin pro ml Blut im
Vergleich zum Ausgangswert dargestellt.

100+

75_ N

50+

Aggregation (%)

oh'ne 0,1' IE 1'IE 10'IE
Heparin - Konzentration (IE)

Bonferroni's Multiple Comparison Test P - Wert
ohnevs 0,1 IE P >0.05
ohnevs1lIE P >0.05
ohne vs 10 IE P >0.05
0,lIEvs1lIE P >0.05
0,1IEvs10IE P <0.01*
1IEvs10IE P >0.05

Abbildung 37: Einzelwerte der am ADVIA 120™ gemessenen prozentualen
Aggregation unter dem Einfluss unterschiedlicher Heparinkonzentrationen (n= 6)
Die Resultate der einzelnen Probanden sind mit einer Linie verbunden.

Abklrzung * = signifikanter Unterschied im Vergleich zum Ausgangswert (P < 0.01)
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Tabelle 15: Mittelwert und Standardabweichungen (SD) in den unterschiedlichen

Heparinkonzentrationen im Vergleich zum Ausgangswert

Abklrzung *: statistische Signifikanz (P<0,01) im Vergleich zur Konzentration 0,1 IE

Ohne Heparin | 0,1 IE 1IE 10 IE
Mittelwert 76,1% 80,6% 77,3% 68,6%*
SD 23,4 20,1 15,5 25,5

Auch bei dieser Messmethodik zeigte sich insgesamt ein signifikanter Einfluss der
Heparinkonzentration auf die Aggregation (P=0,0062). Dieser Gesamteffekt ist auf
einen signifikanten Unterschied der Aggregation zwischen den Konzentrationen 0,1
IE/ml und 10 IE/ml Heparin zuriickzufuhren. Aufféallig ist weiterhin, dass einer der
Hunde (Hund Nr. 6) in allen untersuchten Proben eine deutlich niedrigere

Aggregation als die anderen Probanden zeigte (Abbildung: 37).
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4.3.1.3. Einfluss der Heparinkonzentration auf die am VetABC™ bestimmte
Aggregation

Nachfolgend erfolgt ein Vergleich der prozentualen Aggregation des Ausgangwertes

mit den ermittelten Werten nach Zugabe von 0,1 IE, 1 IE und 10 IE Heparin pro ml
Blut am VetABC™,
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o

Abbildung 38: |lllustration der prozentualen Aggregation des VetABC™ in
unterschiedlichen Heparinkonzentrationen als Einzelwerte (n=6)

Die Resultate der einzelnen Probanden sind mit einer Linie verbunden.
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Tabelle 16: Angabe der Mittelwerte und Standardabweichungen der Aggregation bei
den unterschiedlichen Heparinkonzentrationen im Vergleich zum Ausgangswert

Ohne Heparin | 0,1 IE 1IE 10 IE
Mittelwert 59,1% 63,8% 57,2% 52,4%
SD 29,1 22,7 25,2 36,7

Wie aus Abbildung 38 ersichtlich ist, war nach Bestimmung der Aggregation am
VetABC eine groRRere individuelle Varianz der Resultate als bei der Messung am
ADVIA 120™ feststellbar. Auch hier fallt Hund Nr. 6 auf, der deutlich niedrigere
Resultate zeigt als die anderen Probanden. Insgesamt ergab die statistische Analyse
iIm Gegensatz zu den anderen Messmethoden keinen signifikanten Einfluss der

Heparinkonzentration auf die mittels VetABC™ bestimmte Aggregation (P=0,5439)

4.3.2. Methodenvergleich der einzelnen Gerate unter Einfluss von Heparin im

Vergleich zur Kontrolle

Auch in diesem Teil der Studie sollte untersucht werden, ob Heparin den Unterschied
zwischen den Messmethoden beeinflusst, was nachfolgend fir die einzelnen Gerate

dargestellt wird.
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4.3.2.1. Vergleich der Differenzen zwischen den Resultaten des APACT 4™
Aggregometers und des ADVIA 120™ bei verschiedenen

Heparinkonzentationen

Insgesamt war ein signifikanter Einfluss der Heparinkonzentration auf die Differenzen
zwischen den Ergebnissen beider Gerate nachweisbar. Dieser bestand allerdings nur

zwischen dem Nullwert und 10 IE/ml Heparin (P <0,05).
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0.1IEvs10IE P > 0.05
1IEvs10IE P > 0.05

Abbildung 39: Differenz der Messresultate des APACT 4™ Aggregometer und des
ADIVA 120™ bei unterschiedlichen Heparinkonzentrationen.

Abkurzung * = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zum Ausgangwert
(P<0,05)
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4.3.2.2. Vergleich der Differenzen zwischen den Resultaten des APACT 4™

Aggregometers und des VetABC™ bei verschiedenen Heparinkonzentrationen

Auch hier war mit einem p-Wert von 0,0288 ein statistisch signifikanter Einfluss von
Heparin auf die Differenz der Messergebnisse zwischen beiden Geraten
nachweisbar. Ahnlich wie bei den Auswertungen von ADVIA 120™ und APACT 4™
Aggregometer, ist dies auf einen signifikanten Unterschied zwischen den
Messwertdifferenzen bei einer Konzentrationen von 10 IE/ml Heparin und dem

Ausgangswert zuriickzuftihren (P<0,05) festzustellen.
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Abbildung 40: Differenz der Messwerte des APACT 4™ Aggregometer und des
VetABC™ bei unterschiedlichen Heparinkonzentrationen.

Abklrzung * = statistisch signifikant mit einem P-Wert von <0,05
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4.3.2.3. Vergleich der Differenzen zwischen den Resultaten des ADVIA 120™

und des VetABC™ bei verschiedenen Heparinkonzentrationen

Im Gegensatz zu den vorherigen Vergleichen mit dem APACT 4™ Aggregometer ist
kein signifikanter Einfluss der Heparinkonzentration auf die Messwertdifferenzen
zwischen beiden Hamatologiegerate (P=0,9283, Abbildung 41) nachweisbar.
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Abbildung 41: Messwertdifferenz von ADVIA 120™ wund VetABC™ bei

unterschiedlichen Heparinkonzentrationen..



Ergebnisse 95

4.3.3. Untersuchung der Einflussfaktoren Heparinkonzentration und Einwirkzeit

auf die Thrombozytenaggregation

Im Rahmen dieser Untersuchung sollte herausgefunden werden, ob die Einwirkzeit
des Heparins bei den unterschiedlichen Heparinkonzentrationen einen Einfluss auf
die Thrombozytenaggregation hat, was nachfolgend fur die verschiedenen
Messgeréate dargestellt wird.
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4.3.3.1. Vergleich der Einflussfaktoren Konzentration und Zeit auf die

Thrombozytenaggregation nach Messung am APACT 4™ Aggregometer

Wie in Tabelle 17 und Abbildung 42 ersichtlich ist, war die mittlere Aggregation zu
den Zeitpunkten O und 60 Minuten nach Heparinzugabe bei einer
Heparinkonzentration von 10 IE/ml deutlich niedriger als bei den niedrigeren
Konzentrationen, jedoch war dieser Unterschied mit einem P-Wert von 0,16
statistisch nicht signifikant. Die Einwirkzeit des Heparins (0 Minuten, 60 Minuten) auf

die Probe hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Aggregation (P=0,69).

[ Zeitpunkt O
[ Zeitpunkt 60

——

S 3 39
——
——

——
e

Aggregation des APACT 4 (%)

0.1 1.0 10.0

IE Heparin / ml Blut
Konzentration

Abbildung 42: Mittelwert und Standardabweichung der mit dem APACT 4™
Aggregometer ermittelten prozentualen Aggregation zu den Zeitpunkten null und 60
Minuten bei drei unterschiedlichen Heparinkonzentrationen (n=6).
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Tabelle 17: Ergebnisse der am APACT 4™ Aggregometer gemessenen prozentualen

Aggregation bei verschiedenen Heparinkonzentrationen zu den Zeitpunkten O und 60

Minuten nach Heparinzugabe

Zeit 0 Minuten 60 Minuten

0,11E 1IE 10 IE 0,11E 1IE 10 IE
Mittelwert 49,92 52,90 21,23 36,72 54,97 23,58
SD 28,37 31,35 35,08 39,07 27,61 24,91
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4.3.3.2. Untersuchung der Einflussfaktoren Heparinkonzentration und

Einwirkzeit auf die am ADVIA 120™ gemessene Thrombozytenaggregation

Ahnlich wie bei den Daten des APACT 4™ Aggregometers war auch hier kein
signifikanter ~ Unterschied  der  Aggregation  zwischen den  einzelnen
Heparinkonzentrationen (P=0,04) und den zwei Zeitpunkten (P=0,46) nachweisbar,
obwohl die Mittelwerte der Aggregation fur eine Heparinkonzentration von 10 IE/mI
Blut zu beiden Messzeitpunkten niedriger waren als bei den geringeren
Konzentrationen (Abbildung 43 und Tabelle 18).

Die Analyse der Daten mittels mehrfaktorieller Varianzanalyse ergaben ebenfalls
keine statistisch signifikanten Wechselwirkung zwischen Messzeitpunkt und

Heparinkonzentration (P=0,13)
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Abbildung 43: Saulendiagramm mit den Ergebnissen der am ADVIA 120™
gemessenen prozentualen Aggregation in den unterschiedlichen
Heparinkonzentrationen zu den Zeitpunkten null und 60 Minuten mit der

entsprechenden Standardabweichung
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Tabelle 18: Messwerte der

am ADVIA 120™

ermittelten Aggregation bei

unterschiedlichen Heparinkonzentrationen zu den Zeitpunkten O und 60 Minuten

nach Zugabe von Heparin

0 Minuten 60 Minuten

0,11E 1IE 10 IE 0,11E 1IE 10 IE
Mittelwert 80,62% 77,28% 68,58% 75,43% 80,20% 67,17%
SD 20,09 15,54 25,47 17,69 8,719 26,14
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4.3.3.3. Vergleich der Einflussfaktoren Heparin, Konzentration und Zeit auf die

Thrombozytenaggregation nach Messung am VetABC™

Die nachfolgende Abbildung und Tabelle zeigen den Einfluss der
Heparinkonzentration und der Zeit auf die Aggregation.

Ebenso wie bei den anderen Messmethoden war auch hier kein signifikanter Einfluss
der Heparinkonzentration (P=0,52) und des Messzeitpunktes (P=0,81) auf die
Aggregation nachweisbar. Weiterhin bestand auch hier keine Wechselwirkung

zwischen den beiden Faktoren ,Heparinkonzentration und ,Zeit* (P=0,35).
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Abbildung 44: lllustration der prozentualen Aggregation in den unterschiedlichen
Verdinnungen zu den Zeitpunkten null und 60 Minuten am VetABC™ mit der

entsprechenden Standardabweichung als Saulendiagramm
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Tabelle 19:

Ergebnisse der

am VetABC™

gemessenen Aggregation bei

verschiedenen Heparinkonzentrationen zu den Zeitpunkten 0 und 60 Minuten nach

Zugabe von Heparin

0 Minuten 60 Minuten

0,11E 1IE 10 IE 0,11E 1IE 10 IE
Mittelwert 63,82% |[57,23% |52,37% |[53,98% |66,47% |56,07%
SD 22,71 25,20 36,73 35,81 12,48 22,25

4.4. Ergebnisse der Proben unter Einfluss von Acetylsalicylsadure (Gruppe 4)

Im 4. Teil dieser Arbeit soll der Einfluss von Acetylsalicylsdure in verschiedenen
Konzentrationen auf die Thrombozytenaggregation untersucht werden. Die

Ergebnisse werden in den nachfolgenden Punkten beschrieben.

4.4.1. Einfluss unterschiedlicher Acetylsalicylsdurekonzentrationen im

Vergleich zur Kontrolle

In den folgenden Abbildungen und Tabellen sollen die Ergebnisse von drei

unterschiedlichen  Acetylsalicylsaurekonzentrationen im Vergleich zu einer

unbehandelten Kontrolle dargestellt werden.
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4.4.1.1. Einfluss der Acetylsalicylsdurekonzentration (ASS) auf die mittels

APACT 4™ Aggregometer gemessene Aggregation

Die Zugabe von ASS fluhrte in Konzentrationen von 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 2 mg/ml
Blut zu einer hochsignifikanten Reduktion der Thrombozytenaggregation im
Vergleich zum Ausgangswert (Abbildung 45, Tabelle 20, P<0,0001). Dieser Effekt
war im Bonferroni’s multiple Comparison Test bei allen Konzentrationen im Vergleich

zum Ausgangswert feststellbar.

Aggregation des APACT 4 (%)
5 o

ohne 0,5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml
ASS Konzentration (mg/ml)

Bonferroni's Multiple Comparison Test P - Wert
ohne vs 0,5mg/ml P < 0.001%
ohne vs 1mg/ml P < 0.0014
ohne vs 2mg/ml P < 0.001%
0,5mg/ml vs 1mg/ml P >0.05
0,5mg/ml vs 2mg/ml P >0.05
1mg/ml vs 2mg/ml P>0.05

Abbildung 45: Einfluss verschiedener Acetylsalicylsaurekonzentrationen auf die mit
dem APACT 4™ Aggregometer ermittelte prozentuale Aggregation (n=6). Die
Resultate der einzelnen Probanden sind mit einer Linie verbunden.

Abklrzungen: ASS = Acetylsalicylsaure,

* = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zum Ausgangswert
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Tabelle 20: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der mittels APACT 4™

Aggregometer

Acetylsalicylsdurekonzentrationen im Vergleich zum Ausgangswert

gemessenen

Aggregation

fur

unterschiedlichen

Ohne ASS 0,5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml
Mittelwert 70,1% 0,3* 6,1* 1,0*
SD 7,6 1,0 14,2 0,8
Abklrzungen: *= statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zum

Ausgangswert, ASS = Acetylsalicylsaure




Ergebnisse 104

4.4.1.2. Einfluss der Acetylsalicylsdurekonzentration (ASS) auf die mittels
ADIVA 120™ gemessene Aggregation

Im Vergleich zu den mittels APACT 4™ gemessenen Aggregationswerten konnte bei
der Vollblutaggregation mit dem ADVIA 120™ eine deutlich geringere
Aggregationshemmung durch ASS festgestellt werden. Zudem war dieser Effekt
individuell sehr unterschiedlich (Abbildung 46). Insgesamt zeigte sich ein statistisch
signifikanter Einfluss der ASS-Konzentration auf die Aggregation (P=0,0039). Dieser
Gesamteffekt resultierte aber ausschlie3lich aus der signifikanten Reduktion der
Aggregation durch ASS in der hochsten Konzentration von 2 mg/ml Blut im Vergleich
zum Ausgangswert (P < 0,01 Abbildung 46).

Aggregation des ADVIA 120 (%)
a1
T

oh'ne O,5m'g/ml lmg']/ml 2mg']/ml
Konzentration

Bonferroni's Multiple Comparison Test P - Wert
ohne vs 0,5mg/ml P >0.05
ohne vs 1mg/ml P >0.05
ohne vs 2mg/ml P <0.01*
0,5mg/ml vs 1mg/ml P >0.05
0,5mg/ml vs 2mg/ml P >0.05
1mg/ml vs 2mg/ml P >0.05

Abbildung 46: Einfluss verschiedener Acetylsalicylsaurekonzentrationen auf die
mittels ADVIA 120™ ermittelten prozentualen Aggregation (n=6). Die Ergebnisse der
einzelnen Probanden sind mit einer Linie verbunden.

Abklrzung* = statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Ausgangswert und
der Konzentration von 2 mg/ml Blut
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Tabelle 21: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen der mittels

ADVIA 120™ gemessenen prozentualen Aggregation in den unterschiedlichen

Acetylsalicylsdurekonzentrationen im Vergleich zum Ausgangswert

Ohne ASS 0,5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml
Mittelwert 83,7% 56,8% 56,9% 41,9%*
SD 5,7 16,6 26,0 26,1

Abklrzung * = statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Ausgangswert und

der Konzentration von 2 mg/ml Blut
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4.4.1.3. Einfluss der Acetylsalicylsdurekonzentration (ASS) auf die mittels
VetABC™ gemessenen Aggregation

Ebenso wie bei der Vollblutaggregometrie mittels ADVIA 120™ fiihrte ASS nur in der
hdchsten Konzentration von 2 mg/ml Blut zu einer signifikanten Hemmung der am
VetABC™ gemessenen Aggregation (P < 0,05, Abbildung 47, Tabelle 22). Auch hier
waren grof3e individuelle Unterschiede feststellbar (Abbildung 47).

Der Einfluss der Konzentration insgesamt zeigte sich mit einem p-Wert von 0,0093
einen signifikanten Unterschied.
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ohne 0,5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml

Aggregation des VetABC (%)
3

Konzentration

Bonferroni's Multiple Comparison Test P - Wert
ohne vs 0,5mg/ml P >0.05
ohne vs 1mg/ml P >0.05
ohne vs 2mg/ml P <0.01*
0,5mg/ml vs 1mg/ml P >0.05
0,5mg/ml vs 2mg/ml P >0.05
Img/ml vs 2mg/ml P >0.05

Abbildung 47: Einfluss verschiedener Acetylsalicylsaurekonzentrationen auf die
mittels VetABC™ ermittelten prozentualen Aggregation (n=6). Die Ergebnisse der
einzelnen Probanden sind mit einer Linie verbunden.

Abkurzung* = statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Ausgangswert und
der Konzentration von 2 mg/ml Blut
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Tabelle 22: Tabellarische Auffihrung der Mittelwerte und Standardabweichungen der

mittels VetABC™ ermittelten prozentualen Aggregation in den unterschiedlichen

Acetylsalicylsdurekonzentrationen im Vergleich zum Ausgangswert

Ohne ASS 0,5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml
Mittelwert 69,2 38,8 40,7 26,4*
SD 15,02 13,27 30,24 29,21

Abklrzung * = statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Ausgangswert und

der Konzentration von 2 mg/ml Blut
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4.4.2. Methodenvergleich der einzelnen Gerate unter Einfluss von

Acetylsalicylsaure im Vergleich zur unveranderten Probe

In diesem Teil der Studie wurde untersucht, ob unterschiedliche Konzentrationen an
Acetylsalicylsdaure den Unterschied zwischen den Messmethoden beeinflussen. Die
Untersuchungsergebnisse werden nachfolgend fur die einzelnen Geréte dargestellt.
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4.42.1. Einfluss der ASS-Konzentration auf die Messwertunterschiede

zwischen dem APACT 4™ Aggregometer und dem ADVIA 120™

Die Acetylsalicylsaurekonzentration zeigt mit einem P — Wert von 0,0118 einen

statistisch signifikanten Einfluss auf die Messerwertsunterschiede zwischen den
Geraten. Im Bonferroni — Post - Test zeigte sich, dass dieser Gesamteffekt auf einen
signifikanten Unterschied der Messwertdifferenzen zwischen beiden Geraten fur
ASS-Konzentrationen von 0,5 mg/ml und 1 mg/ml Blut im Vergleich zum

Ausgangswert zurickzufuhren war (P < 0,05).
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ohne 0,5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml
Konzentration

Differenz der Aggregation
ADVIA - APACT 4 (%)

&
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Bonferroni's Multiple Comparison Test P - Wert
ohne vs 0,5mg/ml P < 0.05*
ohne vs 1mg/ml P < 0.05*
ohne vs 2mg/ml P >0.05
0,5mg/ml vs 1mg/ml P >0.05
0,5mg/ml vs 2mg/ml P >0.05
Img/ml vs 2mg/ml P >0.05

Abbildung 48: Messwertdifferenz von APACT 4™ Aggregometer und ADVIA 120™
fur die unterschiedlichen ASS-Konzentrationen. Abkirzung: ASS= Acetylsalicylsaure,

* = signifikanter Unterschied im Vergleich zum Ausgangswert
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4.4.2.2. Einfluss der ASS-Konzentration auf die Messwertunterschiede
zwischen dem APACT 4™ Aggregometer und dem VetABC™

Nach Analyse der Daten ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied in den
Messungen der beiden Gerate (P-Wert von 0,0304). Der Bonferroni — post — Test
zeigte einen signifikanten Unterschied bei dem Konzentrationsvergleich zwischen 0,5

mg/ml und dem Ausgangswert.
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Bonferroni's Multiple Comparison Test P - Wert
ohne vs 0,5mg/ml P < 0.05*
ohne vs 1mg/ml P>0.05
ohne vs 2mg/ml P >0.05
0,5mg/ml vs 1mg/ml P >0.05
0,5mg/ml vs 2mg/ml P >0.05
1mg/ml vs 2mg/ml P >0.05

Abbildung 49: Darstellung der Differenz der prozentualen Aggregation des

APACT 4™  Aggregometers und des VetABC™ in unterschiedlichen
Acetylsalicylsaurekonzentrationen zum Methodenvergleich.

Abklrzung: ASS= Acetylsalicylsaure

* = signifikanter Unterschied im Vergleich zum Ausgangswert
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4.42.3. Einfluss der ASS-Konzentration auf die Messwertunterschiede

zwischen dem ADVIA 120™ und dem VetABC ™

Als letztes erfolgte der Vergleich der Differenz zwischen ADVIA 120™ und

VetABC™.
Nach dem Vergleich der Differenzen konnte kein statistisch signifikanter Unterschied

(P- Wert von 0,9271) nachgewiesen werden.
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Abbildung 50: Graphische Dokumentation der Differenz der prozentualen
Aggregation des ADVIA 120™ und des VetABC™ in unterschiedlichen

Acetylsalicylsaurekonzentrationen zum Methodenvergleich.
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4.4.3. Untersuchung der Einflussfaktoren Acetylsalicylsdurekonzentration und

Einwirkzeit auf die Thrombozytenaggregation

Im Folgenden soll der Einfluss der Acetylsalicylsaurekonzentration und dessen
Einwirkzeit auf die Thrombozytenaggregation fir die drei Messgerate dargestellt
werden.

4.4.3.1. Vergleich der Einflussfaktoren Konzentration und Zeit auf die
Thrombozytenaggregation nach Messung am APACT 4 Aggregometer

Insgesamt beeinflussten sowohl die ASS-Konzentration als auch deren Einwirkzeit
die am APACT 4™ Aggregometer bestimmte Aggregation nicht signifikant (P=0,40
bzw. 0,5). Zudem bestand zwischen den beiden Faktoren keine Wechselwirkung
(P=0,4). Bei Betrachtung der Abbildung 51 und Tabelle 23 fallt jedoch auf, dass die
mittlere Aggregation fir eine ASS-Konzentration von 1 mg/ml direkt nach Zugabe der
ASS deutlich héher war als bei den anderen Messzeitpunkten bzw. Konzentrationen.

Auffallig war hier auch die extreme Varianz der Messresultate.
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Abbildung 51: Beschreibung der prozentualen Aggregation in den unterschiedlichen
Konzentrationen zu den Zeitpunkten O und 60 Minuten am APACT 4™ mit dem

entsprechenden Mittelwert und Standardabweichungen als Saulendiagramm (n=6)
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Tabelle 23: Ergebnisse der am APACT 4™ gemessenen prozentualen Aggregation

bei verschiedenen Acetylsalicylsdurekonzentrationen zu den Zeitpunkten O und 60

Minuten nach Zugabe

0 Minuten 60 Minuten

0,5mg/ml | 1 mg/ml [ 2mg/ml 0,5mg/ml | Img/ml 2mg/ml
Mittelwert 0,28 6,10 1,02 1,25 1,23 1,10
SD 1,01 14,17 0,82 1,51 1,33 2,55
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4.43.2. Vergleich der Einflussfaktoren Konzentration und Zeit auf die
Thrombozytenaggregation nach Messung am ADVIA 120™

Es wurde das Blut von sechs Probanden mit drei unterschiedlichen ASS -
Konzentrationen und zwei Zeitpunkten am ADVIA 120™ gemessen.

Die Zugabe von ASS zu einer Vollblutprobe fihrt zu einer deutlich geringeren
Hemmung der Thrombozytenaggregation als in plattchenreichem Plasma. Ingesamt
zeigte die Hohe der ASS-Konzentration und ihre Einwirkzeit keinen signifikanten
Einfluss auf die Aggregation (P=0,11 bzw. P=0,13).

Ebenso wie bei der Aggregometrie nach Born standen beide Faktoren nicht

untereinander in Wechselwirkung.
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Abbildung 52: Mittelwert und Standardabweichungen der mit dem ADVIA 120™
ermittelten prozentualen Aggregation zu den Zeitpunkten null und 60 Minuten mit der
entsprechenden Standardabweichung bei unterschiedlichen

Acetylsalicylsdurekonzentrationen
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Tabelle 24: Aufzeichnung der

prozentualen

Aggregationen

des

120™

unter

Mittelwerte und Standardabweichungen der

ADIVA verschiedenen

Acetylsalicylsdurekonzentrationen zu den Zeitpunkten O und 60 Minuten nach

Zugabe

0 Minuten 60 Minuten

0,5mg/ml | 1 mg/ml | 2mg/ml | 0,5mg/ml [ Img/ml | 2mg/ml
Mittelwert 56,83% |[56,92% |41,92% |44,50% |[38,55% |30,91%
SD 16,57 26,01 26,13 23,51 29,29 28,91
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4.4.3.3. Vergleich der Einflussfaktoren Konzentration und Zeit auf die

Thrombozytenaggregation nach Messung am VetABC™

Es wurde das Blut von sechs Probanden mit drei unterschiedlichen ASS -
Konzentrationen und zwei Zeitpunkten am VetABC™ gemessen.

Nach Messung der Proben am VetABC™ zeigten sich die Ergebnisse bezulglich der
Konzentration mit einem P-Wert von 0,18 als statistisch nicht signifikant. Gleiches gilt
fur den zeitlichen Einfluss mit einem P-Wert von 0,31. Bei der Wechselwirkung
zwischen Zeit und Konzentration konnte mit einem P-Wert von 0,42 ebenfalls kein

statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.
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Abbildung 53: Saulendiagramm mit den Ergebnissen der am VetABC™ gemessenen
prozentualen Aggregation in den unterschiedlichen
Acetylsalicylsdurekonzentrationen zu den Zeitpunkten O und 60 Minuten mit der

entsprechenden Standardabweichung
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Tabelle 25: Darstellung der

prozentualen Aggregation unter

verschiedenen

Acetylsalicylsdurekonzentrationen zu den Zeitpunkten O und 60 Minuten nach

Zugabe am VetABC™. Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen.

0 Minuten 60 Minuten

0,5mg/ml | 1 mg/ml [ 2mg/ml 0,5mg/ml | Img/ml 2mg/ml
Mittelwert 38,83% 40,73% 26,37% 38,85% 20,12% 21,63%
SD 13,27 30,24 29,21 21,28 34,61 25,28
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5. DISKUSSION

Die Thrombozytenfunktionstestung stellt aufgrund der daftr erforderlichen relativ
aufwendigen Technik und der notwendigen schnellen Probenverarbeitungszeit kein
Routineverfahren in der Veterindrmedizin dar. Fir die Standardmethode, der
Aggregometrie nach Born sind sowohl die Anschaffung eines Aggregometers und
einer entsprechenden Zentrifuge zur Herstellung des plattchenreichen Plasmas
notwendig, ebenso wie eine technische Einarbeitung in die Methodik (90).

In humanmedizinischen Kliniken hingegen ist die Aggregometrie schon lange ein
wichtiges Diagnostikum zur Erkennung von Thrombozytopathien, die mit einer
verminderten Thrombozytenfunktion einhergehen, insbesondere in Hinblick auf ein
maogliches Blutungsriskio wahrend chirurgischer Eingriffe und zur Therapiekontrolle
von Patienten, die Medikamente mit inhibitorischer Wirkung auf die
Thrombozytenfunktion erhalten (108).

Humanmedizinische Studien dienen der Erforschung moglicher Parameter zur
Friherkennung von Patienten mit Thromboseneigung. Hier stellt die Aggregometrie
eine Moglichkeit zur Feststellung einer Hyperkoagulabilitéat infolge einer gesteigerten
Thrombozytenfunktion dar (93).

In der Veterinarmedizin ist Uber Thrombozytopathien vergleichsweise wenig
untersucht, da Thrombozytenfunktionsuntersuchungen nur in wenigen Labors
durchgefuhrt werden kénnen.

Ziel dieser Studie war es zu Uberprifen, ob die Vollblutaggregation mit
verschiedenen H&amatologiegeraten ein  praxisrelevantes  Verfahren  zur
Thrombozytenfunktionsmessung beim Hund darstellt.

Nachfolgend werden die Resultate der vier Teile der Studie diskutiert.

5.1. Prozentuale Aggregation bei unterschiedlichen Kollagenkonzentrationen

Da in dieser Arbeit eine 10fach hdhere Dosis fir die Vollblutaggregation angewendet
wurde, als in der Literatur als ideal angegeben wird (106), um eine Vergleichbarkeit
beider Methoden zu erhalten, wurde zuerst ermittelt, ob ein statistisch signifikanter
Unterschied der Thrombozytenaggregation bei verschiedenen

Kollagenkonzentrationen nachzuweisen ist. In der Auswertung zeigen sich zwischen
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den Konzentrationen 1 pg/ml und 10 pg/ml keine statistisch signifikanten
Unterschiede. In der graphischen Darstellung fallt eine niedrigere durchschnittliche
Aggregation zwischen der Konzentration von 0,5 pg/ml und den restlichen
Konzentrationen (1,0; 5,0 und 10,0pug/ml) auf. Es muss angemerkt werden, dass es
trotz des fehlenden Unterschiedes zwischen den einzelnen Konzentrationen in
unserer Studie sinnvoll ist verschiedene Konzentrationen einzusetzen, wenn der
Verdacht auf eine Thrombozytopathie vorliegt. Hohe Konzentrationen eines
Aggregationsinduktors kénnen milde Thrombozytenfunktionsstérungen kaschieren,
so dass diese Stérungen mdglicherweise erst in niedrigeren Dosisbereichen auffallen
(16).

Im Rahmen dieser Studie wurde die Thrombozytenaggregation bei gesunden
Hunden Uberpruft, bei denen kein Verdacht auf eine Thrombozytenfunktionsstérung
bestand. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass die Messunterschiede
zwischen den eingesetzten Hamatologiegeraten und dem Aggregometer unabhangig

von der Konzentration des Aggregationsinduktors interpretiert werden mussen.

5.2. Prozentuale Aggregation bei gesunden Probanden (Gruppe 1)

Der mit der Methode nach Born gemessene Referenzbereich betrug 49 — 105%
(n=31 Hunde). In den Untersuchungen von Mischke und Schulze wird der
Referenzbereich fir gesunde Hunde bei gleicher Methode, Art und Konzentration
des Induktors mit 80-96% (n=75) angegeben (45). In unserer Untersuchung zeigte
die Methode nach Born die grof3te Standardabweichung mit 14,08%, womit sich auch
der breite Referenzbereich erklart. Im Vergleich dazu lag die Standardabweichung
der mit dem ADVIA 120 bestimmten durchschnittlichen Aggregation bei 3,06%
(Referenzbereich 84-96%) und fir den VetABC bei 8,35% (Referenzbereich 69-
96%).

Eine mdgliche Erklarung fur die beobachtete groRere Varianz der Ergebnisse bei der
Aggregometrie nach Born ist die daftir erforderliche Behandlung der Probe vor den
Messungen. So kommt es durch das Zentrifugieren, Abpipettieren und Messen von
plattchenreichem Plasma zur Aktivierung der Thrombozyten (91). Thrombozyten, die
so einen bestimmten Aktivierungsgrad erreicht haben, kénnen in der eigentlichen

Messung nicht mehr aggregieren, woraus falsch-niedrige Messwerte resultieren.
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Weiterhin ergeben sich Fehlerquellen durch kleine Luftblasen, Tribungen des
Plasmas und residuale Erythrozyten (108). Ebenso wird in der Literatur diskutiert, ob
Thrombozyten in ihrem physiologischen Milieu eine abweichende Aggregation im
Vergleich zur Methode nach Born zeigen (16).

Als weiteres muss man erwégen, dass unterschiedliche Messmethoden, wie eine
errechnete Aggregation im Gegensatz zu einer photometrisch gemessenen
Aggregation zu unterschiedlichen Referenzbereich fuhren kdnnen.

Zusatzlich ist zu erwahnen, dass bei mehreren Messwiederholungen sehr
unterschiedliche Ergebnisse in der Aggregation gefunden wurden. So wurden einige
Messungen (16,1%) wiederholt, da mehrere erste Messungen keine oder nur eine
unzureichende Aggregation zeigten. Eine Erklarung fur die verminderte Aggregation
konnte nicht gefunden werden, da nach Wiederholungsmessungen mit der gleichen
Probe und der gleichen Charge an Aggregationsinduktor eine normale Aggregation
nachgewiesen werden konnte. So muss festgehalten werden, dass diese Methode
der Thrombozytenaggregation am besten mit zwei oder drei Messwiederholungen
durchgefuhrt werden sollte, wenn gentgend Probenmaterial vorhanden ist.

Als weiterer Nachteil zeigte sich die Herstellung von plattchenreichem Plasma (PRP).
Bei einigen Hunden (n=3) konnte durch die Zentrifugation keine ausreichende Menge
an PRP hergestellt werden oder das Plasma enthielt zu wenig Thrombozyten fir eine
Messung. Auffallig war, dass dies insbesondere bei Tieren der Rasse Deutscher
Schaferhund (n=2) auftrat (Ursache bisher nicht geklart), so dass diese aus der
Studie ausgeschlossen werden mussten. Vergleicht man die beiden
Hamatologiegerate untereinander, liegt die mit dem Hamatologiegerat VetABC™
bestimmte mittlere Aggregation mit 82,54% + 8,351 deutlich geringer als die mit dem
ADVIA 120™ gemessenen Aggregationswerte (89,88% + 3,06).

Aus dem Bland-Altmann Diagramm wird sichtbar, dass dies bei fast allen
Einzelmesswerten der Fall war. Weiterhin war ein deutlicher proportionaler Fehler
erkennbar d.h. die Diskrepanz zwischen den Messwerten war besonders hoch im
niedrigen Aggregationsbereich. Vergleichbare Ergebnisse liegen in der Literatur nicht
vor, da dies die erste Studie ist, in der zwei Hamatologiegerate bezlglich ihres
Nutzens fir die Vollblutaggregometrie verglichen wurden. Das Vorliegen eines
proportionalen Fehlers deutet jedoch darauf hin, dass die unterschiedlichen

Messwerte auf die Messmethodik zurtickzufihren sind (109).
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Wahrend die Messung der Thrombozyten beim ADVIA 120™ durch eine
Lasersteulichtmessung erfolgt, bei der Zellen anhand ihrer Grof3e und Granularitat
erkannt werden, arbeitet der VetABC™ mit der Impedanzmethode. Mit dieser
Messmethode wird ausschliel3lich die ZellgréRe zur Einteilung der Zellen
herangezogen (98). Auf diese Weise ist bei der Impedanzmethode die Gefahr
gro3er, dass Zellfragmente falschlicherweise als Thrombozyten detektiert werden,
was in falsch hohen Thrombozytenzahlen und somit in einer falsch niedrigen

Aggregation resultiert.

5.2.1. Vergleich der Geréate

Der Vergleich der prozentualen Aggregation von ADVIA 120™ und APACT 4™
Aggregometer  zeigt in  den  durchgefuhrten Untersuchungen  einen
Korrelationskoeffizienten von r = 0,08, was fur keine Korrelation der Ergebnisse
spricht. In der vergleichbaren Studie von Pinkowski und Mitarbeitern war eine
bessere, aber auch als mafig zu beurteilende Korrelation von 0,612 bei gesunden
Probanden (95).

Obwohl die lineare Regressionsanalyse traditionsgemal in den meisten Studien zur
Feststellung einer Korrelation zwischen den mit zwei Laborgeraten ermittelten
Messwerten herangezogen wird, ist diese Methode dazu nur bedingt geeignet (109).
Dies liegt daran, dass die Hohe des Korrelationskoeffizienten entscheidend durch die
Streubreite der Messwerte beeinflusst wird. Ist diese hoch, wird automatisch auch ein
hoherer Korrelationskoeffizient ermittelt und - umgekehrt bei einer niedrigen
Streubreite - ein geringer (110).

Da bei gesunden Probanden nur eine geringe Streuung der Aggregationswerte
vorliegt, ist der Korrelationskoeffizient erwartungsgemafd gering (109). In der
Darstellung im Bland-Altmann-Diagramm zeigt sich die gréf3te Abweichung der
Ergebnisse im Bereich von 70-80% der Aggregation. Der proportionale Fehler deutet
auf eine methodenbedingte Ursache fiir die ungeniigende Ubereinstimmung der
Ergebnisse hin. Es zeigt sich weiterhin, dass die Standardabweichungen in der
Aggregometrie nach Born deutlich hoher lag (14,08%), als bei den Messungen an
beiden Hamatologiegeraten (ADVIA 120™: 3,06, VetABC™ 8,35). Mdglicherweise
wird fur die Vollblutaggregometrie eine geringere Induktorkonzentration bendtigt, um



Diskussion 122

eine maximale Aggregation zu erzielen, so dass aufgrund der ,gesattigten Probe*
eine geringe Varianz der Ergebnisse auftritt, als in der Methode nach Born. Trotzdem
hat sich in unserer Studie gezeigt, dass die Aggregometrie nach Born insgesamt eine

schlechtere Wiederholbarkeit zeigt.

Analog zeigt sich im Vergleich zwischen APACT 4™ Aggregometer und VetABC™
ein Korrelationskoeffizient von r= 0,34. Auch hier lasst sich im Bland-Altman-
Diagramm (Abbildung 20) ein proportionaler Fehler erkennen. Der ADVIA 120™
liefert in den Messungen fast ausschlieRlich héhere Werte, als der VetABC™. Dies
bezieht sich vor allem auf den Aggregationsbereich zwischen 70-85%, so dass auch
hier der Verdacht auf einen methodenbedingten Unterschied vorliegt. Moglicherweise

liegt der Unterschied in der impedanz- bzw. lasergestitzten Zellerkennung.

5.3. Vergleich der Thrombozytenparameter vor und nach Aggregation am
ADVIA 120™

Hier sollen die Auswirkungen einer Thrombozytenaggregation- und Aktivierung auf
die Thrombozytenparameter des ADVIA 120™ evaluiert werden.

Mit Ausnahme der Thrombozytenaggregate gilt fir alle Parameter, dass die Zugabe
eines Aggregationsinduktors einen statistisch signifikanten Einfluss auf die
Thrombozytenparameter hatte, was in den folgenden Abschnitten diskutiert werden
soll.

Im Vergleich von Citrat und Kontrolle sollte ausgeschlossen werden, dass die
Behandlung, bzw. das alleinige Pipettieren von FlUssigkeiten zur Probe einen
Einfluss auf die Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten zeigen. Im Rahmen
dieser Studie konnte das ausgeschlossen werden, da fur alle Parameter im Vergleich
zwischen Citrat und Kontrolle kein statistisch signifikanter Unterschied feststellbar
war. In der Humanmedizin finden sich Studien Uber die Veranderung des MPC,
PCDW und MPV nach Aktivierung (100) (111) (101) (103) im Sinne eine Aktivierung
der Thrombozyten, die in dieser Studie bestatigt werden konnten. In der
Veterinarmedizin wurden bisher der MPC als Mass der Aktivierung der
Thrombozyten mit der Expression von p-Selektin verglichen (102). Es zeigt sich dort

ebenfalls ein Abfall des MPCs bei zunehmender Aktivierung. Insofern stimmen die
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Ergebnisse dieser Studie mit der Literatur Uberein. Die restlichen
Thrombozytenparameter wurden in der Literatur bisher nicht publiziert.

5.3.1. Mittleres Thrombozytenvolumen - MPV

Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des mittleren Thrombozytenvolumens nach
der Aggregation (Abbildung 23). Dies lasst sich nicht durch die Aktivierung der
Thrombozyten erklaren. Wahrend der Aktivierung kommt es zwar zu einer
Konformationsdnderung der Zellen, die dann degranulieren und sich aufkugeln und
Filopodien ausbilden (8), was allerdings nicht zu einer Volumenzunahme der Zelle
fuhrt. In Untersuchungen von Moritz und Weiss wurde in durchflusszytometrischen
Untersuchungen gezeigt, dass Thrombozyten nach der Aktivierung keine
Volumenzunahme zeigten (102). Eine Erklarung far die Zunahme des
Thrombozytenvolumens ware daher, dass nach der Aggregation kleine Aggregate
(Dupletes oder Triplets von Thrombozyten) vom ADVIA 120™ als einzelne
Thrombozyten gemessen werden, so dass das Volumen sich vergrof3ert. Diese

konnten in den ausgewerteten Ausstrichen auch nachgewiesen werden.

5.3.2. Mittlere Konzentration innerer Thrombozytenbestandteile — MPC

Die mittlere Konzentration innerer Thrombozytenanteile als Mal3 fur die Aktivierung
der Thrombozyten fiel nach Zugabe des Aggregationsinduktors statistisch signifikant
ab (Abbildung: 24). Dies ist auf die Aktivierung der Thrombozyten zurtickzufuhren.
Durch die Aktivierung kommt es zur Degranulation und somit zum Absinken des
MPC (111). Acht Minuten nach Induktion der Aggregation fanden sich somit aktivierte
aber nicht aggregierte Thrombozyten. In verschiedenen human- und
tiermedizinischen Studien wurde die Veranderung des MPC nach Aktivierung der
Thrombozyten mit der Expression von P-Selektin als Mal3 fur die Aktivierung
verglichen (100) (101) (111) (102). Es konnte eine gute Korrelation zwischen P-
Selektin und MPC festgestellt werden. Eine Erniedrigung des MPC durch Aktivierung

von Thrombozyten zeigte sich auch in dieser Studie.
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5.3.3. Verteilungsbreite der mittleren inneren Thromboyztenbestandteile -
PCDW

Die Induktion der Aggregation fuhrte zu einem signifikanten Absinken des PCDW ,
d.h. zu einer geringeren Verteilungsbreite des MPC (Abbildung 24). Das Absinken
des PCDW ist ein Hinweis auf das Vorhandensein von Thrombozyten mit geringer
Varianz des MPC und somit des Aktivierungsgrades nach Induktion der Aggregation,
so dass am Ende der Messung nur noch wenige Thrombozyten des gleichen
Aktivierungsgrades in der Probe nachgewiesen werden kénnen. Die Untersuchung
von Boos und Mitarbeitern konnten ebenfalls eine Erniedrigung des PCDWs bei

zunehmender Aktivierung von Thrombozyten nachweisen (103).

5.3.4. Grof3e Thrombozyten — large PLT

GroRe Thrombozyten werden nur bei oxidativem Stress unter chronischem Einfluss
von Zytokinen gebildet (112). Weder junge noch aktivierte Thrombozyten zeigen in
Studien eine Grofienzunahme im Vergleich zu adulten oder inaktiven Plattchen (112)
(102). In unseren Untersuchungen fiel nach erfolgter Aggregation ein statistisch
signifikanter Abfall der grof3en Thrombozyten in der Probe auf. Da die large platelets
nicht als prozentualer Anteil an den Thrombozyten sondern einzeln gezahlt werden,
erklart sich ihr statistisch signifikantes Absinken aufgrund der geringen
Gesamtthrombozytenzahl nach erfolgter Aggregation.

Vergleicht man allerdings die Anzahl mit der Gesamtthrombozytenzahl in der Probe
zeigt sich ein signifikanter Anstieg ihres relativen Anteils nach Induktion der
Aggregation. Da junge Thrombozyten in der Regel eine hthere Reaktivitat zeigen
und daher nach der Aggregation nicht mehr in der Probe zu erwarten sind (112) und
Thrombozyten durch die Aktivierung nicht gréf3er werden, ist (wie oben schon
ausgefuhrt wurde) anzunehmen, dass wie bei den Untersuchungen des MPV Duplets
oder Triplets von Thrombozyten vorliegen, die vom ADVIA 120 als grol3e
Thrombozyten gemessen werden. Das Vorliegen von Kleinstaggregaten von

Thrombozyten konnte in den untersuchten Blutausstrichen bestatigt werden.
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5.3.5. Thrombozytenverteilungsbreite — PDW

Die Verteilungsbreite der ThrombozytengrofR3e wird durch den PDW angegeben. Der
PDW stieg nach der Aggregation statistisch signifikant an (Abbildung: 28). Dies ist
ein Hinweis auf das Vorliegen von Thrombozyten unterschiedlicher Groe am Ende
der Messung. In Studien, die Proben von Menschen mit Thrombozytopenien
untersuchten, wurden ebenfalls aufgrund der durch eine erhdhte Regeneration
vergroRerten Thrombozyten ein Anstieg der Thrombozytenverteilungsbreite
festgestellt (113). Wie bereits erwdhnt zeigen grof3e Thrombozyten beim Hund nur
eine GrolRenzunahme unter Einfluss von Zytokinen (112) und nicht bei normaler
Regeneration (112) oder Aktivierung (102), daher ist hier, wie auch bei den
Untersuchungen des MPV und der large platelets, anzunehmen, dass es durch das
Vorhandensein von Duplets oder Triplets (wie vorher aufgefihrt) zu einer

Veréanderung der Thrombozytenverteilungbreite kommt.

5.3.6. Grol3e peroxidase negative Zellen — LUCs

Die Population der sogenannten ,large unstained cells® (LUCs) sind grol3e
peroxidasenegative Zellen, die am ADVIA 120™ im Perox-Scattergramm dargestellt
werden. Normalerweise werden in diesem Bereich Blasten und reaktive
Lymphozyten angezeigt. Da die Proben vor der Aggregation keine dieser Zellen
aufwies, ist anzunehmen, dass es sich um Thrombozytenaggregate handelt, die als
.grofde Leukozyten“ gezahlt werden, da die Anzahl der LUCs nach der Aggregation
statistisch signifikant zunahm (Tabelle 31). Da Thrombozyten keine Peroxidase
Aktivitat zeigen, werden sie im Bereich der LUCs dargestellt (Abbildung: 30b des
Leukozytenscatters). Mittels der untersuchten Blutausstriche konnten andere
Ursachen als das Auftreten von Thrombozten — Leukozyten — Aggregaten fur das

Auftreten der LUCs ausgeschlossen werden.
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5.3.7. Thrombozytenaggregate — Clumps

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchungen resultierte die Induktion der
Aggregation Uberraschenderweise in keiner signifikanten Zunahme der vom ADVIA
120™ gemessenen Zahl der Thrombozytenaggregate (Clumps). Moglicherweise
lasst sich dies dadurch erklaren, dass die Thrombozytenaggregate zu grof3 waren,
um als Clumps erkannt zu werden und stattdessen im Bereich der LUCs des

Leukozytenscatters als peroxidasenegative ,.Zellen" detektiert wurden.

5.4. Einfluss der Andmie auf die Thrombozytenaggregation (Gruppe 2)

Im Gegensatz zur Messmethode nach Born, bei der plattchenreiches Plasma ohne
Erythrozyten zum Einsatz kommt, wurde in der Literatur eine Beeinflussung der
Messung der Thrombozytenfunktion im Vollblut bei anamischen Patienten
beschrieben. Diese Angaben bezogen sich auf den PFA-100™ (Dade Behring,
Liederbach), einen Thrombozytenfunktionsanalyser, bei dem die
Thrombozytenfunktion mittels Verschlusszeiten an einer biologisch aktiven Membran
gemessen wird. Hier konnte bei Menschen eine negative Korrelation zwischen dem
Hamatokrit und der Lange der Verschlusszeit nachgewiesen werden (94). Mischke
und Keidel untersuchten 2003 den Einfluss des Hamatokrits auf die Messung mit
dem PFA-100™ und stellten auch eine negative Korrelation des Hamatokrits und der
Verschlusszeit beim Hund fest. So konnte schon bei einer Erniedrigung von 0,10 I/l
ein signifikanter Abfall der Verschlusszeit registriert werden. Dies wird durch die
erniedrigte Viskositat und dadurch einer erhdhten Flussgeschwindigkeit des Blutes
erklart (114). Dagegen wurden die Ergebnisse der Vollblutaggregometrie mittels
ADVIA 120™ und VetABC™ nicht signifikant durch die simulierte Anamie
beeinflusst. Da bei dieser Methode keine Verschlusszeiten, sondern die reine
Thrombozytenaggregation gemessen wird, sind bei sonst physiologischer
Thrombozytenfunktion keine Veranderungen der Aggregation zu erwarten.

Auffallig war ein Hund der sowohl bei der Untersuchungen in der anamischen Probe,
als auch bei den Untersuchungen mit Heparin und Aspirin eine deutlich geringere
Aggregation zeigte, als die anderen Probanden. Als Erklarung hierfir kdme eine

fehlerhafte Probenentnahme in Frage, allerdings zeigten sich bei diesem Hund keine
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Veranderungen in der physiologischen Aggregation. Erst als sich die Verhaltnisse in
der Probe &nderten (Verdinnung zur Herstellung einer simulierten Anamie, bzw.
Zugabe von ASS oder Heparin), fiel die prozentuale Aggregation im Vergleich zu den
anderen Hunden ab. Eine fehlerhafte Probenverarbeitung ist zwar mdglich, erscheint
aber aufgrund der Veradnderungen in drei verschiedenen Probenansatzen
unwahrscheinlich. Mdglicherweise liegt bei diesem Hund eine leichtgradige
Thrombozytopathie vor, die bei idealen Verhéltnissen weder Kklinisch noch
labordiagnostisch zum Tragen kommt, allerdings offensichtlich wird, wenn sich die

Bedingungen in der untersuchten Probe andern.

5.5. Einfluss von Heparin auf die Thrombozytenaggregation (Gruppe 3)

Wie bereits in der Literaturiibersicht beschrieben ist, kann Heparin beim Menschen in
einer physiologischen Dosierung (0,25 IE/ml) zu einer Aktivierung der Thrombozyten
fuhren (72), wahrend sich hoéhere Dosierungen (100IE/ml) hemmend auf die
Thrombozytenaggregation auswirken (73). Allerdings wurde in letzterer Studie auf
die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen beziglich niedrigerer Konzentration von
Heparin hingewiesen, da Dosierungen Uber 100 IE/ml kaum bzw. nicht in vivo
eingesetzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Auswirkung von Dosen im
therapeutischen Bereich (0,1 bis 10 IE/ml) auf die Thrombozytenfunktion getestet.
Beide oben genannten Studien arbeiteten allerdings mit einer Zugabe von Heparin in
vitro. In der Studie von Mischke und Mitarbeitern (2000) konnte nach Gabe von 1000
IE/kg Heparin beim gesunden Hund eine Plasmakonzentration von 1,2 IE/ml erreicht
werden. Die Aggregationsmessung mit der Methode nach Born erbrachte dort
allerdings keine signifikanten Unterschiede zu den Messungen vor der Heparingabe.
In der Dissertation von Leuser zeigte sich eine deutliche Abnahme der Aggregation
ab einer Dosierung von 100IE/kg mit dem Aggregationsinduktor Kollagen (Methode

nach Born) beim Schwein (77).

Beim Vergleich der einzelnen Heparinkonzentrationen untereinander, konnte bei
keinem der Gerate ein statistisch signifikanter Unterschied in den Messergebnissen
gefunden werden. Die Einwirkzeit von einer Stunde hatte ebenfalls keine

Auswirkungen. Dies widerspricht der Studie von Leuser, bei der sich ein Abfall der
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Aggregationswerte zeigte, je langer das Heparin wirkte. Allerdings handelte es sich
hier um eine in vivo — Studie beim Schwein (77). Am ADVIA 120™ und am
VetABC™ zeigte sich unter Zugabe von 0,1 IE/ml Heparin ein geringgradiger Anstieg
des Mittelwertes der prozentualen Aggregation, wahrend sich die Konzentrationen
von 1 IE und 10 IE/ml hemmend auf die Aggregation auswirkten. Allerdings wurde
nur fur die Konzentration von 10 IE/ml Heparin am ADVIA 120™ eine statistisch
signifikant hemmende Wirkung im Vergleich zur Dosis von 0,1 IE/ml gefunden. Dies
erklart sich daraus, dass der Mittelwert der Aggregation vergleichend zum
Ausgangwert anstieg. Diese Beobachtungen an den Hamatologiegeraten stimmen
mit den oben aufgeflihrten Literaturquellen tGberein, da auch hier eine niedrige Dosis
von Heparin aktivierend und hohe Dosen hemmend auf die Thrombozytenaktivierung
und —aggregation einwirkt (73) (72).. Dass die Ergebnisse nicht bei allen
Konzentrationen statistisch signifikante Unterschiede aufwiesen, ist unter Umstéanden
auf die geringe Patientenzahl zurtckzufiuhren. Die Ausnahme stellt die
Aggregometrie mit dem APACT 4™ dar, bei dem nach Zugabe von Heparin in allen
Konzentrationen eine niedrigere Aggregation ermittelt wurde. Ein statistisch
signifikanter Unterschied konnte aber nur beim Vergleich der Konzentration von 10
IE/ml und der Kontrolle gefunden werden. Diese Erniedrigung der Aggregation
stimmt sowohl mit der Literatur als auch mit den Ergebnissen des ADVIA120™
Uberein (73).

5.6. Einfluss von Acetylsalicylsdure auf die Thrombozytenaggregation

(Gruppe 4)

Die Zugabe von Acetylsalicylsaure (ASS) fuhrte bei der Aggregometrie nach Born zu
einem statistisch signifikanten Absinken der Thrombozytenaggregation (P<0,0001).
Am APACT 4™ Aggregometer zeigte sich eine statistische Signifikanz von allen drei
Konzentrationen im Vergleich zum Ausgangswert. Wie in der Literatur angegeben ist,
wird durch die Acetylsalicylsaure die Aggregationshemmung durch die Hemmung der
Thromboxansynthese erreicht (8).

Die Ergebnisse der Hamatologiesysteme und des Aggregometers unterscheiden sich
deutlich. Wahrend am Aggregometer eine signifikante Erniedrigung der Aggregation

bei allen Konzentrationen nachzuweisen ist, zeigen sich bei den Messungen an
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VetABC und ADVIA 120 deutliche individuelle Unterschiede (Abbildung 47 und 46).
So ist die Ursache entweder in dem Substrat (Vollblut versus PRP) oder in der
Methodik der Untersuchung zu suchen. Letzteres ist wahrscheinlicher, da bei der
Préaparation von plattchenreichem Plasma nicht zu erwarten ist, dass Faktoren, die
sich auf die Thrombozytenaggregation auswirken, verloren gehen. Wahrend bei der
Methode nach Born die Probe durch einen Rihrstab in Bewegung gehalten wird,
muss die Vollblutprobe wahrend der Untersuchung geschwenkt werden. Die
Messung des Vollblutes erfolgt mittels Durchflusszytometrie. Wenn die
Thrombozyten im ADVIA 120™ und im VetABC™ durch eine Kapillare geleitet
werden, kann es durch erhdhte Scherkréfte zu einer Erhéhung der Aggregation
kommen (83), so dass moglicherweise erst Konzentrationen von 2 mg/ml
Acetylsalicylsédure zu einer ausreichenden Hemmung der Aggregation fiuhren.

Wenn man die unterschiedlichen Acetylsalicylsdurekonzentrationen zu einer
unbehandelten Kontrolle bei dem Hamatologiegerat ADVIA 120™ vergleicht, zeigt
sich ausschlie3lich eine signifikant niedrigere Aggregation zwischen der
Konzentration 2 mg/ml und dem Ausgangwert. Allerdings ist auffallig, dass sich in der
durchschnittlichen Aggregation ein Absinken der Mittelwerte im Vergleich zum
Ausgangswert feststellen lassen, wenngleich dieser Trend sich als statistisch nicht
signifikant erwies. So ist anzunehmen, dass erst eine Konzentration von 2 mg/ml zu
einer ausreichenden Thrombozytenaggregationshemmung im Vollblut fihrt. Gleiches
konnte auch fur den VetABC™ festgestellt werden. Mdglicherweise muss flur die
Vollblutaggregometrie auch eine hohere Dosierung angenommen werden, als bei der
Aggregometrie nach Born. Wie schon bei der Kollagenkonzentration beschrieben,
kann durch die Konzentration des Induktors moglicherweise eine hdhere
Konzentration an ASS noétig sein, um eine Aggregationshemmung zu erzielen.

In der Literatur wird in der Studie von Grauer et al. (1992) gezeigt, dass kein
statistisch  signifikanter Unterschied zwischen mit Aspirin behandelten und
unbehandelten Proben bezlglich der Thrombozytenaggregation im Vollblut
festzustellen war (79). In dieser Studie wurde den Hunden eine Dosis von 3,5 mg/kg
Aspirin eingegeben, allerdings wurde nicht erwahnt, welche ASS-Plasmaspiegel mit
dieser Dosierung erreicht wurden. In der Humanmedizin wurde nachgewiesen, dass
Patienten sehr individuell auf Aspirin reagieren kdonnen und auch sogenannte

Aspirinresistenzen vorkommen, so dass trotz antikoagulativer Therapie Thrombosen
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entstehen kdnnen (115) (83). Dieses individuelle Ansprechen auf Aspirin spiegelt
sich auch in den hohen Standardabweichungen in dieser Studie wieder.

Bezlglich der einzelnen Konzentrationen untereinander und in Bezug auf die
Inkubationszeit zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in den
einzelnen Messergebnissen. Ebenso wie beim Heparin vergleicht bisher keine Studie
den Einfluss von unterschiedlichen Acetylsalicylsdurekonzentrationen und
unterschiedlichen Inkubationszeiten bei Mensch oder Hund.

Schlussfolgerung

Insgesamt konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Vollblutaggregation mit
Hamatologiegeraten — ahnlich wie zuvor fir den Menschen gezeigt (95) — auch beim
Hund mdoglich ist. Jedoch empfehlen wir aufgrund unserer Untersuchungen bei der
Vollblutaggregation den Einsatz verschiedener Konzentrationen an
Aggregationsinduktor (1 Ww/ml und 10 pg/ml Kollagen), um auch milde
Thrombopathien detektieren zu koénnen (16) und die Messabstande auf 10-12
Minuten auszudehnen, da wie bei der Messung von Patient 6 in der Aspiringruppe
(Abbildung 33) gezeigt, innerhalb des gewahlten Zeitraumes keine maximale
Aggregation erreicht werden konnte. Da die Referenzwerte fur die beiden getesteten
Hamatologiegerate variieren, empfiehlt es sich fir jedes Gerat einen eigenen
Referenzbereich mit gesunden Probanden zu bestimmen, bevor die eigentlichen
Messungen erfolgen. Kinftige Studien an Patienten sollen zeigen, ob mittels der hier

etablierten Vollblutaggregation Thrombozytopathien detektiert werden kénnen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit sollte festgestellt werden, ob die
Vollblutaggregometrie mittels eines Hamatologiesystems eine praxisrelevante
Moglichkeit  zur  Feststellung der  Thrombozytenfunktion  (insbesondere
Thrombozytopathien) beim Hund darstellt. Das Standardverfahren - die
Aggregometrie nach BORN — erfordert eine schnelle Probenverarbeitung und ist
aufgrund der hohen Geratekosten fir den Einsatz in der Praxis haufig nicht
zuganglich. Als weiterer Nachteil dieser Methode ist das gréf3ere Probenvolumen zur
Gewinnung von plattchenreichem Plasma (PRP) und die mogliche Aktivierung der
Thrombozyten durch die Probenverarbeitung zu sehen. Im Gegensatz dazu stellt die
Vollblutaggregometrie eine Madoglichkeit dar, die Funktion der Thrombozyten bei
Erkrankungen und zur Therapiekontrolle auch unter Praxisbedingungen zu
Uberprifen.

Die Untersuchungen erfolgten an Blutproben von 31 gesunden Hunden (15
mannliche, 16 weibliche) mit einem medianen Alter von 4 Jahren (range 1-13 Jahre).
Einschlusskriterium war eine unauffallige klinische, hamatologische und
blutchemische Untersuchung. Am haufigsten vertreten war die Rasse Beagle mit 12
Hunden vertreten. Weiterhin gingen Daten von 8 Mischlingen, 3 Deutschen
Schaferhunden sowie jeweils 2 Rauhaardackeln, Golden Retrievern und Border
Collies in die Studie ein. Die Rassen Terrier und Weimaraner waren jeweils einmal

vertreten.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Vollblutaggregometrie mittels der
Hamatologiegerate ADVIA120™ (Siemens) und VetABC (Scil) im Vergleich zum
~Goldstandard” der Aggregometrie nach Born Uberprift werden. Der zweite Teil der
Studie diente der Ermittlung des in vitro Einflusses unterschiedlicher Konzentrationen
an Heparin (0,1; 1,0; 10,0 U/ml) und Acetylsalicylsdure (0,5; 1,0; 2,0 mg/ml) direkt
nach Zugabe und nach 60 Minuten Einwirkzeit sowie des Vorhandenseins einer
Anamie (Hamatokritwert von 0,15 — 0,191/) auf die prozentuale Aggregation.

Die Blutentnahme erfolge am niichternen Hund aus der Vena jugularis mittels einer
18 G Kanule. Nach einer Ruhezeit der Proben von 30 Minuten bei Raumtemperatur
wurde 20 ml Citratblut zur Herstellung von PRP 20 Minuten bei 190 g zentrifugiert.
Die Aggregationsmessung nach Born erfolgte mit einem 4-Kanal Aggregometer
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(APACT™, Labitec) mit 225 pl PRP und 25 pl Aggregationsinduktor (Kollagen)
entsprechend einer Induktorkonzentration von 10 pg/ml. Der Endpunkt der Messung
lag bei 8 Minuten.

Parallel dazu wurden drei Citratblutproben von jeweils 1 ml zur Vollblutaggregation
vorbereitet. Die ersten zwei Proben dienten als Kontrolle: Die erste Probe (Citrat)
blieb unbehandelt, in die zweite Probe (Kontrolle) wurden 100 pl NaCl und die dritte
Probe (Probe) 100ul Aggregationsinduktor (Kollagen) entsprechend einer
Induktorkonzentration von 10 mg/ml pipetiert. Die Messungen am ADVIA120™ und
VetABC erfolgten jeweils zum Zeitpunkt O und 8 Minuten. Aus dem Absinken der
Thrombozytenzahl nach der Aggregationsinduktion konnte dann die prozentuale
Aggregation  errechnet werden. Zusatzlich wurde der Einfluss der
Thrombozytenaggregation auf die Thrombozytenparameter des ADVIA 120™
untersucht. Diese umfassten die mittlere Konzentration innerer
Thrombozytenbestandteile (MPC) als Malf3 der Aktivierung, die
Thrombozytenverteilungsbreite (PDW), der PCDW als Verteilungsbreite der mittleren
Granularitat, large PLT (grof3e Thrombozyten), Thrombozytenaggregate (Clumps)

und large unstained cells (grof3e peroxidasenegative Zellen).

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Graph pad prism 4.0, Graph
pad Software Inc., San Diego, USA. Zur Anwendung kamen der Kolmogorow —
Smirnov — Test zur Testung auf Normalverteilung, der Students T-test, eine
einfaktorielle  Varianzanalyse (One way - ANOVA) und zweifaktorielle
Varianzanalyse (Two way — ANOVA) und bei statistischer Signifikanz ein
Bonferroni’s Multiple Comparison Test. Bei nicht normalverteilten Daten wurde der

Dunn’s Multiple Comparison Test als post — Test verwendet.

Die mittels APACT 4™ Aggregometer ermittelte Aggregation ergab einen Mittelwert
von 77,46 + 16,23 % (range 33,4 — 109,9 %), die am ADVIA 120™ gemessene
Aggregation ergab einen Mittelwert von 89,88 + 3,01 % (range 79,0 — 94,3 %) und
die gemessene Aggregation des VetABC™ lag im Mittel bei 82,54 % = 11,18 %
(range 39,1 — 93,7 %). Mittels linearer Regressionsanalyse konnte keine Korrelation
zwischen den mit den verschiedenen Geraten ermittelten Aggregationswerten
festgestellt werden. Die Induktion der Aggregation resultierte in einem signifikanten
Anstieg des MPV von 9,419 + 1,855 fL (range 6,0 — 13,4 fL) auf 12,82 (range 8,0 —
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16,4) fL (p<0,001). Der PCDW stieg von 6,797 = 1,644 (range 3,9 — 9,0) g/dl auf
7,929 £ 0,7542 (range 5,3 — 8,9) g/dl ab. Der mediane PDW stieg signifikant von
63,70 % (range 53,50- 84,6 %) auf 84,40 % (range 22,30 — 98,9 %) an (p< 0,001).
Ebenso wie die mediane Anzahl der LUCs von 0,02 (range 0,01 — 0,1) x10° Zellen/|
auf 0,21 (range 0,02 — 0,47) x10° Zellen/| nachweisbar war (p<0,001), was auf eine
Messung von Thrombozytenaggregaten als ,Leukozyten® zurtickzuflhren ist.

Es kam zu einer signifikanten Abnahme des MPC von 23,12 + 2,577 (range 18,0 —
27,5) g/dl auf 18,31 (range 12,2 — 27,5) g/dl (p<0,001) Ubereinstimmend mit einer
Aktivierung der Thrombozyten. Die large PLT fielen von 12,29 + 9,023 (range 3,0 —
39,0) x 10° Zellen/l auf 3,226 + 1,203 (range 0 — 7,0) x10° Zellen/I ab. Die Clumps
zeigten keine signifikante Verdnderung durch Induktion der Aggregation (Kontrolle
33, Probe 37 Clumps) mit einem p-Wert von 0,2204. Das Vorhandensein einer
Anamie zeigte keine statistisch signifikanten Veranderungen zur unbehandelten
Probe (ADVIA 120: p=0,0849 und VetABC: p=0,3154). Eine Zugabe von Heparin
resultierte bei der Methode nach Born in signifikant niedrigeren Aggregationswerten
im Vergleich zu der Kontrolle bei einer Konzentration von 10 IE/ml (p<0,01). Bei der
Vollblutaggregometrie mittels ADVIA 120™ war das Ergebnis der Aggregation fur
Heparinkonzentrationen zwischen 0,1 IE und 10 IE/ml Blut statistisch signifikant
niedriger (68,6 + 25,5 %) als der Ausgangswert (80,6 + 20,1 %; p<0,05). Die
Ergebnisse der mittels VetABC gemessenen Aggregation wurden dagegen nicht
signifikant beeinflusst. Die Differenz der Messergebnisse zwischen APACT™ und
ADVIA 120™ zeigte sich beim Vergleich der Konzentrationen 10 IE/ml und
Kontrollwert signifikant unterschiedlich (p<0,05), bei der Differenz der Ergebnisse des
APACT™ und des VetABC™ verhielt es sich ebenso (p<0,05). Die
Messunterschiede zwischen ADVIA 120™ und VetABC™ waren nicht statistisch
signifikant verschieden. Die Einwirkzeit des Heparins von 0 bzw. 60 Minuten hatte
ebenfalls keinen Einfluss auf die Aggregation.

Die mit der Methode nach Born ermittelte Aggregation war nach der Zugabe von 0,5
mg/ml, 1 mg/ml und 2 mg/ml Aspirin signifikant niedriger als die
Ausgangskonzentration (p<0,001). Am ADIVA 120™ und am VetABC™ zeigte sich
ausschlieBlich im Vergleich der Konzentration von 2 mg/ml zum Kontrollwert
statistisch signifikant niedrigere Aggregationswerte (p<0,01). Ebenso wie bei Heparin
hatte die Einwirkzeit des Aspirins von 0 bzw. 60 Minuten bei keinem der Gerate

einen statistisch signifikanten Einfluss.
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Anhand der Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass die errechnete
Vollblutaggregation nach Thrombozytenzéhlung mittels konventioneller
Hamatologiesysteme eine gute Alternative zu der Aggregometrie nach Born ist und
somit eine — bisher nicht beschriebene - Messung der Thrombozytenfunktion auch in
der Praxis durchfuhrbar macht. Da die Referenzwerte je nach eingesetztem
Hamatologiesystem variieren, empfiehlt es sich, bei der Anwendung der
Vollblutaggregation in der Praxis fir jedes Gerat einen eigenen Referenzbereich zu
ermitteln.

Die Bestimmung der prozentualen Aggregation sollte mit einer Kollagenkonzentration
von 1 pg/ml und 10 pg/ml stattfinden, um milde Thrombozytopathien nicht zu
ubersehen.

Aufgrund der hier gewonnenen Erkenntnisse sind weitere Studien zur
Thrombozytenfunktionsmessung bei Erkrankungen mit gesteigerter und verminderter
Funktion und zur Therapiekontrolle bei Patienten unter gerinnungshemmenden
Medikamenten von grol3em Interesse, um den mdglichen Nutzen fir die Praxis

vollstandig zu bestatigen.
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7. SUMMARY

The goal of this study was to evaluate whether whole blood aggregometry performed
by routine haematology analysers is a valuable tool to assess canine thrombocyte
function (especially thrombocytopathia) in routine veterinary practice. The reference
method (BORN aggregometry) necessitates fast sample processing and is relatively
impractical due to high costs. An additional disadvantage of this method is the large
sample volume needed to create platelet-rich plasma (PRP) and the possibility of
premature activation of platelets due to sample handling. In contrary, whole blood
aggregometry seems to be a method that facilitates assessment of platelet function
in a clinical setting.

Examination was performed using jugular blood samples from 31 fasted healthy dogs
(15 male, 16 female) with a median age of 4 years (range 1-13 years). Inclusion
criteria were obtained by results of a normal physical examination, haematology and
blood chemistry analysis. The breeds represented included Beagle (n = 12), mixed
breed dogs (n = 8), German Shepherd dog (n = 3), and two each of Wirehair
Dachshund, Golden Retriever and Border Collies. One Weimaraner and one Terrier
were also included.

In the first part of the study, whole blood aggregometry performed with the
haematology analyser ADVIA120™ (Siemens) und VetABC (Scil) was compared with
the Born aggregometry method. In a second part of the study, the effect of in vitro
inhibition of aggregation with heparin (0.2; 1.0; 10.0 IU/mL) and acetylsalicylic acid
(ASS; 0.5; 1.0; 2.0 mg/mL) was assessed as well as the effect of “anaemia” induced
by in vitro haemodilution (haematocrit 0.15-0.20 L/L).

After collection, blood was stored in citrated tubes for 30 minutes; then, PRP was
prepared. The Born aggregometry method was performed with the APACT 4™
aggregometer (Labitec) with 225 ul PRP. 10 pg/mL collagen was used as an
inductor. After 8 minutes, the percentage of aggregation was obtained from the
aggregation curve. For assessment of aggregation with both haematology analysers,
a platelet count was performed prior to and 8 minutes after in vitro induction of
aggregation with 10 pg/mL collagen; and the percentage of aggregation was
calculated. Citrated whole blood samples with and without 100 pl NaCl 0.9% served
as negative controls. In addition, the effect of aggregation on platelet parameters
measured with the ADVIA120™ was investigated. This included evaluation of

changes in the mean platelet component concentration (MPC), which reflects platelet
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activation, PCDW, which is the distribution width of the mean platelet components,
the platelet distribution width (PDW), large platelets (large PLT), clumps (platelet

aggregates) and the number of large unstained cells (LUC).

Statistical analysis was performed using the Software Graph pad prism 4.0 (Graph
pad Software inc., San Diego, USA). The Kolmogorow — Smirnov — Test was used to
test for normal distribution. The students — t — test, one way — ANOVA and a two —
way — ANOVA were performed as well if deemed applicable. If data showed
significant differences between the methods and normal distribution was proven, a
Bonferroni’s multiple comparison Test was subsequently performed. If normal

distribution was not evident, a Dunn’s multiple comparison Test was applied instead.

Aggregation measured with the Born method was 77,46 + 16.23 % while values of
89.88 + 3.0 % and 82,54 * 11.18 % were obtained with the ADVIA120™ and
VetABC™. There was no significant correlation between the methods. Induction of
aggregation resulted in a significant increase of MPV from 9,419+1,855 (range 6,0 —
13,4) fL to 12,82 (range 8,0 — 16,4) fL (P<0,001). The PCDW increased from
6,797+1,644 (range 3,9 — 9,0) g/dl to 7,929+0,7542 (range 5,3 — 8,9)g/dl. The PCDW
increased from 6,3,70% (range 53,5 — 84,6) to 84,40% (range 22,3 — 98,9) (P<0,01).
After platelet aggregation, the MPC decreased from 23.12+2.57 (rangel8,0 — 27,5)
g/dL to 18.31+2.37 (range 12,2 — 27,5) g/dL indicating platelet activation. The median
number of LUCs increased significantly from 0.02 (0.01-0.1) x10° to 0.21 (0.02—0.47)
x10° cells/L (p<0.001), probably due to aggregates of platelets with leukocytes being
falsely detected as leukocytes. The large PLT decreased from 12,29+9,023 (range
3,0 — 39,0) x 10° cells/L to 3,226+1,203 (range 0 — 7,0) x 10° cells/L. Platelet clumps
showed no significant change (P=0,2204).

Addition of heparin resulted in a lower aggregation at a dosage of 1.0 and 10.0 IU/L,
however, this effect was only significant for the Born method and a heparin
concentration of 10.0 U/mL (p<0.01). Addition of ASS resulted in a significantly
decreased aggregation determined with the Born method for all dosages, while this
effect was only significant for ASS dosages of 2 mg/mL with the ADVIA120™
(p<0.001) and VetABC (p<0.01) measurements. Anaemia an incubation period was

not associated with a significant change of whole blood platelet aggregation.
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Our results show that whole blood platelet function testing can be easily performed in
veterinary practice; however, reference ranges for each haematology analyser have
to be established. Platelet aggregation should be performed with inductor
concentrations of 1ug/ml and 10ug/ml to detect mild thrombocytopathias. However,
further studies evaluating the methods used in this study are necessary to fully
assess their usefulness, especially in patients with platelet dysfunction and patients
with drug-induced thrombocytopathia.
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