Einflisse von HES (200/0,5) und HES
(130/0,4) auf die
Thrombozytenfunktion und das

zirkulierende Blutvolumen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von Thorsten Mo6ller aus Hanau
GielRen 2005



Aus dem Medizinischen Zentrum

fur Chirurgie, Anasthesiologie und Urologie
Abteilung Anasthesiologie, Operative
Intensivmedizin, Schmerztherapie

Leiter: Prof. Dr. med. Dr. h.c. G. Hempelmann
des Klinikums der Justus-Liebig-Universitat
Giel3en

Gutachter: PD Dr. Dietrich
Gutachter: PD Dr. Hackstein
Tag der Disputation: 15.06.2005



Ich erkldre: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbststindig, ohne unerlaubte fremde Hilfe
und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemil3 aus verdffentlichten oder nicht verdffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind
als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwdhnten Untersuchungen habe ich die Grundsitze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie
in der "Satzung der Justus-Liebig-Universitidt GieBen zur Sicherung guter wissenschaftlicher

Praxis" niedergelegt sind, eingehalten.



Inhalt

1. EINLEITUNG 7
1.1. VOLLELEKTROLYTLOSUNGEN 7
1.2. KOLLOIDALE LOSUNGEN 8
1.2.1. HYDROXYETHYLSTARKE 9
1.2.1.1. Physikochemische Eigenschaften 9
1.2.1.2. Metabolismus und Elimination 11
1.2.1.3. Nierenfunktion 11
1.2.1.4. Blutgerinnung 12
1.3. ANGEWANDTE METHODEN 14
1.4, ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG 16
2. METHODIK UND MATERIAL 17
2.1. STUDIENVORSTELLUNG 17
2.1.1. STUDIENKOLLEKTIVE 17
2.1.2. ZEITLICHER ABLAUF DER KLINISCHEN STUDIE 18
2.1.3. BLUTENTNAHME UND AUFBEREITUNG 19
2.2. INDUZIERTE THROMBOZYTENAGGREGATION IM VOLLBLUT 22
2.2.1. IMPEDANZAGGREGOMETRIE NACH CARDINAL UND FLOWER 22
2.2.1.1. Testprinzip 22
2.2.1.2. Durchfiihrung 22
2.2.1.3. Material 24
2.2.2. THROMBELASTOGRAPHIE 25
2.2.2.1. Testprinzip 25
2.2.2.2. Durchfiihrung 26
2.2.2.3. Material 27
2.2.3. IN-VITRO BLUTUNGSTEST 27
2.2.3.1. Testprinzip 27
2.2.3.2. Durchfiihrung 29
2.2.3.3. Material 30
2.3. INDUZIERTE THROMBOZYTENAGGREGATION IM PLATTCHENREICHEN PLASMA 30
2.3.1. TESTPRINZIP: 30
2.3.2. DURCHFUHRUNG 31
2.3.3. MATERIAL 32
2.4, BLUTVOLUMEN-BESTIMMUNG 33
2.4.1. ERYTHROZYTENVOLUMEN MIT DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE 33
2.4.1.1. Testprinzip 33
2.4.1.2. Durchfiihrung 33
2.4.1.2.1. Herstellung der Erythrozytensuspension mit Natriumfluorescein 33
2.4.1.2.2. Blutentnahme 34
2.4.1.2.3. Messung am Durchflusszytometer 34
2.4.1.3. Material 35
2.4.2. BESTIMMUNG DES PLASMAVOLUMENS AM PHOTOMETER MIT INDOCYANINGRUN 36



2.4.2.1. Testprinzip 36
2.4.2.2. Durchfiihrung 36
2.4.2.3. Material 37
2.5. BLUTKORPERCHENSENKUNGSGESCHWINDIGKEIT (BSG) 37
2.5.1. TESTPRINZIP 37
2.5.2. DURCHFUHRUNG 37
2.5.3. MATERIAL 38
2.6. BLUTBILD 39
2.6.1. TESTPRINZIP 39
2.6.2. DURCHFUHRUNG 39
2.6.3. MATERIAL 40
2.7. STATISTISCHE METHODEN 41
3. ERGEBNISSE 42
3.1. KLINISCHE STUDIE 42
3.1.1. IMPEDANZAGGREGOMETRIE NACH CARDINAL uND FLOWER 42
3.1.2. THROMBELASTOGRAPHIE 44
3.1.3. IN-VITRO BLUTUNGSTEST 45
3.1.3.1. Agonist: Epinephrin 45
3.1.3.2. Agonist: ADP 46
3.1.4. INDUZIERTE THROMBOZYTENAGGREGATION IN PLATTCHENREICHEN PLASMA 49
3.1.4.1. Induktor: ADP 49
3.1.4.2. Induktor: Ristozetin 52
3.1.5. BLUTVOLUMENBESTIMMUNG 54
3.1.5.1. Durchflusszytometrie 54
3.1.5.2. Photometer 56
3.1.6. ZELLDIFFERENTIAL IM VOLLBLUT 59
3.1.7. INFUSIONSVOLUMEN 61
3.2. IN-VITRO STUDIE 63
3.2.1. IMPEDANZAGGREGOMETRIE NACH CARDINAL uND FLOWER 63
3.2.2. THROMBELASTOGRAPHIE 63
3.2.3. IN-VITRO BLUTUNGSTEST MIT ADP ALS AGONIST 65
3.2.4. INDUZIERTE THROMBOZYTENAGGREGATION IM PLATTCHENREICHEN PLASMA 65
3.2.4.1. Induktor: ADP 65
3.2.4.2. Induktor: Ristozetin 66
3.2.5. BLUTKORPERCHENSENKUNGSGESCHWINDIGKEIT 66
4. DISKUSSION 68
4.1. DISKUSSION DER ERGEBNISSE UND METHODEN 68
4.2. SCHLUSSFOLGERUNGEN 82
4.3. ZUSAMMENFASSUNG 83
4.4, SUMMARY 85
5. LITERATUR 87




6. ANHANG 95

6.1. VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN 95
6.2. VERZEICHNIS DER TABELLEN 96
6.3. VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN 98
6.4. VORLAGEN ZUR PATIENTENAUFKLARUNG 100
6.5. DANKSAGUNG 104

6.6. LEBENSLAUF 105



1. Einleitung 7

1. Einleitung

Eine adidquate Volumensubstitution gehort zu einer der wichtigsten therapeutischen
MaBnahmen bei der perioperativen Versorgung chirurgischer Patienten (Haisch 2001). Dafiir
stehen unter anderem kristalloide und kolloidale Infusionslosungen zur Volumenersatz-
therapie zur Verfiigung.

Ein kontrovers diskutiertes Thema ist der Einfluss von kolloidalen Infusionslosungen auf die
Hiamostase. Diese ist neben der Gefdlfunktion auch von der Thrombozytenzahl,
Thrombozytenfunktion und der plasmatischen Gerinnung abhingig. Diskutiert wird der
Einfluss von kolloidalen Lésungen auf die Thrombozytenfunktion und die plasmatische
Gerinnung.

Auf der einen Seite ist also eine ausreichende Volumensubstitution ndtig, um die
Aufrechterhaltung der Zirkulation und damit eine ausreichende Oxygenierung der Organe zu
gewihrleisten, auf der anderen Seite scheinen kolloidale Losungen die Hidmostase zu
beeinflussen und im Falle einer Verletzung von GefiBlen den Austritt von Blut zu

begiinstigen.

1.1. Vollelektrolytlésungen

Vollelektrolytlosungen sind in der Elektrolytverteilung und Elektrolytkonzentration auf die
extrazelluldre  Flissigkeit abgestimmt. Sie sind weitgehend isoion mit der
Extrazellularfliissigkeit und isoton und enthalten somit kein freies Wasser. Zu den
handelsiiblichen Vollelektrolytldsungen zdhlen die Ringer-Losung und die isotone
Kochsalzlosung (NaCl 0,9%).

Der Unterschied der beiden Losungen liegt darin, dass die Ringer-Losung einen Kalium- und
einen Kalzium-Anteil hat, der ungefdhr der Ionenkonzentration im Plasma entspricht, was
wiederum zu einer Reduktion des Natriumgehaltes fiihrt. Ringer-Losung hat somit einen

geringeren Gehalt an Natrium als NaCl 0,9%.

Der Einfluss von Vollelektrolytlosungen auf die Hdmostase wird kontrovers diskutiert. Ng et

al beschrieb einen Zustand erhohter Koagulabilitit nach Infusion isotoner Kochsalzlosung
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(Ng, 2002), ebenso Ruttmann et al (Ruttmann, 1998). Es wurde angenommen, dass es durch
die Hiamodilution zu einer unproportionalen Reduktion von Gerinnungsinhibitoren, wie zum
Beispiel der Antithrombin III-Konzentration im Plasma, komme (Ng, 2002). Die Abnahme an
Gerinnungsfaktoren durch Hémodilution sei durch die hohe Reservekapazitit des
Gerinnungssystems von geringerer Bedeutung und wirke sich damit nicht auf die Hamostase
aus (Ruttmann, 1996).

Demgegeniiber stand die Annahme, dass ein erniedrigter Hamatokrit als Folge der
Hamodilution zu einer geringeren Blutviskositit und somit zu einer Abnahme der
Blutgerinnung fiihre (Ouaknine-Orlando, 1999). Die erhdhte Blutungsneigung sei auf eine
mechanische Storung im Blutfluss zuriickzufithren. Die Kontaktmoglichkeiten der
Blutplattchen mit nachfolgender Immobilisation und Aggregation am verletzten Endothel
schienen verringert zu sein, wenn die Thrombozyten durch die verminderte
Erythrozytenmasse im laminaren Blutstrom nicht ausreichend nah an die GefaBwand gedriangt

wurden und daher zu weit entfernt an dieser vorbeiflossen (Heim, 1999).

1.2. Kolloidale L6sungen

Kolloide sind Substanzen mit einem hohen Molekulargewicht. Sie iiben einen
kolloidosmotischen Druck aus, verfiigen iiber eine Bindungskapazitit gegeniiber Wasser,
besitzen eine gewisse Eigenviskositit und konnen nicht frei durch Kapillarmembranen
diffundieren. Die Summe dieser Eigenschaften bestimmt schlieBlich die Volumenwirksamkeit

und die Verweildauer der Kolloide.

Die Kolloide werden nach ihrer Volumenwirksamkeit in zwei Gruppen unterteilt:

Plasmaexpander sind Kolloide mit einem hoheren kolloidosmotischen Druck als der des
Plasmas und bewirken damit einen Einstrom von Wasser aus dem Interstitium in die Gefafe.
Der Volumeneffekt ist daher grofer als es der zugefiihrten Menge entspricht. Zu den
Plasmaexpandern gehdren Hydroxyethylstirke, Dextrane und Humanalbumin 20%.
Plasmaersatzmittel sind Kolloide mit einem plasmaisotonen kolloidosmotischen Druck. Es

kommt nicht zu einem Einstrom von Wasser aus dem Interstitium und der Volumeneffekt
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entspricht dem der zugefiihrten Menge. Zu den Plasmaersatzmitteln gehoren Gelatine und

Humanalbumin 5%.

1.2.1. Hydroxyethylstarke

1.2.1.1. Physikochemische Eigenschaften

Hydroxyethylstarke ist ein Syntheseprodukt aus Amylopektin der Wachsmaisstarke oder der
Starke anderer Getreidesorten. Wachsmaisstirke enthdlt zu 95% Amylopektin, welches aus
verzweigten D-Glukoseeinheiten besteht, die a-1,4-glykosidisch gebunden sind und an den

Verzweigungsstellen a-1,6-glykosidische Bindungen aufweisen (Warren, 1997; Boldt, 2004).

Es befinden sich eine Anzahl von unterschiedlichen Hydroxyethylstirke-Produkten auf dem
Markt. Dabei werden folgende Merkmale beziiglich der Zusammensetzung und der

physikochemischen Eigenschaften unterschieden:

- Kolloidkonzentration (3%, 6%, 10%)

- Mittleres Molekulargewicht (Mw) (40.000 — 450.000 Da)

- Molarer Substitutionsgrad (MS) (0,4; 0,5; 0,62; 0,7)

- C2/C6 ratio

- Mw der Bodenfraktion (Mw fiir die 10% der kleinsten Molekiile)
- Mw der Spitzenfraktion (Mw fiir die 10% der groBBten Molekiile)

Die Kolloidkonzentrationen (3%, 6%, 10%) nehmen groBen FEinfluss auf die initiale
Volumenwirkung. Hyperonkotische Losungen (10%) besitzen eine plasmaexpandierende
Wirkung, indem sie zusétzliches Volumen intravasal binden. Niedermolekulare HES (3%)

bindet kein zusitzliches freies Wasser und hat somit keine plasmaexpandierende Wirkung

(Treib, 1997).

In Abhidngigkeit vom Molekulargewicht (kDa) unterscheidet man monodisperse und
polydisperse Kolloidpriaparate. Wahrend monodisperse Kolloide, wie zum Beispiel Albumin

mit einem Molekulargewicht von 69 kDa, lediglich aus Molekiilen mit dem gleichen
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Molekulargewicht bestehen, enthalten polydisperse, wie zum Beispiel auch HES-Préparate,
Molekiile mit verschiedenen Gewichten. Daher wird das Molekulargewicht auch als mittleres

Molekulargewicht (Mw) angegeben (Warren, 1997).

Die Molekulargewichtsverteilung einer HES-Losung gibt an, wie die Gewichte der einzelnen
Molekiile statistisch verteilt sind. Die Tatsache, dass in einer Ldosung sehr viele kleine
Molekiile, die sofort iiber die Niere ausgeschieden werden (Warren, 1997) oder sehr viele
groBe Molekiile, die fiir die Kumulation im Plasma verantwortlich gemacht werden (Treib a,
1996), enthalten sind, zeigt, wie wichtig die Angabe iiber die Molekulargewichtsverteilung

ist, um auf das pharmakologische Profil des HES-Préparates schlieBen zu kénnen.

Durch Hydroxyethylierung werden Hydroxyethylgruppen an die C-Atome der
Glukosemolekiile gebunden. Der molare Substitutionsgrad stellt das Verhéltnis der Anzahl
von Hydroxyethylgruppen zur Gesamtzahl der Glukosemolekiile dar und wird als Zahl
zwischen 0 und 1 angegeben. Ein Substitutionsgrad von zum Beispiel 0,7 bedeutet, dass auf
10 Glukosemolekiile 7 Hydroxyethylgruppen kommen (Warren, 1997; Boldt, 2004).
Hydroxyethylgruppen verzogern die Hydrolyse der Stdrkekomponenten durch a-Amylase und
damit auch den Abbau und die Elimination aus dem Blut. Damit ldsst sich der lange

Volumeneffekt bei hochsubstituierten Starken erkliren (Treib a, 1996).

In Bezug auf den Abbau von Hydroxyethylstirke im Blut ist neben dem Substitutionsgrad
auch die Position der Hydroxyethylgruppen von Bedeutung. Sie kénnen an den C-Atomen 2,
3 oder am C-Atom 6 des Glukosemolekiils gebunden sein. Da die héufigste Bindung an den
C-Atomen 2 und 6 stattfindet, spricht man auch von der C2/C6 ratio. Dieser Quotient gibt das
Verhiltnis der Gesamtzahl der an C2 gebundenen und der Gesamtzahl der an C6 gebundenen
Hydroxyethylstirken an. Eine C2/C6 ratio von 13 bedeutet, dass eine Hydroxyethylierung an
C2 dreizehnmal héufiger erfolgt als an Cé.

Eine hohe C2/C6 ratio fiihrt nach wiederholter HES-Gabe zu signifikanten Unterschieden in
der Rheologie, Blutgerinnung und Elimination im Vergleich zu einer niedrigen C2/C6 ratio:
Ein erhohtes intravaskulares mittleres Molekulargewicht fiihrt letztlich zu einer Erhéhung der
Serumkonzentration und Plasmaviskositdt und zu einer Reduzierung von Hématokrit und

Faktor VIII/von Willebrand-Komplex (Treib, 1995).
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1.2.1.2. Metabolismus und Elimination

Die Elimination von Hydroxyethylstirke aus dem Blutkreislauf unterliegt zwei grof3en

Mechanismen:

1. Renale Ausscheidung

2. Umverteilung: Aufnahme und zeitweilige Lagerung im Gewebe

Ein dritter Mechanismus, die Elimination {iiber den Gastrointestinaltrakt, ist von

untergeordneter Bedeutung (Lenz, 2000).

Die renale Ausscheidung, der wohl wichtigste Mechanismus, besteht aus zwei Phasen. Die
erste Phase tritt unmittelbar nach Verabreichung von Hydroxyethylstirke auf. Polymere mit
einem Molekulargewicht unter 59 kDa werden umgehend durch glomeruldre Filtration
eliminiert. Die zweite Phase dauert langer und beginnt mit dem Metabolismus der Polymere
durch a-Amylase, deren erhohte Aktivitdt nach HES-Gabe im Serum nachzuweisen ist. Es ist
zu beachten, dass Hydroxyethylgruppen die enzymatische Spaltung verlangsamen. Weisen die
Spaltprodukte der Hydroxyethylstirkepolymere ein Molekulargewicht von unter 72 kDa auf,

konnen diese ebenfalls iiber die Niere ausgeschieden werden (Warren, 1997).

Die Umverteilung ins Gewebe ist der zweite Mechanismus. Nach 24 Stunden sind 23% der

initial verabreichten Menge in den interstitiellen Raum iibergetreten.

1.2.1.3. Nierenfunktion

Hydroxyethylstirkepolymere weisen eine gute Wasserloslichkeit und insgesamt eine gute
Nierenvertraglichkeit auf und leisten bei Volumendefiziten im Blutkreislauf einen erheblichen
Beitrag zur Vermeidung des prirenalen Nierenversagens. Bei hochsubstituierten HES-
Priparaten und unzureichender Hydratation wird tubuldre HES-Speicherung im Sinne einer
osmotischen Nephrose beschrieben, die sich negativ auf die Nierenfunktion auswirkt, daher
sollte die Wertung HES-bedingter renaler Interaktionen nur unter Beachtung der einzelnen

HES-Préparate und der infundierten Menge erfolgen (Vogt, 1998).
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Die renale Elimination von HES-Priparaten ist abhingig vom Molekulargewicht und von der
C2/C6 ratio. Bei einem Molekulargewicht von 120 kDa beschreibt Treib et al eine erschwerte
Elimination dieser Makromolekiile. Dies hat eine Kumulation zur Folge, die zu einem Anstieg
der Serumkonzentration von HES und zur Erh6hung der Plasmaviskositit fiihrt.

Praparate mit einer hohen C2/C6 ratio werden langsamer gespalten und fiihren dadurch zu
einem hoheren Molekulargewicht in vivo. Sie werden folglich langsamer renal eliminiert.
Treib et al verglich dabei zwei 200/0,5 Préparate, die sich in ihrer C2/C6 ratio unterschieden
(Treib, 1997).

1.2.1.4.  Blutgerinnung

Die Wirkung von Hydroxyethylstirke auf die Blutgerinnung ist ein kontrovers diskutiertes
Thema. Einige Studien zeigten, dass HES keine Auswirkungen auf die Blutgerinnung hat
(Claes, 1992; Gold, 1990; Munsch, 1988) oder lediglich Auswirkungen auf Laborparameter
zeigte (Kupiotis, 1994; Strauss, 1985), andere Studien wiederum belegten klinisch
signifikante Blutgerinnungsstorungen (Trumble, 1995; Boldt, 1993; Villarino, 1992).

In Studien, welche Blutgerinnungsstorungen unter HES-Gabe beschrieben, zeigten sich
erniedrigte Serumkonzentrationen von der prokoagulatorischen Aktivitit des Faktor VIII, von
Willebrand-Faktor, Ristozetin-Cofaktor und Fibrinogen, eine Erhdhung der PTT und
Blutungszeit und eine Storung der Thrombozytenfunktion (Baldassarre, 1997). Allerdings war
auch hier eine differenzierte Beobachtung der einzelnen HES-Préparate und der infundierten
Menge erforderlich.

Die Auswirkungen von HES auf die Blutgerinnung seien zum einen abhingig vom
Molekulargewicht, von der molaren Substitution und der C2/C6 ratio (Entholzner, 2000). Es
wurde ein Zusammenhang festgestellt zwischen Lésungen mit hohem Molekulargewicht,
hoher molarer Substitution und einer hohen C2/C6 ratio und gehduft auftretenden
Blutungskomplikationen (Treib a, 1996 ). Zum anderen seien die Auswirkungen von der
infundierten Menge abhingig. Koagulopathien wurden bei HES-Gabe beobachtet, die ein

Infusionsvolumen von 20 ml » kg™ « d”! iiberschritten (Baldassarre, 1997).

Einige Hypothesen stiitzten die Behauptung, dass verschiedene Gerinnungsfaktoren durch die
verzweigten Polysaccharide geféllt wiirden und somit nicht mehr fiir die Gerinnungskaskade
zur Verfiigung stiinden (Treib, 1995). Andere nahmen an, HES bilde zusammen mit Faktor

VIII und Fibrinogen einen Komplex und sei weiterhin fiir eine erhohte Aktivitit von
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Thrombin verantwortlich, das an der Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin beteiligt ist und
somit nicht mehr fiir die physiologische Gerinnung zur Verfiigung stiinde. Zusitzlich kénne
das Fibringerinnsel viel leichter lysiert werden (Warren, 1997)

Die empfohlene maximale Tagesdosis sowohl fiir HES 6% (200/0,5) als auch fiir HES 6%
(130/0,4) liegt bei 33 ml @ kg™' o d'. Die Empfehlungen einer Dosisbegrenzung wurden durch
die Interaktion mit den Funktionen der plasmatischen und der thrombozytiren Gerinnung
sowie der Fibrinolyse begriindet. In der Literatur wurde vereinzelt {ber
Blutungskomplikationen unter HES-Gabe berichtet (Cully, 1987; Damon, 1987; Villarino,
1992).

In Bezug auf die Thrombozytenfunktion reduziere HES die Plattchenadhésion. Hierzu gibt es
unterschiedliche Hypothesen:

e Die Konzentration des von Willebrand-Faktors (vWF), der als Briicke fiir die
Adhision zwischen Thrombozyt und Gefdllendothel dient, sinke. Dieser Effekt trete
erst Stunden nach der HES-Infusion auf und sei nicht in-vitro reproduzierbar (Strauss,
1988). Dies lege nahe, dass die Freisetzung von vWF aus dem Endothel behindert sei.

e HES ummantele die Thrombozytenmembran (,,coating effect*) und mindere damit die
Verfiigbarkeit von Rezeptoren, die flir die Adhésion notig sind.

e Untersuchungen auf molekularer Ebene ergaben eine reduzierte Expression des
Glykoprotein (GP) IIb-I1Ia Komplexes, der fiir die Bindung von Fibrinogen nétig ist,
auf der Thrombozytenmembran. Mogliche Erklarungen dafiir seien ein direkter
plittcheninhibitorischer ~ Effekt von HES oder eine Verdnderung der
Thrombozytenmembran, welche die Expression von GP IIb-IIla verhindere. Eine
Erklarung fiir reduzierte Thrombozytenadh&asionsfahigkeit ist dies jedoch nicht, denn
es fand sich keine Verdnderung in der Expression des GP Ib, dem Rezeptor fiir den

von Willebrand -Faktor (Stogermiiller, 2000).
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1.3. Angewandte Methoden

Die Thrombozytenfunktion in der Himostase wird von der Blutungszeit erfasst, daher ist die
Blutungszeit bei Patienten mit Thrombozytopenie oder Thrombozytenfunktionsstorungen
verldngert. Die Blutungszeit stellt die wichtigste Methode zur Erfassung thrombozytirer

Funktionsstérungen in der klinischen Praxis dar.

In dieser Arbeit standen vor allem funktionelle Messtechniken im Vordergrund der
Diagnostik. Diese Testverfahren maflen die Aggregation und Adhéision und spiegelten daher
nicht den aktuellen Funktionszustand der Thrombozyten wider, sondern beschrieben Defizite

des thrombozytidren Himostasepotenzials.

Die Impedanzaggregometrie nach CARDINAL und FLOWER (Cardinal, 1980) im Vollblut
mal} die Thrombozytenaggregation. Sie bot den Vorteil der Anwesenheit von Erythrozyten,
Leukozyten und anderen Blutkomponenten, die Einfluss auf das Verhalten der Thrombozyten
bei der Aggregation hatten (Diodati JG, 1992). Bei dieser Methode wurde die
Thrombozytenaggregation mittels aggregationsfordernden Substanzen induziert. Zur
Erfassung der globalen Gerinnung, die neben der Thrombozytenfunktion auch die
plasmatische Gerinnung und die Fibrinolyse erfasste, fand die Thrombelastographie ihre
Anwendung. Sie etablierte sich zunehmend wéihrend Lebertransplantationen, grof3en
herzchirurgischen Eingriffen und bei praeklamptischen Patientinnen (Mahla, 2001). Die
primire thrombozytire Hémostase wurde durch den in-vitro Blutungstest erfasst, ein
Verfahren, das seit 1995 zur Verfiigung steht (Kundu, 1995). Bei dieser Methode wurden
zweil Patronen, Kollagen/Epinephrin (CEPI) und Kollagen/ADP (CADP), verwendet. CEPI
diente in erster Linie dazu, Thrombozytenfunktionsstorungen zu entdecken, und CADP half
herauszufinden, ob auffillige Ergebnisse unter CEPI durch Acetylsalicylsdure bedingt waren
(Mammen, 1995). Neben den oben genannten Methoden der induzierten
Thrombozytenaggregation im Vollblut, stand zur Priifung der Thrombozytenfunktion im
plattchenreichen Plasma die turbidometrische Messung durch Induktion der
Plattchenaggregation nach BORN zur Verfiigung.

Die Bestimmung des Erythrozytenvolumens erfolgte mittels Durchflusszytometrie und

Natriumfluorescein, einem nicht radioaktiven Marker (Lauermann, 1994). In der Messung des
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Plasmavolumens fand die Indikatorverdiinnungsmethode mit Indocyaningriin ihre
Anwendung. Durch die Elimination des Indikators konnte die optische Dichte des Plasmas im

Photometer gemessen werden.
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1.4. Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der Arbeit war der Vergleich von zwei HES-Priparationen (HES 6%, Mw 200/0,5; HES
6%, Mw 130/0,4). Es wurden deren Einfluss auf die Thrombozytenfunktion und die
Thrombozytenzahl sowie auf den intra- und postoperativen Blutverlust untersucht. Ringer-
Loésung bzw. NaCl 0,9% dienten als Kontrolle.

Dabei sollte gekliart werden, ob HES 6% (130/0,4) durch den reduzierten Substitutionsgrad,
einer verdnderten C2/C6 ratio und durch eine engere Molekulargewichtsverteilung einen
giinstigeren Einfluss auf die Aktivitdt und die Zahl der Thrombozyten hat als HES 6%
(200/0,5). Dafiir standen vor allem die funktionellen Messtechniken zur Untersuchung der
Thrombozytenfunktion im Vordergrund.

Den intra- und postoperativen Blutverlust in der klinischen Studie quantifizierten wir durch
Messung des zirkulierenden Blutvolumens. Hier fanden die Methoden der
durchflusszytometrischen Messung fluoresceinmarkierter Erythrozyten und die Bestimmung

des Plasmavolumens mittels Indocyaningriin ihre Anwendung.

Die Wirkung von HES auf die Thrombozytenaktivitit sollte sowohl im Gesamtorganismus
(klinische Studie) als auch isoliert und damit ohne Einfluss der im Organismus stattfindenden
Vorgénge (in-vitro Studie) untersucht werden.

Unsere klinischen Untersuchungen beschrinkten sich auf den FEinsatz bei radikalen
Prostatektomien und Adenomektomien; in-vitro bestand das Kollektiv aus gesunden

mannlichen Probanden.
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2. Methodik und Material

2.1. Studienvorstellung

2.1.1. Studienkollektive

Wir untersuchten die Auswirkungen von Hydroxyethylstirke unterschiedlichen
Molekulargewichts auf Thrombozytenfunktionen. Wir wéhlten dazu zwei Kollektive:

1. In-vitro Studie (Probandenkollektiv)

2. Klinische Studie (Patientenkollektiv)

In-vitro Studie

Das Probandenkollektiv bestand aus zwoOlf minnlichen, gesunden Probanden, deren
miindliche Einwilligung iiber eine einmalige Entnahme von 72 ml Blut vorlag. Aus der
Blutprobe jedes Probanden wurden drei Gruppen gebildet und mit PPP auf einen Hamatokrit
von 0,3 verdiinnt. Anschlieend wurden sie mit jeweils 6% HES (200/0,5), 6% HES (130/0,4)
und isotoner Kochsalzlosung im Verhiltnis 0,5 ml Infusionslésung pro 1 ml Blut bei 37° C 30
Minuten inkubiert. Nachfolgend erfolgten die Thrombozytenfunktionstests und die BSG-

Messung.

Klinische Studie

Das Patientenkollektiv bestand aus 18 mannlichen urologischen Patienten, die iiber die Studie
aufgeklart wurden und deren schriftliche Einwilligung in die Studie am Tag vor der Operation
vorlag. Die Patienten wurden drei Gruppen (je 6 Patienten) zugeteilt. Die Gruppen erhielten
entweder 6% HES 200/0,5 (HES-Gruppe) oder 6% HES 130/0,4 (Voluven-Gruppe) oder
Ringer-Losung (Ringer-Gruppe). Wir untersuchten prospektiv, doppelblind und randomisiert
HES 200 gegen HES 130. Offen randomisiert war die Kontrollgruppe mit Ringer-Lésung, die
zu keinem Zeitpunkt HES erhalten hatte. Die Ein- und Ausschlusskriterien wurden, wie in

Tabelle 1 beschrieben, eingehalten.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitdt GieBBen genehmigt.



2. Methodik und Material 18

Tabelle 1 Ein- und Ausschlusskriterien
Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Probandenkollektiv e  Minnlich e  Gerinnungsstorung
e > 18 Jahre e  Thrombozytopenie < 150.000/ul
e  Medikamenteneinnahme innerhalb
der letzten 10 Tage
Patientenkollektiv e  Radikale Prostatektomie e  Gerinnungsstérung
e  Adenomektomie e  Thrombozytopenie < 150.000/ul
e Kombination ITN & PDA e  Medikamenteneinnahme innerhalb
der letzten 10 Tage

2.1.2. Zeitlicher Ablauf der klinischen Studie

Der Messzeitpunkt 0 kennzeichnet lediglich die Blutentnahme zur  Markierung der
Erythrozyten mit Fluorescein filir die Messzeitpunkte 1 und 2. Diese wurde moglichst zeitnah
jeweils vor den einzelnen Messzeitpunkten vorgenommen, um eine ausreichende Fluoreszenz
der markierten Erythrozyten zu gewéhrleisten. Fiir Messzeitpunkt 3 wurde das Blut zur
Markierung der Erythrozyten kurz vorher abgenommen. Wir entnahmen pro Messzeitpunkt
10 ml Blut, markierten dieses mit Fluorescein und reinjizierten anschlieBend die markierten

Erythrozyten.

Messzeitpunkt 1 erfolgte nach Narkoseeinleitung. Wir entnahmen 7 ml Blut fiir Messungen
im Vollblut, 7 ml fiir Messungen im pléttchenreichen Plasma (PRP), 1.8 ml fiir den Nullwert
der Plasmavolumenbestimmung mit Indocyaningriin (ICG) und 1.8 ml fiir die Bestimmung
des Gesamterythrozytenvolumens am Durchflusszytometer. Anschliefend reinjizierten wir
die markierten Erythrozyten (Messzeitpunkt 0) und injizierten ICG. Exakt 2, 3 und 4 Minuten
nach ICG-Injektion entnahmen wir jeweils 1.8 ml Blut fiir die Plasmavolumenbestimmung
und zum Schluss weitere 1.8 ml fiir die Bestimmung des Gesamterythrozytenvolumens am
Durchflusszytometer.

Im  Anschluss erfolgten unverziiglich die  Thrombozytenfunktionstests, die
Erythrozytenvolumenbestimmung und die Aufbereitung und Lagerung der Proben fiir die

Plasmavolumenbestimmung.
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Nach Messzeitpunkt 1 wurde 1 Liter des entsprechenden HES-Priparates (in der

Kontrollgruppe: 2 Liter Ringer) schnell infundiert. Daraufthin erfolgte Messzeitpunkt 2. Die

Blutentnahme war gemil3 Messzeitpunkt 1.

Messzeitpunkt 3 erfolgte 4 Stunden nach Hautnaht. Auch hier erfolgte die Blutentnahme

geméil Messzeitpunkt 1.

2.1.3. Blutentnahme und Aufbereitung

Die Blutentnahmen erfolgten standardisiert in Abhéngigkeit von Studienkollektiv (Tabelle 3)
und Messzeitpunkt (Tabelle 2).

Bei der Venenpunktion wurde ein Staudruck von 50 mm Hg verwandt und mit einer

Blutdruckmanschette und geeichtem Manometer iiberpriift. Die Zusammensetzungen der

Antikoagulantien und Stabilisatoren fiir die Blutproben sind Tabelle 4 zu entnehmen.

Tabelle 2

Beschreibung der Messzeitpunkte

Beschreibung

Messzeitpunkt 0

zeitnah nach dem Legen der ersten Venenverweilkaniile

Messzeitpunkt 1

nach Narkoseeinleitung

Messzeitpunkt 2 nach Messzeitpunkt 1 und Infusion von entweder 1 Liter HES
oder 2 Liter Ringer-Losung (prédoperativ)
Messzeitpunkt 3 4 Stunden nach Operationsende (Naht)
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Tabelle 3 Standardisierte Blutentnahme

Studienkollektiv Messzeitpunkt Entnahmestelle Kaniile

Patientenkollektiv Messzeitpunkt 0 Armvenen 16G Teflonkaniile
(Vasocan®, Fa.Braun,
Melsungen)

Patientenkollektiv Messzeitpunkt Arteria radialis 18G Teflonkaniile

1,2und 3 (Vasocan®, Fa.Braun,

Melsungen)

Probandenkollektiv Armvenen 21G Fliigelkaniile (Wing-
Flo®, Fa.Braun, Melsungen)
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Tabelle 4 Antikoagulantien und Stabilisatoren
Untersuchungsmethode Antikoagulantien Volumen- Zentrifuga- Zielkompo-
und Stabilisatoren verhltnis” tionsbedingungen nente
e] [min]
Impedanz- Trinatriumcitrat 20g/1; 1:7 - - Vollblut
aggregometrie Glukose 20g/1
Turbidome- Trinatriumcitrat 20g/1; 1:7 1000 15 PRP
trische Aggre- Glukose 20g/1
gometrie 3000 10 PPP
Thrombelasto- Trinatriumcitrat 20g/1; 1:7 - - Vollblut
graphie Glukose 20g/1
Platelet Function Ana- Trinatriumcitrat 20g/1; 1:7 - - Vollblut
lyzer (PFA) Glukose 20g/1
Blutbild (klinische EDTA - - - Vollblut
Studie)
Blutbild fiir RCV- Heparin 1:100 5000 5 Erythrozyten
Messung
Blutbild (in-vitro Studie) | Trinatriumcitrat 20g/1; 1,5:10 - - Vollblut
Glukose 20g/1
Photometri- EDTA 3000 10 Plasma
sche Bestimmung
Blutkdorper- Trinatriumcitrat 20g/1; 1:7 - - Vollblut
chensenkungs- Glukose 20g/1
geschwindig-
keit
Durchfluss- Heparin 1:100 5000 5 Erythrozyten
zytometrie

" Volumenanteil der Antikoagulantien und des Stabilisators zum Gesamtvolumen
' mit Bremse (+); ohne Bremse (0)
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2.2. Induzierte Thrombozytenaggregation im Vollblut

2.2.1. Impedanzaggregometrie nach CARDINAL und FLOWER

2.2.1.1. Testprinzip

CARDINAL und FLOWER  beschrieben die Impedanzmethode, um die
Thrombozytenaggregation im Vollblut zu messen (Cardinal, 1980).

Das Geriét bestand aus einer Kiivette, in der die Zitratblutprobe mit einem Magnetriihrer
bewegt wurde. In der Probe befanden sich zwei parallel angeordnete halbkreisformige
Platinelektroden, iiber die ein Wechselstrom floss.

Initial bildete sich eine einlagige Schicht von Thrombozyten auf den Elektroden. Wurde nun
eine aggregationsfordernde Substanz, Aggreganz, hinzugegeben, aggregierten die
Thrombozyten der Zitratblutprobe, und der -elektrische Wechselstromwiderstand, die
Impedanz, stieg. Der Impedanzwechsel wurde als Kurve aufgezeichnet, das Ausmal} der

Aggregation in Ohm angegeben.

2.2.1.2. Durchfihrung

Unverziiglich nach Blutabnahme verdiinnten wir 600 pl Zitratblut mit 300 pl 0,9%iger
Kochsalzldsung, die auf 37° C temperiert war. Darauthin wurde die Probe 10 Minuten auf
37°C inkubiert, der Magnetrithrer auf 1000 Umdrehungen pro Minute gestellt und die
Impedanz mit einem Schreiber aufgezeichnet.

Man beobachtete zuerst eine Abnahme der Impedanz, was durch den Temperaturanstieg der
Probe zu erkldren war. Nachdem sich ein ,,steady-state” eingestellt hatte, gaben wir 10 ul
Adenosindiphosphat (ADP) als Aggreganz hinzu.

Zwei Minuten nach Zugabe von ADP wurde die Impedanz bestimmt und als Steigung
berechnet (Dimension: QQ/min). Als maximale Impedanz bezeichnete man den innerhalb von
zwanzig Minuten erreichten Hochstwert (Abbildung 1).

Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.
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Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.
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Abbildung1  Originalregistrierung einer Doppelbestimmung der Impedanzaggregometrie. Pfeil a
kennzeichnet die Strecke zwischen Zugabe von ADP und der Impedanz, die als Steigung berechnet wird.
Pfeil b kennzeichnet den Hochstwert.
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2.2.1.3. Material
Tabelle 5 Material fur Impedanzaggregometrie
Artikelbezeichnung Unternehmen Artikelnummer
Aggregometer und e Aggregometer VS 540 NOBIS, Endingen
Zubehor e  Elektrodenpaar (abgeglichen) NOBIS, Endingen 070 236
Schreiber und e  2-Kanalschreiber (Modell 707) | NOBIS, Endingen 070 172
Zubehor e Stift kurz, rot fiir Kanal 1 NOBIS, Endingen 070 208
e  Stift lang, griin fiir Kanal 2 NOBIS, Endingen 070 209
Blutentnahme und e KABEVETTE® 10ml KABE Labortechnik, S515N10
Stabilisator Niimbrecht
e Glukose 5% 100 ml Braun, Melsungen
e  Natriumzitrat 4% Haemonetics, 6714567.02.01
250 ml Massachusetts
Kiivetten e  Polystryrolkiivetten (1000 pl) NOBIS, Endingen 070 181
e Riihrstdbchen fiir 1000 pl-
Kiivetten NOBIS, Endingen 070 187
Pipetten e  Eppendorf Varipette® 4810, Eppendorf, Hamburg 4810 000.029
200 — 1000 pl
e  Pipettenspitzen 2.5ul Eppendorf, Hamburg
e Transferpettor 10 pl Brand, Wertheim
e  Transferpettor-caps, orange Brand, Wertheim 701 807
Reaktionslosungen e  Chrono-Par-ADP NOBIS, Endingen 070 212

(1 mmol)
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2.2.2. Thrombelastographie

2.2.2.1. Testprinzip

Die Thrombelastographie (TEG) ist einer der ersten globalen Gerinnungstest, erstmals 1948
vorgestellt von Hartert.

Sowohl die plasmatische Gerinnung als auch die Thrombozytenfunktion und die Fibrinolyse
werden gleichzeitig erfasst (Dietrich, 1998).

Durch Zugabe von CaCl, zu Zitratblut wurde die Gerinnung ausgelost und zwischen einer
pendelnd rotierenden Kiivette und einem Metallkern kontinuierlich die Elastizitit des

Blutgerinnsels gemessen.

Die signifikanten Gréfen eines Thrombelastogrammes sind die Reaktionszeit r, die

Gerinnselbildungszeit r+k und die maximale Amplitude MA.

Die Reaktionszeit kennzeichnet den Beginn der Gerinnselbildung und gilt als verstrichen,
wenn der Ausschlag des Schreibzeigers 1mm auf dem Registrierpapier betragt.

Die Gerinnselbildungszeit ist die Zeit, die vom Ende der Reaktionszeit bis zum Erreichen
einer Amplitude = 20 mm verstreicht (Abbildung 2).

Aus der maximalen Amplitude wird das Elastizitdtsmodul m; berechnet:

m,=100 eMA/(100-MA)



2. Methodik und Material

F.
Auszzchlag [mm])

oo

s———"

o

: o - 4 o T

maximale

Amphtude

Zeit [min] .

Abbildung 2

Originalregistrierung eines Thrombelastogrammes. Reaktionszeit r,

Gerinnselbildungszeit r+k, maximale Amplitude. Weitere Erlauterungen siehe Text.

2.2.2.2. Durchfiihrung

26

Nach der Blutentnahme begannen wir innerhalb von 30-60 Minuten mit der Durchfiihrung des

Tests.

700 pl Zitratblut wurden mit 140 pl CaCl, (100mmol/l) versetzt und in einer Eppendorf-

Kiivette gut durchmischt. Dann wurden jeweils 360ul in die zwei Kiivetten des

Thrombelastographen D (Hellige, Freiburg) gegeben, die Metallstempel gesenkt und mit der

Aufzeichnung begonnen.

Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.

Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.
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2.2.2.3. Material
Tabelle 6 Material fur Thrombelastographie
Artikelbezeichnung Unternehmen Artikelnummer
Thrombelastograph e Thrombelastograph D Hellige, Freiburg 104 011 01
und Zubehor e Kiivette Hellige, Freiburg 384 010 02
e  Paraffingl DAB6 Hellige, Freiburg 302 895 00
50 ml
Blutentnahme und e KABEVETTE® 10ml KABE Labortechnik, S515 N10
Stabilisator e  Glukose 5% 100 ml Niimbrecht
e  Natriumzitrat 4% Braun, Melsungen 6714567.02.01
250 ml Haemonetics,
Massachusetts
Pipetten e  Eppendorf Varipette® 4810, Eppendorf, Hamburg 4810 000.029
200 — 1000 pl
e  Pipettenspitzen 2.5 ul Eppendorf, Hamburg
e Transferpettor 10 pl Brand, Wertheim
e  Transferpettor-caps, organge Brand, Wertheim 701 807
Reaktionslosungen e  Kalziumchlorid NOBIS, Endingen 070 212

0.1 mmol

2.2.3. In-vitro Blutungstest

2.2.3.1. Testprinzip

Der in-vitro Blutungstest (PFA®-100, Dade, Miami, USA) ist eine halbautomatische Methode,

die seit 1997 zur Messung der Thrombozytenfunktion zur Verfligung steht. Er simuliert in-

vitro die Scherkrifte, denen Thrombozyten in einem verletzten Blutgefd3 ausgesetzt sind.

Dabei wurde die Blutprobe im PFA®-100 drei Minuten bei 38,5°C vorgewirmt. Sodann

wurde die Blutprobe durch die Stahlkapillare und die Membran6ffnung mit einem konstanten

Unterdruck von -40 mbar angesaugt (Abbildung 3), der dem normalen Kapillardruck

entsprach. Die Membran war sowohl mit Kollagen als auch einem Agonisten (ADP oder

Epinephrin) beschichtet. Lagerten sich die Thrombozyten an das Kollagen an, begann die
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Freisetzung von Agonisten, was die Thrombozyten zur Expression von Glykoprotein-IIb-II1a-
Rezeptoren und zur Aggregatbildung anregte.
Wihrend dieses Prozesses wurde ein Plittchenthrombus gebildet, wodurch sich die Offnung

immer mehr verengte.

Abbildung 3 Funktionsprinzip des in-vitro Blutungstests. Zitratblut wird in ein Reservoir (A) gegeben.
Sodann wird die Blutprobe mit konstantem Unterdruck (Manometer P) durch eine Stahlkapillare (B) zu
einer Kollagen- und Adrenalin-beschichteten Nitrozellulose-Membran (C) gesaugt. Eine zentrale Offnung
wird durch Thrombozytenaggregation und -adhasion verschlossen. Hierdurch nimmt der Blutfluss ab
(Pumpe mit Volumenmessung V). Bei vélligem Verschluss der Offnung wird der Test beendet. Der
Zeitpunkt wird als ”Verschlusszeit” registriert.

Das Gerdt registrierte das angesaugte Volumen in Abhéngigkeit von der Zeit. Das
Kurvenintegral entsprach dem Fluss. Den Zeitpunkt, an dem kein Fluss mehr registriert
werden konnte, weil die Offnung durch den Plittchenthrombus verschlossen wurde,
bezeichnete man als Okklusionszeit, die wichtigste GroBe des Tests. Daneben wurden der
initiale Fluss bei Beginn der Messung und das angesaugte Blutungsvolumen aufgezeichnet

(Abbildung 4) (Herstellerangaben; Firma Dade, Miami, USA).
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Abbildung 4  Originalregistrierung eines in-vitro Blutungstests. Kurve a: Blutfluss; Kurve b: Volumen.
Sinkt der Blutfluss auf Null, ist die Okklusionszeit erreicht. Das Volumen zu diesem Zeitpunkt bezeichnet
man als Blutungsvolumen.

2.2.3.2. Durchfihrung

Wir gaben 0,75 ml Zitratblut in eine Testkiivette, die aus einem Polypropylen-Reservoir, einer
Stahlkapillare (Durchmesser 200 pm, Ldnge 30 mm) und einer Nitrozellulose-Membran
bestand. Die Messungen erfolgten sowohl mit Kollagen/ADP- als auch Kollagen/Epinephrin-
beschichteten Testkiivetten.

Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.

Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.
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2.2.3.3. Material

Tabelle 7 Material fur in-vitro Blutungstest
Artikelbezeichnung Unternehmen Artikelnummer
Analysengerét flir e PFA-100 DADE, Miami
Thrombozytenfunktionstests
Messzellen o DADE®PFA Collagen/EPI Dade Behring, Marburg B 4170-20
Test Cartridge
e DADE®PFA Dade Behring, Marburg B 4170-21
Collagen/ADP
Test Cartridge
Blutentnahme und e KABEVETTE® 10ml KABE Labortechnik, S515N10
Stabilisator Niimbrecht
e Glukose 5% 100 ml Braun, Melsungen
e  Natriumzitrat 4% 250 ml Haemonetics, Massachusetts | 6714567.02.01
Pipetten e  Eppendorf Varipette® 4810, Eppendorf, Hamburg 4810 000.029
200 — 1000 pl
e  Pipettenspitzen 2.5ul Eppendorf, Hamburg

2.3. Induzierte Thrombozytenaggregation im plattchenreichen

Plasma

2.3.1. Testprinzip:

Die 1962 von BORN vorgestellte optische Messung der Thrombozytenfunktion z&hlt zu den
am héufigsten angewandten Verfahren zur Untersuchung der Thrombozytenfunktion (Born,
1962).

Die Thrombozytenaggregation wurde hierbei mit Hilfe von Infrarotlicht im plattchenreichen
Plasma (PRP) und plattchenarmen Plasma (PPP) gemessen.

Da das PRP durch Zugabe eines Riihrstdbchens kontinuierlich geriihrt wurde, lieBen die
aufgewirbelten Plédttchen nur einen Teil des Lichtstrahls durch die Probe. Die optische Dichte
erfassten wir mit einem Schreiber. PRP diente dabei als 0%-Wert.

PPP desselben Patienten, das sich in einer zweiten Messstelle befand, wies keine Triibung

durch Thrombozyten auf und reprisentiert den 100%-Wert.
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Wurde die Aggregation der Plittchen im PRP stimuliert, so dass sich groBere Aggregate
bildeten, gelangte mehr Licht durch die Probe.
Die prozentuale Zunahme der Aggregation wurde von einem Schreiber gegen die Zeit als

Kurve aufgezeichnet.

2.3.2. Durchfihrung

Messung mit ADP:

450 ul PRP wurden 5 Minuten auf 37°C erwarmt, dabei mittels eines Magnetriihrers mit 1000
g/min bewegt und sodann mit 10 pul Adenosindiphosphat versetzt. Die Triibungsabnahme
wurde mittels eines Infrarotstrahles im Aggregometer (VS 540, Chronolog; Havertown,
USA) registriert. PPP diente dabei als Referenzwert. Turbidometrische Anstiegssteilheit
(”’Slope”) und maximale Aggregation wurden bestimmt.

Die Messung erfolgte als Doppelbestimmung.

Messung mit Ristozetin:

450 ul PRP wurden 5 Minuten auf 37°C erwdrmt und dabei mittels eines Magnetriihrers mit
1000 g/min bewegt und sodann mit 2 pl Ristozetin versetzt.

Nach jeweils einer Minute gaben wir weitere 1ul Ristozetin dazu, bis die Triibungsabnahme
33% des Ausgangswertes iiberschritten hatte.

Danach wurden turbidometrische Anstiegssteilheit und maximale Aggregation bestimmt.

Die Messung erfolgte als Doppelbestimmung.

Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.
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2.3.3. Material
Tabelle 8 Material fuir induzierte Thrombozytenaggregation
Artikelbezeichnung Unternehmen Artikelnummer

Aggregometer und e Aggrigometer VS 540 NOBIS, Endingen
Zubehor e  Elektrodenpaar (abgeglichen) NOBIS, Endingen 070 236
Schreiber und e  2-Kanalschreiber (Modell 707) NOBIS, Endingen 070 172
Zubehor e Stift kurz, rot fiir Kanal 1 NOBIS, Endingen 070 208

e  Stift lang, griin fiir Kanal 2 NOBIS, Endingen 070 209
Blutentnahme und e KABEVETTE® 10ml KABE Labortechnik, S515 N10
Stabilisator Niimbrecht

e  Glukose 5% 100 ml Braun, Melsungen

e  Natriumzitrat 4% 250 ml Haemonetics, Massachusetts | 6714567.02.01
Kiivetten e  Polystryrolkiivetten (1000 pl) NOBIS, Endingen 070 181

e  Riihrstdbchen fiir 1000 pl- NOBIS, Endingen 070 187

Kiivetten
Pipetten e  Eppendorf Varipette® 4810, Eppendorf, Hamburg 4810 000.029
200 — 1000 pl Eppendorf, Hamburg

e  Pipettenspitzen 2.5 ul Brand, Wertheim

e  Transferpettor 10 pl Brand, Wertheim

. Transferpettor-caps, organge 701807
Reaktionslosungen e Chrono-Par-ADP (1 mmol) NOBIS, Endingen 070 212

e  Chrono-Par-Ristozetin NOBIS, Endingen 070 216

(125 mg/ml)
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2.4. Blutvolumen-Bestimmung

2.4.1. Erythrozytenvolumen mit der Durchflusszytometrie

2.4.1.1. Testprinzip

In der Durchflusszytometrie werden verschiedene physikalische und chemische
Eigenschaften einzelner Zellen oder Partikel simultan gemessen, wobei sie hintereinander in
einem Fliissigkeitsstrom angeordnet einzeln untersucht werden. Es werden relative Zellgrofe,

Granularitit sowie drei verschiedene Fluoreszenzintensititen ermittelt.

2.4.1.2. Durchfiihrung

2.4.1.2.1. Herstellung der Erythrozytensuspension mit Natriumfluorescein

Zeitpunkt der Blutentnahme siehe 2.1.2. ,,Zeitlicher Ablauf der klinischen Studie*

Das Heparinblut (10 ml) wurde zentrifugiert, das Plasma abpipettiert und verworfen.

Die Erythrozyten versetzten wir mit 10 Tropfen (bei Messzeitpunkt 1 und 3) oder 15 Tropfen
(bei Messzeitpunkt 2) Fluorescein (Fluorescein-Losung 10%, Alcon Pharma, Freiburg) und
durch flinfminiitiges langsames Drehen und Wenden der Suspension wurde sie mit
Fluorescein markiert. Danach wurden die Erythrozyten mit einer Kalziumgluconat-Losung
(Calcium-Sandoz 10%, Novartis, Niirnberg) auf 10 ml resuspendiert und wiederum durch
Drehen und Wenden iiber 5 Minuten gewaschen. Die Erythrozyten wurden dann
abzentrifugiert (siche Tabelle 4 ,,Durchflusszytometrie*), das Kalzium-/Fluorescein-Gemisch
abpipettiert und die Erythrozyten mit einer Natriumchlorid-Losung (NaCl 0,9%) auf 10,5 ml
resuspendiert. 0,5 ml dienten zur Bestimmung der Erythrozytenzahl am Counter. Die

Aufbereitung der Erythrozytensuspension erfolgte unter sterilen Bedingungen.
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2.4.1.2.2. Blutentnahme

Vor Injektion der Erythrozytensuspension gewannen wir 1,8ml arterielles EDTA-Blut als
Nullwert, welches wir auch zur Blutbildbestimmung verwendeten. Die fluoresceinmarkierte
Erythrozytensuspension (10 ml) injizierten wir dann zentralvends, und fiinf Minuten nach

Injektion entnahmen wir arterielles EDTA-Blut.

2.4.1.2.3. Messung am Durchflusszytometer

Die Blutproben (1,8 ml EDTA-BIut) verdiinnten wir auf 1:100.

Dazu wurden aus jeder der beiden Blutproben 100 ul in jeweils 900 ul Pufferlosung gegeben.
Aus diesen beiden Gemischen gaben wir dann wiederum 100 pl in 900 pl Pufferlsung.
Dieser Verdiinnungsreihe folgte die Messung am Durchflusszytometer (FACSCalibur,
Becton/Dickinson). Wir verwendeten die Software Cell Quest® (Becton/Dickinson, Version
1.2.2). Fir jede Messung werteten wir 5000 Zellen (,,events®) aus. Mit dem
Vorwirtsstreulicht (,,forward light scatter”, FSC) und Rechtwinkelstreulicht (,,side scatter®,
SSC) wurde der zur Messung der Erythrozyten erforderliche Bereich festgelegt. Zunichst
wurde die ungefdarbte Probe gemessen und damit die hochste Kanalnummer bestimmt, in
welche die Fluoreszenz einer ungefiarbten Zelle noch fallen kann. Danach wurde die gefarbte
Probe gemessen. Das Intensititsprofil der fluoreszierenden Erythrozyten wurde als
Haufigkeitshistogramm dargestellt. Die horizontale Achse beschrieb dabei die Intensitdt des
Farbstoffs (in Kandlen von 0 bis 1023 klassifiziert), die vertikale Achse beschrieb die Anzahl
der Zellen (,,counts®). Das Setzen der Fenster (,,gates”) erfolgte erneut nach jeder Messung.
Zur statistischen Auswertung verwendeten wir den prozentualen Anteil der ,,events gated*
und den Median der Fluoreszenz.

Das Erythrozytenvolumen errechnete sich aus folgender Formel:

Erythrozytenvolumen = 10ml? « Hkt® » 5000* / Erys®

Das Blutvolumen errechnet sich nun aus folgender Formel:

Blutvolumen = Erythrozytenvolumen / Hamatokrit

2 10ml entspricht der Menge der injizierten fluoresceinmarkierten Erythrozytensuspension

3 Hiimatokrit der fluoresceinmarkierten Erythrozytensuspension (angegeben als Dezimalzahl)
* Anzahl der gemessenen Erythrozyten im Durchflusszytometer (,.events*)

> Anzahl der gemessenen markierten Erythrozyten im Durchflusszytometer
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2.4.1.3. Material

Tabelle 9 Material fur Durchflusszytometrie
Artikelbezeichnung Unternehmen Artikelnummer
Durchflusszytometer e FACSCalibur Becton/Dickinson, IC-Nr.: 9103
New Jersey Serien-Nr.: E 0449
Serien-Nr.: C10
. Software: Cell Quest® Becton/Dickinson, CBCH83WLP
Version 1.2.2. Heidelberg
Blutentnahme und e KABEVETTE® 10ml KABE Labortechnik, S515N10
Stabilisator zur Markierung Niimbrecht
der Erythrozyten e  Liquemin® N 25.000 5 ml Roche, Mannheim 47197
Markierung der Erythrozyten e  Fluorescein-Losung 10 % Alcon Pharma, Freiburg
e NaCl0,9% 10 ml
e Calcium Sandoz 10% Novartis Pharma, Niirnberg
10 ml
e  Spritze 10 ml
e  Kaniilen
Blutentnahme und e KABAVETTE® KABE Labortechnik, E201 N2
Stabilisator fiir die Messung 1,8 ml, EDTA di-Kaliumsalz Niimbrecht
am Durchflusszytometer
Kiivetten e  Falcon® 5 Polystyrol- Becton/Dickinson, 352054
Rundbodenrdhrchen, 12 x 75 ml | New Jersey
Pipetten e  Eppendorf Reference®, Eppendorf, Hamburg 4910.000.042
10— 100 ml
e  Pipettenspitzen, gelb Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge e  Minifuge RF Heraeus, Hanau 4670
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2.4.2. Bestimmung des Plasmavolumens am Photometer mit Indocyaningrin

2.4.2.1. Testprinzip

Die Indocyaningriin (ICG) -Konzentration im Plasma wurde anhand der optischen Dichte im
Photometer gemessen. Die UV- und VIS-Lampe deckte sowohl den ultravioletten als auch

den sichtbaren Spektralbereich ab. Die Wellenlidnge betrug 500 nm.

2.4.2.2. Durchfiihrung

Abnahmereihe:

Bevor wir die ICG-Losung (ICG-PULSION®, Medical Systems) als Bolus iiber flinf

Sekunden zentralvends injizierten, entnahmen wir den Nullwert. Exakt 2, 3 und 4 Minuten
nach ICG-Injektion gewannen wir weitere Blutproben, die wir bis zur Zentrifugation (Tabelle
3) unter Lichtausschluss aufbewahrten. Das nach der Zentrifugation gewonnene Plasma

wurde tiefgefroren (-80°C) und zu einem spiteren Zeitpunkt gemessen.
Anmerkung: In der klinischen Studie dnderte sich die Indocyaningriin-Konzentration der
ICG-Losung. Die Patienten 1 bis 15 bekamen 50mg ICG pro Messzeitpunkt, die Patienten 16

bis 21 25mg.

Messung am Photometer:

Die Plasmaproben wurden aufgetaut und die Extinktion im Photometer gegen den Nullwert
gemessen. Als Nullwert verwendeten wir das Plasma der 1.8 ml EDTA-Blutprobe, die wir vor

der ICG-Injektion abnahmen.

Die Berechnung des Plasmavolumens anhand der Extinktionswerte erfolgte nach einer
Formel, die wir anhand einer Kallibrationskurve im Bereich 0 - 10 pg/l erstellten. In dieser
Standardreihe verlief die Konzentration zur Extinktion linear. Als Berechnungsgrundlage der
Konzentration im Plasma x diente die Steigung a, der Achsenabschnitt b und der Median der

Extinktion y.
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x=(y-b)/a

Das Plasmavolumen ergab sich aus dem Quotienten der injizierten ICG-Menge und der

ermittelten Konzentration im Plasma X.

Das Blutvolumen berechnet sich nach der Formel:

Blutvolumen = Plasmavolumen / (1 — Hamatokrit)

2.4.2.3. Material

Tabelle 10 Material fir photometrische Bestimmung des Plasmavolumens

Artikelbezeichnung

Unternchmen

Artikelnummer

Photometer und Zubehor

Lambda Bio,
UV/VIS-Spektrometer

Y5 - Mikro Einmalkiivetten

Perkin Elmer, Norwalk,
Centucky

ratio lab, Dreieich

Lagerung e  Standard-ReaktionsgefdB 1,5 ml | Eppendorf, Hamburg 0030 106.008
Blutentnahme und ¢ KABAVETTE® KABE Labortechnik, E201 N2
Stabilisator 1.8 ml, EDTA di-Kaliumsalz Niimbrecht

Zentrifuge e  Minifuge RF Heraeus, Hanau 4670

2.5. Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG)

2.5.1. Testprinzip

Die Sedimentationsgeschwindigkeit von Erythrozyten wurde in Abhingigkeit der Zeit gegen

die Strecke gemessen.

2.5.2. Durchfihrung

Wir gaben 1,3 ml Vollblut mit Stabilisator (siche Tabelle 4) in eine fiir die BSG Messung

vorgesehene Spritze mit einem Kolben,

an die ein graduiertes

Senkungsrohrchen
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angeschlossen wurde. Den in der Spritze enthaltenen Stabilisator haben wir verworfen. Das
Blut wurde mit Hilfe des Kolbens aus der Spritze in das Rohrchen gedriickt. Das Rohrchen
haben wir fiir die Messung senkrecht aufgestellt, um fehlerhafte Messungen zu vermeiden.
Die Werte wurden nach 10 und 30 Minuten und 1 und 2 Stunden abgelesen.

Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.

2.5.3. Material
Tabelle 11 Material fur Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit
Artikelbezeichnung Unternehmen Artikelnummer
Blutsenkung e KABAVETTE BSG 212, N1 KABE Labortechnik, 070 230
Niimbrecht
e  Senkungsréhrchen
Blutentnahme und e KABEVETTE® 10ml KABE Labortechnik, S515 N10
Stabilisator Niimbrecht
e  Glukose 5% 100 ml Braun, Melsungen
e  Natriumzitrat 4% Haemonetics, 6714567.02.01
250 ml Massachusetts
Pipetten e  Eppendorf Varipette® 4810, Eppendorf, Hamburg 4810 000.029
200 — 1000 pl
e  Pipettenspitzen 2.5 ul Eppendorf, Hamburg
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2.6. Blutbild

2.6.1. Testprinzip

Zur Zellzdhlung wurde die in der Himatologie iibliche Methodik verwendet: Der Celltrak 11
verwendet die elektrische Leitungsmethode, um Blutzellen zu zéhlen und ihre GroBe zu
bestimmen. In der Testlosung wurde die Stérke des elektrischen Stroms gemessen. Die sich
in der Losung befindenden, elektrisch schlechter leitenden Zellen 16sten einen elektrischen
Impuls aus. Die Anzahl und die GroBe der Impulse war hierbei proportional zur Anzahl und
GroBe der Zellen (Herstellerangaben). Das Fenster fiir die Thrombozytenerkennung wurde auf

2 bis 20 fl, fiir die Erythrozytenerkennung oberhalb von 32 fl festgesetzt.

2.6.2. Durchfuhrung

In Abhidngigkeit von Studienkollektiv und Untersuchungsmethode wurden sowohl
unterschiedliche Zielkomponenten untersucht als auch unterschiedliche Stabilisatoren und

Antikoagulantien verwendet, die Tabelle 4 zu entnehmen sind.

Es  wurden Erythrozytenzahl, Leukozytenzahl, mittleres  Erythrozytenvolumen,

Thrombozytenzahl und mittleres Thrombozytenvolumen bestimmt.

Die Hamoglobinbestimmung nach der Cyanmethdmoglobin-Methode erfolgte photometrisch
bei 540 nm.

Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.
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2.6.3. Material
Tabelle 12 Material fur Zelldifferential im Vollblut
Artikelbezeichnung Unternehmen Artikelnummer
Counter e C(Celltrak 11 NOVA biomedical,
Rodermark
Blutentnahme und e KABEVETTE® 10ml KABE Labortechnik, S515N10
Stabilisator Niimbrecht
e  Liquemin® N 25.000 5 ml Roche, Mannheim
e KABAVETTE® 47197
1.8 ml, EDTA di-Kaliumsalz KABE Labortechnik,
Niimbrecht E201 N2
Pipetten e  Eppendorf Varipette® 4810, Eppendorf, Hamburg 4810 000.029

200 — 1000 pl
Pipettenspitzen 2.5l

Eppendorf, Hamburg
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2.7. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS Version 10.0 fiir Microsoft Windows (SPSS
Inc., Chicago, Illinois 60606, USA) auf einem IBM-kompatiblen PC durchgefiihrt. Fiir die
Erstellung der Graphiken fand das Programm Microsoft® Excel 2000 Verwendung. Fiir die
Zeitpunkte der Gruppen (HES 200, HES 130 und Ringer/NaCl) wurden die Mittelwerte
errechnet und + der Standardabweichung angegeben. Um Unterschiede zwischen den
Gruppen zu erkennen, berechneten wir die prozentuale Verdnderung der Parameter an
Zeitpunkt t2 und t3 zu t1 (t2/t1; t3/t1). In den graphischen Darstellungen ist der Fehlerbalken

mit Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes zu sehen.

Als Test fiir das Vorliegen einer Normalverteilung in der klinischen Studie wurde der
Kolmogorov-Smirnov Test auf Normalverteilung durchgefiihrt. Die Nullhypothese (die
Haufigkeitsverteilung der Variablen und die Normalverteilung sind verschieden) wurde bei
p<0,05 abgelehnt.

In Féllen, in denen eine Normalverteilung angenommen werden konnte, wurde die
Multivarianzanalyse mit Messwertwiederholung angewandt. Post hoc wurde der t-Test
genommen.

Bei nicht Vorliegen einer Normalverteilung kam der Friedman Test zur Anwendung, post hoc
der u-Test.

In der in-vitro Studie kam der Friedman Test zur Anwendung, post hoc der u-Test.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Studie

3.1.1. Impedanzaggregometrie nach CARDINAL und FLOWER

In Tabelle 13 sind die Parameter der Messzeitpunkte in Abhédngigkeit von der

Gruppenzugehorigkeit aufgefiihrt. Es zeigte sich, dass es zwischen Messzeitpunkt t2 und t3

bei allen Infusionslosungen zu einer signifikanten Zunahme der maximalen Aggregation kam

(Abbildung 5).

Wie in Tabelle 14 prozentual dargestellt, kam es im Vergleich der einzelnen Infusionen

miteinander zu keinen signifikanten Veranderungen, allerdings zeigten sich in der Voluven-

Gruppe die deutlichsten Erhohungen sowohl in der Steigung als auch in der maximalen

Aggregation.

Tabelle 13 Impedanzaggregometrie (nach Cardinal/Flower) in Abhangigkeit von

Gruppenzugehdrigkeit und Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter HES bzw. 2 Liter
Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. MW=M ittelwert, STD=Standardabweichung. * = Signifikanz

p<0,05 gegenlber t2.
Steigung [Ohm/min] Max. Aggregation [Ohm]
MW STD MW STD
Voluven tl 3,31 2,77 9,90 8,08
t2 4,73 2,61 12,30 8,86
t3 5,53 2,90 14,95%* 11,09
HES tl 4,92 1,96 15,03 5,64
t2 4,55 1,65 12,25 4,21
t3 4,01 1,78 14,17* 4,38
Ringer tl 4,31 2,13 12,20 6,07
t2 4,37 2,04 13,44 5,17
t3 5,49 3,15 15,28* 6,88
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Tabelle 14 Impedanzaggregometrie (nach Cardinal/Flower). Prozentuale Veranderung der
Parameter an den Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1. Messzeitpunkte siehe Tabelle 13.
Steigung [%] Max. Aggregation [%]
MW STD MW STD
Voluven  t2/tl 191,99 142,10 127,34 91,15
t3/t1 244,99 217,97 151,54 99,55
HES t2/t1 112,11 82,24 102,40 81,89
t3/t1 110,04 111,76 112,18 69,33
Ringer t2/t1 103,25 27,69 119,68 49,61
t3/tl 128,19 43,14 132,28 42,14
30,00 *
E 25,00 +
o
c 20,00 +
2
S 15,00 -
o
S 10,00 -
<
% 5,00 -
=
0,00
t1 t2 t3
‘I:IVquven HEHes ORinger ‘

Abbildung 5 Impedanzaggregometrie (nach Cardinal/Flower). Maximale Aggregation von Voluven,
HES und Ringer zu den Messzeitpunkten t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter Voluven/HES bzw.
2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. *= p<0,05
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3.1.2. Thrombelastographie

Tabelle 15 Thrombelastographie (nach Hartert) in Abhangigkeit von Gruppenzugehdrigkeit und
Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter HES bzw. 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach
Hautnaht. r= Reaktionszeit, r+k=Gerinnselbildungszeit, MA=Maximale Amplitude. MW=Mittelwert,
STD=Standardabweichung. * = Signifikanz p<0,05 gegentiber t1. ~ = Signifikanz p<0,05 gegeniiber
Ringer.

r [mm] r+k [mm] MA [mm]

MW STD MW STD MW STD

Voluven tl 10,33 1,72 14,56 2,49 47,21 3,33
t2 10,71 1,62 16,08 4,90 40,58* 5,24

t3 8,34 1,58 12,29 2,03 47,67 4,32

HES tl 9,67 2,77 14,58 4,03 48,00 6,54
t2 9,21 1,63 13,54 2,19 46,25%" 5,27
t3 11,54 3,19 19,46 4,98 37,50 10,66

Ringer tl 9,29 2,88 13,21 4,52 53,63 7,36
t2 9,17 0,65 12,79 2,04 51,50* 4,04

t3 8,54 3,36 12,29 4,82 54,58 6,78

Tabelle 16 Thrombelastographie (nach Hartert). Prozentuale Veranderung der Parameter an den

Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1. Messzeitpunkte und Abkurzungen siehe Tabelle 15.
r [%] r+k [%] MA [%]

MW STD MW STD MW STD

Voluven  t2/tl 102,01 26,92 109,23 21,26 85,94 8,61
t3/t1 81,30 11,85 85,25 11,49 101,41 11,56
HES t2/t1 104,10 37,97 101,97 41,11 97,49 14,72
t3/t1 128,36 49,74 152,23 84,89 78,87 21,35
Ringer t2/t1 107,60 35,45 107,97 41,10 97,11 11,09
t3/t1 97,83 37,22 97,82 32,02 102,01 3,67

In allen Gruppen kam es nach der Infusion von Volumenersatzmitteln (t2) zu einem
signifikanten Abfall der maximalen Amplitude, wie dies in Tabelle 15 zu sehen ist (p<0,05).
Signifikante Unterschiede zwischen den Infusionsldsungen bestand sowohl zwischen Voluven
und Ringer als auch zwischen HES und Ringer. Die beiden Kolloide wiesen keine

signifikanten Unterschiede auf.
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In Tabelle 16 ist die prozentuale Verdnderung der Parameter an den Messzeitpunkten t2 und

t3 zu t1 dargestellt.

3.1.3. In-vitro Blutungstest

3.1.3.1. Agonist: Epinephrin

Tabelle 17 In-vitro Blutungstest mit Epinephrin in Abhangigkeit von Gruppenzugehdrigkeit und
Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter HES bzw. 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach
Hautnaht. MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung. * = Siginifikanz p<0,01 gegentiber t1. ~ =
Signifikanz p<0,01 gegentiber t1. ° = Signifikanz p<0,01 gegeniber t2.

Okklusionszeit [sec]

MW STD

Voluven tl 113,17 26,90
t2 133,01* 13,95

t3 76,67"° 18,05

HES t1 98,33 25,29
t2 149,83* 58,41

t3 75,25"° 13,14

Ringer tl 115,58 56,77
t2 132,75* 40,55

t3 66,25"° 13,03
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Tabelle 18 In-vitro Blutungstest mit Epinephrin. Prozentuale Veradnderung der Parameter an den
Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1 (t2/t1; t3/t1). Messzeitpunkte siehe Tabelle 17.
Okklusionszeit [%]
MW STD

Voluven  t2/t1 122,92 31,40

t3/t1 69,80 17,92
HES t2/t1 153,14 49,84

t3/t1 83,46 35,61
Ringer t2/t1 125,13 27,72

t3/t1 65,11 23,45
3.1.3.2. Agonist: ADP
Tabelle 19 In-vitro Blutungstest mit ADP in Abhéngigkeit von Gruppenzugehdérigkeit und

Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter HES bzw. 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach
Hautnaht. MW=Miittelwert, STD=Standardabweichung. * = Siginifikanz p<0,01 gegeniiber t1. ~ =
Signifikanz p<0,01 gegenlber t1. ° = Signifikanz p<0,01 gegenuber t2.

Okklusionszeit [sec]

MW STD
Voluven t1 82,83 24,76
t2 92,42% 22,63

t3 58,00"° 9,35
HES tl 83,33 17,20
t2 115,42%* 34,72

t3 67,67"° 9,16

Ringer tl 83,92 19,28
t2 104,92* 30,52

t3 50,83 4,47
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Tabelle 20 In-vitro Blutungstest mit ADP. Prozentuale Veranderung der Parameter an den
Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1 (t2/t1; t3/t1). Messzeitpunkte siehe Tabelle 19.
Okklusionszeit [%]
MW STD
Voluven  t2/t1 118,63 39,98
t3/t1 73,96 18,04
HES t2/t1 138,62 29,81
t3/t1 85,08 25,97
Ringer t2/t1 125,20 18,11
t3/t1 63,06 13,39

In allen Gruppen kam es sowohl mit dem Agonisten Epinephrin als auch mit dem Agonisten
ADP zu einer hochsignifikant verldngerten Okklusionszeit zum Zeitpunkt t2 und zu einer
hochsignifikant verkiirzten Okklusionszeit zum Zeitpunkt t3 (Tabelle 17, Tabelle 18, Tabelle
19, Tabelle 20).

Die graphischen Darstellungen (Abbildung 6, Abbildung 7, Abbildung 8) zeigen am Beispiel
des Agonisten Epinephrin die Okklusionszeiten in Abhingigkeit vom Messzeitpunkt. Die

Klammern beschreiben die Signifikanzen.

Die Wirkungen von Voluven, HES und Ringer auf die Okklusionszeit im in-vitro
Blutungstest sind identisch, denn im Vergleich der Infusionsldsungen untereinander ergaben

sich keine Signifikanzen.
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Abbildung 6

In-vitro Blutungstest mit Epinephrin in der Voluven-Gruppe in Abhangigkeit von

Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter Voluven, t3=4 Stunden nach Hautnaht.

** =p<0,01
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Abbildung 7

In-vitro Blutungstest mit Epinephrin in der HES-Gruppe in Abhangigkeit von

48

Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter HES, t3=4 Stunden nach Hautnaht. **=p<0,01
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**=p<0,01

3.1.4. Induzierte Thrombozytenaggregation in plattchenreichen Plasma

In-vitro Blutungstest mit Epinephrin in der Ringer-Gruppe in Abhéngigkeit von
Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht.

3.1.4.1. Induktor: ADP

Tabelle 21

Induzierte Thrombozytenaggregation mit ADP in plattchenreichen Plasma in

49

Abhangigkeit von Gruppenzugehdrigkeit und Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter
HES bzw. 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung. * =

Signifikanz p<0,01 gegentiber t1. ~ = Signifikanz p<0,05 gegentber t2

Steigung [Ohm/min]

Max. Aggregation [Ohm]

MW STD MW STD

Voluven tl 11,33 2,37 28,87 2,77
t2 10,06* 2,43 26,12%* 4,93

t3 12,35 2,66 29,43 4,83

HES tl 10,56 2,05 27,03 6,23
t2 8,44%* 2,81 24.21%* 7,63

t3 91,17* 3,50 24,88 7,76

Ringer t1 11,26 2,22 30,02 6,64
t2 9,41* 2,39 25,18%* 6,19

t3 11,24» 3,46 28,12 7,2
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Tabelle 22

50

Induzierte Thrombozytenaggregation mit ADP im pléttchenreichen Plasma. Prozentuale

Veranderung der Parameter an den Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1 (t2/t1; t3/t1). Messzeitpunkte siehe

Tabelle 21.

Steigung [%]

Max. Aggregation[%]

MW STD MW STD

Voluven  t2/t1 90,69 21,78 90,16 11,41
t3/t1 113,37 27,00 101,56 10,48

HES t2/t1 78,57 16,64 88,75 14,17
t3/t1 84,28 22,44 91,48 20,69

Ringer t2/t1 83,85 18,22 84,58 15,81
t3/t1 103,20 39,88 96,47 30,11

Wie in Tabelle 21 zu sehen, kam es in allen Gruppen zwischen den Zeitpunkten t1 und t2 zu

einer hochsignifikanten Abnahme der Steigung und der maximalen Aggregation und

zwischen t2 und t3 zu einer signifikanten Zunahme der Steigung (sieche auch Abbildung 9,

Abbildung 10, Abbildung 11).
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Abbildung 9

Induzierte Thrombozytenaggregation mit ADP im plattchenreichen Plasma in der

Voluven-Gruppe. Vergleich der Steigung in Abh&ngigkeit von Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung,
t2=nach 1 Liter Voluven, t3=4 Stunden nach Hautnaht. *=p<0,05; **=p<0,01
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Abbildung 10  Induzierte Thrombozytenaggregation mit ADP im plattchenreichen Plasma in der HES-
Gruppe. Vergleich der Steigung in Abhangigkeit von Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach

1 Liter HES, t3=4 Stunden nach Hautnaht. *= p<0,05; **=p<0,01
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Abbildung 11  Induzierte Thrombozytenaggregation mit ADP im plattchenreichen Plasma in der
Ringer-Gruppe. Vergleich der Steigung in Abhangigkeit von Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung,
t2=nach 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. * p<0,05; ** p<0,01
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3.1.4.2. Induktor: Ristozetin

Tabelle 23 Induzierte Thrombozytenaggregation mit Ristozetin im plattchenreichen Plasma in
Abhangigkeit von Gruppenzugehdrigkeit und Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter
HES bzw. 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung. * =
Signifikanz p<0,05 gegenliber t1. ~ = Signifikanz p<0,05 gegenuber t1.

Steigung [Ohm/min] Max. Aggregation Schwellenwert [puL]
[Ohm]

MW STD MW STD MW STD
Voluven tl 10,97 1,38 28,43 1,80 3,63 0,43
t2 7,80 3,31 25,53 7,43 3,83* 0,68
t3 10,68 2,68 29,35 4,21 3,58" 0,86
HES tl 6,54 1,49 26,31 3,04 3,69 0,42
t2 8,86 1,65 27,63 1,99 3,69%* 0,52
t3 7,59 3,36 25,52 7,73 2,90* 0,49
Ringer tl 10,30 2,78 29,54 2,40 3,90 0,66
t2 10,16 3,11 28,88 5,32 3,90* 0,37
t3 11,06 1,93 30,98 4,74 3,50" 0,45

Tabelle 24 Induzierte Thrombozytenaggregation mit Ristozetin im plattchenreichen Plasma.

Prozentuale Veranderung der Parameter Steigung, maximale Aggregation und Schwellenwert an den
Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1 (t2/t1; t3/t1). Messzeitpunkte siehe Tabelle 23.

Steigung [%] Max. Aggregation Schwellenwert [%]
[70]
MW STD MW STD MW STD
Voluven  t2/tl 72,39 29,42 89,57 25,03 105,73 12,79
t3/t1 96,36 16,70 103,25 13,90 97,85 16,88
HES t2/t1 138,23 26,17 105,52 6,38 99,78 8,47
t3/t1 116,09 43,19 95,78 22,60 78,65 11,75
Ringer t2/t1 101,20 25,77 97,10 11,64 101,81 16,42
t3/t1 112,49 27,94 105,76 21,65 91,09 14,24

In Tabelle 23 sind die Parameter der Messzeitpunkte in Abhédngigkeit von der
Gruppenzugehorigkeit aufgefiihrt. Es wurden Steigung, maximale Aggregation und

Schwellenwert gemessen.
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Signifikanzen ergaben sich im Vergleich der Messzeitpunkte t1 zu t3 bzw. t2 zu t3. In beiden

Féllen konnten wir einen Abfall des Schwellenwertes feststellen (Abbildung 12).
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Abbildung 12  Induzierte Thrombozytenaggregation mit Ristozetin im plattchenreichen Plasma.
Vergleich der Schwellenwerte in Abhangigkeit von Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1
Liter Voluven/HES bzw. 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. * =p<0,05

In Tabelle 24 ist die prozentuale Verdnderung der Parameter an den Messzeitpunkten t2 und
t3 zu t1 dargestellt.
In Bezug auf die gemessenen Parameter fanden sich keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich der verwendeten Infusionslosungen untereinander.
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3.1.5. Blutvolumenbestimmung

3.1.5.1. Durchflusszytometrie

Tabelle 25 Blutvolumen mit der Durchflusszytometrie in Abhangigkeit von Gruppenzugehérigkeit
und Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter HES bzw. 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden

nach Hautnaht. MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung. *= Signifikanz p<0,05 gegenuiber t1. ** =

Signifikanz p<0,01 gegenliber t1.

Blutvolumen [ml]
MW STD

Voluven tl 5192,68 1072,19

t2 5417,93* 894,28

t3 4150,29** 948,83
HES t1 4081,82 1519,90

t2 3963,92 1514,59

t3 3660,35 1143,77
Ringer tl 4600,69 994,17

t2 4699,05 545,34

t3 4801,33 1121,87
Tabelle 26 Blutvolumen mit der Durchflusszytometrie. Prozentuale Veranderung des Parameters

Blutvolumen an den Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1 (t2/t1; t3/t1). Messzeitpunkte siehe Tabelle 25. * =
Signifikanz p<0,05 gegentiber Voluven.

Blutvolumenverianderung [%]

MW STD

Voluven  t2/tl 105,46 9,74
t3/t1 80,94 14,40

HES t2/t1 101,35 29,78
t3/t1 92,96 26,91

Ringer t2/t1 105,14 20,50
t3/t1 104,75* 15,13

In der Voluven-Gruppe (siche Abbildung 13) kam es zu einer signifikanten (p<0,05)
Zunahme zu Zeitpunkt t2 (5417,93+894,28) und einer hochsignifikanten (p<0,01) Abnahme
zu Zeitpunkt t3 (4150,29+948,83). In der HES-Gruppe (sieche Tabelle 25) kam es an beiden
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Messzeitpunkten zu  einer Abnahme des Blutvolumens  (t2:3963,92+1514,59;
t3:3660,35+1143,77) und in der Ringer-Gruppe (siche Tabelle 25) an beiden Zeitpunkten zu
einer Zunahme (t2:4699,05+545,34; t3:4801,33+1121,87).
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Abbildung 13  Blutvolumen mit der Durchflusszytometrie in der VVoluven-Gruppe in Abhéngigkeit von
Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter HES, t3=4 Stunden nach Hautnaht.

Im Vergleich der Gruppen untereinander (siche Abbildung 14) kam es zwischen der Voluven-
und der Ringer-Gruppe zu einer signifikanten Anderung des Blutvolumens zwischen t1 und

t3. Weitere Signifikanzen ergaben sich nicht (siehe Tabelle 26).
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Abbildung 14  Blutvolumen mit der Durchflusszytometrie. Prozentuale Verénderung des Parameters
Blutvolumen am Messzeitpunkt t3 zu t1. *=p<0,05
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3.1.5.2. Photometer

Tabelle 27 Bestimmung des Blutvolumens am Photometer in Abhangigkeit von
Gruppenzugehdrigkeit und Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter HES bzw. 2 Liter
Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung. * = Signifikanz
p<0,05 gegenliber t1. = Signifikanz p<0,05 gegentber t2.

Blutvolumen [ml]
MW STD

Voluven tl 6662,80 1168,02

t2 5862,62* 780,36

t3 6814,72 2866,19
HES tl 6373,11 1723,10

t2 6216,04 1605,90

t3 4649,47* 1282,03
Ringer tl 8267,21 2473,33

t2 6503,04 3287,40

t3 4797,73*% 1965,16
Tabelle 28 Bestimmung des Blutvolumens. Prozentuale Veranderung des Parameters Blutvolumen

an den Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1 (t2/t1; t3/t1). Messzeitpunkte siehe Tabelle 27.

Blutvolumen [%]
MW STD

Voluven t2/t1 88,75 9,77

t3/t1 99,23 29,11
HES t2/t1 102,89 35,67

t3/t1 74,33 16,24
Ringer t2/t1 77,78 27,74

t3/t1 59,01 25,67

In Tabelle 27 ist der Parameter Blutvolumen der Messzeitpunkte in Abhéngigkeit von der
Gruppenzugehorigkeit aufgefiihrt.

In der Voluven-Gruppe (siche Abbildung 15) kam es zu einem signifikanten Abfall des
Blutvolumens zwischen Zeitpunkt tl und t2 (t1:6662,80+£1168,02; t2:5862,62+780,36;
p<0,05).
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In der HES-Gruppe (siche Abbildung 16) kam es sowohl zwischen tl und t3
(t1:6373,11+1723,10; t3:4649,47+1282,03) als auch zwischen t2 und t3 (t2:6216,04£1605,90;
t3:4649,47+1282,03) zu einem signifikanten Abfall des Blutvolumens.

In der Ringer-Gruppe (siche Abbildung 17) kam es zu einem signifikanten Abfall zwischen t1
und t3 (t1:8267,2142473,33; t3:4797,73+1965,16).
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Abbildung 15 Bestimmung des Blutvolumens am Photometer in der VVoluven-Gruppe. Vergleich des
Parameters Blutvolumen in Abhangigkeit von Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 2
Liter Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. *= p<0,05
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Abbildung 16  Bestimmung des Blutvolumens am Photometer in der HES-Gruppe. Vergleich des
Parameters Blutvolumen in Abhéngigkeit von Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 2
Liter Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. *=p<0,05
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Abbildung 17  Bestimmung des Blutvolumens am Photometer in der Ringer-Gruppe. Vergleich des
Parameters Blutvolumen in Abh&ngigkeit von Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 2
Liter Ringer, t3=4 Stunden nach Hautnaht. *= p<0,05

In Tabelle 28 ist die prozentuale Verdnderung des Parameters Blutvolumen an den
Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1 aufgefiihrt.
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3.1.6. Zelldifferential im Vollblut

Tabelle 29 Zelldifferential im Vollblut in Abhangigkeit von Gruppenzugehorigkeit und
Messzeitpunkt t1=nach Narkoseeinleitung, t2=nach 1 Liter HES bzw. 2 Liter Ringer, t3=4 Stunden nach
Hautnaht. RBC=Erythrozyten, Hb=H&moglobin, MCV=Mittleres korpuskulares Erythrozytenvolumen,
Hkt=Hamatokrit, Plt=Thrombozyten, MPV=Mittleres Plattchenvolumen. MW=Mittelwert,
STD=Standardabweichung. Statistik: * = Signifikanz p<0,05 gegenliber t1.

RBC Hb MCV
[1076/pL] [e/dL] 1]

MW STD MW STD MW STD

Voluven  tl 3,78 0,46 11,55 1,61 89,63 3,95
) 3,17* 0,24 9,78% 0,83 89,47+ 4,14

£3 3,47 0,21 10,72 0,68 89,17 4,08

HES tl 427 0,20 12,73 0,93 86,07 425
”) 3,77* 0,37 11,22% 1,16 85,97 4,15

£3 3,52 0,21 10,65 0,46 86,08 2,44

Ringer tl 421 0,29 12,98 1,01 89,12 1,63
£2 3,83* 0,19 11,88* 0,50 88,72* 1,90

£3 4,11 0,31 12,03 1,16 88,93 2,12

Hkt Plt MPV
[%] [1000/pL] 1]

MW STD MW STD MW STD

Voluven  tl 33,93 4,47 173,83 | 49,92 8,77 1,23
£2 28,40* 2,86 | 148,50* | 4539 8,65 1,25

£3 30,92 2,53 174,17 | 50,64 22,70 33,49

HES £l 36,74 2,34 221,67 | 46,20 8,98 1,10
2 32,39* 3,44 | 160,56* | 80,40 8,87 1,00

£3 30,63 1,66 138,17 | 48,23 9,25 1,43

Ringer tl 37,53 2,76 185,67 | 80,42 8,40 0,93
2 33,95* 1,91 171,50% | 61,20 8,42 0,83

£3 36,53 3,17 215,67 | 98,67 8,92 1,60
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Tabelle 30 Zelldifferential im Vollblut. Prozentuale Veranderung der Parameter an den
Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1 (t2/t1; t3/t1). Messzeitpunkte und Abkirzungen siehe Tabelle 29.
RBC Hb MCV
[70] [%0] [70]

MW STD MW STD MW STD
Voluven  t2/t1 84,36 5,94 85,47 7,18 99,01 0,87
t3/t1 93,10 15,83 94,63 16,83 99,48 1,15
HES t2/t1 88,21 7,28 88,05 6,30 99,89 0,22
t3/t1 82,70 6,72 83,97 6,54 101,16 2,49
Ringer t2/t1 91,20 6,93 91,79 4,71 99,55 6,43
t3/t1 97,52 3,41 92,95 8,99 99,79 0,83

Hkt Plt MPV

[70] [%0] [%0]
MW STD MW STD MW STD
Voluven  t2/t1 84,24 6,63 85,03 8,91 98,65 2,33
t3/t1 92,68 16,27 100,97 15,29 262,41 390,62

HES t2/t1 88,12 7,33 91,53 12,41 98,83 2,31
t3/t1 83,65 6,87 62,31 14,35 102,94 9,15
Ringer t2/t1 90,79 6,91 97,71 15,96 100,47 6,93
t3/t1 98,31 3,51 119,51 39,10 106,51 17,63

Wie in Tabelle 29 dargestellt, kam es in allen Gruppen zwischen tl und t2, d.h. nach
Volumengabe, zu einem signifikanten Abfall des Hb, RBC, Hkt und PIt. Das MCV nahm

sowohl in der Voluven- als auch in der Ringer-Gruppe signifikant ab, jedoch nicht in der

HES-Gruppe. Zu einem leichten, jedoch nicht signifikanten Abfall kam es im MPV.

In Tabelle 30 sind die prozentualen Verdnderungen des Zelldifferentials im Vollblut an den

Messzeitpunkten t2 und t3 zu t1 dargestellt.
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3.1.7. Infusionsvolumen

Tabelle 31 Infusionsvolumen in Abhé&ngigkeit von Gruppenzugehoérigkeit. MW=Mittelwert,
STD=Standardabweichung. Statistik: * = Signifikanz p<0,05 gegentiber Voluven als auch Ringer. ~ =
Signifikanz p<0,05 gegentiber Voluven.

HES 130 [ml] HES 200 [ml] Ringer [ml] EK [ml]

MW STD MW STD MW STD MW STD
Voluven-Gruppe |1666,67 | 408,25 0 0 2583,33|1497,22| 200 | 309,84
HES-Gruppe* 0 0 3583,33|1393,44 |4433,33 | 1589,55| 1300" |1148,91
Ringer-Gruppe 0 0 0 0 6183,3312078,86| 300 502
Tabelle 32 Geschatzter Blutverlust in Abhangigkeit von Gruppenzugehorigkeit. MW=Mittelwert,
STD=Standardabweichung.

Geschitzter Blutverlust [ml]
MW STD

Voluven-Gruppe 858,33 352,73
HES-Gruppe 3616,67 2689,55
Ringer-Gruppe 1116,67 957,95

Die Gesamtinfusionsvolumina in der HES-Gruppe waren signifikant grofer als in den beiden
anderen Gruppen (siche Tabelle 31), ebenso der geschétzte Blutverlust, wie dies in Tabelle 32
aufgefilhrt und in Abbildung 19 graphisch dargestellt ist. Die Gabe von
Erythrozytenkonzentraten war in der HES-Gruppe im Vergleich mit der Voluven-Gruppe
ebenfalls signifikant hoher (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18  Erythrozytenkonzentrate in ml in Abhangigkeit von Gruppenzugehorigkeit. * p<0,05
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Abbildung 19  Geschatzter Blutverlust in ml in Abhangigkeit von Gruppenzugehdrigkeit. * p<0,05
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3.2. In-vitro Studie

3.2.1. Impedanzaggregometrie nach CARDINAL und FLOWER

Tabelle 33 Impedanzaggregometrie (nach Cardinal/Flower) in Abhangigkeit von
Gruppenzugehorigkeit. MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung.
Steigung [Ohm/min] Max. Aggregation [Ohm]
MW STD MW STD
Voluven 2.43 1,48 9,25 4,96
HES 2,77 1,70 9,60 4,58
NaCl 0,9% 2,72 2,03 9,67 5,99

In Tabelle 33 sind die Parameter Steigung und maximale Aggregation in Abhingigkeit von
Gruppenzugehorigkeit aufgefiihrt.
Es ergaben sich keine signifikanten Verdnderungen im Vergleich der Gruppen untereinander

beziiglich der Impedanzaggregometrie.

3.2.2. Thrombelastographie

Tabelle 34 Thrombelastographie (nach Hartert) in Abhangigkeit von Gruppenzugehdrigkeit.
MW=Miittelwert, STD=Standardabweichung. * = Signifikanz p<0,01 gegenliber NaCl. ” = Signifikanz
p<0,05 gegenliber NaCl.

r [mm] r+k [mm] MA [mm]
MW STD MW STD MW STD
Voluven 8,83 0,86 15,58 3,02 33,08%* 5,93
HES 7,927 1,46 14,00 2,27 34,08%* 4,52
NaCl 0,9% 9,13 1,40 14,50 2,55 41,08 5,53

In Tabelle 34 sind die Parameter r, rtk und MA in Abhéngigkeit von der
Gruppenzugehorigkeit aufgefiihrt.
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Im Vergleich zwischen der Voluven-Gruppe mit der HES-Gruppe ergaben sich keine
signifikanten Anderungen.

Im Vergleich zwischen der Voluven-Gruppe mit der NaCl-Gruppe kam es zu
hochsignifikanten (p<0,01) Verdnderungen in der Maximalaggregation (MA) (siche
Abbildung 21).

Zwischen der HES- und der NaCl-Gruppe kam es ebenfalls zu hochsignifikanten
Verdnderungen in der MA (siche Abbildung 21) und zu signifikanten (p<0,05)
Verdanderungen bei der Reaktionszeit (r) (siche Abbildung 20).
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Abbildung 20 Thrombelastographie (nach Hartert). Veranderung des Parameters r in Abh&ngigkeit
von Gruppenzugehorigkeit. *= p<0,05
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Abbildung 21  Thrombelastographie (hach Hartert). Veranderung des Parameters MA in Abhéngigkeit
von Gruppenzugehorigkeit. **= p<0,01
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3.2.3. In-vitro Blutungstest mit ADP als Agonist

Tabelle 35 In-vitro Blutungstest in Abhangigkeit von Gruppenzugehorigkeit. MW=Mittelwert,
STD=Standardabweichung.

Okklusionszeit [sec]
MW STD
Voluven 180,45 56,38
HES 168,92 34,11
NaCl 0,9% 186,36 45,79

In Tabelle 35 ist der Parameter Okklusionszeit in Abhingigkeit von der
Gruppenzugehorigkeit aufgefiihrt.

Es ergaben sich keine signifikanten Verdnderungen im Vergleich der Gruppen untereinander

beziiglich des in-vitro Blutungstests.

3.2.4. Induzierte Thrombozytenaggregation im plattchenreichen Plasma

3.2.4.1. Induktor: ADP

Tabelle 36 Induzierte Thrombozytenaggregation mit ADP im plattchenreichen Plasma in
Abhéngigkeit von Gruppenzugehodrigkeit. MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung.
Steigung [Ohm/min] Max. Aggregation [Ohm]
MW STD MW STD
Voluven 8,50 1,93 22,68 6,07
HES 12,93 3,28 19,16 4,79
NaCl 0,9% 11,37 4,45 18,25 7,49

In Tabelle 36 sind die Parameter Steigung und maximale Aggregation in Abhéngigkeit von

der Gruppenzugehorigkeit aufgefiihrt.

Es gab keine Signifikanzen im Vergleich der Gruppen untereinander.
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3.2.4.2. Induktor: Ristozetin

Tabelle 37 Induzierte Thrombozytenaggregation mit Ristozetin in plattchenreichen Plasma in
Abhéngigkeit von Gruppenzugehoérigkeit. MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung. Statistik: * =
Signifikanz p<0,05 gegentiber NaCl.

Steigung [Ohm/min] Max. Aggregation Schwellenwert [puL]
[Ohm]
MW STD MW STD MW STD
Voluven 8,77 3,88 29,53 5,60 2,89* 0,78
HES 8,73 2,17 25,16 6,79 3,11% 0,60
NaCl 0,9% 8,62 1,20 26,17 3,61 3,92 1,08

In Tabelle 37 sind die Parameter Steigung, maximale Aggregation und Schwellenwert in

Abhingigkeit von der Gruppenzugehorigkeit aufgefiihrt.

Signifikante Unterschiede ergaben sich beim Vergleich der Schwellenwerte zwischen den

Gruppen Voluven vs. NaCl und HES vs. NaCl.

3.2.5. Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit

Tabelle 38 Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von Gruppenzugehorigkeit.
BSG=Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit. MW=Miittelwert, STD=Standardabweichung. * =
Signifikanz p<0,01 gegentiber Voluven. ~ = Signifikanz p<0,01 gegenliber HES. ° = Signifikanz p<0,01
gegenliber NaCl.

BSG 10min BSG 30min BSG 1h BSG 2h
[mm] [mm] [mm] [mm]
MW | STD | MW | STD | MW | STD | MW | STD
Voluven 1,14%7° | 0,84 | 5,73%"° | 347*/° [1536%°| 7,13 |34,09*°| 11,83
HES 4,09%7° | 2,95 [22,55%/°|10,82%/°(52,55%°| 18,17 |87,64*°| 27,15
NaCl0,9% | 0,18*"° | 0,40 | 0,82*%"° | 0,90%"° | 3,32%"° | 233 | 836*° | 545

In Tabelle 38 ist die Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit nach 10 Minuten, 30 Minuten,

1 Stunde und 2 Stunden in Abhéingigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit dargestellt.
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Die BSG weist zu jedem Zeitpunkt bei den Vergleichen mit Voluven vs. HES, Voluven vs.

NaCl und HES vs. NaCl hochsignifikante (p<0,01) Unterschiede auf (siche Abbildung 22).
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Abbildung 22  Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit nach 10 Minuten, 30 Minuten, 1 Stunde und 2
Stunden in Abhéngigkeit der Gruppenzugehdrigkeit. Die Balken stellen die Mittelwerte dar. ** p<0,01
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Ergebnisse und Methoden

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, die Einfliisse zwei verschiedener Hydroxyethylstirken
(HES 6%, MW 200/0,5 und HES 6%, MW 130/0,4) und Ringer-Losung bzw. NaCl 0,9% auf
die Thrombozytenfunktion zu untersuchen. Dabei sollte geklirt werden, ob HES 130 einen
giinstigeren Einfluss auf die Aktivitit der Thrombozyten hat als HES 200. Dafiir standen vor
allem die funktionellen Messtechniken zur Untersuchung der Thrombozytenaktivitidt im
Vordergrund. Die Wirkung von HES auf die Thrombozytenaktivitit sollte sowohl im
Gesamtorganismus (klinische Studie) als auch isoliert und damit ohne Einfluss der im
Organismus stattfindenden Vorgédnge (in-vitro Studie) untersucht werden. Ein weiterer Aspekt

der Arbeit war in der klinischen Studie das zirkulierende Blutvolumen zu quantifizieren.

Als das vorliegende Priparat der HES 130 auf dem deutschen Markt eingefiihrt wurde,
versprach man sich davon, dass es zum einen weniger hochmolekulare, hochsubstituierte,
rheologisch ungiinstige Bestandteile und zum anderen kaum kleine, primér nierengéngige
Teilchen enthdlt und somit zu einer schnellen initialen Volumenwirkung und zu keiner
Beeinflussung der Himostase kommt. Unsere Untersuchung beschréankte sich auf den Einsatz
bei radikalen Prostatektomien und Adenomektomien. Hier bestehen besondere Probleme
durch den hohen Blutverlust, sowie Gerinnungsstorungen infolge einer Aktivierung der

Fibrinolyse.

Die empfohlene maximale Tagesdosis fiir Hydroxyethylstirkelosungen betrdgt nach
Herstellerangaben 33 ml e kg e d”' . Die Empfehlungen einer Dosisbegrenzung wird durch
die Interaktion mit den Funktionen der plasmatischen und der thrombozytiren Gerinnung
sowie der Fibrinolyse begriindet. Das Studiendesign der vorliegenden Arbeit beinhaltet keine
Dosisbegrenzung fiir Hydroxyethylstirke. Griinde hierfiir sind zum einen die Tatsache, dass
sich die empfohlene maximale Tagesdosis auf die 1974 eingefiihrte HES (MW 450) bezieht

und sie sich zum anderen an der maximalen Tagesdosis fiir Dextranen orientierte.
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In fritheren Untersuchungen wurde festgestellt, dass HES-Losungen abhidngig vom mittleren
Molekulargewicht, dem molaren Substitutionsgrad und der C2/C6 ratio die Blutgerinnung
beeinflussen konnen (Treib, 1996a,b). Entholzner berichtete in einer in-vitro Studie iiber die
geringere Beeinflussung der Thrombozytenfunktion durch HES 130 im Vergleich zu HES 200
und HES 450 (Entholzner , 2000). Bei der vorliegenden Priparation von HES 130 wurde die
C2/C6 ratio gegeniiber HES 200 von 5:1 auf 9:1 angehoben. Der Substitutionsgrad wurde
gegeniiber HES 200 von 0,5 auf 0,4 gesenkt. HES 130 besitzt gegeniiber HES 200 eine
verdanderte Molekulargewichtsverteilung. Der Mittelwert der Spitzenfraktion, d.h. grof3e
rheologisch und hdmostasiologisch ungiinstige Molekiile, ist gering. Ebenso gering ist der
Mittelwert der Bodenfraktion und damit der Anteil der Molekiile, der unterhalb der

Nierenschwelle liegt und schnell ausgeschieden wird.

Bei der Beurteilung des Einflusses von Kolloiden auf die Gerinnungsparameter miissen

verschiedene Aspekte beriicksichtigt werden:

- Absolute Abnahme der plasmatischen und zelluldren gerinnungsaktiven Bestandteile
des Blutes durch Blutverlust (,,Verlustkoagulopathie*)

- Relative Abnahme der plasmatischen und zelluliren gerinnungsaktiven Bestandteile
durch Himodilution nach Kolloidgabe (,,Dilutionskoagulopathie®)

- Mogliche direkte Interaktion von Kolloiden mit Gerinnungsfaktoren (,,Medikamentos-
induzierte plasmatische Gerinnungsstorung®)

- Mogliche direkte Interaktion von Kolloiden mit Thrombozyten (,,medikamentds-

induzierte Thrombozytopathie®)

Thrombozyten spielen eine herausragende Rolle in der primdren Hédmostase. Die Adhésion
der Thrombozyten an subendotheliales Kollagen und von Willebrand-Faktor (vVWF) und die
anschliefende Aggregation durch Fibrinogen sind grundlegend fiir die Thrombusbildung bei
vaskuldren Verletzungen. Der Platelet Function Analyzer (PFA) misst die primére
thrombozytire Hémostase, indem er eine mikrovaskulire Verletzung simuliert. Die
Okklusionszeit bezeichnet die Zeit vom Beginn der Messung bis zum Verschluss der
»Kapillare® durch einen Thrombus. Die Pléttchenaggregation ist hauptsdchlich vom vWF
abhingig (Poujol, 1998).

Nach Infusion von 1000 ml HES- bzw. 2000 ml Ringer-Losung (t2) kam es in allen Gruppen

zu einer verlangerten Okklusionszeit im PFA-100-System. Statistisch nicht signifikant, jedoch
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am deutlichsten, war dies unter HES zu sehen. Da die Okklusionszeit abhéngig von der
Interaktion zwischen Thrombozytenmembranrezeptoren Glykoprotein IIb/Illa (GP IIb/II1a),
GP Ib und deren Liganden, wie zum Beispiel Fibrinogen und vWF (Kundu, 1995) ist, konnte
dies bedeuten, dass es nach Gabe von HES-Ldsung entweder zu einer erniedrigten Expression

von GP IIb/I1Ia-Rezeptoren kommt oder Fibrinogen bzw. vWF nicht zur Verfiigung stehen.

Der theoretische Hintergrund dieser Annahme bezieht sich auf die Prinzipien der zelluldren
Hiamostase, die hier in kurzen Ziigen Erwidhnung finden sollen: Wird Endothel geschadigt, so
werden die darunter liegenden Kollagenschichten freigelegt. Der Thrombozyt wird nun durch
elektrostatische Kréfte angezogen. Diesen Vorgang nennt man Plittchenadhidsion, der Faktor-
VIII-Komplex abhingig ist. Der Faktor-VIII-Komplex (FVIII/vWF) besteht zu 1% aus dem
antihdmophilen Faktor (VII) und zu 99% aus dem von Willebrand-Faktor. Der von
Endothelzellen der BlutgefiBle oder Megakaryozyten gebildete von Willebrand-Faktor bildet
eine Briicke zwischen Thrombozyt und Gefdflendothel, denn er bindet sowohl auf der einen
Seite mit dem Glykoprotein (GP) - Ib/IX-Komplex der Thrombozytenmembran als auch auf
der anderen Seite mit den subendothelialen Gewebestrukturen. Der Von-Willebrand-Faktor ist
besonders unter Flussbedingungen und hohen Scherraten (>800/s), wie man sie in kleinen
Arterien in der Mikrozirkulation findet, wichtig fiir die Adhésion von Thrombozyten am

Endothel.

Kollagen bindet am Thrombozyten iiber den GP I'V- und den GP la/Ila-Komplex und 16st eine
Reihe von Folgereaktionen am Thrombozyten aus: Es kommt zur Formverinderung mit
Ausbildung von Pseudopodien, Sekretion von Adenosindiphosphat (ADP) und Kalzium,
welche die weitere Thrombozytenaggregation an die schon adhérierten Thrombozyten
induzieren. Die Voraussetzung fiir die Thrombozytenaggregation ist die Umorganisation des
GP IIb/Illa-Komplexes, an den Fibrinogen bindet, welches somit eine Briicke zwischen zwei
Thrombozyten bildet. An dieser Briickenbildung ist der Von-Willebrand-Faktor ebenso
beteiligt, aber in einem erheblich geringeren Mafle. Der aus Thrombozyten gebildete Pfropf
(Thrombus) bekommt seine Festigkeit durch Einlagerung von Fibrin (Heemskerk, 2002;
Monroe, 2002; Mammen, 1998).

Auf die Moglichkeit einer erniedrigten Expression von GP IIb/Illa auf dem Thrombozyten
deuten die Ergebnisse von Franz et al hin. Sie zeigten am Durchflusszytometer, dass es in-

vivo nach Infusion von HES 200 zu einer geringeren Expression von GP IIb/Illa kommt als
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nach Infusion von HES 130. Weiterhin zeigte diese Studie, dass HES 450 und HES 70
dhnliche Effekte auf die Expression von GP IIb/Illa haben wie HES 200. Die Annahme der
MolekiilgroBe als einziger Einflussfaktor auf die Expression von GP IIb/Illa ldsst sich damit
nicht bestdtigen. Der Substitutionsgrad der Studienldsungen lag bei HES 450, 200 und 70
hoher (0,5-0.8) als der von HES 130 (0,4). Moglicherweise ist dies ein weiterer Aspekt der
Beeinflussung von HES-Infusionen auf die Blutgerinnung, zum Beispiel durch einen
verzogerten Abbau der Hydroxyethylstirke durch Amylase und der damit verbundenen
langeren intravasalen Verweildauer  (Franz, 2001). Stogermiiller beschrieb bei der
Untersuchung von HES 200 und NaCl in-vivo und in-vitro auf die Expression von GP IIb/IIla
dhnliche Ergebnisse. Dabei schlieft diese Arbeitsgruppe einen unspezifischen ,,coating effect*
der Thrombozyten durch HES aus, denn die Expression von GP Ib auf den Thrombozyten
wurde nach Hinzugabe von HES nicht veréndert, wogegen es zu einer geringeren Expression

von GP IIb/I1la kam (Stogermiiller, 2000).

Postoperativ (t3) kam es im Zeitverlauf in allen Gruppen zu einer signifikant verkiirzten
Okklusionszeit, allerdings ohne Unterschied zwischen den Gruppen. Die verkiirzte
Okklusionszeit deutet auf eine erhohte hidmostatische Aktivitdt hin. Nach groferen
chirurgischen Eingriffen kommt es oft zu einem latenten Verbrauch von Gerinnungsfaktoren
durch einen Zustand erhohter Blutgerinnung [Hyperkoagulabilitit](Felfernig-Boehm, 2001;
Hobisch, 1999). Hier konnten keine Unterschiede zwischen den verwendeten
Infusionslosungen und deren Wirkungen auf die primire Hadmostase festgestellt werden.
Diese Aussage korrelierte mit den Angaben der Operateure. Trotz groBer Blutverluste bei
vereinzelten Patienten in der HES 200-Gruppe wurde nichts {iber diffuse Blutungen aus den
Wundfldchen berichtet, ein Zustand, der auf eine intakte primdre Hdmostase schlieen ldsst.
Der erhohte Blutverlust sei vielmehr auf schwierigere chirurgische Bedingungen bei diesen
Patienten zuriickzufiihren. Die erh6hte hdmostatische Aktivitit ist, wie oben bereits erwihnt,

am chesten auf die Operation zurlickzufiihren.

Die in-vitro Studie zeigte keine signifikanten Verdnderungen zwischen den Gruppen. In
diesem Zusammenhang ist zu erwihnen, dass, im Gegensatz zur klinischen Studie, nur mit
Kollagen/ADP-beschichteten Patronen gearbeitet werden konnte. Die Okklusionszeit der
Kollagen/Epinephrin-beschichteten Patronen wurde regelmifig {liberschritten, sodass sie aus
der Studie herausgenommen wurden. Blaicher et al beobachteten in einer in-vitro Studie eine

Abnahme der Kollagen/Epinephrin induzierten Plattchenaggregation nach steigender HES
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Konzentration, wihrend die Kollagen/ADP-induzierte Plattchenaggregation unverandert blieb
(Blaicher, 1998). Nicht aufgeklédrt werden konnte die Frage, ob dieser Effekt in unserer Studie
HES-induziert ist oder ob es sich bei der liberschrittenen Verschlusszeit um den relativ grof3en
Dilutionseffekt handelt, da die verldngerte Verschlusszeit sowohl in den beiden HES-Gruppen

als auch unter Kochsalz auftrat.

In der TEG kam es ebenfalls nach Infusion von 1000 ml HES- bzw. 2000 ml (t2) Ringer zu
einem  verzogerten Beginn der  Gerinnungsreaktion (r), einer  verzdgerten
Gerinnselbildungszeit (r+k) und einer Abnahme der maximalen Gerinnselfestigkeit (MA) in
allen Gruppen. Hier zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede sowohl zwischen HES
und Ringer als auch zwischen Voluven und Ringer.

Die Parameter Gerinnungsreaktion (r), Gerinnselbildungszeit (r+k) und maximale
Gerinnselfestigkeit (MA) sind abhingig von der Thrombozytenzahl und der
Thrombozytenfunktion. Die durchschnittliche Thrombozytenzahl in den beiden HES Gruppen
nahm im Vergleich mit der Ringer-Gruppe signifikant ab. Jamnicki et al untersuchten den
Einfluss von HES 200 und HES 70 in-vivo auf die Thrombozytenfunktion in der TEG. In
deren Studie ergaben sich nach Infusion von HES 15 ml/kg KG, was in etwa unserem
Infusionsvolumen zum Zeitpunkt t2 entspricht, keine Unterschiede in der Abnahme der
Thrombozytenzahl zwischen beiden Infusionslésungen, jedoch zeigte sich ein geringerer
Einfluss von HES 70 auf die Parameter der TEG eine halbe Stunde nach Infusion. Es kam
darliber hinaus zu einer deutlich geringeren Abnahme der vWF-Aktivitdt und Faktor-VIII
Konzentration eine halbe Stunde nach HES 70 (Jamnicki, 2000). Den Einfluss der
MolekiilgroBBe auf die vVWF-Aktivitit und Faktor VIII-Konzentration beschrieben Strauss et al.
Es zeigte sich nach hochmolekularer HES-Infusion eine gro3ere Abnahme des vWF als nach
mittelmolekularer HES-Infusion (Strauss, 1988).

In dieser vorgelegten Arbeit ergaben sich keine Unterschiede zwischen HES 200 und HES
130, sodass man annehmen kann, dass nach Gabe von 1000 ml HES 200 oder HES 130 keine
Unterschiede beziiglich ihrer Einfliisse auf die Thrombozytenfunktion auftreten, die sich in
der TEG widerspiegeln. Ein Zustand erhdhter Blutgerinnung nach Gabe von isotoner
Kochsalzlosung, wie dies von Ruttmann und Ng beschrieben wurde, konnte nicht beobachtet
werden (Ruttmann, 1998; Ng, 2002). Ursache hierfiir konnte das groflere von uns substituierte
Volumen von 2000 ml Ringer-Losung sein, wihrend Ruttmann 1000 ml NaCl und Ng 14
ml/kg infundierten. Ein weiterer zu beriicksichtigender Aspekt ist der unterschiedliche

Elektrolytgehalt von isotoner Kochsalzlosung und Ringer-Losung. Isotone Kochsalzlosung
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hat im Vergleich zur Ringer-Losung einen hoheren Gehalt an Natrium. Agam zeigte, dass die
Thrombozytenaggregation im natriumreichen Medium signifikant hoher ist als die
Aggregation im natriumarmen Medium. Weiterhin beobachtete er, je hoher die Konzentration
an Thrombin war, desto grofler wurde die Zunahme der natriumabhingigen Aggregation
(Agam, 1989).

Isotone Kochsalzlosung hat im Vergleich zu Ringer-Losung keinen Kalium-Anteil in ihrer
Elektrolytzusammensetzung. Lin beschrieb in seiner Arbeit den hemmenden Effekt akut
ansteigenden Plasmakaliums auf Koronararterienthrombose. Dariiber hinaus verringere
Kalium die Wirkung von Adrenalin auf die Thrombusbildung (Lin, 1994). Die
Kaliumkonzentration wurde in Lins Studie im oberen physiologischen Bereich gehalten. In
unserer Arbeit liegen keine Daten zu den Kaliumkonzentrationen an den drei Messzeitpunkten
vor. Die Blutabnahme zum Messzeitpunkt 2 (t2) erfolgte direkt im Anschluss an die
Infusionsgabe. Es wire durchaus moglich Kaliumkonzentrationen anzunehmen, die im oberen

Bereich der physiologischen Norm liegen.

Postoperativ kam es zu einer reduzierten Gerinnselfestigkeit — reprdsentiert von der
maximalen Amplitude in der TEG - der HES 200-Gruppe, wihrend die Ergebnisse in den
anderen beiden Gruppen anndhernd priaoperative Werte annahmen. Der massive Blutverlust in
der HES 200-Gruppe und der damit erhohte Bedarf an Erythrozytenkonzentraten, HES 200
und Ringer-Lésung erschwerten die differenzierte Beurteilung der Effekte zwischen der

allgemeinen Volumensubstitution und der isolierten Wirkung von HES 200.

Die Thrombelastographie gibt als globaler Gerinnungstest einen Uberblick iiber den gesamten
Gerinnungsprozess. Sie erfasst sowohl die plasmatischen Gerinnungsfaktoren als auch die
Thrombozytenfunktion. Anders verhilt sich die in-vitro Blutungszeit. Hier handelt es sich um
eine scherkraftinduzierte Aggregation, die im Wesentlichen die primdre Héamostase
widerspiegelt und damit thrombozytenabhingig ist. Wahrend die in-vitro Blutungszeit bei
diffusen Blutungen aus groBen Wundflichen Bedeutung hat, kdnnen postoperative
Nachblutungen durch eine geringere Gerinnselfestigkeit durch die Thrombelastographie
erfasst werden. Uber den postoperativen Blutverlust liegen in dieser Arbeit keine Daten vor.
Bei allen Patienten verlief der postoperative Verlauf komplikationslos, sodass von keinen
groBeren postoperativen Blutverlusten ausgegangen werden muss.

Der klinische Nutzen der Thrombelastographie ist begrenzt. Wie bereits erwéhnt, findet die

TEG unter einigen ausgewdhlten klinischen Bedingungen Anwendung. So wurden
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Verdnderungen der MA in der TEG mit hohen intraoperativen Blutverlusten in Verbindung
gebracht (Whitten, 2000). Die Genauigkeit der MA und deren negativer Vorhersagewert bei
hohen Blutverlusten nach herzchirurgischen Eingriffen wurden in einigen Studien belegt
(Tuman, 1989; Mongan, 1992; Spiess, 1995). Dies konnte eine angemessene und frithzeitige
Therapie bei intraoperativen Blutungen erleichtern.

Die Arbeitsgruppe um Sharma konnte bei priaeklamptischen Patientinnen nicht verifizieren,
ob die Abnahme der MA durch verinderte Thrombozytenfunktion oder durch Anderungen der
Gerinnungsfaktoren zu erkldren sei (Sharma, 1999). Auch in dieser vorgelegten Arbeit bleibt
unklar, welche klinische Relevanz die in der Thrombelastographie gemessene reduzierte MA

im Hinblick auf die Himostase hat.

In der in-vitro Studie kam es in der TEG zu einer gering verkiirzten r-Zeit in der HES 200-
Gruppe.

Im Vergleich mit HES 130 und NaCl beschreibt die verkiirzte r-Zeit in der HES 200 Gruppe
eine erhohte Gerinnungsaktivitdt. Die r-Zeit misst die Zeit nach Gabe der Blutprobe in die
Kiivette bis zur ersten Fibrinbildung. HES 200 mit einem hoheren Molekulargewicht und
einem hoheren Substitutionsgrad als HES 130 scheint eine groBere Wirkung auf die erste
Phase der Gerinnung im TEG, also auf die plasmatische Gerinnung, zu haben.

Die MA war in der NaCl Gruppe im Vergleich mit den beiden Kolloidlésungen
hochsignifikant erhoht. Zahlreiche Studien belegen eine Abnahme der MA unter
Héamodilution mit HES (Niemi, 1998; Konrad, 1999; Jamnicki, 1998; Entholzner, 2000). Dies
war ebenfalls in unserer in-vitro Studie zu beobachten. Es zeigten sich aber keine

Unterschiede zwischen HES 200 und HES 130.

In dieser Arbeit diente die NaCl-Gruppe als Kontrollgruppe gegeniiber den Kolloidgruppen
unter der Annahme, NaCl habe keine Auswirkungen auf die Blutgerinnung. Es wurde
kiirzlich gezeigt, dass NaCl 0,9% die Blutgerinnung steigert, indem es die
Pléttchenaggregation erhoht und die Antithrombin III-Konzentration verringert (Ruttmann,

1999).

Ruttmann et al zeigten in-vitro eine erhohte Gerinnungsaktivitit nach Himodilution per se. Es
fanden sich keine Unterschiede zwischen der Himodilution mit isotoner Kochsalzlosung und
Gelatine (Haemaccel®) in der r-Zeit. Beide Infusionslosungen hatten jedoch eine Abnahme

der r-Zeit im Vergleich mit der unverdiinnten Kontrollgruppe zur Folge. Die
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Gerinnselfestigkeit (MA) war unter isotoner Kochsalzlosung, verglichen mit der
unverdiinnten Kontrollgruppe, erhoht, unter Gelatine zeigte sich jedoch keine Verdnderung
gegeniiber der Kontrollgruppe (Ruttmann, 1996). In unserer Arbeit stellte sich eine
verlangerte r-Zeit und eine Abnahme der MA unter Kochsalzlosung ein. Die Unterschiede
lassen sich durch die Studiendesigns erkldren. Das in unserer in-vitro Studie angewandte

Studiendesign unterscheidet sich in folgenden Punkten von Ruttmann:

1. Wir verglichen zwischen HES 200, HES 130 und NaCl 0,9%. Es gab keine unverdiinnte
Kontrollgruppe.

2. Wir fiihrten eine Hdmodilution von 50% isotoner Kochsalzlosung durch, Ruttmann eine
Hamodilution von 20%. Dies konnte die verldngerte r-Zeit in unserer Studie erklidren. Die
hohere Verdiinnung fiihrte zu einer relativ groBeren Abnahme der Gerinnungsfaktoren als dies
bei Ruttmann zu erwarten war. Dadurch wird die Zeit bis zum Beginn der Gerinnung ldnger.
Die r-Zeit misst die Zeit nach Gabe der Blutprobe in die Kiivette bis zur ersten Fibrinbildung.
Es bleibt unklar, ob die verldngerte r-Zeit eine erhohte Fibrinaktivitit ausschlieB3t oder ob die
verwandte Verdiinnung ein mechanisches Hindernis fiir eine kiirzere r-Zeit darstellt.

3. Unsere Blutproben wurden auf einen Himatokrit von 0,3 verdiinnt, um Einfliisse des
Hamatokrit auf die Blutgerinnung zu vermeiden. Diese zeigen sich einerseits in der
Hémorrheologie durch verdnderte Blutviskositit und folglich durch einen verdnderten
Blutfluss und andererseits auch durch Wechselwirkung zwischen Thrombozyten und
Erythrozyten (Ouaknine-Orlando, 1999; Dietrich, 1995). Ein niedriger Himatokrit vermindert
die Blutviskositidt und fithrt zu einem hdheren Blutfluss und folglich zu einer ldngeren

Reaktionszeit r im TEG.

Sowohl in unserer Arbeit als auch bei Ruttmann zeigte sich eine signifikant erh6hte MA unter
Hamodilution mit NaCl 0,9% (Ruttmann, 1996). Eine Erklarungsmoglichkeit fiir die erhohte
Gerinnselfestigkeit ist das Missverhéltnis zwischen Thrombin und Antithrombin mit einer
relativen Abnahme der Antithrombinkonzentration (Monkhouse, 1959).

Ruttmann vermutet, dass Hdmodilution zu einer ungehinderten Thrombinbildung fiihrt und
damit einen Trigger fiir die weitere Gerinnungskaskade darstellt. Thrombozyten spielen im
Hinblick auf die erhohte MA eine untergeordnetere Rolle, denn trotz Hemmung der
Cyclooxygenase durch Aspirin lieBen sich dhnliche Effekte durch Hamodilution erzielen, die

mit einer Erh6hung der MA einhergingen (Ruttmann, 1999).
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Petroianu et al belegten in einer in-vitro Studie eine Zunahme der Blutgerinnung unter
20%iger Hémodilution mit Ringer-Losung und eine Abnahme der Blutgerinnung unter
50%iger Hédmodilution. Die Abnahme der Blutgerinnung wurde auf den Dilutionseffekt

zurlickgefiihrt (Petroianu, 2000).

Die durchschnittliche Thrombozytenzahl zum Zeitpunkt t1 betrug 193,7 < 1000/uL. Es
ergaben sich keine statistischen Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Zum Zeitpunkt t2
kam es nach Gabe der Infusionslésungen in allen Gruppen zu einem signifikanten Abfall der
Thrombozytenzahl, die postoperativ (t3) annidhernd auf die Ausgangswerte anstieg, auller in
der HES 200 Gruppe. Dieser Wert konnte jedoch durch den groBeren Blutverlust bei einigen
Patienten in dieser Gruppe falsch interpretiert werden.

Der initiale Abfall der Thrombozytenzahl zum Zeitpunkt t2 war in den beiden HES-Gruppen
deutlicher ausgeprigt als in der Ringer Gruppe. Er betrug fiir HES 200 91,5% des
Ausgangswertes, fiir HES 130 85% und fiir Ringer 97,7%. In friiheren Studien wurde bereits
gezeigt, dass nach einmaligen HES Gaben die Thrombozytenzahl proportional zum
Dilutionseffekt abnahm (Treib, 1996 a). Wir konnten, abgesehen vom Dilutionseffekt, keinen
Effekt der HES-Losungen beziiglich einer Reduktion der Thrombozytenzahl nach einmaliger
Gabe der Losung feststellen. Selbst nach mehrmaliger Gabe von HES, wie dies an Zeitpunkt
t3 zutrifft, ist keine Wirkung beziiglich der Reduktion der Thrombozyten anzunehmen. Treib
beschrieb in einer in-vitro Studie unter mehrtiagiger Gabe von HES-Ldsungen einen Abfall
der Thrombozytenzahl unter dem Dilutionseffekt. Er fiihrt dies auf einen erhohten Abbau
durch Phagozytose zuriick, bedingt durch Anhaften von HES an den Thrombozyten. Dabei
scheint die Affinitdt der Stirke zu den Thrombozyten und die Phagozytoserate vom

Molekulargewicht bestimmt zu sein (Treib, 1996 a).

Der mittlere Himoglobingehalt bei allen Patienten zum Zeitpunkt t1 betrug 12,4 g/dL ohne
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Nach Infusion von 1000 ml HES
bzw. 2000 ml Ringer beobachteten wir einen dilutionsbedingten Abfall auf 91,8% des
Ausgangswertes. Trotz nicht signifikanter Unterschiede zeigte sich bei HES 130 der grofite
Volumeneffekt mit 85,5% des Ausgangswertes, vor HES 200 mit 88,1% und Ringer mit
91,8%. Obwohl die Unterschiede innerhalb der drei Gruppen statistisch nicht signifikant sind,
ist davon auszugehen, dass die beiden HES-Losungen beziiglich ihrer Eigenschaften als
Volumensubstitutionsmittel einen Vorteil gegeniiber der Ringer-Losung bieten. Wie auch

Boldt et al sind wir der Ansicht, dass sich die beiden kolloidalen Losungen hinsichtlich ihrer
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Volumensubstitution und ihrer hdmodynamischen Wirksamkeit nicht voneinander

unterscheiden (Boldt, 2000).

Die induzierte Thrombozytenaggregation im plittchenreichem Plasma gehort zu den
prazisesten Untersuchungsmethoden der Thrombozytenfunktion. Hier ist die Wahl der
aggregationsauslosenden Substanzen und deren verwendete Konzentration von Bedeutung. In
der vorgelegten Arbeit kamen Adenosindiphosphat (ADP) und Ristozetin zur Anwendung.
ADP ist ein primdrer Aggregationsausloser und fiihrt ab einer Konzentration von 1,5uM zu
einer irreversiblen Aggregation. Dabei wird die Anwesenheit von Kalziumionen und
Fibrinogen und ein intakter Stoffwechsel der Thrombozyten vorausgesetzt (Krzywanek,
1987). ADP fiihrt bei den Plattchen zu einem Verlust der diskoiden Form und zur
Ausformung von Pseudopodien. Dabei aktiviert es den GP IIb/Illa Rezeptor und die Bindung
an Fibrinogen, was zur Aggregation fiihrt (Blaicher, 1998). Die ristozetininduzierte
Aggregation ist nicht kalziumabhdngig und ist auch mit formalinfixierten Pléttchen als
sogenannte ,,Agglutination” ausldsbar (Krzywanek, 1987). Ristozetin wird zur Bindung des
FVIII/VWF an seine Rezeptoren benétigt. Dabei ist der Grad der Bindung proportional zur
Ristozetinkonzentration (Kao, 1983). In geringeren Dosen (0,8 — 0,9 mg/ml) fordert
Ristozetin die Plattchenaggregation liber GP IIb/Illa (Heinrich, 1985).

Nach Infusion der Studienlésungen zum Zeitpunkt t2 kam es in der optischen Messung der
Thrombozytenaggregation nach BORN unter der aggregationsfordernden Substanz ADP in
allen drei Gruppen zu einem hochsignifikanten Abfall der Steigung (84,4% des
Ausgangswertes) und zu einem hochsiginifikanten Abfall der maximalen Aggregation
(87,8%). Die Steigung in der Aggregationsmessung stellt die Phase der primédren Aggregation
dar. Stimulierte Pléttchen kollidieren, und es bilden sich lockere Aggregate. Die Anwesenheit
von Kalzium und Fibrinogen ist essentiell (Born, 1972). Wir gehen davon aus, dass es sich bei
der Abflachung der Steigung um einen dilutionsbedingten Effekt handelt. Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, allerdings war der Abfall der
Steigung in der HES 200-Gruppe am deutlichsten. Warren et al behaupteten, HES bilde
zusammen mit FVIII und Fibrinogen einen Komplex (Warren, 1997). Damit stiinde weniger
Fibrinogen zur Verfiigung und es kidme zu einer Abflachung der Kurve in der
Aggregationsmessung. Wir halten diesen Effekt als Erklarung fiir unwahrscheinlich. HES 130
miisste demnach eine dhnliche Wirkung zeigen. In dieser Gruppe ist der Abfall der Steigung

jedoch am geringsten. Die maximale Aggregation stellt die Phase der irreversiblen
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Aggregation dar. Auch hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Sie ist jedoch in der Ringer-Gruppe am geringsten, was die Vermutung eines
dilutionsbedingten Effektes unterstiitzt, denn hier zeigen die beiden Kolloidlosungen

geringere Wirkung auf die maximale Aggregation.

Postoperativ (t3) kommt es zu einem erneuten, signifikanten Anstieg der Steigung, was auf
ein erhohtes Himostasepotenzial zuriickzufiihren ist und sich mit den Ergebnissen der in-vitro
Blutungszeit deckt. Die maximale Aggregation nahm annéhernd préoperative Werte an. In der
HES 200-Gruppe zeigte sich erneut eine Abflachung der Steigung, allerdings nicht in dem
Ausmal} wie es zum Zeitpunkt t2 zu sehen war. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind
nicht signifikant. Die Wirkung von HES auf die Thrombozytenaggregationsfahigkeit und die
Wirkung des Blutverlustes in der HES 200 Gruppe sind schwer voneinander abzugrenzen.
Krzywanek beschrieb eine signifikante Korrelation zwischen ADP-induzierter Aggregation
und der Thrombozytenzahl (Krzywanek, 1987). Bei Patienten mit ohnehin niedriger
Thrombozytenzahl ist es zunehmend schwieriger ausreichend PRP zu erhalten, um eine
aussagekriftige Messung durchzufiihren (Ingerman-Wojenski, 1983). Eine ungewdhnlich
niedrige Thrombozytenzahl beeinflusst die Messung (McKenzie, 1999). Eine weitere
Erklarungsmdglichkeit konnte die Wirkung von HES auf die Expression von GP IIb/IIIa sein.
Eine geringere Expression fiihrt zu einer verminderten Aggregation. Ebenso kdnnte eine
geringere Konzentration des vWF dafiir verantwortlich sein. Mishler schrieb allen Kolloiden
einen fibrinoplastischen Effekt zu. Dieser sei dosis- und molekulargewichtsabhdngig und
verdndere die Fibrinogen umgebende Fliissigkeitsphase. Es kommt zu einer beschleunigten
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin (Mishler, 1984). Alle diese Faktoren sind fiir eine
ADP-induzierte Aggregation von Bedeutung und ein Fehlen kann auf den Kurvenverlauf im

Aggregometer Einfluss nehmen.

Die Ergebnisse der optischen Messung zum Zeitpunkt t3 stimmen nicht mit denen des PFA-
100 iiberein. Es bleibt unklar, inwieweit sich diese Tests vergleichen lassen. Escudero et al
zeigten vergleichbare Ergebnisse mit der optischen Aggregometrie und dem PFA-100
(Escudero, 2001), Lepidntalo beschrieb Korrelationen bei gesunden Probanden, trotz
Unterschiede in der Sensitivitit der Tests (Lepédntalo, 2001), wéihrend Salat et al kaum

Korrelationen der einzelnen Tests aufzeigten (Salat, 2002).
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Die Ergebnisse, die wir in den vorangegangenen Untersuchungen erhielten, konnten wir in
der optischen Aggregometrie mit Ristozetin als aggregationsauslosende Substanz nicht
nachweisen. Die ristozetininduzierte Aggregation ist bei einer Reihe von Patienten mit von
Willebrand-Syndrom gehemmt. Nach ldngerer Gabe von HES wurden bei Patienten von
Willebrand dhnliche Symptome beobachtet (San Felippo, 1987). Unter der Annahme, dass
HES Einfluss auf die Blutgerinnung nehme bzw. es zu einer Hamodilution nach Kolloidgabe
komme, erwarteten wir eine Abnahme der Steigung und der maximalen Aggregation zu den
Zeitpunkten t2 und t3. Dies lief3 sich nicht aufzeigen.

In dieser Arbeit wurde die Durchfiihrung der optischen Messung wie folgt gewéhlt: PRP
wurde mit 2 pL Ristozetin versetzt, nach jeder Minute wurden weitere 1 puL Ristozetin
hinzugegeben, bis die Triibungsabnahme 33% des Ausgangswertes iiberschritten hatte. Ob
eine weitere Zugabe von Ristozetin erforderlich war, unterlag der subjektiven Einschitzung
des Untersuchers. Dies zeigte sich als deutlicher Nachteil dieser Methode. Die lange
Vorbereitungszeit - Prdparation der Proben, Zentrifugation mit Risiko der
Pléttchenaktivierung und die Beeinflussung niedriger Thrombozytenzahlen (McKenzie, 1999)
- machten die optische Aggregometrie sehr storanfillig. In dieser Arbeit kommt hinzu, dass
sich  die optische Messung mit Ristozetin als letzte in der Reihe der
Thrombozytenfunktionsmessungen anschloss und sich damit erhebliche zeitliche
Unterschiede, was den Beginn der Messung betraf, einstellten. Nicht verbrauchtes Ristozetin
kann eingefroren werden und hat dann eine Mindesthaltbarkeitsdauer von 30 Tagen. Diese
wurde von unserer Arbeitsgruppe aus Kostengriinden zum Teil iiberschritten. In welchem

Ausmal dies eine Wirkung auf die Messungen besitzt, konnten wir nicht evaluieren.

Die Impedanzaggregometrie misst die induzierte Thrombozytenaggregation im Vollblut.
Durch Anlagerung der Thrombozyten auf zwei Platinelektroden kommt es zu einer Anderung
des elektrischen Widerstandes. Im Gegensatz zur Messung im PRP entfillt die Notwendigkeit
der Zentrifugation und die aufwendige Priparation des PRP. Nicholson et al zeigten dhnliche
Ergebnisse bei Messungen mit Vollblutaggregometrie und der optischen Aggregometrie
(Nicholson, 1998). Serebruany et al zeigten ebenso dhnliche Ergebnisse bei Vergleichen der
Vollblutaggregometrie mit der scherkraftinduzierten Okklusionszeit und der Expression von
GP IIb/II1a (Serebruany, 2002).

Nach Gabe der Infusionslosungen kam es in unserer Studie zu den Zeitpunkten t2 und t3 zu
einer signifikanten Zunahme der maximalen Aggregation. Dies entspricht nicht den

erwarteten Ergebnissen und korreliert nicht mit den anderen Tests. Entweder liegt es an einer
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in-vivo Vor-Aktivierung der Thrombozyten oder an einer Interaktion mit den {ibrigen
Blutzellen, insbesondere den Leukozyten, da die Zahl der Erythrozyten zu beiden

Messzeitpunkten abgenommen hat.

Ein weiterer Aspekt der vorgelegten Arbeit war die Quantifizierung des zirkulierenden
Blutvolumens zu den  genannten Zeitpunkten mit zwei  unterschiedlichen
Tracerdilutionsmethoden. Das Erythrozytenvolumen (RCV) wurde mittels Natrium-
fluorescein markierter Erythrozyten bestimmt, eine Methode, die 1991 erstmals durch
Lauermann Verwendung fand (Lauermann, 1991). Dabei wird das Verhiltnis von markierten
zu unmarkierten Erythrozyten mit Hilfe des Durchflusszytometers bestimmt und dadurch das
Blutvolumen berechnet.

Die  Bestimmung des Plasmavolumens  griindet auf der Messung der
Indocyaningriinkonzentration im stromenden arteriellen Blut mittels diskontinuierlicher
Messung zu drei Zeitpunkten. Bei dieser Methode muss der Farbstoff an Plasmaproteine
gebunden sein, um so den Verteilungsraum zu markieren (Orth, 2001).

In unserer klinischen Studie kam es nach Infusion von 1000 ml HES- bzw. 2000 ml Ringer-
Losung zu einem leichten Anstieg des Blutvolumens bei der Bestimmung des RCV, jedoch
nicht in dem erwarteten Ausmal. Es fanden sich keine statistischen Unterschiede zwischen
den Gruppen. Das Blutvolumen bei der Bestimmung mittels Indocyaningriin nahm in der HES
130- und der Ringer-Gruppe ab, in der HES 200-Gruppe nahm es leicht zu.

Das Ausbleiben des erwarteten Blutvolumenanstiegs zum Zeitpunkt t2 fiihren wir unter
anderem auf die erhohte GefaBBpermeabilitdt im andsthesierten Gebiet der Periduralanésthesie
zuriick. Durch Anderung der Permeabilitiit der Membran fiir Makromolekiile kann ein Teil
des applizierten Indocyaningriins den Intravasalraum verlassen und damit zu einem
verfdlschten Messergebnis fithren (Orth, 2001). Ein Verlust des Farbstoffes wiirde jedoch zu
einem groferen errechneten Plasmavolumen fithren. Da sich das Plasmavolumen zum
Zeitpunkt t2 verringerte, ist dieser Einflussfaktor zu vernachldssigen. Anderungen des
Plasmavolumens, wie dies nach Einleitung einer Allgemeinandsthesie zu finden ist,
verfdlschen ebenfalls die Messergebnisse (Rehm, 2000). Es kommt zu Verdnderungen der
mikrovaskuldren Membran und damit zu einem Ausstrom des Plasmavolumens aus dem
Intravasalraum bei konstanter Anzahl an Plasmaproteinen. Das errechnete Plasmavolumen

wire hier geringer.
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Im Gegensatz zu Plasmaproteinen und Leukozyten verlassen Erythrozyten unter
physiologischen Bedingungen nicht das Gefaflbett. Das Gesamtvolumen aller Erythrozyten
(Erythrozytenvolumen) ist beim Menschen iiber lidngere Zeit konstant (Haller, 1997),
allerdings kann es bei lingerer Orthostase zu einer Verdnderung des Erythrozytenvolumens
kommen (Greenleaf, 1979). In der vorgelegten Arbeit kam es zum Messzeitpunkt t2 in allen
drei  Gruppen zu einem Anstieg des Blutvolumens durch Bestimmung des
Erythrozytenvolumens. Es ergaben sich keine statistischen Unterschiede zwischen den
Gruppen, allerdings zeigte sich in der HES 200 Gruppe der geringste Volumeneffekt.
Christensen et al berichteten iiber eine groe Variationsbreite der Aktivitit der a-Amylase im
Blut, die zu einer interindividuellen Anderung des initialen Volumeneffekts fithren kann
(Christensen, 2001). Ebenso spielt der Substitutionsgrad der Hydroxyethylgruppen am
Glukosemolekiill beim Abbau der HES-Molekile aus dem Blut ein Rolle.
Hydroxyethylgruppen verzégern die Hydrolyse durch die a-Amylase. Der niedrigere
Substitutionsgrad der HES 130-Losung scheint hier keinen Einfluss auf die initiale

Volumensubstitution zu haben.

Zum Messzeitpunkt t3 war das Blutvolumen in der HES 130- (80,94 + 14,40 %) und der HES
200- (92,96 £ 26,91%) Gruppen im Vergleich zu dem priaoperativen Blutvolumen deutlich
verringert. In der Ringer-Gruppe war es leicht erhoht. Statistisch signifikant war dies im
Vergleich der HES 130- mit der Ringer Gruppe. Aufgrund des enormen Blutverlustes in der
HES 200-Gruppe und des damit verbundenen Transfusionsbedarfs lassen sich die
Volumensubstitutionseffekte schwer miteinander vergleichen. Statistische Unterschiede
zwischen den beiden Kolloiden sind nicht zu finden.

Die Infusionsvolumina waren in der HES 200 Gruppe signifikant grofer als in den beiden
anderen Gruppen, der Verbrauch an Erythrozytenkonzentraten war in der HES 200 Gruppe
ebenfalls signifikant groBer, ebenso der vom Anisthesisten geschétzte Blutverlust. Wie
bereits erwéhnt, ist der Blutverlust in der HES 200 Gruppe eher auf schwierige chirurgische
Verhiltnisse zuriickzufiihren als auf die gerinnungsinhibitorische Wirkung von HES. Es gibt
keine statistischen Unterschiede zwischen HES 130 und Ringer in Bezug auf die

Infusionsvolumina, den geschitzten Blutverlust und die Gabe von Erythrozytenkonzentraten.
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4.2. Schlussfolgerungen

Nach Gabe von HES 200, HES 130, Ringer Losung und isotoner Kochsalzlosung kommt es
zu  Verdnderungen der  Gerinnselfestigkeit,  Gerinnselbildungszeit,  Blutungszeit,
Plattchenaggregation und Thrombozytenfunktion.

Die Verinderungen der Parameter in den Messungen der Thrombozytenfunktion sind auf die
relative Abnahme der plasmatischen und zelluldren gerinnungsaktiven Bestandteile nach
Hémodilution zuriickzufiihren und hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs auf operationsbedingte
Verianderungen der Hamostase. Es kam zu keinen Unterschieden beziiglich der Gruppen. Der
hohe Blutverlust in der HES 200 Gruppe ist auf erschwerte chirurgische Bedingungen
zuriickzufiihren. Die verwendeten Volumensubstitutionslosungen sind unserer Ansicht nach
sicher. Grofle Volumina HES 200 und 130 sollten jedoch bei Patienten mit vorbestehenden

Blutgerinnungsstorungen mit Vorsicht verwendet werden.

Die beiden kolloidalen Losungen zeigten hinsichtlich ihrer Volumensubstitution keine

Unterschiede. Es kam bei beiden zu einer Erhdhung des intravasalen Volumens.

Die Methode zur Bestimmung des Plasmavolumens mit ICG zeigte sich in der von uns
gewidhlten Form mit drei Messpunkten pro Injektion als sehr storanfillig. Die RCV-
Bestimmung mittels Durchflusszytometer scheint aufgrund ihrer ebenfalls geringeren
Invasivitdit und groBeren Genauigkeit zuverldssiger zur Bestimmung des zirkulierenden
Blutvolumens zu sein. Im klinischen Alltag ist die Anwendung auf stabile Situationen

beschrinkt, da die Ergebnisse erst nach etwa einer Stunde vorliegen.
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4.3. Zusammenfassung

Die Thrombozytenfunktion wird durch Hydroxyethylstirkelosungen verandert. Die klinische
Relevanz ist umstritten. Ziel der Arbeit war es, die Einfliisse zwei verschiedener
Hydroxyethylstarkelosungen (HES 6%, MW 200/0,5; HES 6%, MW 130/0,4) und Ringer-
Loésung bzw. NaCl 0,9% auf die Thrombozytenfunktion zu untersuchen. Dabei sollte geklart
werden, ob HES 6% (130/0,4) durch ihren reduzierten Substitutionsgrad, verdnderte C2/C6
ratio und durch eine engere Molekulargewichtsverteilung einen giinstigeren Einfluss auf die
Aktivitit der Thrombozyten hat als HES 6% (200/0,5).

In einer prospektiven, randomisierten Doppelblindstudie untersuchten wir den Einfluss von
HES 200/0,5, HES 130/0,4 und als Kontrollgruppe Ringer-Losung auf die
Thrombozytenfunktion und auf das zirkulierende Blutvolumen. Die Ergebnisse von 18
urologischen Patienten, die sich entweder einer radikalen Prostatektomie oder einer
Adenomektomie in kombinierter Allgemein- und Periduralanisthesie unterzogen, wurden
ausgewertet. Blut wurde zu drei Messzeitpunkten entnommen. Nach Narkoseeinleitung (t1),
nach Gabe der initialen Infusionsmenge (1000 ml HES bzw. 2000 ml Ringer) (t2) und 4
Stunden nach Hautnaht (t3). Dabei betrugen die durchschnittlichen Infusionsmengen in der
HES 130-Gruppe 1667 ml, in der HES 200-Gruppe 3583 ml und in der Ringer-Gruppe
4433ml.

In einer zweiten Studie untersuchten wir in-vitro die Thrombozytenfunktion von 12 gesunden

ménnlichen Probanden nach Inkubation mit HES 200, HES 130 und isotoner Kochsalzlosung.

Es wurden Messungen zur Thrombelastographie, in-vitro Blutungszeit,
Impedanzaggregometrie, optischen Aggregometrie, Bestimmung des Erythrozytenvolumens
mittels  Fluorescein, Bestimmung des Plasmavolumens mittels Indocyaningriin,

Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit und zum Blutbild durchgefiihrt.

In der klinischen Studie zeigte sich nach Infusion von 1000 ml HES- bzw. 2000 ml Ringer-
Losung in den Messungen der Thrombozytenfunktion ein Zustand verringerter Blutgerinnung,
den wir auf die relative Abnahme der plasmatischen und zelluldren Bestandteile des Blutes
zurlickfithren. Postoperativ kam es zum Messzeitpunkt t3 in allen Gruppen zu einem Zustand
erhohter Blutgerinnung, was wir im Rahmen der Stressantwort des Organismus erkldren. Das

Blutvolumen stieg nicht in dem erwarteten Ausmall an. Hierbei zeigte sich die
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Erythrozytenvolumenbestimmung mit Fluorescein-Natrium als priziser und methodisch
weniger storanfallig.
Die in-vitro Studie zeigte keine klinisch relevanten Unterschiede zwischen den einzelnen

Infusionslésungen.

Die verwendeten Infusionslosungen sind auch bei Gabe von grolen Volumina hinsichtlich
ihres Einflusses auf das Blutgerinnungssystem als sicher zu betrachten. Sie sollten nur bei
Patienten mit bekannten Blutgerinnungsstorungen zusitzlich mit entsprechender

Thrombozytenfunktionsdiagnostik verwendet werden.
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4.4. Summary

Changes in thrombocyte function after volume substitution with hydroxyethylstarch have
been demonstrated. The clinical relevance of this finding is controversial. We investigated the
influence of two preparations of hydroxyethylstarch (HES 6%, MW 200/0,5 and HES 6%,
MW 130/0,4) and Ringer’s solution, respectively normal saline, on thrombocyte function. The
goal of our study was to determine whether HES 6% (130/0,4) with its lower degree of
substitution, different C2/C6 ratio and lower mean molecular weight has less impact on
thrombocyte function than HES 6% (200/0,5).

In the clinical part of the study a prospective, randomised and double-blinded design was used
to determine alterations in thrombocyte function and circulating blood volume after
application of HES 6% (200/0,5), HES 6% (130/0,4) and Ringer’s solution. Data from 18
patients scheduled for either radical prostatectomy or adenomectomy in combined general and
peridural anaesthesia was evaluated. Blood samples were drawn immediately after anaesthesia
induction (t1), after the initial bolus of volume substitution (1000ml HES or 2000 ml Ringer’s
solution) (t2) and 4 hours after the last skin suture (t3). The total amount of infused volume
was 1667 ml in the HES 130 group, 3583 ml in HES 200 group and 4433 ml in Ringer’s
solution group.

In a second in-vitro part, we compared the thrombocyte function of 12 healthy volunteers,
after incubating the thrombocytes with either HES 200, HES 130 or saline, using
thrombelastography, in-vitro bleeding time, impedance aggregometry, optical aggregometry,
blood cell count and sedimentation rate. Furthermore, red cell volume and plasma volume

were determined using the fluorescein tracer dilution and indocyanine green methods.

In the clinical part of the study, we observed an impairment of coagulation after the initial
bolus of volume substitution (t2). We attributed this to a decreased availability of coagulation
factors and blood cells due to dilution. Postoperatively (t3) we found a state of increased
coagulation activity, which can be explained by the activation of the stress response of the
organism due to surgery. Blood volume did not increase as expected. Measurement of red cell
volume with fluorescein sodium was more precise and less susceptible to artefacts than the

plasma volume measurement with indocyanine green.
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The in-vitro part of the study demonstrated no clinically relevant differences between the

different methods of volume substitution.

All of the evaluated means of volume support were found to be safe in respect to their
influence of blood coagulation, even after infusion of large volumes. In patients with pre-

existing coagulopathies thrombocyte function monitoring should however be used.
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6.3. Verzeichnis der Abkirzungen

ADP Adenosindiphosphat

BSG Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit
bzw beziehungsweise

C Kohlenstoff

CaCl Kalziumchlorid

CADP Kollagen/Epinephrin beschichtete Patronen
CEPI Kollagen/ADP beschichtete Patronen
Da Dalton

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraacetat

EK Erythrozytenkonzentrat

Fa Firma

fl Femtoliter

FSC forward light scatter

G Gauge

g Gramm

GP Glykoprotein

h Stunde

Hb Hiamoglobin

HES Hydroxyethylstarke

Hg Quecksilber

Hkt Hématokrit

ICG Indocyaningriin

ITN Intubationsnarkose

kDa Kilodalton

KG Korpergewicht

kg Kilogramm

MA Maximale Amplitude

MCV Mittleres korpuskuléres Erythrozytenvolumen
mbar Millibar

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mmol Millimol

MPV Mittleres korpuskuldres Thrombozytenvolumen
MS Molarer Substitutionsgrad

MW Mittelwert

Mw Mittleres Molekulargewicht

NaCl Natriumchlorid

nm Nanometer

PDA Periduralanésthesie

PFA Platelet Function Analyser

Plt Thrombozytenzahl

PPP Plattchenarmes Plasma

PRP Pléttchenreiches Plasma

PTT Partielle Thromboplastinzeit
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r+k
RBC
RCV
SSC
STD
TEG
VS
vWF

Reaktionszeit
Gerinnselbildungszeit
Erythrozytenzahl
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side scatter
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versus
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6.4. Vorlagen zur Patientenaufklarung

JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
GIESSEN Klinikum

Abteilung Anaesthesiologie u.
Operative Intensivmedizin

Leiter: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann
Tel.: (0641) 99-44431

Patientenaufklarung zur Untersuchung

"Blutersatzlésungen bei Prostataoperationen”
- Starkelésungen -

Sehr geehrter Patient,

sie werden an der Prostata operiert. Dabei treten zum Teil erhebliche
Blutverluste ein. Diese Blutverluste kénnen zunachst durch die Gabe
kinstlicher Blutersatziésungen ausgeglichen werden. Die Blutersatzlésungen,
die wir in hier untersuchen wollen, werden aus Maisstarke hergestelit. Grolle
Starketeilchen werden langsamer ausgeschieden, wirken also langer als
kleine Teilchen. Andererseits vermuten wir jedoch, dass groRe Starketeilchen
das Blutgerinnungsystem deutlicher hemmen.

Das Blutgerinnungssystem wird normalerweise nur bei Verletzungen
aktiviert. Ansonsten besteht ein kompliziertes Gleichgewicht zwischen
Aktivierung und Hemmung der Blutgerinnung. Eine iberméaBlige Hemmung der
Blutgerinnung bei Operationen kann zu vermehrter Blutung fihren.

Ziel unserer Untersuchung ist es zu klaren, ob Infusionslésungen, die
kieine beziehungsweise grole Starketeilchen enthalten unterschiedliche
Auswirkungen auf das Blutgerinnungssystem besitzen.

Dabei erhalten Sie zur Stabilisierung des Blutvolumens und zum Ausgleich
von Blutverlusten eine der Starkelésungen. Zu welcher Gruppe Sie gehdren,
bestimmt der Zufall. Beide Stérkelésungen sind von der Aufsichtsbehérde
zugelassen und im Handel. Wir fihren zu drei Zeitpunkten wahrend und nach
der Operation aufwendige Blutuntersuchungen durch. Dazu bendétigen wir
jeweils 30 mi Blut.

Soliten bei lhnen auffallige Storungen festgestellt werden, informieren wir
sofort |hren behandeinden Arzt. Dieser kénnte dann den
Gerinnungsstérungen rechtzeitig mit Medikamenten entgegensteuern.

Fugele~ U]

Prof. Dr. Dr. h. ¢. G. Hempelmann Privatdozent Dr. med. G. V. Dietrich

Leiter der Abteilung Anaesthesiologie Facharzt fiir Anaesthesiologie
und Operative intensivmedizin - Transfusionsmedizin -
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JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
GIESSEN Klinikum

Abteilung Anaesthesiologie u.
Operative Intensivmedizin

Leiter: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann
Tel:  (0641) 99-44431

Einwilligung zur Untersuchung

"Blutersatzldsungen bei Prostataoperationen”
- Starkelésungen -

Frau/Herr

e hat mich anhand der vorliegenden Patienteninformation Gber Ablauf und
Nutzen der geplanten Untersuchung aufgeklart. Ich bin bereit, mir dreimal
30 Milliliter Blut entnehmen zu lassen.

e Ich bin darUber informiert, daB die erhaltenen Daten den Bestimmungen des
Datenschutzgesetzes unterliegen.

¢ |ch bin berechtigt, jederzeit ohne Nachteile aus der Studie auszuscheiden
~ Ich habe keine weiteren Fragen mehr.

e Ich habe eine Kopie der schriftichen Aufklarung und dieser
Einverstandniserklarung erhaiten.

» Hiermit erklare ich mich bereit, an der Untersuchung
”Blutersatzlésungen bei Prostataoperationen” teilzunehmen.

Gielien, den

Unterschrift des Patienten:

‘Un*erschrift des Arztes:
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JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
GIESSEN Klinikum

Abteilung Anaesthesiologie u.
Operative Intensivmedizin

Leiter: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann

Tel.: (0641) 99-44431

Patientenaufklarung zur Untersuchung

"Blutersatzlésungen bei Prostataoperationen”
- Salzlésungen -

Sehr geehrter Patient,

sie werden an der Prostata operiert. Dabei treten zum Teil erhebliche
Blutverluste ein. Diese Bilutverluste kénnen zunachst durch die Gabe
kunstlicher Blutersatzilésungen ausgeglichen werden.

Die Blutersatzldosungen, die wir in hier untersuchen wollen, werden aus
Kartoffelstarke hergestelit. Im Falle lhrer Einwilligung wiirden Sie jedoch der
Kontrollgruppe zugeordnet, die lediglich Salzl6sungen erhélf. Diese Therapie
ist in Deutschland nicht Ublich, wird jedoch im Ausland, z.B. den USA
erfolgreich angewandt. Den Salziésungen fehlen die Nebenwirkungen der
Starkelosungen wie Einflusse auf das Blutgerinnungssystem, auf das
Immunsystems oder die Ausldsung von Allergien. Jedoch ist zumindest die
dreifache Menge an Salzlésung erforderlich, um einen Bilutverlust
auszugleichen. Dies kann zu Schwellungen insbesondere der Augenlider
fahren.

Ziel unserer Untersuchung ist es zu klaren, ob Infusionslésungen, die
kleine beziehungsweise grole Starketeilchen enthalten unterschiedliche
Auswirkungen auf das Blutgerinnungssystem besitzen. Die Kontroligruppe mit
Salzlésung ist erforderlich, um gemeinsame Nebenwirkungen beider
Starkelésungen herauszuarbeiten.

Wir fihren zu drei Zeitpunkten wahrend und nach der Operation
aufwendige Blutuntersuchungen durch. Dazu benétigen wir jeweils 30 m/ Blut.

Sollten bei lhnen auffallige Stérungen festgestelit werden, informieren wir
sofort |hren  behandelnden  Arzt. Dieser kénnte dann den
Gerinnungsstérungen rechtzeitig mit Medikamenten entgegensteuern.

Poe | L

Prof. Dr. Dr. h. c. G. Hempelmann Privatdozent Dr. med. G. V. Dietrich

Leiter der Abteilung Anaesthesioclogie Facharzt fir Anaesthesiologie
und Operative Intensi dizin - Transfusionsmedizin -
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JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
GIESSEN Klinikum

Abteilung Anaesthesiologie u.
Operative Intensivmedizin

Leiter: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann
Tel.:  (0641) 99-44431

Einwilligung zur Untersuchung

"Blutersatzlésungen bei Prostataoperationen”
- Salzlésungen -

Frau/Herr

+ hat mich anhand der vorliegenden Patienteninformation Uber Ablauf und
Nutzen der geplanten Untersuchung aufgeklart. Ich bin bereit, mir dreimal
30 Millititer Blut entnehmen zu lassen.

¢ Ich bin dartber informiert, dal3 die erhaltenen Daten den Bestimmungen des
Datenschutzgesetzes unterliegen.

¢ Ich bin berechtigt, jederzeit chne Nachteile aus der Studie auszuscheiden
e Ich habe keine weiteren Fragen mehr.

e Ich habe eine Kopie der schriftichen Aufklarung und dieser
Einverstandniserklarung erhalten.

e Hiermit erkldre ich mich bereit, an der Untersuchung
”Blutersatziésungen bei Prostataoperationen” - Kontrollgrup-
pe Salzlésung - teilzunehmen.

GielRen, den

Unterschrift des Patienten:

Unterschrift des Arztes:
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