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l. EINLEITUNG

Hydroxyethylstdrken (HES) sind synthetische Kolloide. Sie werden in der
Human- und Veterindrmedizin als intravendse Volumenexpander zur
Aufrechterhaltung des Blutdrucks und der Gewebeperfusion perioperativ und bei
kritisch kranken Patienten eingesetzt (JUNGHEINRICH & NEFF, 2005;
KOZEK-LANGENECKER, 2005; JUNGHEINRICH, 2007).

Es ist bekannt, dass HES-Préparate die Thrombozytenfunktion in vivo und in vitro
beeintrachtigen konnen. Dabei bewirkt die physikochemische Zusammensetzung
der HES-L6sung diesen Effekt. Je hoher das molekulare Gewicht, je héher das
C2/C6-Verhaltnis und vor allem je hoher die molare Substitution, desto mehr
kann ein HES-Praparat die Hadmostase beeinflussen (TREIB et al., 1996; TREIB
et al., 1997b; TREIB et al., 1997a). In der Humanmedizin konnte gezeigt werden,
dass HES-Molekiile zu einem erworbenen von-Willebrand-Syndrom und einer
verminderten Faktor-VI1II-Konzentration fihren und spezifische
antithrombozytére Effekte, wie eine verminderte Expression und Aktivitat des
Glykoproteins (GP) IlIb/Illa, hervorrufen (DALRYMPLE-HAY et al., 1992;
JAMNICKI et al., 2000; STOGERMULLER et al., 2000; SCHARBERT et al.,
2004).

Im Laufe der letzten 40 Jahre wurden immer wieder neue ,,Generationen von
HES-Préparaten mit verbesserter Pharmakokinetik, aber vergleichbarem
Volumeneffekt entwickelt (JUNGHEINRICH & NEFF, 2005).

In der Veterindrmedizin wurden bis jetzt sehr wenige Studien verdffentlicht, die
den Effekt von HES auf die Thrombozytenfunktion untersuchten. Es konnte
bereits  gezeigt werden, das altere  HES-Praperate  die  canine
Thrombozytenfunktion in vitro und in vivo beeintrachtigen (WIERENGA et al.,
2007; SMART et al., 2009; BACEK et al., 2011).

Das Ziel dieser Studie war es, den in-vitro-Effekt von HES 6% 130/0,42
(Venofundin®), einem HES-Préperat der dritten Generation, auf die canine
Thrombozytenfunktion mit dem Platelet function analyzer 100 (PFA-100%) zu

untersuchen.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Struktur und Rolle der Thrombozyten

Thrombozyten sind kleine fragmentierte Blutzellen und entstehen aus dem
Zytoplasma von Megakaryozyten. Sie sind bei Sdugetieren kernlos, beim Hund 2
- 4 um im Durchschnitt grof3 und zirkulieren bei den meisten Sdugetieren fir
ungefahr finf bis neun Tagen im Blut. Danach werden sie von Makrophagen in
der Leber und der Milz abgebaut (MCKENZIE & REILLY, 2006; WALKER,
2008). lhre Bildung wird durch das Hormon Thrombopoietin durch einem
negativen Feedback-Mechanismus reguliert (BARTLEY et al., 1994;
KAUSHANSKY, 1998, 2005). Referenzwerte fur die Anzahl der Thrombozyten
beim Hund sind 200 - 500 x 10%/ul (KAUSHANSKY, 2005; WALKER, 2008).
Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der Hdmostase. Sie sind zudem an
pathophysiologischen Prozessen, wie Entziindung, Thrombosebildung, Blutungen
und Tumorwachstum, beteiligt (MICHELSON, 2003).

1.1. Struktur der Thrombozyten

Thrombozyten setzen sich aus unterschiedlichen Strukturen und Zellorganellen
zusammen (Abb. 1). Wichtige Ultrastrukturen fur die Thrombozytenfunktion sind
die Zellmembran mit ihren Glykoproteinrezeptoren, Mikrotubuli, das Open
Canalicular System (OCS), das Dense Tubular System (DTS), das Zytoskelett und
sekretorische Granula (RODGERS, 1999). AuRerdem besitzen Thrombozyten
Mitochondrien fur den Energiestoffwechsel und Glykogen als Energiequelle
(RENDU & BROHARD-BOHN, 2001).
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Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines ruhenden Thrombozyten in
diskoider Form mit Darstellung einzelner Zellstrukturen: Mirkotubuli (mt), Open
Canalicular System (sccs) und Dense Tubular System (dts), Mitochondrium (m),
a-Granula (A), elektronendichte Granula (db) (HARRISON & CRAMER, 1993).

1.1.1.  Strukturen der Membran

Die Membran der Thrombozyten ist charakterisiert durch eine
Phospholipiddoppelschicht mit einem zentralen hydrophoben Kern. In diese
Doppellipidschicht sind sogenannte Lipid Rafts (Mikrodomanen) eingelagert. Sie
bestehen hauptsdchlich aus Cholesterin und Sphingolipiden und konnen die
Signaltransduktion bei der Thrombozytenaktivierung und die Reorganisation des
Zytoskeletts wahrend der Gerinnselretraktion verbessern und verstarken (BODIN
et al., 2005). Innerhalb und auBerhalb der Lipid Rafts befinden sich zahlreiche
Rezeptoren unterschiedlicher Klassifikationen aus Proteinen und Glykoproteinen
(GP), welche wichtig fur die Thrombozytenreaktionen sind (Tab. 1). Zu den
wichtigsten Rezeptoren gehdren GPIb/IX/V und GPVI, welche von-Willebrand-
Faktor (VWWF) und Kollagen binden, und GPIIb/llla, welches der haufigste
Rezeptor auf der Thrombozytenoberfliche und wichtig fir die
Thrombozytenaggregation und Adhésion ist (BENNETT et al., 2009).
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1.1.2. Mikrotubuli

Mikrotubuli sind feste, hohle zylindrische Strukturen und sind als eine Art Ring
direkt unter der Zellmembran angeordnet. Sie bestehen aus Protofilamenten von
alpha-beta-Tubulindimeren, die in einer Helix angeordnet sind. Mikrotubuli sind
verantwortlich flr die diskoide Form der ruhenden Thrombozyten wahrend der
Blutzirkulation. Sobald ein Thrombozyt aktiviert wird, findet ein Umbau des
Rings aus Mikrotubuli statt, damit der Thrombozyt seine Form &ndern kann
(HARTWIG, 2006).

1.1.3.  Open Canalicular System

Das Open Canalicular System (OCS) oder auch Surface-Connected Canalicular
System ist ein Labyrinth aus untereinander verknipften Kanalen, das mit der
Thrombozytenoberflache verbunden ist und weit in das Zytoplasma hineinzieht
(WHITE & ESCOLAR, 1991). Das OCS dient bei einer Entziindungsreaktion zur
Aufnahme von extrazellularen Partikeln, wie Viren und Bakterien, und zur
Freisetzung von Granulainhalten nach der Thombozytenaktivierung. Dennoch
sind Thrombozyten keine richtigen Phagozyten, da immer eine Verbindung nach
extrazellulér bestehen bleibt (WHITE, 2005). Viele der
Thrombozytenoberflachenrezeptoren sind auch im OCS vorhanden. Wéhrend der
Thrombozytenaktivierung kann das OCS als Membranreservoir fungieren und
sich ausstllpen. So kann es die Thrombozytenoberflache vergréRern und die
Anzahl der Oberflachenrezeptoren erhohen (ESCOLAR et al., 1989). Die
Thrombozyten von Equiden und Wiederkduern enthalten kein OCS (GADER et
al., 2008).

1.1.4. Dense Tubular System

Das Dense Tubular System (DTS) ist ein Uberbleibsel des glatten
endoplasmatischen Retikulums der Megakaryozyten. Es befindet sich in der Nahe
der Mikrotubuli. Das DTS kann durch seine Cyclooxygenasen und Thromboxan-
Synthetasen Prostaglandin synthetisieren und dient der Kalziumspeicherung. Das
Kalzium wird von Sarko-Endoplasmatischen-Retikulum-Kalzium-ATPasen nach
intrazellular und von Plasmamembran-Kalzium-ATPasen nach extrazellular
gepumpt (KOVACS et al.,, 1997). Die Kalziumspeicher des DTS machen
ungeféhr 30% des Gesamtkalziums eines Thrombozyten aus und werden wéhrend
der Thrombozytenaktivierung mobilisiert und in das Zytoplasma freigesetzt.

Diese Kalziummobilisierung ist wichtig fir die Bewegung und Freisetzung der
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Granula (RENDU & BROHARD-BOHN, 2001).

1.15. Zytoskelett

Das Zytoskelett der Thrombozyten besteht aus den Proteinen Aktin, Spektrin,
Filamin, Adduktin und dem vWF-Rezeptor (GPIb/IX/V). Das Zytoskelett der
Thrombozyten kann in zwei Komponenten eingeteilt werden, einem
Membranskelett und einem umfangreichen Aktingerist im Zytoplasma. Beide
Komponenten und ihre Bestandteile sind untereinander verbunden. Bei der
Thrombozytenaktivierung findet eine schnelle Anderung der Zellform von diskoid
nach spharoid statt, und es kommt zur Ausbildung von Lamellipodien und
Filopodien. Diese Anderung der Zellform geht mit komplexen Ab- und
Umbauvorgangen und Reorganisation des Zytoskeletts und einer Verdopplung der
Aktinfilamente einher (HARTWIG, 2006).

1.1.6. Granula

Thrombozyten enthalten drei Arten sekretorischer Granula, die fir die
Thrombozytenfunktion wichtig sind: elektronendichte Granula oder auch Dense
Bodies, a-Granula und lysosomale Granula. Sie dienen der Speicherung
verschiedener Substanzen und enthalten Membranproteine, die wichtig und
unterstitzend fiir die Funktionen und Reaktionen der Thrombozyten sind. Eine
Thrombozytenaktivierung fuhrt zur Degranulation mit extrazellularer Sekretion
des Granulainhaltes und Expression der Granulamembranproteine auf der
Thrombozytenoberfliche (HARRISON & CRAMER, 1993; MCNICOL &
ISRAELS, 1999).

1.1.6.1. Elektronendichte Granula

Elektronendichte Granula, oder auch Dense Bodies genannt, dienen der
Speicherung von Serotonin, Kalzium, anorganischem Phosphat, ADP und
metabolisch nicht aktivem ATP (HOLMSEN & WEISS, 1979; MCNICOL &
ISRAELS, 1999). Das Serotonin wird aktiv vom Zytoplasma in die Granula
transportiert. Die Serotoninkonzentration in den Granula ist 1000fach hoher als im
Zytoplasma. Die Kalziumspeicher beinhalten ca. 70 % des Gesamtkalziums eines
Thrombozyten und werden wéahrend der Thrombozytenaktivierung im Gegensatz
zu den Kalziumspeichern des DTS nicht mobilisiert (SKAER et al., 1974). Durch
das Kalzium sind die Dense Bodies im Elektronenmikroskop ohne weitere
Farbung sichtbar. Nach Exozytose des Granulainhaltes wirken ADP und

Serotonin als Thrombozytenagonisten und dienen zur Aktivierung und
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Rekrutierung weiterer Thrombozyten (MCNICOL & ISRAELS, 1999). AuRerdem
enthalten elektronendichte Granula verschiedene Membranproteine, die bei der
Thrombozytenaktivierung durch Fusion mit der Zytoplasmamembran auf der
Thrombozytenoberflache exprimiert werden (MCNICOL & ISRAELS, 1999).

1.1.6.2. a-Granula

Der Inhalt der o-Granula ist heterogen und besteht aus membrangebundenen
Proteinen, die auf der Thombozytenoberflache exprimiert werden kénnen, und
freien Proteinen, die in den extrazelluliren Raum freigesetzt werden konnen
(HARRISON & CRAMER, 1993; BLAIR & FLAUMENHAFT, 2009). In a-
Granula von Menschen, Mausen und Schweinen konnte eine getrennte
Ablagerung von VWF und Fibrinogen nachgewiesen werden. Dies ermdglicht eine
gezielte Sekretion dieser Proteine bei der Thrombozytenaktivierung (SCHMITT et
al., 2001; SEHGAL & STORRIE, 2007). Desweiteren konnen die gespeicherten
Proteine entweder bereits auf dem Level der Megakaryozyten durch Biosynthese
oder durch Endozytose und Pinozytose oder erst auf dem Level der zirkulierenden
Thrombozyten durch  Endozytose und Pinozytose (z.B. Fibrinogen,
Immunglobuine, Albumin) in die Granula gelangen (GEORGE & SAUCERMAN,
1988; HARRISON & CRAMER, 1993).

Eine Massenspektrometrieanalyse des Proteoms von humanen a-Granula ergab
eine Anzahl von 284 Proteinen (MAYNARD et al.,, 2007). Darunter waren
adhésive Proteine, wie VWF und Thrombospondin, Plasmaproteine, wie Albumin
und 1gG, Gerinnungsfaktoren, Mitogene, wie Platelet Derived Growth Factor,
Proteasehemmer und Glykoproteine (HARRISON & CRAMER, 1993;
MAYNARD et al., 2007).

Wichtige Membranproteine der o-Granula sind P-Selektin, GPIb/IX/V,
GPIIb/Illa, PECAM-1 und GPIV. Sie werden durch Fusion mit der
Plasmamembran oder dem OCS wéhrend der Thrombozytenaktivierung auf der
Thrombozytenoberflache exprimiert (BERGER et al., 1993; CRAMER et al.,
1994; BERGER et al., 1996). Auch die Inhalte der a-Granula kdnnen so bei der
Thrombozytenaktivierung freigesetzt werden (FLAUMENHAFT, 2003). Es ist
bekannt, dass die zahlreichen Proteine der a-Granula wichtige Funktionen in der
Hamostase, bei Entziindungsreaktionen, bei antimikrobiellen Vorgéngen,
Waundheilung und in der Angiogenese haben (BLAIR & FLAUMENHAFT,

2009). Die wichtigsten Proteine der a-Granula fir eine physiologische Hamostase
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sind VWF, Fibrinogen und Faktor V (HARRISON & CRAMER, 1993).

1.1.6.3. Lysosomale Granula

Lysosomale Granula beeinhalten hydrolytische Enzyme, wie Proteasen und
Glykosidasen, die bei niedrigem ph-Wert aktiv sind (BENTFELD-BARKER &
BAINTON, 1982). Ihre Membranproteine, wie Lysosomal Integral Membrane
Protein-1-(LIMP-1) werden bei der Thrombozytenaktivierung auf der
Plasmamembran exprimiert (RENDU & BROHARD-BOHN, 2001).

1.2 Rolle der Thrombozyten in der priméaren Hamostase

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der primdren Hamostase, da sie als
erste Instanz Verletzungen des Gefédllendothels verschlieBen und somit einen
mdoglichen Blutverlust minimieren. Die gesamte Hamostase kann in drei Schritte
untergliedert werden. Wéhrend der primaren Hamostase wird ein temporares
Gerinnsel von Thrombozyten gebildet, um das verletzte GefaR abzudichten.
Dieses Gerinnsel wird im Laufe der sekundaren Hamostase durch die Bildung
eines Fibrinnetzwerks stabilisiert. Das Zytoskelett der Thrombozyten tragt zur
Thrombusretraktion und Festigung bei. Bei der tertidren H&mostase wird durch
die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin das Fibrinnetzwerk und das
Gerinnsel aufgelost (GERRARD, 1988; RODGERS, 1999; MCMICHAEL,
2005).

Waéhrend der primdren Hamostase findet eine Adhéasion, Aktivierung und
Aggregation der Thrombozyten statt. Diese Prozesse sind sehr komplex und
erfordern verschiedene Interaktionen zwischen Thrombozyten, Endothel,
Subendothel und VWF. Eine Vielzahl von Liganden und Rezeptoren ist beteiligt.
Diese Interaktionen sind von der lokalen Geschwindigkeit des Blutflusses
abhangig (JACKSON et al., 2003).

In intakten Blutgefalien zirkulieren die Thrombozyten in einem ruhenden Zustand
und besitzen eine diskoide Zellform. Das intakte Gefdllendothel verhindert eine
Thrombozytenaktivierung und Aggregation durch die Synthese und Sekretion von
Prostazyklinen und Stickstoffoxiden (RODGERS, 1988). Aullerdem bildet das
Endothel Substanzen, wie ADPasen, Heparansulfat und Thrombomodulin, die
Thrombozytenagonisten hemmen oder abbauen. Auch die sich abstof3enden
elektronennegativen Ladungen von Thrombozyten und Endothelzellen tragen zur
Verhinderung der Adhdsion an intaktes GefaRRendothel bei. (ESMON et al., 1983;
MARCUS et al., 1997; RUGGERI, 2003).
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1.2.1.  Thrombozytenadhéasion

Ist das Gefallendothel geschadigt, wird darunter liegendes subendotheliales
Gewebe frei. Die initiale Thrombozytenadhésion an das Subendothel wird durch
Kollagen und vWF herbeigefiihrt (Abb. 2) (MCMICHAEL, 2005).

IGLEOPUEI

(>

GP Iba des
GP Ib/iXV vWF

Komplexes

Abb. 2: Prinzip der Thrombozytenadhasion bei hohem Scherstress. GP:
Glykoprotein, K: Kollagen, T: Trombozyt, VWF: von-Willebrand-Faktor.

Der VWF ist ein mulitmerisches adhésives Glykoprotein und hat mehrere
Aufgaben. Er ist Tragerprotein fur Faktor VIII und schiitzt ihn vor frihzeitiger
Proteolyse. Aullerdem ist er das wichtigste Adhdsionsmolekil in der primaren
H&mostase. Er wird zum einen von Endothelzellen sezerniert. In diesen wird der
VWEF in sekretorischen Vesikeln, den Weibel-Palade-Korperchen, gespeichert.
Zum anderen wird er von Megakaryozyten sezerniert und in a-Granula und
Thrombozyten gespeichert. Durch verschiedene Substanzen wie Thrombin,
Fibrin, Kollagen, Platelet-Activating Faktor, Histamin und Epinephrin kann vVWF
freigesetzt werden. Nach der Freisetztung kann VWF entweder in den Blutstrom
gelangen, oder an subendotheliales Kollagen gebunden werden. Auf der
Thrombozytenoberfléche gibt es zwei Rezeptoren fir vVWF: GPIIb/Illa und GPIba
des GPIb/IX/V-Komplexes. Der vVWF mediiert sowohl die Thrombozytenadhésion
an extrazellulare Matrix, als auch die Aggregation der Thrombozyten
untereinander (MEYER et al., 1991; RUGGERI, 2003).

Durch lockeres kurzes Anheften des Thrombozytenrezeptors GPIba an den VWF
beginnen die Thrombozyten am Endothel entlang zu rollen. Dieses ,,Rolling™ wird
durch P-Selektin, das von aktivierten Endothelzellen exprimiert wird, vermittelt
(NURDEN & CAEN, 1975, 1976; CAEN et al., 1977; FRENETTE et al., 1995).
Nachdem die Thrombozytenadh&sion an das Endothel durch vWF und Kollagen
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zustande kommt, findet eine Konformationsanderung statt, und der Rezeptor
GPIlIb/Illa wird auf der Thrombozytenoberflache exprimiert (NURDEN &
CAEN, 1975). Weiterhin stimuliert subendotheliales Kollagen die Thrombozyten
zur Expression weiterer Membranrezeptoren flr Fibrinogen und vVWF, welche
wichtig fir die Thrombozytenaggregation sind (THOMAS, 2002).

Dieser beschriebene Weg der Thrombozytenadhésion findet bei hohem
Scherstress statt. Bei niedrigem Scherstress wird die Adhdasion durch Kollagen,
Fibronektin und Laminin vermittelt (Abb. 3) (KROLL et al., 1996).

T Fibronektin

|suyjopu3 i

[ Laminin

Abb. 3: Prinzip der Thrombozytenadhdsion bei niedrigen Scherkréften. K:
Kollagen, T: Thrombozyt.

1.2.2. Thrombozytenaktivierung

Die Thrombozytenaktivierung kann durch die Adhéasion selbst oder auch
adhasionsunabhangig durch Thrombin bei einer Entziindung hervorgerufen
werden (MCMICHAEL, 2005). Die Thrombozytenaktivierung fuhrt zu einer
Zellformanderung, zu einer Degranulation von a- und elektronendichten Granula,
die ihre |Inhalte Uber das OCS freisetzen, und zur Expression von
Oberflachenrezeptoren,  wie  z. B. GPlIb/1lla, die  fur die
Thrombozytenaggregation wichtig sind (THOMAS, 2002).

Eine Thrombozytenaktivierung durch Kollagen, Thrombin, Thromboxan A,
(TXA;) und ADP wird durch einen Signalweg induziert, der die intrazellulare
Kalziumkonzentration erhoht (DETWILER et al., 1978; MCMICHAEL, 2005).
Durch den erhohten Kalziumspiegel setzen die Thrombozyten wiederum
Agonisten wie ADP, Epinephrin und Serotonin aus ihren a- und elektronendichten
Granula frei und sezernieren TXA, und Platelet-Activating Factor. All diese
Agonisten dienen der Aktivierung, Adhésion und Aggregation weiterer
Thrombozyten. TXA; ist hauptverantwortlich fur die Thrombozytenaggregation
und Vasokonstriktion (FUNK, 2001; MCMICHAEL, 2005).
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Unter niedrigen Scherkraften wird die Thrombozytenaktivierung von
Thromboxan A,, unter hohen Scherkréften von ADP herbeigerufen (MOAKE et
al., 1988; MCMICHAEL, 2005). Thrombin flhrt unter allen Scherkraften tber
den GPIb/IX/V-Komplex und Protease-Activated Receptors zur Aktivierung
(JACKSON et al., 2003).

1.2.3.  Aggregation

Bei der Thrombozytenaggregation werden weitere zirkulierende Thrombozyten
rekrutiert, aktiviert und in den wachsenden Thrombus integriert. Die
Thrombozytenaggregation kann durch Agonisten wie ADP, Serotonin und
Epinephrin, welche von elektronendichten Granula freigesetzt werden, und durch
neu synthetisierte Molekile, wie Platelet-Activating Faktor und Thromboxan A;,
stimuliert werden (GENTRY, 2010). Die Aggregation wird bei hohen
Scherkraften hauptsachlich durch GPIb/IX/V und VWF, und bei niedrigen
Scherkraften vor allem durch GPIIb/Illa und Fibrinogen vermittelt (Abb. 4 und 5)
(LOSCALZO, 2001).

vWF

<2
N

GP lba des
GP Ibfixv
Komplexes

Abb. 4: Prinzip der Thrombozytenaggregation bei hohem Scherstress. GP:
Glykoprotein, T: Thrombozyt, vVWF: von-Willebrand-Faktor.
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Fibrinogen

T ) T

7

GP lIb/llla

Abb. 5: Prinzip der Thrombozytenaggregation bei niedrigen Scherkraften. GP:
Glykoprotein T: Thrombozyt.

Aktivierte Thrombozyten bieten tber GPIIb/Illa den Gerinnungsfaktoren die
Maoglichkeit zur Ausbildung eines Fibrinnetzwerks. Dadurch wird der Thrombus
stabilisiert (THOMAS, 2002).

2. Methoden zur Messung der Thrombozytenfunktion

Eine Messung der Thrombozytenfunktion wird durchgefiihrt, um die Wirkung
einer antithrombozytéren Therapie zu Uberprifen oder um Stérungen der priméren
Hamostase zu untersuchen. Es konnen in-vivo- von in-vitro-Methoden
unterschieden werden (JANDREY, 2012).

2.1. In-vivo-Methode zur Messung der Thrombozytenfunktion

Die Buccal Mucosal Bleeding Time (BMBT) ist das élteste Verfahren, um die
Thrombozytenfunktion zu testen. Das Verfahren wurde zum ersten Mal im Jahre
1910 von Duke beschrieben und wurde im Laufe der Zeit modifiziert (DUKE,
1910).

Eine standardisierte oberflachliche Inzision wird an der hochgebundenen
Oberlippe des Hundes mittels einer federgelagerten Klinge gesetzt und die Zeit
bis zum Stoppen der Blutung gemessen (Abb. 6). Dabei werden abflielende
Blutstropfen mit einem Filterpapier aufgesaugt, ohne die Inzisionsstelle mit dem
Papier zu bertihren. Die BMBT fir gesunde Hunde liegt < 3 Minuten (JERGENS
et al., 1987). Die gesetzte Inzision ist oberflachlich genug, um durch die Bildung
eines primdren Thrombozytenpropfs wieder verschlossen zu werden. Da Fibrin

fur den Verschluss der Inzision nicht nétig ist, wird die sekundére Hamostase




I1. Literaturlibersicht 13

durch diesen Test nicht untersucht (STOKOL, 2005). Eine Verlangerung der
BMBT deutet auf eine Thrombozytopathie, Thrombozytopenie oder ein VWD hin
(BROOKS & CATALFAMO, 1993; MARKS, 2000).

Abb. 6: Setzen der Inzision an der Innenseite der hochgebundenen Oberlippe
eines Hundes mit einem standardisierten BMBT-Gerdt (linke Abbildung).
Standardisierte oberflachliche Inzision an der Oberlippe eines Hundes (rechte
Abbildung) (JANDREY, 2012).

Nachteil an diesem Test ist die Subjektivitdt der Messung. Aullerdem ist die
BMBT ein globaler Test der priméren Hamostase und ist nicht spezifisch fur eine
spezielle Stérung der primédren Hamostase. Auch ist die BMBT relativ insensitiv,
da sie erst bei schwereren Defekten verlangert ist (STOKOL, 2005). Vorteilig an
diesem Test ist, dass er kostenglnstig ist und, dass kein speziell ausgebildetes

Personal fur seine Durchfiihrung nétig ist.

Beim Menschen ist dieser Test aufgrund seiner fehlenden Spezifitdit und
Sensitivitadt, um ein préoperatives Blutungsrisiko oder eine Thrombozytopathie
festzustellen, nahezu abgeschafft (POSAN et al., 2003; JANDREY, 2012). Bei
Tieren wird die BMBT zur Erkennung von Stérungen der primaren Hamostase
eingesetzt, z. B. wenn bei blutenden Tieren die Routineuntersuchungen der
Hamostase, wie Thrombozytenanzahl —und  Gerinnungsparameter, im
Referenzbereich liegen. AuBerdem wird die BMBT zum préoperativen Screening
eingesetzt, um das Blutungsrisiko bei prédisponierten Rassen (z. B. Dobermann)
abzuschatzen (POSAN et al, 2003; STOKOL, 2005; HARRISON &
MUMPFORD, 2009).

2.2. Optische Aggregometrie im plattchenreichen Plasma
Als Goldstandard zur Untersuchung von Stérungen der primaren Hamostase wird
die optische Aggregometrie im pléattchenreichen Plasma nach Born, welche in den

1960ern entwickelt wurde, angesehen (BORN, 1962). Sie wurde vor allem in den
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1960ern bis 1980ern verwendet (CALATZIS, 2007). Bei diesem Verfahren
konnen im plattchenreichen Plasma mit Hilfe von Zugabe verschiedener
Thrombozytenagonisten (z. B. Kollagen, ADP, Thrombin) in unterschiedlichen
Konzentrationen mehrere Stérungen der Thrombozytenfunktion, wie Membran-
und Rezeptordefekte und Medikamenteneffekte untersucht werden (BRAINARD
et al., 2007; HARRISON & MUMFORD, 2009; BRAINARD et al., 2010). Die
optische Aggregometrie basiert auf dem Prinzip einer GPIlIb/llla-vermittelten
Thrombozytenaggregation mit Fibrinogen. Durch die Agonistenzugabe werden
die Thrombozyten im Plasma aktiviert und es bilden sich Makroaggregate.
Dadurch wird die Lichttransmission im pléttchenreichen Plasma erhéht und von
einem Detektor registriert (MICHELSON, 2009).

Nachteilig an dieser Methode ist, dass ein groRes Blutvolumen benétigt wird. Sie
ist mit hohem technischem Aufwand verbunden. Aufllerdem spiegelt diese
Technik nicht die in-vivo-Verhdltnisse und Mechanismen in einem verletzten
Gefal wieder, da plattchenreiches Plasma notig ist und keine hohen Scherkrafte
erreicht werden (MICHELSON, 2009); (JANDREY, 2012).

2.3. In-vitro-Methoden zur Messung der Thrombozytenfunktion im
Vollblut

Zu den in-vitro-Methoden zur Messung der Thrombozytenfunktion im Vollblut
gehoren Vollblutimpedanzaggregometrie, Cone and Plate(let) Analyzer, Sonoclot,
Thrombelastographie (TEG), Durchflusszytometrie (Flow Cytometry, FC) und
der Platelet Function Analyzer-100 (PFA-100). Verfahren im Vollblut haben
mehrere Vorteile. Vollblut ist die natiirliche Umgebung der Thrombozyten, in der
sie aktiviert werden und aggregieren. Auch muss die Probe nicht zentrifugiert
werden, wodurch es zu Artefakten der Thrombozyten kommen konnte und die
grofRen Thrombozyten versehendlich mit abzentrifugiert werden. AuRerdem sind
Interaktionen zwischen Leukozyten und Thrombozyten im Rahmen der
Thrombozytenaktivierung wichtig (STAFFORD et al., 2003; DYSZKIEWICZ-
KORPANTY et al., 2005). Die Messverfahren im Vollblut wurden in den letzten
25 Jahren vorwiegend durchgefihrt (CALATZIS, 2007).

2.3.1.  Vollblutimpedanzaggregometrie
Die Vollblutimpedanzaggregometrie wurde 1979 vorgestellt und basiert auf der
Impedanzmessung zwischen zwei Elektroden (CARDINAL & FLOWER, 1980).

Hierbei werden die Elektroden in eine mit Kochsalzlésung verdinnte
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antikoagulierte Vollblutprobe eingetaucht, und die Probe wird mit einem
magnetischen Ruhrstab geriihrt. Sobald ein elektrischer Strom flie3t, adharieren
die Thrombozyten an den Elektroden und bilden eine monomolekulare Schicht
auf ihnen. Durch die Zugabe von Agonisten (ADP, Kollagen, Arachidonséure)
beginnen weitere Thrombozyten an die bereits adhérierten Thrombozyten zu
binden, und es bildet sich ein Thrombozytenaggregat. Dadurch erhoht sich die
Impedanz (gemessen in Ohm [Q]) zwischen diesen zwei Elektroden, welche
gemessen und grafisch aufgezeichnet werden kann (Abb. 7). Die Erh6hung der
Impedanz korreliert mit dem Grad der Aggregation (CARDINAL & FLOWER,
1980). Die Vollblutimpedanzaggregometrie basiert, wie die optische
Aggregometrie, auf dem Prinzip einer GPIIb/Illa-vermittelten
Thrombozytenaggregation mit Fibrinogen.

A

13Q

Impedance ()

Time (min)

Abb. 7: Beispiel einer Impedanzaggregometriemessung eines gesunden Menschen
(obere Kurve) und 24 Stunden nach der Einnahme von 300 mg Clopidogrel
(untere Kurve). Der Pfeil zeigt die Zugabe des Agonisten (0,5 pmol/L ADP) an.
Die gestrichelte Linie zeigt die Impedanz nach sechs Minuten an (IVANDIC et
al., 2006).

Vorteile dieser Messmethode gegenuber der optischen Aggregometrie sind eine
verklrzte Probenbearbeitungszeit, da kein plattchenreiches Plasma hergestellt
werden muss. AuBerdem werden die physiologischen Verhaltnisse durch die
Messung im Vollblut besser simuliert als bei der optischen Aggregometrie
(CALATZIS, 2007; MICHELSON, 2009).

Nachteile dieser Methode sind trotzallem ein hoher Zeitaufwand und ein relativ

grolRes Probenvolumen. AuRerdem ist geschultes Personal nétig, und es werden
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keine hohen Scherkréfte erreicht (MICHELSON, 2009). Auch miuissen die
eingesetzten Elektroden nach jeder Analyse gereinigt werden. Dies stellt ein
potentielles Infektionsrisiko, einen zusatzlichen Arbeitsaufwand und eine
mdogliche Fehlerquelle dar (CALATZIS, 2007).

Die Impedanzsaggregometrie wurde in der Humanmedizin bisher eingesetzt, um
Thrombozytendysfunktionen durch Medikamente und Erkrankungen zu
untersuchen (DALBY et al., 1999; WATALA et al., 2005; IVANDIC et al.,
2006). Das Multiplate®-System ist eine  Weiterentwicklung  der
Vollblutimpedanzaggregometrie und ist semi-automatisiert (TOTH et al., 2006).
Mit diesem Gerét wurden in der Veterindrmedizin bereits Studien an Schafen und
Hunden durchgefuhrt (BAUMGARTEN et al., 2010; KALBANTNER et al.,
2010; KALBANTNER et al., 2011).

2.3.2. Cone and Plate(let) Analyzer

Dieses Verfahren wurde 1997 von Varon und Savion vorgestellt und basiert auf
der ,,Cone and Plate“-Methode aus der Viskosimetriemessung (VARON et al.,
1997). Es testet die Thrombozytenadh&sion und- aggregation im antikoaguliertem
Vollblut unter arteriellen Flussbedingungen, also hohen Scherkréften. Hierbei
wird die Thrombozytenaktivierung durch schnelles Drehen eines Konus auf einer
Platte und die dadurch entstehenden Scherkrafte hervorgerufen. Die aktivierten
Thrombozyten heften sich an die Platte an und aggregieren. Nach Waschen und
Anférben kdnnen die anhaftenden Thrombozyten mikroskopisch sichtbar gemacht
werden. Zum einen wird die prozentuale Bedeckung der Plattenoberflache durch
die Thrombozyten (Surface Coverage) softwaregesteuert berechnet. Dieses
quantifiziert die Thrombozytenaktivitdt und -adhdsion. AuRerdem wird die
mittlere GroRe der Thrombozytenaggregate gemessen. Dies spiegelt die
Aggregationrate wieder (SAVION & VARON, 2006).

Da dieses Messprinzip, also die Adhasion der Thrombozyten an die Platte durch
hohe Scherkréfte, nicht sensitiv fur eine Thrombozytenhemmung durch
Clopidogrel oder Aspirin ist, wird zur Uberpriifung der Wirkung dieser
Medikamente die sogenannte ,inverse Aggregometrie“ durchgefiihrt. Dabei
werden die Thrombozyten vor der Analyse mit ADP oder Arachidonséure
stimuliert und inkubiert (SAVION & VARON, 2006; VAN WERKUM et al.,
2010).

Vorteilig an der Messung mit einem Cone and Plate(let) Analyzer ist, dass ein
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geringes antikoaguliertes Blutvolumen (130 pl) benétigt wird. Die Blutprobe
bedarf keiner weiteren Bearbeitung. Aulerdem ist die Messung durch
vollautomatische Geréte, wie dem Impact-R™

hohen Scherkrafte werden in-vivo-Verhéltnisse simuliert (JANDREY, 2012).

, einfach durchzufthren. Durch die

Bisher wurde das Geréat nur fur den Menschen validiert. Es ist sehr sensitiv um
angeborene  Defekte der primdren H&mostase wie Storungen der
Thrombozytenadhdsion und -aggregation zu untersuchen. (VARON et al., 1997,
SAVION & VARON, 2006).

2.3.3.  Sonoclot

Der Sonoclot ist ein Gerat, das zum ersten Mal 1975 beschrieben wurde. Es misst
Anderungen in der mechanischen Impedanz in einer Blutprobe (VON KAULLA
etal., 1975).

Es werden Anderungen der Blutviskositat und Gerinnselelastizitat tber eine
vibrierende Sonde in der Blutprobe gemessen und als Kurve aufgezeichnet. Diese
Kurve spiegelt den gesamten Prozess der H&mostase, von der initialen
Fibrinbildung und Polymerisation (ber Thrombozyteninteraktionen und
Gerinnselretraktion und -lyse wieder. Anhand ihres Verlaufes konnen Aussagen
Uber einzelne Aspekte der Hamostase, wie z. B. die Thrombozytenfunktion oder
die Fibrinolyse, gemacht werden. Durch die Zugabe verschiedener Reagenzien
kann der Sonoclot fir unterschiedliche klinische Fragestellungen genutzt werden
(HETT etal., 1995).

Der Sonoclot ist nicht sensitiv fir Thrombozyteninhibitoren wie Aspirin und
Clopidogrel, da die Thrombozytenfunktion mittels Thrombin gemessen wird
(JANDREY, 2012). Vorteile des Sonoclots sind die relativ einfache Durchfiihrung
der Messung durch computergestiitzte Software, Kostenginstigkeit und die
handliche Grolie des Geréts (JANDREY, 2012).

In der Humanmedizin wurde der Sonoclot zur perioperativen Uberwachung der
Hamostase und zur Uberwachung antikoagulanter Therapien eingesetzt (HETT et
al., 1995). In der Veterind&rmedizin wurde er bei Pferden und Hunden mit
standardisierten Gerinnungstest verglichen und stellt eine mégliche Messmethode
fur die Heparintherapie beim Hund dar (DALLAP SCHAER et al., 2009;
BABSKI et al., 2012).
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2.3.4.  Thrombelastografie

Die Thrombelastografie (TEG) ist das dlteste Verfahren in der
Gerinnungsdiagnostik und wurde 1948 zum ersten Mal vorgestellt (HARTERT,
1948e). Durch die TEG wird die globale Héamostase, also die
Thrombozyteninteraktion mit der Gerinnungskaskade tber

Thrombozytenaggregation bis hin zur Fibrinbildung und Fibrinolyse, untersucht.

Hauptséchlich besteht das Gerét aus zwei Teilen: einer oszillierenden Kivette und
einem frei hangenden Stift, der an einem Torsionsdraht befestigt ist. Die
Blutprobe wird in die Kiivette gegeben. Solange die Blutprobe fliissig ist, wird der
Stift nicht durch die Oszillationen der Kiivette beeinflusst. Sobald die Gerinnung
in der Blutprobe einsetzt und sich Gerinnsel und Fibrinfaden bilden, werden die
Bewegungen der Kiivette auf den Stift GUbertragen. Es werden dabei kontinuierlich
die viskoelastischen Eigenschaften des sich bildenden Blutgerinnsels gemessen
und die kinetischen Anderungen als Thrombelastogramm graphisch aufgezeichnet
(Abb. 8A). Dabei ergeben spezielle Defekte der Hdmostase ein charakteristisches
Thrombelastogramm (Abb. 8B) (MALLETT & COX, 1992).
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Abb. 8: A: Prinzip der Thrombelastografie. B:Beispiele fur charakteristische
Veranderungen der Thrombelastogramme bei speziellen Defekten der Hamostase:
Héamophilie (B), Thrombozytopenie (C), Fibrinolyse (D), Hyperkoagulabilitat (E).
(MALLETT & COX, 1992)

Es konnen folgende Parameter durch diese TEG- Kurve gemessen werden:
Reaction time, K-time, a-angle, maximum amplitude und lysis (Abb. 9). Die
Bedeutung dieser Parameter und deren Beeinflussung sind in Tabelle 2
dargestellt.
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'4—— Thrombose _>*<——__ Fibrinolyse 44

Abb. 9: Analyse eines Thrombelastogrammes. r: reaction time, K: Clot formation
time, a: a-angle, MA: maximale Amplitude, Aso: Amplitude nach 60 Minuten
(MALLETT & COX, 1992).

Tab. 2: Bedeutung der verschiedenen gemessenen Parameter bei TEG und
ROTEM (JANDREY, 2012).

TEG ROTEM Messung von Hauptsdchliche
Beeinflussung
Reaction time (R) Clot time (CT) Initiale Fibrinbildung Gerinnungsfaktoren
Lo S Fibrinogen,
cinetik () | Clotformationtime | Geschwindlokelt et | pagtor xin,
g Thrombozyten
L Faktor X111
Geschwindigkeit der '
Alpha angle (o) Alpha angle (o) Gerinnselbildung Thr_om_bozyten,
Fibrinogen
Maximale Amplitude Maximum Clot Maximale Thrombozyten,
(MA) firmness (MCF) Gerinnselstarke Fibrinogen
Lysis (LY30, LY60) Clot Iéﬂ;ég:l‘so’ Fibrinolysis Plasmin

Die Rotationsthrombelastometrie (ROTEM) ist eine weiterentwickelte Form der
TEG. Die Kuvette ist hierbei stationdr und der Stift rotiert, sodass dieses System
nicht mehr anféllig fir Erschitterungen ist. Diese Methode wird als point-of-care-
Methode eingesetzt. Die Messung der Viskoelastizitdt und die Erstellung der
Grafik geschieht bei diesem System (ber eine optische Lichtreflektion (KOL &
BORJESSON, 2010). ROTEM wurde bereits fir den Hund und fur das Pferd
validiert (PALTRINIERI et al., 2008; SMITH et al., 2010).

Die TEG misst die gesamte Hamostase einschlieBlich der Fibrinolyse. Diese
Methode gibt also Auskunft (ber die komplexen Vorgange der Hamostase
(JANDREY, 2012).
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Nachteile der Methode sind, dass nur niedrige Scherkréfte erreicht werden.
AuRerdem wird die Wirkung von Acetylsalicylsdaure und Clopidogrel nicht, und
die von GPIIb/llla nur teils erfasst. Eine spezielle Erfassung der
Thrombozytenfunktion ist mit der TEG auch nicht méglich (JANDREY, 2012).

Die TEG wird zum perioperativen Monitoring bei Lebertransplantationen und
Herzoperationen und zur Beurteilung von Hypo- und Hyperkoagulabilitat,
Monitoring von antithrombozytdaren Therapien, Mangel an Gerinnungsfaktoren,
Hyperfibrinolyse oder auch in der Transfusionsmedizin herangezogen (CHEN &
TERUYA, 2009; BISCHOF et al., 2010). Mit einer Zusatzmessung, dem
sogenannten TEG Platelet Mapping, kann eine Thrombozytenhemmung durch die
Zugabe spezieller Thrombozytenaktivatoren gesondert untersucht werden. Sie
dient dem Monitoring von antithrombozytaren Medikamenteneinnahmen (CHEN
& TERUYA, 2009).

Es wurden viele Studien an gesunden und kranken Hunden mittels TEG
durchgefiihrt (WIINBERG et al., 2005; BRAINARD et al., 2007; KRISTENSEN
et al.,, 2008; WIINBERG et al., 2008; WAGG et al., 2009; WIINBERG et al.,
2009; BACEK et al., 2011; JANDREY, 2012). Beim Hund ist die TEG nicht
sensitiv fiir eine Thrombozytenhemmung durch Antagonisten wie Aspirin,
Abciximab oder Clopidogrel (BRAINARD et al., 2010; BRAINARD et al., 2011).

2.3.5. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (Flow cytometry, FC) ist eine potente und vielseitige
Methode, um eine Zelle naher zu charakterisieren. Fur die FC wird die Blutprobe,
je nach Fragestellung, mit unterschiedlichen kommerziell erhaltlichen
fluoreszierenden monoklonalen Antikorpern (moAb) und Farben inkubiert, mit
denen die zu untersuchenden Zellen gekennzeichnet werden. Nach der
Aktivierung der Thrombozyten (oder anderen Blutzellen) werden die Zellen durch
einen Zentralstrahl an einem Laser vorbei geleitet. In Abhangigkeit ihrer Grolie,
Gestalt und spezifischen Anfarbung senden die Zellen dabei charakteristische
Lichtsignale aus. Optische Detektoren quantifizieren das Streulicht und die
Fluoreszenzemmission jeder Zelle, die dann entsprechend ihrer zu untersuchenden
Eigenschaften (z. B. Zellrezeptoren, Oberflachenantigene, Granula) einsortiert
wird. Zusétzlich werden die Zellen elektrostatisch sortiert. Das Analyseergebnis
besteht aus der Summe der Einzelmessungen und kann als Punktediagramm (Abb.

10), bei dem jeder Punkt eine Zelle darstellt, oder als Konturendiagramm, bei dem
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jede durchgezogene Linie die gleiche Anzahl an Zellen darstellt oder als
Histogramm angezeigt werden. Durch das sogenannte Gating kann eine
bestimmte Zellpopulation selektiert und gezielt untersucht werden. Zur
Untersuchung von Thrombozyten wird als erstes ein moAb verwendet, der
spezifisch fur GPIb, Il1b oder Illa ist (z. B. anti- CD41 oder anti-CD-61), um die
Thrombozyten in der Probe zusammen mit ihrem typischen Vorwérts- und
Seitwaértsstreulicht zu identifizieren. Der zweite moAb oder die Farbe ist dann
spezifisch fur das zu untersuchende Epitop, wie z. B. ein Membranprotein oder
Granula. Dabei ist die Dichte des zu untersuchenden Epitops direkt proportional
zur emittierten Fluoreszenz des moAb. Auch gibt es aktivierungsabhangige
moADb, die z. B. Konformationsanderungen bei der Thrombozytenaktivierung
messen konnen (PICKER, 2011).
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Abb. 10: Punktediagramm zur Darstellung der Ergebnisse einer
Blutprobenanalyse mittels Durchflusszytometrie (KRUSE, 2012).

Vorteile der FC sind, dass nur ein sehr kleines Blutvolumen bendtigt wird und
spezifische Eigenschaften der Thrombozyten genau untersucht werden konnen
(PICKER, 2011). Nachteilig an der FC ist, dass die Vorbereitung der Probe sehr
aufwendig, die labortechnische Ausriistung relativ teuer und hoch spezialisiertes
und routiniertes Personal fur die FC nétig ist (JANDREY, 2012).

In der Humanmedizin werden als Routineuntersuchung hauptsachlich die basalen
Thrombozytenrezeptoren quantifiziert und der Inhalt der Thrombozytengranula
ermittelt, da diese beiden Tests zum Screening von vererbten
Thrombozytendefekten dienen (PICKER, 2011). Durch die FC kodnnen
physikalische und antigenetische Eigenschaften der Thrombozyten, wie z. B.
Expression von Oberflachenrezeptoren, gebundene Liganden, einzelne

Komponenten der Granula, Interaktionen der Thrombozyten untereinander und
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mit anderen Zellen quantitativ untersucht werden. Auch kénnen die Effekte
spezifischer Thrombozyteninhibitoren untersucht werden. Dabei kodnnen
Thrombozyten im Ruhezustand und nach Stimulation durch verschiedene
Agonisten untersucht werden (MCKENZIE et al., 1999; LINDEN et al., 2004).

2.3.6. Platelet Function Analyzer-100

Der Platelet Function Analyzer-100 (PFA-100) ist ein point-of-care-Instrument
zur Untersuchung der globalen primaren Hamostase und Thrombozytenfunktion
(MAMMEN et al., 1995; MAMMEN et al., 1998). Das Messprinzip des PFA-100
wurde erstmals 1995 beschrieben (KUNDU et al.,, 1995). Es werden die
Verhaltnisse in einem verletzten Gefal} simuliert. Eine Zitratblutprobe (800 - 1000
pl) wird unter konstantem Vakuum aus einem Reservoirbehéltnis durch eine
Kapillare und eine mikroskopische Offnung (150 pm), die mit Kollagen und
Epinephrin oder ADP uberzogen ist, aspiriert (Abb. 11). Durch die biochemische
Stimulation der Agonisten und die hohen Scherkréafte werden die Thrombozyten
aktiviert. Es kommt zur Adhadsion und Aggregation der Thrombozyten und
schlielich zur Bildung eines stabilen Pfropfes im Bereich der mikroskopischen
Offnung. Die Zeit in Sekunden, die benétigt wird, um die Offnung durch den
Thrombozytenpfropf vollstandig zu verschliel3en, ist die Closure Time (CT) und
ein MaR fir die Thrombozytenfunktion. Sie ist sehr sensitiv fur Defekte der
Thrombozytenrezeptoren GPIb/V/IX und GPVI (Adhéasion) und GPlIb/llla
(Aggregation). Je langer die CT, desto eingeschrankter die Thrombozytenfunktion
(JANDREY, 2012).
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Abb. 11: Querschnitt durch eine Messzelle und Messprinzip des PFA-100.
Zitratblut wird durch eine Kapillare und eine Offnung, die von einer mit Kollagen
und Epinephrin oder ADP beschichteten Membran umgeben ist. Die
Thrombozyten werden aktiviert und bilden einen Pfropf. Die Zeit von Beginn der
Aspiration bis zum vollstindigen Verschluss der Offnung durch den
Thrombozytenpfropf ist die Closure Time (CT). ADP: Adenosindiphosphat.

Es sind zwei unterschiedliche Messzellen fir den PFA-100 erhaltlich, zum einen
mit Kollagen und Epinephrin beschichtet, und zum anderen mit Kollagen und
ADP beschichtet. In der Humanmedizin werden beide Messzellen zur Diagnostik
verwendet. Da Epinephrin beim Hund kein effektiver Thrombozytenagonist ist,
sind die Messzellen mit Kollagen und ADP fiir die Messung der CT beim Hund
aussagekraftiger als die mit Kollagen und Epinephrin (CLEMMONS &
MEYERS, 1984; FEINGOLD et al., 1986; KEIDEL & MISCHKE, 1998a;
CALLAN & GIGER, 2001). Die Sensitivitat und Spezifitét fir die Erkennung von
Storungen der priméren Hamostase beim Hund liegen bei 95,7% und 100% bei
Verwendung von Messzellen mit Kollagen und ADP (CALLAN & GIGER,
2001).

Nachteilig am PFA-100 ist, dass er nicht spezifisch flr einzelne Defekte ist, da
der PFA-100 ein globales Testsystem der primaren Hamostase darstellt
(FAVALORO, 2001, 2008). AuRerdem kann die CT durch Anémie,
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Thrombozytopenie und Medikamente, die die primdre Hamostase beeinflussen (z.
B. Acetylsalicylsdaure, NSAIDs, Propofol) verlangert werden (CALLAN &
GIGER, 2001; MISCHKE & KEIDEL, 2003; REINHART & FELIX, 2003). Der
Hersteller des PFA-100 garantiert fur die Richtigkeit der Ergebnisse, wenn der
Héamatokrit > 35% und die Thrombozytenanzahl > 150,000/ul betragt. Beim
Menschen ist bekannt, dass viele Faktoren, wie Alter, Geschlecht, Erndhrung,
Unterschiede in den Messzellen, unterschiedliche Konzentrationen des
Zitratpuffers in den Proberéhrchen sowie regionale und tagliche Variationen,
einen Einfluss auf die CT haben konnen (HEILMANN et al., 1997; JILMA, 2001;
LUTZE & S.KROPF, 2004; FAVALORO, 2008). Vorteile dieser Messmethode
sind, dass der PFA-100 eine relativ Kleine Zitratblutprobe (800-1000 ul) bendtigt,
die Messung einfach durchfihrbar ist und maximal drei Minuten dauert
(FAVALORO, 2001).

In der Humanmedizin wird der PFA-100 vor allem zur Uberpriifung
antithrombozytarer Therapien (Aspirin, Aspirin-like effects) verwendet. Weiterhin
wird er als Screeningtest fir das von-Willebrand-Syndrom und unterschiedliche
Thrombozytendysfunktionen verwendet (FAVALORO, 2008).

In der Veterindrmedizin wurde der PFA-100 bisher eingesetzt um,
Koagulopathien, Effekte von Kolloiden und die Wirkung von Acetylsalicylsaure
zu untersuchen (CALLAN & GIGER, 2002; MISCHKE & KEIDEL, 2003;
WIERENGA et al., 2007; BROOKS et al., 2009; SMART et al., 2009). Es wurden
Referenzbereiche flr Katzen, Pferde, Hunde und Schweine ermittelt (KEIDEL &
MISCHKE, 1998b; ESCUDERO et al., 2001; SEGURA et al., 2005; JANDREY
et al., 2008).

3. Storungen der Thrombozytenfunktion

Storungen  der Thrombozytenfunktion kénnen in  eine  verminderte
Thrombozytenfunktion und eine erhéhte Thrombozytenreaktivitidt eingeteilt

werden.

3.1. Verminderte Thrombozytenfunktion

Eine verminderte Thrombozytenfunktion kann angeboren oder erworben sein.

3.1.1. Hereditdre Thrombozytopathien
Hereditare Thrombozytopathien sind selten. Sie kdnnen eingeteilt werden in
Defekte der Membranglykoproteine, Defekte der Signaltransduktion, Defekte der
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Granulaspeicherung und Stérungen der prokoagulanten Aktivitait (CATALFAMO
& DODDS, 2000; STOKOL, 2005). Bei Hunden sind verschiedene
rassespezifische hereditdre Thrombozytopathien bekannt (Tab. 3). Die von-
Willebrand-Erkrankung des Hundes ist ebenfalls angeboren und wird autosomal
vererbt. Allerdings wird die von-Willebrand-Erkrankung nicht zu den
Thrombozytenfunktionsstérungen im engeren Sinn, sondern zu den Stérungen der
primaren Hamostase gezahlt. Der VvWF wird hauptsachlich von den
Endothelzellen synthetisiert und gespeichert. Die caninen Thrombozyten enthalten
nur wenig VWF (MCCARROLL et al., 1988). Die von-Willebrand-Erkrankung ist
die hdaufigste angeborene Erkrankung der primaren Hamostase des Hundes
(BROOKS & CATALFAMO, 2010).

Tab. 3: Rassespezifische hereditdre Thrombozytopathien des Hundes (BROOKS
& CATALFAMO, 2010)

Rasse Defekt Veranderungen

GPIIb/lla-Komplex-Mangel,
GPIlIb-Mutation,
Stérung Adhésion und
Gerinnselretraktion,
keine/sehr reduzierte
Aggregation

Otter Hound, Pyren&enhund Thrombasthenie

gestorter cCAMP-
Metabolismus, defekte
GPIIb/Illa-Aktivierung,

gestorte Adhdsion

Basset, Landseer

Signaltransduktion

CalDAG-GEF1-Mutation,

Spitz Storung in der Adhdsion und
Aggregation
Collie Signaltransduktion und Stoérung in Freisetzung von
Speicherung Serotonin und ADP

gestorte Aggregation durch

Boxer undefiniert ADP und Kollagen
Scott-Syndrom,
.. . gestorte Exposition von
Deutscher Schéferhund Prokoagulantienmangel Phosphatedylserin und
Prothrombinaseaktivitét
Cocker Spaniel Speicherung Storung in Speicherung und

Sekretion von ADP

ADP: Adenosindiphosphat, CAMP: cyklisches Adenosinmonophosphat, CalDAG-
GEF1: Calcium and Diacylglycerol Guanine Nucleotide Exchange Factor 1, GP:
Glykoprotein.

3.1.2. Erworbene Thrombozytopathien
Erworbene  Thrombozytenfunktionsstorungen  kénnen durch  verschiedene
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Ursachen, wie Medikamente, Infektionen, Organdysfunktionen oder Neoplasien,
hervorgerufen werden. Bei einer erworbenen verminderten Thrombozytenfunktion
mussen die Tiere nicht immer Spontanblutungen zeigen. Nach einem Trauma oder
nach einer Operation treten dann aber oft schwere Blutungen auf (BOUDREAUX,
2006).

3.1.2.1. Hydroxyethylstarke

Hydroxyethylstérke-Préperate (HES) fuhren, wie auch andere Plasmaexpander,
wie z. B. Gelantine und Dextrane, in vivo und in vitro zu einer
Thrombozytendysfunktion (EGLI et al.,, 1997; VAN DER LINDEN & ICKX,
2006). Durch die Infusion von HES kommt es zum einem zu einer H&modilution
und dadurch zu einer relativen Thrombozytopenie. Zum anderen beeintrachtigt
HES die Thrombozytenfunktion durch spezielle HES-abhédngige Effekte auf
zellularer Ebene (DEUSCH et al., 2004; SCHARBERT et al., 2004; NIEMI &
KUITUNEN, 2005).

Die physikochemischen Eigenschaften der HES-Préparate haben einen Einfluss
auf das AusmaR der Effekte. Altere, langsam abbaubare HES-Ldsungen
(Hetastarch, Hexstarch, Pentastarch) zeigen deutlichere Effekte als neuere schnell
abbaubare HES-L6sungen (Tetrastarch), welche nur sehr geringe oder auch keine
Effekte auf die Thrombozytenfunktion haben (JAMNICKI et al., 1998a; OMAR
etal., 1999; HUTTNER et al., 2000; JAMNICKI et al., 2000; STOGERMULLER
et al., 2000; FRANZ et al., 2001).

HES fiihrt zu einer verringerten agonisteninduzierten Expression und Aktivierung
des GPlIb/Illa-Rezeptors auf der Thrombozytenoberflache (STOGERMULLER et
al., 2000; FRANZ et al., 2001). Da GPIIb/llla bei einer Thrombozytenaktivierung
wichtig fir die Thrombozytenaggregation und irreversible Adhésion an das
GefaBendothel ist, fuhrt eine verminderte Expression und Aktivierung des
GPIIb/Illa zu einer verminderten Thrombozytenaggregation und -aktivierung.
Intrazellulére Signaltranduktionswege scheinen durch HES nicht beeinflusst zu
werden. Der  agonisteninduzierte ~ Anstieg  der  zytoplasmatischen
Kalziumkonzentration ist eine Schlusselreaktion fur die Thrombozytensekretion
und wird in Anwesenheit von HES nicht oder nur geringgradig verandert
(FRANZ et al., 2001; GAMSJAGER et al., 2002; JUTTNER et al., 2004). In-
vitro-Experimente zeigten, dass HES-Molekdle in der Lage sind, unspezifisch an
die Thrombozytenoberflache zu binden (coating effect) (DEUSCH et al., 2003).
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HES kann also die Reaktivitat der Thrombozyten verringern, indem es den
Zugang fur Liganden zu Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache blockiert
oder zytoplasmatische Membranstrukturen unspezifisch modifiziert. Dies konnte
eine  Verhinderung der Konformationsanderung des GPIIb/Illa-Komplexes
erklaren. Die unterschiedlichen Mechanismen der Beeinflussung der
Thrombozytenfunktion durch HES sind in Abbildung 12 zusammenfassend

dargestellt.
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Abb. 12: Schematische Darstellung der Beeinflussung der Thrombozytefunktion
durch  Hydroxyethylstarke. Fg: Fibrinogen, GP: Glykoprotein, HES:
Hydroxyethylstérke, K: Kollagen.

In der Veterindrmedizin sind bis heute nur sehr wenige Studien verdffentlicht, die
den Effekt von HES auf die Thrombozyten untersuchen. In einer in-vitro-Studie
wurde bei zehn gesunden adulten Hunden der Effekt von HES 670/0,75, HES
600/0,7 und 0,9% NaCl auf die Thrombozytenfunktion mit dem PFA-100 in zwei
Verdinnungen untersucht und verglichen (WIERENGA et al., 2007). Es konnte
gezeigt werden, dass beide HES-LOsungen in der héheren Verdinnung die
Closure Time (CT) deutlicher verlangerten als NaCl. Die CT ist die Zeit in
Sekunden, bis die Thrombozyten einen stabilen Pfropf bilden, und ist somit ein
Mal} fir die Thrombozytenfunktion. In einer in-vivo-Studie bekamen sieben
gesunde adulte Hunde 20 ml/kg HES 670/0,75 Uber eine Stunde intravends
verabreicht (SMART et al., 2009). Die CT war bis fiinf Stunden nach
Infusionsende signifikant verlédngert und kehrte nach 24 Stunden wieder in den
Referenzbereich zurtick. In beiden Studien wurde geschlussfolgert, dass HES zu

einer Thrombozytendysfunktion fihrt, die Uber den Effekt einer Hamodilution
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hinausgeht. Eine Blutungsneigung oder Blutungsanzeichen, wie Petechien oder
Ekchymosen, wurden bei keinem der Hunde waéhrend des Experiments
festgestellt. In einer weiteren in-vivo-Studie, die den Effekt von 10 ml/kg HES
600/0,75 und Ringerlésung auf verschiedene hamostatische Parameter und die
Blutungsneigung bei Hunden wéhrend orthopdadischer Operationen verglich,
konnten weder signifikante Verdnderungen der Thrombozytenaggregation, noch
eine erhohte Blutungsneigung waéhrend der Operation festgestellt werden
(CHOHAN et al., 2011). In einer neuen Studie wurde der Effekt von Hetastarch,
HES 130/0,4 und 0,9% NaCl in drei verschiedenen Verdiinnungen (18 ml/kg, 36
ml/kg, 54 ml/kg) auf die Hamostase mittels Thrombelastografie untersucht
(BACEK et al., 2011). Diese Studie zeigte, dass Hetastarch und HES 130/0,4 die
Hamostase bei einer Dosis von 54 ml/kg beeintrachtigen, wobei Hetastarch einen
signifikant groReren Effekt hatte als HES 130/0,4. Da beide HES-Préparate auch
signifikant unterschiedlich zu 0,9% NaCl waren, wurde geschlussfolgert, dass
diese Effekte nicht nur durch eine dilutionsbedingte Koagulopathie hervorgerufen
wurden (BACEK et al., 2011).

3.1.2.2. Uramie

Eine Urémie fihrt beim Hund durch die Akkumulation von Harnstoff und anderen
toxischen harnpflichtigen Substanzen zu einer verminderten
Thrombozytenadhasion. Beim Menschen wird zudem eine Beeinflussung der
Funktion und Struktur des VWF durch Urdmie angenommen. Dies wurde beim
Hund bisher nicht beschrieben (BRASSARD & MEYERS, 1994). Weitere
Mechanismen, die beim Menschen zu einer Thrombozytendysfunktion durch
Uramie fuhren, sind die erhohte Sekretion von Prostazyklinen und
Stickstoffoxiden, welche die Thrombozytenreaktivitdt vermindern, und das
VVorkommen von niedrig molekularen Abbauprodukten von adhésiven Proteinen,
die an GPIIb/Illa binden und so die Bindung von Fibrinogen verhindern (KYRLE
et al., 1988; NORIS et al., 1993; WALKOWIAK et al., 1994). Auch wird das
Endothel durch erhohte Konzentrationen an Thrombomodulin geschadigt
(MEZZANO et al., 1997).

3.1.2.3. Hyperviskositatssyndrom

Bei einem Hyperviskositatssyndrom ist der Gehalt an Paraproteinen im Blut
erhoht, sodass die Serumviskositédt gesteigert ist. Durch die hohe Blutviskositét
kann es zu einer Verstopfung der Kkleinen Gefale im Endstromgebiet,
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Sauerstoffunterversorgung im Gewebe und Hamostasestérungen kommen. Ein
Hyperviskositatssyndrom kann z. B. bei einem multiplen Myelom, Ehrlichiose,
Polyzythdmie oder Leuk&mie auftreten. Es wurde gezeigt, dass die Erhthung der
Paraproteine zu einer verminderten Thrombozytenaggregation und -adhé&sion
durch unspezifische Bindung der Paraproteine an die Thrombozytenoberflache
fuhrt (PERKINS et al., 1970; PENNY et al., 1971; LACKNER, 1973). Eine
Fallstudie an einem Menschen mit einem multiplen Myelom und starken
Blutungsneigungen zeigte allerdings auch eine spezifische Interaktion der
monoklonalen Paraproteine mit dem Thrombozytenrezeptor GPIlla (DIMINNO et
al., 1986).

3.1.2.4. Medikamente

Thrombozytenaggregationshemmer  verhindern  die  Aggregation  von
Thrombozyten und fihren so zu einer (therapeutisch  gewollten)
Thrombozytendysfunktion. Zu ihnen zahlen unterschiedliche Medikamente, die
an verschiedenen Stellen des komplexen Prozesses der Thombozytenaggregation
eingreifen und einen unterschiedlichen Wirkungsmechanismus besitzen (Abb.
13). Der in der Veterindrmedizin gebrduchlichste
Thrombozytenaggregationshemmer und das Mittel der ersten Wahl st
Acetylsalicylsaure (GERNERT, 2010).
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Abb. 13.: Wirkmechanismen von Thrombozytenaggregationshemmern. ADP:
Adenosindiphosphat, AMP:  Adenosinmonophosphat, cAMP:  cyklisches
Adenosinmonophosphat (FREY & LOSCHER, 2010).

Acetylsalicylsaure fuhrt zu einer irreversiblen Hemmung der Cyclooxygenasen
(COX) und somit auch zu einer Hemmung der Thromboxan-A2-Synthese
(SCHAFER, 1999). Der Effekt der Acetylsalicylsaure bleibt Gber die gesamte
Lebensdauer eines Thrombozyten (finf bis sieben Tage) bestehen (SCHAFER,
1995; GERNERT, 2010). Bei Hunden hemmt Acetylsalicylsédure die Kollagen-
induzierte Thrombozytenaggregation, die ADP- und Thombin-induzierte
Aggregation jedoch nur geringfugig oder gar nicht (BOUDREAUX et al., 1991).

Andere NSAIDs fuhren zu einer reversiblen COX-Hemmung, so dass die
hervorgerufene Thrombozytendysfunktion nur transient und von der jeweiligen
Halbwertszeit des Medikaments abhéngig ist (SCHAFER, 1995). Da
Thrombozyten nur COX-1 enthalten, fihren selektive COX-2 Hemmer zu keiner
Thrombozytendysfunktion (KAWAI et al., 1998).

Auch Clopidogrel wird in der Veterindrmedizin als
Thrombozytenaggregationshemmer eingesetzt. Clopidogrel ist ein ADP-Rezeptor-

Antagonist und fuhrt durch seinen nicht kompetitiven P2Y12-Rezeptor-
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Antagonismus zur Hemmung der Bindung von ADP an die Thrombozyten
(GERNERT, 2010).

B-Laktamantibiotika  kénnen  zu  einer  reversiblen  Hemmung  der
Thrombozytenrezeptoren und zu einer irreversiblen Stérung des agonisten-
induzierten Kalziuminfluxes fihren (BOUDREAUX, 2006). So verursacht z. B.
Cephalothin ~ beim  Hund eine  Hemmung der  ADP-induzierten
Thrombozytenaggregtion (SCHERMERHORN et al., 1994).

Auch Kalziumkanalblocker und Barbiturate kénnen die Thrombozytenreaktivitat
vermindern. Sie verhindern die Kalziumstréme durch die Thrombozytenmembran
(ROSTAGNO et al., 1991; BOUDREAUX, 2006).

3.1.2.5. Weitere Ursachen

Die Thrombozytenfunktion kann auch im Rahmen von bestimmten Infektionen
herabgesetzt sein. Beispiele hierfur sind Infektionen mit Ehrlichia canis oder dem
felinen Leuosevirus (KUEHN & GAUNT, 1985; BLUE et al., 1988; VARELA et
al., 1997).

Einige Schlangengifte enthalten Peptide, die zu einer Thrombozytendysfunktion
fuhren konnen. Z. B. bindet das Disintegrin-like Protein, welches Bestandteil
vieler Schlangengifte ist, an GPIlIb/Illa der Thrombozyten und verhindert so
kompetitiv die Bindung von Fibrinogen (RAHMAN et al., 1995). Das Gift der
Bothrops jararaca fuhrt zu einem Verlust der Kollagenrezeptoren und einem
Abbau des VWF (KAMIGUTI et al., 1996).

Bei Menschen mit Leberzirrhose ist bekannt, dass die Hemmung der
Thrombozytenaggregation bei diesen Patienten durch eine Stoérung in der
Signaltransduktion  hervorgerufen wird (LAFFI et al, 1988). Die
Thrombozytenaggregation kann beim Hund durch Hepathopathien herabgesetzt
sein (WILLIS et al., 1989).

3.2. Erhéhte Thrombozytenreaktivitat
Erworbene  erhdhte  Thrombozytenreaktivitdten  tragen zu einem
prothrombotischen Status bei (BOUDREAUX, 2006).

3.2.1. Nephrotisches Syndrom
Bei Hunden und Menschen mit einem Nephrotischen Syndrom ist die ADP-

induzierte Thrombozytenaggregation verstarkt. Es wird angenommen, dass die
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Hyperreaktivitat der Thrombozyten mit der Hypoalbumindmie zusammenhéngt
(GREEN et al., 1985; GOUBRAN & MAKLADY, 1988; MACHLEIDT et al.,
1989).

3.2.2.  Therapie mit Erythropoetin

Die Gabe von Erythropoietin fihrt zu einer Erhohung der Anzahl der retikulierten
Thrombozyten und einer Hyperreaktivitat der Thrombozyten (WOLF et al., 1997).
Bei Hunden mit einer autoimmun-mediierten Andmie konnten die
physiologischen erhéhten Konzentrationen an Erythropoietin zu dem bei dieser
Krankheit haufigen prothrombotischem Status beitragen (BOUDREAUX, 2006).

3.2.3. Infektionen

Hunde mit einer Herzwurm-Erkrankung koénnen eine verstarkte ADP-induzierte
Thrombozytenaggregation und eine erhdhte Serotoninfreisetzung zeigen. Grinde
fur die erhohte Thrombozytenreaktivitat konnten Exkrete der Parasiten, Hamolyse
oder Veréanderungen des Endothels sein (BOUDREAUX et al., 1989).

3.2.4. Neoplasien

Studien an Hunden mit verschiedenen maligenen Tumoren zeigten eine erhohte
Bereitschaft der Thromboyzten zur Aggregation (MCNIEL et al.,, 1997;
THOMAS & ROGERS, 1999). Vermutete Mechanismen sind eine Erhéhung von
Serumfaktoren, die zur Thrombozytenaggregation flhren, ein veréndertes
Lipidmuster der Plasmamembran und eine erhéhte Anzahl an jungen, aktiveren
Thrombozyten. Im Laufe der Erkrankung kann sich die Art der
Thrombozytenfunktionsstérung édndern (BAKER & MANOHARAN, 1988). In
einer Studie mit 49 Hunden mit Tumoren wurde die hdmostatische Funktion
mittels tissue factor-activated thrombelastography evaluiert. Bei 57 % der Hunde
wurde eine hdmostatische Dysfunktion gezeigt. Dabei hatten davon 50 % einen
hyperreaktiven und 17 % einen hyporeaktiven Status (KRISTENSEN et al.,
2008).

3.2.5. Diabetes mellitus

Bei Menschen mit insulinabh&ngigem und insulinunabh&ngigem Diabetes mellitus
kann eine Steigerung der Thrombozytenreaktivitdt vorkommen. Bei diesen
Patienten wurden grofe aktivierte Thrombozyten mit einer erhdhten Anzahl von
Rezeptoren (GPIb, GPIlIb/Illa) und einer gesteigerten Fahigkeit zur

Thromboxanbildung gefunden. Dies konnten Grinde fir den mit Diabetes
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mellitus einhergehenden prothrombotischen Status und die diabetische
Vaskulopathie sein (TSCHOEPE et al., 1993).

3.26. Asthma

Bei Menschen mit bronchialem Asthma setzten die Thrombozyten vermehrt
Kalzium aus ihren Speichern frei. Wéhrend eines Asthmaanfalls werden
Plattchenfaktor 4 und B-Thromboglobulin freigesetzt. Dies deutet auf eine
Thrombozytenaktivierung und ein Mitwirken an der Entzindungsreaktion hin
(MORITANI et al., 1998).
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1. In vitro effect of hydroxyethyl starch 130/0.42 on canine

platelet function

In vitro effect of hydroxyethyl starch 130/0.42 on

canine platelet function

Stephanie Rubenbauer; Katrin Hartmann, DVM, Dr med vet, Dr habil

Objective—To evaluate the effect of 6% hydroxyethyl starch (HES) solution, with a mo-
lecular weight of 130 kDa and a degree of substitution of 0.42, on canine platelet function
in vitro.

Samples—Blood samples from 31 healthy adult dogs.

Procedures—Citrated blood was diluted with saline (0.9% NaCl) solution or HES 130/0.42
in ratios of 1:9 (ie, 1 part saline solution or HES 130/0.42 and 9 parts blood) and 1:3. Platelet
plug formation time (closure time [Ct]) was measured with a platelet function analyzer and
cartridges coated with collagen and ADP.

Results—Median baseline Ct with citrated blood was 84.0 seconds (interquartile range,
74.5 to 99.5 seconds). Results obtained with 1:9 dilutions with saline solution and HES
130/0.42 were not significantly different from baseline results. The 1:3 dilutions with saline
solution and HES 130/0.42 resulted in median Cts of 96.0 seconds (interquartile range,
85.5 to 110.8 seconds) and 112.0 seconds (92.0 to 126.0 seconds), respectively. Results
obtained with both 1:3 dilutions were significantly different from baseline results. The Ct
obtained with the HES dilution was also significantly different from that of the 1:3 dilution
with saline solution.

Conclusions and Clinical Relevance—Saline solution and HES 130/0.42 in a 1:3 dilution
affected canine platelet function by prolonging Cts. The HES 130/0.42 had a significantly
greater effect on canine platelets than did saline solution. (Am J Vet Res 2012;73:1908-1912)

Janine Classen, DVM; Katja N. Adamik, DVM, Dr med vet; Karin Weber, DVM, Dr med vet;

Hydroxyethyl starch products are artificial non-
protein colloids. They are used in veterinary
medicine for intravascular volume expansion. They
consist of polymers of natural amylopectin, which
are chemically modified by hydroxyethylation at
the glucose subunit carbon atoms C2, C3, or C6.
Hydroxyethyl starch can be classified according to
mean Mw, Ms, concentrations, ratio of the C2:C6 hy-
droxyethylation, the origin of raw material, and the
solvent.!* These structural aspects modulate the ef-
fect on blood coagulation.’ The greater the Mw, the
higher the C2:C6 ratio, and especially the higher the
Ms, the more an HES product will affect coagulation,
and this may lead to an increased risk for hemor-
rhage.’® Hydroxyethyl starch molecules have a spe-
cific antiplatelet effect. Among other effects, they can
attenuate the availability of the GPIIb/IIla receptor
on the platelet surface, which alters platelet aggrega-
tion and clot formation.?
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ABBREVIATIONS

COL-ADP Collagen and adenosine diphosphate
Ct Closure time

HES Hydroxyethyl starch

Ms Molar substitution

Mw Molecular weight

PFA Platelet function analyzer

A third-generation, potato-based plasma volume
expander solution with an Mw of 130 kDa, an Ms of
0.42, and a C2:C6 ratio of 6:1 (HES 130/0.42) was used
in this study and is thought to have less influence on
platelet function and coagulation than the older high-
Mw and high-Ms HES products.'*'? The previous HES
products routinely used in dogs, HES 670/0.75 and
HES 670/0.7, lead to platelet dysfunction in dogs in
vitro and in vivo.*!* However, currently there are few
reports of studies investigating the effect of newer HES
products on canine platelet function. A recent in vitro
study® revealed that hetastarch 130/0.4 has less effect
on coagulation, compared with hetastarch, in healthy
dogs, as measured by thrombelastography.

Thrombelastography enables a global assessment
of hemostatic function, beginning at the interaction of
platelets with the protein coagulation cascade to the
initial platelet-fibrin interaction via platelet aggrega-
tion and clot strengthening to fibrin cross-linkage and
clot lysis."” The PFA is a commercially available point-
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of-care instrument for investigation of primary hemo-
stasis and platelet function in vitro.’*!” In contrast to
thrombelastography, the PFA measures platelet-related
primary hemostasis and therefore platelet adhesion, ag-
gregation, and primary platelet plug formation.'” The
PFA has high sensitivity in the assessment of human
and canine platelet function disorders and is a less
expensive, easier, and faster alternative to platelet ag-
gregometry.'>'® The cartridge coated with COL-ADP
yields more reproducible results in determination of Ct
in dogs, compared with a cartridge coated with collagen
and epinephrine, because epinephrine is not an effec-
tive agonist to platelet activation in dogs.'®* When a
COL-ADP cartridge is used, the clinical sensitivity and
specificity to identify canine primary hemostasis dis-
orders are 95.7% and 100%, respectively.'® Anemia and
thrombocytopenia, as well as drugs that affect primary
hemostasis like acetylsalicylic acid, nonsteroidal anti-
phlogistics, and propofol, result in increased Cts.'81922-2
The manufacturer of the PFA guarantees the accuracy of
the results when Hct is 2 35% and the platelet count is >
150,000 platelets/uL. The objective of the study reported
here was to investigate the effect of HES 130/0.42° on in
vitro platelet function in canine blood by use of the PFA
as compared with saline (0.9% NaCl) solution, in 2 dilu-
tions. We hypothesized that HES 130/0.42 would have a
more pronounced effect on in vitro platelet function, com-
pared with saline solution.

Materials and Methods

Animals—The study protocol was approved by the
Department of Animal Welfare of the German federal
government. Thirty-one healthy adult dogs owned by
hospital staff and by consenting clients of the Clinic
of Small Animals of the Ludwig Maximilian Univer-
sity were studied. The 31 dogs ranged in age from 1 to
11 years (mean =+ SD, 6.23 + 2.88 years). Mean + SD
weight was 26.55 + 10.46 kg. Eighteen dogs were fe-
males (8 sexually intact; 10 spayed) and 13 were males
(4 sexually intact; 9 castrated); there were 12 mixed-
breed dogs, 4 Flat-Coated Retrievers, 3 Golden Retriev-
ers, 2 Labrador Retrievers, 2 Beagles, 2 Australian Cattle
Dogs, 1 Vizsla, 1 Boxer, 1 Leonberger, 1 Basset Hound,
1 Dalmatian, and 1 Collie. Dogs were considered to
be healthy on the basis of history, physical examina-
tion, and laboratory findings (CBC, serum biochemical
analyses, and urinalysis). Exclusion criteria included
history of nonphysiologic bleeding, any chronic or re-
cent illness, and administration of medication known
to alter platelet function during the 4 weeks prior to the
study. Food was withheld from all dogs for at least 12
hours prior to blood sample collection. Dogs were only
included if they had an Hct of 2 35%, a platelet count
of 2 150,000 platelets/uL, a leukogram within reference
range, and no pathological findings in serum creatinine
concentration, urine dip stick tests, and urine specific
gravity.

Blood samples—For determination of platelet
function, the PFA® was used. The PFA system has been
described in detail elsewhere.” Briefly, the conditions
of vessel wall damage are simulated in this instrument.
A citrated blood sample (800 to 1,000 pL) is aspirated

under constant vacuum from a reservoir through a cap-
illary microscopic aperture cut into a membrane, which
is coated with collagen and epinephrine or ADP¢ These
biochemical stimuli and the high shear flow result in
platelet attachment, activation, and aggregation and
finally in a stable platelet plug. The time in seconds
needed for occluding the aperture by plug formation is
called Ct and is indicative of platelet function. Fifteen
milliliters of venous blood were obtained with minimal
vein trauma from each dog via cephalic, lateral saphe-
nous, or jugular venipuncture (20-gauge needle). Af-
ter the first drops of blood were discarded, the samples
were distributed under continuous blood flow directly
into 3.8-mL tubes® containing 3.8% buffered sodium ci-
trate solution (1 part anticoagulant to 9 parts blood). In
addition, a tube containing K-EDTA for the CBC and a
plain tube for serum biochemical analysis were used.
According to the manufacturer’s recommendations, the
citrated blood samples for platelet function analysis
were incubated for 30 minutes (stabilization) at room
temperature (approx 24°C) prior to analysis. All mea-
surements were completed within 4 hours after blood
sample collection. Closure time was measured in dupli-
cate by use of a PFA and COL-ADP. The cartridges were
stored at 4°C and warmed to room temperature for 15
minutes before use. Baseline Ct was measured by use of
undiluted blood samples (800 pL). Citrated blood was
divided into aliquots and diluted with saline solution or
HES 130/0.42 at a ratio of 1:9 (1 part saline solution or
HES and 9 parts blood; 80 UL of saline solution or HES
and 720 pL of blood) and 1:3 (1 part saline solution or
HES and 3 parts whole blood; 200 pL of saline solution
or HES and 600 pL of blood). After incubation at room
temperature for 10 minutes, Cts were measured. Sam-
ples with error indication were discarded and repeated.

Statistical analysis—Because repeated dupli-
cated measurements were available, an ordinary least
squares linear regression analysis with mixed effects
was conducted. That model included a random inter-
cept to handle the unobserved heterogeneity. The ran-
dom intercept is assumed to be normally distributed.
Normality of the residuals was ensured by logarithmic
transformation of the dependent variable (Ct). For an
identified significant effect, all pairwise multiple com-
parisons were performed via the Bonferroni adjust-
ment. A P value < 0.05 was considered to be significant.
Statistical analysis was performed with software.” Data
are expressed as median and interquartile range values.

Results

Median Hct was 46% (43% to 50%), and the plate-
let count was 261,000 platelets/uL (199,000 to 280,000
platelets/uL). Median Ct (Figure 1) for undiluted blood
was 84.0 seconds (74.5 to 99.9 seconds). Median Cts for
the 1:9 dilution with saline solution and HES 130/0.42
were 84.5 seconds (75.0 to 99.8 seconds) and 88.0 sec-
onds (81.0 to 102.8 seconds), respectively. The 1:3 dilu-
tion of blood with saline solution and HES 130/0.42 re-
sulted in Cts of 96.0 seconds (85.5 to 110.8 seconds) and
112.0 seconds (92.0 to 126.0 seconds), respectively.

The Cts from the 1:9 dilution of blood with saline
solution (P = 1.000) and HES 130/0.42 (P = 0.982) were
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Figure 1—Box-and-whisker plots of Cts (duplicate measure-
ments) for undiluted citrated blood samples from 31 healthy
dogs and for samples diluted with saline (0.9% NaCl) solution
and HES 130/0.42. The box indicates interquartile range, the thick
line in the box indicates median value, whiskers indicate range,
and circles indicate outliers. NaCl = Saline solution.

not significantly different from the undiluted blood
(baseline). The Cts from the 1:3 dilution of blood with
saline solution and HES 130/0.42 were significantly (P
< 0.001) longer, compared with baseline. The Ct result-
ing from a 1:3 dilution of blood with HES 130/0.42 was
significantly (P = 0.023) longer than the Ct of the 1:3
dilution of blood with saline solution and the 1:9 dilu-
tions of blood with saline solution (P < 0.001) and HES
130/0.42 (P < 0.001). The 1:3 dilution of blood with sa-
line solution resulted in a Ct that was significantly (P =
0.003) longer that of the 1:9 dilutions of blood with sa-
line solution and significantly (P = 0.031) shorter than
that of the 1:3 dilution with HES 130/0.42.

Discussion

In this study, the in vitro effect of HES 130/0.42
and saline solution in 2 dilutions on canine platelet
function was evaluated by use of the PFA. To improve
safety and pharmacological properties while maintain-
ing the volume efficacy of previous HES generations,
newer third-generation starch-based plasma volume
expanders have been developed. Currently, there are
2 third-generation HES solutions on the market: waxy
maize—derived HES 130/0.4 and potato-derived HES
130/0.42; these have known physicochemical differ-
ences.! A study® comparing the effect on coagulation
of 3 HES products with differing Mw but the same Ms
(HES 130/0.42, 500/0.42, and 900/0.42) suggests that
the Mw has less effect than Ms regarding coagulation.

The 1:9 and 1:3 dilutions result in doses of 10 and
30 mL/kg for IV fluid substitution, which are common
doses of HES during resuscitation of hypovolemic pa-
tients and patients in hemorrhagic shock. In situations
of refractory shock, even higher amounts of HES are
used, in an attempt to restore effective circulating vol-

ume.””?® The recommended dose of high-Mw HES is
20 ml/kg/d.*® The newer low-Mw HES may be used at
doses up to 50 mI/kg/d."*

In the present study, the 1:3 dilutions with either
saline solution or HES 130/0.42 significantly prolonged
Cts, whereas the 1:9 dilutions did not. The prolonga-
tion of Ct with saline solution can be explained by the
effect of dilution. Crystalloids cause alterations because
of simple dilution of clotting factors. The Ct of the 1:3
dilution with HES 130/0.42 was significantly prolonged,
compared with the 1:3 dilution with saline solution.
This indicates that the HES 130/0.42 in a 1:3 dilution
exaggerates the dilutional effect on platelet function
and that HES 130/0.42 has a more pronounced effect on
platelet function in vitro than saline solution. Because a
significant effect of HES 130/0.42 was only detected in
a 1:3 dilution, the effect appears to be dose dependent.
Hydroxyethyl starch products compromise hemostasis
and platelet function via either nonspecific dilutional
effects, specific effects, or both.*® They are known to
induce acquired von Willebrand disease, favor fibrino-
lysis through the incorporation of HES molecules in the
clot, and alter platelet aggregation by modification of
the platelet membrane and inhibition of conformation-
al activation of the GPIIb/Illa complex.'?*'-** Another
recent study’ revealed that HES macromolecules are
able to bind to platelets and thus impair the access of
ligands to the platelet fibrinogen receptor (GPIIb/IIla).
These mechanisms provide a plausible explanation for
the observed prolongation of Ct.

In the present study, the Cts for citrated blood of
31 healthy dogs ranged from 57 to 138 seconds with a
mean + SD of 87.7 + 18.9 seconds and a median of 84.0
seconds (interquartile range, 74.5 to 99.5 seconds).
Measurements in other studies using PFA-100 and
COL-ADP resulted in mean + SD Cts of 67 + 7.8 sec-
onds with a range of 52 to 86 seconds (n = 29) in one
study’® and 57.6 + 5.9 seconds with a range of 48 to 77
seconds (58) in another.** A median Ct of 73 seconds
with a 2.5% to 97.5% quantile range of 53 to 98 seconds
(n =136) is also reported.?> These values are not exactly
identical to the results of the present study. It is known
that many factors like age, sex, nutrition, differences
of the test cartridge, different citrate concentrations in
the sample tubes, regional variations, and daily varia-
tions may have an effect on Cts in humans, which is
probably also the case in dogs.?>=* It is also known that
the PFA should considered a semiquantitive method.>”
Although the manufacturer of the PFA only validated
Cts to be accurate for a platelet count of > 150,000
platelet/uL and Hct of > 35%, a veterinary study'® found
the PFA to be accurate even for Het 2 25% and for plate-
let count = 100,000 platelets/pL. In the present study,
Hct and platelet count in 1:3 dilution had been calcu-
lated. The median Hct would be 35% with a range of
29% to 47%, and the range of platelet counts would
be 113,250 to 271,500 platelets/uL with a median of
195,750 platelets/uL. Therefore, Cts measured with
these 1:3 diluted samples can be considered an accurate
evaluation of platelet function. In line with our results,
various in vitro studies®***° have found that HES 130/0.4
has a greater effect on platelet function and hemostasis
than crystalloids. These findings are similar to the find-
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ings of Liu et al,* who studied the influence of HES
130/0.4, HES 200/0.5, and saline solution on human
platelet function in vitro in different dilutions by using
a PFA, platelet aggregometry, and erythrocyte sedimen-
tation rate. They found that both HES solutions signifi-
cantly prolonged Cts in a dose-dependent manner and
to a significantly greater extent than saline solution. An
in vivo study* compared the influence of HES 130/0.4,
HES 200/0.5, and lactated Ringer’s solution on plate-
let function and hemodynamics in 40 adult humans.
That study found a significant prolongation of Cts after
an infusion of only 10 ml/kg with both HES solutions,
whereas lactated Ringer’s solution in the same dose did
not result in prolongation of Cts. In contrast, another
study'? found no significant effect on Ct after IV infu-
sion (10 mL/kg) of HES 130/0.38 to 0.45 in healthy hu-
man patients. This discrepancy may be due to different
patient populations. In the present in vitro study, there
was also no effect with a simulated dose of 10 mL/kg.

In a European prospective multicenter observational
postauthorization safety study in 316 children receiving
HES 130/0.42 (mean + SD, 11 + 4.8 ml/kg) periopera-
tively, no serious adverse drug reactions directly related
to HES were reported. The probability of serious adverse
drugs reactions like bleeding was < 1%.%

In veterinary medicine, only a few reports regard-
ing the effect of HES on canine platelet function and
coagulation are published to date. In a recent study,*
the in vitro effects of HES 130/0.4, hetastarch, and sa-
line solution in healthy dogs were compared by use of
thrombelastography. This revealed that HES 130/0.4
causes less effects on coagulation than hetastarch in a
high dilution, and it was concluded that a dilutional
coagulopathy does not seem to be the only cause of the
HES 130/0.4-induced effect on coagulation. In another
study,”® the in vitro effect of HES 670/0.75 and HES
600/0.7 on platelet function in dogs measuring Cts with
a PFA in 2 dilutions was compared. Those investiga-
tors found a significant effect only in the highest dilu-
tion (1:3), and the Ct at 1:3 dilution for HES 670/0.75
was significantly higher than for dilution with saline
solution. Further canine in vitro studies with different
HES preparations are necessary to determine whether
the current findings in human medicine, which indi-
cate that HES products with lower Mw and Ms have
a significantly reduced effect on coagulation compared
with older products, are also true for dogs. An in vivo
study'* revealed that a 20 mL/kg dose of HES 600/0.75/
kg prolongs canine Ct, as measured by PFA, for up to 5
hours after injection, although Ct returned to baseline
within 24 hours. No clinical signs of bleeding, such as
petechiae or ecchymoses, were observed during the ex-
perimental period. In addition, no significant change
in platelet aggregation (measured with an electronic
aggregometer) and no clinical bleeding during surgery
were observed in a recent study*® that compared the ef-
fect of a 10 mL/kg dose of HES 600/0.75/kg or the same
volume of lactated Ringer’s solution on hemostatic vari-
ables and bleeding in dogs anesthetized for orthopedic
surgery. Because of these results, the more important
question is how clinically relevant these in vitro impair-
ments of platelet function really are. Although there
was a significant difference between the Cts in the 1:9

and 1:3 dilutions and especially between the 1:3 dilu-
tion with saline solution and HES 130/0.42, there was
a substantial overlap in measured values in the present
study. Despite the reported high clinical sensitivity and
specificity in the identification of primary hemostatic
disorders in dogs,'® it can be concluded that the clinical
relevance of these in vitro findings is not obvious.

The present study had the limitations of in vitro
models. Compensatory mechanisms like buffering, pH
control, and electrolyte environment are not the same
as in vivo. Also, the metabolic degradation of HES mol-
ecules by plasma o-amylase and the contribution of en-
dothelial and vascular factors are restricted. Even if the
PFA simulates the conditions of a damaged vessel un-
der high shear flow, it can only mimic the in vivo con-
ditions. Consequently, the results could not be directly
translated to the clinical setting. It can be concluded
that HES 130/0.42 in a high concentration (30 mL/
kg) prolonged Ct in vitro more than a dilutional effect
with saline solution in the same concentration. These
findings indicate that, despite the lower Mw and the
lower Ms, HES 130/0.42 has a more pronounced effect
regarding in vitro platelet function than saline solution.
Therefore, possible adverse effects, in particular impair-
ment of hemostasis, should be kept in mind, especially
in patients with already compromised hemostasis.

a.  Bacek LM, Martin LG, Spangler EA, et al. Determination of the
in vitro effects of two forms of hydroxyethyl starch solutions on
thromboelastography and coagulation parameters in the healthy
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IV.  DISKUSSION

In dieser Studie wurde der in-vitro-Effekt von HES 130/0,42 und physiologischer
Kochsalzlosung (0,9% NaCl) auf die canine Thrombozytenfunktion in zweli
verschiedenen Verdinnungen mit dem PFA-100 untersucht. Die Hypothese war,
dass HES 130/0,42 einen deutlicheren Effekt auf die canine
Thrombozytenfunktion in vitro hat als 0,9% NaCl.

Im Laufe der letzten 40 Jahre wurden immer wieder neue ,,Generationen von
HES-Préparaten mit verbesserter Pharmakokinetik, aber vergleichbarem
Volumeneffekt entwickelt (JUNGHEINRICH & NEFF, 2005). Das in dieser
Studie untersuchte HES 130/0,42 (Venofundin®) ist ein Préparat der neuen
ndritten Generation” und gehort somit zu den mittelmolekularen und niedrig
substituierten HES-Produkten. Neben dem HES 130/0,42, welches auf
Kartoffelstarke basiert, zdhlt HES 130/0,4, welches auf Maisstarke basiert, zur
»dritten Generation“. Beide HES-Préparate sind auf dem Markt erhéltlich. Es ist
allerdings bekannt, dass diese beiden HES-LOsungen physikochemische
Unterschiede aufweisen und nicht biodquivalent sind (WESTPHAL et al., 2009).
Eine Studie an Schweinen untersuchte den Effekt von drei HES-Produkten mit
unterschiedlichem molarem Gewicht (MW) aber gleicher molarer Substitution
(MS) (HES 130/0,42, 500/0,42 und 900/0,42) auf die Hdmostase und zeigte, dass
das MW einen geringeren Einfluss auf die Hamostase zu haben scheint als die MS
(MADJDPOUR et al., 2005).

In dieser Studie wurden Zitratblutproben von 31 adulten, gesunden Hunden
jeweils nativ und in zwei unterschiedlichen Verdinnungen mit dem PFA-100
untersucht, wobei die Blutproben jeweils im Verhaltnis 1:9 und 1:3 mit HES 6%
130/0,42 und 0,9% NaCl verdiinnt wurden. Die 1:9- und 1:3-Verdunnungen mit
HES 130/0,42 und 0,9% NaCl simulieren eine intravendse Flissigkeitssubstitution
von 10 ml/kg und 30 ml/kg, bei einem angenommenen caninen Blutvolumen von
90 ml/kg. Dies entspricht einer Ubliche Dosierungen zur Behandlung eines
hypovolamischen Schockgeschehens (DRIESSEN & BRAINARD, 2006;
HOPPER et al., 2012). Die empfohlene Dosis flr altere hochmolekulare HES
betragt 20 ml/kg/Tag, wéhrend fur neue HES-Produkte der dritten Generation eine
Dosis von bis sogar 50 ml/kg/Tag empfohlen wird (KOZEK-LANGENECKER et
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al., 2008; WESTPHAL et al., 2009).

In dieser Studie fiihrten die 1:3-Verdinnungen mit 0,9% NaCl und HES 130/0,42
zu einer signifikanten Verlangerung der CT, wohingegen die 1:9-Verdiinnungen
zu keiner Verlédngerung fuhrten. Die Verlangerung der CT durch Zugabe von
0,9% NaCl kann durch den Effekt der passiven Hamodilution erklart werden.
Hierbei kommt es durch die Gabe von Kristalloiden zu einer Verdinnung der
Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten, sodass entsprechende Verénderungen in
der Hamostase hervorrufen werden. Die CT der 1:3-Verdinnung mit HES
130/0,42 war im Vergleich zu der 1:3-Verdinnung mit 0,9% NaCl jedoch
signifikant verlangert. Dies l&sst auf einen Effekt von HES 130/0,42 in einer 1:3-
Verdlinnung schlieBen, der (ber einen Hamodilutionseffekt hinausgeht.
AuRerdem zeigt dieses Ergebnis, dass HES 130/0,42 in der 1:3-Verdiunnung einen
ausgepragteren Einfluss auf die in-vitro-Thrombozytenfunktion als 0,9% NacCl
hat. Zudem scheint dieser Effekt dosisabhdngig zu sein, da es nur in der 1:3-
Verdinnung von HES 130/0,42 und nicht in der 1:9-Verdinnung zu signifikanten

Unterschieden kam.

HES kann die Hamostase und die Thrombozytenfunktion durch unspezifische
Héamodilution und durch spezifische Effekte auf zellularer Ebene beeintréchtigen
(VAN DER LINDEN & ICKX, 2006). Dabei haben die physikochemischen
Eigenschaften der HES-Préparate, wie das MW und die MS, einen Einfluss auf
das AusmaB dieser Effekte. Altere, langsam abbaubare HES-Ldsungen
(Hetastarch, Hexstarch, Pentastarch) zeigen deutlichere Effekte als neuere, schnell
abbaubare HES-Ldsungen (Tetrastarch), welche nur sehr geringe oder gar keine
Effekte auf die Thrombozytenfunktion haben (JAMNICKI et al., 1998a; OMAR
etal., 1999; HUTTNER et al., 2000; JAMNICKI et al., 2000; STOGERMULLER
etal., 2000; FRANZ et al., 2001).

Es ist aullerdem bekannt, dass HES zu einem erworbenen von-Willebrand-
Syndrom und durch Einlagerung von HES-Molekiilen in das Blutgerinnsel zu
einer beschleunigten Fibrinolyse fuhren kann (STRAUSS et al., 1988; TREIB et
al., 1995; JAMNICKI et al., 1998b). Es wurde weiterhin gezeigt, dass HES eine
verringerte Expression und Aktivierung des GPIlIb/llla-Rezeptors auf der
Thrombozytenoberflache verursacht (STOGERMULLER et al., 2000; FRANZ et
al., 2001). Da GPIIb/Illa im Zuge der Thrombozytenaktivierung wichtig fur die

Thrombozytenaggregation und irreversible Adhédsion an das Geféal3endothel ist,
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fihrt eine verminderte Expression und Aktivierung des GPIIb/Illa zu einer
verminderten  Thrombozytenaggregation und -aktivierung. Intrazelluldre
Signaltranduktionswege scheinen durch HES nicht beeinflusst zu werden. Der
agonisteninduzierte Anstieg der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration ist eine
Schlisselreaktion fiir die Thrombozytensekretion und wird in Anwesenheit von
HES nicht oder nur geringgradig verandert (FRANZ et al., 2001; GAMSJAGER
et al., 2002; JUTTNER et al., 2004). Eine neue Studie zeigte, dass HES-Molekule
in der Lage sind, unspezifisch an Thrombozytenrezeptoren zu binden (coating
effect) (DEUSCH et al., 2003). Somit blockiert HES durch den coating effect den
Zugang der entsprechenden Liganden zu den Membranrezeptoren auf der
Thrombozytenoberflache. Die Reaktivitdit der Thrombozyten ist dadurch
herabgesetzt (DEUSCH et al., 2003). All diese aufgefiihrten Mechanismen bieten
mdogliche Erklarungen fir die in dieser Studie festgestellte Verlangerung der CT
bei einer 1:3-Verdinnung mit HES 130/0,42.

In dieser Studie wurden neben den 1:9- und 1:3-Verdinnungen mit HES 130/0,42
und 0,9% NaCl auch die Nativblutproben mit dem PFA-100 untersucht. Die CT
fur Nativblut reichten von 57,0 bis 138,0 Sekunden mit einem Mittelwert von 87,7
+ 18,9 Sekunden und einem Median von 84,0 Sekunden (unteres und oberes
Quartil 74,5 bis 99,5 Sekunden). Messungen von anderen Studien bei Hunden mit
dem PFA-100 und COL/ADP ergaben CT von 67 + 7,8 Sekunden mit einer
Spannweite von 52 bis 86 Sekunden (n = 29) (CALLAN & GIGER, 2001) und
57,6 £ 5,9 Sekunden mit einer Spannweite von 48 bis 77 Sekunden (n = 58)
(CLANCEY et al., 2009a). In einer weiteren Studie wurde eine mediane CT von
73 s (2,5-97,5% Quantil) mit einer Spannweite von 53 bis 98 Sekunden (n = 136
Sekunden) gemessen (MISCHKE & KEIDEL, 2003). Die Werte dieser friheren
Studien weichen von den Werten der vorliegenden Studie ab. In der
Humanmedizin ist bekannt, dass viele Faktoren, wie Alter, Geschlecht,
Erndhrung, unterschiedliche Messzellen und Zitratkonzentrationen der
Blutréhrchen, regionale und tagliche Abweichungen, die CT beeinflussen kénnen
(HEILMANN et al., 1997; JILMA, 2001; LUTZE & S.KROPF, 2004;
FAVALORO, 2008). Diese konnten auch bei Hunden einen Einfluss auf die CT

haben.

Die in-vitro-Thrombozytenfunktion kann mit verschiedenen Methoden, wie

Durchflusszytometrie, Impedanzaggregometrie, TEG, Cone and Plate Analyzern
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und PFA-100, gemessen werden. Jede dieser Methoden hat VVor- und Nachteile.
Die Durchflusszytometrie und die Impedanzaggregometrie sind sehr zeitintensiv
und bendtigen spezialisiertes Personal zur Durchfuhrung (MICHELSON, 2009;
JANDREY, 2012). Cone and Plate Analyzer brauchen zwar nur eine geringe
Blutprobenmenge und simulieren durch hohe Scherkrafte in-vivo-Verhaltnisse,
wurden aber bis jetzt nur fur den Menschen validiert (VARON et al., 1997;
SAVION & VARON, 2006). Die TEG gibt Auskunft Uber die gesamte
H&mostase, sodass eine spezielle Erfassung der Thrombozytenfunktion nur
bedingt maoglich ist. Auch arbeitet die TEG mit niedrigen Scherkraften, sodass die
Untersuchungsverhéltnisse nicht den Verhdltnissen in vivo entsprechen
(JANDREY, 2012). Der PFA-100 ist ein point-of-care-Instrument. Die Messung
der CT ist vollautomatisch, die VVorbereitung der Blutproben und die Bedienung
des Geréts sind einfach durchfiihrbar, sodass Messfehler oder Artefakte durch
Bedienungsfehler nur selten auftreten. Auch wird nur ein kleines Probenvolumen
(800 - 1000 pl) pro Messung bendtigt. Da der PFA-100 mit hohen Scherkréften
arbeitet, werden in-vivo-Verhaltnisse simuliert (MAMMEN et al., 1998;
FAVALORO, 2001). AuBerdem wurden bereits Studien an Hunden mit dem PFA-
100 durchgefihrt (CALLAN & GIGER, 2001; MISCHKE & KEIDEL, 2002;
CLANCEY et al., 2009b). Der PFA-100 ist nicht spezifisch fur einzelne Defekte
der Thrombozyten, da die gesamte primdre Ha&mostase untersucht wird
(FAVALORO, 2001, 2008). Allerdings war es auch nicht das Ziel dieser Studie
einen speziellen Thrombozytendefekt, sondern nur die Beeinflussung der
Thrombozytenfunktion durch HES 130/0,42 zu untersuchen. Aus diesen Griinden
wurde fir die vorliegende Studie der PFA-100 als Messmethode gewahlt.

Der PFA-100 gilt als eine semiquantitative Messmethode (LUTZE & S.KROPF,
2004). Der Hersteller des PFA garantiert fir die Messgenauigkeit der CT nur,
wenn in der entsprechenden Zitratblutprobe die Thrombozytenanzahl >150,000/pul
und der Hamatokrit >35% betragt. Allerdings zeigte eine veterindrmedizinische
Studie, dass der PFA-100 auch korrekte CT bei einem Hamatokrit von > 25 % und
einer Thrombozytenanzahl von > 100,000/l misst (CALLAN & GIGER, 2001).
Der Hamatokrit und die Thrombozytenanzahl der 31 Zitratblutproben fur die 1:3-
Verdunnungen dieser Studie wurden berechnet. Der mediane Hamatokrit war 35%
(29% - 47%) und die mediane Thrombozytenanzahl 195,750/ul (113,250 -
271,500/pl). Folglich konnen die CT-Werte, die in dieser Studie mit den
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verdunnten Blutproben gemessen wurden, als richtige Beurteilung der

Thrombozytenfunktion angesehen werden.

Die Ergebnisse vieler Studien in der Humanmedizin decken sich mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie. All diese Studien zeigen, dass HES 130/0,4
einen grolReren Einfluss auf die Thrombozytenfunktion und die H&mostase hat als
Kristalloide (LIU et al., 2009; GODIER et al., 2010).

In einer Studie wurde der Einfluss von HES 130/0,4, HES 200/0,5 und 0,9% NaCl
in verschiedenen Verdinnungen auf die in-vitro-Thrombozytenfunktion beim
Menschen mittels PFA, Aggregometrie und Erythrozytensedimentationsrate
untersucht (LIU et al., 2009). Es wurde festgestellt, dass beide HES-L&sungen zu
einer signifikanten und dosisabhangigen Verlangerung der CT flihrten. Auf3erdem
waren die CT unter Einfluss von HES-L6sungen signifikant hoher als die CT bei
0,9% NaCl (LIU et al., 2009). Eine in-vivo-Studie verglich den Einfluss von HES
130/0,4, HES 200/0,5 und Laktat-Ringerlosung auf die Thrombozytenfunktion
und die Hamodynamik bei 40 Erwachsenen (SCHARBERT et al., 2004). Nach
Infusion beider HES-LOsungen mit einer Dosis von 10 ml/kg konnte eine
signifikante Verlangerung der CT festgestellt werden, wéhrend die Gabe von
Laktat-Ringerlésung in der gleichen Dosierung zu keiner Verlangerung der CT
fihrte. Im Gegensatz dazu konnte in einer anderen Studie kein signifikanter Effekt
auf die CT nach einer intravendsen Gabe (10 ml/kg) von HES 130/0,38-0,45 bei
gesunden Patienten festgestellt werden (FRANZ et al., 2001). Diese Unterschiede
kdonnten durch unterschiedliche Patientenpopulationen bedingt sein. In der
vorliegenden Studie konnte ebenfalls kein Effekt mit einer simulierten Dosis von
10 ml/kg HES 130/0,42 festgestellt werden. In einer europdischen
multizentrischen Post-Authorisation Safety Studie bekamen 1104 Kinder HES
130/0,42 (10,6 = 5,8 ml/kg) perioperativ infundiert. Es wurden keine ernsthaften
durch HES bedingten Nebenwirkungen festgestellt. Die Wahrscheinlichkeit
schwerer  Nebenwirkungen, wie Blutungen, war kleiner als 0,3%
(SUMPELMANN et al., 2012).

In der Veterindrmedizin wurden bis jetzt nur wenige Studien veréffentlicht, die
den Effekt von HES auf die canine Thrombozytenfunktion und auf die Hdmostase
untersuchten. In einer neuen Studie wurde der in-vitro-Effekt von HES 130/0,4,
Hetastarch und 0,9% NaCl bei gesunden Hunden mittels Thrombelastografie
verglichen (BACEK et al., 2011). Es wurde gezeigt, dass HES 130/0,4 in einer
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hohen Verdiinnung einen geringeren Effekt auf die Hdmostase hat als Hetastarch.
Gefolgert wurde hieraus, dass der Effekt von HES 130/0,4 auf die Hamostase
nicht nur durch Hamodilutionseffekte hervorgerufen zu sein scheint. Dies deckt
sich mit der Schlussfolgerung der vorliegenden Studie. In einer weiteren in-vitro-
Studie bei Hunden wurde der Effekt von HES 670/0,75 und HES 600/0,7 auf die
Thrombozytenfunktion mit dem PFA-100 in zwei verschiedenen Verdinnungen
verglichen (WIERENGA et al., 2007). Die Autoren fanden, wie auch bei der
vorliegenden Studie, nur in der hoheren Verdinnung (1:3) einen signifikanten
Effekt, denn die CT der 1:3-Verdiunnung mit HES 670/0,75 war signifikant grolier
als die CT der Verdinnungen mit 0,9% NaCl. So wurde auch in dieser Studie
gefolgert, dass HES die CT deutlicher beeinflusst als 0,9% NaCl und dass der
Einfluss von HES nicht alleine durch eine Hd&modilution erklart werden kann.

Da es in der Veterindrmedizin bis jetzt nur wenige in-vitro-Studien gibt, die den
Effekt von HES auf die Hdmostase und die Thrombozytenfunktion, aber auch die
Effekte verschiedener HES-Praparate im Vergleich untersuchten, sind weitere in-
vitro-Studien mit verschiedenen Generationen von HES-Préparaten beim Hund
notig. Damit konnten die aktuellen Kenntnisse aus der Humanmedizin in der

Tiermedizin nachvollzogen werden.

Eine in-vivo-Studie an Hunden zeigte, dass 20 ml/kg HES 670/0,75 die CT bis zu
finf Stunden nach Infusion verlangerte. Die CT kehrte aber innerhalb von 24
Stunden wieder in den Referenzwerte zurick (SMART et al., 2009). Dabei
wurden waéhrend der Versuchsphase keine klinischen Symptome einer
gesteigerten Blutungsneigung, wie Petechien oder Ekchymosen, beobachtet. Diese
Ergebnisse werden durch eine Studie an narkotisierten Hunden wahrend
orthopédischer Operationen unterstiitzt (CHOHAN et al., 2011). Dabei wurde der
Effekt von 10 ml/kg HES 600/0,75 und Laktat-Ringerlésung auf die Hamostase
und die Blutungsneigung verglichen, und es wurden keine signifikanten
Unterschiede in der Thrombozytenaggregation (gemessen mit elektronischer
Aggregometrie) und keine Blutungen wahrend der Operation festgestellt.

Die Ergebnisse der vorliegenden und anderer Studien berucksichtigend, stellt sich
die Frage, ob und in wie weit die Verlangerung der CT und die damit verbundene
Beeintrachtigung der in-vitro-Thrombozytenfunktion klinisch relevant ist.
Obwohl in der vorliegenden Studie ein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den CT der 1:9- und 1:3-Verdinnung, und dabei besonders zwischen
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der 1:3-Verdinnung mit 0,9% NaCl und HES 130/0,42 bestand, ist auch eine
erhebliche Uberschneidung der gemessenen Werte zu beobachten. Obwohl fiir
den PFA-100 eine hohe klinische Sensitivitat und Spezifitat in der Identifikation
von Stérungen der primdren Hamostase bei Hunden berichtet wurde, ist die
klinische Relevanz der Ergebnisse dieser Studie nicht eindeutig belegbar
(CALLAN & GIGER, 2001).

Diese Studie besitzt die Limitationen eines in-vitro-Models. Kompensatorische
Mechanismen, wie  Puffersysteme, Kontrolle des pH-Wertes und
Elektrolytverhaltnisse, sind in vitro nicht die gleichen wie in vivo. Ebenso ist der
Abbau von HES-Molekiilen durch die a-Amylase und die Beteiligung des
Gefallendothels und der Gefalifaktoren limitiert oder fehlt in einer in-vitro-Studie.
Auch wenn der PFA-100 in seinem Messsystem die Verhéltnisse in einem
verletzten Gefdl} unter hohen Scherkréften simuliert, werden die in-vivo-
Verhaltnisse nur nachgeahmt. Deswegen konnen die Ergebnisse dieser Studie

nicht direkt fur die klinische Situation Glbernommen werden.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass HES 130/0,42 in einer hohen
simulierten Dosierung (30 ml/kg) die CT im Vergleich zu 0,9% NaCl in derselben
Dosierung in vitro signifikant verlangert. Diese Verlangerung kann nicht nur
durch einen passiven Dilutionseffekt erklart werden, sondern lasst auf einen
spezifischen Effekt von HES 130/0,42 auf zelluldrer Ebene schliefen. Diese
Ergebnisse zeigen, dass HES 130/0,42 trotz niedrigem MW und niedriger MS
einen deutlicheren Effekt auf die in-vitro-Thrombozytenfunktion hat als 0,9%
NaCl. Daher sollte an mdgliche Nebenwirkungen, im Besonderen an die
Beeintrachtigung der Hamostase bei Patienten mit bereits gestorter Hamostase,
beim Einsatz von HES 130/0,42 gedacht werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Hydroxyethylstarke  (HES) gehdrt zu den  synthetischen  kolloiden
Volumenexpandern und wird perioperativ und bei kritisch kranken Patienten zur
Aufrechterhaltung der Gewebeperfusion eingesetzt. Es ist bekannt, dass HES, in
Abhangigkeit der pharmakochemischen Eigenschaften, die Hamostase und die
Thrombozytenfunktion in vivo und in vitro durch unspezifische Hamodilution und
durch spezifische Effekte auf zellulérer Ebene beeintrachtigen und so das Risiko
fir Blutungen erhohen kann. Hierbei zeigen dltere, langsam abbaubare HES-
Préparate (Hetastarch, Hexastarch, Pentastarch) deutlichere Effekte als neuere,

schneller abbaubare HES-Préparate der ,,dritten Generation® (Tetrastarch).

Ziel dieser Studie war es, den in-vitro-Effekt von HES 6% 130/0,42
(Venofundin®) auf die canine Thrombozytenfunktion mit dem Platelet Function
Analyzer-100 (PFA-100) zu untersuchen. Die Hypothese der Studie war, dass
HES 130/0,42 einen deutlicheren Effekt auf die canine Thrombozytenfunktion in
vitro hat als 0,9% NaCl.

Es wurden Zitratblutproben von 31 gesunden adulten Hunden nativ und in zwei
verschiedenen Verdiinnungen untersucht, wobei die Blutproben jeweils im
Verhéltnis 1:9 und 1:3 mit 0,9% NaCl und HES 6% 130/0,42 verdunnt wurden.
Die 1:9-Verdunnung simulierte eine Dosis von 10 ml/kg und die 1:3-Verdunnung
eine Dosis von 30 ml/kg, bei einem angenommenen caninen Blutvolumen von 90
ml/kg. Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Closure Time (CT)
als Mal fir die Thrombozytenfunktion mit dem PFA-100 gemessen. Die mediane
CT fir natives Zitratblut war 84,0 Sekunden (unteres und oberes Quartil; 74,5 -
99,5 s). Die CT der 1:9-Verdunnungen mit NaCl und HES 130/0,42 waren nicht
signifikant unterschiedlich zu der CT des Nativblutes. Die medianen CTs der 1:3-
Verdinnungen mit NaCl und HES 130/0,42 betrugen 96,0 Sekunden (85,8 - 110,8
Sekunden) und 112,0 Sekunden (92,0 - 126,0 Sekunden) und waren beide
signifikant unterschiedlich zur Nativblutprobe. Die CT der 1:3-Verdinnung mit
HES 130/0,42 war auflerdem signifikant unterschiedlich zur CT der 1:3-
Verdunnung mit NaCl.

Es kann gefolgert werden, dass 0,9% NaCl und HES 6% 130/0,42 die canine

Thrombozytenfunktion in vitro beeintrachtigen und zu einer verlangerten CT bei
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einer Verdunnung von 1:3, welches eine intravendse Dosis von 30 mi/kg
simuliert, fihren. In dieser hohen Konzentration fuhrt HES 130/0,42 zu einer
Beeintrachtigung  der in-vitro-Thrombozytenfunktion, die (ber einen
Dilutionseffekt durch 0,9% NaCl in derselben Konzentration hinausgeht.
Vermutlich liegen daher spezifische Effekte von HES 130/0,42 auf zellulérer
Ebene vor. Deswegen sollte beim Einsatz von HES 6% 130/0,42 die
Beeinflussung der Hamostase, besonders bei Patienten mit bereits beeintréchtigter
Hamostase, beachtet werden.
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VI. SUMMARY

Hydroxyethyl starch (HES) is an artificial colloidal volume expander and is used
perioperative and in critical ill patients to maintain tissue perfusion. It had been
shown that HES can compromise hemostasis and platelet function in vitro and in
vivo by unspecific hemodilution and specific effects on a cellular level depending
on their pharmacochemical characteristics which may lead to an increased risk for
hemorrhage. Older, slow degradable HES solutions (Hetastarch, Hexastarch,
Pentastarch) show more distinctly effects than newer rapidly degradable HES

solutions of the “third generation” (Tetrastarch).

The objective of this study was to investigate the in vitro effect of HES 6%
130/0.42 (Venofundin®) on canine platelet function using the platelet function
analyzer 100 (PFA-100). It was hypothesized that HES 130/0.42 will have a more

pronounced effect on canine in vitro platelet function compared to 0.9% NacCl.

Citrated whole blood from 31 healthy adult dogs was analyzed in two different
dilutions. Blood samples are diluted both 1:9 and 1:3 with 0.9% NaCl or HES
130/0.42, which mimic a dose of 10 ml/kg and 30 ml/kg intravenous fluids with a
supposed canine blood volume of 90 ml/kg. After incubation at room temperature
closure time (CT) was measured with the PFA-100 that evaluates platelet
function. Median CT with whole blood was 84.0 seconds (lower and upper
quartile range, 74.5 - 99.5 seconds). The 1:9 dilutions of 0.9% NaCl and HES
130/0.42 were not significantly different from whole blood. A 1:3 dilution of
0.9% NaCl and HES 130/0.42 resulted in median CTs of 96.0 seconds (85.5 -
110.8 seconds) and 112.0 seconds (92.0 - 126.0 seconds), respectively. Both 1:3
dilutions caused significantly different CT when compared to whole blood. The
CT caused of 1:3 dilution of HES 130/0.42 was also significantly different from
the 1:3 dilution of 0.9% NaCl.

It can be concluded that 0.9% NaCl and HES 6% 130/0.42 affect canine platelet
function in vitro by prolonging CT in a dilution of 1:3, which mimics a dose of 30
ml/kg intravenous fluids. In this high concentration, HES 130/0.42 compromises
in vitro platelet function more than a dilutional effect with 0.9% NaCl in the same
concentration. Specific effects of HES 130/0.42 on a cellular level are expected.

Therefore, impairment of hemostasis should be kept in mind especially in patients
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with already compromised hemostasis.
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