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Einleitung

1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten wird bei steigender Evidenz transfusionsassoziierter
erhohter Morbiditat und Mortalitat [73, 111, 141, 144] sowie zu erwartender
Verknappung der Ressource Blut eine zunehmend restriktive Transfusionspraxis
empfohlen [120, 131, 133]. Fiur die Stabilisierung von Kreislauf- und Vitalparametern
und fir die Wiederherstellung des Herzzeitvolumens zur Sicherstellung einer adaquaten
Gewebeoxygenierung bei Volumen- und Blutverlusten werden initial haufig

Volumenersatzmittel eingesetzt [5, 50].

Unterschieden werden kristalloide und kolloidale Volumenersatzmittel, wobei Kolloide
gegenuber den Kristalloiden eine langere intravasale Verweildauer besitzen und einen
héheren Volumeneffekt erreichen [5, 48]. Neben dem natirlichen Kolloid Albumin, das
aufgrund der Ubertragungsgefahr humanpathogener Erreger und erhdhter Mortalitat [1,
87] zuruckhaltend eingesetzt wird, sind kunstliche, Dextran-, Gelatine- oder
Hydroxyethylstarke (HES)-basierte Kolloide auf dem Markt [5, 98]. Die aktuell in Europa

am haufigsten verwendeten kolloidalen Lésungen sind HES-basiert [3, 71, 118].

1.1 Hydroxyethylstarke (HES)
Hydroxyethylstarke ist ein modifiziertes Polysaccharid [5], das auf Mais- oder
Kartoffelstarkebasis durch Hydroxyethylierung der Glucosemolekile des natirlich

vorkommenden Polysaccharids Amylopektin hergestellt wird [75] (siehe Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1 — Molekulstruktur von A. Amylopektin und B. Hydroxyethylstarke (Autor: Roland
Mattern)

OH

FUr industrielle Zwecke wird HES seit 1934 synthetisiert, als experimentelles

Volumenersatzmittel wurden HES-basierte Lésungen jedoch erstmals 1957 unter dem
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Begriff Oxyethylstarke von Wiedersheim eingesetzt [35]. Trotz umfangreicher
militarischer Nutzung wahrend des Vietnamkriegs 1959 bis 1975 [35] stehen HES-
Praparationen erst seit Anfang der 1970er Jahren fur die zivile klinische Verwendung
zur Verfugung [67, 147].

Seit der Markteinfuhrung wurden die HES-L6sungen wiederholt hinsichtlich der HES-
Konzentration, der HES-Molekile und/oder der Tragerldsung modifiziert, so dass
heutzutage HES-Praparationen angeboten werden, die sich in Bezug auf

= die Konzentration der Hydroxyethylstarke (hypoonkotisch, 3 %; isoonkotisch, 6 %;
hyperonkotisch, 10 %),

= die mittlere Molekilmasse der Hydroxyethylstarke (engl. molecular weight, MW)
(niedermolekular, MW < 70.000 Da; mittelmolekular, MW 130.000 - 270.000 Da;
hochmolekular, MW = 450.000 Da),

» den Substitutionsgrad der Hydroxyethylstarke, d.h. das Verhaltnis hydroxyethylierter
Glucosemolekile zu Gesamtglucosemolekilen (engl. degree of substitution, DS)
(niedrigsubstituiert, 0,4 - 0,42; mittelsubstituiert, 0,5; hochsubstituiert, > 0,5),

» die Starkebasis (Kartoffel- oder Maisstarke) zur Herstellung der Hydroxyethylstarke

= sowie die Tragerldosung (nicht-balanciert oder Elektrolyt-balanciert)

unterscheiden konnen [31, 68, 147].

Die klassische, nicht-balancierte Tragerlosung enthalt 0,9 % Natriumchlorid [98, 147];
seit einigen Jahren sind zusatzlich HES-Varianten in Elektrolyt-balancierter
Tragerlosung erhaltlich, deren Elektrolytzusammensetzung der physiologischen

Plasmazusammensetzung ahnelt [49, 147].

Fur HES-basierte Losungen wird unter den kunstlichen Kolloiden die geringste Rate
allergischer Reaktionen beschrieben [16, 82]. Neben den allergischen Reaktionen
gehoren zu den bekannten unerwinschten Arzneimittelwirkungen von HES-LOsungen

Pruritus [101, 146], Nierenfunktions- [28, 58] und Gerinnungsstérungen.

1.2 HES-induzierte Gerinnungsstérungen

Volumensubstitution fuhrt per se zu einer Hamodilution mit daraus resultierender
Verdinnung und relativer Verminderung vorhandener Gerinnungsfaktoren und
Thrombozyten. Fur eine gesteigerte Blutungsneigung — eine Koagulopathie — bei Blut-

oder Volumenverlusten kommen ursachlich der Verlust gerinnungsaktiver Substanzen
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im Sinne einer Verlustkoagulopathie, im Rahmen der Therapie mit Volumen-
ersatzmitteln auch die Dilution gerinnungsaktiver Substanzen im Sinne einer
Dilutionskoagulopathie und spezifische koagulopathische Effekte der verwendeten

Volumenersatzmittel sowie deren Kombinationen in Betracht [42, 95].

Fur HES-basierte Kolloide wurden neben der Dilutionskoagulopathie spezifische Effekte
in Form von Fibrinpolymerisationsstérungen [27, 90], Stérung der Thrombozyten-
funktion [20, 113] und Auftreten eines erworbenen von-Willebrand-Syndroms Typ 1
beschrieben [57, 114].

Seit der Erstbeschreibung der HES-induzierten Gerinnungsstérung im Jahr 1965 durch
Thompson und Gadsden [129] hat sowohl in Hinblick auf die HES-Molekdle als auch in
Hinblick auf die Zusammensetzung der Tragerlosung eine Evolution Uber mehrere

Generationen von HES-L6sungen stattgefunden:

Die erste Generation der HES-Losungen wurde auf der Basis hochmolekularer,
hochsubstituierter Hydroxyethylstarke mit einem Substitutionsgrad um 0,7 hergestellt
[67, 94]. HES-Praparationen mit einem Substitutionsgrad um 0,5 sind Vertreter der

zweiten Generation [67, 94].

Mittelmolekulare, niedrigsubstituierte HES-Praparationen mit einer Molekllmasse von
130.000 Da und einem Substitutionsgrad um 0,4 stellen die sogenannte dritte
Generation der HES-Losungen dar, die sowohl nicht-balanciert (nbal), d.h. in
0,9 % Natriumchlorid geldst, als auch in Elektrolyt-balancierter (bal) Tragerldsung
erhaltlich sind [62, 147].

Das Ausmaly der HES-induzierten Koagulopathie variiert je nach HES-Konzentration
[33, 102], Molekulmasse [40, 130] und Substitutionsgrad [137, 142], ist aber nicht
abhangig von der HES-Starkebasis [47, 119]. Der Effekt der Tragerlésung auf die HES-
induzierte Koagulopathie wird kontrovers diskutiert [19, 107].

In bereits publizierten Studien zum Einfluss der HES-Konzentration und/oder der
Zusammensetzung der Tragerlosung auf die HES-induzierte Koagulopathie wurden
zum Teil HES-Praparationen miteinander verglichen, die sich in mehreren Aspekten der
Zusammensetzung unterscheiden. Eine Schlussfolgerung zum Effekt der Konzentration

oder der Tragerlosung allein ist durch das Vorhandensein mehrerer potentieller
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Einflussfaktoren nur bedingt mdglich. Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick tber bisher

publizierte Studien, auf die diese Einschrankung zutrifft.

Tabelle 1.1 — Ubersicht (ber Publikationen zum Einfluss der HES-Konzentration und/oder der
Zusammensetzung der Tragerldsung auf die HES-induzierte Koagulopathie: HES-Praparationen in mehr
als einem Aspekt unterschiedlich

Autor, Publikationsjahr ~ Studiendesign untersuchte HES-Préparationen theratu_r-
nachweis
. - 6 % nbal HES, MW 200.000 Da, DS 0,62 vs.
Treib etal., 1 ’ ;DI 137
reib et al., 1996 i VIve 10 % nbal HES, MW 200.000 Da, DS 0,5 [137]
o 6 % nbal HES, MW > 450.000 Da, DS 0,7 vs.
Strauss et al., 2002 nvIve 10 % nbal HES, MW 264.000 Da, DS 0,45 [124]
o 6 % nbal HES, MW 450.000 Da, DS 0,6 vs.
Roche et al., 2002 t ; DS O, 108
oche eta i Vitro 6 % bal HES, MW 670.000 Da, DS 0,75 [108]
o 6 % nbal HES, MW 450.000 Da, DS 0,6 vs.
Roche et al., 2006 t : DS O, 106, 107
oche etal., n Vitro 6 % bal HES, MW 670.000 Da, DS 0,7 [106, 107]
o 6% nbal HES, MW 130.000 Da, DS 0,4 vs.
Ahnetal., 2 n vitro und in vivo ! ’ ? 6
netal, 2008 N VIO UNGINVIVO 5 o/ bal HES, MW 670.000 Da, DS 0,75 [6]
0,
Sossdorf et al.. 2009 i itro 6 % nbal HES, MW 130.000 Da, DS 0,4 vs. 122)

10 % nbal HES, MW 200.000 Da, DS 0,5

6 % nbal HES, MW 70.000 Da, DS 0,5 vs.
Adam et al., 2010 in vitro 6 % nbal HES, MW 450.000 Da, DS 0,7 vs. [4]
10 % nbal HES, MW 200.000 Da, DS 0,5

Verwendete Abkirzungen: isoonkotisch (6 %), hyperonkotisch (10 %), Elektrolyt-balanciert (bal), Substitutionsgrad (DS),
Hydroxyethylstarke (HES), nicht-balanciert (nbal), versus (vs.), Molekllmasse (MW).

Zum Einfluss der HES-Konzentration und/oder der Zusammensetzung der Tragerlosung
auf die HES-induzierte Koagulopathie existieren in der Literatur auch Studien, die
Praparationen identischer Molekilmasse und vergleichbaren Substitutionsgrades
einander gegenuber stellten. In Hinblick auf den Einfluss der HES-Konzentration
wurden bisher Praparationen der zweiten Generation untersucht, in Hinblick auf den
Einfluss der Tragerlosung isoonkotische Praparationen aller Generationen. Studien, in
denen sich die untersuchten HES-Praparationen entweder ausschliel3lich in der HES-
Konzentration oder in der Tragerlésung der HES-Praparation unterscheiden, sind in
Tabelle 1.2 in der Publikationsreihenfolge aufgefiihrt. Limitierend fir diese Aussage ist,
dass in einigen Arbeiten die verwendeten HES-Praparationen nicht eindeutig
klassifiziert sind und Angaben zur genauen Molekllmasse und/oder Substitutionsgrad

fehlen.
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Tabelle 1.2 — Ubersicht (ber Publikationen zum Einfluss der HES-Konzentration oder der
Zusammensetzung der Tragerlésung auf die HES-induzierte Koagulopathie: HES-Praparationen in einem
Aspekt unterschiedlich

Autor, Publikationsjahr ~ Studiendesign untersuchte HES-Préparationen hggﬁiz;
9
Gan et al., 1999 in vivo 2 ;: EQ?LEE,SM%VWhZZE?bZShZEEh VS [45]
0
Petroianu et al., 2000 in vitro ? oA; A”ﬁf);rﬁ:'sf\ﬂh‘zvv\fggggg ODS;’DSSO':’ f_:’ S [102]
9
Dailey et al., 2005 in vitro g Z‘; EE?LEE,SM'\CVWhSEE?bZShExh vS. [26]
Roche et al., 2006 in vitro 2 Z: ng‘LHE';Swvwzgg%ggot)g’a‘bgso?f = [106, 107]
Lindroos et al., 2011 in vitro 6 % nbal HES, MW 130.000 Da, DS 0,4 vs. 84]

6 % bal HES, MW 130.000 Da, DS 0,4

* Aufgrund der in der Literatur beschriebenen vergleichbaren Gerinnungsauswirkung der Substitutionsgrade 0,4 und 0,42 [47, 119]
wurden die Lésungen dieser Studie als ausschliefllich unterschiedlich in der Zusammensetzung der Tragerlésungen klassifiziert.
Verwendete Abklrzungen: Elektrolyt-balanciert (bal), Substitutionsgrad (DS), Hydroxyethylstarke (HES), nicht-balanciert (nbal),
versus (vs.), Molekilmasse (MW).

1.3 HES-induzierte Koagulopathie: Einfluss der HES-Konzentration

10-prozentige HES-LO6sungen weisen im Vergleich zu isoonkotischen 6-prozentigen
Losungen eine hohere Konzentration der HES-Molekule auf, sind hyperonkotisch, und
erreichen einen groferen Volumeneffekt als 6-prozentige Losungen [5, 135, 147]. In der
Volumentherapie septischer Patienten wurden Sauerstofftransport und Hamodynamik
durch eine hyperonkotische HES-L6sung im Vergleich mit einer isoonkotischen Lésung
signifikant verbessert [41]. Eine Verbesserung der Hamodynamik wurde auch in der
Kardiochirurgie bei Einsatz einer hyperonkotischen HES als Priming-L6sung der Herz-
Lungen-Maschine beobachtet [32]. In Hinblick auf die Nierenfunktionsstérungen
dagegen sind flr eine hyperonkotische HES-Losung der zweiten Generation im
Vergleich zu einer isoonkotischen HES-Praparation der dritten Generation starkere

Nierenschadigungen nachgewiesen worden [34, 58].

Eine weitere relevante Limitation fur den klinischen Einsatz der hdher konzentrierten
HES-Ldsungen stellt die HES-induzierte Gerinnungsstorung dar, deren Auspragung im
Vergleich zu isoonkotischen HES-Praparationen als verstarkt beschrieben wurde [33,
102]. Sowohl Molekilmasse als auch Substitutionsgrad der in den entsprechenden

Studien verwendeten HES-Praparationen waren hoher als in modernen Losungen [33,
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102]. Fir beide Faktoren wurde unabhangig von der HES-Konzentration eine

Verstarkung der Koagulopathie nachgewiesen [130, 142].

Die Beeintrachtigung der Gerinnung durch eine hyperonkotische HES-Losung der
dritten Generation im Vergleich zu einer isoonkotischen Ldsung identischer
Molekulmasse und vergleichbaren Substitutionsgrades ist bislang nicht hinreichend

untersucht worden, und ist ein Gegenstand dieser Arbeit.

1.4 HES-induzierte Koagulopathie: Einfluss der Tragerlésung

Die Infusion von Natriumchlorid-basierten Lésungen kann eine metabolische, hyper-
chloramische Azidose verursachen [89, 116]. Die sogenannten plasmaadaptierten,
Elektrolyt-balancierten Tragerlosungen enthalten weniger Natrium- und Chloridionen als
die nicht-balancierten, 0,9 % Natriumchlorid-basierten Losungen. Zusatzlich sind in den
plasmaadaptierten Tragerlésungen Kationen wie Kalium- oder Calciumionen sowie
metabolisierbare Anionen wie Malat, Acetat oder Laktat enthalten [98, 147]. Fir
Elektrolyt-balancierte Infusions- und Tragerldsungen wurden signifikant geringere Raten

an metabolischen Stérungen nachgewiesen [126, 148].

Unabhangig von dem beschriebenen positiven metabolischen Effekt konnte in einigen
in vitro-Studien durch den Einsatz einer Elektrolyt-balancierten Tragerldsung kein
positiver Effekt auf die Gerinnungsstorung demonstriert werden [19, 26, 84]. Kontrovers
dazu wurde in invitro- bzw. in vivo-Studien fur isoonkotische Elektrolyt-balancierte
HES-Praparationen eine geringere Gerinnungsstorung verglichen mit nicht-balancierten

Praparationen beschrieben [6, 106-108].

Ob sich die beschriebene Koagulopathie iso- und hyperonkotischer HES-basierter
Kolloide in nicht-balancierter Tragerldosung durch den Einsatz einer Elektrolyt-
balancierten Tragerlésung reduzieren lasst, wird bislang kontrovers diskutiert bzw. ist

nur in Teilaspekten untersucht worden, und ist ebenfalls ein Gegenstand dieser Arbeit.

1.5 HES-induzierte Koagulopathie: erworbenes von-Willebrand-Syndrom Typ 1

Das von-Willebrand-Syndrom (vWS) ist eine haufige Gerinnungsstérung mit einer
Pravalenz von ca. 1 % [8]. Benannt ist diese Stérung nach dem finnischen Arzt Erik
Adolf von Willebrand, der das angeborene VWS bereits Anfang der 1920er Jahre

beschrieb [117]. 1972 konnten Holmberg und Nilsson erstmals zwei unterschiedliche
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genetische Varianten nachweisen und differenzierten quantitative und qualitative
Defekte [55]. Heutzutage werden angeborene und erworbene von-Willebrand-
Syndrome unterschieden [117]. Das von-Willebrand-Syndrom wird in die Haupttypen 1
bis 3, Typ 2 weiterhin in die Subtypen 2A, 2B, 2N und 2M unterteilt [8].

Alle (Sub-)Typen des VWS kdénnen mit einer erhdhten Blutungsneigung assoziiert sein,
die durch eine quantitative (VWS Typen 1 und 3) und/oder qualitative Veranderung
(VWS Typ 2) des von-Willebrand-Faktors (vVWF) hervorgerufen wird. Der vVWF ist ein
multifunktionales Plasmaprotein, zu dessen Funktionen die Thrombozytenadhasion an
verletztes Endothel und die Thrombozytenaggregation gehoren; er ist zudem Trager-
und Schutzprotein des Blutgerinnungsfaktors VIII [8]. Der vVWF ist bei dem vWS Typ 1
vermindert und fehlt bei dem vWS Typ 3 fast vollstandig [117].

Die erweiterte Labordiagnostik bei Verdacht auf ein vWS umfasst neben der
Quantifizierung des vWF-Antigens (VWF:Ag) eine funktionelle Aktivitatsbeurteilung des
vWF und die Bestimmung der Faktor VIII-Aktivitat [36], ferner die Multimeranalyse [117].
Far die funktionelle Aktivitatsbeurteilung stehen mehrere Tests zur Verfugung: der
Ristocetin-Cofaktor (VWF:RCo), die Collagenbindungsaktivitat (vVWF:CBA) sowie die
Aktivitatsbestimmung Uber die Glykoprotein Ib (Gplb)-Bindung mittels Enzym-
gekoppeltem Immunadsorptionstest (engl. Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA)
(VWF:Gplb) oder turbidimetrisch mittels HemosIL™-Test (VWF:Akt) [117, 125].

Das von-Willebrand-Syndrom Typ 1 st laborchemisch durch eine verringerte
Konzentration des vWF-Antigens und als Folge dessen des Faktor VIII (FVIII) sowie

eine verminderte funktionelle Aktivitat des vVWF gekennzeichnet [117].

Das HES-induzierte, erworbene von-Willebrand-Syndrom wurde erstmals 1987 von
Sanfelippo et al. beschrieben [114]. Treib et al. konnten in einer in vivo-Studie durch
Multimeranalyse den Nachweis erbringen, dass es sich bei dem HES-induzierten,
erworbenen von-Willebrand-Syndrom um ein VWS Typ 1 handelt [139]. Dieses tritt
passager in Zusammenhang mit einer HES-Gabe auf und ist reversibel [66]. Das HES-
induzierte, erworbene VWS Typ 1 wurde inzwischen fur hoch-, mittel- und
niedermolekulare HES-LOsungen beschrieben [64, 124, 139]. Als Ursachen werden
eine Inhibition der endothelialen vVWF-Freisetzung [23] sowie eine Komplexbildung von
HES-Molekilen mit dem vWF und/oder vWF/FVIII-Komplex und dessen erhohte
Eliminationsrate diskutiert [139, 140].
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Die Plasmahalbwertszeit des vWF ist blutgruppenabhangig [44]; der VWF ist ein
Plasmaprotein mit ABO-Antigenexpression [121]. Trager der Blutgruppe 0 haben die
kurzeste VWF-Plasmahalbwertszeit [44] und physiologisch um bis zu 35 % niedrigere
Spiegel des vWF-Antigens, des Faktor VIII und der vWF-Aktivitat als Trager der
Blutgruppen A, B oder AB [36, 46, 103, 134].

Fir Trager der Blutgruppe 0 mit physiologisch niedrigeren vVWF- und FVIII-Spiegeln wird
in der Literatur ein hoheres Risiko eines durch 6-prozentige mittelmolekulare HES-
Losungen (MW 200.000 Da, DS 0.6 bzw. MW 130.000 Da, DS 0,4) induzierten
erworbenen von-Willebrand-Syndrom postuliert [57, 69]. In einer zweiten publizierten
in vivo-Studie mit einer modernen 6-prozentigen HES-L6sung (MW 130.000 Da, DS
0,4) zum Einfluss der Blutgruppe 0 versus Non-0 auf die HES-induzierte Koagulopathie
lieBen sich dagegen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des vWF-Antigens
nachweisen. Als Limitation dieser Studie ist die ausschlieRBliche Verwendung einer

nicht-balancierten HES-L6sung der dritten Generation zu nennen [22].

Der Effekt sowohl der HES-Konzentration als auch der Zusammensetzung der
Tragerlosung von HES-Praparationen der dritten Generation unter Bertcksichtigung der
Blutgruppe auf das HES-induzierte erworbene von-Willebrand-Syndrom Typ 1 ist ein

weiterer Gegenstand dieser Arbeit.

1.6 Diagnostik der HES-induzierten Gerinnungsstdérungen
Fir die in vitro-Diagnostik der Koagulopathie stehen Labortests der Routinediagnostik,
Spezialtests, Thrombozytenfunktionstests, molekularbiologische Untersuchungen und

sogenannte Point-of-Care-Tests zur Verfugung [10].

Zu den Parametern der Routinediagnostik zahlen unter anderem die Thrombozytenzahl
im Blutbild, die Thromboplastinzeit und die aktivierte partielle Thromboplastinzeit, zu
den Spezialtests dartber hinaus die Einzelfaktorenbestimmung und die von-Willebrand-
Diagnostik [10]. Mit Ausnahme der Thrombozytenzahl wird flr die Routinediagnostik
und die Einzelfaktorenbestimmung thrombozytenarmes Plasma verwendet, so dass
eine Uberprifung der Thrombozytenfunktion nicht méglich ist. Die Thrombozyten-
funktion kann mit der in vivo-Blutungszeit [117], in vitro mit der in vitro-Blutungszeit

(PFA-100®—Test), Thrombozytenaggregationsuntersuchungen mittels Aggregometrie
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wie dem  Multiplate®-System  (Vollblut-Impedanzaggregometrie)  oder  der

Durchflusszytometrie beurteilt werden [10].

Wahrend die Durchfihrung der Routine- und Speziallabortests aufgrund aufwendiger
Probenvorbereitung oder ressourcenaufwendiger Methoden meist entsprechend
ausgestatteten Laboratorien vorbehalten ist, bieten Point-of-Care-Methoden die
Vorteile, laborunabhangig, patientennah und ohne umfangreiche Probenvorbereitung

mit Vollblut durchgefuhrt werden zu konnen [10].

Als Point-of-Care-Test im Rahmen der Koagulopathiediagnostik und -therapie-
uberwachung kann die Thrombelastographie/-metrie eingesetzt werden [29, 76]. Im
Gegensatz zu den klassischen Gerinnungstests wird mit der aktivierten und nicht-
aktivierten Thrombelastographie/-metrie der gesamte plasmatische Gerinnungsablauf
von der Initiierung der Hamostase uber die Thrombingeneration und Gerinnselbildung
bis zur Lyse abgebildet und ermdglicht die zeit- und patientennahe Beurteilung von
Gerinnselfestigkeit, Gerinnselstabilitat und des thrombozytaren Anteils am Gerinnsel
[80]. Zusatzlich zu diesen Informationen werden auch die Zeiten bis zur ersten
Ausbildung des Gerinnsels, die Dynamik der Gerinnselbildung und der Lyse transparent
[80]. Hinsichtlich der Beurteilung der Thrombozytenfunktion ist einschrankend zu
beachten, dass bei Hinweisen auf einen verminderten thrombozytaren Anteil am
Gerinnsel eine Differenzierung zwischen Thrombozytopenie und Thrombozyten-

funktionsstorung mittels Thrombelastographie/-metrie nicht moglich ist [80].

Neben der Point-of-Care-Koagulopathiediagnostik und -therapielberwachung im
klinischen Alltag wird die Thrombelastographie/-metrie in vitro und invivo in der

Diagnostik der HES-induzierten (Dilutions-)Koagulopathie eingesetzt [39, 59].

Nach HES-Infusionen wurde klinisch eine erhdhte Blutungsneigung beobachtet [24, 52,
129]. Hamodilutionsstudien, in denen die Gerinnungsfunktion mit der aktivierten
Thrombelastographie/-metrie gemessen wurde, beschrieben eine verzdgerte
Gerinnselbildung und eine verminderte Gerinnselfestigkeit mit dem klinischen Bild einer
Hypokoagulabilitat [27, 43, 65].

Eine starkere Auspragung dieser Gerinnungsstorung wurde mittels
Thrombelastographie/-metrie fir hyperonkotische im Vergleich zu isoonkotischen HES-

Losungen [33, 102] und fur hochmolekulare im Vergleich zu mittelmolekularen HES-
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Ldsungen beobachtet [130]. Kontroverse Daten wurden mittels Thrombelastographie/
-metrie flr nicht-balancierte im Vergleich zu Elektrolyt-balancierten HES-basierten
Losungen publiziert [19, 26, 45, 107].

1.7 Fragestellung

In Anbetracht der Bedeutung HES-basierter Kolloide in der Therapie von Blut- und
Volumenverlusten ist flir ein verbessertes perioperatives Volumenmanagement die
groltmogliche Reduktion der HES-induzierten Koagulopathie von klinischem Interesse.
In der vorliegenden Studie wird systematisch die HES-induzierte Koagulopathie in
milder bis schwerer in vitro-Hamodilution mit modernen, mittelmolekularen
niedrigsubstituierten HES-basierten Volumenersatzlésungen der sogenannten dritten

Generation untersucht, um folgende Fragestellung beantworten zu kdnnen:

1. Hat die Konzentration der eingesetzten Hydroxyethylstarke (6 % versus 10 %) bei
der in vitro-Hamodilution mit modernen, mittelmolekularen niedrigsubstituierten
HES-basierten Volumenersatzlosungen einen Einfluss auf das plasmatische
Gerinnungssystem, das  von-Willebrand-System und auf die mittels

Thrombelastometrie gemessenen dynamischen Funktionsparameter?

2. Spielt die Art der Tragerldsung, d.h. nicht-balanciert bzw. Elektrolyt-balanciert, bei
der in vitro-Hamodilution mit modernen, mittelmolekularen niedrigsubstituierten
HES-basierten Volumenersatzldsungen fur die mit Parametern der plasmatischen
Gerinnung, des von-Willebrand-Systems und der Thrombelastometrie gemessenen

HES-induzierten Koagulopathie eine Rolle?

3. Lasst sich die publizierte blutgruppenabhangige Auspragung des HES-induzierten
erworbenen von-Willebrand-Syndroms Typ 1 flr die modernen HES-L6sungen der

dritten Generation reproduzieren?
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Die in dieser Arbeit vorgestellte systematische Untersuchung des Einflusses moderner,
mittelmolekularer und niedrigsubstituierter  Hydroxyethylstarke (HES)-basierter
Volumenersatzlésungen in milder bis schwerer Hamodilution auf das plasmatische
Gerinnungssystem, das von-Willebrand-System und auf die mittels Thrombelastometrie
(TEM) gemessenen dynamischen Funktionsparameter wurde in vitro an der Klinik far
Anasthesiologie mit Schwerpunkt operative Intensivmedizin, Campus Virchow-Klinikum
und Campus Charité Mitte in Kooperation mit dem Institut fir Laboratoriumsmedizin,
Klinische Chemie und Pathobiochemie der Charité — Universitatsmedizin Berlin

durchgefuhrt, sofern es nicht anders angegeben ist.

Zur Beantwortung der Fragestellung nach dem Einfluss der HES-Konzentration und der
Tragerldosung wurden iso- und hyperonkotische HES-Lésungen jeweils in nicht-
balancierter und Elektrolyt-balancierter Tragerlésung untersucht. Als Basis fur die
in vitro-Hamodilution wurde Citratblut verwendet. Die Auspragung der Hamodilution ist
uber den Hamatokrit (Hkt) als mild (Hkt > 0,25 I/l), moderat (Hkt 0,21 - 0,25 I/) bzw.
schwer (Hkt < 0,21 I/l) definiert [70]. Um die genannten Hamatokritbereiche durch die
nachfolgende Dilution mit den HES-Lésungen zu erreichen, wurden die Dilutionsstufen
20 %, 40 % und 60 % hergestellt. Das Studiendesign ist in Abbildung 2.1 schematisch
dargestellt.

Probanden

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin Berlin
(Amendment 2 zu Studie EK-Nr.: EA2/006/07 vom 05.11.2008), mundlicher und
schriftlicher Aufklarung sowie schriftlicher Einverstandniserklarung wurden freiwillige,

gesunde Probanden in diese Studie eingeschlossen.

Zur Uberprifung der Hypothese, dass Trager der Blutgruppe 0 ein héheres Risiko fur
die Entwicklung eines HES-induzierten erworbenen von-Willebrand-Syndroms Typ 1
haben, wurden sowohl Probanden der Blutgruppe 0 als auch Probanden der Blutgruppe

A eingeschlossen.

11
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Ausschlusskriterien waren die Eigenanamnese einer Gerinnungsstorung (thrombophile
Stérung oder Blutungsneigung), das Vorliegen renaler, hepatischer oder
hamatologischer Erkrankungen, eine Einnahme gerinnungshemmender und/oder
thrombozytenfunktionsverandernder Medikamente innerhalb der letzten 14 Tage, ein

Alter unter 18 Jahren oder das Nichtvorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung.

Baseline-Messung

:> # BGA: Ca®'
+ BB: Hkt, Plt

# ABO-Blutgruppenbestimmung

B Nativ-BGA
mmmmpy EDTA-Blut
mmmy Citratblut (CB)

|nbalHES 6 %+Citrat [}

Dilutionen und CB-Kontrolle

nbalHES 10%+Citrat. in vitro-Hamodilution # BGA: Ca%
(20 %, 40 %, 60 %) 3| T BB: Hkt, Plt
W) und CB-Kontrolle + TEM:  EXTEM (CT, CFT, MCF)
balHES 10 %+Citrat Bl FIBTEM (MCF)

Dilutionen und CP-Kontrolle

gfttihf”armeép \| + Quick-Wert, aPTT, FVIII, VWF:Ag,
ftratplasma (CP) VWF:CBA, VWF-AKtivitét

Abbildung 2.1 — Studiendesign

Beteiligte Institutionen: # Klinik fir Anasthesiologie mit Schwerpunkt operative Intensivmedizin, CCM/CVK, Charité — Universitats-
medizin Berlin, Berlin, Deutschland, 1 Institut fir Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Pathobiochemie, Charité —
Universitatsmedizin Berlin, Berlin, Deutschland, § Institut fir Medizinische Diagnostik Oderland, Frankfurt/Oder, Deutschland.

Verwendete Abkulrzungen: Antigen (Ag), aktivierte partielle Thrombinzeit (aPTT), Elektrolyt-balanciert (bal), Blutentnahme (BE),
Blutbild (BB), Blutgasanalyse (BGA), ionisiertes Calcium (Ca®"), Citratblut (CB), Collagenbindungsaktivitat (CBA), Clot formation
time (CFT), Citratplasma (CP), Clotting Time (CT), Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Faktor VIII (FVIII), Hydroxyethylstarke (HES),
Hamatokrit (Hkt), Maximum Clot Firmness (MCF), nicht-balanciert (nbal), Thrombozyten (PIt), Thrombelastometrie (TEM), von-
Willebrand-Faktor (VWF).

Blutproben

Unter sterilen Kautelen wurden aus einer ungestauten Antecubitalvene Uber eine 21 G-
Butterflykaniile (BD Vacutainer® Systems Blood Collection Set, Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, New Jersey, USA) unter minimalem Sog insgesamt 49 ml

Vollblut fur die beschriebenen Untersuchungen abgenommen.
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Die Gesamtblutmenge ergab sich fur die geplanten Messungen aus:

= 2ml Vollblut, die in einen Allzweck-Katheter-Probennehmer mit Elektrolyt-
kompensiertem Lithium/Natrium-Trocken-Heparin (PICO50, Radiometer Medical
ApS, Brgnshgj, Danemark) fur die Nativ-Blutgasanalyse (BGA) und die Bestimmung
der ABO-Blutgruppe (BG) abgenommen wurden,

= zweimal 18 ml Vollblut, die in je eine mit 2 ml Natriumcitratiésung (Natriumcitrat-
Losung 3,13 % Eifelfango®, Eifelfango Chem. Pharm. Werke, Bad Neuenahr-
Ahrweiler, Deutschland) vorgefullte 20 ml Spritze, resultierend in Citratblut (CB) im
Verhaltnis 9:1, d.h. 9 Teile Vollblut und 1 Teil Natriumcitratiésung, fur die in vitro-
Hamodilution abgenommen wurden,

= 9 ml Vollblut, die in eine mit 1 ml Natriumcitratldosung (Natriumcitrat-Losung 3,13 %
Eifelfango®, Eifelfango Chem. Pharm. Werke, Bad Neuenahr-Ahrweiler,
Deutschland) vorgeflllte 20 ml Spritze, resultierend in Citratblut im Verhaltnis 9:1,
ebenfalls fur die in vitro-Hamodilution abgenommen wurden, und

= 2 ml Vollblut, die in ein EDTA-R6hrchen (BD Vacutainer® EDTA Rohrchen, Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey, USA) zur Bestimmung des

Ausgangsblutbildes (Baseline) abgenommen wurden.

Eine gleichmalige Durchmischung mit den Zusatzstoffen (Lithium/Natrium-Heparin,
Natriumcitratlosung bzw. EDTA) wurde durch mehrmaliges vorsichtiges Schwenken der

Behalter unmittelbar nach der Blutabnahme gewahrleistet.

Durch die initiale Abnahme der 2 ml Vollblut fir die native Blutgasanalyse und die
Blutgruppenbestimmung konnte eine Kontamination des fir die Thrombelastometrie-
Analysen vorgesehenen Citratbluts mit Gewebe-Thromboplastin  weitgehend
ausgeschlossen werden [10]. Das Citratblut wurde im Anschluss an die Blutentnahme in
vier 13 ml-Polypropylen (PP)-Réhrchen (Sarstedt AG, Nurnbrecht, Deutschland)
uberfuhrt, aus denen nach mehrmaligem vorsichtigen Schwenken das Blut fur die

Dilutionen pipettiert wurde.
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Volumenersatzlosungen

Fir die in vitro-Hamodilution wurden die folgenden vier modernen, mittelmolekularen

niedrigsubstituierten HES-basierten Volumenersatzlosungen verwendet:

= nicht-balancierte, isoonkotische 6-prozentige HES-Lésung (Voluven®, Fresenius
Kabi Deutschland AG, Bad Homburg, Deutschland)

» nicht-balancierte, hyperonkotische 10-prozentige HES-Lésung (kommerziell nicht
erhaltliche Losung, freundliche Zurverfugungstellung durch B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland)

= Elektrolyt-balancierte, isoonkotische 6-prozentige HES-Losung (Tetraspan 6 %,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

= Elektrolyt-balancierte, hyperonkotische 10-prozentige HES-LOsung (Tetraspan 10 %,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

In Tabelle 2.1 sind die physikochemischen Eigenschaften der vier verwendeten

Volumenersatzlosungen vergleichend dargestellt.

Tabelle 2.1 — Physikochemische Eigenschaften der Volumenersatzlésungen fir die in vitro-Hamodilution
entsprechend den Herstellerangaben

6 % nbal HES 10 % nbal HES 6 % bal HES 10 % bal HES
Poly(O-2- Poly(O-2- Poly(O-2- Poly(O-2-
Basis hydroxy-ethyl) hydroxy-ethyl) hydroxy-ethyl) hydroxy-ethyl)
starke starke starke starke

Konzentration [g/I] 60,0 100,0 60,0 100,0
mittlere Molekilmasse [Da] 130.000 130.000 130.000 130.000
molare Substitution 0,38 -0,45 0,42 0,42 0,42
Natrium [mmol/l] 154 154 140 140
Kalium [mmol/I] - - 4,0 4,0
Calcium [mmol/I] - - 2,5 2,5
Chlorid [mmol/I] 154 154 118 118
Acetat [mmol/l] - - 24 24
Magnesium [mmol/l] - - 1,0 1,0
Malat [mmol/I] - - 5,0 5,0
theor. Osmolaritat [mosmol/l] 308 309 296 297
pH 4,0-55 4,0-6,5 56-6,4 5,6-6,4
Hersteller FK BBM BBM BBM

Verwendete Abkurzungen: Elektrolyt-balanciert (bal), B. Braun Melsungen AG (BBM), Fresenius Kabi Deutschland AG (FK),
Hydroxyethylstarke (HES), nicht-balanciert (nbal), theoretisch(e) (theor.).
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Herstellung der Dilutionen

Die Volumenersatzlésungen wurden vor Herstellung der Dilutionen ebenfalls im
Verhaltnis 9:1 mit Natriumcitratidsung (Natriumcitrat-Lésung 3,13 % Eifelfango®,
Eifelfango Chem. Pharm. Werke, Bad Neuenahr-Ahrweiler, Deutschland) substituiert,
um Uber die Dilutionsstufen eine gleiche Citratkonzentration zu gewahrleisten. Dazu
wurden jeweils 9 ml Volumenersatz- und 1 ml Natriumcitratidosung in ein 13 ml-PP-
Rohrchen (Sarstedt AG, Nurnbrecht, Deutschland) gegeben und die Lésung durch

vorsichtiges Schwenken vermischt.

Fir die Herstellung der 20-prozentigen Dilutionen wurden 1 ml citratsubstituierte
Dilutionslésung mit 4 ml Citratblut, fir die 40-prozentigen Dilutionen 2 ml
citratsubstituierte Dilutionslosung mit 3 ml Citratblut und fur die 60-prozentigen
Dilutionen 3 ml citratsubstituierte Dilutionslosung mit 2 ml Citratblut auf ein
Gesamtvolumen von 5ml in 13 ml-PP-Réhrchen (Sarstedt AG, Nuirnbrecht,

Deutschland) pipettiert. Ein 5 ml-Citratblut-Aliquot diente als unverdiinnte Kontrolle.

Im Rahmen der Qualitatssicherung wurde als Dilutionskontrolle der Hamatokrit aller

hergestellten Dilutionen bezogen auf die jeweilige unverduinnte Kontrolle Gberpruft.

2.2 Blutgruppenbestimmung
Zur Bestatigung der von den Probanden bei Einschluss in die Studie angegebenen
ABO-Blutgruppe wurde diese mittels Bedside-Test (Medtrokarte®, Medtro GmbH,

Leimen Gau, Deutschland) aus dem BGA-Blut bestimmt.

2.3 Konventionelle Laborparameter

Hamatokrit und Thrombozytenzahl

Zum Ausschluss mdglicher pathologischer Werte vor der in vitro-Hamodilution wurden
aus dem EDTA-Blut als Ausgangsmessung Blutbilder (Hamatokrit und
Thrombozytenzahl) an einem automatischen Blutbildanalysator (Sysmex XE-2100,
Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) des Instituts flr
Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Pathobiochemie (ILP) der Charité —
Universitatsmedizin Berlin gemessen. Folgende Referenzbereiche werden vom ILP der

Charité — Universitatsmedizin Berlin angegeben: Referenzbereich fur den Hamatokrit
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geschlechtsabhangig, fur Manner 0,40 - 0,52 I/l bzw. flir Frauen 0,35-0,47 /I, fur
Thrombozyten geschlechtsunabhangig 150 - 400 /nl.

Aus allen Dilutionen und der unverdunnten Citratblut-Kontrolle wurden zur Bestimmung
von Hamatokrit und Thrombozytenzahl im Rahmen der in vitro-Hamodilution Blutbilder

(Sysmex XE-2100, Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt, Deutschland) angefertigt.

Blutgasanalysen

Ebenfalls zum Ausschluss moglicher pathologischer Werte vor der in vitro-Hamodilution
wurden Baseline-BGAs zur Bestimmung von ionisiertem Calcium (Ca®") in
heparinisiertem Blut an einem Blutgasanalysator (ABL 725, Radiometer Medical ApS,
Brgnshgj, Danemark) erstellt. Der Referenzbereich fur ionisiertes Calcium wird vom

Hersteller des Blutgasanalysators mit 1,15 - 1,29 mmol/l angegeben.

Aus allen Dilutionen und der unverdinnten Citratblut-Kontrolle wurden nach der in vitro-
Hamodilution zur Bestimmung des ionisierten Calciums Blutgasanalysen vor

Recalcifizierung (ABL 725, Radiometer Medical ApS, Brgnshgj, Danemark) angefertigt.

Parameter der plasmatischen Gerinnung und des von-Willebrand-Systems

Zur Herstellung plattchenarmen Citratplasmas fur die laborchemische Bestimmung der
plasmatischen Gerinnungs- und der von-Willebrand-Parameter wurden nach den
Blutbildern, Blutgasanalysen und Thrombelastometriemessungen die Probenreste der
Dilutionen und der unverdinnten Citratblut-Kontrolle zunachst fir zehn Minuten bei
18°C mit 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand jeweils in ein neues, zuvor beschriftetes
5 ml-Polysterol-Réhrchen (Sarstedt AG, Nurnbrecht, Deutschland) pipettiert und erneut
fur zehn Minuten bei 18°C mit 4000 rpm zentrifugiert (Universal 320R, Andreas Hettich
GmbH, Tuttlingen, Deutschland). 2 ml Uberstand wurden anschlieRend in zuvor
beschriftete 2 ml Safe-Lock Reaktionsgefalle (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
transferiert und bei - 80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die Zeitspanne
zwischen Blutentnahme und Einfrieren lag in jedem Fall innerhalb der empfohlenen

maximal vier Stunden [10].

Die Bestimmung der Parameter des plasmatischen Gerinnungs- und des von-
Willebrand-Systems erfolgte aus dem plattchenarmen Citratplasma nach Transport auf

Trockeneis im Institut fur Medizinische Diagnostik Oderland, Frankfurt/Oder,
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Deutschland. Dazu wurden seriell jeweils maximal 20 gefrorene Plasmaproben
zunachst flur zehn Minuten im Wasserbad (GFL-1003, Gesellschaft fir Labortechnik
mbH, Burgwedel, Deutschland) aufgetaut und im Anschluss sofort gemessen. Die im
Folgenden angegebenen Referenzbereiche der Parameter sind die im Institut far

Medizinische Diagnostik Oderland, Frankfurt/Oder, Deutschland gultigen.

Mit dem vollautomatischen Gerinnungsdiagnostiksystem ACL TOP (Instrumentation
Laboratory GmbH, Kirchheim bei Munchen, Deutschland) wurden folgende Parameter

bestimmt:

Quick-Wert. Die Thromboplastinzeit (TPZ) in Sekunden bzw. der nach dem
Erstbeschreiber A.J. Quick benannte Quick-Wert in Prozent ist ein Globalparameter der
plasmatischen Gerinnung [10]. Verwendete Methode: Koagulometrie (Turbidimetrie)
nach  Recalcifizierung, verwendetes Reagens HemosIL™  RecombiPlasTin
(Instrumentation Laboratory GmbH, Kirchheim bei Minchen, Deutschland). Der

Referenzbereich ist mit 70 - 130 % angegeben.

aPTT. Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) zur Diagnostik und
Uberwachung von Gerinnungsstérungen erfasst alle Gerinnungsfaktoren aufer Faktor
VII [10]. Verwendete Methode: Koagulometrie (Turbidimetrie) nach Recalcifizierung,
verwendetes Reagens HemosIL™ SynthASil (Instrumentation Laboratory GmbH,
Kirchheim bei Munchen, Deutschland). Der Referenzbereich ist mit 25 - 37 Sekunden

angegeben.

Faktor VIII. Der Gerinnungsfaktor VIII ist ein heterodimeres Plasmaprotein mit Ca**-
und vWF-abhangiger Strukturintegritat [110, 128, 145]. Bestimmung als Teil der
Standard-von-Willebrand-Diagnostik [36]. Verwendete Methode: modifizierte aPTT mit
Faktor VIlI-Mangelplasma, Turbidimetrie, verwendete Reagenzien HemosIL™
SynthASil und HemosIL™ Factor VIII deficient plasma (Instrumentation Laboratory
GmbH, Kirchheim bei Minchen, Deutschland). Der Referenzbereich st

blutgruppenunabhangig mit 50 - 150 % angegeben.

VWF-Antigen. Dieser Parameter wird fur die quantitative Beurteilung des von-
Willebrand-Faktors (VWF) im Rahmen der von-Willebrand-Diagnostik bestimmt [36].
Verwendete Methode: Latex-Immunoassay, verwendetes Reagens HemosIL™ von

Willebrand Factor Antigen (VWWF:Ag) Kit (Instrumentation Laboratory GmbH, Kirchheim
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bei Minchen, Deutschland). Der Referenzbereich ist blutgruppenabhangig angegeben;
42 - 141 % fir Blutgruppe 0, 66 - 176 % flr die Blutgruppen A, B und AB.

VWEF-Aktivitat. Dieser Parameter kann fur die funktionelle Aktivitatsbeurteilung des
VWF im Rahmen der von-Willebrand-Diagnostik bestimmt werden [92]. Verwendete
Methode: Latex-Immunoassay, verwendete Reagenzien HemosIL™ von Willebrand
Factor Activity (VWF-Activity) Kit (Instrumentation Laboratory GmbH, Kirchheim bei
Munchen, Deutschland). Der Referenzbereich ist blutgruppenabhangig angegeben;
40 - 126 % fur Blutgruppe 0, 49 - 163 % fur die Blutgruppen A, B und AB.

VWF-Collagenbindungsaktivitat (vWF:CBA). Auch mit diesem Parameter ist eine
funktionelle Aktivitatsbeurteilung des vVWF im Rahmen der von-Willebrand-Diagnostik
mdglich [36]. Bestimmt mittels TECHNOZYM® vWF:CBA ELISA-Kit (Technoclone
GmbH, Wien, Osterreich). Der Referenzbereich ist blutgruppenunabhangig mit

0,6 - 1,3 U/ml angegeben.

2.4 Thrombelastometrie

Das Messverfahren der Thrombelastometrie basiert auf der von Hartert erstmalig 1948
unter dem Namen Thrombelastographie publizierten [51] und 1995 von Calatzis et al.
weiterentwickelten Technik [18]. Die Bezeichnung Thrombelastographie bzw. die
Abkiirzung TEG® ist seit 1996 ein eingetragenes Warenzeichen der Haemoscope
Corporation und wird nur noch in Verbindung mit Haemoscope-Geraten bzw.
Messungen dieser verwendet. Die technisch ahnliche Variante der TEM Innovations
GmbH (bis 2010: Pentapharm GmbH) verwendet die Terminologie Thrombelastometrie
fir den Messvorgang und ROTEM® fiir die zugehdrigen Gerite und das grafische
Messergebnis [86].

Sowohl bei der Thrombelastographie (TEG®) als auch bei der Thrombelastometrie
(TEM®) wird der komplexe und dynamische Vorgang der Gerinnung von
Gerinnselbildung bis zur Lyse grafisch dargestellt [80]. Bei der in dieser Studie
verwendeten Thrombelastometrie taucht ein kugelgelagerter, um 4,75° alternierend
rotierender Stempel in eine auf 37°C erwarmte Blutprobe (siehe Abbildung 2.2). Die
Stempelbewegung wird elektronisch erfasst; Abweichungen von der ungehinderten

Rotation werden grafisch als Kurve uber die Zeit dargestellt [86] (siehe Abbildung 2.3).
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+4,75°
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Stempel ——» Citrat- oder Nativblut,
ggf. nach Zugabe von Calciumchlorid

. und/oder Aktivatoren
Kivette, ——p

inklusive Inhalt auf 37°C erwarmt

Abbildung 2.2 — Schematische Darstellung der Thrombelastometrie

Eine einsetzende Gerinnung der Blutprobe flihrt zu einer Ausbildung von
Gerinnselfaden, die die Stempelbewegung zunehmend beeintrachtigen, bis die
einsetzende Lyse des Gerinnsels die Stempelbewegung wieder weniger stark hemmt.
Die Amplitude der Kurve ist Ausdruck der Bewegungshemmung, die aus der
historischen Entwicklung heraus mit der Einheit mm und deren Maximalwert fUr die

Rotationsbeeintrachtigung auf 0°, d.h. Stempelstillstand, mit 100 mm definiert ist [79].

a-Winkel in °
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Abbildung 2.3 — ROTEM® Beispiel mit Darstellung der Phasen und Messparameter

Dargestellt ist ein um die Phasen der Gerinnung und der Messparameter erganztes ROTEM® eines EXTEM-Tests (eigene
Messung). Verwendete Abkirzungen: Clot Formation Time (CFT), Clotting Time (CT), Lyse Index (LI), Maximum Clot
Firmness (MCF).

In der grafischen Darstellung, dem sogenannten ROTEM® [86], wird der komplexe
Vorgang der Gerinnung und Lyse nach einer kurzen Geraden (ungehinderte
Stempelrotation im ungeronnenen Blut bis zur Ausbildung erster Gerinnselfaden) durch
eine initial relativ steil und dann flacher ansteigende Kurve (Hemmung der Rotation im

Rahmen der Gerinnselbildung), eine Plateauphase (maximale Rotationshemmung bei
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maximaler Gerinnselfestigkeit) und eine Abflachung der Kurve (Ausdruck der

einsetzenden Lyse) im Zeitverlauf widergespiegelt (siehe Abbildung 2.3).

Zur Beurteilung der Thrombelastometrie konnen u.a. die Zeitspannen zwischen Zugabe
des Aktivators und Beginn der Gerinnselbildung (Gerinnungszeit CT, engl. Clotting
Time), nachfolgend die zwischen Beginn der Gerinnselbildung und Erreichen der
Amplitude von 20 mm (Gerinnselbildungszeit CFT, engl. Clot Formation Time) sowie die
Steilheit des Kurvenanstiegs als Tangente der CFT (a-Winkel), die maximale Amplitude
(maximale Gerinnselfestigkeit MCF, engl. Maximum Clot Firmness) und der prozentuale
Anteil der Amplitude 60 Minuten nach Beginn der Gerinnselbildung bezogen auf die
MCF (Lyse-Index Llgo) betrachtet werden [79]. Aus technischen Griinden ist die CT als

Zeitspanne bis zum Erreichen einer 2 mm-Amplitude definiert (siehe Abbildung 2.3).

Fir die Messungen werden 300 ul Citrat- oder Nativblut mittels einer halbautomatischen
Pipette in Einweg-Kuvetten pipettiert. Die Verwendung von Citratblut wird aufgrund der
besseren Standardisierung und der Praktikabilitdt vom Hersteller empfohlen, vor der
Messung wird in diesem Fall die Blutprobe durch Zugabe von 20 uyl Calciumchlorid
recalcifiziert. Fur eine Standardisierung des in vitro-Gerinnungsprozesses und eine
Beschleunigung der Analyse werden Aktivatoren hinzugegeben, so dass innerhalb
weniger Minuten eine weitgehende Aussage Uber den Gerinnungsstatus mdglich ist.

Die typische Laufzeit einer Thrombelastometriemessung betragt 15 - 20 Minuten [79].

Sowohl fur die Recalcifizierung als auch fur die Gerinnungsaktivierung sind zertifizierte
Testansatze kommerziell erhaltlich [80], die nach Auswahl des entsprechenden Tests
ebenfalls mittels halbautomatischer Pipette zu den Blutproben pipettiert werden. Eine
gleichmallige Durchmischung der Blutproben mit dem Calciumchlorid und dem

Aktivator erfolgt wiederum mittels halbautomatischer Pipette [79].

In der Routine werden hauptsachlich funf Tests eingesetzt: INTEM-, EXTEM-, und
FIBTEM-Test als Screeningtests, HEPTEM- und APTEM-Test flr die Beurteilung einer
Heparinwirkung bzw. Hyperfibrinolyse [80]. Im INTEM-Test erfolgt die Aktivierung
primar mit Ellagsaure [10, 79]. Die Aktivierung im EXTEM-Test erfolgt mit Tissue Factor
[10, 80] und entspricht so der physiologischen Gerinnungsaktivierung [132]. Der
FIBTEM-Test wird zur Differenzierung von Thrombozyten- und Fibrinpolymerisations-
defekten bzw. zur Detektion eines Fibrinmangels eingesetzt [80]. Zusatzlich zur

identischen Aktivierung wie im zum Vergleich hinzugezogenen INTEM- bzw. EXTEM-
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Test wird bei dem FIBTEM-Test Cytochalasin D zur Thrombozyteninhibition zugegeben
[42, 80], so dass das entstehende Gerinnsel auf die Fibrinpolymerisation
zuruckzufuhren ist [80]. Fur diese Studie wurden aufgrund der physiologischen
Gerinnungsaktivierung der EXTEM- und FIBTEM-Test ausgewahlt.

In die Auswertung wurden die Parameter CT, CFT und MCF des EXTEM-Tests sowie
die MCF des FIBTEM-Tests eingeschlossen. Der thrombozytare Einfluss auf die MCF
(MCFpy) wurde als Differenz aus der im EXTEM- und im FIBTEM-Test gemessenen
MCF bestimmt: MCFp; = MCFextem — MCFgigtem [80]. Tabelle 2.2 zeigt die in einer Multi-
centerstudie ermittelten Referenzbereiche der EXTEM- und FIBTEM-Parameter [79].

Tabelle 2.2 — Referenzbereiche der verwendeten EXTEM- und FIBTEM-Parameter
EXTEM: CT EXTEM: CFT EXTEM: MCF FIBTEM: MCF

42 -74 46 - 148 49 - 71 9-25

Angegeben sind die geschlechtsunabhangigen Referenzbereiche fir CT und CFT in s und fir MCF in mm [79]. Verwendete
Abkirzungen: Clotting Time (CT), Clot Formation Time (CFT), maximale Gerinnselfestigkeit (MCF).

Eine Hyperkoagulabilitat ware in der Thrombelastometrie in Analogie zu einer
existenten Definition flir die Thrombelastographie durch das Auftreten von zwei oder
mehr der folgenden Veranderungen gekennzeichnet: Verkirzung der CT, Verkirzung
der CFT, VergroRerung der MCF und Vergrollerung des o-Winkels. Eine
Hypokoagulabilitdt hingegen ware durch das Auftreten von zwei oder mehr der
folgenden Abweichungen gekennzeichnet: Verlangerung der CT, Verlangerung der
CFT, Verminderung der MCF und/oder Verkleinerung des a-Winkels [72].

FUr die Thrombelastometrie-Analysen standen am Standort Campus Charité Mitte drei
ROTEM® delta (TEM Innovations GmbH, frilher: Pentapharm GmbH, Minchen,
Deutschland) mit je vier Messkanalen im Institut fir Laboratoriumsmedizin, Klinische
Chemie und Pathobiochemie (ILP) der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur
Verfligung, so dass alle Messungen innerhalb des empfohlenen Zeitfensters von vier

Stunden nach Blutentnahme [14] durchgefuhrt werden konnten.

Alle TEM-Tests wurden, wie vom Hersteller empfohlen, mit Citratblut und mit den vom
Hersteller kommerziell erwerblichen Messzellen (Cup & Pin pro, TEM International
GmbH, friher: Pentapharm GmbH, Minchen, Deutschland), Pipettenspitzen (TIPTRAY
Box eLine 10 —-320 uyl, TEM International GmbH) und den fur den jeweiligen Test
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bendtigten Reagenzien (EXTEM-Test: star-TEM® und ex-TEM®; FIBTEM-Test: star-
TEM®, ex-TEM® und fib-TEM®, TEM International GmbH, Miinchen, Deutschland)

durchgefuhrt. Die Laufzeit betrug fur alle Messungen 30 Minuten.

Im Rahmen der Qualitatssicherung wurde vor Studienbeginn, wahrend der
Studienlaufzeit und unmittelbar nach Studienende auf allen verwendeten Geraten und
Kanalen der QCEXN-Test mit ROTROL N (TEM International GmbH, Mduinchen,
Deutschland) durchgefuhrt, eine Plausibilitats- und Prazisionskontrolle der
Systemperformance. Die Messergebnisse lagen vor und nach den Studienmessungen

fur jeden Kanal in den vom Hersteller angegebenen Referenzbereichen.

2.5 Statistische Auswertung

Die Digitalisierung bzw. Verknupfung der erhobenen und gemessenen Daten erfolgte
mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Office Excel 2003 (Microsoft®
Corporation, Redmond, Washington, USA), die statistischen Berechnungen und die
Erstellung der Grafiken mit dem Statistikprogramm PASW Statistics, Versionen 17 und
18 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA, lizensiert fir die Charité — Universitatsmedizin

Berlin).

Bei Parametern mit blutgruppenabhangigen Referenzbereichen bzw. in der Literatur
beschriebener Blutgruppenabhangigkeit wurden fir eine bessere Vergleichbarkeit
relative (rel) Werte eingefuhrt. Dazu wurden die absoluten Messwerte jeder einzelnen
verdunnten Probe als Prozent bezogen auf die Messwerte der unverdinnten Kontrolle

des jeweiligen Probanden, die mit 100 % festgelegt wurde, dargestellt.

Durch den Kolmogorov-Smirnov-Test wurde eine Normalverteilung fur die meisten
untersuchten Parameter ausgeschlossen. Aus diesem Grund wurden ausschlieB3lich

nichtparametrische Tests fur die statistische Berechnung angewandt.

Intragruppenunterschiede wurden mit dem Friedman-Test, Intergruppenunterschiede
mit dem Kruskal-Wallis-Test auf Signifikanz Uberpruft. Bei vorliegender Signifikanz im
Friedman- bzw. Kruskal-Wallis-Test wurden Unterschiede zwischen den Dilutionen und
der unverdinnten Kontrolle mit dem Wilcoxon-Test bzw. Unterschiede zwischen den
Dilutionslésungen innerhalb  einer  Dilutionsstufe  sowie  Geschlechts- und
Blutgruppenunterschiede mit dem Mann-Whitney-U-Test auf Signifikanz Uberprift. Die

statistische Uberpriifung auf signifikante Geschlechtsunterschiede getrennt nach
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Blutgruppe fir Parameter mit blutgruppenabhangigen Referenzbereichen wurde

aufgrund der geringen Fallzahl nicht durchgefuhrt.

Die Ergebnisse werden tabellarisch als Median (Minimum - Maximum) angegeben, die
Thrombelastometrie-Parameter der Dilutionen werden als Box-and-Whisker-Plots

(Minimum, erste Quartile, Median, dritte Quartile und Maximum) dargestellt.

Es handelt sich um eine rein explorative Arbeit zur Hypothesengenerierung, so dass auf
eine Korrektur fur multiples Testen verzichtet wurde. Ein zweiseitiges p < 0,05 wurde

als signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Probandencharakteristika

Nach Berlcksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien, mindlicher und schriftlicher
Aufklarung sowie schriftlicher Einverstandniserklarung wurden insgesamt zehn
Probanden, funf Manner und funf Frauen, in diese Studie eingeschlossen. Die
Probanden waren zum Studienzeitpunkt im Median 27,5 Jahre alt, der BMI betrugt im
Median 22,2 kg/m?. Vier der Probanden hatten Blutgruppe 0, sechs Blutgruppe A, wobei
die Verteilung innerhalb der Geschlechter identisch ist. Die Probandencharakteristika
sind in Tabelle 3.1 vergleichend dargestellt. Signifikante Geschlechtsunterschiede

bestehen nur im Alter; die Frauen sind signifikant jinger (p = 0,016).

Tabelle 3.1 — Probandencharakteristika

gesamt mannlich weiblich PGeschlecht
Anzahl Probanden (%) 10 (100) 5 (50) 5 (50) n.a.
Alter [Jahre] 27,5 (23 - 45) 37 (27 - 45) 23 (23 -28) 0,016
BMI [kg/m?] 22,2 (19,8 - 28,4) 25,7 (20,8 - 28,4) 22,0 (19,8 - 25,8) 0,310
Blutgruppe
BG 0 (%) 4 (40) 2 (20) 2 (20) n.a.
BG A (%) 6 (60) 3 (30) 3 (30) n.a.

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) bzw. als n und Prozent der Gesamtheit angegeben. Verwendete
Abkirzungen: Body Mass Index (BMI), Blutgruppe (BG), nicht anwendbar (n.a.).

Die Baseline-Werte fur Hamatokrit, Thrombozyten, ionisiertes Calcium, Faktor VIII und
Quick-Wert liegen bei allen Probanden in den entsprechenden Referenzbereichen
(siehe Tabelle 3.2).

Die aPTT liegt bei zwei Probanden mit 38 Sekunden knapp aufierhalb des vom Labor
angegebenen oberen Referenzwertes von 37 Sekunden. Bei je einem Probanden sind
die Werte fur vVWF:CBA bzw. vWF-Antigen und vWF-Aktivitat in der Baseline-Messung
erhoht. Die Baseline-Werte der Laborparameter sind sowohl fur die Probanden-
gesamtheit als auch fir Manner und Frauen getrennt in Tabelle 3.2 vergleichend
dargestellt. Signifikante Geschlechtsunterschiede bestehen ausschlielBlich bezuglich

des Hamatokrits (p = 0,008), der bei Frauen physiologisch niedriger ist.
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Tabelle 3.2 — Laborparameter in den Baseline-Messungen

gesamt mannlich weiblich PGeschiecht

Hamatokrit [I/1] 0,42 (0,38 - 0,44) 0,43 (0,43 - 0,44) 0,40 (0,38 - 0,40) 0,008
Thrombozyten [/nl] 231 (178 - 356) 194 (181 - 356) 267 (178 - 286) 0,841
ionisiertes Calcium [mmol/I] 1,21 (1,18 - 1,25) 1,23 (1,20 - 1,25) 1,20 (1,18 - 1,25) 0,151
Quick-Wert [%] 90 (81 - 105) 91 (87 - 105) 89 (81 -93) 0,421
aPTT [s] 31,5 (27,0 - 38,0) 33,0 (27,0 - 38,0) 31,0 (31,0 - 33,0) 0,222
Faktor VIII [%] 62 (51 - 120) 62 (51 - 120) 61 (51-76) 0,421
VWF-Antigen [%]

BGO 89 (80 - 157) 120 (82 - 157) 88 (80 - 95) n.a.

BG A 119 (89 - 156) 130 (128 - 156) 108 (89 - 109) n.a.
VWEF-Aktivitat [%]

BG 0O 80 (73 - 144) 109 (73 - 144) 80 (76 - 84) n.a.

BG A 100 (71 -117) 110 (100 - 117) 97 (71 - 99) n.a.
VWF:CBA [U/ml] 1,0 (0,6 - 1,4) 1,2 (0,7 - 1,4) 0,8 (0,6 - 1,0) 0,095

Hamatokrit und Thrombozytenzahl wurden aus dem EDTA-Blut, das ionisierte Calcium aus der Nativ-BGA bestimmt. Quick-Wert,
aPTT, Faktor VIII, vWF-Antigen, vVWF-Aktivitat und vWF:CBA wurden aus den Plasmen der unverdlnnten Kontrollen bestimmt. Die
Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkulrzungen: aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(aPTT), Blutgruppe (BG), Collagenbindungsaktivitdt (CBA), nicht anwendbar (n.a.), Thromboplastinzeit (TPZ), von-Willebrand-
Faktor (vWF). Fir die Referenzbereiche siehe Kapitel Probanden, Material und Methoden.

In den Baseline-Messungen der unverdunnten Kontrollen liegen die Messwerte der
Thrombelastometrie-Parameter Clotting Time (CT), Clot Formation Time (CFT) und
maximale Gerinnsel- bzw. Clotfestigkeit (MCF) des EXTEM- und FIBTEM-Tests fur alle
Probanden innerhalb der Referenzbereiche. Signifikante Geschlechtsunterschiede
bestehen nicht (siehe Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3 — Thrombelastometrie-Parameter in den Baseline-Messungen

gesamt mannlich weiblich PGeschlecht
CT [s] 53,5 (50 - 69) 51 (50 - 69) 58 (52 - 66) 0,151
CFT [g] 87,5 (60 - 131) 105 (63 - 121) 80 (60 - 131) 0,841
MCF (EXTEM) [mm] 57,5 (53 - 67) 57 (54 - 67) 58 (53 - 63) 0,841
MCF (FIBTEM) [mm)] 14 (10 - 19) 14 (10 - 17) 13 (12-19) 0,690

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkurzungen: Clotting Time (CT), Clot Formation
Time (CFT), maximale Gerinnselfestigkeit (MCF). Fir die Referenzbereiche siehe Kapitel Probanden, Material und Methoden

3.2 Ergebnisse der Dilutionskontrolle

Im Rahmen der laboranalytischen Qualitatssicherung wurde als Dilutionskontrolle der
Hamatokrit in allen hergestellten Dilutionen uUberpruft. Die Hamatokritwerte der
unverdunnten Citratblut-Kontrollen dienten dabei als Referenzwerte. Wie in Tabelle 3.4

fur alle Probanden einzeln und flr die einzelnen Dilutionsstufen zusammen dargestellt
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ist, wurde bei der 20%igen Dilutionsstufe im Median eine 19-prozentige, bei der 40%ige
Dilutionsstufe eine 39-prozentige und bei der 60%ige Dilutionsstufe eine 60-prozentige

Dilution erreicht.

Tabelle 3.4 — Dilutionskontrolle mit dem Hamatokrit-Wert

Proband unverdinnte Kontrolle 20%ige Dilutionen 40%ige Dilutionen 60%ige Dilutionen
01 0 % 19 % 41 % 59 %
02 0% 18 % 38 % 59 %
03 0 % 18 % 38 % 60 %
04 0% 19 % 39 % 61 %
05 0 % 19 % 39 % 59 %
06 0% 22 % 41 % 60 %
07 0 % 19 % 40 % 61 %
08 0% 21% 41 % 60 %
09 0 % 18 % 39 % 61 %
10 0% 21% 39 % 60 %

19 (18 - 22) 39 (38 - 41) 60 (59 - 61)

Angegeben sind die Dilutionsgrade anhand der Hamatokritwerte der Dilutionen bezogen auf den Hamatokrit der unverdiinnten
Citratblut-Kontrolle, in der untersten Zeile der Median (Minimum - Maximum) in %.

3.3 Einfluss von HES-Konzentration, Tragerlésung bzw. Blutgruppe
Im Rahmen dieser Studie wird die HES-induzierte Koagulopathie in einem in vitro-
Hamodilutionsmodell mittels der im Kapitel Probanden, Material und Methoden

beschriebenen konventionellen Laborparameter und Thrombelastometrie untersucht.

Zur Beantwortung der formulierten Fragestellung, ob die HES-Konzentration und/oder
die Zusammensetzung der Tragerlosung die Koagulopathie beeinflussen und wie sich
die Auspragung der HES-induzierten Koagulopathie in Abhangigkeit der Blutgruppe 0
bzw. Non-0 verhalt, werden im Folgenden systematisch die Parameterveranderungen
des plasmatischen Gerinnungssystems, des von-Willebrand-Systems und der

Thrombelastometrie dargestellt.

Der Einfluss der HES-Konzentration wird durch die Gegenuberstellung der Ergebnisse
der nicht-balancierten, iso- und hyperonkotischen (Kapitel 3.3.1) bzw. der Elektrolyt-
balancierten, iso- und hyperonkotischen Ldsungen (Kapitel 3.3.2) betrachtet, der
Einfluss der Tragerlosung durch Gegenuberstellung der Ergebnisse der nicht-
balancierten und Elektrolyt-balancierten HES-basierten Ldsungen, getrennt fur die

isoonkotischen (Kapitel 3.3.3) bzw. hyperonkotischen (Kapitel 3.3.4) Dilutionslésungen.
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In Kapitel 3.3.5 werden die absoluten und relativen Messwerte von Faktor VIII, vWF-
Antigen, vVWF-Aktivitat und vVWF:CBA unter Berucksichtigung der Blutgruppe 0 bzw. A
verglichen.

3.3.1 Nicht-balancierte, iso- versus hyperonkotische HES-Lésungen
3.3.1.1 Parameter der plasmatischen Gerinnung
Die konventionellen Gerinnungsparameter zeigen nach in vitro-Hamodilution mit beiden

nicht-balancierten HES-L6sungen Anzeichen der Gerinnungsbeeintrachtigung:

Quick-Wert und aPTT. Als Ausdruck der beeintrachtigten Blutgerinnung ist mit
steigender Dilution zunehmend ein Abfall des Quick-Werts sowie ein Anstieg der aPTT
zu sehen. Die Verminderung des Quick-Werts ist bei beiden Praparationen bereits ab
der 20-prozentigen Dilution verglichen mit der Baseline-Messung signifikant. Die aPTT
ist bei Hamodilution mit der isoonkotischen HES-Losung im Vergleich zu den
Ausgangswerten ab der 40-prozentigen, bei Hamodilution mit der hyperonkotischen
HES-Losung erst in der 60-prozentigen Dilutionsstufe signifikant verlangert. Im
Gegensatz zu dem generellen Trend der beeintrachtigten Blutgerinnung ist in der
20-prozentigen Dilution mit der hyperonkotischen Praparation die aPTT im Vergleich zur

unverdinnten Kontrolle signifikant verkirzt (siehe Tabelle 3.5).

Der Quick-Wert- und die aPTT-Veranderungen der isoonkotischen HES-Losungen sind
im Trend bereits bei milder Hamodilution starker ausgepragt; der Unterschied ist fur den
Quick-Wert bei den Dilutionen ab 40 % (p4o % = 0,043, pso % = 0,002) und fur die aPTT in
der 60-prozentigen Dilution (p = 0,019) signifikant (siehe Tabelle 3.5).

FVIll.. Die relativen Messwerte des Faktor VIII sind mit steigender Dilution zunehmend
kleiner; diese Verminderung geht im Median mit Ausnahme der 20-prozentigen Dilution
der hyperonkotischen Lésung Uber den reinen Dilutionsgrad hinaus. Verglichen mit der
Baseline-Messung ist die Verminderung unabhangig von der HES-Konzentration bereits

ab der 20-prozentigen Dilution signifikant (siehe Tabelle 3.5).

Signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlich konzentrierten HES-L6sungen
bestehen in milder und moderater Hamodilution (p2o % = 0,002, pso % = 0,011), in denen
die relativen Messwerte des Faktor VIII in den Dilutionen der isoonkotischen HES-

Losung signifikant niedriger sind (siehe Tabelle 3.5).
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Tabelle 3.5 — Konventionelle Gerinnungsparameter nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter, iso-
(6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

nicht-balancierte HES 6 % nicht-balancierte HES 10 % 6 % VE_ 10 %
Quick-Wert [%)] Paaseline Paaseline
unverdinnte Kontrolle 90 (81 - 105) n.a. 90 (81 - 105) n.a. n.a.
20%ige Dilution 75 (69 - 87) 0,005 79 (69 - 92) 0,005 0,063
40%ige Dilution 54 (47 - 65) 0,005 59 (53 - 69) 0,005 0,043
60%ige Dilution 35 (26 - 40) 0,005 40 (35 - 45) 0,005 0,002
aPTT [s] Pgaseline Peaseline
unverdinnte Kontrolle 31,5 (27,0 - 38,0) n.a. 31,5 (27,0 - 38,0) n.a. n.a.
20%ige Dilution 32,0 (29,0 - 36,0) 0,943 30,5 (28,0 - 36,0) 0,026 0,165
40%ige Dilution 36,5 (32,0 - 43,0) 0,011 33,5 (30,0 - 41,0) 0,210 0,063
60%ige Dilution 55,0 (48,0 - 83,0) 0,005 46,5 (41,0 - 60,0) 0,005 0,019
Faktor Vil [%6] Pgaseiine Pgaseline
unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.
20%ige Dilution 74 (52 - 82) 0,005 85 (64 - 90) 0,005 0,002
40%ige Dilution 49 (35 - 53) 0,005 55 (45 - 60) 0,005 0,011
60%ige Dilution 31 (17 -32) 0,005 30 (22 - 34) 0,005 0,436

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abklrzungen: aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), relativ (rel), versus (vs.).

3.3.1.2 Thrombozytenzahl und von-Willebrand-Parameter

Fir die Thrombozytenzahl und die Parameter des von-Willebrand-Systems, d.h. vVWF-
Antigen, vWF-Aktivitat und vWF-Collagenbindungsaktivitat (vVWF:CBA), ist Uber die
Probengesamtheit ebenfalls ein zunehmender Abfall der absoluten bzw. relativen
Messwerte bei steigender Dilution nachweisbar (siehe Tabelle 3.6). Dieser Abfall ist fur
alle vier Parameter verglichen mit der der Baseline-Messung bei beiden Praparationen

bereits ab der 20-prozentigen Dilution signifikant (siehe Tabelle 3.6).

Thrombozytenzahl. Der Abfall der Thrombozytenzahl unterscheidet sich zwischen den
beiden unterschiedlichen konzentrierten nicht-balancierten HES-Praparationen nicht

signifikant (siehe Tabelle 3.6).

VWF-Antigen, vWF-Aktivitdt und vWF-Collagenbindungsaktivitat. Zwischen der
nicht-balancierten 6- und 10-prozentigen HES-L6sung besteht lediglich fur vVWF:CBA in
der 40-prozentigen Dilution ein signifikanter Unterschied (p = 0,023) mit im Vergleich
zur hyperonkotischen Lésung hdéheren Werten fir die isoonkotische Dilutionslésung
(siehe Tabelle 3.6).
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Ergebnisse: nicht-balancierte HES, 6 % vs. 10 %

Tabelle 3.6 — Thrombozytenzahl und vWF-Parameter nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter,
iso- (6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

nicht-balancierte HES 6 % nicht-balancierte HES 10 % 6 % VE_ 10 %

Thrombozyten [/nl] Peaseline Psaseline

unverdinnte Kontrolle 128 (54 - 210) n.a. 128 (54 - 210) n.a. n.a.

20%ige Dilution 102 (34 - 154) 0,013 115 (38 - 152) 0,047 0,796

40%ige Dilution 96 (58 - 122) 0,012 87 (54 - 123) 0,015 0,971

60%ige Dilution 69 (48 - 93) 0,005 64 (43 - 87) 0,005 0,579
VWEF-Antigen;e [%] Pgaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 69 (65 - 73) 0,005 71 (64 - 74) 0,005 0,739

40%ige Dilution 47 (41 -51) 0,005 48 (41 -51) 0,005 0,796

60%ige Dilution 28 (25 - 31) 0,005 29 (26 - 33) 0,005 0,739
VWF-AKktivitatre [%6] Pgaseiine Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 71 (63 -77) 0,005 70 (59 - 78) 0,005 0,631

40%ige Dilution 46 (40 - 56) 0,005 47 (39 - 53) 0,005 0,971

60%ige Dilution 29 (23 - 34) 0,005 26 (20 - 37) 0,005 0,247
VWF:CBA¢ [%] Peaseiine Peaseiine

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 73 (67 - 85) 0,005 76 (60 - 100) 0,008 0,796

40%ige Dilution 50 (40 - 57) 0,004 43 (38 - 56) 0,005 0,023

60%ige Dilution 27 (20 - 33) 0,005 23 (17 - 33) 0,005 0,247

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkirzungen: Collagenbindungsaktivitat (CBA),
Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), relativ (rel), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor (vVWF).

3.3.1.3 Abgeleitete Parameter aus der Thrombelastometrie

CT und CFT. In der Thrombelastometrie zeigt sich im EXTEM-Test bereits ab einer 20-
prozentigen Dilution eine im Vergleich zur Baseline-Messung signifikante Verlangerung
der Gerinnungszeit (CT) und Gerinnselbildungszeit (CFT). Die Verlangerung der CT
und CFT ist flr beide Praparationen auch in den Vergleichen 40-prozentige versus 20-
prozentige und 60-prozentige versus 40-prozentige Dilution signifikant (siehe Tabellen
3.7 und 3.8).

In Hinblick auf die HES-Konzentration ist bereits bei milder Hamodilution der Trend zu
beobachten, dass die hoher konzentrierte, hyperonkotische HES-LOsung zu einer
ausgepragteren Verlangerung der CT und CFT fuhrt. Signifikant ist der Unterschied ab
der 40-prozentigen Dilution in der CT (pso% < 0,001, pso% = 0,015) und in der 60-
prozentigen Dilution in der CFT (p = 0,001) (siehe Abbildung 3.1).
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Ergebnisse: nicht-balancierte HES, 6 % vs. 10 %

Tabelle 3.7 — CT in Sekunden im EXTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter, iso-
(6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

nicht-balancierte HES 6 % nicht-balancierte HES 10 %
unverdiinnte Kontrolle 53,5 (50 - 69) 53,5 (50 - 69)
20%ige Dilution 73,0 (61-92) po = 0,005 87,0 (64 - 158) po = 0,005
40%ige Dilution 100,5 (87 - 125) gg: <06(,)c())(?1 131,0 (111 - 145) ﬁ;’;oa?gé’s
60%ige Dilution 179,5 (142 - 262) gj;oé?g& 235,5 (154 - 306) S:o=<06(,)(§)§1

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit
der jeweils angegebenen Dilution, d.h. po ist der p-Wert bezogen auf die Baseline-Messung, pyo der p-Wert bezogen auf die
20%ige Dilution, p4o der p-Wert bezogen auf die 40%ige Dilution. Verwendete Abkulrzung: Hydroxyethylstarke (HES).

Tabelle 3.8 — CFT in Sekunden im EXTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter, iso-
(6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

nicht-balancierte HES 6 % nicht-balancierte HES 10 %
unverdinnte Kontrolle 87,5 (60 - 131) 87,5 (60 - 131)
20%ige Dilution 132,0 (105 - 197) po = 0,005 156,5 (123 - 230) po = 0,005
40%ige Dilution 213,5 (157 - 272) gg: <0(,)(,)(())(?1 226,5 (175 - 348) SZ;O(’)?S&
60%ige Dilution 370,0 (319 - 555) SZ: <06?(§)051 627,0 (386 - 798) SZ: <06(,)(§)(?1

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf die jeweils
angegebene Dilution. Verwendete Abkirzung: Hydroxyethylstarke (HES).
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Abbildung 3.1 — CT und CFT in Sekunden im EXTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit nicht-
balancierter (nbal), iso- (6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

Box-and-Whisker-Plots (Minimum, erste Quartile, Median, dritte Quartile, Maximum). Gestrichelte Linien: Referenzbereich.
# signifikanter Unterschied zur Baseline-Messung (p < 0,05), * signifikanter Unterschied zur niedrigeren Dilutionsstufe der gleichen
HES-Préaparation (p < 0,05). Verwendete Abkirzungen: Clotting Time (CT), Clot Formation Time (CFT) Hydroxyethylstérke (HES),
nicht-balanciert (nbal).

MCF. Die maximale Gerinnsel- bzw. Clotfestigkeit (MCF) ist sowohl im EXTEM- als
auch im FIBTEM-Test ab der 20-prozentigen Dilution im Vergleich zur Baseline-
Messung signifikant vermindert. Die Verminderung der MCF ist fir beide Praparationen
in beiden Tests auch in den Vergleichen 40-prozentige versus 20-prozentige und 60-

prozentige versus 40-prozentige Dilution signifikant (siehe Tabellen 3.9 und 3.10).

Die Berechnung des thrombozytaren Anteils (MCFp;) an der Gerinnselfestigkeit zeigt
erst ab der 40-prozentigen Dilution eine signifikante Verminderung gegentber dem fur

die Baseline-Messung berechneten Wert (siehe Tabelle 3.11).
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Ergebnisse: nicht-balancierte HES, 6 % vs. 10 %

Tabelle 3.9 — MCF in Millimeter im EXTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter, iso-

(6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

nicht-balancierte HES 6 %

nicht-balancierte HES 10 %

unverdinnte Kontrolle

20%ige Dilution

40%ige Dilution

60%ige Dilution

57,5 (53 - 67)
51,5 (46 - 58)

43,0 (40 - 50)

31,5 (25 - 38)

po = 0,005

po = 0,005
P20 < 0,001
po = 0,005
p4o < 0,001

57,5 (53 - 67)
48,5 (42 - 59)

40,5 (37 - 47)

27,0 (23 - 32)

po = 0,007

po = 0,005
P20 < 0,001
po = 0,005
p4o < 0,001

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf die jeweils
angegebene Dilution. Verwendete Abkurzung: Hydroxyethylstarke (HES).

Tabelle 3.10 — MCF in Millimeter im FIBTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter, iso-
(6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

nicht-balancierte HES 6 %

nicht-balancierte HES 10 %

unverdinnte Kontrolle 14,0 (10 - 19) 14,0 (10 - 19)

20%ige Dilution 7,0(5-11) po = 0,005 5,0 (3-6) po = 0,004
. _ po = 0,005 po = 0,005

40%ige Dilution 3,5(0-5) P20 < 0,001 2,5(0-3) P20 < 0,001
) . po = 0,005 po = 0,005

60%ige Dilution 0,0 (0-3) pso = 0,001 0,0 (0-0) pao = 0,023

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf die jeweils
angegebene Dilution. Verwendete Abkirzung: Hydroxyethylstarke (HES).

Tabelle 3.11 — MCFp; in Millimeter nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter, iso- (6 %) versus
hyperonkotischer (10 %) HES

nicht-balancierte HES 6 %

nicht-balancierte HES 10 %

unverdiinnte Kontrolle 44,0 (39 - 50) 44,0 (39 - 50)

20%ige Dilution 44,0 (39 - 48) po = 0,472 44,5 (38 - 54) po = 0,944
. _ po = 0,032 po = 0,008

40%ige Dilution 40,5 (37 - 45) D20 = 0,015 39,0 (37 -47) P20 = 0,007
. I po = 0,005 po = 0,005

60%ige Dilution 31,5 (25 - 38) D40 < 0,001 27,0 (23 - 32) pao < 0,001

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit
der jeweils angegebenen Dilution. Verwendete Abkiirzung: Hydroxyethylstarke (HES).

Hinsichtlich der HES-Konzentration zeigt sich im EXTEM-Test zwischen den beiden
unterschiedlich konzentrierten, nicht-balancierten HES-Lésungen der Trend zu einer
starkeren Beeintrachtigung der MCF der mit hyperonkotischer HES-L6sung verdinnten
Proben; Signifikanz erreicht der Unterschied erst in der 60-prozentigen Dilution
(p = 0,009) (siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2 — MCF im EXTEM- und FIBTEM-Test und Darstellung des thrombozytaren Anteils an der
MCF (MCFpy) in Millimeter nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter (nbal), iso- (6 %) versus
hyperonkotischer (10 %) HES

Box-and-Whisker-Plots (Minimum, erste Quartile, Median, dritte Quartile, Maximum). Gestrichelte Linien: Referenzbereich.
# signifikanter Unterschied zur Baseline-Messung (p < 0,05), * signifikanter Unterschied zur niedrigeren Dilutionsstufe der gleichen
HES-Praparation (p < 0,05). Verwendete Abkirzungen: Hydroxyethylstarke (HES), maximale Gerinnselfestigkeit (MCF), nicht-
balanciert (nbal), Thrombozyten (PlIt).

Das nach Thrombozyteninhibition entstandene Fibringerinnsel im FIBTEM-Test ist auch
in der 20- und 40-prozentigen Dilution mit der hdher konzentrierten Losung signifikant
weniger fest als mit der isoonkotischen Lésung (p2o0 % < 0,001, pao % = 0,029). In der 60-
prozentigen Dilution bildete sich im FIBTEM-Test mit beiden Praparationen kein
Gerinnsel aus, so dass eine Aussage Uber den Einfluss der HES-Konzentration auf die

Fibrinpolymerisation in dieser Dilutionsstufe nicht moglich ist (siehe Abbildung 3.2).
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Ergebnisse: nicht-balancierte HES, 6 % vs. 10 %

Die Berechnung des thrombozytaren Anteils (MCFp;) an der Gerinnselfestigkeit zeigt in
der 60-prozentigen Dilution einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Praparationen (p = 0,019). Auch hier ist die hyperonkotische HES-Losung mit einer

starkeren Beeintrachtigung assoziiert (siehe Abbildung 3.2).

3.3.1.4 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der untersuchten konventionellen Laborparameter und der
Thrombelastometrie zeigen fur die in vitro-Hamodilution in den Dilutionsstufen 20 %,
40 % und 60 % mit nicht-balancierten HES-Praparationen (MW 130.000 Da,
DS 0,4 bzw. 0,42) unabhangig von der HES-Konzentration eine dilutionsabhangige

Beeintrachtigung der Blutgerinnung.

Gemessen mittels Quick-Wert, aPTT und Faktor VIl ist diese Beeintrachtigung
dilutionsabhangig fur die 6-prozentige Praparation starker ausgepragt. Nach moderater
Hamodilution sind die relativen vVWF:CBA-Werte flr die 6-prozentige nicht-balancierte
HES-LOsung hoher. Bei den Parametern Thrombozytenzahl, vWF-Antigen oder vWF-
Aktivitat lasst sich kein Unterschied zwischen den beiden HES-Konzentrationen
nachweisen. In der Thrombelastometrie dagegen lasst sich im EXTEM- und FIBTEM-
Test eine dilutionsabhangig starkere Auspragung der Gerinnungsstérung nach Dilution

mit der 10-prozentigen HES-Praparation beobachten.

3.3.2 Elektrolyt-balancierte, iso- versus hyperonkotische HES-L6sungen

3.3.2.1 Parameter der plasmatischen Gerinnung

Die konventionellen Gerinnungsparameter zeigen nach in vitro-Hamodilution mit
Elektrolyt-balancierten HES-Losungen ebenfalls mit steigender Dilution zunehmend
Zeichen der gestorten Blutgerinnung, d.h. einen Abfall des Quick-Werts und der FVIll.o-
Werte sowie einen Anstieg der aPTT (siehe Tabelle 3.12).

Quick-Wert und aPTT. Die Verminderung des Quick-Werts ist bei beiden
Praparationen bereits ab der 20-prozentigen Dilution im Vergleich zur Baseline-
Messung signifikant. Bezogen auf die Werte der unverdinnten Kontrolle ist in der 20-
prozentigen Dilution mit der hyperonkotischen Praparation die aPTT signifikant verkirzt,
wahrend fur beide Praparationen in der 60-prozentigen Dilutionsstufe eine signifikante

Verlangerung der aPTT nachweisbar ist (siehe Tabelle 3.12).
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Ergebnisse: Elektrolyt-balancierte HES, 6 % vs. 10 %

In Hinblick auf den Einfluss der HES-Konzentration sind die Veranderungen von Quick-
Wert und aPTT im Fall der isoonkotischen HES-LOsung in milder und moderater
Dilution im Trend starker ausgepragt. Dieser Unterschied ist fur den Quick-Wert in der
40-prozentigen Dilution signifikant (p = 0,029) (siehe Tabelle 3.12).

FVIll,e. Die relativen FVIII-Werte fallen flr beide Praparationen im Median auf die durch
die Dilution zu erwartenden Werte. Dieser Abfall ist unabhangig von der HES-
Konzentration in allen Dilutionsstufen im Vergleich zur Baseline-Messung signifikant.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Elektrolyt-balancierten HES-

Ldsungen lasst sich dagegen nicht beobachten (siehe Tabelle 3.12).

Tabelle 3.12 - Konventionelle Gerinnungsparameter nach in vitro-Hadmodilution mit Elektrolyt-
balancierter, iso- (6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

balancierte HES 6 % balancierte HES 10 % 6 % VE_ 10 %
Quick-Wert [%)] Peaseline Psaseline
unverdinnte Kontrolle 90 (81 - 105) n.a. 90 (81 - 105) n.a. n.a.
20i%ge Dilution 80 (72 - 91) 0,007 82 (75 - 96) 0,005 0,123
40%ige Dilution 64 (58 - 78) 0,005 69 (62 - 89) 0,005 0,029
60%ige Dilution 46 (41 -54) 0,005 46 (41 - 54) 0,005 0,853
aPTT [s] Pgaseline Pgaseline
unverdinnte Kontrolle 31,5 (27,0 - 38,0) n.a. 31,5 (27,0 - 38,0) n.a. n.a.
20%ige Dilution 31,5 (29,0 - 37,0) 0,251 30,5 (28,0 - 35,0) 0,026 0,579
40%ige Dilution 34,0 (30,0 - 41,0) 0,055 32,5 (30,0 - 38,0) 0,622 0,218
60%ige Dilution 46,0 (38,0 - 65,0) 0,005 46,5 (37,0 - 59,0) 0,005 0,912
Faktor Vil [%] Pgasetine Pgaseline
unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.
20%ige Dilution 79 (47 - 111) 0,009 81 (53 - 86) 0,005 0,796
40%ige Dilution 64 (41-71) 0,005 62 (39 - 69) 0,005 0,436
60%ige Dilution 39 (25 - 42) 0,005 39 (28 - 46) 0,005 0,853

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abklrzungen: aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), relativ (rel), Thromboplastinzeit (Quick), versus (vs.).

3.3.2.2 Thrombozytenzahl und von-Willebrand-Parameter

Fir die Thrombozytenzahl und die Parameter des von-Willebrand-Systems ist tber die
Probengesamtheit ebenfalls ein zunehmender Abfall der Messwerte bei steigender
Dilution nachweisbar. Dieser Abfall ist fir beide Praparationen ab der 40-prozentigen
Dilution flr die Thrombozytenzahl, flir die vWF-Parameter in allen Dilutionsstufen im

Vergleich zur Baseline-Messung signifikant (siehe Tabelle 3.13).
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Ergebnisse: Elektrolyt-balancierte HES, 6 % vs. 10 %

Fir die vWEF-Aktivitat lasst sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
unterschiedlich konzentrieten HES-Losungen mit einem hoéheren Wert flr die
isoonkotische Praparation nach 60-prozentiger in vitro-Hamodilution nachweisen
(p =0,002). Keine Unterschiede bestehen hinsichtlich vWF-Antigen oder VvWEF-
Collagenbindungsaktivitat. In Tabelle 3.13 sind die absoluten Messwerte fir die
Thrombozytenzahl und die relativen fir die vWF-Parameter mit Angabe der p-Werte

des Unterschieds zwischen den beiden Elektrolyt-balancierten Losungen dargestellit.

Tabelle 3.13 — Thrombozytenzahl und vWF-Parameter nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-
balancierter, iso- (6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

balancierte HES 6 % balancierte HES 10 % 6% vs. 10 %

Thrombozyten [/nl] Pgaseline Paaseline

unverdiinnte Kontrolle 128 (54 - 210) n.a. 128 (54 - 210) n.a. n.a.

20%ige Dilution 116 (68 - 164) 0,285 119 (61 - 160) 0,126 0,912

40%ige Dilution 96 (39 - 137) 0,013 106 (70 - 135) 0,037 0,739

60%ige Dilution 70 (49 - 99) 0,005 68 (47 - 92) 0,005 0,529
VWF-Antigenye [%] Peaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 70 (58 - 85) 0,005 73 (69 - 75) 0,005 0,190

40%ige Dilution 49 (43 - 51) 0,005 49 (41 - 53) 0,005 0,796

60%ige Dilution 29 (28 - 31) 0,005 28 (25 - 31) 0,005 0,165
VWF-Aktivitétre [%] Paaseiine Paaseiine

unverdunnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 70 (66 - 96) 0,005 73 (67 - 79) 0,005 0,481

40%ige Dilution 49 (44 - 56) 0,005 47 (38 - 55) 0,005 0,315

60%ige Dilution 33 (22 - 36) 0,005 26 (18 - 32) 0,005 0,002
VWF:CBAl [%] Paaseiine Paaseine

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 71 (57 - 83) 0,005 71 (60 - 86) 0,005 0,631

40%ige Dilution 43 (38 - 50) 0,005 41 (33 - 44) 0,005 0,247

60%ige Dilution 24 (17 - 30) 0,005 21 (14 - 29) 0,005 0,105

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkirzungen: Collagenbindungsaktivitat (CBA),
Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), relativ (rel), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor (vVWF).
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3.3.2.3 Abgeleitete Parameter aus der Thrombelastometrie

CT und CFT. In der Thrombelastometrie zeigt sich im EXTEM-Test bereits ab einer 20-
prozentigen Dilution eine im Vergleich zur Baseline-Messung signifikante Verlangerung
der CT und CFT. Die Verlangerung der CT und CFT ist fur beide Praparationen auch in
den Vergleichen 40- versus 20-prozentige und 60- versus 40-prozentige Dilution
signifikant (siehe Tabellen 3.14 und 3.15).

Tabelle 3.14 — CT in Sekunden im EXTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-balancierter, iso-
(6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

Elektrolyt-balancierte HES 6 % Elektrolyt-balancierte HES 10 %
unverdinnte Kontrolle 53,5 (50 - 69) 53,5 (50 - 69)
20%ige Dilution 72,5 (61-97) po = 0,005 80,5 (67 - 91) po = 0,005
40%ige Dilution 111,0 (76 - 123) gg: <06(,)8§1 117,5 (99 - 169) SZ: <06(,)(?(‘)51
60%ige Dilution 165,5 (146 - 205) EZ: <0(’)?8(?1 216,5 (178 - 249) SZ: <06(,)(§)()51

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit
der jeweils angegebenen Dilution, d.h. p, ist der p-Wert bezogen auf die Baseline-Messung, p2 der p-Wert bezogen auf die
20%ige Dilution, pso der p-Wert bezogen auf die 40%ige Dilution. Verwendete Abklrzung: Hydroxyethylstarke (HES).

Tabelle 3.15 — CFT in Sekunden im EXTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-balancierter,
iso- (6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

Elektrolyt-balancierte HES 6 % Elektrolyt-balancierte HES 10 %
unverdinnte Kontrolle 87,5 (60 - 131) 87,5 (60 - 131)
20%ige Dilution 131,5 (110 - 195) po = 0,005 144,5 (107 - 201) po = 0,005
40%ige Dilution 205,0 (156 - 319) gg: <06(,)(§)051 227,5 (174 - 341) SZ: <0(’)(,)(§)§1
60%ige Dilution 396,5 (33 - 567) Ejozzoé?ggz 517,0 (355 - 692) gi;fd?g&

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit
der jeweils angegebenen Dilution. Verwendete Abkiirzung: Hydroxyethylstarke (HES).

In Hinblick auf die HES-Konzentration ist bei den Elektrolyt-balancierten HES-
Praparationen erst bei schwerer, d.h. 60-prozentiger, in vitro-Hamodilution der Trend
einer ausgepragteren Verlangerung der CT und CFT fur die hoher konzentrierte,
hyperonkotische HES-L6sung zu beobachten. Diese Verlangerung ist in der CT in der
60-prozentigen Dilution signifikant (p = 0,002) (siehe Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3 — CT und CFT in Sekunden im EXTEM-Test nach in vitro-Hadmodilution mit Elektrolyt-
balancierter (bal), iso- (6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

Box-and-Whisker-Plots (Minimum, erste Quartile, Median, dritte Quartile, Maximum). Gestrichelte Linien: Referenzbereich.
# signifikanter Unterschied zur Baseline-Messung (p < 0,05), * signifikanter Unterschied zur niedrigeren Dilutionsstufe der gleichen
HES-Praparation (p < 0,05). Verwendete Abkurzungen: Elektrolyt-balanciert (bal), Clotting Time (CT), Clot Formation Time (CFT),
Hydroxyethylstarke (HES).

MCF. Die maximale Clotfestigkeit (MCF) ist sowohl im EXTEM- als auch im FIBTEM-
Test ab der 20-prozentigen Dilution im Vergleich zur Baseline-Messung signifikant
vermindert (siehe Tabellen 3.16 und 3.17).

Die Verminderung der MCF im EXTEM-Test ist fur beide Praparationen auch in den
Vergleichen 40- versus 20-prozentige und 60- versus 40-prozentige Dilution signifikant
unterschiedlich. Die Verminderung der MCF im FIBTEM-Test ist fur beide
Praparationen im Vergleich 40- versus 20-prozentige Dilution und fir die isoonkotische
auch im Vergleich 60- versus 40-prozentige Dilution signifikant. Der Median der MCF im
FIBTEM-Test in der 40-prozentigen Dilution mit der hyperonkotischen Elektrolyt-
balancierten HES liegt bereits bei 0 mm; eine signifikante Verminderung bei weiterer
Dilution ist nicht moglich (siehe Tabellen 3.16 und 3.17).
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Ergebnisse: Elektrolyt-balancierte HES, 6 % vs. 10 %

Tabelle 3.16 — MCF in Millimeter im EXTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-balancierter,
iso- (6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

Elektrolyt-balancierte HES 6 % Elektrolyt-balancierte HES 10 %
unverdiinnte Kontrolle 57,5 (53 - 67) 57,5 (53 - 67)
20%ige Dilution 50,5 (46 - 57) po = 0,005 48,0 (46 - 56) po = 0,005
40%ige Dilution 41,0 (35 - 47) 22;06?85’1 42,0 (37 - 47) gg: <06(,)(§)g1
60%ige Dilution 30,0 (26 - 35) g20=<06(,)8051 27,0 (23 - 33) S:o=<06(,)(§)051

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf die jeweils
angegebene Dilution. Verwendete Abkurzung: Hydroxyethylstarke (HES).

Tabelle 3.17 — MCF in Millimeter im FIBTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-balancierter,
iso- (6 %) versus hyperonkotischer (10 %) HES

Elektrolyt-balancierte HES 6 % Elektrolyt-balancierte HES 10 %
unverdinnte Kontrolle 14,0 (10 - 19) 14,0 (10 - 19)
20%ige Dilution 6,5 (4-9) po = 0,005 4,5 (3-6) po = 0,005
40%ige Dilution 3,0 (2-4) E20=<06(,)(?§1 0,0 (0-3) 220206?851
60%ige Dilution 0,0 (0-2) gj;oé(”g; 0,0 (0-0) EZO==06?10453

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf die jeweils
angegebene Dilution. Verwendete Abkirzung: Hydroxyethylstarke (HES).

Die Berechnung des thrombozytaren Anteils (MCFpi) an der Gerinnselfestigkeit zeigt fur
die niedriger konzentrierte, isoonkotische Praparation sowohl in der 40-prozentigen als
auch in der 60-prozentigen Dilution eine signifikante Verminderung gegenuber der
Baseline-Messung. Fur die hyperonkotische Praparation ist der thrombozytare Anteil
der MCF erst in der 60-prozentigen Dilution gegenliber der Baseline-Messung

signifikant vermindert (siehe Tabelle 3.18).

Tabelle 3.18 — MCFp; in Millimeter nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-balancierter, iso- (6 %) versus
hyperonkotischer (10 %) HES

Elektrolyt-balancierte HES 6 % Elektrolyt-balancierte HES 10 %
unverdiinnte Kontrolle 44,0 (39 - 50) 44,0 (39 - 50)
20%ige Dilution 44,0 (39 - 48) po = 0,751 44,5 (42 - 50) po = 0,395
40%ige Dilution 38,5 (33 - 43) EZ: <°6(,)g§1 41,0 (37 - 45) ;220::06?(?17 9
60%ige Dilution 29,5 (24 - 35) EZO=<06(,)(§)§1 27,0 (23 - 33) g‘:oz <06(,)(§)§1

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Die dargestellten p-Werte beziehen sich auf die jeweils
angegebene Dilution. Verwendete Abkurzung: Hydroxyethylstarke (HES).
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Ergebnisse: Elektrolyt-balancierte HES, 6 % vs. 10 %

In Hinblick auf den Einfluss der HES-Konzentration zeigen sich in der MCF im EXTEM-
Test und fur den thrombozytaren Anteil der MCF zwischen den beiden unterschiedlich
konzentrierten Elektrolyt-balancierten HES-LOsungen keine signifikanten Unterschiede
in der Auspragung der Gerinnungsstorung, im FIBTEM-Test dagegen in der 20- und 40-
prozentigen Dilutionsstufe signifikant niedrigere Werte fur die hyperonkotische HES-
Praparation (p20 % = 0,007, pso % = 0,023) (siehe Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 — MCF im EXTEM- und FIBTEM-Test und Darstellung des thrombozytaren Anteils an der
MCF (MCFgy) in Millimeter nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-balancierter (bal), iso- (6 %) versus
hyperonkotischer (10 %) HES

Box-and-Whisker-Plots (Minimum, erste Quartile, Median, dritte Quartile, Maximum). Gestrichelte Linien: Referenzbereich.
# signifikanter Unterschied zur Baseline-Messung (p < 0,05), * signifikanter Unterschied zur niedrigeren Dilutionsstufe der gleichen
HES-Praparation (p <0,05). Verwendete Abkulrzungen: Elektrolyt-balanciert (bal), Hydroxyethylstarke (HES), maximale
Gerinnselfestigkeit (MCF), Thrombozyten (PIt).
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Ergebnisse: Elektrolyt-balancierte HES, 6 % vs. 10 %

In der 60-prozentigen Dilution bildete sich im FIBTEM-Test mit beiden Elektrolyt-
balancierten Praparationen kein Gerinnsel aus, so dass eine Aussage Uber den Einfluss
der HES-Konzentration auf die Fibrinpolymerisation in dieser Dilutionsstufe nicht
moglich ist (siehe Abbildung 3.4).

3.3.2.4 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der untersuchten konventionellen Laborparameter und der
Thrombelastometrie zeigen fur die in vitro-Hamodilution in den Dilutionsstufen 20 %,
40 % und 60 % mit Elektrolyt-balancierten HES-Praparationen (MW 130.000 Da,
DS 0,42) unabhangig von der HES-Konzentration eine dilutionsabhangige
Beeintrachtigung der Blutgerinnung.

Gemessen mittels Quick-Wert, aPTT und Faktor VIl unterscheiden sich die Effekte der
6- und der 10-prozentigen, Elektrolyt-balancierten HES nur im Quick-Wert in 40-
prozentiger Dilution signifikant. Hinsichtlich des von-Willebrand-Systems sind dagegen
nur die relativen vVWF-Aktivitat-Werte fur die 6 % HES signifikant hoher (60-prozentige
Dilution).

In der Thrombelastometrie dagegen lasst sich im EXTEM- und FIBTEM-Test eine
dilutionsabhangig starkere Auspragung der Gerinnungsstorung nach Dilution mit der 10-

prozentigen HES-Praparation beobachten.

3.3.3 Isoonkotische, nicht-balancierte vs. Elektrolyt-balancierte HES-L6sungen

In den Kapiteln 3.3.1 und 3.3.2 werden die Ergebnisse einer aufsteigenden
Hamodilution mit einer iso- versus hyperonkotischen Losung mit identischer
Tragerlosung dargestellt. In diesem Kapitel wird der Einfluss der Tragerlésung (nicht-
balanciert versus Elektrolyt-balanciert) auf die HES-induzierte Koagulopathie von zwei
isoonkotischen HES-Ldsungen (MW 130.000 Da, DS 0,4 bzw. 0,42) beschrieben.

3.3.3.1 Parameter der plasmatischen Gerinnung
Bei den Parametern der plasmatischen Gerinnung existieren signifikante Unterschiede
zwischen der nicht-balancierten und der Elektrolyt-balancierten isoonkotischen HES-

Lésung (siehe Tabelle 3.19).
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Ergebnisse: HES 6 %, nicht-balanciert vs. Elektrolyt-balanciert

Tabelle 3.19 — Konventionelle Gerinnungsparameter nach in vitro-Hamodilution mit isoonkotischer (6 %),
nicht-balancierter versus Elektrolyt-balancierter HES

nicht-balancierte HES 6 % balancierte HES 6 %

nbal vs. bal

Quick-Wert [%)] Pgaseline Paaseline

unverdinnte Kontrolle 90 (81 - 105) n.a. 90 (81 - 105) n.a. n.a.

20%ige Dilution 75 (69 - 87) 0,005 80 (72-91) 0,007 0,043

40%ige Dilution 54 (47 - 65) 0,005 64 (58 - 78) 0,005 0,002

60%ige Dilution 35 (26 - 40) 0,005 46 (41 - 54) 0,005 <0,001
aPTT [s] Pgaseline Pgaseline

unverdiinnte Kontrolle 31,5 (27,0 - 38,0) n.a. 31,5 (27,0 - 38,0) n.a. n.a.

20%ige Dilution 32,0 (29,0 - 36,0) 0,943 31,5 (29,0 - 37,0) 0,251 0,436

40%ige Dilution 36,5 (32,0 - 43,0) 0,011 34,0 (30,0 - 41,0) 0,055 0,123

60%ige Dilution 55,0 (48,0 - 83,0) 0,005 46,0 (38,0 - 65,0) 0,005 0,015
Faktor Vil [%6] Pgaseiine Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 74 (52 - 82) 0,005 79 (47 - 111) 0,009 0,052

40%ige Dilution 49 (35 - 53) 0,005 64 (41-71) 0,005 0,001

60%ige Dilution 31 (17 - 32) 0,005 39 (25 - 42) 0,005 0,001
ionisiertes Calcium [mmol/I] Peaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 0,06 (0,05 - 0,07) n.a. 0,06 (0,05 - 0,07) n.a. n.a.

20%ige Dilution 0,05 (0,04 - 0,06) 0,003 0,07 (0,07 - 0,09) 0,004 <0,001

40%ige Dilution 0,04 (0,03 - 0,05) 0,004 0,09 (0,08 - 0,10) 0,003 <0,001

60%ige Dilution 0,03 (0,02 - 0,04) 0,004 0,11 (0,10 - 0,12) 0,004 <0,001

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abklrzungen: aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT), Elektrolyt-balanciert (bal), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), nicht-balanciert (nbal),
relativ (rel), versus (vs.).

Quick-Wert und aPTT. Der Quick-Wert ist in allen Dilutionsstufen im Fall der Elektrolyt-
(P20 % = 0,043,
Pao% = 0,002, peo < 0,001). Die aPTT ist in den Elektrolyt-balancierten Dilutionen in

balancierten HES-Praparation signifikant weniger beeintrachtigt
der 60-prozentigen Dilution signifikant weniger verlangert (p = 0,015) (siehe Tabelle

3.19).

FVIll. Die FVIllg-Werte der nicht-balancierten HES-Praparation sind in der 20-
prozentigen Dilutionsstufe tendenziell (p =0,052), ab der 40-prozentigen Dilution
signifikant niedriger als nach Dilution mit der Elektrolyt-balancierten Losung gleicher
HES-Konzentration (p4o % < 0,001, pso % < 0,001) (siehe Tabelle 3.19).

Ca?*. Das vor Recalcifizierung gemessene ionisierte Calcium fallt mit steigender

Dilution im Fall der nicht-balancierten Praparation zunehmend ab, wahrend im Fall der
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Ergebnisse: HES 6 %, nicht-balanciert vs. Elektrolyt-balanciert

Elektrolyt-balancierten, calciumhaltigen Losung die Werte mit zunehmender Dilution
ansteigen. Der Unterschied zwischen den beiden isoonkotischen HES-Ldésungen in
unterschiedlichen Tragerlosungen ist in allen Dilutionsstufen signifikant (p < 0,001)
(siehe Tabelle 3.19).

3.3.3.2 Thrombozytenzahl und von-Willebrand-Parameter

Im Vergleich der Thrombozytenzahl und der von-Willebrand-Parameter vWF-Antigen,
vWEF-Aktivitat und vWF-Collagenbindungsaktivitat nach in vitro-Hamodilution mit nicht-
balancierter bzw. Elektrolyt-balancierter 6-prozentiger HES-Losung besteht zwischen
den beiden Tragerlésungen ein signifikanter Unterschied ausschlieRlich hinsichtlich
VWEF:CBA in der moderaten Dilutionsstufe mit hoheren Werten fur die nicht-balancierte
HES-Ldsung (p = 0,003) (siehe Tabelle 3.20).

Tabelle 3.20 — Thrombozytenzahl und vWF-Parameter nach in vitro-Hamodilution mit isoonkotischer
(6 %), nicht-balancierter versus Elektrolyt-balancierter HES

nicht-balancierte HES 6 % balancierte HES 6 % nbal SS_ bal

Thrombozyten [/nl] Pgaseiine Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 128 (54 - 210) n.a. 128 (54 - 210) n.a. n.a.

20%ige Dilution 102 (34 - 154) 0,013 116 (68 - 164) 0,285 0,280

40%ige Dilution 96 (58 - 122) 0,012 96 (39 - 137) 0,013 0,739

60%ige Dilution 69 (48 - 93) 0,005 70 (49 - 99) 0,005 0,853
VWF-Antigen,e [%] Pgaseline Pgaseline

unverdunnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 69 (65 - 73) 0,005 70 (58 - 85) 0,005 0,631

40%ige Dilution 47 (41 - 51) 0,005 49 (43 - 51) 0,005 0,353

60%ige Dilution 28 (25 - 31) 0,005 29 (28 - 31) 0,005 0,579
VWEF-AKktivitatrel [%6] Pgaseline Pgaseline

unverdunnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 71 (63 - 77) 0,005 70 (66 - 96) 0,005 0,971

40%ige Dilution 46 (40 - 56) 0,005 49 (44 - 56) 0,005 0,123

60%ige Dilution 29 (23 - 34) 0,005 33 (22 - 36) 0,005 0,165
VWF:CBAel [%] Paaseiine PBaseline

unverdunnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 73 (67 - 85) 0,005 71 (57 - 83) 0,005 0,190

40%ige Dilution 50 (40 - 57) 0,004 43 (38 - 50) 0,005 0,003

60%ige Dilution 27 (20 - 33) 0,005 24 (17 - 30) 0,005 0,315

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkirzungen: Elektrolyt-balanciert (bal),
Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), nicht-balanciert (nbal), relativ (rel), versus (vs.),
von-Willebrand-Faktor (VWF).
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Ergebnisse: HES 6 %, nicht-balanciert vs. Elektrolyt-balanciert

3.3.3.3 Abgeleitete Parameter aus der Thrombelastometrie

CT und CFT. Im direkten Vergleich der nicht-balancierten versus Elektrolyt-balancierten
6-prozentigen HES-LOsung besteht kein Unterschied in der Auspragung der
Gerinnungsstorung (siehe Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5 — CT und CFT in Sekunden im EXTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit isoonkotischer
(6 %), nicht-balancierter (nbal) versus Elektrolyt-balancierter (bal) HES

Box-and-Whisker-Plots (Minimum, erste Quartile, Median, dritte Quartile, Maximum). Gestrichelte Linien: Referenzbereich.
# signifikanter Unterschied zur Baseline-Messung (exakte p-Werte s. Tabellen 3.8-9 und 3.15-16), * signifikanter Unterschied zur
niedrigeren Dilutionsstufe der gleichen HES-Praparation (exakte p-Werte siehe Tabellen 3.8-9 und 3.15-16). Verwendete
Abkirzungen: Elektrolyt-balanciert (bal), Clotting Time (CT), Clot Formation Time (CFT), Hydroxyethylstérke (HES), nicht-balanciert
(nbal).

MCF. Auch in Hinblick auf die MCF besteht im direkten Vergleich der nicht-balancierten
versus der Elektrolyt-balancierten 6-prozentigen HES-Losungen kein Unterschied in der

Auspragung der verminderten Clotfestigkeit (siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6 — MCF im EXTEM- und FIBTEM-Test und Darstellung des thrombozytaren Anteils an der
MCF (MCFpgy) in Millimeter nach in vitro-Hamodilution mit isoonkotischer (6 %), nicht-balancierter (nbal)
versus Elektrolyt-balancierter (bal) HES

Box-and-Whisker-Plots (Minimum, erste Quartile, Median, dritte Quartile, Maximum). Gestrichelte Linien: Referenzbereich.
# signifikanter Unterschied zur Baseline-Messung (exakte p-Werte s. Tabellen 3.10 - 12 und 3.17 - 19), * signifikanter Unterschied
zur niedrigeren Dilutionsstufe der gleichen HES-Praparation (exakte p-Werte s. Tabellen 3.10 - 12 und 3.17 - 19). Verwendete
Abkiirzungen: Elektrolyt-balanciert (bal), Hydroxyethylstarke (HES), maximale Gerinnselfestigkeit (MCF). nicht-balanciert (nbal),
Thrombozyten (Plt).

3.3.3.4 Zusammenfassung
In den Dilutionen mit der Elektrolyt-balancierten 6-prozentigen HES-Losung sind die

Veranderungen von aPTT, Quick-Wert und Faktor Vlll dilutionsabhangig signifikant
weniger ausgepragt als die vergleichbaren Dilutionen mit der nicht-balancierten 6-
prozentigen HES. Die Spiegel des vor Recalcifizierung gemessenen ionisierten
Calciums sind in allen Dilutionsstufen nach Dilution mit einer Elektrolyt-balancierten

Ldsung signifikant hoher.
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Ergebnisse: HES 6 %, nicht-balanciert vs. Elektrolyt-balanciert

Die Parameter des von-Willebrand-Systems unterscheiden sich nur hinsichtlich
vWF:CBA, die in der 40-prozentigen Dilution der nicht-balancierten 6-prozentigen HES-

Losung signifikant hoher ist.

In der Thrombelastometrie lasst sich fur die isoonkotischen HES-Lésungen durch
Verwendung einer Elektrolyt-balancierten verglichen mit einer nicht-balancierten
Tragerldsung kein Unterschied in der Auspragung der HES-induzierten Koagulopathie

nachweisen.

3.3.4 Hyperonkotische, nicht-balancierte versus Elektrolyt-balancierte HES-
LOosungen

In den Kapiteln 3.3.1 und 3.3.2 werden die Ergebnisse einer aufsteigenden
Hamodilution mit einer iso- versus hyperonkotischen Ldsung mit identischer
Tragerldsung dargestellt, in Kapitel 3.3.3 der Einfluss der Tragerlésung auf die HES-
induzierte Koagulopathie fir zwei isoonkotische HES-L6sungen. In diesem Kapitel wird
der Einfluss der Tragerldsung (nicht-balanciert versus Elektrolyt-balanciert) auf die
HES-induzierte Koagulopathie fur zwei hyperonkotischen HES-Losungen (MW
130.000 Da, DS 0,42) beschrieben.

3.3.4.1 Parameter der plasmatischen Gerinnung
Im Vergleich der Tragerldsungen lassen sich bei den konventionellen Laborparametern
nach in vitro-Hamodilution mit modernen, hyperonkotischen HES-Praparationen

signifikante Unterschiede beobachten (siehe Tabelle 3.21).

Quick-Wert und aPTT. Der Quick-Wert ist im Fall der Elektrolyt-balancierten
Tragerlosung in moderater und schwerer Dilution signifikant weniger beeintrachtigt
(P40 % < 0,001, peo % = 0,002). Die aPTT ist unabhangig von der Tragerldésung in der 20-
prozentigen Dilutionsstufe bezogen auf die unverdiinnte Kontrolle vergleichbar verkurzt
(Pnbal = 0,026, ppai = 0,026, poaimbal = 0,853) bzw. in der schweren Hamodilutionsstufe
vergleichbar verlangert (pnbai = 0,005, ppai = 0,005, ppainba = 0,796) (siehe Tabelle 3.21).

FVIlle. Die FVll-Werte der nicht-balancierten hyperonkotischen HES-Praparation
sind ab der 40-prozentigen Dilution signifikant niedriger als nach Dilution mit der
Elektrolyt-balancierten Losung gleicher HES-Konzentration (pao% = 0,019,
Pso % = 0,001) (siehe Tabelle 3.21). Die Faktor Vllls-Messwerte fallen nach Dilution mit
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der nicht-balancierten Losung im Gegensatz zu der Elektrolyt-balancierten Lésung ab

der 40-prozentigen Dilution Uber den durch die reine Dilution zu erwartenden Grad ab.

Tabelle 3.21 — Konventionelle Gerinnungsparameter nach in vitro-Hamodilution mit hyperonkotischer
(10 %), nicht-balancierter versus Elektrolyt-balancierter HES

nicht-balancierte HES 10 % balancierte HES 10 % nbal \‘/)s. bal

Quick-Wert [%] Pgaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 90 (81 - 105) n.a. 90 (81 - 105) n.a. n.a.

20%ige Dilution 79 (69 - 92) 0,005 82 (75 - 96) 0,005 0,123

40%ige Dilution 59 (53 - 69) 0,005 69 (62 - 89) 0,005 < 0,001

60%ige Dilution 40 (35 - 45) 0,005 46 (41 - 54) 0,005 0,002
aPTT [s] Pgaseline Pgaseline

unverdiinnte Kontrolle 31,5 (27,0 - 38,0) n.a. 31,5 (27,0 - 38,0) n.a. n.a.

20%ige Dilution 30,5 (28,0 - 36,0) 0,026 30,5 (28,0 - 35,0) 0,026 0,853

40%ige Dilution 33,5 (30,0 - 41,0) 0,210 32,5 (30,0 - 38,0) 0,622 0,579

60%ige Dilution 46,5 (41,0 - 60,0) 0,005 46,5 (37,0 - 59,0) 0,005 0,796
Faktor Vil [%] Pgaseiine Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 85 (64 - 90) 0,005 81 (53 - 86) 0,005 0,247

40%ige Dilution 55 (45 - 60) 0,005 62 (39 - 69) 0,005 0,019

60%ige Dilution 30 (22 - 34) 0,005 39 (28 - 46) 0,005 0,001
ionisiertes Calcium [mmol/I] Peaseline Pgaseline

unverdiinnte Kontrolle 0,06 (0,05 - 0,07) n.a. 0,06 (0,05 - 0,07) n.a. n.a.

20%ige Dilution 0,05 (0,04 - 0,06) 0,002 0,07 (0,07 -0,09)# 0,004 < 0,001

40%ige Dilution 0,04 (0,03-0,05) 0,004 0,09 (0,08-0,10)# 0,004 < 0,001

60%ige Dilution 0,03 (0,02 - 0,04) 0,003 0,11 (0,10-0,12)# 0,003 < 0,001

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkulrzungen: aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT), Elektrolyt-balanciert (bal), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), nicht-balanciert (nbal),
relativ (rel), versus (vs.).

ca®*

in vitro-Hamodilution zunehmend ab, wahrend im Fall der Elektrolyt-balancierten

Im Fall der nicht-balancierten Tragerldsung fallen die Werte mit steigender

Tragerlosung die Werte mit zunehmender Dilution ansteigen. Dieser Unterschied ist
auch bei den hyperonkotischen HES-Praparationen in allen Dilutionsstufen mit
p < 0,001 signifikant (siehe Tabelle 3.21).
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3.3.4.2 Thrombozytenzahl und von-Willebrand-Parameter
Thrombozytenzahl. Zwischen der nicht-balancierten und der Elektrolyt-balancierten
10-prozentigen HES-Praparation lasst sich kein signifikanter Unterschied fur die

Thrombozytenzahlen nach in vitro-Hamodilution beobachten (siehe Tabelle 3.22).

Tabelle 3.22 — Thrombozytenzahl und vWF-Parameter nach in vitro-Hamodilution mit hyperonkotischer
(10 %), nicht-balancierter versus Elektrolyt-balancierter HES

nicht-balancierte HES 10 % balancierte HES 10 % nbal \r/)s. bal

Thrombozyten [/nl] Pgaseline Pgaseline

unverdiinnte Kontrolle 128 (54 - 210) n.a. 128 (54 - 210) n.a. n.a.

20%ige Dilution 115 (38 - 152) 0,047 119 (61 - 160) 0,126 0,436

40%ige Dilution 87 (54 - 123) 0,015 106 (70 - 135) 0,037 0,218

60%ige Dilution 64 (43 - 87) 0,005 68 (47 - 92) 0,005 0,796
VWF-Antigenye [%] Peaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 71 (64 - 74) 0,005 73 (69 - 75) 0,005 0,015

40%ige Dilution 48 (41 - 51) 0,005 49 (41 - 53) 0,005 0,481

60%ige Dilution 29 (26 - 33) 0,005 28 (25 - 31) 0,005 0,436
VWF-Aktivitétye [%] Peaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 70 (59 - 78) 0,005 73 (67 - 79) 0,005 0,165

40%ige Dilution 47 (39 - 53) 0,005 47 (38 - 55) 0,005 0,796

60%ige Dilution 26 (20 - 37) 0,005 26 (18 - 32) 0,005 0,739
VWF:CBA ¢ [%0] Peaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 76 (60 - 100) 0,008 71 (60 - 86) 0,005 0,280

40%ige Dilution 43 (38 - 56) 0,005 41 (33 - 44) 0,005 0,075

60%ige Dilution 23 (17 - 33) 0,005 21 (14 - 29) 0,005 0,218

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkilirzungen: Elektrolyt-balanciert (bal),
Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), nicht-balanciert (nbal), relativ (rel), versus (vs.),
von-Willebrand-Faktor (VWF).

VWEF-Antigen, vVWEF-Aktivitdt und vWF-Collagenbindungsaktivitat. Bezogen auf die
relativen Werte der untersuchten von-Willebrand-Parameter vWF-Antigen, vVWF-Aktivitat
und VWF-Collagenbindungsaktivitat ist zwischen der nicht-balancierten und Elektrolyt-
balancierten Tragerlésung der verwendeten isoonkotischen HES-L6sung lediglich ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des vWF-Antigens nach 20-prozentiger in vitro-
Hamodilution zu beobachten. Fur die relativen Werte von vWF-Aktivitat oder vWF:CBA

bestehen keine Unterschiede (siehe Tabelle 3.22).
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Ergebnisse: HES 10 %, nicht-balanciert vs. Elektrolyt-balanciert

Die vWF-Antigen-Werte sind nach milder Hamodilution mit der Elektrolyt-balancierten
Lésung signifikant hoher als die der nicht-balancierten Lésung (p = 0,015). Dieser
Unterschied lasst sich fur die moderate und schwere Dilutionsstufe nicht mehr
nachweisen (pso <« = 0,481, pso % = 0,436) (siehe Tabelle 3.22).

3.3.4.3 Abgeleitete Parameter aus der Thrombelastometrie

CT und CFT. In der Thrombelastometrie ist im EXTEM-Test in Hinblick auf die
Tragerlosung auch fur die hyperonkotischen HES-Losungen kein signifikanter
Unterschied in der Auspragung der Gerinnungsstérung nachweisbar. In Abbildung 3.10
sind die CT und CFT des EXTEM-Tests nach Hamodilution fir beide Lésungen als Box-
and-Whisker-Plots mit Angabe der exakten p-Werte gegenubergestellt.
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Abbildung 3.7 — CT und CFT in Sekunden im EXTEM-Test nach in vitro-Hamodilution mit hyper-

onkotischer (10 %), nicht-balancierter (nbal) versus Elektrolyt-balancierter (bal) HES

Box-and-Whisker-Plots (Minimum, erste Quartile, Median, dritte Quartile, Maximum). Gestrichelte Linien: Referenzbereich.
# signifikanter Unterschied zur Baseline-Messung (exakte p-Werte s. Tabellen 3.8 - 9 und 3.15 - 16), * signifikanter Unterschied zur
niedrigeren Dilutionsstufe der gleichen HES-Praparation (exakte p-Werte s. Tabellen 3.8-9 und 3.15-16). Verwendete
Abkiirzungen: Elektrolyt-balanciert (bal), Clotting Time (CT), Clot Formation Time (CFT), nicht-balanciert (nbal), Hydroxyethylstarke
(HES).
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MCF. In Hinblick auf die verwendeten Tragerldsungen der hyperonkotischen HES-
Ldsungen ist auch fir die MCF ein signifikanter Unterschied in der Auspragung der

verminderten Gerinnselfestigkeit nicht nachweisbar (siehe Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8 — MCF im EXTEM- und FIBTEM-Test und Darstellung des thrombozytaren Anteils an der
MCF (MCFgy) in Millimeter nach in vitro-Hamodilution mit hyperonkotischer (10 %), nicht-balancierter
(nbal) versus Elektrolyt-balancierter (bal) HES

Box-and-Whisker-Plots (Minimum, erste Quartile, Median, dritte Quartile, Maximum). Gestrichelte Linien: Referenzbereich.
# signifikanter Unterschied zur Baseline-Messung (exakte p-Werte s. Tabellen 3.10 - 12 und 3.17 - 19), * signifikanter Unterschied
zur niedrigeren Dilutionsstufe der gleichen HES-Praparation (exakte p-Werte s. Tabellen 3.10 - 12 und 3.17 - 19). Verwendete
Abkirzungen: Elektrolyt-balanciert (bal), Hydroxyethylstarke (HES), maximale Gerinnselfestigkeit (MCF), nicht-balanciert (nbal),
Thrombozyten (Plt).

50



Ergebnisse: HES 10 %, nicht-balanciert vs. Elektrolyt-balanciert

3.3.4.4 Zusammenfassung

In Hinblick auf die Auspragung der HES-induzierten Koagulopathie resultiert die
Verwendung einer Elektrolyt-balancierten Tragerlosung einer modernen hyper-
onkotischen HES-Praparation (MW 130.000 Da, DS 0,42) in dilutionsabhangig geringer
ausgepragten Veranderungen der konventionellen Laborparameter Quick-Wert und
Faktor VIl als die Dilution mit einer nicht-balancierten Tragerlosung. Hinsichtlich der

aPTT gibt es keine Unterschiede.

Die Spiegel des vor Recalcifizierung gemessenen ionisierten Calciums sind in allen
Dilutionsstufen nach Dilution mit der Elektrolyt-balancierten hyperonkotischen Lésung

signifikant héher.

Die Thrombozytenzahl und die relativen Werte der funktionellen VvWF-
Aktivitatsmessungen vWF-Aktivitat bzw. vWF-Collagenbindungsaktivitat zeigen keine
signifikanten Unterschiede, die relativen Werte fir vWF-Antigen hingegen sind in der

20-prozentigen Dilution der Elektrolyt-balancierten HES-L6sung hoher.

In der Thrombelastometrie lasst sich fur moderne hyperonkotische HES-Losungen
durch Verwendung einer Elektrolyt-balancierten verglichen mit einer nicht-balancierten
Tragerldsung kein Unterschied in der Auspragung der HES-induzierten Koagulopathie

nachweisen.

3.3.5 Blutgruppenabhéngige Analyse des Faktor VIll und der vWF-Parameter

Unter Berucksichtigung der in der Literatur beschriebenen, niedrigeren absoluten Werte
von Faktor VIII, vWF-Antigen und vWF-Aktivitat bei Tragern der Blutgruppe 0 werden
fur jede der vier untersuchten HES-Praparationen zunachst die absoluten Werte nach
in vitro-Hamodilution in Abhangigkeit von der Blutgruppe dargestellt und miteinander

verglichen. Im zweiten Schritt werden die relativen Werte der Blutgruppen verglichen.

In Kapitel 3.3.5.1 wird die nicht-balancierte HES 6 %-L6sung betrachtet, in Kapitel
3.3.5.2 die nicht-balancierte 10-prozentige Praparation. Die Ergebnisse der in vitro-
Hamodilution mit den Elektrolyt-balancierten HES-L6sungen sind in Kapitel 3.3.5.3 fur

die isoonkotische und in Kapitel 3.3.5.4 fur die hyperonkotische Praparation dargestelit.
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3.3.5.1 Blutgruppenabhéangige Analyse von Faktor VIIIl und der vWF-Parameter
nach Dilution mit einer nicht-balancierten, isoonkotischen HES-Préparation

Die Mediane der absoluten Messwerte von FVIII, vWF-Antigen, vWF-Aktivitat und
VWF:CBA liegen bei der Blutgruppe 0 sowohl in der Baseline-Messung als auch nach
in vitro-Hamodilution in den einzelnen Dilutionsstufen unterhalb derer fur Blutgruppe A
(siehe Tabelle 3.23). Der Abfall der absoluten Messwerte von FVIII und der vWF-
Parameter vWF-Antigen, vWF-Aktivitat und vWF-Collagenbindungsaktivitat ist im
Vergleich zur Baseline-Messung fur Blutgruppe 0 bei n =4 in keiner Dilutionsstufe, fur
Blutgruppe A mit n = 6 dagegen fur die vier Parameter in jeder Dilutionsstufe signifikant
(siehe Tabelle 3.23). Der Unterschied zwischen den Blutgruppen 0 und A ist lediglich in
der 20-prozentigen Dilutionsstufe fur FVIII signifikant (p = 0,038) (siehe Tabelle 3.23).

Tabelle 3.23 — Absolute Werte von FVIIl und der vWF-Parameter nach in vitro-Hamodilution mit nicht-

balancierter isoonkotischer (6 %) HES (BG 0 vs. A)

Blutgruppe 0 Blutgruppe A BG Opvs.A

Faktor VIII [%] Peaseline Paaseline

unverdinnte Kontrolle 51,0 (51 - 65) n.a. 62,0 (61-120) n.a. 0,114

20%ige Dilution 37,5 (35 - 47) 0,068 49,5 (45 - 62) 0,027 0,038

40%ige Dilution 25,5 (22 - 33) 0,068 31,3 (27 - 42) 0,028 0,114

60%ige Dilution 16,0 (13 - 20) 0,066 19,0 (16 - 24) 0,028 0,171
VWF-Antigen [%] Pgaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 88,5 (80 - 157) n.a. 118,5 (89-156) n.a. 0,610

20%ige Dilution 64,0 (55 - 102) 0,068 83,5(62-107) 0,027 0,257

40%ige Dilution 43,5 (34 - 72) 0,068 52,0 (44 - 77) 0,028 0,257

60%ige Dilution 26,5 (21 - 43) 0,068 34,5 (27 - 39) 0,028 0,476
VWEF-Aktivitat [%6] Peaseline Paaseline

unverdiinnte Kontrolle 80,0 (73 - 144) n.a. 99,5 (71-117) na. 0,352

20%ige Dilution 55,5 (48 - 97) 0,068 74,0 (50 - 90) 0,026 0,476

40%ige Dilution 37,0 (30 - 65) 0,068 445 (35 - 65) 0,027 0,257

60%ige Dilution 23,0 (19 - 41) 0,068 31,0 (23 - 34) 0,027 0,352
VWF:CBA [%] Peaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 0,75 (0,6 - 1,3) n.a. 1,00 (0,7-1,4) n.a. 0,257

20%ige Dilution 0,55 (0,4 - 1,1) 0,046 0,75(0,5-1,1) 0,026 0,352

40%ige Dilution 0,40 (0,3-0,7) 0,066 0,50 (0,4-0,7) 0,027 0,352

60%ige Dilution 0,20 (0,2-0,3) 0,068 0,25(0,2-0,4) 0,027 0,476

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkirzungen: Blutgruppe (BG),

Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor (VWF).
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Auch fur die relativen Messwerte von FVIIl und der von-Willebrand-Parameter ist der
Abfall im Vergleich zur Baseline-Messung fur Blutgruppe 0 bei n =4 in keiner, flr

Blutgruppe A mit n = 6 dagegen in jeder Dilutionsstufe signifikant (siehe Tabelle 3.24).

Zwischen den Blutgruppen existieren fur die relativen Werte der vier Parameter nach
in vitro-Hamodilution mit der isoonkotischen, nicht-balancierten HES-Losung keine
Unterschiede (siehe Tabelle 3.24).

Tabelle 3.24 — FVIll, und vWF-Parameter,, nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter
isoonkotischer (6 %) HES (BG 0 vs. A)

Blutgruppe 0 Blutgruppe A BG Opvs. A

Faktor Ve [%6] Praseing Peaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 72 (69 - 75) 0,068 76 (52 - 82) 0,028 0,257

40%ige Dilution 49 (43 - 53) 0,068 49 (35 - 53) 0,028 1,000

60%ige Dilution 31 (25 - 31) 0,066 30 (17 - 32) 0,028 0,610
VWF-Antigenye [%] Peaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 70 (65 - 73) 0,068 69 (68 - 73) 0,028 1,000

40%ige Dilution 47 (41-51) 0,068 47 (41 - 49) 0,028 0,914

60%ige Dilution 28 (26 - 31) 0,068 29 (25 - 31) 0,028 1,000
VWF-Aktivitétye [%] Peaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 69 (63 - 71) 0,068 72 (69 - 77) 0,028 0,067

40%ige Dilution 45 (41 - 48) 0,068 48 (40 - 56) 0,028 0,476

60%ige Dilution 29 (25 - 30) 0,068 32 (23 - 34) 0,028 0,476
VWF:CBA ¢ [%0] Peaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 73 (67 - 85) 0,068 75 (67 - 80) 0,028 1,000

40%ige Dilution 52 (50 - 57) 0,066 50 (40 - 57) 0,026 0,610

60%ige Dilution 27 (23-33) 0,068 27 (20 - 33) 0,027 0,762

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkurzungen: Blutgruppe (BG),
Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstéarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), relativ (rel), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor
(VWF).

3.3.5.2 Blutgruppenabhangige Analyse von Faktor VIII und der vWF-Parameter
nach Dilution mit einer nicht-balancierten, hyperonkotischen HES-Praparation

Die Mediane der absoluten Messwerte fur Faktor VIII, vWF-Antigen, vWF-Aktivitat und
vWF:CBA liegen nach in vitro-Hamodilution mit der nicht-balancierten, hyper-
onkotischen HES-Praparation fur BG 0 unterhalb derer fur BG A (siehe Tabelle 3.25).
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Der Abfall der absoluten Messwerte dieser vier Parameter ist im Vergleich zur Baseline-

Messung fur Blutgruppe 0 bei n =4 in keiner, fur Blutgruppe A mit n = 6 dagegen in

jeder Dilutionsstufe signifikant (siehe Tabelle 3.25).

Zwischen den beiden Blutgruppen besteht bei den absoluten Werten ein Unterschied

ausschlieflich hinsichtlich Faktor VIII, der in der 20- und 60-prozentigen Dilutionsstufe

signifikant ist (p20% = 0,010, pso% = 0,010),
dagegen nur als Trend (p = 0,067) besteht (siehe Tabelle 3.25).

in der 40-prozentigen Dilutionsstufe

Tabelle 3.25 — Absolute Werte von FVIIlI und der vWF-Parameter nach in vitro-Hamodilution mit nicht-
balancierter hyperonkotischer (10 %) HES (BG 0 vs. A)

Blutgruppe 0 Blutgruppe A BG Opvs.A

Faktor VIII [%] Peaseline Paaseline

unverdinnte Kontrolle 51 (51 -65) n.a. 62 (61 - 120) n.a. 0,114

20%ige Dilution 43,5 (41 - 51) 0,068 55 (53 - 77) 0,027 0,010

40%ige Dilution 27,5 (23 - 37) 0,066 36,5 (33-61) 0,028 0,067

60%ige Dilution 15 (15 - 19) 0,059 20,5 (19 - 26) 0,027 0,010
VWF-Antigen [%] Pgaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 88,5 (80 - 157) n.a. 118,5 (89-156) n.a. 0,610

20%ige Dilution 63,5 (54 - 101) 0,066 81,5 (66-112) 0,028 0,257

40%ige Dilution 41,5 (33-72) 0,068 56,5 (45 - 75) 0,028 0,171

60%ige Dilution 26 (21 - 42) 0,068 34 (29 - 48) 0,028 0,171
VWF-Aktivitat [%6] Peaseline Paaseline

unverdiinnte Kontrolle 80 (73 - 144) n.a. 99,5 (71-117) na. 0,352

20%ige Dilution 54,5 (45 - 91) 0,068 72 (54 - 91) 0,028 0,257

40%ige Dilution 34,5 (30 - 66) 0,068 49,5 (35 - 62) 0,028 0,352

60%ige Dilution 24 (15 - 33) 0,068 26,5 (21 - 34) 0,028 0,610
VWF:CBA [%] Peaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 0,75 (0,6 - 1,3) n.a. 1,0 (0,7 - 1,4) n.a. 0,257

20%ige Dilution 0,65 (0,5-0,9) 0,109 0,75(0,5-1,1) 0,026 0,610

40%ige Dilution 0,3 (0,3-0,6) 0,068 0,5 (0,3-0,6) 0,027 0,352

60%ige Dilution 0,2 (0,2-0,3) 0,068 0,2 (0,2-0,3) 0,027 0,914

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkirzungen: Blutgruppe (BG),

Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor (VWF).

Im Vergleich der relativen Werte der vier Parameter FVIII, vWF-Antigen, vVWF-Aktivitat

und VWF:CBA ist der Abfall fur Blutgruppe 0 mit n =4 in keiner Dilutionsstufe, fur

Blutgruppe A mit n = 6 dagegen in jeder Dilutionsstufe signifikant (siehe Tabelle 3.26).
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Tabelle 3.26 — FVIllg und vWF-Parameter,, nach in vitro-Hamodilution mit nicht-balancierter
hyperonkotischer (10 %) HES (BG 0 vs. A)

Blutgruppe O Blutgruppe A BG Opvs.A

Faktor Vil [%] Pgaseiine Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 81 (78 - 88) 0,068 86 (64 - 90) 0,027 0,352

40%ige Dilution 53 (45 - 59) 0,068 55 (51 - 60) 0,028 0,610

60%ige Dilution 29 (29 - 29) 0,059 32 (22 - 34) 0,028 0,114
VWEF-Antigen;e [%] Pgaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 69 (64 - 73) 0,068 71 (66 - 74) 0,028 0,610

40%ige Dilution 46 (41 - 48) 0,068 48 (45 - 51) 0,028 0,067

60%ige Dilution 28 (26 - 29) 0,068 29 (27 - 33) 0,028 0,257
VWF-AKktivitatre [%6] Pgaseiine Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 66 (59 - 70) 0,068 73 (65 - 78) 0,028 0,038

40%ige Dilution 44 (39 - 46) 0,068 49 (44 - 53) 0,028 0,019

60%ige Dilution 24 (20 - 37) 0,068 27 (25 - 30) 0,028 0,257
VWF:CBA¢ [%] Peaseiine Peaseiine

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 79 (69 - 100) 0,109 75 (60 - 80) 0,028 0,352

40%ige Dilution 45 (38 - 50) 0,068 43 (40 - 56) 0,027 0,914

60%ige Dilution 27 (23 -33) 0,068 21 (17 - 29) 0,027 0,038

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abklrzungen: Blutgruppe (BG),
Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), relativ (rel), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor
(VWF).

FVIII. Trotz signifikanter Unterschiede in den absoluten Messwerten zwischen den
beiden Blutgruppen fur FVIII unterscheiden sich die relativen Messwerte nicht
signifikant (vergleiche Tabellen 3.25 und 3.26).

VWEF-Antigen. Fur vWF-Antigen existieren auch unter Betrachtung der relativen
Messwerte keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Blutgruppen 0
und A (siehe Tabelle 3.26).

VWEF-Aktivitat und vWF-Collagenbindungsaktivitat. Wahrend keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Blutgruppen fur die absoluten Messwerte der funktionellen
Aktivitat des von-Willebrand-Faktors — gemessen mittels Gplb-Bindung (VWF-Aktivitat)
bzw. vVWF-Collagenbindungsaktivitat (vWF:CBA) — darstellbar sind (siehe Tabelle 3.25),

unterscheiden sich die relativen Messwerte: Die VvWF-Aktivitat ist in
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20- und 40-prozentiger Dilution flr Blutgruppe 0 signifikant niedriger (p2o< = 0,038,
P40 % = 0,019). Die VWF:CBA der Blutgruppe 0-Proben ist in 60-prozentiger Dilution
signifikant hoher als die der Blutgruppe A (p = 0,038) (siehe Tabelle 3.26).

3.3.5.3 Blutgruppenabhéngige Analyse von FVIII und der vWF-Parameter nach
Dilution mit einer Elektrolyt-balancierten, isoonkotischen HES-Praparation

Die Mediane der absoluten Messwerte fur Faktor VIII, vWF-Antigen, vWF-Aktivitat und
vWEF-Collagenbindungsaktivitat in vitro-Hamodilution mit der

liegen auch nach

Elektrolyt-balancierten, isoonkotischen HES-Praparation fur Blutgruppe 0 in den
einzelnen Dilutionsstufen unterhalb der Mediane der absoluten Messwerte flr

Blutgruppe A (siehe Tabelle 3.27).

Tabelle 3.27 — Absolute Werte von FVIIl und der vWF-Parameter nach in vitro-Hdmodilution mit

Elektrolyt-balancierter isoonkotischer (6 %) HES (BG 0 vs. A)

Blutgruppe 0 Blutgruppe A BG Opvs.A

Faktor VIII [%] Peaseline Paaseline

unverdinnte Kontrolle 51 (51 -65) n.a. 62 (61 - 120) n.a. 0,114

20%ige Dilution 42 (39 - 52) 0,068 56,5 (43 - 69) 0,075 0,067

40%ige Dilution 32 (30 - 44) 0,066 42,5 (38 - 49) 0,028 0,067

60%ige Dilution 19 (18 - 25) 0,066 25,5 (24 - 31) 0,026 0,038
VWF-Antigen [%] Pgaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 88,5 (80 - 157) n.a. 118,5 (89-156) n.a. 0,610

20%ige Dilution 63,5 (56 - 103) 0,066 85 (65 - 111) 0,028 0,257

40%ige Dilution 45 (37 - 71) 0,068 54 (45 - 76) 0,028 0,257

60%ige Dilution 26 (22 - 45) 0,066 35,5 (27 - 43) 0,028 0,352
VWEF-Aktivitat [%6] Peaseline Paaseline

unverdiinnte Kontrolle 80 (73 -144) n.a. 99,5 (71-117) na. 0,352

20%ige Dilution 56,5 (51 - 99) 0,068 74 (58 - 96) 0,028 0,352

40%ige Dilution 38 (34 - 64) 0,068 50,5 (37 - 66) 0,028 0,257

60%ige Dilution 25,5 (17 - 44) 0,066 33 (25 - 39) 0,028 0,352
VWF:CBA [%] Peaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 0,75 (0,6 - 1,3) n.a. 1,0 (0,7 - 1,4) n.a. 0,257

20%ige Dilution 0,5 (0,4-1,0) 0,059 0,7 (0,5-1,0) 0,027 0,257

40%ige Dilution 0,3 (0,3-0,5) 0,068 0,45 (0,3-0,6) 0,027 0,171

60%ige Dilution 0,2 (0,1-0,3) 0,066 0,25 (0,2-0,3) 0,027 0,352

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkirzungen: Blutgruppe (BG),

Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor (VWF).
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Der Abfall der absoluten Messwerte dieser vier Parameter ist im Vergleich zur Baseline-
Messung fur Blutgruppe 0 bei n = 4 in keiner, fur Blutgruppe A mit n = 6 dagegen in

jeder Dilutionsstufe signifikant (siehe Tabelle 3.27).

Zwischen den beiden Blutgruppen bestehen bei den absoluten Werten dieser vier
Parameter zwischen den Blutgruppen nur hinsichtlich FVIII ein Trend zu hdheren
Werten bei Blutgruppe A in den Dilutionsstufen 20 % und 40 % (p = 0,067) bzw. in der
60-prozentigen Dilutionsstufe ein signifikanter Unterschied mit hoheren Werten flr
Blutgruppe A (p = 0,038) (siehe Tabelle 3.27).

Im Vergleich der relativen Werte der vier Parameter FVIII, vWF-Antigen, vVWF-Aktivitat
und VWF:CBA ist der Abfall fur Blutgruppe 0 mit n =4 in keiner Dilutionsstufe, flr
Blutgruppe A mit n = 6 dagegen in jeder Dilutionsstufe signifikant (siehe Tabelle 3.28).

Tabelle 3.28 — FVlll, und vWF-Parameter, nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-balancierter
isoonkotischer (6 %) HES (BG 0 vs. A)

Blutgruppe 0 Blutgruppe A BG Opvs.A

Faktor Ve [%] Paaseline Paaseline

unverdunnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 79 (76 - 86) 0,068 81 (47 - 111) 0,075 0,914

40%ige Dilution 63 (59 - 68) 0,068 64 (41 -71) 0,028 0,914

60%ige Dilution 37 (35 - 39) 0,066 40 (25 - 42) 0,027 0,114
VWF-Antigenye [%] Peaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 70 (66 - 73) 0,068 71 (58 - 86) 0,028 0,762

40%ige Dilution 48 (45 - 51) 0,068 49 (43 - 51) 0,028 0,914

60%ige Dilution 29 (28 - 29) 0,068 29 (28 - 31) 0,028 0,476
VWF-Aktivitétre [%] Paaseline Paaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 69 (68 - 73) 0,068 72 (66 - 96) 0,028 0,610

40%ige Dilution 46 (44 - 49) 0,068 51 (47 - 56) 0,028 0,019

60%ige Dilution 30 (22 - 36) 0,068 33 (32 - 35) 0,028 0,257
VWF:CBAl [%] Paaseiine Paaseline

unverdunnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 70 (57 - 83) 0,068 71 (58 - 78) 0,028 0,914

40%ige Dilution 41 (38 - 50) 0,068 43 (40 - 50) 0,027 0,476

60%ige Dilution 24 (17 - 29) 0,068 24 (20 - 30) 0,028 0,914

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abkirzungen: Blutgruppe (BG),
Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), relativ (rel), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor
(VWF).
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FVIII. Trotz des signifikanten Unterschieds in den absoluten Messwerten zwischen den
beiden Blutgruppen in der 60-prozentigen Dilutionsstufe unterscheiden sich die relativen

Messwerte nicht signifikant (vergleiche Tabellen 3.27 und 3.28).

VWEF-Antigen und vWF-Collagenbindungsaktivitat. Fur vWF-Antigen und vVWF:CBA
existieren auch unter Betrachtung der relativen Messwerte keine signifikanten

Unterschiede zwischen den untersuchten Blutgruppen 0 und A (siehe Tabelle 3.28).

VWEF-Aktivitat. Wahrend signifikante Unterschiede zwischen den Blutgruppen fur die
absoluten Messwerte der funktionellen Aktivitat des von-Willebrand-Faktors (vWF-
Aktivitat) nicht festgestellt werden konnten (siehe Tabelle 3.28), sind die relativen
Messwerte fur Blutgruppe 0 in der 40-prozentigen Dilutionsstufe signifikant niedriger
(p = 0,019) (siehe Tabelle 3.28).

3.3.5.4 Blutgruppenabhéangige Analyse von FVIII und der vWF-Parameter nach
Dilution mit einer Elektrolyt-balancierten, hyperonkotischen HES-Ldsung

Nach in vitro-Hamodilution mit der hyperonkotischen, Elektrolyt-balancierten HES-
Lésung sind die Mediane der absoluten Messwerte von Blutgruppe 0 fur Faktor VIII,
vWF-Antigen, vWF-Aktivitat und vWF-Collagenbindungsaktivitat in den einzelnen
Dilutionsstufen niedriger als die Mediane der absoluten Messwerte von Blutgruppe A
(siehe Tabelle 3.29).

Der Abfall der absoluten Messwerte dieser vier Parameter ist im Vergleich zur Baseline-
Messung fur Blutgruppe 0 bei n =4 in keiner, fur Blutgruppe A mit n = 6 dagegen in

jeder Dilutionsstufe signifikant (siehe Tabelle 3.29).

Zwischen den beiden Blutgruppen besteht bei den absoluten Werten ein signifikanter
Unterschied ausschlie3lich hinsichtlich des Faktors VIII in jeder der drei verwendeten
Dilutionsstufen (siehe Tabelle 3.29).

Im Vergleich der relativen Werte der vier Parameter FVIII, vWF-Antigen, vVWF-Aktivitat
und VWF:CBA ist der Abfall fur Blutgruppe 0 mit n =4 in keiner Dilutionsstufe, fur
Blutgruppe A mit n = 6 dagegen in jeder Dilutionsstufe signifikant (siehe Tabelle 3.30).
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Tabelle 3.29 — Absolute Werte von FVIIl und der vWF-Parameter nach in vitro-Hamodilution mit

Elektrolyt-balancierter hyperonkotischer (10 %) HES (BG 0 vs. A)

Blutgruppe O Blutgruppe A BG Opvs.A

Faktor VIII [%] Peaseline Psaseline

unverdinnte Kontrolle 51 (51 - 65) n.a. 62 (61 - 120) n.a. 0,114

20%ige Dilution 44 (41 -51) 0,066 52 (50 - 64) 0,027 0,038

40%ige Dilution 33 (28-37) 0,068 40 (39 - 47) 0,024 0,010

60%ige Dilution 20 (18 - 25) 0,066 28 (24 - 33) 0,027 0,038
VWEF-Antigen [%] Pgaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 88,5 (80-157) n.a. 118,5 (89-156) n.a. 0,610

20%ige Dilution 64 (55 - 116) 0,068 87 (66 - 117) 0,028 0,257

40%ige Dilution 41,5 (33-77) 0,068 56,5 (47 - 76) 0,028 0,257

60%ige Dilution 26 (22 - 39) 0,068 31,5 (28 - 47) 0,028 0,171
VWE-Aktivitat [%6] Pgaseline Peaseline

unverdinnte Kontrolle 80 (73 - 144) n.a. 99,5 (71-117) na. 0,352

20%ige Dilution 56,5 (51 - 96) 0,068 75 (55 - 91) 0,027 0,352

40%ige Dilution 33,5(29-67) 0,066 49,5 (36 - 64) 0,027 0,352

60%ige Dilution 20,5 (14 - 34) 0,068 25,5 (21 - 38) 0,028 0,171
VWF:CBA [%] Peaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 0,75 (0,6 - 1,3) n.a. 1,0 (0,7 -1,4) n.a. 0,257

20%ige Dilution 0,55 (0,4 - 0,9) 0,059 0,7 (0,6 -1,0) 0,026 0,257

40%ige Dilution 0,3 (0,2-0,5) 0,066 0,4 (0,3-0,6) 0,027 0,171

60%ige Dilution 0,15 (0,1-0,3) 0,066 0,2 (0,2-0,3) 0,027 0,476

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abklrzungen: Blutgruppe (BG),
Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor (VWF).

FVIII. Trotz des signifikanten Unterschieds zwischen den beiden Blutgruppen in den
absoluten Messwerten in allen Dilutionsstufen unterscheiden sich die relativen

Messwerte in keiner Dilutionsstufe signifikant (vergleiche Tabellen 3.29 und 3.30).

VWEF-Antigen und vWF-Collagenbindungsaktivitat. Fur vWF-Antigen und vVWF:CBA
existieren auch unter Betrachtung der relativen Messwerte keine signifikanten

Unterschiede zwischen den untersuchten Blutgruppen 0 und A (siehe Tabelle 3.30).

VWEF-Aktivitat. Wahrend keine signifikanten Unterschiede zwischen den Blutgruppen
fur die absoluten Messwerte der funktionellen Aktivitat des von-Willebrand-Faktors
(VWF-Aktivitat) dargestellt werden kénnen (siehe Tabelle 3.29), sind die relativen
Messwerte flur Blutgruppe 0 in der 20- und der 40-prozentigen Dilutionsstufe signifikant
niedriger (p20% = 0,038, pso % = 0,019) (siehe Tabelle 3.30).

59



Ergebnisse: Blutgruppenabhangige Analyse des FVIII und der vWF-Parameter

Tabelle 3.30 — FVIll,y und vWF-Parameter, nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-balancierter
hyperonkotischer (10 %) HES (BG 0 vs. A)

Blutgruppe O Blutgruppe A BG Opvs.A

Faktor Vil [%] Pgaseiine Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 83 (78 - 86) 0,066 81 (53 - 85) 0,027 0,476

40%ige Dilution 59 (55 - 69) 0,068 64 (39 - 65) 0,026 0,762

60%ige Dilution 37 (35 -43) 0,066 39 (28 - 46) 0,027 0,352
VWEF-Antigen;e [%] Pgaseline Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 72 (69 - 74) 0,068 73 (71 -75) 0,028 0,257

40%ige Dilution 47 (41 - 49) 0,068 49 (45 - 53) 0,028 0,171

60%ige Dilution 28 (25 - 30) 0,068 38 (25 - 31) 0,028 1,000
VWF-AKktivitatre [%6] Pgaseiine Pgaseline

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 69 (67 - 73) 0,068 77 (70 - 79) 0,028 0,038

40%ige Dilution 43 (38 - 47) 0,068 50 (46 - 55) 0,028 0,019

60%ige Dilution 24 (18 - 27) 0,068 28 (22 - 32) 0,028 0,171
VWF:CBA¢ [%] Peaseiine Peaseiine

unverdinnte Kontrolle 100 n.a. 100 n.a. n.a.

20%ige Dilution 70 (67 - 75) 0,068 71 (60 - 86) 0,028 0,914

40%ige Dilution 38 (33-43) 0,068 42 (40 - 44) 0,027 0,114

60%ige Dilution 20 (14 - 25) 0,068 21 (17 - 29) 0,027 0,762

Die Ergebnisse sind als Median (Minimum - Maximum) angegeben. Verwendete Abklrzungen: Blutgruppe (BG),
Collagenbindungsaktivitat (CBA), Hydroxyethylstarke (HES), nicht anwendbar (n.a.), relativ (rel), versus (vs.), von-Willebrand-Faktor
(VWF).

3.3.5.5 Zusammenfassung

Die Mediane der absoluten Messwerte von Faktor VIII, vWF-Antigen, vWF-Aktivitat und
vWEF-Collagenbindungsaktivitat liegen vor und nach in vitro-Hamodilution mit allen vier
verwendeten HES-Praparationen der dritten Generation in allen Dilutionsstufen flr
Blutgruppe 0 unterhalb derer der Blutgruppe A. Unterschiede der absoluten Messwerte
lassen sich nur fur FVIII darstellen. Bei Betrachtung der relativen Messwerte dagegen
existieren zwischen den Blutgruppen keine Unterschiede fur FVIII oder vWF-Antigen.
Die VWF-Aktivitat,e fur Blutgruppe 0 ist nach in vitro-Hamodilution mit den beiden HES
10 %-LOsungen in der 20- und 40-prozentigen und nach Dilution mit der Elektrolyt-
balancierten HES 6 %-Ldsung in der 40-prozentigen Dilutionsstufe signifikant niedriger.
Die VWF:CBA/ ist nach in vitro-Hamodilution mit der nicht-balancierten HES 10 %-
Ldsung fur Blutgruppe 0 signifikant hoher (60 % Hamodilution).
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4 Diskussion

Seit der Erstbeschreibung der HES-induzierten Gerinnungsstérung im Jahr 1965 durch
Thompson und Gadsden [129] hat in Hinblick auf die HES-Molekile und die
Zusammensetzung der Tragerlosung eine Evolution Uber mehrere Generationen von
HES-Ldsungen stattgefunden [147]. Die vorliegende Arbeit untersucht im Gegensatz zu
bereits publizierten Studien mit modernen Hydroxyethylstarke (HES)-Lésungen der
dritten Generation (MW 130.000 Da, DS 0,4 bzw. 0,42) sowohl den Einfluss der HES-
Konzentration als auch den Einfluss der Zusammensetzung der Tragerldsung auf die
HES-induzierte Koagulopathie anhand konventioneller Laborparameter und anhand der

Parameter der aktivierten Thrombelastometrie in einem in vitro-Hamodilutionsmodell.

In Kapitel 4.1 wird der Einfluss der HES-Konzentration auf die HES-induzierte
Koagulopathie, in Kapitel 4.2 der Einfluss der Tragerlosung fur diese modernen HES-
Ldsungen diskutiert. Die Reproduzierbarkeit eines HES-induzierten erworbenen von-
Willebrand-Syndroms Typ 1 flir moderne HES-Praparationen der dritten Generation und

eine mogliche Blutgruppenabhangigkeit wird in Kapitel 4.3 diskutiert.

Nach der Methodenkritik in Kapitel 4.4 folgt abschlieRend das Kapitel 4.5
Schlussfolgerungen und Ausblick.

4.1 Einfluss der HES-Konzentration

4.1.1 Einfluss der HES-Konzentration auf die Laborparameter

Signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnissen der isoonkotischen 6-prozentigen
und der hyperonkotischen 10-prozentigen HES-Ldsungen traten bei Quick-Wert, aPTT,
Faktor VIII, vWF-Aktivitat und vVWF:CBA auf. Der Quick-Wert, die aPTT und der Faktor
VIII waren in einzelnen Dilutionsstufen fur die 6-prozentige Lésung starker im Sinne
einer verminderten Gerinnbarkeit verandert als fur die 10-prozentige HES-Praparation,
die vVWF-Aktivitat und vWF:CBA dagegen weniger stark.

4.1.1.1 Einfluss der HES-Konzentration auf Quick-Wert, aPTT und Faktor VIII
Das Phanomen einer geringeren Beeintrachtigung der globalen Gerinnungsparameter
Quick-Wert und aPTT sowie des Einzelfaktors VIII nach in vivo-Hamodilution mit

hyperonkotischen HES-Lésungen wurde in der Literatur fir HES-Losungen der ersten
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und zweiten Generation mit MW > 200.000 Da und DS > 0,5 beschrieben [124, 137].
Valide in vitro-Ergebnisse mit der Gegenuberstellung einer modernen iso- und
hyperonkotischen HES-Losung der dritten Generation sind bisher nicht publiziert

worden.

Treib und Kollegen publizierten eine in vivo-Studie, in der die Effekte einer zehntagigen
Infusion entweder einer nicht-balancierten isoonkotischen HES-Lésung (MW
200.000 Da, DS 0,62) oder einer nicht-balancierten hyperonkotischen HES-L6sung
(MW 200.000 Da, DS 0,5) im Verlauf anhand der prothrombin time, der aPTT und des
FVIII gemessen wurden [137]. Die Ergebnisse dieser Studie wurden allerdings nicht
unter dem Gesichtspunkt der HES-Konzentration, sondern des Substitutionsgrades

dargestellt und diskutiert.

Im Vergleich zur Ausgangsmessung war der Quick-Wert am Tag 10 nach Infusion der
isoonkotischen HES-Praparation niedriger, in der Gruppe der HES 10 % jedoch fast
unverandert (detaillierte numerische Angaben zu den Messergebnissen oder
signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen fehlen). In der Gruppe der HES
6 %-Losung konnten, verglichen mit der Ausgangsmessung, am Tag 5 signifikant
verlangerte aPTT- und am Tag 7 signifikant niedrigere Faktor VIlI-Werte gemessen
werden. Fir die Gruppe der HES 10 %-L&sung wurden keine signifikanten Anderungen
von aPTT oder FVIII beschrieben [137]. Diese Ergebnisse zeigen nach Infusion einer
isoonkotischen verglichen mit einer hyperonkotischen HES-Ldsung eine starkere
Beeintrachtigung der Blutgerinnung gemessen anhand der konventionellen
Laborparameter invivo. Als Limitation dieser Arbeit wurde jedoch der effektiv
unterschiedliche Dilutionsgrad durch differierende Volumeneffekte, sichtbar am
unterschiedlichen = Hamatokrit, und die  verschiedenen  effektiven  HES-

Serumkonzentrationen nicht berticksichtigt.

Strauss et al. publizierten eine in vivo-Studie, in der 24 gesunden Probanden in zwei
Gruppen einmalig 90 g Hydroxyethylstarke (HES) infundiert wurden [124]. In der ersten
Gruppe wurden 1500 ml einer 6% HES, MW 450.000 - 670.000 Da, DS 0,7, in der
zweiten Gruppe 900 ml einer 10 % HES, MW 264.000 Da, DS 0,45 appliziert. Um
gleiche Volumina zu erhalten, wurden in der zweiten Gruppe zusatzlich 600 ml einer

0,9-prozentigen Natriumchloridlésung verabreicht. Uber einen Zeitraum von 70 Tagen

62



Diskussion: Einfluss der HES-Konzentration

wurden u.a. die prothrombin time als Quick-Wert-Aquivalent, die partielle
Thromboplastinzeit (PTT) und FVIII bestimmt.

Bezogen auf die Ausgangswerte war nach HES-Infusion der Anstieg der prothrombin
time und der PTT sowie der Abfall der FVIII-Werte in beiden Gruppen signifikant;
zwischen den unterschiedlich konzentrierten HES-Ldsungen lieRen sich signifikante
Unterschiede im Sinne einer starker beeintrachtigten Gerinnung fur die PTT und flr
FVIIl nach Infusion der isoonkotischen Praparation beobachten [124]. Limitierend fur die
Aussage dieser Studie ist die Verwendung zweier HES-Praparationen, die sich sowohl
in der Moleklulmasse, als auch dem Substitutionsgrad und der HES-Konzentration
unterschieden [124], so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch die hohere
Molekulmasse und der hohere Substitutionsgrad der 6-prozentigen HES eine Rolle flr

den starkeren Abfall von PTT und FVIII gespielt haben kénnen.

Die Ergebnisse der vorliegenden in vitro-Studie fur HES-Praparationen der dritten
Generation zeigen eine starkere Beeintrachtigung der Gerinnung gemessen mit
konventionellen Gerinnungsparametern durch eine isoonkotische (6-prozentige) HES-
Losung und sind damit im Einklang mit den von Treib et al. und Strauss et al.
beschriebenen in vivo-Studien mit alteren HES-Generationen [124, 137]. Ein mdglicher
zugrunde liegender Mechanismus im Sinne eines Messartefakts lasst sich aus in vitro

Studien zur Fibrinogenbestimmung ableiten:

Adam et al. konnten in einer in vitro-Hamodilutionsstudie zum Einfluss unterschiedlicher
HES-Lésungen auf die Plasmafibrinogenbestimmung in Abhangigkeit von der
Bestimmungsmethode (turbidimetrisch versus koagulometrisch) differente Ergebnisse
zeigen. Untersucht wurden 33- und 50-prozentige Dilutionen mit drei verschiedenen
HES-Praparationen: 6 % HES, MW 70.000 Da, DS 0,5, 6 % HES, MW 450.000 Da, DS
0,7 und 10 % HES, MW 200.000 Da, DS 0,5. Wahrend in den unverdunnten Proben die
Fibrinogenkonzentration unabhangig von der Messmethode vergleichbar war, fuhrte die
turbidimetrische, d.h. optische, Bestimmung mit steigendem Dilutionsgrad zu héheren
Werten als rechnerisch durch den Dilutionsgrad zu erwarten war. Die koagulometrisch,
d.h. mechanisch, gemessenen Werte dagegen waren vergleichbar zu den rechnerisch

ermittelten [4].

Geloste Hydroxyethylstarke ist ein flussiges, polydisperses Kolloid [147]. Eine die

Kolloide definierende Eigenschaft ist die Lichtstreuung [13]. Sichtbar wird eine Tribung
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des Plasmas, die bei turbidimetrischer Bestimmung von Laborparametern zu
Verfalschungen im Sinne zu niedrig gemessener Gerinnungsbeeintrachtigung flihren
kann [42]. Auf dieser Tatsache beruhende Messartefakte, d.h. turbidimetrisch falsch-
hoch gemessene Fibrinogenwerte nach in vitro-Hamodilution mit HES-LOsungen,

wurden auch im Vergleich kolloidaler und kristalloider Lésungen beschrieben [38, 53].

Die von Adam et al. optisch bestimmten Fibrinogenspiegel waren im Fall der 10-
prozentigen HES-Praparation hoher als bei den beiden 6-prozentigen Losungen [4]. Die

Autoren diskutierten die hdheren Abweichungen als Effekt der HES-Konzentration [4].

In der vorliegenden Studie wurden sowohl der Quick-Wert als auch die aPTT und der
Faktor VIII turbidimetrisch, d.h. optisch, gemessen. Im Gegensatz zu der Studie von
Adam et al. [4] sind die untersuchten HES-Praparationen hinsichtlich Molekulmasse und
Substitutionsgrad identisch, so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass die
signifikanten Unterschiede zwischen den iso- und hyperonkotischen HES-L&sungen ein

von der HES-Konzentration abhangiges Messartefakt sind.

4.1.1.2 Einfluss der HES-Konzentration auf die Laborparameter des von-
Willebrand-Systems

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten flur das vWF-Antigen als quantitativer Nachweis
des von-Willebrand-Faktors (VWF) in keiner Dilutionsstufe signifikante Unterschiede
nach in vitro-Hamodilution mit iso- und hyperonkotischen Praparationen. Die
funktionelle VWF-Aktivitat war gemessen mittels vWF-Collagenbindungsaktivitat nach
Hamodilution mit der 10-prozentigen Praparation bei den nicht-balancierten Losungen
in der 40-prozentigen Dilutionsstufe signifikant vermindert. Gemessen mittels Gplb-
Bindung (VWF-Aktivitat) war die funktionelle vWF-Aktivitat der 10-prozentigen Losung
bei den Elektrolyt-balancierten Losungen in der 60-prozentigen Dilutionsstufe signifikant

vermindert.

Publikationen, die moderne iso- und hyperonkotische HES-LOsung der dritten
Generation vergleichen, liegen bisher nicht vor. Ergebnisse aus zwei in vivo-Studien
existieren fur altere HES-Generationen; diese sind im Widerspruch zu den Ergebnissen

der vorliegenden Studie.

In der von Treib et al. publizierten in vivo-Studie zu den Effekten einer zehntagigen
Infusion einer nicht-balancierten isoonkotischen HES-Losung (MW 200.000 Da, DS
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0,62) bzw. einer nicht-balancierten hyperonkotischen HES-Lésung (MW 200.000 Da,
DS 0,5) sind im Verlauf auch das vWF-Antigen und der vWF-Ristocetin-Cofaktor
(VWF:RCo) bestimmt worden [137]. Das vWF-Antigen fiel im Vergleich zur
Ausgangsmessung nach der Infusion unabhangig von der verwendeten HES-Ldsung
signifikant ab, der VWF:RCo nur im Fall der 6-prozentigen HES-Lésung. Anhand der in
der Publikation abgebildeten Grafiken lassen sich starker ausgepragte
Beeintrachtigungen des von-Willebrand-Systems nach Infusion der
6-prozentigen HES-LOsung vermuten, jedoch wurden keine numerischen Angaben zu
signifikanten Unterschieden zwischen der 6- und der 10-prozentigen HES-Praparation
gemacht [137].

In der von Strauss et al. publizierten in vivo-Studie wurden nach Infusion von 90 g HES,
geldst in einer iso- (MW 450.000 - 670.000 Da, DS 0,7) bzw. einer hyperonkotischen
(MW 264.000 Da, DS 0,45) HES-Praparation, auch vWF-Antigen und vWF-Ristocetin-
Cofaktor (vVWWF:RCo) bestimmt. Die Werte beider Laborparameter fielen nach der HES-
Infusion signifikant unter die Ausgangswerte ab; sowohl fur vVWF-Antigen als auch fur
VWF:RCo war der Abfall nach Hamodilution mit der isoonkotischen Praparation

signifikant starker ausgepragt [124].

Fir HES der zweiten Generation (MW 200.000 Da, DS 0,5) wurde gegenuber der in der
in dieser Arbeit verwendeten HES (MW 130.000 Da, DS 0,4) in einer 2008 publizierten
gepoolten Analyse mehrerer in vivo-Studien eine starkere Beeinflussung, d.h. niedrigere
Werte, des vVWF-Antigens und der mittels VWF:RCo gemessenen funktionellen Aktivitat
beschrieben [77]. Die in der Studie von Strauss et al. [124] verwendeten Lésungen
enthielten mit MW 2 264.000 Da ebenfalls HES-Moleklle hoherer Molekiulmasse als
moderne Losungen der dritten Generation (MW 130.000 Da). Da sowohl fur das vWF-
Antigen als auch die funktionelle vVWF-Aktivitat von Jamnicki et al. im Vergleich zweier
Zweitgenerations-HES unterschiedlicher Molekilmasse eine starkere Beeinflussung
durch eine hohere HES-Molekulmasse in einer in vivo-Hamodilutionsstudie [64]
beschrieben wurde, kdnnte die geringere Beeintrachtigung des von-Willebrand-Systems
durch moderne HES mit niedrigerer Molekilmasse (MW 130.000 Da, DS 0,4 bzw. 0,42)
eine Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse dieser Untersuchung zu denen von
Treib et al. [137] und Strauss et al. [124] sein. Des Weiteren muss die methodische

Limitierung der Vergleichbarkeit von in vitro- mit in vivo-Daten berucksichtigt werden.
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4.1.1.3 Zusammenfassung: Einfluss der HES-Konzentration auf konventionelle
Laborparameter

Flar hyperonkotische Praparationen konnte im Vergleich zu isoonkotischen Losungen
der modernen Drittgenerations-HES vergleichbaren Substitutionsgrades eine signifikant
geringere Beeintrachtigung der Gerinnung gemessen anhand der Laborparameter
Quick-Wert, aPTT und Faktor VIl gezeigt werden. Dies ist im Einklang mit den fur altere
HES-Generationen publizierten Daten.

In Bezug auf das von-Willebrand-System zeigen die vorliegenden Ergebnisse bei
Verwendung einer modernen, mittelmolekularen 10-prozentigen versus 6-prozentigen
HES keine Unterschiede in der Menge des von-Willebrand-Faktors. Lediglich die
funktionelle Aktivitat war in zwei von 12 Vergleichen mit Vorteil fir die 6-prozentige HES
signifikant unterschiedlich. Die Ergebnisse dieser in vitro-Studie kénnen fur moderne
mittelmolekulare, niedrigsubstituierte HES keinen Vorteil einer 6- oder 10-prozentigen

HES in Hinblick auf die Beeintrachtigung des von-Willebrand-Systems belegen.

4.1.2 Einfluss der HES-Konzentration auf die Thrombelastometrie

Abhangig von der HES-Konzentration waren in einzelnen Dilutionsstufen die
Gerinnungszeit (engl. Coagulation Time, CT) und die Gerinnselbildungszeit (engl. Clot
Formation Time, CFT) im EXTEM-Test nach Dilution mit den hyperonkotischen HES-
Praparationen im Vergleich zu den isoonkotischen Ldsungen verlangert, und die
Gerinnselfestigkeit (engl. Maximum Clot Firmness, MCF) war sowohl im EXTEM- als
auch im FIBTEM-Test vermindert.

4.1.2.1 Einfluss der HES-Konzentration auf die Thrombelastometrieparameter CT,
CFT und MCF

Die Gerinnungszeit CT ist vergleichbar mit den konventionellen Laborparametern aPTT
und Quick-Wert und stellt die fur die Thrombinbildung notwendige Zeit dar [80]. Die
Gerinnselbildungszeit CFT bildet die Geschwindigkeit der Fibrinformation und
-quervernetzung auf der Oberflache von Thrombozyten ab [80]. Eine Hamodilution mit
konsekutiver Verdinnung aller vorhandener Gerinnungsfaktoren sowie der

Thrombozyten kann zu Verlangerungen der CT und CFT fuhren [59].
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Die Gerinnselfestigkeit ist hauptsachlich abhangig von Fibrinogen, Thrombozytenzahl
und Faktor XIII [90, 102]. Im EXTEM-Test der Thrombelastometrie spielen alle drei
Faktoren fur die maximale Clotfestigkeit (MCF) eine Rolle, fur die MCF im FIBTEM-Test
nach Inaktivierung der Thrombozyten nur Fibrinogen und Faktor XllII [80]. Mit steigender
Hamodilution tritt eine Verdlinnung der genannten Faktoren auf, mit der eine

Verminderung der Gerinnselfestigkeit einhergehen kann [61, 80].

Die dilutionsgradabhangige zunehmende Verlangerung der CT und CFT sowie die
Verminderung der Gerinnselfestigkeit konnen durch die Hamodilution allein erklart
werden. Die im Vergleich zur isoonkotischen Praparation gleicher Tragerlésung starkere
CT- und CFT-Verlangerung und die MCF-Verminderung nach in vitro-Hamodilution mit
der hyperonkotischen Praparation innerhalb einzelner Dilutionsstufen konnte dagegen
ein Effekt der HES-Konzentration sein, da dies die einzige unterschiedliche Variable
war. Dieses Phanomen wurde in der Literatur bereits fur altere HES-L&sungen
beschrieben [33, 102, 122], die Ergebnisse sind jedoch durch Verwendung von alteren
HES-Generationen, Untersuchung anderer Dilutionsstufen und/oder Verwendung einer
nicht-aktivierten Thrombelastographie nur eingeschrankt mit den Ergebnissen dieser
Arbeit vergleichbar. Vergleichbare in vitro-Ergebnisse mit der Gegenuberstellung einer
modernen iso- und hyperonkotischen HES-Losung der dritten Generation sind bisher

nicht publiziert worden.

Petroianu et al. publizierten eine in vitro-Hamodilutionsstudie, in der Citratblut im
Verhaltnis 10:2, 10:4 und 10:10 mit verschiedenen Kolloiden verdinnt und mittels nicht-
aktivierter Thrombelastographie untersucht wurde. Drei dieser Kolloide waren HES-
basiert (MW 200.000 Da, DS 0,5): je eine 3-, 6- und 10-prozentige HES-L6sung [102].
Dilutionsgradabhéngig wurde eine Verlangerung der CT-, CFT- und MCF-Aquivalente
(reaction time entspricht CT, coagulation time entspricht CFT, maximum amplitude
entspricht MCF [86]) beschrieben. Im Vergleich der drei HES-Lésungen verlangerten
sich die reaction time und die coagulation time innerhalb einer Dilutionsstufe mit
steigender HES-Konzentration, wahrend die maximum amplitude abnahm. Signifikante
Unterschiede zwischen den verschiedenen Konzentrationen der HES-Lésungen wurden
nicht beschrieben, auch wenn fir die 10 % HES eine starkere Beeintrachtigung der
Gerinnung verglichen mit den niedriger konzentrierten HES-L6sungen (3 % bzw. 6 %
HES) beschrieben wurde [102].
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Ekseth et al. publizierten eine in vitro-Hamodilutionsstudie, in der die Effekte einer 6-
und einer 10-prozentigen HES-Lésung in den Dilutionsstufen 10 %, 20 %, 40 %, 50 %
und 60 % mittels nicht-aktivierter Thrombelastometrie untersucht wurden. Fur die
beiden HES-Praparationen ist die Molekilmasse mit 200.000 Da angegeben worden,
Angaben zum Substitutionsgrad fehlten. Im Vergleich der beiden HES-Losungen war
die reaction time der 10-prozentigen Praparation in den Dilutionsstufen 10 %, 20 % und
60 %, und die coagulation time in allen Dilutionsstufen langer als bei der vergleichbaren
isoonkotischen Losung. Die maximum amplitude war nach Dilution mit der 10-
prozentigen HES-Praparation in allen Dilutionsstufen kleiner. Signifikant waren die

Unterschiede bei dem festgelegten Signifikanzniveau (p-Wert < 0,0033) nicht [33].

Sossdorf et al. publizierten eine in vitro-Hamodilutionsstudie, in der eine isoonkotische
HES-Praparation der dritten Generation (MW 130.000 Da, DS 0,4) und eine
hyperonkotische HES-L6ésung der zweiten Generation (MW 200.000 Da, DS 0,5)
verglichen wurden. Eine im Trend ausgepragtere, wenn auch nicht signifikante
Verlangerung der CT und CFT sowie eine ebenfalls nicht signifikante Verminderung der
MCF konnte in einer 10- und einer 40-prozentigen Dilution fur die hyperonkotische

HES-Ldsung gezeigt werden [122].

Der Trend aller genannten in vitro-Studien ist wie in der vorliegenden Arbeit eine durch
10-prozentige HES starkere Beeintrachtigung des Gerinnselaufbaus und der -festigkeit
gemessen mittels CT, CFT und MCF bzw. derer Aquivalente. Dieses Ergebnis trifft auch
auf die modernen, mittelmolekularen und niedrigsubstituierten HES-Lésungen zu, so

dass diese in dieser Richtung keinen Vorteil darstellen.

Ein Erklarungsansatz fur die im Vergleich zu isoonkotischen Praparationen langere CFT
und geringere MCF durch die hyperonkotische HES-Losung konnte in der
Verminderung des Fibronektinspiegels zu suchen sein, der in einer in vivo Studie flr
eine hyperonkotische Praparation (MW 200.000 Da, DS 0,62) im Trend starker
ausgepragt war als bei einer vergleichbaren isoonkotischen HES. Jedoch fehlen
Angaben zu signifikanten Unterschieden im Vergleich der beiden HES-Konzentrationen
[138]. Fibronektine sind Plasmaproteine, die an der Fibrinquervernetzung und
Thrombozytenaggregation beteiligt sind [21], so dass die beobachtete starkere
Auspragung der CFT-Verlangerung bei hyperonkotischer HES-LOsung auf eine starkere

Fibrinpolymerisationstdrung zurickzufuhren sein konnte.
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4.1.2.2 Einfluss der HES-Konzentration auf den sekundaren Thrombelastometrie-
parameter MCFpy

Die vorliegende Studie zeigte fur hyperonkotische HES-LOsungen in der 60-prozentigen
Dilutionsstufe einen signifikant niedrigeren (nbalHES) bzw. im Trend niedrigeren
(balHES) thrombozytaren Anteil an der Gerinnselfestigkeit (MCFpy;). Die MCFp wird
durch die Thrombozytenzahl und die Thrombozytenfunktion beeinflusst [80, 99]. Da in
der vorliegenden Arbeit die HES-Konzentration keine Unterschiede in der
Thrombozytenzahl herbeiflhrte, konnte die starkere Beeinflussung der MCFp;; ein Effekt
der HES-Konzentration auf die Thrombozytenfunktion, speziell der Thrombozyten-

Fibrinogen-Interaktion, sein.

Eine Reduktion der fur die Fibrinogenbindung relevanten Thrombozytenrezeptoren
Gpllb/llla durch isoonkotische, nicht-balancierte HES-Lésungen (MW 200.000 Da,
DS 0,5 und MW 130.000 Da, DS 0,4) wurde von Chen et al. [20] beschrieben. Die
Dosisabhangigkeit dieser Reduktion, d.h. eine groflere Reduktion des Gpllb/llla-
Rezeptors mit steigender HES-Konzentration, wurde von Stogermuller et al. gezeigt
[123]. In jener in vitro-Hamodilutionsstudie war die Expression des Gpllb/llla-Rezeptors
nach Dilution mit einer nicht-balancierten 6% HES-Lésung (MW 200.000 Da, DS 0,6)
dosisabhangig vermindert, wahrend gleiche Dilutionsgrade mit einem nicht-balancierten
Kristalloid zu keiner Verminderung der Rezeptorexpression fuhrten. Die
Schlussfolgerung war eine HES-spezifische, konzentrationsabhangige Thrombozyten-
funktionsstérung. Durch das Studiendesign, in dem hohere HES-Konzentrationen durch
hohere Dilutionsgrade erzeugt wurden, lassen sich zusatzliche, dilutionsbedingte
Faktoren, wie z.B. eine geringere Thrombozytenzahl, nicht ausschlieen. Im Gegensatz
dazu lasst sich anhand der MCFpy; in der vorliegenden Studie auch innerhalb einer
Dilutionsstufe eine starkere Thrombozytenbeeintrachtigung durch eine hdéhere HES-

Konzentration (10 % vs. 6 %) vermuten.

Der Mechanismus der Interaktion von HES mit dem Thrombozytenoberflachenrezeptor
Gpllb/llla ist nicht vollstandig geklart. Es wird ein sogenanntes , Thrombozyten-Coating®
durch HES-Molekule diskutiert, d.h. eine Bindung der HES-Molekile am Thrombozyten,
die Uber noch nicht vollstandig geklarte Mechanismen die Verfugbarkeit der Rezeptoren
herabsetzt [40, 75]. Deusch et al. konnten in einer in vitro-Hamodilutionsstudie mittels

fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie eine Bindung von HES-Molekilen an
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Thrombozyten nachweisen [30]. In dieser Studie wurden mit einer isoonkotischen,
Fluoreszenz-gelabelten HES-Lésung (MW 200.000 Da, DS 0,5) sechs Dilutionen mit
steigendem Dilutionsgrad hergestellt und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Mit
steigendem Dilutionsgrad und damit steigender HES-Konzentration in der Probe nahm
der Prozentsatz fluoreszierender Thrombozyten zu. Im Vergleich zur unverdinnten
Kontrolle war dies bereits ab der 10-prozentigen Dilution signifikant. Eine direkte
Bindung der HES-Molekule am Gpllb/llla-Rezeptor konnte durch Prainkubation der
Thrombozyten mit einem Gpllb/llla-Rezeptorinhibitor vor der Dilution mit
Hydroxyethylstarke ausgeschlossen werden, so dass der genaue Bindungs-

mechanismus unklar blieb [30].

4.1.2.3 Zusammenfassung: Einfluss der HES-Konzentration auf die
Thrombelastometrie

Bei noch nicht vollstandiger Klarung der zugrunde liegenden Mechanismen der
Thrombozyten-HES-Interaktion bestatigt die vorliegende Studie auch fur moderne
hyperonkotische Losungen eine im Vergleich zu isoonkotischen Loésungen starkere
Auspragung der HES-induzierten Koagulopathie mit einer ausgepragteren Fibrinogen-/
Fibrinpolymerisationsstérung in der Thrombelastometrie. Die Ergebnisse dieser in vitro-
Hamodilutionsstudie sind im Einklang mit den bereits fur hyperonkotische HES-

Ldsungen alterer Generationen publizierten Daten.

Damit reproduziert die vorliegende Studie fur 10-prozentige HES die Diskrepanz
zwischen weniger starker Beeintrachtigung turbidimetrisch gemessener konventioneller
Laborparameter, aber starker ausgepragter Beeintrachtigung in der Gerinnselbildung
und -festigkeit anhand der Thrombelastometrieparameter auch fur moderne,

mittelmolekulare und niedrigsubstituierte HES-L6ésungen.

4.2 Einfluss der Tragerlésung der HES-Préaparation

4.2.1 Einfluss der Tragerldsung der HES-Préparation auf die Laborparameter

Der Vergleich der Tragerldsungen zeigte signifikante Unterschiede zugunsten der
Elektrolyt-balancierten HES-Lésungen bei den konventionellen Laborparametern
ionisiertes Calcium, Faktor VIII, aPTT, Quick-Wert und den gemessenen VWF-

Parametern vVWF:Ag und VWF:CBA in einzelnen Dilutionsstufen.
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4.2.1.1 Einfluss der Tragerldsung der HES-Pré&paration auf das ionisierte Calcium

Calcium liegt im Blut in drei Formen vor: als biologisch aktives, freies bzw. ionisiertes
Calcium, zu 30 - 50 % gebunden an Proteine, hauptsachlich Albumin, und zu 5 -15 %
in Komplexverbindungen mit anderen Anionen [93]. lonisiertes Calcium (Ca®*), das
auch als Blutgerinnungsfaktor IV bezeichnet wird [7], hat eine essentielle Rolle in der
Gerinnungskaskade [9]; eine Hypocalcamie wird mit einer Hypokoagulabilitat [83] bzw.

eine Hypercalcamie mit einer Hyperkoagulabilitat assoziiert [54].

Die Hemmung der Gerinnung in Citratblut ist auf die Komplexbildung der Citrat- und
Calciumionen zuruckzufiihren [100]. Bei der Bestimmung konventioneller Labor-
parameter und der Thrombelastometrie wird Citratblut durch eine standardisierte
Zugabe von Calcium recalcifiziert [9, 81]. In einem Citratblut-basierten Hamodilutions-
modell wurde der absolute Citratgehalt bei Verwendung nativer, d.h. nicht-
citratsubstituierter, Dilutionslésungen abfallen, die standardisierte Recalcifizierung
wlrde konsekutiv zu einem Calciumuberschuss flhren. Diese relative Hypercalcamie,
d.h. héhere Calciumspiegel als in Dilutionen mit citratsubstituierten Losungen, ware mit
steigendem Dilutionsgrad starker ausgepragt. Durch Verwendung citratsubstituierter
Dilutionslésungen dagegen kann der Citratgehalt Uber alle Dilutionsgrade konstant

gehalten werden.

Bei der Hamodilution werden samtliche Blutbestandteile verdinnt und damit relativ
vermindert — auch lonen wie das in den Citratblutproben noch vorhandene nicht-
citratgebundene Ca®*. Die Ergebnisse dieser in vitro-Studie zeigen einen signifikant
héheren Gehalt an vor Recalcifizierung gemessenen Ca®" in den Elektrolyt-balancierten

Dilutionen.

Die in Abhangigkeit der verwendeten Tragerlésung beobachteten Unterschiede des
Ca*" in dieser Studie erklaren sich damit, dass im Fall der nicht-balancierten HES-
Lésungen mit zunehmendem Dilutionsgrad der Ca®*-Abfall als Ausdruck der reinen
Verdiinnung des in den Blutproben vorhandenen Ca®* zu beobachten ist. Im Fall der
Elektrolyt-balancierten HES-Losungen tritt diese Verdinnung ebenfalls auf, allerdings
libersteigt die Ca**-Zufuhr durch die calciumhaltige Tragerldsung die Dilution, so dass

die Ca?*-Spiegel mit zunehmendem Dilutionsgrad ansteigen.

In Anbetracht der Schlusselrolle ionisierten Calciums, welches annahernd an jedem

Prozess der Gerinnungsfaktorenaktivierung beteiligt ist [9, 54, 83], konnten die
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beobachteten signifikanten Ca?*-Unterschiede, wie im Folgenden diskutiert, einen Effekt

auf die Ergebnisse der konventionellen Laborparameter haben.

4.2.1.2 Einfluss der Tragerldsung der HES-Préaparation auf FVIII
In der vorliegenden Arbeit wurden nach moderater und schwerer in vitro-Hamodilution
mit Elektrolyt-balancierten HES-LAsungen signifikant hohere relative Faktor VIlI-Werte

als nach Dilution mit vergleichbaren nicht-balancierten Losungen gemessen.

In dieser Studie lagen fur die Dilutionen unabhangig von der Dilutionslésung, anhand
des Hamatokrits nachgewiesen, vergleichbare Dilutionsgrade vor. Eine ungleiche
Dilution des vorhandenen FVIII ist somit unwahrscheinlich. Eine mégliche Erklarung flr
die hoheren FVIllg-Werte nach in vitro-Hamodilution mit Elektrolyt-balancierten HES-
Ldsungen konnte in der Stabilitdtsabhangigkeit des FVIII sowohl vom von-Willebrand-
Faktor als auch von Ca** liegen [110, 128, 145]:

In der vorliegenden Studie wurde fur die relativen Messwerte des vVWF-Antigens als
quantitative Bestimmung des vWF kein signifikanter Unterschied innerhalb der
Dilutionsstufen, in denen signifikant unterschiedliche FVIll-Messwerte auftraten,
gemessen. Es ist damit unwahrscheinlich, dass die hdheren FVIII-Spiegel mit der

Stabilitatsabhangigkeit des FVIII vom vVWF erklart werden kénnen.

Rock et al. beschrieben eine Assoziation der FVIII-Spiegel und des Gehalts an
ionisiertem Calcium: Je hoher das Ca?* in Citratvollblut war, desto héher waren die
FVIII-Werte in den daraus hergestellten Plasmaproben [109]. Fay wies nach, dass die
Rekonstitution des heterodimeren FVIIlI aus zuvor getrennten, gereinigten leichten und
schweren Ketten vom ionisierten Ca®" abhangt [37]. Takeyama et al. konnten eine
Inaktivierung von FVIII durch Ca?*-Mangel [127] sowie die Schutzfunktion des VWF auf

die Calcium-Bindungsstelle der leichten FVIlI-Kette [128] nachweisen.

Vor dem Hintergrund der Bedeutung ionisierten Calciums fir die Stabilitat von FVIII und
den vor Recalcifizierung gemessenen signifikant hoheren Caz+—SpiegeIn in den
Dilutionen mit Elektrolyt-balancierten HES-Praparationen konnte die nachgewiesene
Faktor VIlI-Erhéhung ein Calciumeffekt sein, der z.B. durch eine hdhere Stabilitat des

FVIIl in den mit calciumhaltigen Losungen verdiunnten Proben verursacht sein konnte.

Vergleichbare in vitro-Studien sind zum Zeitpunkt der Entstehung dieser Arbeit nicht

publiziert. In einer in vivo-Studie konnten Gan et al. kontrovers zu den Ergebnissen
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dieser Studie mit nicht-balancierten versus calciumhaltigen, Elektrolyt-balancierten
HES-Praparationen der ersten Generation unabhangig von der Tragerlésung keine
signifikanten Anderungen der FVIII-Spiegel vor und nach HES-Infusion belegen [45].
FUr diese Diskrepanz kommen mehrere Erklarungsansatze in Betracht: In der
vorliegenden Arbeit lieRen sich nach 20-prozentiger Hamodilution keine Unterschiede
zwischen den beiden Tragerlésungen zeigen. In der von Gan et al. publizierten Studie
ist der effektive Dilutionsgrad der Gerinnungsfaktoren nicht Uber den Hamatokrit
bestimmbar, da im Mittel jeder Patient neben Hydroxyethylstarke kristalloide
Volumenersatzmittel, Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate sowie
Plasmaprodukte entsprechend dem Studienprotokoll erhalten hat [45]. Es lasst sich
daher nicht ausschlie3en, dass in der Studie von Gan et al. der Dilutionsgrad unterhalb
der 40 % liegt, bei der in der vorliegenden Arbeit ein signifikanter Unterschied gesehen
wurde. Des Weiteren wurden die Calciumspiegel in der Studie von Gan et al. zusatzlich
zu der Tragerldsung sowohl durch die Gabe von citrathaltigen Plasmaprodukten, als

auch durch Calciumsubstitution beeinflusst.

4.2.1.3 Einfluss der Tragerldsung der HES-Préaparation auf aPTT und Quick-Wert
In der vorliegenden Studie wurde flir die nicht-balancierte Tragerlésung bei den
isoonkotischen HES-Praparationen eine tendenziell Iangere aPTT nach 40-prozentiger,

eine signifikant langere aPTT nach 60-prozentiger Hamodilution gezeigt.

In einer in vitro-Hamodilutionsstudie zu nicht-balancierten versus Elektrolyt-balancierten
HES-Lésungen der ersten Generation (MW 450.000 Da, DS 0,7) zeigten Dailey et al.
bei einem Dilutionsgrad von 30 % zwischen beiden Gruppen keine statistisch
unterschiedlichen aPTT-Werte [26]. Signifikante Unterschiede bei aPTT und Quick der
mit nicht-balancierten bzw. Elektrolyt-balancierten HES-Praparationen hergestellten
Dilutionen traten in der vorliegenden Arbeit in hdheren Dilutionsgraden auf, so dass der

Effekt der Tragerlosung bei niedrigen Dilutionsgraden maoglicherweise nicht messbar ist.

In einer in vitro-Studie von Casutt et al. wurden eine nicht-balancierte 6% HES
(MW 130.000 Da, DS 0,4) und eine Elektrolyt-balancierte 6 % HES (MW 130.000 Da,
DS 0,42) in den Dilutionsstufen 33 % und 66 % untersucht [19]. Die konventionellen
Parameter prothrombin time und aPTT zeigten verglichen mit den Baseline-Werten

verlangerte Werte nach in vitro-Hamodilution, jedoch fehlen detaillierte Angaben zum
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direkten Vergleich der Tragerlésungen, so dass die Ergebnisse von Casutt et al. nur

eingeschrankt mit der vorliegenden Studie verglichen werden kdnnen.

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen wurde von Gan et al. in
einer in vivo-Studie kein Unterschied der aPTT-Werte nach Infusion von HES-L6sungen
in calciumhaltiger Elektrolyt-balancierter Tragerldsung versus nicht-balancierter

Tragerldsung publiziert [45].

Die aPTT ist sensitiv fur einen Mangel an Gerinnungsfaktoren mit Ausnahme der
Faktoren VIl und XIII. Ein Faktor VIII-Spiegel unter 30 % fuhrt zu einer Verlangerung der
aPTT [9]. Die Faktoren V und VIII sind in ihrer Strukturintegritat calciumabhangig [127].
Far Faktor VIII konnten in dieser Studie signifikant hohere Spiegel nach Hamodilution
mit einer Elektrolyt-balancierten Tragerlosung nachgewiesen werden. Die hoheren
Spiegel calciumabhangiger Faktoren in den mit Elektrolyt-balancierten Praparationen
verdunnten Proben koénnten die Erklarung fur die geringeren aPTT-Werte nach
Hamodilution mit der Elektrolyt-balancierten 6-prozentigen HES-Praparation sein.
Ungeklart ist, warum bei den 10-prozentigen HES-LOsungen dieser Unterschied nicht
auftritt und ob dies bei turbidimetrischer Bestimmung der aPTT mit der HES-

konzentrationsbedingten hdheren Lichtstreuung zusammenhangen kénnte.

In Hinblick auf die Tragerlésung konnte die hier vorgestellte Studie dartber hinaus bei
Verwendung einer Elektrolyt-balancierten Praparation signifikant hdhere Quick-Werte in
jeder untersuchten (6 % HES) bzw. in der 40- und 60-prozentigen Dilutionsstufe (10 %

HES) nachweisen.

Vergleichbare in vitro-Studien, die ebenfalls mittelmolekulare niedrigsubstituierte HES
und deren Tragerldsung untersuchen, sind bislang nicht publiziert. Analog zu den
kontroversen Ergebnissen der aPTT wurden in vivo keine Unterschiede hinsichtlich der
prothrombin time als Quick-Wert-Aquivalent nach Infusion von L&sungen in
calciumhaltiger  Elektrolyt-balancierter ~ Tragerlosung versus  nicht-balancierter

Tragerlosung beschrieben [45].

Der Quick-Wert als Globalparameter der plasmatischen Gerinnung ist sowohl calcium-
als auch Faktor V-abhangig [9]. Fur Faktor V konnten Takeyama et al. analog zum
Faktor VIII ebenfalls die Calciumabhangigkeit nachweisen [127]. Die in der vorliegenden

Studie beschriebenen signifikant héheren Ca**-Spiegel bei Dilution mit balancierten
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Tragerlosungen konnten moglicherweise direkt als Faktor IV und sekundar Uber den

Faktor V fur die signifikanten Unterschiede des Quick-Werts verantwortlich sein.

4.2.1.4 Einfluss der Tréagerlésung der HES-Praparation auf die Parameter des von-
Willebrand-Systems

Bezogen auf die verwendete Tragerlosung lied sich flir das vWF-Antigen als
quantitativer Nachweis des vVWF bei den isoonkotischen Praparationen ein nicht-
signifikanter Trend zu héheren Werten bei Elektrolyt-balancierten Dilution beobachten.
In der 20-prozentigen Dilutionsstufe bei den hyperonkotischen Praparationen wurde ein
signifikanter Unterschied mit héheren Werten fur die Elektrolyt-balancierte Praparation

dargestellt.

Die vWF-Collagenbindungsaktivitat war nach in vitro-Hamodilution mit den Elektrolyt-
balancierten HES-Praparationen sowohl fur die iso- als auch fur die hyperonkotischen
Praparationen im  Trend niedriger; dieser Unterschied war in der

40-prozentigen Dilutionsstufe der hyperonkotischen HES-LOsungen signifikant.

Far die vVWF-Aktivitat lieRen sich in keiner der Dilutionsstufen signifikante Unterschiede

zwischen den beiden Tragerlésungen zeigen.

Vergleichbare in vitro-Ergebnisse zum Effekt auf das von-Willebrand-System einer
nicht-balancierten bzw. Elektrolyt-balancierten iso- bzw. hyperonkotischen HES-LAsung
der dritten Generation liegen bisher nicht vor. Ergebnisse einer in vivo-Studie existieren
fur die erste HES-Generation [45]; diese zeigten keinen Unterschied zwischen den

Tragerldsungen isoonkotischer HES-Praparationen:

Eine mdgliche Ursache fur den Unterschied zwischen dem in dieser in vitro-Arbeit
beobachteten ausgepragten und dem von Gan et al. [45] beschriebenen in vivo-Abfall
der vVWF-Antigenspiegel kdnnte sowohl in einem niedrigeren effektiven Dilutionsgrad als
auch im unterschiedlichen Studiendesign (in vitro vs. in vivo) liegen. Der Dilutionsgrad
der Studie von Gan et al. ist, wie bereits erlautert, durch die Gabe von kristalloiden
Volumenersatzmitteln,  Erythrozyten- und  Thrombozytenkonzentraten  sowie
Plasmaprodukten nur bedingt bestimmbar. Des Weiteren ist der vWF-Spiegel in vivo
zusatzlich durch vWF-Freisetzung aus dem Endothel bei Stress, hormonalen
Einwirkungen oder chirurgischer Eingriffen verandert [8], welches in in vitro-

Untersuchungen nicht berucksichtigt werden kann.
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Der Mechanismus fur das in der vorliegenden Studie beobachtete hdhere vVWF-Antigen
nach 20-prozentiger Hamodilution mit Elektrolyt-balancierter HES konnte

moglicherweise auf die hdheren Ca**-Spiegel zuriickzufiihren sein:

Bis zu 15 % des gesamten vVWF wird in Megakaryozyten gebildet und in den a-Granula
der Thrombozyten gespeichert [25, 56, 78]. Die Freisetzung des thrombozytaren vVWF
erfolgt nach Aktivierung der Thrombozyten und kann dosisabhangig durch Thrombin

getriggert werden [74].

Die Bildung von Thrombin aus Prothrombin Uber den Prothrombinasekomplex ist
sowohl direkt calciumabhangig [96, 105] als auch indirekt Gber Faktor V [127]. Bolliger
et al. zeigten in einer Hamodilutionsstudie eine dilutionsgradabhangige Reduktion der
Thrombingeneration [15]. Der gemessene signifikante Ca**-Unterschied nach 20-
prozentiger in vitro-Hamodilution zwischen der nicht-balancierten und der Elektrolyt-
balancierten HES-Lésung koénnte zu einer verminderten Thrombingeneration, diese
wiederum zu einer verminderten vVWF-Freisetzung aus den Thrombozyten bei nicht-
balancierter Tragerlosung fuhren. Bei den hoheren Dilutionsstufen konnte die
Verdunnung aller Gerinnungsfaktoren und der Thrombozyten fur diesen Mechanismus

Zu ausgepragt sein.

4.2.1.5 Zusammenfassung: Einfluss der Tragerlosung der HES-Préparation auf
konventionelle Laborparameter

Die vorliegende in vitro-Hamodilutionsstudie konnte durch Verwendung einer Elektrolyt-
balancierten im Vergleich zu einer nicht-balancierten Tragerlésung eine signifikant
geringere Beeinflussung der konventionellen Laborparameter Ca®*, Quick-Wert, aPTT
und Faktor VIII und in einem Fall auch des vWF-Antigens zeigen. Diese Ergebnisse
sind kontrovers zu denen einer in vivo-Studie, kénnten jedoch mdglicherweise durch

Ca?*-bedingte in vitro-Phdnomene erklart sein.

4.2.2 Einfluss der Tragerldsung der HES-Préparation auf die Thrombelastometrie

In der vorliegenden Arbeit konnte weder fur isoonkotische (6 % HES), noch fur
hyperonkotische (10 % HES) Praparationen mittels aktivierter Thrombelastometrie eine
geringer ausgepragte Hypokoagulabilitdt durch Verwendung einer Elektrolyt-

balancierten Tragerldsung nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind im Einklang
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mit publizierten in vitro-Hamodilutionsstudien zum Effekt einer nicht-balancierten versus
einer Elektrolyt-balancierten Tragerlésung von Drittgenerations-HES auf die aktivierte
Thrombelastometrie [19, 84]:

Casutt et al. publizierten eine in vitro-Hamodilutionsstudie, fur die Citratblut von 10
gesunden freiwilligen  Probanden  mittels aktivierter und nicht-aktivierter
Thrombelastometrie in den Dilutionsstufen 33 % und 66 % untersucht wurde. Es liel3
sich kein signifikanter Unterschied in den gemessenen TEM-Parametern CT, CFT, MCF
und a-Winkel zwischen einer nicht-balancierten, isoonkotischen HES (MW 130.000, DS
0,4) und einer Elektrolyt-balancierten, isoonkotischen HES (MW 130.000, DS 0,42)

nachweisen [19].

Die von Lindroos et al. publizierte in vitro-Hamodilutionsstudie untersuchte mittels
aktivierter Thrombelastometrie den Effekt auf die Gerinnung durch Kombinationen aus
Kristalloiden und Kolloiden in den Dilutionsstufen 20 % und 40 %. Fir diese Studie
wurde Citratblut 12 gesunder, freiwiller Probanden eingesetzt. Unter den untersuchten
Kolloiden befanden sich auch eine nicht-balancierte und eine Elektrolyt-balancierte HES
(MW 130.000 Da, DS 0,4) [84]. Die Elektrolyt-balancierte Tragerlésung der HES-
Praparation war im Gegensatz zu der Studie von Casutt et al. [19] und der vorliegenden
Studie Ca?*-frei. Beide HES-Ldsungen wurden jedoch mit Ca?*-haltigen Kristalloiden im
Verhaltnis 1:1 kombiniert [84]. Wahrend nach in vitro-Hamodilution eine Stérung der
Blutgerinnung fur alle untersuchten Kolloide gezeigt werden konnte, lie3 sich kein
Unterschied in Abhangigkeit von der Tragerldsung demonstrieren. Eine detaillierte
Beschreibung der statistischen Ergebnisse fehlt. Limitierend fir die Aussagekraft dieser
Studie ist die Kombination beider HES mit einer Elektrolyt-balancierten, Ca**-haltigen
kristalloiden LoOsung. Eine Aussage zum Effekt einer nicht-balancierten versus

Elektrolyt-balancierten Tragerldsung lasst sich aus dieser Studie nicht ableiten [104].

In alteren Studien wurden bei Verwendung nicht-aktivierter Thrombelastographie
kontroverse Ergebnisse zum Einfluss der Tragerlosung publiziert, die Vergleichbarkeit
ist durch die Verwendung hdhermolekularer HES-L6sungen und der nicht-aktivierten

Thrombelastographie jedoch eingeschrankt:

Dailey et al. publizierten eine in vitro-Hamodilutionsstudie mit isoonkotischer, nicht-
balancierter versus Elektrolyt-balancierter HES-Losung (MW 450.000 Da, DS 0,7). Im

Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie konnten nach 30 %
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Hamodilution mittels Thrombelastographie keine signifikanten Unterschiede in den
Parametern reaction time, coagulation time oder maximum amplitude, also den der CT,
CFT und MCF entsprechenden Parametern [86], nachgewiesen werden. Fiur diese

Studie wurde Blut von 30 gesunden, freiwilligen Probanden verwendet [26].

Roche et al. publizierten eine in vitro-Hamodilutionsstudie mit isoonkotischer, nicht-
balancierter versus Elektrolyt-balancierter HES-Lésung (MW 550.000 Da, DS 0,7), in
der mittels nicht-aktivierter Thrombelastographie dilutionsabhangig eine weniger stark
ausgepragte Beeintrachtigung der Thrombelastographie-Parameter durch eine
Elektrolyt-balancierte HES-Praparation dargestellt wurde. Signifikante Unterschiede
bestanden in der 40-prozentigen Dilution fur die reaction time, in der 75-prozentigen
Dilution fur die coagulation time, und in der 60- und 75-prozentigen Dilution fur die
maximum amplitude. Fur diese Studie wurde Blut von funf gesunden, freiwilligen

Probanden verwendet [108].

In einer anderen in vitro-Hamodilutionsstudie mit isoonkotischen, nicht-balancierten
versus Elektrolyt-balancierten HES-Losungen stellten Roche et al. ebenfalls mittels
nicht-aktivierter Thrombelastographie dilutionsabhangig eine geringer ausgepragte
Gerinnungsstérung durch eine Elektrolyt-balancierte HES-Praparation dar, detaillierte
Angaben zu signifikanten Unterschieden zwischen den Tragerlésungen fehlen.
Untersucht wurden fur diese Studie: nicht-balancierte HES (MW 450.000 Da, DS 0,6)
versus balancierte HES (MW 670.000 Da, DS 0,7) sowie nicht-balancierte versus
balancierte HES (MW 200.000 Da, DS 0,5) in den Dilutionsstufen 20 %, 40 % und

60 %. Fir diese Studie wurde Blut von 10 gesunden Freiwilligen verwendet [107].

Im Gegensatz zur vorliegenden Studie wurden in den von Roche et al. [107, 108] und
Dailey et al. [26] publizierten Studien Vollblut mit unbehandelten Dilutionsldsungen
verdunnt, und die entstandenen Dilutionen mittels nicht-aktivierter Thrombelasto-
graphie ohne Zusatz weiterer Gerinnungsaktivatoren untersucht. Die Dilutionsstufen, in
denen in der von Roche et al. [108] publizierten Arbeit signifikante Unterschiede
vorlagen, sind hoher als in der von Dailey et al. publizierten Studie [26]. Mit steigendem
Dilutionsgrad ist nach Verdinnung mit einer calciumhaltigen Elektrolyt-balancierten
HES-Praparation der Gehalt an Ca** in der Dilution hoher; die Werte von Ca®* lagen ab
einer 40-prozentigen Dilution fur calciumhaltige Elektrolyt-balancierte HES oberhalb, fur

calciumfreie nicht-balancierte HES dagegen unterhalb des Referenzbereiches [107].
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Der Einfluss einer Hypercalcamie auf die Gerinnung wurde von Hilgard mittels
Thrombelastographie untersucht [54]. In einem Rattenmodell wurde iatrogen eine
Hypercalcamie entweder durch intramuskulare Implantation eines Walker 256-Tumors
oder durch intraperitoneale Calciumglukonatinjektion initiiert. Mittels nicht-aktivierter
Thrombelastographie zeigte Hilgard im Vergleich zu normocalcamen Ratten eine
Hyperkoagulabilitat; diese wurde als Ausdruck einer moglichen Kontaktaktivierung
durch das ionisierte Calcium diskutiert [54]. Eine Hypokoagulabilitat in der
Thrombelastometrie durch eine Hypocalcamie dagegen zeigten James et al. in einer
systematischen  in vitro-Untersuchung zum  Einfluss  unterschiedlicher Ca?*-

Konzentrationen auf die Thrombelastometrie [63].

Im Einklang mit den von Dailey et al. [26], Lindroos et al. [84] und Casutt et al. [19]
publizierten und den in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnissen konnten Gan
et al. in einer invivo-Studie [45] keinen signifikanten Vorteil der HES-induzierten
Koagulopathie in der Thrombelastographie durch calciumhaltige Elektrolyt-balancierte
gegenuber nicht-balancierten  Tragerlosungen  belegen: Die  perioperative
Volumensubstitution dieser Studie erfolgte entweder mit balancierten Kristalloiden, einer
nicht-balancierten HES-L6sung (6 % HES, MW 550.000 Da, DS 0,7) oder einer
Elektrolyt-balancierten HES-Lésung (6 % HES, MW 550.000 Da, DS 0,7). Es lielken
sich im Vergleich der beiden HES-Praparationen keine signifikanten Unterschiede in
den Parametern reaction time, coagulation time oder maximum amplitude, also den der
CT, CFT und MCF entsprechenden Parametern [86], zeigen, solange die
Infusionsmenge die Kdorpergewichts (KG)-bezogene Dosierung von 20 ml HES/kg KG
unterschritt. Bei HES-Infusionsmengen ab 20 ml/kg KG waren die Veranderungen im
Sinne einer beeintrachtigen Blutgerinnung der Parameter reaction time, coagulation
time und maximum amplitude in der Gruppe der nicht-balancierten HES-Lésung nur

tendenziell starker ausgepragt [45].

In vivo-Studien zum Effekt der Tragerlosung moderner Drittgenerations-HES auf die
aktivierte Thrombelastometrie sind bisher nicht publiziert. In einer in vivo Studie von
Base et al. wurde der Effekt einer nicht-balancierten versus einer calciumfreien,
Elektrolyt-balancierten 6-prozentigen HES (MW 130.000 Da, DS 0,4) in 81
kardiochirurgischen Patienten untersucht [11]. Primares Zielkriterium war der

Serumchloridspiegel, konventionelle Gerinnungsparameter und Blutverlust wurden als
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sekundare Sicherheitsparameter ebenfalls bestimmt. Weder hinsichtlich der
Laborparameter, noch hinsichtlich des Blutverlustes wurden signifikante Unterschiede

berichtet, detaillierte Angaben fehlen [11].

4.2.2.3 Zusammenfassung: Einfluss der Tragerlésung der HES-Préparation
Thrombelastometrie

Mittels Thrombelastometrie lassen sich in der vorliegenden Studie fur moderne HES
(MW 130.000 Da, DS 0,4 bzw. 0,42) keine Unterschiede in der Auspragung der HES-
induzierten Gerinnungsstérung durch Verwendung einer Elektrolyt-balancierten
Tragerldsung verglichen mit einer nicht-balancierten HES-L6osung zeigen. Diese
Ergebnisse sind im Einklang mit publizierten in vitro-Hamodilutionsstudien zum Effekt
der Tragerlésung von Drittgenerations-HES auf die aktivierte Thrombelastometrie und

auf die Blutgerinnung in vivo.

4.3 HES-induziertes, erworbenes von-Willebrand-Syndrom Typ 1

Fir beide in dieser Studie untersuchten Blutgruppen 0 und A ist unabhangig von der fur
die in vitro-Hamodilution verwendeten modernen HES-Lésungen (MW 130.000 Da,
DS 0,4 bzw. 0,42) mit steigender Verdinnung ein zunehmender Abfall sowohl der
absoluten als auch der relativen Werte aller untersuchten Parameter des von-

Willebrand-Systems sowie des assoziierten Faktors VIII nachweisbar.

Die vorliegende Studie konnte damit die unter anderem von Favaloro et al. publizierte
Blutgruppenabhangigkeit des FVIII und der von-Willebrand-Parameter vWF-Antigen,
vWEF-Aktivitat und vVWF:CBA [36] in den Baseline-Messungen und allen Dilutionsstufen

unabhangig von der verwendeten Dilutionslosung bestatigen.

Eine Fragestellung dieser Studie war, ob sich die in der Literatur beschriebene starkere
Auspragung eines HES-induzierten von-Willebrand-Syndroms Typ 1 bei Tragern der
Blutgruppe 0 unter Verwendung einer Hydroxyethylstarke der dritten Generation (MW
130.000 Da, DS 0,4 bzw. 0,42) reproduzieren lasst.

Das vWS Typ 1 ist durch eine quantitative Verminderung des vVWF und des assoziierten
FVIII sowie eine Verminderung der funktionellen Aktivitat des vVWF gekennzeichnet
[117]. Die Mediane der absoluten Werte von vWF-Antigen, vWF-Aktivitat, vWF-

Collagenbindungsaktivitat und FVIII lagen in der vorliegenden Hamodilutionsstudie fur
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die nicht-balancierte 10 % HES und die beiden Elektrolyt-balancierten HES-L6sungen
fur Blutgruppe 0 haufiger unterhalb der angegebenen Referenzbereiche als fir
Blutgruppe A. Ohne Berucksichtigung der niedrigeren Ausgangswerte konnten diese
Ergebnisse als eine starkere Auspragung des HES-induzierten von-Willebrand-
Syndroms Typ 1 bei Tragern der Blutgruppe 0 auch durch moderne Drittgenerations-
HES (MW 130.000 Da, DS 0,4 bzw. 0,42) interpretiert werden.

Im Vergleich der relativen Werte des von-Willebrand-Systems beider Blutgruppen
jedoch zeigten sich unabhangig von der verwendeten HES-Praparation in den
einzelnen Dilutionsstufen keine signifikanten quantitativen Unterschiede des vVWF, d.h.

laborchemisch im vWF-Antigen-Wert, oder im assoziierten FVIII.

Hinsichtlich der funktionellen Aktivitatsbestimmung des VvWF sind die Ergebnisse
inhomogen: Fur die nicht-balancierte 6-prozentige HES treten keine Blutgruppen-
unterschiede auf. Bei der nicht-balancierten 10-prozentigen HES ist in der Blutgruppe 0
die vWEF-Aktivitat in Dilutionen kleiner als 60 % niedriger, die vVWF:CBA in 60-
prozentiger Dilution aber hoher. Fur die Elektrolyt-balancierte 6-prozentige HES ist nur
vVWEF-Aktivitat in 40-prozentiger Dilution fur Blutgruppe O signifikant niedriger, fur die

balancierte 10-prozentige HES dagegen in Dilutionen kleiner 60 %.

In der Literatur existieren bislang keine in vitro-Daten zur Blutgruppenabhangigkeit
eines durch Elektrolyt-balancierte isoonkotische oder hyperonkotische HES-L6sungen
der dritten Generation induzierten VWS. In vivo-Studien wurden von Huraux et al. fur
eine nicht-balancierte 6 % HES-Losung der zweiten Generation [57], bzw. fur nicht-
balancierte 6 % HES-Praparationen der dritten Generation von Kang et al. [69] und
Choi et al. [22] publiziert.

In der von Huraux et al. publizierten in vivo-Studie wurde nach Infusion von 20 ml/kg KG
einer nicht-balancierten, isoonkotischen HES (MW 200.000 Da, DS 0,6) ein signifikant
starkerer Abfall der vVWF-Parameter vWF-Antigen und vWF-Ristocetin-Cofaktoraktivitat
fur Trager der Blutgruppe 0 postuliert [57]. In den Baseline-Messungen waren die
absoluten Werte fur vWF-Antigen, VWF:RCo und FVIII bei Tragern der Blutgruppe 0
signifikant niedriger als bei Tragern von Nicht-0-Blutgruppen. Fur vWF-Antigen und
VWF:RCo blieben die absoluten Werte auch nach HES-Infusion fir Blutgruppe 0
signifikant niedriger. Klinisch konnte kein relevanter Effekt dieser niedrigeren Werte
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beobachtet werden: Signifikante Unterschiede hinsichtlich des Blutverlustes gab es

zwischen den Blutgruppen nicht [57].

Lisander und Hahn wiesen in einem Leserbrief auf die Moglichkeit der relativen Werte
zum Vergleich zwischen den Blutgruppen hin, und konstatierten fur die relativen Werte
einen rein dilutionsbedingten Abfall der Werte fur vWF-Antigen, vVWF:RCo und FVIII
[85]. Damit waren fur vVWF-Antigen und FVIII die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im

Einklang mit der von Huraux et al. publizierten Studie [57].

Kang et al. kamen in einer in vivo-Studie zum Einfluss einer akuten normovolamen
Hamodilution von 30 % des Blutvolumens mit einer nicht-balancierten HES-Praparation
(6 % HES, MW 130.000 Da, DS 0,4) [69] zu vergleichbaren Ergebnissen: Die absoluten
Werte fur vVWF-Antigen, VWF:RCo und FVIII lagen bei Tragern der Blutgruppe 0 vor und
nach der akuten normovolamen Hamodilution niedriger als bei den Non-0-Blutgruppen.
Bei Betrachtung der relativen Werte nach Hamodilution jedoch lie3 sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Blutgruppen hinsichtlich vVWF-Antigen oder FVIII
nachweisen; lediglich vVWF:RCo war fur Trager der Blutgruppe O signifikant niedriger.
Auch in dieser Studie zeigte sich bei vergleichbarem Blutverlust kein klinisches Korrelat
dieser niedrigeren vVWF:RCo-Werte [69].

In der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der automatisierten Messung und der damit
beschriebenen hoheren Reproduzierbarkeit [92, 125] statt vVWF:RCo die vVWF-Aktivitat
im Rahmen der funktionellen Aktivitdtsbeurteilung des vVWF bestimmt. Die fur die
Blutgruppen vergleichbaren relativen Werte von FVIII und vVWF-Antigen unabhangig von
der verwendeten HES-Praparation sind vereinbar mit den von Kang et al. publizierten
in vivo-Ergebnissen [69]. Im Gegensatz zu der von Kang et al. veroffentlichten Studie
lie® sich mittels vWF-Aktivitat fur die nicht-balancierte, 6-prozentige HES-Losung (MW
130.000 Da, DS 0,4) die hohere funktionelle Aktivitat des VWF flr Trager einer Non-0-
Blutgruppe im Vergleich zu Tragern der Blutgruppe 0 nicht nachweisen, fir die nicht-
balancierte 10 % HES und die Elektrolyt-balancierten 6 % bzw. 10 % HES-
Praparationen (MW 130.000 Da, DS 0,42) dagegen schon.

Choi et al. fihrten ebenfalls eine in vivo-Studie durch, in der die blutgruppenabhangige
Veranderung von Gerinnungsparametern inklusive FVIII und des vWF-Antigens nach
intraoperativer Infusion von 15 ml/kg KG einer nicht-balancierten isoonkotischen HES-
Praparation (MW 130.000 Da, DS 0,4) untersucht wurde [22]. Analog zu den

82



Diskussion: HES-induziertes, erworbenes vVWS Typ 1

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und den von Huraux et al. [57] und Kang et al. [69]
publizierten Studien lagen die absoluten Werte fir FVIII bei Tragern der Blutgruppe 0
vor und nach der HES-Infusion signifikant unter denen der Non-0-Trager [22]. Hierzu
muss kritisch angemerkt werden, dass relative Werte als Berucksichtigung niedrigerer
Ausgangswerte nicht betrachtet wurden. Die absoluten vWF-Antigen-Werte dagegen
waren vergleichbar. Auch in der von Choi et al. publizierten Studie lie} sich trotz
signifikanter Unterschiede in den Laborwerten kein blutgruppenabhangiger Unterschied

des Blutverlusts nachweisen [22].

Gemeinsam ist allen genannten Studien der blutgruppenunabhangige Abfall der
Parameter des von-Willebrand-Systems nach Hamodilution mit HES-Praparationen. Fir
Trager der Blutgruppe 0 ist der Abfall der Laborparameter unter die jeweiligen
Referenzbereiche unter Berucksichtigung physiologisch niedrigerer Ausgangswerte bei
geringeren Verdlinnungsgraden als fur Trager der anderen Blutgruppen zu erwarten.
Die klinische Relevanz dieser niedrigeren Werte, d.h. die Blutungsneigung bzw. das

Auftreten von Blutungskomplikationen, wird in der Literatur jedoch kontrovers diskutiert:

In einer von Tosetto et al. publizierten Multicenterstudie wurde fir Patienten mit vWS
Typ 1 eine blutgruppenunabhangige, inverse Korrelation der Blutungsneigung mit den
Parametern des von-Willebrand-Systems vWF-Antigen und vWF:Ristocetin-Cofaktor
(VWF:RCo) nachgewiesen [136].

Woods et al. veroffentlichten eine Beobachtungsstudie, in der die Haufigkeit von
perioperativen  Blutungskomplikationen bei Patienten mit gesichertem oder
wahrscheinlichem vWS Typ 1 untersucht wurde [149]. Blutgruppenunabhangig wurden
Patienten mit vVWF:RCo-Werten von 15 - 30 IU/dl dem gesicherten, bzw. mit vWF:RCo-
Werten von 31 - 49 |U/dl dem wahrscheinlichen vVWS Typ 1 zugeordnet. Die Werte fur
vWF-Antigen, vVWF:RCo und FVIII unterschieden sich zwischen den Patienten mit und

ohne Blutungskomplikationen nicht signifikant [149].

Eine starkere quantitative Beeinflussung des vVWF durch moderne HES-Praparationen
fur Trager der Blutgruppe 0 liel3 sich in der vorliegenden in vitro-Hamodilutionsstudie
unter Bericksichtigung der physiologisch niedrigeren Ausgangswerte nicht nachweisen,
eine starkere funktionelle Beeinflussung jedoch auch nicht ausschlielen. Als weitere
mogliche Ursache fur den Abfall der Parameter des von-Willebrand-Systems nach HES-

Infusion wird neben der HES-induzierten Verdlinnung auch ein beschleunigter Abbau
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des VWF diskutiert [64]. In Kombination mit der von Gallinaro et al. publizierten kiirzeren
Halbwertszeit des VWF bei Tragern der Blutgruppe 0 durch erhohte Elimination [44]
lasst sich ein starkerer in vivo-Abfall der Laborwerte durch moderne HES-LOsungen
nicht ausschlieRen, die klinische Relevanz niedriger von-Willebrand-Parameter ist

jedoch nicht abschlieRend geklart.

4.4 Methodenkritik

Die Ausgangswerte fur aPTT lagen bei zwei Probanden, die Werte fur vVWF:CBA bzw.
vWF-Antigen und vWF-Aktivitat bei je einem Probanden in den Ausgangsmessungen
oberhalb der vom Labor angegebenen Referenzbereiche. Hinsichtlich der aPTT ergab
eine Rucksprache mit dem Qualitatsmanagements des Instituts fur Medizinische
Diagnostik Oderland, Frankfurt/Oder, Deutschland, dass dies auf die Imprazision der
Methode, d.h. zufallige Messfehler, zurlckzufihren sein kann. Die Probanden mit
erhohten Werten fur vWF:CBA bzw. vWF-Antigen und vWF-Aktivitat berichteten tber
Stress. Stress kann zu einer Erhdhung der vWF-Messwerte fuhren [17]. Aufgrund der
moglichen Messfehler im Fall der aPTT und der Verwendung relativer vWF-Werte fur

die Auswertung wurden die Probanden nicht aus dieser in vitro-Studie ausgeschlossen.

Durch das invitro-Design dieser Studie fehlen der hamostaseologische Effekt des
Endothels, die Kompensationsmechanismen der Elektrolythomdostase, die
enzymatische Degradierung und renale Eliminierung der Hydroxyethylstarke (HES)
[115] sowie die in Abhangigkeit der HES-Konzentration unterschiedlichen

kolloidosmotischen Effekte der iso- bzw. hyperonkotischen Praparationen [33].

Die hamostaseologischen Effekte des Endothels konnen pro- und antikoagulatorisch
sein [112]. Fir die in dieser Arbeit untersuchte Koagulopathie ist relevant, dass das
Endothel sowohl Synthese- als auch Speicherort fir den von-Willebrand-Faktor (VWF)
[117] und einen extrahepatischen Syntheseort flr den FVIII [60] darstellt.

Eine direkte Inhibition der vWF-Freisetzung aus dem Endothel durch HES wurde von
Collis et al. 1994 publiziert, wobei der Mechanismus unklar ist [23]. Diese HES-

spezifischen Endothelwirkungen lassen sich in vitro nicht darstellen.

Das extrazellulare ionisierte Calcium wird in vivo Uber den calciumsensitiven Rezeptor
durch Parathormon, Calcitriol und Calcitonin reguliert [93]. Der in der vorliegenden

Studie gemessene Anstieg des ionisierten Calciums durch Hamodilution mit calcium-
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haltigen Elektrolyt-balancierten HES-Praparationen kénnte ein in vitro-Messergebnis
sein, das invivo durch Kompensationsmechanismen moglicherweise nicht in dieser

Auspragung auftritt.

In vivo werden HES-Molekule degradiert und renal eliminiert. Die renale Elimination
erfolgt in Abhangigkeit von der MolekUlgréRe entweder primar oder nach enzymatischer
Spaltung durch Serum-a-Amylase in kleinere Fragmente sekundar [68]. Fur eine
isoonkotische HES-Praparation (MW 130.000 Da, DS 0,4) wurde, verglichen mit einer
hyperonkotischen HES-Praparation gleicher Molekilmasse und gleichen Substitutions-
grades, eine hohere Plasmaclearance beschrieben [143]. Die Unterschiede der
koagulopathischen Effekte der iso- und hyperonkotischen HES-Lésungen konnten

in vivo durch die differierenden Plasmahalbwertszeiten starker ausfallen.

Hyperonkotische HES-Praparationen Uben einen hdheren kolloidosmotischen Druck
aus. Mit steigendem kolloidosmotischen Druck kommt es invivo zu einer starkeren
Fllssigkeitsverschiebung aus dem Interstitium und dem Gewebe nach intravasal [31,
135]. Fir isoonkotische HES-Praparationen wird ein Volumeneffekt von 100 %
beschrieben, fur hyperonkotische Praparationen dagegen als Folge des hdheren
kolloidosmotischen Drucks ein Volumeneffekt von 130 % [31]. Der effektive in vivo-
Dilutionsgrad und der Grad der auftretenden Dilutionskoagulopathie kénnen daher initial
nach intravendser Gabe gleicher Mengen iso- und hyperonkotischer HES-

Praparationen abweichen.

Unter Bertcksichtigung der Herstellerempfehlungen fur die Thrombelastometrie und der
Notwendigkeit fur die Laboranalysen wurde in dieser Studie Citratblut verwendet. Fur
Citrat ist eine antikoagulatorische Wirkung beschrieben, die auch durch Recalcifizierung
nicht vollstandig reversibel ist [88], und eine Limitation dieser Studie darstellt. Diese
Limitation wirde auch fur in vivo-Studien bei standardkonformer Verwendung von

Citratblut fir die meisten Gerinnungsuntersuchungen [10] gelten.

Eine weitere Limitation fiir die Ubertragbarkeit der in vitro-Studienergebnisse stellt das
Fehlen der hamostaseologischen Auswirkungen von (Anasthesie-)Medikamenten [91]
sowie der perioperativen Hyperkoagulabilitat [97] dar, die invivo im perioperativen
Volumenmanagement mit den HES-spezifischen koagulopathischen Effekten
interagieren und konkurrieren konnen. Ungeachtet der Limitationen haben in vitro-

Studien einen international anerkannten Stellenwert im Rahmen von

85



Diskussion: Methodenkritik

pharmakologischen Sicherheitsprifungen [12] und der Erforschung zugrunde liegender

Mechanismen in vivo beobachteter Phanomene [2].

4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Vor dem Hintergrund der Empfehlung einer restriktiven Transfusionspraxis zur
Reduktion von Mortalitat und Morbiditat nehmen kunstliche Kolloide bei Blut- und
Volumenverlusten eine zentrale Rolle zur Stabilisierung von Kreislaufparametern sowie
zur Sicherstellung einer adaquaten Gewebeoxygenierung ein. In Situationen mit
Blutverlusten kann eine Uber die Dilutionskoagulopathie hinausgehende
kolloidspezifische Koagulopathie zu erhoéhter Blutungsneigung flihren, die in dem

zunachst vermiedenen Transfusionsbedarf miinden kann.

Bei Vorteilen von Hydroxyethylstarke (HES) gegenliber anderen Kolloiden durch die
geringere Rate potentiell vital bedrohlicher allergischer Reaktionen ist fur ein
verbessertes perioperatives Volumenmanagement die Klarung der Einflussfaktoren auf
die HES-spezifische Koagulopathie essentiell. In dieser Arbeit wurden die
Einflussfaktoren HES-Konzentration und Tragerldsungszusammensetzung untersucht.
Des Weiteren wurde die in vitro-Reproduzierbarkeit der blutgruppenabhangigen
Auspragung des HES-induzierten von-Willebrand-Syndroms Typ 1 fur Drittgenerations-
HES Uberpruft.

Die vorliegende Arbeit konnte invitro dilutionsabhangig einerseits eine geringer
ausgepragte Veranderung der Globalparameter aPTT und Quick-Wert, andererseits
eine starkere Beeintrachtigung dynamischer Gerinnungsparameter, speziell der
Fibrinpolymerisation, durch Verwendung einer hyperonkotischen HES-L6sung auch fur
die modernen Praparationen der dritten Generation zeigen. Die Diskrepanz in den
beobachteten Effekten einer hdher konzentrierten HES-Loésung mit geringerer
Beeintrachtigung konventioneller Laborparameter, aber starkerer Beeintrachtigung der
Thrombelastometrie kann ein HES-bedingtes in vitro Messartefakt bei turbidimetrischer
Bestimmung sein. Im Fall von turbidimetrischen, d.h. optischen, Bestimmung von
Gerinnungsparametern sollten in Anwesenheit von Kolloiden wie HES mit falsch-hohen
Werten gerechnet bzw. mechanische Bestimmungsmethoden bevorzugt werden. Bei

Fehlen von in vivo-Daten sollte die Indikation fur den hochvolumigen klinischen Einsatz
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der hyperonkotischen HES-Praparationen streng gestellt werden, da in Abhangigkeit

vom Dilutionsgrad eine messbare Stérung der Fibrinpolymerisation zu erwarten ist.

Hinsichtlich des Einflusses der Tragerlosung auf die HES-induzierte Koagulopathie liefl3
sich die in der Literatur beschriebene, geringere Beeinflussung konventioneller
Laborparameter durch eine Elektrolyt-balancierte Tragerlésung reproduzieren, die
methodischen Limitationen einer in vitro-Hamodilutionsstudie speziell in Hinblick auf die
Calciumhomoostase erfordern jedoch eine Reevaluation dieser Ergebnisse in vivo, um
klinische Fehlinterpretationen zu vermeiden. Die mittels Thrombelastometrie bestimmte
HES-induzierte Koagulopathie unterscheidet sich zwischen den Tragerlésungen nicht;
ein Vorteil fur Elektrolyt-balancierte Tragerlésungen lasst sich aus dieser in vitro-Studie
nicht ableiten. Fur Elektrolyt-balancierte Tragerlosungen sind in vivo gegenuber nicht-
balancierten Tragerldsungen weniger stark ausgepragte, metabolische Effekte bekannt
[126, 148], die sekundar Uber den pH, Basenuberschuss und Calciumhaushalt zu einer
verbesserten Gerinnungssituation beitragen konnten [83], so dass weiterflihrende
in vivo-Studien fur die Klarung des Einflusses der HES-Tragerlosung auf die HES-

induzierte Koagulopathie notwendig erscheinen.

Eine starkere Auspragung eines HES-induzierten von-Willebrand-Syndroms Typ 1 flr
Trager der Blutgruppe 0 durch moderne HES-Praparationen lie3 sich in der
vorliegenden in vitro-Hamodilutionsstudie unter Berucksichtigung der physiologisch
niedrigeren Ausgangswerte nicht reproduzieren. Durch das Studiendesign ist die
erhdhte Eliminationsrate des VWF bei Blutgruppe 0 [44] nicht berlcksichtigt, so dass ein
starkerer in vivo-Abfall der Parameter des von-Willebrand-Systems durch moderne
HES-Losungen nicht ausgeschlossen ist. Die klinische Relevanz niedriger von-

Willebrand-Parameter ist jedoch nicht abschlieRend geklart.
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5 Zusammenfassung

Einleitung und Herleitung der Aufgabenstellung

Hydroxyethylstarke (HES)-basierte Volumenersatzmittel sind die derzeit in Europa am
haufigsten eingesetzten klnstlichen Kolloide. Zu den unerwunschten Arzneimittel-
wirkungen von HES-L6sungen gehort die HES-induzierte Koagulopathie mit Storung
der Fibrinpolymerisation und der Thrombozytenfunktion sowie das Auftreten eines HES-

induzierten, erworbenen von-Willebrand-Syndroms Typ 1.

Anderungen der HES-Praparationen in Bezug auf Molekilmasse, Substitutionsgrad und
Konzentration konnten die Gerinnungsbeeintrachtigung nachweislich reduzieren.
Moderne HES-Praparationen sind mittelmolekular, niedrigsubstituiert und meist
isoonkotisch. Altere hyperonkotische HES-Ldsungen wurden mit einer verbesserten
Hamodynamik und verbessertem Sauerstofftransport, jedoch auch mit einer starkeren
Gerinnungsstorung assoziiert. Die Einfuhrung Elektrolyt-balancierter Tragerlosungen als
Ersatz der klassischen 0,9 % Natriumchloridldsung resultierte in signifikant geringeren
metabolischen Stérungen; ein moglicher Vorteil auf die koagulopathischen Effekte wird

bislang kontrovers diskutiert.

Ziel der vorliegenden Studie war die systematische Untersuchung der Auswirkungen
auf das Gerinnungssystem invitro durch die Konzentration und die Tragerlésung
moderner, mittelmolekularer niedrigsubstituierter HES-Praparationen sowie die
Uberprifung der in vitro-Reproduzierbarkeit der Blutgruppenabhangigkeit des HES-
induzierten erworbenen von-Willebrand-Syndroms Typ 1 durch diese modernen

Praparationen.

Methodik

Iso- und hyperonkotische, nicht-balancierte und Elektrolyt-balancierte HES-L6sungen
mit identischer Molekilmasse (MW 130.000 Da) und vergleichbarem Substitutionsgrad
(DS 0,4 bzw. 0,42) wurden in einem in vitro-Hamodilutionsmodell mit Citratblut von zehn
freiwilligen, gesunden Probanden der Blutgruppen 0 und A hinsichtlich des Effekts auf
die konventionellen Laborparameter, das von-Willebrand-System und die mittels
aktvierter Thrombelastometrie gemessenen dynamischen Funktionsparameter der

Gerinnung in den Dilutionsgraden 20 %, 40 % und 60 % untersucht.
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Die untersuchten konventionellen Laborparameter beinhalteten ein kleines Blutbild,
ionisiertes Calcium, Quick-Wert, aPTT, Faktor VIl sowie die Quantifizierung des von-
Willebrand-Faktors (VWF) und dessen funktionelle Beurteilung. Im EXTEM-Test der
Thrombelastometrie wurden die Parameter CT, CFT und MCF, im FIBTEM-Test die

MCF untersucht. Die statistische Auswertung erfolgte mit non-parametrischen Tests.

Ergebnisse

Bezogen auf die Fragestellung nach dem Einfluss der HES-Konzentration zeigten sich
in dieser Studie in den konventionellen Laborparametern zum Teil, aber nicht in allen
Dilutionsstufen, signifikant hohere Quick- und FVIII-Werte bzw. niedrigere aPTT-Werte
nach Dilution mit der hyperonkotischen HES-Praparation. Die Parameter des von-
Willebrand-Systems zeigten keinen Vorteil der Dilutionen mit der 10-prozentigen HES.
In den dynamischen Gerinnungsparametern der Thrombelastometrie dagegen wurde
eine starkere Auspragung der HES-induzierten Gerinnungsbeeintrachtigung durch die

hoher konzentrierten Praparationen nachgewiesen.

Auf die Frage nach dem Einfluss der Tragerlosung konnten in den konventionellen
Laborparametern signifikant héhere Spiegel ionisierten Calciums und weniger stark
beeintrachtigte Werte fir Quick-Wert, aPTT sowie signifikant hdhere Faktor VIII-Spiegel
nach Hamodilution mit HES-Losungen in calciumhaltiger Elektrolyt-balancierter
Tragerlosung gemessen werden. Aus den Parametern des von-Willebrand-Systems lief3
sich kein Vorteil der Elektrolyt-balancierten Tragerlésung ableiten. Der in der Literatur
beschriebene  Vorteil einer Elektrolyt-balancierten  Tragerlosung auf die

Thrombelastometrieparameter lief3 sich nicht reproduzieren.

Hinsichtlich des von-Willebrand-Systems konnten in dieser Studie die in der Literatur
beschriebenen niedrigeren Werte des vWF, des assoziierten Faktor VIII und der
funktionellen Aktivitat des VWF flr Trager der Blutgruppe 0 im Vergleich zu Tragern der
Blutgruppe A reproduziert werden. Eine starkere quantitative Beeinflussung des vWF
durch moderne HES-Praparationen fur Trager der Blutgruppe 0 liel3 sich in der
vorliegenden in vitro-Hamodilutionsstudie unter Berucksichtigung der physiologisch
niedrigeren  Ausgangswerte nicht nachweisen, eine starkere funktionelle

Beeintrachtigung jedoch auch nicht ausschliel3en.
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Diskussion und Schlussfolgerung

Die Diskrepanz in den beobachteten Effekten einer héher konzentrierten HES-LAsung
mit geringerer Beeintrachtigung konventioneller Laborparameter, aber starkerer
Beeintrachtigung der Thrombelastometrie ist im Einklang mit der vorhandenen Literatur
und kann ein HES-bedingtes in vitro Messartefakt bei turbidimetrischer Bestimmung
sein. Im Fall von turbidimetrischen, d.h. optischen, Bestimmung von Gerinnungs-
parametern sollten in Anwesenheit von Kolloiden wie HES mit falsch-hohen Werten
gerechnet bzw. mechanische Bestimmungsmethoden bevorzugt werden. Bei Fehlen
valider in vivo-Daten sollte die Indikation fir den hochvolumigen klinischen Einsatz einer
hyperonkotischen HES-Praparation aufgrund der mittels Thrombelastometrie

nachgewiesenen starkeren Beeintrachtigung der Gerinnung streng gestellt werden.

Die bislang kontrovers gefuhrte Diskussion Uber mogliche Vorteile einer Elektrolyt-
balancierten Tragerlésung in der HES-induzierten Dilutionskoagulopathie konnte mit
dieser Studie um eine in vitro signifikante Beeinflussung des ionisierten Calciums und
Calcium-abhangiger Laborparameter wie aPTT, Quick-Wert und FVIII und der
Parameter des  von-Willebrand-Systems  erweitert werden. Die  mittels
Thrombelastometrie bestimmte HES-induzierte Koagulopathie unterscheidet sich
unabhangig von der Tragerlésung nicht; ein Vorteil fur Elektrolyt-balancierte
Tragerlosungen lasst sich aus dieser in vitro-Studie nicht ableiten. Zur Uberpriifung der
Hypothese eines in vitro-Artefakts und zur Klarung der Auswirkung calciumhaltiger
Tragerldsungen auf die Konzentration ionisierten Calciums unter in vivo-Bedingungen
mit intakter Calciumhomoostase kdénnten in vivo-Untersuchungen mit Messung der

Ca**-Konzentration und FVIII-Spiegel beitragen.
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