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1 Einleitung

Bei Routineeingriffen wie einfachen Zahnextraktionen konnen Storungen der Blutge-
rinnung, die zuvor haufig ohne eindeutige klinische Symptome verlaufen, zu
gefurchteten Blutungskomplikationen fuhren. Diese sogenannten hamorrhagischen
Diathesen sind von erheblicher Bedeutung fur Patient und Behandler, vor allem bei
operativen Mallinahmen (Esser 1992). Sie konnen auf Veranderungen der Thrombo-
zytenfunktion, des Fibrinolysesystems, der Blutgefalle oder der plasmatischen
Gerinnung beruhen und haben haufig eine multifaktorielle Genese (Esser 1992; Ca-
latzis et al. 2003). Zudem ist infolge der allgemein gestiegenen Lebenserwartung und
der damit verbundenen Zunahme kardiovaskularer Erkrankungen ein Anstieg medi-
kamentds gerinnungsgehemmter Patienten zu verzeichnen (Schmelzeisen 2002;
Alberio 2003; Scheer et al. 2006). Der Zahnarzt wird daher im Praxisalltag immer
ofter mit oral antikoagulierten Patienten konfrontiert (Schmelzeisen 2002). Bezuglich
der stetigen Zunahme der Anzahl der Risikopatienten erfahrt die Therapieplanung
einen besonderen Stellenwert und ist bei zahnarztlich-chirurgischen Eingriffen so-
wohl menschlich als auch medizinisch eine grof3e Herausforderung fur den behan-
delnden Zahnarzt (Scheer et al. 2006).

Um den Patienten als Risikopatienten zu erkennen und eine wirkungsvolle prophy-
laktische Therapie einleiten zu konnen, ist eine gezielte arztliche Anamnese ent-
scheidend (Esser 1992). So kdnnen auf einfachem Wege Risiken flr den Patienten,
aber auch fur den behandelnden Zahnarzt minimiert werden. Hierfir bieten sich ver-
standliche, standardisierte Fragebogen an. Diese werden dem Patienten ausge-
handigt, so dass der Patient bereits im Vorfeld eindeutige Angaben machen kann,
auf die der Zahnarzt in der weiteren Anamneseerhebung genauer eingeht. Zusatzlich
sollte bei betroffenen Patienten eine begleitende Information erfolgen (Grétz 2003).
Die Fragebdgen beinhalten zumeist Fragen zu internistischen Vorerkrankungen, zur
aktuellen Medikamenteneinnahme, zum gesamten Herz- und Kreislaufsystem und
auch zu eventuellen Familienerkrankungen. Die anamnestische Abklarung ist zudem
essentiell fir diejenigen Patienten, die mit einem akuten Nachblutungsereignis in der

Praxis vorstellig werden.



1.1 Hamostase

Als Hamostase bezeichnet man die regelhaft ablaufende Blutgerinnung. Zur Identifi-
zierung und Behandlung des gerinnungsgehemmten Patienten in der zahnarztlichen
Praxis sind Grundkenntnisse der Hamostase notwendig, um vor einem operativen
Eingriff das Vorliegen einer hamorrhagischen Diathese rechtzeitig zu erkennen. Zu-
dem dient es der Verhitung bzw. bei manifester Blutung der differentialdiagnosti-
schen Entscheidungsfindung und der gezielten Therapie (Esser 1992; Rogerson
1995).

1.1.1 Primare Hamostase

Als primare Hamostase bezeichnet man die Vorgange, die zur Bildung eines initialen
Plattchenpfropfes an der Verletzungsstelle fihren. In erster Linie ist die primare Ha-
mostase eine Funktion der GefaBRwand und der Thrombozyten. Das Endothel trennt
Gefalinhalt vom subendothelial gelegenen Gewebe. Endothelverletzungen, trauma-
tisch oder durch krankhafte Prozesse bedingt, fiUhren zur Freilegung von subendo-
thelialen Strukturen (z. B. kollagenen Fasern). Nerval und humoral (z. B. Throm-
boxan A, und Serotonin aus Thrombozyten) vermittelt kommt es so zu einer lokalen
Vasokonstriktion (sog. Reparaturischamie) (Rogerson 1995) und zur Thrombozyten-
adhasion durch Anhaften des thrombozytaren von-Willebrandt-Faktors (VWF) an die
subendothelialen Strukturen der Gefallwand.

Der erste Schritt der primaren Hamostase ist somit die Adhasion von noch ruhenden
Blutplattchen an die verletzte Gefallwand. Er wird als primare Adhasion bezeichnet.
Diese bewirkt eine Formveranderung, Spreizung und Aktivierung der Plattchen. Es
kommt zur Sekretion von Granulainhaltsstoffen und Aggregatbildung. Die sekundare
Adhasion beschreibt die Anlagerung von bereits aktivierten Thrombozyten an Struk-
turen des Subendothels (Gawaz 1999a).

Der Adhasionsvorgang wird durch thrombozytare Membranglykoproteinrezeptoren
gesteuert. Zu diesen Plattchenrezeptoren gehoren GPla-lla, GPIb-V-IX und GPIIb-
llla. Zudem wird auch die Zugehdrigkeit von GPlc-lla, GPIc’-lla und GplV zu den
Plattchenrezeptoren diskutiert (Scharf 1999).

Die Glykoproteinrezeptoren weisen eine hohe Affinitat fur Struktur- und Adhasions-
proteine der extrazellularen Matrix auf. Die am haufigsten vorkommenden Struktur-

proteine in der arteriellen GefaBwand sind Kollagen Typ | und Ill. Des Weiteren sind



Kollagentypen wie IV, V, VI und VIII, wenn auch in deutlich geringerer Menge, vorzu-
finden. Die Kollagenzusammensetzung der Gefallwand unterliegt jedoch mit steigen-
dem Alter sowie bei arteriosklerotischen Erkrankungen einem Wandel, bei dem es
zur Zunahme des Typ-I-Kollagens kommt.

Die wichtigsten Vertreter nicht-kollagener Adhasionsproteine der extrazellularen Ma-
trix sind Fibronektin und Laminin. Daneben findet sich Thrombospondin (vorwiegend
in proliferativem Gewebe), Vitronektin, Fibrinogen und von-Willebrandt-Faktor. Ein
Grofteil des vom Endothel gebildeten vWFs wird in das Plasma abgegeben, nur ein
Teil bleibt an den Kollagenfibrillen des Subendothels haften (Gawaz 1999a).

Bei der Plattchenadhasion an die Gefallwand lassen sich folgende Stadien unter-
scheiden: Kontaktphase, Stabilisierung, Aktivierung und Ausbreitung (,spreading®)
mit Ubergang zur Aggregation. Diese sind schematisch in Abb. 1 a-d zusammenge-
fasst. Anlagerung, Anhaftung und Verankerung von Platichen an die Gefallwand
konnen durch verschiedene Rezeptor-Liganden-Interaktionen zustande kommen
(Scharf 1999).
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Abb. 1 a-d: Stadien der Plattchenadhasion (Gawaz 1999a)

1a) Adhasion — Kontaktphase: vWF = von-Willebrand-Faktor; GPIb-V-IX = vWF-Rezeptor. 1b) Phase
der Stabilisierung: Fn = Fibronektin; Col = Kollagen; Lam = Laminin; a5p1 = Fibronektinrezeptor; a21
= Kollagenrezeptor; a6f1 = Lamininrezeptor; GPIb-V-IX = vVWF-Rezeptor. 1c) Phase der Aktivierung:
TxA2 = Thromboxan A2; AA = Arachidonsaure; ADP = Adenosindiphosphat; GPlIb-llla = Fibrinogen-
rezeptor. 1d) Spreizung und Aggregation.

Den ersten Schritt der Plattchenadhasion stellt die Kontaktphase dar (Abb. 1a). Je
nach hamorrheologischer Situation bilden sich unterschiedliche Rezeptor-Liganden-
Interaktionen aus. Ist die Stromungsgeschwindigkeit des Blutes und dementspre-
chend die Schubspannung im Bereich der Gefaldlasion niedrig (z. B. groRe Venen),
adharieren die Plattchen mittels des membranstandigen GPla-lla-Komplexes direkt
mit den freigelegten Kollagenstrukturen des Subendothels. In GefalRbereichen mit
Scherraten (iber 1000 sec™ (z. B. Arteriolen, Kapillaren, stenosierte Arterien) erfolgt
die Haftung der Plattchen an das Subendothel tUber den GPIb-V-IX und den vVWF



(Scharf 1999). Der auf der Thrombozytenoberflache exprimierte GPIb-V-IX-Komplex
reagiert hierbei mit subendothelialen vWF, welcher durch Bindung an Kollagen (oder
andere subendotheliale Adhasivproteine) eine Konformationsanderung erfahrt. Hier-
durch entsteht eine hochaffine Bindung zwischen GPlba, einer Untereinheit des
GPIb-V-IX-Komplexes, mit dem vWF. Diese kann auch hohen Schubspannungen
standhalten (Scharf 1999).

Auf die Kontaktphase erfolgt im weiteren Verlauf die Phase der Stabilisierung der
Plattchenadhasion. Sie wird Uber membranstandige Adhasionsrezeptoren aus der
Familie der Integrine (Kollagen-, Fibronektin-, und Lamininrezeptor) gewahrleistet
(Abb. 1b).

Die Bindung des thrombozytaren Kollagenrezeptors an Kollagen bewirkt die Aktivie-
rung der Thrombozyten. Dies zeigt sich in einer Formveranderung der Plattchen
(,shape change®). Es kommt zur Ausbildung von Pseudopodien (Phase der Aktivie-
rung, Abb. 1c). Der adharente und aktivierte Thrombozyt sezerniert aggregations-
fordernde Stoffwechselprodukte aus seinen Granula (z. B. ADP und Serotonin). Sie
wirken positiv verstarkend auf den Thrombozyten selbst und stimulierend auf noch
ruhende Thrombozyten aus der Zirkulation (,Plattchenrekrutierung®). Die Stimulation
der noch ruhenden Plattchen fihrt zur Aggregation mit bereits adharenten Plattchen.
Neben den Granulainhaltsstoffen wird auch Thromboxan A, (TxA;) ausgeschuttet.
TxA; verstarkt die Aktivierung der Plattchen durch Bindung an Thromboxanrezepto-
ren. Die vasokonstriktorische Wirkung des TxA; fordert die Thrombusbildung (Gawaz
1999a).

Der letzte Schritt der Adhasion wird als Spreizung bezeichnet. Diese beschreibt die
vollstandige Ausbreitung des Thrombozyten Uber dem Subendothel. Die Endothel-
schadigung wird gegenuber dem Blutstrom abgedichtet. Bei diesem Schritt spielt das
Glykoprotein llIb-1lla eine wichtige Rolle (Abb. 1d) (Gawaz 1999a).

Aggregation

Wahrend sich bei der Adhasion die Plattchen an das Subendothel anlagern und akti-
viert werden, bezeichnet die Aggregation den Vorgang der Verbindung der Thrombo-
zyten untereinander (Gawaz 1999a).

Der Ubergang von der Plattchenadhéasion zur Plattchenaggregation wird hierbei még-

licherweise Uber Thrombin beeinflusst. Es wird diskutiert, ob Thrombin die



Expression der Glykoproteine lIb-llla und Ib-V-IX reguliert. Die Aggregation erfolgt
ausschlieBlich Uber den GPIlb-llla-Rezeptor. Charakteristisch fur den GPllb-llla-
Komplex ist, dass er auf der Oberflache zirkulierender Thrombozyten in groRer An-
zahl, mit 50.000 bis 80.000 Kopien, vorkommt. Dies ermdglicht bei Gefalverlet-
zungen eine schnelle und effektive Vernetzung der Thrombozyten untereinander
(Scharf 1999).

GPllIb-llla hat verschiedene Liganden (Fibrinogen, vWF, Fibronektin, Vitronektin),
weist jedoch bei Plattchen im Ruhezustand nur eine geringe Affinitat vor allem far
I6sliches Fibrinogen auf. Erst nach einer Konformationsanderung, induziert z. B.
durch ADP, Adrenalin oder Thrombin, wird er in eine aktive Form hoherer Affinitat
umgewandelt. Auf diesem Wege wird eine Plattchenaggregation der zirkulierenden,
ruhenden Thrombozyten verhindert. Durch die Aktivierung von GPllb-llla und die
Bindung von Fibrinogen oder vVWF werden weitere Signalkaskaden in Gang gesetzt.
Unter Beteiligung von Ca®* nehmen Fibrinogen und VWF ihre Funktion als Konnek-
toren der Plattchen ein und lassen die Plattchen aggregieren (Scharf 1999). Zusatz-
lich kdnnen Plattchen mit aktivierten GPIIb-llla-Rezeptoren nichtstimulierte Plattchen
uber Fibrinogenmolekile binden (Scharf 1999).

Bei der Plattchenaggregation sind wiederum die verschiedenen Strémungsbedin-
gungen zu berucksichtigen. Bei hohen Scherkraften steht weniger die Interaktion
zwischen GPlIb-llla und Fibrinogen als vielmehr die Bindung zwischen GPlIb-Illa und
dem vVWF im Vordergrund. Der vVWF zeichnet sich durch seine hohe Bindungsaffinitat
gegenuber Plattchen und Gefallwanden aus. Auf diese Weise entsteht ein stabiles

Bruckenwerk, das den hohen Scherkraften standhalten kann (Scharf 1999).

1.1.2 Sekundidre Hamostase

Die sekundare Hamostase dient der Stabilisierung des primaren Plattchenaggrega-
tes. Die primare und die sekundare Hamostase laufen hierbei stets gleichzeitig ab,
da durch eine GefalRwandlasion sowohl die Plattchenadhasion als auch das plasma-
tische Gerinnungssystems aktiviert wird.

Endziel der plasmatischen Gerinnung ist die limitierte Proteolyse von Fibrinogen in
Fibrinmonomere durch die Anwesenheit von Thrombin. Die Fibrinmonomere polyme-
risieren zu einem Fibrinnetz, welches den Plattchenpfropf bzw. Thrombus stabilisiert.

Thrombin entsteht aus Prothrombin auf der Oberflache stimulierter Plattchen und



Endothelzellen Uber die zwei Pfade der Gerinnungskaskade, dem intrinsischen und
extrinsischen Weg.

Die Komponenten des intrinsischen Systems befinden sich im Blutplasma und um-
fassen die Gerinnungsfaktoren XII, Xl, IX, VI, high molecular weight kininogen
(HMWK) und Prakallikrein (Gawaz 1999b). Die sogenannten Kontaktfaktoren (Faktor
XIl, Prakallikrein, Kallikrein, HMWK) werden durch Kontakt mit Fremdoberflachen
aktiviert. Dies setzt den intrinsischen Mechanismus in Gang. Er fuhrt zur Bildung des
endogenen Tenase-Komplexes (IXa-Vllla-Ca?*-Phospholipid), der protolytisch Faktor
X aktiviert (Gawaz 1999b).

Zur Einleitung der plasmatischen Gerinnung Uber den extrinsischen Weg ist die Bin-
dung von Faktor VII an Gewebethromboplastin, den sogenannten ,tissue factor,
notwendig. Der ,tissue factor” ist ein integrales Membranprotein u. a. der Gefal-
wandzellen, sein Vorkommen ist aber auch auf zirkulierenden Blutzellen nachge-
wiesen. Der extrinsische Weg mundet ebenso wie der intrinsische in die Aktivierung
des Faktor X Uber einen Tenasekomplex (Gawaz 1999b). Beide Tenasekomplexe
(endogen und exogen) entstehen in unmittelbarer rdumlicher Nahe auf der Plattchen-
oberflache, was optimale Voraussetzungen fir die Bildung von Thrombin schafft.

Die gemeinsame Endstrecke der Gerinnungskaskade nach Aktivierung des Faktor X
ist eine Kette proteolytischer Spaltungen. Faktor X bildet den Prothrombinase-
komplex (Xa-Va-Ca2+-PhosphoIipid). Dieser spaltet Thrombin aus Prothrombin ab.
Thrombin wiederum spaltet Fibrinogen zu Fibrin. Neben der Fibrinogenspaltung be-
sitzt Thrombin zusatzlich die Fahigkeit, weitere noch zirkulierende Blutplattchen zu
rekrutieren (siehe 1.1.1). Dieser Mechanismus tragt zum Anwachsen des Thrombus
bei. Die dafur nétige hohe Thrombinkonzentration wird durch positive Feedbackme-
chanismen innerhalb der Gerinnungskaskade sichergestellt.

Im Organismus gibt es neben dem System der plasmatischen Gerinnung auch ein
System der Fibrinolyse, welches verschiedene Inhibitoren (Antithrombin Ill, Protein C
und S) beinhaltet. Diese hemmen unterschiedliche Komponenten der sekundaren
Hamostase. So wird eine physiologische Balance zwischen Koagulation und Antiko-

agulation hergestellt (Gawaz 1999b).



1.2 Hamorrhagische Diathesen

Hamorrhagische Diathesen umfassen Storungen des Hamostasesystems, die zu ei-
ner verminderten Gerinnbarkeit des Blutes flhren.

Die Ursachen fur diese Blutgerinnungsstorungen konnen in drei Hauptgruppen ein-
geteilt werden. Man unterscheidet zwischen Erkrankungen und Fehlbildungen der
thrombozytaren Blutungsmechanismen, der plasmatischen Hamostasefaktoren (Ko-
agulopathien) und der GefalBwand (Vasopathien). Des Weiteren sind iatrogen herbei-
gefuhrte Diathesen zu erwahnen, welche der Therapie und Prophylaxe verschiede-

ner allgemeinmedizinischer Erkrankungen dienen (Esser 1992).

1.21 Thrombozytare Gerinnungsstérungen

Blutungen kdnnen aus einer erniedrigten Thrombozytenkonzentration (Thrombozyto-
penie) oder aus einer defekten Thrombozytenfunktion (Thrombozytopathie) resultie-
ren. Haufigste Ursache erworbener Plattchenfunktionsstérungen sind Medikamente

(z. B. Aspirin).

Thrombozytopenie

Die normale Thrombozytenzahl bewegt sich zwischen 150000 bis 400000/ul. Sinkt
sie unter 150000/ul, spricht man von einer Thrombozytopenie. Klinisches Charakte-
ristikum sind petechiale (punktférmige) Blutungen. Zwischen Thrombozytenzahl und
Schweregrad der Auspragung besteht keine feste Korrelation. Die Blutungsneigung
wird nicht nur von der Thrombozytenzahl, sondern auch von deren Funktion, dem
Alter des Patienten und von der Grundkrankheit bestimmt.

Thrombozytopenien sind die haufigsten Ursachen einer hamorrhagischen Diathese.
Man unterscheidet zwischen erworbenen und angeborenen Formen, wobei letztere
sehr selten sind. Hierzu gehoéren z. B. das Wiskott-Aldrich-Syndrom und das Fanco-
ni-Syndrom. Thrombozytopenien entstehen durch verminderte Bildung, vermehrten
Abbau oder durch Verteilungsstorungen der Thrombozyten.

Beispielhaft sei hier der beschleunigte Thrombozytenabbau durch Antigen-Antikoér-
per-Reaktionen erwahnt. Hierbei reagieren Autoantikdrper mit Antigenen auf der
Plattchenoberflache. Dies 10st einen gesteigerten Verbrauch von Thrombozyten aus.
Ursachlich fur die Entstehung derartiger Autoantikorper kdnnen z. B. eine Transplan-

tatabstof3ung, Nahrungsmittelallergien, virale Infektionen oder Medikamente (z. B.



Sulfonamide, Chinidin, Digitoxin, Analgetika, Heparin, einige Tuberkulostatika) sein.
Der Morbus Werlhof bezeichnet eine immunologische Thrombozytopenie, bei der
sich 1gG-Antikdrper gegen Plattchen bilden. Unter den idiopathischen Thrombozyto-
penien des Erwachsenen stellt er eine Ausschlussdiagnose dar (Rupprecht et al.
2002).

Thrombozytopathien

Thrombozytopathien sind Thrombozytenfunktionsstorungen. Es lassen sich angebo-
rene (kongenitale) von erworbenen Thrombozytopathien unterscheiden:

Kongenitale Thrombozytopathien beruhen auf Defekten der thrombozytaren Zell-
membran (Glanzmann-Naegli-Thrombasthenie, Bernard-Soulier-Syndrom) und/oder
des Zellstoffwechsels und der Zellorganellen (Gray-Platelet-Syndrom).

Erworbene Thrombozytopathien treten bei verschiedenen Grunderkrankungen wie
Lebererkrankungen, Uramie, Paraproteinamie, schwere Dysproteinamien, Vitamin-C-
Mangel und myeloproliferativen Erkrankungen auf. Auch verschiedene Medikamente
konnen die Thrombozytenfunktion hemmen, z. B. ASS, nicht-steroidale Antiphlogisti-
ka, Penicillin, Cephalosporine und Antihistaminika.

Diagnostische Hinweise auf das Vorliegen einer Thrombozytopathie liefern eine ver-
langerte Blutungszeit und pathologisch ausfallende Thrombozytenaggregationstests,
meist ohne den Nachweis einer Thrombozythopenie.

Thrombozytopathien fihren wahrend/nach zahnarztlichen Eingriffen fast nur im Zu-
sammenhang mit vorliegender Thrombozytopenie oder Koagulopathie sowie bei Ein-

nahme von ASS und bei grof3eren Verletzungen zur Blutung (Lechner 2000).

1.2.2 Plasmatische Gerinnungsstérungen

Genetische und erworbene, quantitative und qualitative Storungen der plasmatischen
Gerinnung werden unter dem Begriff Koagulopathien zusammengefasst. Darunter
fallen Mangelzustande und Dysfunktionen der Gerinnungsfaktoren, der Fibrinolyse-
komponenten und der Gerinnungs- und Fibrinolyseinhibitoren.

Typische Beispiele fur Koagulopathien sind die Hamophilie A (Faktor-VIlII-Mangel),
die Hamophilie B (Faktor-IX-Mangel) und das von-Willebrand-Jurgens-Syndrom
(VWJS). Die Hamophilien A und B gehoéren zu den angeborenen Stérungen der se-

kundaren Hamostase. Da sie x-chromosomal-rezessiv vererbt werden, sind fast



ausschlieBlich Manner betroffen. Das klinische Bild korreliert mit dem Ausmal} der
Erkrankung; bei der schweren Form kommt es zu ausgedehnten Hamathrosen,
Weichteil- und Organblutungen. Leichte Formen fallen meist erst durch ubermaRige
Nachblutungen nach operativen Eingriffen oder Verletzungen auf.

Das vWJS wird autosomal-dominant vererbt. Das Krankheitsbild ist vielgestaltig und
beruht auf dem Fehlen von vVWF oder der verminderten Bildung funktionsfahiger Fak-
tor-VIll-Komplexe, da der vVWF im peripheren Blut die Transportfunktion fur den
Faktor VIII Gbernimmt. Zudem ist er wie unter 1.1.1 angesprochen auch an der
Thrombozytenaggregation beteiligt. So kdnnen Patienten mit vWJS sowohl Sympto-
me einer Thrombozytopathie als auch einer plasmatischen Gerinnungsstérung ent-
wickeln.

Beispiele flr erworbene Koagulopathien sind medikamentds induzierte Gerinnungs-
stérungen (z. B. bei Uberdosierung einer oralen Antikoagulationstherapie mit Vitamin
K-Antagonisten (z. B. Marcumar)) (Lechner 2000).

1.2.3 Vaskulare Gerinnungsstorungen

Vaskulare hamorrhagische Diathesen haben in umschriebenen lokalen oder genera-
lisierten, meist entzindlichen Gefalwandveranderungen ihren Ursprung. Dabei sind
Blutungszeit, Thrombozytenzahl und Komponenten der plasmatischen Gerinnung
nicht auffallig verandert.

Auch hier sind die angeborenen Stdorungen (z. B. Morbus Osler, Ehlers-Danlos-
Syndrom) von den erworbenen Stérungen (z. B. Purpura Schoenlein-Henoch, Purpu-
ra senilis, Skorbut, kortisonbedingte Gefallschaden) abzugrenzen.

Bei Morbus Osler treten durch einen Gendefekt Teleangiektasien auf. Sie manifestie-
ren sich bei dem Grofteil der Patienten als Epistaxis (Nasenbluten). Weitere Sym-
ptome sind Gastrointestinal- und Urogenitalblutungen.

Die Purpura senilis betrifft vor allem alte Personen mit atrophischer Haut und Patien-
ten mit langdauernder Steroidtherapie. Typisch sind scharf begrenzte Hautblutungen
im Bereich der Unterarme und Hande nach Mikrotraumen (Lechner 2000). Vaskulare

Gerinnungsstorungen haben in der zahnarztlichen Praxis nur eine geringe Relevanz.
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1.2.4 Therapeutische Antikoagulation

Der Stellenwert der medikamentds induzierten Gerinnungsstérungen in der zahnarzt-
lichen Praxis nimmt aufgrund des Anstiegs kardiovaskular erkrankter Patienten
immer mehr zu (Schmelzeisen 2002; Scheer et al. 2006). Der bewusste Eingriff in
das Gerinnungssystem soll die Gefahr von Thromboembolien und Gefallverschlis-
sen reduzieren.

Die ambulante Thromboseprophylaxe wird im Regelfall mit Thrombozythenaggrega-
tionshemmern (z. B. ASS, Clopidogrel), niedermolekularem Heparin oder mit Cumari-
nen (Vit.-K-Antagonisten) durchgefluhrt. Vitamin-K-Antagonisten hemmen die Synthe-
se der Faktoren Il, VII, IX und X und der Proteine C und S. ASS, Clopidogrel und
Cumarine kénnen oral als Tabletten eingenommen werden. Im klinisch-stationaren
oder intensivmedizinischen Bereich kommen auch hochmolekulares Heparin, Hirudin
und Fibrinolytika (z. B. Strepto-/ Urokinase) zum Einsatz, die parenteral verabreicht

werden (Rupprecht et al. 2002).

1.3 Gestorte Himostase und zahnarztliche Behandlung

Blutungsereignisse bei oder nach zahnarztlichen Eingriffen treten in der Mehrzahl der
Falle aufgrund lokaler Ursachen, wie zum Beispiel groRflachigen Weichteilprapara-
tionen, der Verletzung eines groReren Gefalles oder als reaktive Hyperamie nach
Lokalanasthesie mit Vasokonstriktor auf. Sie stellen fur Patienten mit normalem Ge-
rinnungsstatus nur ein geringes Risiko dar. Patienten mit gestdrter Hamostase kon-
nen jedoch hochgradig gefahrdet sein, wenn das Problem nicht praoperativ erkannt
wird (Esser 1992).

Bei Patienten, die unter einer angeborenen oder erworbenen Storung der Blutgerin-
nung leiden, kann anders als beim Patienten mit normalem Gerinnungsstatus schon
eine einfache Zahnextraktion zu hamodynamisch relevanten Blutungen flhren. Chi-
rurgische Eingriffe, die den Kieferknochen verletzen (z. B. Wurzelspitzenresektionen,
Osteoplastiken, Osteotomien, Implantationen und Kieferkammaugmentationen) ber-
gen ein zusatzliches Risiko durch die starkere Gewebstraumatisierung.

Die erhohte Blutungsneigung mit haufig schwer stillbaren Blutungen nach zahnarzt-
lichen Eingriffen ist eines der Leitsymptome einer hamorrhagischen Diathese. Eine

harmlos erscheinende Nachblutung kann sich dabei zu einer lebensbedrohlichen
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Situation entwickeln, die unter Umstanden zu haftungsrechtlichen, im Einzelfall sogar
zu strafrechtlichen Konsequenzen fuhren kann (Mondorf 1998).

Man unterscheidet vom Zeitpunkt des chirurgischen Eingriffes ausgehend zwischen
zwei Nachblutungsereignissen. Die frihzeitige Nachblutung tritt zwischen vier und
sechs Stunden nach erfolgter Operation ein. Sie ist meist mit Verlust der vaso-
konstriktorischen Wirkung des Lokalanasthetikums bei gleichzeitig bestehender
Weichgewebsschadigung und/oder einer gestorten Gerinnungsphysiologie vergesell-
schaftet. Die spate Nachblutung setzt meist zwischen dem dritten und sechsten
postoperativem Tag ein. Sie tritt als Folge enzymatischer Umbauprozesse oder
durch Entzindung im Wundgebiet auf. Verantwortlich flir Nachblutungen sind hierbei
haufig auch mechanische Einflisse in der Mundhohle, bedingt durch die Nahrungs-
verarbeitung oder das Zungenspiel des Patienten. Zudem besitzt der Speichel an
sich fibrinolytische Eigenschaften (Johnson und Leary 1988).

Alle chirurgischen MalRnahmen gehen mit der Absicht der Reduktion der Blutungs-
und Nachblutungsgefahr einher. Bei jedem Eingriff ist dabei auch die einhergehende
Verletzung der Weichgewebe zu berlcksichtigen; daher kommt vor allem dem scho-
nenden Umgang mit dem Gewebe die allergréfite Bedeutung zu.

Die chirurgische Intervention bei Risikopatienten gehdort ausnahmslos in die Hand
des Geubten. Mogliche Komplikationen, die sich bei dem Eingriff ergeben konnten,
mussen berucksichtigt und gegebenenfalls kontrolliert und beherrscht werden kon-
nen. Treten Komplikationen oder Nachblutungen ein, sollte sowohl die Gerinnung als
auch die Blutung kontrollierbar sein oder sich eine Fachklinik zur Therapieubernah-
me in erreichbarer Nahe befinden (Schmelzeisen 2002).

Auf keinen Fall sollte eine medikamentose Antikoagulation sowie die Standardmedi-
kation des Patienten vor der Durchfihrung zahnarztlich-chirurgischer Eingriffe durch
den behandelnden Zahnarzt ohne Rucksprache mit dem zustandigen Arzt geandert
oder abgesetzt werden. Bei Patienten unter Antikoagulationstherapie sind Blutungen,
die z. B. nach Zahnextraktion auftreten konnen, nur in Ausnahmefallen vital bedroh-
lich. Dem entgegen stehen potentielle thromboembolische Komplikationen, welchen
die Patienten bei Absetzen ihrer gerinnungshemmenden Medikation ausgesetzt sind
(Wahl 2000; Schmelzeisen 2002). Es konnte aufgezeigt werden, dass Patienten un-
ter Antikoagulationstherapie nach zahnarztlich-chirurgischen Mal3nahmen eine sig-

nifikant hohere Mortalitdt aufgrund von Thromboembolien und kardiovaskularen
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Ereignissen durch Anderung der Medikation zeigen als durch nicht beherrschbare
Nachblutungen (Wahl 2000). Zudem existieren Hinweise, dass gerade im zahnarzt-
lich-chirurgischen Bereich insbesondere bei Zahnextraktionen eine adaquate
Blutstillung auch bei antikoagulierten Patienten allein durch die Anwendung lokaler
Hamostyptika moglich ist (Devani et al. 1998; Blinder et al. 1999). Dies stellt die Not-
wendigkeit einer Umstellung von internistisch notwendigen Antikoagulationstherapien
in Frage (Devani et al. 1998).

1.3.1  MaBRnahmen zur Blutungsprophylaxe

Eine effektive Blutungsprophylaxe ist die Grundlage fur die Reduktion von Blutungs-
vorfallen. Insbesondere bei Risikopatienten ist auf eine schonende Behandlung der
Gewebe und Gefalle und eine sorgfaltige Wundversorgung zu achten (Wahl 2000).
Ein geeigneter, dichter Wundverschluss verringert die Gefahr von Nachblutungen.
Zur Adaptation der Wundrander mit resorbierbarem Nahtmaterial ist die Matratzen-
naht oder die horizontale Rulckstichnaht durch Aufstellung der Wundrander der
einfachen Naht vorzuziehen (Stajcic et al. 1989). Soweit die Anwendung einer adap-
tierenden Wundnaht moglich ist, fihrt sie zu besseren Ergebnissen als eine
vollstandige plastische Deckung. So konnten verschiedene Untersuchungen nach
ausgedehnten Schleimhautmobilisationen zur plastischen Deckung vermehrt Nach-
blutungen und Hamatome nachweisen (Hirsh und Fuster 1994; Gerhards und
Wagner 1997; Bublitz et al. 2000).

Der Behandler sollte bemiht sein, moglichst kleine Wunden zu setzen, um die Trau-
matisierung der Gewebe und Gefalke minimal zu halten. In Abhangigkeit des zu
erwartenden Blutungsrisikos stehen verschiedene Methoden der Blutstillung zur Ver-
fugung.

Die einfachste Therapie zur Beherrschung lokaler, parenchymatdser Blutungen ist
die Drucktamponade. Dabei presst der Patient einen Aufbisstupfer mit der Gegenbe-
zahnung oder dem zahnlosen Gegenkiefer einen gewissen Zeitraum (15 bis 30
Minuten) auf die blutende Stelle (Rupprecht et al. 2002). Durch die lokale Kompres-
sion kommen alle parenchymatdsen Blutungen durch die Kontraktion der
Gefallstumpfe und die physiologische Blutgerinnung zum Stillstand (Mébes 2002).
Zusatzlich sollten insbesondere bei Risikopatienten praoperativ Verbandsplatten

(Tiefziehschienen, Tiefziehfolien) oder ggf. Immediatprothesen hergestellt werden.
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Sie unterstltzen die Wundkompression. Des Weiteren verhindern sie mechanische
Reizungen durch Wangenweichteile oder Zunge und halten den Speichel von der
Wunde fern, dessen fibrinolytische Eigenschaft ebenfalls das Auftreten von Nachblu-
tungen unterstitzt (Johnson und Leary 1988). Verbandsplatten oder Immediatersatze
kénnen durch Radieren der zu extrahierenden Zahne am Gipsmodell sehr einfach
nach praoperativer Abformung der Gebisssituation hergestellt werden. Sie werden
fur die Dauer von ca. 1 Woche dauerhaft im Mund belassen (Mobes 2002; Rupprecht
et al. 2002).

Ist ein stark blutendes Gefal} lokalisierbar, so muss die Blutung durch Ligatur oder
Elektrokoagulation unterbunden werden. Die Elektrokoagulation ist auch in schwer
zuganglichen Gebieten gerade bei der intraoralen Blutstillung einfach anzuwenden
(Johnson und Leary 1988). Die Umstechung oder Unterbindung/Gefalligatur mit re-
sorbierbaren Nahten empfiehlt sich, wenn starkere, spritzende Blutungen intra-
operativ auftreten. Beide Verfahren sind jedoch in der zahnarztlichen Praxis nicht die
Regel und eher kieferchirurgischen Kliniken vorbehalten.

Blutungen im Knochen konnen durch spongidse Verbolzung oder durch Einbringen
von Knochenwachs (steriles Bienenwachs) zum Stillstand gebracht werden. Kno-
chenwachs ist das historisch alteste Material zur Kontrolle einer Knochenblutung. Es
wirkt rein mechanisch Uber den Verschluss der Knochenkanalchen und hat selbst
keine hamostyptische Wirkung. Allerdings wird es nur schlecht resorbiert und verur-
sacht in seltenen Fallen Uberschielliende Fremdkorperreaktionen. Knochenwachs

sollte daher nur sparsam verwendet werden (Rupprecht et al. 2002).

1.3.2 Lokale Hamostyptika

Neben den bereits beschriebenen Methoden der Blutstillung hat sich in der Medizin
seit Jahren die Anwendung lokaler, resorbierbarer Hamostyptika als wirksam erwie-
sen. Auch bei zahnarztlich-chirurgischen Eingriffen, die oft eine kombinierte
Knochen-Weichteilwunde mit kapillarer Blutung zur Folge haben, werden Hamo-
styptika erfolgreich zur Unterstutzung der Hamostase eingesetzt. Als Materialien
finden oxidierte Zellulose, Gelatine (hydrolysiertes Kollagen), reines und mit Gerin-
nungsfaktoren beschichtetes Kollagen Verwendung (Tab. 1) (Haussmann et al. 1974,
Micheletti et al. 1992; Sevor und Meffert 1992; Berchtenbreiter et al. 1997; Blinder et
al. 1999; Halfpenny et al. 2001; Scheer et al. 2004).
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Tab. 1: Ubersicht (iber verschiedene klinisch verfiigbare Hamostyptika

Inhaltstoffe

Handelsname

Hersteller

Kollagene

Hemocol®

Medical Biomaterial Products
GmbH

Kollagen-resorb®

Resorba Wundversorgung
GmbH & Co. KG

TissuFleece E

Baxter Bioscience

TissuCone E Baxter Bioscience
oxidiert regenerierte Zellulose | Tabotamp® Johnson & Johnson Wound
Management, Ethicon GmbH
Gelatine Gelastypt® Aventis Pharma Deutschland
GmbH
Gelatinepuder Spongostan® Johnson & Johnson Wound
Management, Ethicon GmbH
Polyglactin 910, Polydioxanon | Ethisorb® Ethicon GmbH
Fibrinkleber Tissucol® Baxter Bioscience
Beriplast P® Nycomed Pharma GmbH
gewebekleberbeschichtetes TachoSil® Nycomed Pharma GmbH
Kollagenvlies
Antifibrinolytika Ugurol® Bayer

Daneben wird Uber die Applikation von Biopolymeren (wie Polydioxanon (PDS) und
sein Kopolymer Polyglactin 910 (Vicryl)) zur Blutstillung berichtet (Merten et al. 1997,
Merten et al. 2004). Andere Autoren beschreiben die topische Wirksamkeit von Tra-
nexamsaure zur lokalen antifibrinolytischen Therapie (Vinckier und Vermylen 1985;
Waly 1995; Bublitz et al. 2000). Auch eine Applikation von Fibrinkleber kann das
Nachblutungsrisiko vermindern (Zoller und Herrmann 1992; Suwannuraks et al.
1999) (Tab. 1).

Im Weiteren wird auf die Anwendung und Wirkungsweise von Antifibrinolytika, Fibrin-
kleber, oxidierter Zellulose sowie reinem und mit Gerinnungsfaktoren beschichtetem

Kollagen naher eingegangen.
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Antifibrinolytika

Treten bei Patienten mit hamorrhagischen Diathesen nach operativen Eingriffen in
der Mundhodhle Blutungen auf, ist neben funktionellen Faktoren die fibrinolytische
Aktivitat des Speichels bei der Therapieplanung zu beachten. Die lokale Fibrinolyse
kann die Blutgerinnung erschweren und die Erfolgswahrscheinlichkeit einer Blutungs-
therapie kompromittieren (Sindet-Pedersen 1991). Hier eignen sich Antifibrinolytika
wie Tranexamsaure (Ugurol®) (Ramstrom et al. 1993). Tranexamsdure hemmt als
Pseudosubstrat die Uberfiihrung von Plasminogen zu Plasmin durch den Gewe-
beplasminogenaktivator (t-PA). Damit wird eine vorzeitige Fibrinolyse verhindert
(Sindet-Pedersen et al. 1989). Der topische Einsatz dieses Antifibrinolytikums findet
seine Begruindung zudem in der nachgewiesenen lokalen Anreicherung in den oralen
Geweben (Sindet-Pedersen 1987).

Tranexamsaure findet in Form von Aufbisstupfern oder Mundspilungen Verwen-
dung. Zudem wird es in Gelform angeboten, so dass es einfach und sehr konzentriert
auch direkt auf Wundrander oder unter Tiefziehschienen appliziert werden kann
(Buch et al. 2004).

Fibrinklebung

Entwickelt wurde Fibrinkleber ursprunglich zur Gewebeklebung (Fixierung von Haut-
transplantaten und Lappenplastiken) und schlieB3lich auch zur Blutstillung (Spangler
1976). Spater wurde er auch fur die zahnarztliche Chirurgie klinisch anwendbar
(Wepner et al. 1982).

Fibrinkleber wird als Zweikomponentenkleber (Thrombin und Fibrinogen) in Form von
Fertigspritzen angeboten (z. B. Tissucol®). In der Zahnmedizin wird die Applikation
z. B. in Extraktionsalveolen zudem durch die Bereithaltung spezieller Kanuilen er-
leichtert. Das Prinzip der Fibrinklebung entspricht dem letzten Schritt der sekundaren
Hamostase. Nach Applikation auf die Wundflache wird Fibrinogen durch Thrombin zu
monomerem Fibrin umgesetzt. Die Polymerisation der Fibrinmonomere verschlief3t
die blutende Wunde. Die Anwendung nach Zahnextraktionen bei Patienten unter An-
tikoagulationstherapie zeigte gute Erfolge hinsichtlich der Blutstillung und Verringe-
rung der Nachblutungsrate (Martinowitz et al. 1990; Suwannuraks et al. 1999;
Halfpenny et al. 2001).
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Oxidierte regenerierte Zellulose

Bei kapillaren, vendsen und kleinen arteriellen Blutungen existiert auch die Maoglich-
keit der Anwendung von oxidierter regenerierter Zellulose (z. B. Tabotamp®).

Nach Applikation auf die Wundflache (z. B. in eine Extraktionsalveole) fllt sich das
Zellulosevlies mit Blut. Nach Sattigung quillt es zu einer braunlichen bis schwarzen
geleeartigen Masse auf und fordert so die Gerinnselbildung und die Stabilisierung
des sich bildenden Blutkoagels (Gebrauchsinformation des Herstellers von Tabo-
tamp (Johnson & Johnson), Stand Juni 2005). Fur diesen Effekt ist die Polyanhydro-
glucuronsaure verantwortlich, die bei der Zelluloseoxidation entsteht (Kéhnlein und
Mergard 1972; Heinrich 1990). Zur Pravention postoperativer Blutungen nach zahn-
arztlich-chirurgischen Eingriffen stellte sich die Applikation von oxidierter Zellulose
auch bei Patienten unter therapeutischer Antikoagulation als geeignet heraus
(Ghahremani et al. 1992; Halfpenny et al. 2001).

Kollagene

Kollagene Hamostyptika sind in Form von Vliesen (z. B. TissuFleece E), Kegeln
(z. B. TissuCone E) und Schwammen (z. B. Kollagen-resorb®, Hemocol®) erhéltlich.
Sie werden auf die weitgehend gereinigte Wundflache aufgebracht und leicht ange-
druckt. Bei Risikopatienten kann die Versorgung von Extraktionswunden durch das
Einbringen von Kollagenen zusatzlich unterstitzt werden (Joos und Krekeler 1978;
Berchtenbreiter et al. 1997).

Die starke hamostyptische Wirkung nativer Kollagenfibrillen ist schon lange bekannt
und spielt in vivo bei der Hamostase eine aulierordentlich wichtige Rolle. Der Wirk-
mechanismus kollagener Hamostyptika scheint daher offensichtlich: Neben Laminin-
und Fibronektinrezeptoren existieren auf der Thrombozytenmembran eine hohe An-
zahl von Kollagenrezeptoren (Nievelstein et al. 1988; Hindriks et al. 1992; Farndale
et al. 2003). Wie bereits erwahnt, werden diese in vivo durch den Kontakt mit suben-
dothelial gelegenen Kollagenfibrillen aktiviert. Hierbei sind Glykoprotein IV und VI
neben Glykoprotein la-Ila wesentlich an der Plattchenadhasion beteiligt (Farndale et
al. 2003; Jackson et al. 2003). Kollagene Hamostyptika sollen diesen Mechanismus
aktivieren und die Blutgerinnung Uber die Aktivierung der Kollagenrezeptoren unter-

stutzen.
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Abb. 2e

Abb. 2b

Abb. 2d

Abb. 2f
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Abb. 2g Abb. 2h

Abb. 2 a-h: Versorgung einer frischen Extraktionsalveole bei einem gerinnungskompromittierten Pa-
tienten

In Abb. 2 a-h ist ein Patientenfall dargestellt, bei dem auf eine Umstellung der thera-
peutischen Antikoagulation verzichtet wurde und stattdessen ein Kollagenschwamm
zur hamostyptischen Anwendung kam. Der aufgrund massiver Karies konservativ
nicht zu erhaltende Zahn 15 (Abb. 2a) wird extrahiert (Abb. 2b), woraufhin ein Kolla-
genschwamm in die Wunde eingelegt und mittels nicht resorbierbarer Naht
(Polyester 3/0) vernaht wird (Abb. 2c, d).

Nach einer Woche Heilungsperiode ohne Blutungskomplikationen stellt sich der Pa-
tient zur Nahtentfernung vor (Abb. 2e). Nach Entfernung der Nahte zeigt sich eine in
Wundheilung befindliche Alveole, weitestgehend aufgefillt mit Granulationsgewebe
(Abb. 2f). Bei einer weiteren Kontrolle nach 7 Tagen ist die Wunde bereits weiter
verheilt (Abb. 2g). Die Abschlussuntersuchung 3 Wochen post extraktionem zeigt
eine fast vollstandig verheilte Extraktionsalveole (Abb. 2h); die Exraktionswunde wird

im weiteren Verlauf noch mit keratinisierter Gingiva tberzogen.

Gewebekleberbeschichtete Kollagene

Als Kombination aus Kollagenvlies und Fibrinkleber gibt es auf dem Markt gewebe-
kleberbeschichtete Kollagenvliese (z. B. TachoSil®). Die Kollagenmatrix ist mit huma-
nem Fibrinogen und Thrombin beschichtet. Durch den Kontakt mit der blutenden
Wundflache 16sen sich die Gerinnungsfaktoren der Beschichtung ab und wie bei der

Fibrinklebung wird der letzte Schritt der Gerinnungskaskade eingeleitet. Es entsteht
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eine Verbindung zwischen dem Kollagentrager und der Wundoberflache. Eine mafi-
ge Kompression von drei bis funf Minuten unterstutzt den Klebevorgang (Gebrauchs-
information des Herstellers von TachoSil® (Nycomed Pharma GmbH), Stand Februar
2006). Kollagenvliesgebundener Fibrinkleber erwies sich gerade bei diffusen Blu-
tungen aus kombinierten Knochen-Weichteilwunden als eine suffiziente lokalhamo-

styptische MalRnahme bei blutungsgefahrdeten Patienten (Scheer et al. 2004).

1.4 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Die Verwendung von Kollagenen zur blutstillenden Versorgung frischer Wunden
wurde bereits vielfach untersucht. Sie haben sich als sinnvolles Werkzeug zur Blu-
tungsprophylaxe und -therapie erwiesen.

Das Problem der im Handel erhaltlichen nativen Kollagenvliese und -schwamme ist
in der Zahnmedizin jedoch ihre eingeschrankte Dimensionsstabilitat. Kollagen-
schwamme und -vliese sind sehr weich, verlieren nach Kontakt mit Flussigkeit (wie
auch Blut) ihre urspringliche Form und bekommen eine eher gelartige Konsistenz.
Dies ist in der Abdominal- und Thoraxchirurgie flr die Abdeckung gréRerer Wundfla-
chen solider Gewebe (z. B. bei Leber-, Lungenteilresektionen) sehr winschenswert
und sinnvoll. In der Zahnmedizin geht hierdurch jedoch die Moglichkeit einer materi-
alunterstitzten Druckkompression verloren, welche die Blutgerinnung weiter beglins-
tigen wirde. So untersuchten Dehen und Mitarbeiter den Heilungsverlauf nach ope-
rativer Weisheitszahnentfernung mit und ohne Einlage eines Kollagenvlieslyophi-
lisats. Hierbei konnte eine erhdhte Komplikationsrate in der Kollagenvlies-Gruppe
festgestellt werden. Die Autoren fuhrten dies auf die nicht ausreichend stabile Kolla-
genmatrix zurtick (Dehen et al. 1989).

Wie in anderen Studien nachgewiesen werden konnte, fuhrt eine chemische Quer-
vernetzung von Kollagenfibrillen zu einer Stabilisierung des Kollagengeristes und
geht mit einem verzdgerten Abbau der Matrix nach Implantation einher (Rothamel et
al. 2005). Dieses Verfahren kénnte einen sinnvollen Ansatz zur Stabilisierung kolla-
gener Hamostyptika darstellen und einen positiven Effekt auf die klinische Anwen-
dung von Kollagenen haben.

Ziel dieser Untersuchung ist es, die Thrombozytenaggregation an zwei kommerziell
erhaltlichen sowie einem experimentell quervernetzten kollagenen Schwamm in vitro

mithilfe einer eigens hierfur entwickelten Blutdurchflusskammer zu testen. Hierbei ist
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neben allgemeinen Thrombozytenreaktionen vor allem von Interesse, ob die Aufbe-
reitung von tierischem nativem Kollagen und/oder eine weitergehende Matrixstabili-
sierung durch chemische Quervernetzung der Kollagenfibrillen eine Aktivierung des
Kollagenrezeptors beeintrachtigt und somit die thrombogenen Eigenschaften des

Kollagens negativ beeinflusst.
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2 Material und Methoden

Aufgeteilt ist diese Studie in drei Abschnitte. Im ersten Teil wurde die Thrombozyten-
adhasion und -aggregation an zwei im Handel erhaltlichen und einem neu ent-
wickelten Kollagenschwamm in einer Blutdurchflusskammer mithilfe konfokaler
Laserscanmikroskopie getestet. Im zweiten Teil erfolgte eine pH-Wert-Bestimmung
der untersuchten Kollagenschwamme, um einen gegebenenfalls vorliegenden Bezug
zwischen ihrem pH-Wert und den erfassten Adhasionsphanomenen herzustellen. Im
dritten Teil wurde die Oberflache der untersuchten Materialien rasterelektronenmi-
kroskopisch erfasst, um dem Aspekt einer morphologisch bedingten Anlagerung von

Thrombozyten an den im ersten Teil untersuchten Oberflachen nachzugehen.

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Getestete Materialien

Die Thrombozytenaggregation wurde an zwei kommerziell im Handel erhaltlichen

Kollagenvliesen

(1) Kollagen-resorb® (RE), Resorba Wundversorgung GmbH & Co. KG, Niirnberg;
(2) Hemocol® (HE), Medical Biomaterial Products GmbH, Neustadt-Glewe

und einem neu entwickelten experimentellen Kollagenschwamm

(3) Geistlich (ES), Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Schweiz

untersucht (Tab. 2).

Gemal den Herstellerangaben enthalt RE (Abb. 3a) pro 1 cm? 2,8 mg native Kolla-
genfibrillen equinen Ursprungs ohne weitere Bestandteile (Gebrauchsinformation des
Herstellers, Stand Januar 2002).

HE (Abb. 3b) besteht aus reinem, nativen Kollagen porcinen Ursprungs, welches aus
Schweinekorium hergestellt wird (Gebrauchsinformation des Herstellers, Stand Sep-
tember 1999).
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ES (Abb. 3c) besteht aus porcinem Kollagen Typ | und lll. Es wurde eigens fir diese
Untersuchung von der Firma Geistlich Biomaterials, Wolhusen, Schweiz entwickelt
und wird wahrend des Herstellungsprozesses durch eine spezielle chemische Quer-
vernetzung sekundar stabilisiert. Der Quervernetzungsmechanismus unterliegt einem
Geheimhaltungsvertrag und kann daher hier nicht weiter beschrieben werden. In
gleicher Weise quervernetzte Kollagenmembranen zeigten nach Implantation in Rat-
ten einen vernetzungsgradabhangigen, deutlich verzogerten Abbau der Matrix im

Vergleich zu nicht quervernetztem Kollagen (Rothamel et al. 2005).

Als Positivkontrolle (PK) diente Collagen S (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim),
eine wassrige Losung (3mg/ml, pH 3,0) mit einem Kollagengehalt von >98% (Kolla-
gen Typ |: >95%, Kollagen Typ lll: <56%, bovinen Ursprungs) (Gebrauchsinformation
des Herstellers, Stand August 1999). Als Negativkontrolle (NK) fand Rinderserumal-
bumin (bovine serum albumin (BSA), Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) Ver-

wendung (Tab. 2).
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Abb. 3a: Kollagen-resorb® (RE), Resorba Wundversorgung GmbH & Co. KG, Niirnberg
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Abb. 3b: Hemocol® (HE), Medical Biomaterial Products GmbH, Neustadt-Glewe
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Abb. 3c: Geistlich (ES), Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Schweiz

24



Tab. 2: Ubersicht der getesteten Materialien

(BSA)
Negativkontrolle
(NK)

GmbH, Mannheim

(aus Rinderserum)

Produktname Hersteller Ursprungsgewebe Querver-
netzung
Kollagen-resorb® Resorba Wundver- | natives Kollagen equinen | nein
(RE) sorgung GmbH & Ursprungs,
Co. KG, Nurnberg 2,8 mg native Kollagen-
fibrillen pro 1 cm?
Hemocol® (HE) Medical Biomaterial | reines natives Kollagen nein
Products GmbH, porcinen Ursprungs
Neustadt-Glewe (aus Schweinekorium)
experimenteller Geistlich Pharma Typ-I- und ja
Kollagenschwamm AG, Wolhusen, Typ-llI-Kollagen
Geistlich (ES) Schweiz porcinen Ursprungs
Collagen S Roche Diagnostics | bovinen Ursprungs nein
Positivkontrolle (PK) | GmbH, Mannheim | (aus Kalberhaut)
Kollagengehalt >98%
Kollagen Typ | >95%
Kollagen Typ lll <5%
Rinderserumalbumin | Roche Diagnostics | bovinen Ursprungs nein

25




21.2

Gebrauchslosungen und Chemikalien

H-D-Phe-Pro-Arg-chloromethylketone Trifluoroacetate salt (PPACK), Bachem
Biochemica GmbH, Heidelberg

Quinacrine Dihydrochloride (Mepacrin), Fa. Sigma, Taufkirchen

Silicone Vacuum Grease, Beckman Coulter, Krefeld

Agarose-Gel, Sea Kem® LE Agarose, Biozym Scientific GmbH, Hessisch OI-
dendorf

NaCl 0,9%, B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Gerateliste

Inkubator, Heraeus CO,-Auto-Zero, Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Hanau
Einmalskalpelle steril, Gebrider Martin, Tuttlingen

Objekttrager, 76 x 26 mm: 1 mm, Engelbrecht, Ederminde
Vakuumpumpe, Laboport® KNF, Neuberger GmbH, Freiburg

Perfusor® Secura, B. Braun, Melsungen

Perfusor® Spritze 50ml, B. Braun, Melsungen

Rolling Mixer, Sysmex RM-810, Sysmex Digitana AG, Horgen, Schweiz
CLSM 510, Argonlaser, Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikroskop, Axiovert 100M, Carl Zeiss AG, Oberkochen

REM Zeiss DSM 950, Carl Zeiss AG, Jena

Deckglaser 24 x 50 mm: 0,13 - 0,17 mm, Engelbrecht, Ederminde
Morser und Pistill

Zentrifuge, Universal 30 RF, Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen
pH-Meter, HI 9025, Hanna Instruments GmbH, Kehl am Rhein
Becherglas, QGT, Bad Harzburg

Blutdurchflusskammer (s. Kapitel 2.2.1.1)

Silikonschlauche, Innendurchmesser 1 mm
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2.2 Versuchsaufbau
221 Thrombozytenadhasion

2211 Aufbau der Kammer

Bei der verwendeten Blutdurchflusskammer (Abb. 4 a-c) handelt es sich um eine
Entwicklung der Poliklinik fir Zahnarztliche Chirurgie und Aufnahme der Westdeut-
schen Kieferklinik Disseldorf in Verbindung mit dem Institut fir Hamostaseologie und

Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Disseldorf.

Abb. 4a: Blutdurchflusskammer, Ansicht von oben

Abb. 4b: Blutdurchflusskammer, Ansicht von vorne

Abb. 4c: Blutdurchflusskammer, Ansicht von unten
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Die Konstruktion der Blutdurchflusskammer erlaubt die Beurteilung von Thrombozy-
tenadhasions- und Aggregationsvorgangen an Oberflachen und wird in unserem Fall
zur Testung von Schwammen verwendet. Sie enthalt ein 4 x 5 x 25 mm grol3es Be-
haltnis zur Aufnahme des Prufkorpers. Dieser steht durch ein 10 mm? grof3es Fenster

mit dem eingefrasten Stromungskanal in Verbindung (Abb. 5a).

Abb. 5a: Ruckseite der Blutdurchflusskammer mit Behaltnis zur Aufnahme des Prifkérpers (a), Ver-

bindungsfenster (b), Stromungskanal (c), Fihrungsstegen (d) und Dichtungsringen (e)

Blutzufluss und Blutabfluss erfolgen an den jeweiligen Enden des Stromungskanals
durch fest in die Stromungskammer integrierte Metallrohrchen (Abb. 5b). Die Kam-
mer weist auf der Vorderseite einen Anschluss auf, der wahrend der Versuche Uber
einen Schlauch an eine Vakuumpumpe (Laboport® KNF, Neuberger GmbH, Freiburg)
angeschlossen ist (Abb. 5b).
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Abb. 5b: Vorderseite der Blutdurchflusskammer mit Vakuumanschluss (a), Metallrdhrchen fiir Blutzu-
fuhr (b) und Blutabfluss (c)

Auf der Rlckseite der Kammer befinden sich zwei Flihrungsstege, zwischen die ein
Objekttrager (76 x 26 mm: 1 mm, Fa. Engelbrecht) eingeschoben werden kann. Zum
luftdichten Verschluss wird ein Vakuum zwischen der Kammer und dem Objekttrager
erzeugt. Als Dichtung zwischen den aufeinander liegenden Flachen sind in die Ruck-
flache der Kammer zwei Gummiringe eingelassen (Abb. 5a), die vor Versuchs-
durchfliihrung zur besseren Abdichtung mit Silicone Vacuum Grease beschichtet
werden.

Die Blutzufuhr erfolgt (iber eine 50 ml Perfusor®-Spritze, die lber einen Silikon-
schlauch mit einem Innendurchmesser von 1 mm mit dem Zufluss der Kammer
verbunden wird. Die benétigte Stromungsgeschwindigkeit wird hierflr in ml/min Gber
einen handelsiiblichen Perfusor® eingestellt. Am Abfluss der Kammer wird das Blut
uber einen ableitenden Silikonschlauch in einem Becherglas aufgefangen und ver-

worfen.
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2.21.2 Blutvorbereitung durch Immunfluoreszenzmarkierung und Hemmung

der plasmatischen Gerinnung

Alle Blutproben stammten von einem gesunden Spender mit normalen Gerinnungs-
parametern unter regelmafiger laborchemischer Kontrolle der Blutwerte Uber die ge-
samte Studiendauer. Die Markierung der im verwendeten Vollblut enthaltenen
Thrombozyten erfolgte durch Anfarbung mit 10 uM Mepacrin (Fa. Sigma, Taufkir-
chen, Absorptionsmaxima bei Wellenlangen von 350 nm und 420 nm). Mepacrin
reichert sich in der alpha-Granula der Plattchen an. Es hat in der verwendeten Kon-
zentration keinen Einfluss auf die Thrombozytenfunktion (Dise et al. 1982) und
beeintrachtigt somit auch nicht die Thrombozytenadhasion (Savage et al. 1996). Die
plasmatische Gerinnung wurde durch 40 uM PPACK gehemmt. PPACK inhibiert die
Thrombinaktivierung (Savage et al. 1999). Sowohl Mepacrin als auch PPACK wur-
den unmittelbar vor Beginn der Blutabnahme in die daftr vorgesehene Spritze gege-
ben. Nach 60-minutiger Inkubation auf einem Rolling-Mixer wurde das Blut durch den

Silikonschlauch der Blutkammer zugeleitet.

2.21.3 Prinzip CLSM

Zur Beobachtung der markierten Thrombozyten diente ein konfokales Laserscan-
mikroskop (CLSM, Zeiss LSM 510, Carl Zeiss, Oberkochen).

Konfokale Laserscanmikroskope verfugen im Gegensatz zu Durch- und Auflichtmik-
roskopen Uber die Moglichkeit, dreidimensionale Strukturen auch in der z- Achse mit
hoher Auflésung zu vermessen. Das zu untersuchende Material wird hierfir im-
munfluoreszent markiert und mit einem Laserstrahl zur Emission angeregt. Zeitgleich
wird das vom Praparat zurickkommende Fluoreszenzsignal schichtabhangig mit ei-
nem Objektiv gesammelt und Uber eine Lochblende auf das Detektionssystem, einen
Photomultiplier (PMT), fokussiert (Gebrauchsinformation Zeiss, LSM 510).

30



2.21.4 Datenerhebung

Zur Durchfuhrung unseres Experimentes wurde die Durchflusskammer auf dem Fein-
fokussiertisch des Mikroskops (Axiovert 100M) fixiert, ein 10er Objektiv ausgewahlt
und die Einstellung der Focusebene unter Durchlicht-Einstellung des Mikroskops
vorgenommen. Die Lochblende und die Verstarkung des Photomultipliers wurden in
Voruntersuchungen fir die einzelnen Proben individuell bestimmt (Tab. 3). Hierdurch
wurde eine Beeinflussung der Messwerte durch die unterschiedliche Eigenfluores-

zenz der Materialien minimiert.

Tab. 3: Lochblende und Verstarkung des Photomultipliers (PMT) der einzelnen Messungen

Resorba Hemocol | Geistlich | Positivkontr. | Negativkontr.
(RE) (HE) (ES) (PK) (NK)
Lochblende | 1000 1000 1000 1000 1000
Verstarkung | 800 800 750 800 800
des PMT

Im Rahmen der Voruntersuchungen stellte sich auerdem heraus, dass sich der
Schwammbereich, welcher sich bis zu 250 ym unter dem Deckglas befindet, fur die
durchzufihrenden Experimente am besten eignet. Bei tiefer gelegenen Schichten
zeigten sich nur sehr schwache Fluoreszenzsignale bedingt durch die Schichtdicke
des Blutstroms. Dementsprechend erfolgte die Datenerhebung bis zu einer Tiefe von
250 pm.

Fir die Versuche wurden HE, ES und RE unter Zuhilfenahme eines Skalpells dem
Schwammbehaltnis angepasst. Die Schwammsegmente (4 x 5 x 18 mm) wurden in
die Stromungskammer eingebracht und an der dem Blut zugewandten Seite auf ei-

ner Flache von 10 mm? der Blutstrdmung ausgesetzt (Abb. 6).
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Abb. 6: Prinzipdarstellung Blutexposition: Das antikoagulierte Blut wird tangential an der Schwamm-
oberflache vorbeigeleitet, so dass die enthaltenen Thrombozyten mit der Kollagenoberflache in
Kontakt treten kdnnen.

Die Schwamme wurden so platziert, dass die gefallte Seite zum Stromungskanal
zeigte. Auf der Makroaufnahme (Abb. 7) lasst sich die geféllte Seite erkennen. Es

zeigt sich bereits hier ein Unterschied hinsichtlich der Oberflachenstruktur.

Abb. 7: Makrostruktur der drei Schwamme im Vergleich: Geistlich, Hemocol®, Kollagen-resorb®

(v.l.n.r.). Die hier dargestellten Proben sind 9 x 9 x 3 mm groR. Die gefallte Seite weist nach oben.

Das Schwammbehaltnis und der Teil der Schwamme, der nicht mit dem Stromungs-
kanal in Kontakt stand, wurde mit Agarosegel (Sea Kem® LE Agarose, Cambrex)

gegen die Kammerumgebung abgedichtet. Hierdurch wurde u.a. die fir die
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Untersuchung unbedingt notwendige Ortsstabilitat der zu untersuchenden Oberfla-
che gewabhrleistet.

Die fur die Kontrollgruppen mit Hilfe eines Diamantaufsatzes auf 4 x 10 mm zurecht-
geschnittenen Deckglaser wurden mit jeweils 10 yl wassriger Losung der Positiv-
kontrolle Collagen S (3 mg/ml) und der Negativkontrolle BSA (40%-ige Stamm-
lI6sung) beschichtet und fur die Dauer von 60 Minuten im Inkubator bei 37 °C
luftgetrocknet. Als Platzhalter diente auch hier ein hinter die Glasplatte auf der blut-

abgewandten Seite eingefllltes Agarose-Gel.

Das zur Markierung der Thrombozyten verwendete Mepacrin wurde durch Stimula-
tion mit einem Argon-Laser (Wellenlange 458 nm) zur Lichtemission angeregt. Die
Transmission betrug fur alle Aufnahmen 100%. Um eine alveolare Sickerblutung zu
simulieren, wurde die Stromungsgeschwindigkeit fur alle Versuche auf 40 ml/h fest-
gesetzt. Die Aufnahmen wurden mit einer Datentiefe von 12 bit erstellt. Alle Versuche

fanden im zehnfachen Ansatz (N=10) statt.

Zur Auswertung der Adhasions- bzw. Aggregationsvorgange erfolgte die Messung
der Fluoreszenzzunahme auf der Probenoberflache Uber die Zeit (0, 60, 120, 180 s).
Fir jeden Zeitpunkt wurde ein Bildstapel aufgenommen, bestehend aus 10 - 20 direkt
hintereinander aufgenommenen Frames (digitale Bilder). Die Schichtdicke betrug
jeweils 10 um. Die erste Messung diente der Erfassung der Materialeigenfluoreszenz
(erster Bildstapel). Die Aufnahme des zweiten Bildstapels erfolgte nach 60 s Blutkon-
takt. Diese Vorlaufzeit diente dazu, die gewunschte Stromungsgeschwindigkeit zu
erreichen und unerwunschte Luftblasen im Stromungskanal zu beseitigen. In einem
Abstand von 60 s zur jeweils vorherigen Bildsequenz erfolgte dann die Aufnahme

des dritten und vierten Bildstapels.

2.21.5 Statistische Datenanalyse

Zur statistischen Auswertung wurden die Bildsequenzen mittels des Bildverarbei-
tungsprogramms des LSM 510 (Release 2.8 Service Pack 1) und Imaged (Version
1.30v, Wayne Rasband am Massachusetts Institute of Technology (MIT), W. Ras-

band: ImageJ-Webseite: http://rsb.info.nih.gov/ij) verrechnet.
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Die Datenauswertung wurde fur jeden Versuch in folgender Reihenfolge durchge-
fuhrt:

Zunachst erfolgte die Bildverarbeitung mittels der Software des LSM 510. Es wurde
ein scharf fokussierter Bildausschnitt ausgewanhlt, der sowohl einen Teil des Testkor-
pers als auch den unmittelbar angrenzenden Blutfluss zeigte. Dieser Ausschnitt blieb
fur die Berechnung aller weiteren Bildstapel konstant. Jeder Bildstapel wurde dann
zu einem Frame verrechnet, so dass fur jeden Zeitpunkt (0, 60, 120, 180 s) ein Ge-
samtbild resultierte.

Die Bilder wurden in Imaged importiert und mittels der logischen Und-Verknupfung
sowie digitaler Bildsubtraktion grafisch verrechnet. Die Und-Funktion berechnet die
grafische Schnittmenge zweier Bilder. Auf dem resultierenden Bild werden nur dieje-
nigen Inhalte dargestellt, die auf beiden Bildern an gleicher Stelle vorhanden sind. In
unserem Fall wurden hierdurch die statischen Bildelemente beibehalten (Materialei-
genfluoreszenz sowie angelagerte Thrombozyten) und die bewegten Anteile (noch
im Blutstrom befindliche, nicht adharente Thrombozyten) entfernt. Die digitale Bild-
subtraktion hingegen berechnet die Unterschiede zweier Bilder. Auf dem resultie-
renden Bild werden diejenigen Bildanteile angezeigt, in denen sich die beiden Bilder
unterscheiden (entsprechend dem neu hinzugekommenen Thrombusanteil).

In unserem Fall wurde die grafische Schnittmenge der Bilder der Zeitpunkte 60 s und
120 s (Abb. 8a, statische Fluoreszenz zum Zeitpunkt 60 s) sowie 120 s und 180 s
(Abb. 8b, statische Fluoreszenz zum Zeitpunkt 120 s) berechnet. Auf diese Weise
wurden die nicht-adharenten Thrombozyten der Bilder nach 60 s und 120 s eliminiert.
Das Bild zum Zeitpunkt O s stellt ausschliel3lich die Eigenfluoreszenz des Schwam-
mes dar und wurde mittels digitaler Bildsubtraktion von den jeweiligen Schnittmen-
gen abgezogen, um die reine Zunahme der Fluoreszenz zu zeigen und somit sich
anlagernde und damit ortsstandige Thrombozyten zu erfassen.

Die beiden resultierenden Bilder entsprechen demnach den Fluoreszenzzunahmen
zu den Zeitpunkten 60 s sowie 120 s. Durch digitale Subtraktion der Schnittmengen-
bilder wurde dann die Zunahme der adharenten Anteile ersichtlich, welche dem
Anteil neu abgelagerter Thrombozyten im Zeitraum 60 s — 120 s entspricht (Abb. 8c).
Zuletzt wurde der geschwarzte Anteil des Subtraktionsbildes (Abb. 8c) bezogen auf

die Gesamtflache metrisch vermessen und in numerische Werte umgerechnet. Der
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Quotient - entsprechend der ,Fluoreszenzzunahme pro Flache Uber die Zeit* - wurde

statistisch analysiert.
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Abb. 8a Abb. 8b Abb. 8c

Abb. 8 a-c: Zunahme der Fluoreszenzeinheiten auf der Schwammoberflache. Die Erfassung sich
anlagernder und damit ortsstandiger Thrombozyten ergibt sich durch digitale Bearbeitung der Auf-
nahmen. 8a) Schnittmenge von 60s und 120s. 8b) Schnittmenge von 120s und 180s. 8c) Differenz der

Schnittmengen: Fluoreszenzzunahme nach 60s.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS (SPSS 11.0,
SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Nach Uberpriifung der Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov Anpassungstest kam eine testungskorrigierte Varianzanalyse
(ANOVA mit Bonferroni-Korrektur) zur Anwendung. Das Signifikanzniveau wurde auf
p<0,05 festgelegt.

2.2.2 pH-Wert-Bestimmung

Um einen moglichen Bezug zwischen den pH-Werten der Schwamme und den er-
fassten Adhasionsphanomenen herzustellen, erfolgte eine pH-Wert-Bestimmung der

untersuchten Kollagenschwamme nach Inkubation mit NaCl und Humanserum.
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2221 pH-Wert-Bestimmung der Versuchsschwamme

Zur Uberpriifung einer eventuell vorliegenden Schwammeigenaciditdt wurden im
dreifachen Ansatz jeweils 50 mg einer jeden Probe (RE, HE, ES) mit flissigem Stick-
stoff gehartet und anschlieBend mit Hilfe von Modrser und Pistill zerkleinert. Die
Proben wurden in 2,5 ml isotonischer Kochsalzldsung fur drei, dreiig und sechzig
Minuten inkubiert und anschliel3end der pH-Wert mittels pH-Meter (Hanna HI 9025)
bestimmt. Als Kontrolle diente isotonische Kochsalzlésung ohne Schwammexposi-

tion.

2.2.2.2 Testung der Pufferfunktion des Serums

In einem weiteren Ansatz wurden jeweils 50 mg einer jeden Probe (RE, HE, ES) mit-
tels flussigem Stickstoff gehartet und anschlielend mit Hilfe von Morser und Pistill
zerkleinert. Zur Gewinnung des Serums (PPP, plattchenarmes Plasma) wurde das
Versuchsblut des gleichen Spenders der CLSM-Untersuchungen fir 15 min bei 3900
rpm zentrifugiert (Zentrifuge, Hettich Universal 30 RF). Im dreifachen Ansatz wurden
die Proben nach drei, dreil3ig und sechzig-minutiger Inkubation mit 2,5 ml Humanse-
rum mittels pH-Meter auf Uberschreiten der Pufferkapazitat Gberpriift. Als Kontrolle

diente Humanserum des gleichen Spenders ohne Schwammexposition.

2.2.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Zur Beurteilung der Oberflachenmorphologie wurden alle Schwamme sowie die Posi-
tivkontrolle im Rasterelektronenmikroskop (REM Zeiss DSM 950) betrachtet. Eine
Darstellung der Thrombozyten auf der Schwammoberflache nach Versuchsdurchfih-
rung war nicht moéglich, da die Schwamme RE und HE durch den Kontakt mit
Flussigkeiten (und so auch nach dem Kontakt mit fur die Probentrocknung notwendi-

gem Aceton) ihre Stabilitat und somit auch ihre Oberflachenbeschaffenheit verlieren.

2.2.3.1 Prinzip REM

Im Hochvakuum werden freie Elektronen durch Glihemission erzeugt, beschleunigt
und in einem Kondensator zu einem Elektronenstrahl gebundelt. Das REM tastet die

Objektoberflache mit dem feinen Elektronenstrahl zeilenweise ab. Wegen des
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geringen Offnungswinkels des Elektronenstrahls bekommen die Bilder eine grofe
Tiefenscharfe. Die auftreffenden Elektronen bewirken die Emission von Sekundar-
elektronen aus der Probenoberflache oder werden von der Objektoberflache ge-
streut. Die auf den Detektor treffenden Elektronen werden durch ein elektrisches
Feld beschleunigt und im Photomultiplier zu einem sehr plastischen Bild verrechnet
(Pschyrembel 2002).

2.2.3.2 Praparation der Untersuchungsobjekte

Die rasterelektronenmikroskopische Beurteilung der Oberflachenmorphologie erfolg-
te mit dem REM Zeiss DSM 950 unter der Vergro3erungsstufe 100.

Die Schwamme wurden zurechtgeschnitten und auf jeweils einem Objekttrager auf-
gebracht. Die Positivkontrolle Collagen S wurde zuvor auf einem Objekttrager ausge-
fallt. Anschlieliend wurden die Proben mit Gold in einer Schichtdicke von 30 nm

besputtert und unter Vakuum im REM betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Thrombozytenadhasion

Die untersuchten Kollagenschwamme Kollagen-resorb®, Hemocol® und der experi-
mentelle Schwamm Geistlich lieRen in den Flusskammerversuchen eine vergleich-
bare Fluoreszenzzunahme pro mm? Probenoberflache erkennen (RE 74+101; HE
81+32; ES 85+75 Fluoreszenzeinheiten pro 10° pm?2), die sich nicht signifikant von
der Positivkontrolle (PK 95+16) unterschied (p>0,05, ANOVA; Abb. 9, Tab. 4). Die
Negativkontrolle zeigte keine Zunahme der Fluoreszenzeinheiten (NK 0£2) und war
dementsprechend signifikant unterschiedlich zu allen anderen Gruppen (p<0,05,
ANOVA,; Tab. 5).

300

028

lﬁ

| | | | |
RE HE ES NK PK

Fluoreszenzzunahme pro 100000 ym?

Abb. 9: Boxplots der Fluoreszenzzunahme pro Flache nach 60 s Blutstrdmung; Darstellung der Medi-
ane und 25%-Quartile. Ordinate: Fluoreszenzzunahme pro Flache (100000 pm2), Abszisse:

Probenbezeichnung.
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Tab. 4: Deskriptive Statistik der Fluoreszenzzunahme pro 10° pm?

N Minimum | Maximum | Mittelwert Standard-
abweichung
RE 10 72,71 130,48 74,46 101,47
HE 10 13,31 283,13 81,15 32,19
ES 10 2,75 229,97 85,37 75,49
NK 10 -1,00 2,31 0,21 1,57
PK 10 73,80 152,62 95,12 15,78
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Tab.5:

Abhangige Variable: Fluoreszenzzunahme pro 100000 pm?,

Signifikanzen in Fettdruck

Induktive Statistik: ONEWAY ANOVA mit Bonferroni-Korrektur

Prapa- | Prapa- | Mittlere Standard- Signifi- | 95%-Konfidenzintervall
rat () rat (J) | Differenz (I-J) fehler kanz
Unter- Ober-
grenze grenze
RE HE 1,04179 27,61926 1,000 -81,2717 83,3553
ES 3,26094 26,38613 1,000 -75,3774 81,8993
NK 115,14513(%) 34,09395 ,017 13,5352 216,7551
PK -50,13981 34,09395 1,000 -151,7498 51,4701
HE RE -1,04179 27,61926 1,000 -83,3553 81,2717
ES 2,21915 27,06571 1,000 -78,4446 82,8829
NK 114,10334(*) 34,62257 ,021 10,9179 217,2887
PK -51,18160 34,62257 1,000 -154,3670 52,0038
ES RE -3,26094 26,38613 1,000 -81,8993 75,3774
HE -2,21915 27,06571 1,000 -82,8829 78,4446
NK 111,88419(*) 33,64709 ,020 11,6060 212,1624
PK -53,40075 33,64709 1,000 -153,6789 46,8774
NK RE -115,14513(*) 34,09395 ,017 -216,7551 -13,56352
HE -114,10334(*) 34,62257 ,021 -217,2887 -10,9179
ES -111,88419(*) 33,64709 ,020 -212,1624 -11,6060
PK -165,28494(*) 39,97870 ,002 -284,4332 -46,1367
PK RE 50,13981 34,09395 1,000 -51,4701 151,7498
HE 51,18160 34,62257 1,000 -52,0038 154,3670
ES 53,40075 33,64709 1,000 -46,8774 153,6789
NK 165,28494(%) 39,97870 ,002 46,1367 284,4332

* Die mittlere Differenz ist auf der Stufe .05 signifikant.
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3.1.1 Physikalische Stabilitat der Schwamme wahrend der Versuche

Bei allen Schwammen waren starke intraindividuelle Schwankungen zu beobachten.
Bei HE zeigte sich, dass er bei Aufnahme von Flussigkeit in sich zusammenfallt. Er
wies keine Formstabilitat auf. Auch RE zeigte unmittelbar nach Blutkontakt keine
Formstabilitat. Er unterlag nach Kontakt mit Blut einer deutlichen Schrumpfung.

Nur der quervernetzte Kollagenschwamm Geistlich verhielt sich wie ein tatsachlicher
Schwamm. Nach Kontakt mit Blut aus dem Strémungskanal sog er sich mit Blut voll

und blieb Uber den gesamten Untersuchungszeitraum formstabil.

3.2 pH-Wert-Bestimmung

3.21 pH-Wert-Bestimmung der Versuchsschwamme

Bei der Bestimmung der pH-Werte lie® sich eine deutliche Aziditat bei allen verwen-
deten Materialien nachweisen. So zeigten die mit isotonischer Kochsalzl6ésung inku-
bierten Proben nach drei Minuten folgende mittlere pH-Werte: HE 3,21, ES 3,61 und
RE 5,82. Die Kontrolle wies einen mittleren pH-Wert von 6,41 auf. Bei HE und ES
war nach Inkubation mit NaCl Gber die Zeit ein Abfall des pH-Wertes zu vermerken
(Tab. 6).

3.2.2 Testung der Pufferfunktion des Serums

Die mit Humanserum inkubierten Proben zeigten nach drei Minuten mittlere pH-
Werte von 7,21 bei HE, 7,26 bei ES und 7,73 bei RE. Die Kontrolle wies einen pH-
Wert von 7,71 auf. Bei RE, HE und ES war nach Inkubation mit Humanserum uber

die Zeit eine Zunahme des pH-Wertes zu vermerken (Tab. 6).
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Tab. 6: Mittlere pH-Werte nach Inkubation mit isotonischer Kochsalzlésung und Humanserum.

Zeit (min) | RE HE ES Kontrolle
pH NaCl 3 5,82 |3,21 |3,61 |6,41

30 5,88 |3,06 |3,46 |6,33

60 587 |3,08 |343 |642
pH Serum |3 7,73 (721 |7,26 |7,71

30 7,79 | 7,33 (742 |7,72

60 782 |740 |7,64 |7,81
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3.3 Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Auswertung

Die Betrachtung der Oberflachen im Rasterelektronenmikroskop zeigte ein fein struk-
turiertes dreidimensionales Netzwerk bei allen Schwammen, welches vor allem bei
RE und ES sehr offenporig erschien. Das Kollagen der Positivkontrolle war weitest-
gehend zweidimensional-kristallin auf der Glasoberflache ausgefallt. Die Schwamme
zeigten eine deutlich groRere Oberflache als das ausgefallte Kollagen der PK (Abb.
10 a-d).

Abb. 10 a-d: Rasterelektronenmikroskopische Beurteilung der Probenoberflache. Das Kollagen der

Positivkontrolle (a) ist zweidimensional-kristallin auf der Glasoberflache ausgefallt, wahrend HE (b),
RE (c) und ES (d) eine ihrer Schwammmorphologie entsprechende mikrostrukturierte, dreidimensio-
nale Oberflache mit deutlichen Hohlrdumen zeigen. Vergr.100:1
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4 Diskussion

In einer aktuellen Stellungnahme der DGZMK Uber zahnarztlich-chirurgische Eingriffe
bei Patienten unter Antikoagulantientherapie wird darauf hingewiesen, dass die Ver-
wendung von lokal anwendbaren Hamostyptika gegenuber einer Umstellung von
allgemeinmedizinisch notwendigen Antikoagulantientherapien der Vorzug gegeben
werden sollte (Schmelzeisen 2002). In Anlehnung daran beschaftigen wir uns in un-
serer Klinik seit einiger Zeit mit der Entwicklung neuer, dimensionsstabiler Kollagene,
die unter anderem fur die Stabilisierung eines Blutkoagulums nach einer Extraktion
verwendet werden sollen.

Die fUr die primare Hamostase wichtigen Eigenschaften des perivaskularen Kolla-
gens versucht man seit Jahren auf kommerziell hergestellte Kollagenpraparate (z. B.
Vliese, Schwamme), die als Hamostyptika Verwendung finden, zu Ubertragen. Von
besonderem klinischem Interesse ist, ob die experimentell und klinisch beobachtbare
blutstillende Wirkung der kollagenen Hamostyptika auf die bekannte, spezifische
thrombozytenaktivierende Wirkung des fibrillaren nativen Kollagens zuruckzufuhren
ist. Aus diesem Grunde wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Hamostaseo-
logie eine Blutkammer entwickelt, in der in vitro adharierende Thrombozyten an
Oberflachen untersucht werden kénnen.

In der vorliegenden Studie wurde die Thrombozytenadhasion an zwei im Handel er-
haltlichen (Kollagen-resorb® [RE], Kollagen equinen Ursprungs; Hemocol® [HE],
Kollagen porcinen Ursprungs) und einem neu entwickelten Kollagenschwamm (expe-
rimenteller Schwamm Geistlich [ES], quervernetztes Typ-I- und Typ-lll-Kollagen
porcinen Ursprungs) mithilfe konfokaler Laserscanmikroskopie in einer Blutdurch-
flusskammer erfasst. Als Positivkontrolle diente eine mit Collagen S und als
Negativkontrolle eine mit Rinderserumalbumin (BSA) beschichtete Glasplatte. Die
Oberflachenmorphologie der Kollagenschwamme und der Positivkontrolle wurde ras-
terelektronenmikroskopisch untersucht. Des Weiteren erfolgte eine pH-Wert-
Bestimmung definierter Schwammmengen nach 3-, 30- und 60-minutiger Inkubation
mit isotonischer Kochsalzldsung und Humanserum.

Bei der Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse fallt zunachst die Aciditat der ver-
wendeten Materialien vor allem im Fall von HE und ES bei Inkubation mit isoto-

nischer Kochsalzlésung auf. Die RE-Proben zeigten nach dreiminutiger Inkubation
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einen mittleren pH-Wert von 5,82 und somit deutlich weniger Beeinflussung des pH-
Wertes als HE (3,21) und ES (3,61). Der gemessene pH-Wert der RE-Proben blieb
zudem Uber den gesamten Untersuchungszeitraum annahernd konstant (nach 30
min 5,88, nach 60 min 5,87). Bei HE und ES stellte sich im Gegensatz hierzu ein im
Verlauf weiter abfallender pH-Wert bis auf 3,08 (HE) bzw. 3,43 (ES) heraus, was ei-
ne Freisetzung weiterer Hydroxylionen Uber die Zeit indiziert. Da die Schwamme
nach Einbringen in den Organismus jedoch nicht mit isotonischer Kochsalzldsung,
sondern mit Blutserum und korpuskularen Blutbestandteilen in Kontakt treten, wurde
zudem die Interaktion mit humanem Blutserum untersucht. Die Inkubation mit 2,5 ml
Humanserum offenbarte, dass die Pufferkapazitat des verwendeten Serumvolumens
zumindest fur RE anndhernd ausreichend war, entstehende Hydroxylionen zu neu-
tralisieren. Bei allen drei gemessenen Zeitpunkten wurden ahnliche Ergebnisse
(nach 3 min 7,73, nach 30 min 7,79 und nach 60 min 7,82) wie bei der Serumkontrol-
le (7,71 nach 3 min, 7,72 nach 30 min und 7,81 nach 60 min) erzielt. Im Falle von HE
und ES reichte die Pufferkapazitat des Serums nicht aus, den pH-Wert konstant zu
halten. Nach drei Minuten wurden Werte (HE 7,21; ES 7,26) deutlich unterhalb des
pH-Wertes der Kontrolllésung (7,71) gemessen. Die Beobachtung, dass der gemes-
sene pH-Wert auch bei diesen Proben im zeitlichen Verlauf anstieg (HE: 7,33 nach
30 min, 7,40 nach 60 min; ES: 7,42 nach 30 min, 7,64 nach 60 min), kann vor allem
in der auch bei der Kontrolle zu beobachtenden zunehmenden Basizitat des Blutse-
rums durch Verflichtigung des enthaltenen CO, begriindet liegen.

Betrachtet man die Ergebnisse der Flusskammerversuche, so zeigt sich, dass die
untersuchten Kollagenschwiamme Kollagen-resorb®, Hemocol® und der experimen-
telle Schwamm eine vergleichbare Fluoreszenzzunahme pro mm? Probenoberflache
aufweisen. Diese war zudem nicht signifikant unterschiedlich zur Positivkontrolle
(p>0,05, ANOVA). Die untersuchten Schwamme scheinen demnach eine ahnliche
Potenz zur Thrombozytenanlagerung zu besitzen, die auch derjenigen von nativem
Kollagen (Positivkontrolle) vergleichbar ist. Im Hinblick auf die nicht signifikant starke-
re Thrombozytenanlagerung an die Positivkontrolle im Vergleich zu den Schwammen
ist jedoch auch der Oberflachenstruktur der verwendeten Materialien Beachtung zu
schenken. In der Rasterelektronenmikroskopie zeigten die Schwamme eine porose,
dreidimensionale Oberflachenmorphologie (Abb. 10 b-d). Die Kontrolle ist hingegen

zweidimensional-kristallin auf der Glasoberflache ausgefallt (Abb. 10a). Erwartungs-
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gemal mussten sich bei den verwendeten Testmaterialien daher allein aufgrund ih-
rer groReren Oberflache eine deutlich hohere Anzahl von Thrombozyten pro Zeitein-
heit anlagern konnen. Dies war jedoch nicht zu beobachten. Denkbar ware auch eine
rein morphologisch bedingte Anlagerung von einzelnen Thrombozyten in die Hohl-
raumoberflachen der Schwamme, jedoch ohne kollagenspezifischen Effekt. Die Posi-
tivkontrolle als zweidimensionale Oberflache war hingegen nicht imstande, Thrombo-
zyten in ihre Struktur einzubinden. Die Fluoreszenzzunahme kann somit in diesem
Fall aufgrund der im Blutfluss auftretenden Scherkrafte nur auf einer Thrombozyten-
adhasion unter Einbeziehung des Kollagenrezeptors basieren, wie sie auch bereits in
anderen Studien bei Verwendung von nativen Kollagenreagenzien beobachtet wurde
(Ruggeri et al. 1999; Savage et al. 1999). In diesem Fall ware der Anstieg der Fluo-
reszenzwerte der Positivkontrolle nur bedingt mit der Fluoreszenzzunahme der
Testgruppen vergleichbar.

Bei der Durchfihrung der Flusskammerversuche konnte des Weiteren ein Unter-
schied hinsichtlich der physikalischen Stabilitat der verwendeten Materialien
festgestellt werden. HE und RE veranderten unmittelbar nach Blutkontakt ihre Kon-
sistenz und unterlagen einer deutlichen Schrumpfung. Im Gegensatz dazu zeigte das
quervernetzte Kollagen von ES schwammahnliche Eigenschaften und blieb Gber den
gesamten Untersuchungszeitraum formstabil. Auf das Problem der eingeschrankten
Dimensionsstabilitat bei im Handel erhaltlichen kollagenen Hamostyptika wiesen
auch Dehnen und Mitarbeiter hin. Sie untersuchten in einer klinischen Vergleichsstu-
die den postoperativen Heilungsverlauf nach operativer Weisheitszahnentfernung mit
und ohne Einlage eines Kollagenvlieslyophilisats. Die Autoren fuhrten die zu beo-
bachtende erhdhte Komplikationsrate bei den mit Kollagenvlies versorgten Osteoto-
miehohlen auf die mangelhafte Eigenstabilitdt der Kollagenmatrix zurtick (Dehen et
al. 1989). Rothamel et al. (2005) konnten in einer tierexperimentellen Studie nach-
weisen, dass eine chemische Quervernetzung von Kollagenfibrillen zu einer Stabili-
sierung des Kollagengerustes fuhrt und mit einem verzdgerten Abbau der Matrix
nach Implantation einhergeht (Rothamel et al. 2005). Insofern kénnte dieses Verfah-
ren auch einen positiven Einfluss auf die klinische Anwendung von Kollagenen als
lokale Hamostyptika haben.

Die vorliegende Studie ist die erste Studie, welche die Thrombozytenaggregation an

zahnarztlich verwendeten kollagenen Hamostyptika in einem Flusskammerversuch

46



mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht. Dies erschwert den
Vergleich zu anderen Studien. Bisherige in vitro Studien untersuchten jedoch den
Einfluss kollagener Hamostyptika auf die Thrombozyten mit Hilfe der turbidimetri-
schen Aggregometrie. Hierbei handelt es sich um ein auch klinisch angewendetes in
vitro Verfahren zur Kontrolle der Plattchenfunktion durch Bestimmung der Plattchen-
aggregation.

Benner et al. (2003) testeten in einer turbidimetrischen Aggregationsstudie vier un-
terschiedliche in der dentoalveolaren Chirurgie verwendete Materialien in ihrer Wir-
kung auf Thrombozyten. Native Kollagenmembranen (Bio-Gide®), R-Tricalciumphos-
phat (Cerasorb®), ein xenogenes Knochenersatzmaterial (Bio-Oss®) und ein aus
Meeresalgen gewonnenes Knochenersatzmaterial (Algipore®) wurden zerkleinert und
in plattchenarmem Plasma (PPP) suspendiert. Nach Zugabe in plattchenreiches
Plasma (PRP) wurde die Thrombozytenaggregation Uber die Zeit mithilfe der Licht-
transmissionsmessung im Aggregometer erfasst. Das Aggregometer misst dabei
photometrisch die Intensitat eines durch das PRP gesandten Lichtstrahls. Da PRP
tribe ist, wird mit zunehmender Aggregation der Plattchen das Plasma klarer, die
Transmission nimmt zu. Bei den Versuchen zeigte sich, dass keines der getesteten
Materialien in der Lage war, einen erkennbaren Effekt auf die Lichtdurchlassigkeit
des PRP und somit auf die Thrombozyten in vitro auszuuben. Der registrierte Verlauf
der Lichttransmission von PRP nahm nach Zugabe der unterschiedlichen Suspen-
sionen nicht ab. Erst die im weiteren Verlauf erfolgte Zugabe von Adenosin-
Diphosphat (ADP; Endkonzentration: 2 x 10”° M/l) als potenten Aktivator bewirkte bei
allen Proben eine sofortige sichtbare Aggregation der Thrombozyten. Dies beweist,
dass dieselben Plattchen zumindest nicht negativ beeinflusst und somit weiterhin
aggregabel waren. Die Autoren schlossen aus den Ergebnissen, dass weder R-TCP
noch deproteinisierte Rinderspongiosa oder phykogene Granula in der Lage sind,
direkt Uber eine Thrombozytenaktivierung eine Aggregation zu initiieren (Benner et
al. 2003). Die Tatsache, dass auch bei der Bio-Gide®-Membran als Vertreter nativen
Kollagenmaterials keine Aggregation beobachtet wurde, stellt die Moglichkeit einer
Aktivierung von Thrombozyten durch aufbereitetes tierisches Kollagen in Frage.
Auch die Bio-Gide®-Membran stellt ein natives Kollagenmaterial dar, welches dem-
nach eigentlich in der Lage sein musste, eine Aggregation von Thrombozyten zu ini-

tiieren. Die Ergebnisse entsprechen der auch in unserer Studie nicht beobachtbaren
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deutlichen Anhebung der Fluoreszenzwerte bei deutlich vergrélerter, mikrostruktu-
rierter Oberflache der Schwamme im Vergleich zur Positivkontrolle.

Solheim et al. (1991) berichten von ahnlichen Ergebnissen. Sie untersuchten den
Einfluss von funf unterschiedlichen lokalen Hamostyptika (Knochenwachs, oxidierte
Zellulose, Gelatineschwamm, Polyorthoesther, Kollagenvlies) auf die Thrombozyten
mithilfe eines Aggregometers. Keines der verwendeten Materialien war alleine in der
Lage, eine Thrombozytenaggregation herbeizufuhren. Bei dem bovinen Kollagenpo-
lymer (Collastypt®) zeigte sich ebenfalls erst nach Zugabe geringer Mengen der Akti-
vatoren ADP oder Adrenalin eine Aggregation von Thrombozyten (Solheim et al.
1991).

Weitere Untersuchungen Uber die in vitro Wirkung der Kollagenvliese auf Thrombo-
zyten machten in ahnlicher Weise auch Katthagen und Hellstern (1984). Sie testeten
Kollagenvliese der Firmen Pentapharm und Braun-Melsungen. Die Kollagenvliese
wurden fir die Aggregationsversuche mit Ringer-Lactatlésung inkubiert und so in
Losung gebracht. Als Kontrolle diente ein Kollagenreagenz der Firma Hormon-
Chemie, welches routinemalig in der Hamostaseologie zur Untersuchung der
Thrombozytenfunktion verwendet wird. In einer zweiten Versuchsreihe wurde mit un-
geléstem Kollagenvlies gearbeitet, um auszuschlieRen, dass durch den Lésungs-
prozess die gerinnungsfordernde Wirkung des Kollagenvlieses verandert wird. Nach
Inkubation und Rahren (1000 U/min) von PRP (50 ml) fur 5 Minuten in Kontakt mit
ungeldstem Kollagenvlies (20 mg) wurde ermittelt, ob es zu einem Abfall der Throm-
bozytenzahl infolge einer Thrombozytenadhasion durch das Kollagenvlies kam. Die
Ergebnisse zeigten, dass im Gegensatz zur Positivkontrolle durch keines der unter-
suchten Kollagenvliese eine Thrombozytenaggregation initiiert werden konnte. Auch
der Kontakt von PRP mit ungeléstem Kollagenvlies, wie in der zweiten Versuchsreihe
durchgefuhrt, fihrte zu keinem Thrombozytenabfall als Zeichen einer abgelaufenen
Thrombozytenadhasion an das Material. Katthagen und Hellstern kamen aufgrund
ihrer Versuchsergebnisse zu dem Schluss, dass bei dem Herstellungsprozess der
Kollagenvliese die strukturellen Voraussetzungen fur die Aktivierung der Hamostase
im Unterschied zum nativen Kollagenreagenz verloren gehen (Katthagen und Hell-
stern 1984).

Stemberger et al. (1978) testeten ebenfalls u. a. mit einer Suspension des Kollagen-

vlieses Pentapharm® die Thrombozytenaggregation in PRP. Sie erhielten nur einen
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minimalen Effekt im Vergleich zur Kontrollldsung (Standard-Kollagenpraparat
Horm®), einem nativen Kollagenreagenz (Stemberger et al. 1978).

Im Widerspruch zu den vorangegangenen Studien wiesen Joos und Ochs (1979) in
ihrer Studie auf einen kollageninduzierten, thrombozytenaktivierenden Effekt der Lo-
sung des Kollagenvlieses Pentapharm® hin. Bei ihren Versuchen wurden 35 pl
Kollagenlosung der Firma Pentapharm einer unbekannten Menge PRP zugesetzt
und die Aggregation mit Hilfe der turbidimetrischen Aggregometrie erfasst (Joos und
Ochs 1979). Der Originalarbeit von Joos und Ochs ist jedoch nicht zu entnehmen,
wie die getestete Kollagenldsung hergestellt wurde. Auch wurde die Konzentration, in
welcher die Losung eingesetzt wurde, nicht angegeben. Katthagen und Hellstern
gingen aufgrund ihrer zu Joos und Ochs widerspruchlichen Ergebnisse bei gleicher
Versuchsdurchfihrung davon aus, dass in der Untersuchung von Joos und Ochs
nicht mit einer aus dem Kollagenvlies selbst hergestellten Lésung, sondern ggf. mit
einer Lésung, die wahrend der Produktion der Schwamme anfallt, gearbeitet wurde
(Katthagen und Hellstern 1984).

In einer weiteren Studie, die sich mit der Wirkung von Kollagenschwammen auf die
Hamostase beschaftigt, untersuchten die Autoren anhand verschiedener in vitro
Tests, inwieweit bei der Herstellung eines kommerziellen Kollagenschwammes (Fir-
ma Pentapharm, porcines Kollagen) die hamostyptische Eigenschaft des Kollagens
verloren geht (Dehen et al. 1990). Hierzu wurden verschiedene Parameter bestimmt:
1. Bestimmung der Rekalzifizierungszeit nach Howell (Howell 1935); 2. Einfluss des
Kollagenpraparates auf die partielle Thromboplastinzeit; 3. Thrombozytenaggrega-
tionstest nach Marx und Schulte (Marx und Schulte 1972). Die Ergebnisse zeigten
eine sowohl verlangerte Rekalzifizierungszeit und partielle Thromboplastinzeit (1. +
2.), als auch eine fehlende Thrombozytenaggregation an den Kollagenfasern des
Kollagenschwammes Pentapharm® (3). Es wurde also weder eine Aktivierung des
endogenen Systems noch der primaren Hamostase beobachtet. Die Autoren folger-
ten, dass die hamostyptische Wirkung der Kollagenschwamme, die von vielen
Autoren bei in vivo Studien beobachtet wird, nicht von den Kollagenmolekulen selber
ausgehen kann. Die fehlende Thrombozytenaggregation im Gegensatz zur Positiv-
kontrolle (Standard-Kollagenpréaparat Horm®) spiegelt die Ergebnisse von Stember-
ger et al., Katthagen und Hellstern wider und steht kontrar zur Beobachtung von Joos
und Ochs (Dehen et al. 1990).
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Dehen et al. gingen wie Katthagen und Hellstern davon aus, dass die Kollagenprapa-
rate bei ihrer Herstellung und hier vor allem bei den Vorgangen zur Verminderung
der Antigenitat und der Sterilisation ihre native Form verlieren (Katthagen und Hell-
stern 1984; Dehen und Niederdellmann 1989; Dehen et al. 1990). Dies kdnnte auch
eine madgliche Erklarung fur die in Anlehnung an die Oberflache relativ geringe
Thrombozytenanlagerung an den von uns verwendeten Schwammen sein.

Es ist zu allen turbidimetrischen Studien anzumerken, dass das in vitro Modell der
turbidimetrischen Aggregation bei Weitem nicht den Bedingungen in vivo entspricht.
So fehlen u. a. Faktoren wie GefalRwand, Blutstromung und die daraus resultieren-
den Scherkrafte, die ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf die Blutgerinnung
haben. Auch bei der in dieser Studie verwendeten Flusskammer handelt es sich um
ein Modell, welches nicht alle Parameter der Gerinnungsphysiologie vollstandig er-
fassen kann. Jedoch erweitert es die bisherigen Testungsverfahren um die Moglich-
keit, Anlagerungsprozesse von Thrombozyten selektiv an Oberflachen zeitabhangig
nachzuweisen. Zudem konnten durch die Verwendung unterschiedlicher Flussraten
auch die auftretenden Scherkrafte innerhalb dieses ,kunstlichen BlutgefalRes® veran-

dert und in ihrer Bedeutung weiter untersucht werden.

Ein anderer Aspekt ist die bereits beschriebene Aciditat der in der vorliegenden Stu-
die verwendeten Materialien. So zeigte bereits im Jahre 1978 die Arbeitsgruppe um
Green, dass Veranderungen des pH-Wertes in vitro die zellulare und plasmatische
Blutgerinnung massiv beeintrachtigen. Im Vergleich zu nicht gesauerten Proben zeig-
te sich schon bei einem pH-Wert von 6,4 eine mehr als 50%ige Reduktion der
Thrombozytenaggregation. Unterhalb eines pH-Wertes von 5,4 war die zellulare
Blutgerinnung vollstandig ausgeschaltet. Sogar bereits vorhandene Thromben |6sten
sich nach Absenken des pH-Wertes auf (Green et al. 1978). In einer weiteren Studie,
die gastrointestinale Blutungskomplikationen untersuchte, verursachte eine Anhe-
bung des sauren pH-Wertes auf neutrale bzw. leicht basische Werte eine deutlich
verbesserte Thrombozytenaggregation sowie eine Serotonin- und Kalziumausschut-
tung aus den Thrombozyten (Chaimoff et al. 1978). Wenngleich in unserer Studie die
beobachtete Aciditat der Schwamme durch das verwendete Plasmavolumen an-
nahernd ausgeglichen wurde, ist eine Hemmung der Thrombozytenadhasion und

-aggregation durch mikromilieubedingte pH-Wert-Verschiebungen unmittelbar an der
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Schwammoberflache nicht sicher auszuschlielRen. Im Fall der zur Konservierung
sauer gehaltenen Positivkontrolle (Collagen S, pH 3), bei der die beobachtete Fluo-
reszenzzunahme nur auf einer Thrombozytenadhasion unter Einbeziehung des Kol-
lagenrezeptors basieren kann, scheint der pH-Wert eher eine untergeordnete Rolle
zu spielen. Dies kdnnte in der nativen Struktur bzw. den strukturellen Voraussetzun-
gen des Kollagenreagenzes begrundet liegen, ebenso wie in der im Vergleich zu den
Schwammen sehr geringen Schichtdicke.

Im Gegensatz zu den vorliegenden in vitro Ergebnissen berichten zahlreiche Autoren
uber die guten blutstillenden Eigenschaften lokal eingesetzter kollagener Hamostyp-
tika, die sie in verschiedenen tierexperimentellen Studien (Kohnlein und Mergard
1972; Silverstein und Chvapil 1981; Zoucas et al. 1984) und klinischen Studien (Joos
und Krekeler 1978; Riege und Kdhnlein 1978; Silverstein und Chvapil 1981; Stein et
al. 1985; Heinrich 1990) nachweisen konnten.

Kohnlein und Mergard (1972) untersuchten den Einfluss von vier lokal anwendbaren
Hamostyptika (Clauden-Puder, Kollagen-Pulver, oxidiert regenerierte Zellulose (Ta-
botamp) und ein Thrombinpraparat (Topostasin)) auf Blutungszeit und Blutverlust bei
experimentell gesetzten Leberparenchymwunden an gesunden und an gerinnungs-
gestorten Ratten. Die kollagene Matrix zeigte hinsichtlich der hamostyptischen Ei-
genschaften die besten Resultate.

Zoucas et al. (1984) kamen in ihrer Studie zu ahnlichen Ergebnissen. Sie verglichen
im Tiermodell die blutstillende Wirkung von Gelatineschwammen, oxidierter regene-
rierter Zellulose, Kollagenvlies und mikrokristallinem Kollagen bei experimentell ge-
setzten Leberwunden an gesunden Ratten. In der Kontrollgruppe erfolgte die Wund-
versorgung mit chirurgischer Gaze. Fur die Kollagenpraparate konnte im Vergleich
zu Zellulose und Gelatineschwammen ein besserer hamostyptischer Effekt nachge-
wiesen werden. Dieser zeigte sich auch in der zweiten Versuchsreihe, wo die An-
wendung der Kollagenpraparate an Tieren mit Hamostasestorungen erfolgte.
Heinrich (1990) untersuchte in einer prospektiven, klinischen Studie die Anwendung
von Kollagenvlies zur Blutstillung in Leistennahten nach Implantation von Bifurka-
tionsprothesen. Bei insgesamt 80 behandelten Patienten wurde die rechte
Leistennaht mit Kollagenvlies und einer Redon-Drainage, die linke Leistennaht allein

mit einer Redon-Drainage gesichert. Auf der experimentellen Seite kam es zu einem
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mittleren Blutverlust von 15+5 ml, die Kontrollseite zeigte einen mittleren Blutverlust
von 23+7 ml. Signifikante Unterschiede hinsichtlich der Infektionsrate lief3en sich
nicht feststellen. Der Autor kam zu dem Schluss, dass kollagene Hamostyptika zwar
eine chirurgisch exakte Blutstillung nicht ersetzen kénnen, aber dennoch ein wirksa-
mes Hilfsmittel zur beschleunigten lokalen Hamostase gerade bei diffusen kleinsten

Blutungsquellen darstellen.

Eine Reihe von Studien beschaftigte sich zusatzlich mit der Frage der Blutstillung
nach oralchirurgischen Eingriffen bei Patienten unter antikoagulatorischer Therapie.
Friher war eine Umstellung auf Heparin der besseren Steuerbarkeit wegen allge-
mein Ublich. Neuere Studien lassen darauf schlie3en, dass bei zahnarztlich-chirur-
gischen Eingriffen zugunsten einer fortgefuhrten Antikoagulationstherapie auf eine
Heparinsubstitution verzichtet werden kann (Wahl 1998; Blinder et al. 1999; Wahl
2000; Evans et al. 2002; Merten et al. 2004).

Bei Anwendung einer lokalen Wundversorgung mit einem Hamostyptikum wird Uber
sehr geringe Nachblutungsraten trotz Beibehaltung der oralen Antikoagulation be-
richtet (Mohr et al. 1986; Martinowitz et al. 1990; Ghahremani et al. 1992; Hoffmann
et al. 1992; Schulz 1992; Berchtenbreiter et al. 1997; Feller et al. 1997; Rahn und
Ghahremani 1997; Scheer et al. 2004). Weitere Studien, die das Nachblutungsver-
halten von zahnarztlich-chirurgischen Malinahmen unter beibehaltener Phenprocou-
montherapie und Heparinsubstitution verglichen, kamen zu dem Schluss, dass unter
fortgesetzter Phenprocoumontherapie nicht mit einer erhdhten Inzidenz von Nachblu-
tungen zu rechnen ist (Gerhards und Wagner 1997; Scheer et al. 2004). Nach
aktuelleren Untersuchungen scheint dies auch fur die Behandlung mit niedrig dosier-
ter Acetylsalicylsaure zuzutreffen (Hemelik et al. 2006).

Einige Autoren kamen dabei zu dem Schluss, dass bei Patienten unter oraler Antiko-
agulation die Verwendung von Kollagenen zur Wundversorgung z.B. von
Extraktionsalveolen deutliche Vorteile bringt (Joos und Krekeler 1978; Joos und Ri-
xecker 1986; Berchtenbreiter et al. 1997).

Berchtenbreiter et al. (1997) verglichen in einer prospektiv randomisierten Studie drei
Behandlungsmethoden zur lokalen Blutstillung bei Zahnextraktionen miteinander
(Naht und Aufbisstupfer, Naht und Kollagenvlies, Naht und Fibrinkleber). Bei insge-

samt 66 Patienten mit Marcumarmedikation (Quickwert im therapeutischen Bereich)
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wurden unter Beibehaltung der Antikoagulationstherapie bei einem mittleren Quick-
wert von 23,8% (INR 2,8) 110 Zahne extrahiert. Nach Anzahl der extrahierten Zahne
erfolgte eine Aufteilung der Patienten in zwei Gruppen (Gruppe 1: Entfernung von bis
zu drei Zahnwurzeleinheiten, Gruppe 2: Entfernung von bis zu sechs Zahnwurzelein-
heiten). Postoperativ traten vier Wundheilungsstérungen auf, die unter Lokalpflege
abheilten, und vier Nachblutungen, die mit lokalen blutstilenden Malinahmen be-
herrscht werden konnten. Thromboembolische Komplikationen traten nicht auf. Die
Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass sich die Anwendung von Kollagenvlies und
Naht im Vergleich der verschiedenen Therapieverfahren als geeignet erweist. Nach-
blutungen bei den mit Kollagenvlies versorgten Patienten traten nicht auf. In vielen
Fallen gentgten zur Wundversorgung auch allein Naht und Aufbisstupfer.

Joos und Krekeler (1978) berichteten von ahnlichen Ergebnissen bei der Anwendung
kollagener Hamostyptika. Bei 20 Patienten wurden unter Beibehaltung der Antikoa-
gulationstherapie bei einem Quickwert zwischen 10 und 20% insgesamt 28 oral-
chirurgische Eingriffe durchgeflhrt, darunter 12 Einzelzahn- und 5 Serienextrak-
tionen (3-5 Zahne). Die Wundversorgung erfolgte mit einem Kollagenvlies und
anschliellendem primaren Nahtverschluss. In allen Fallen kam es zu einer sofortigen
Hamostase; es wurden keine Nachblutungen beobachtet. Die Autoren flhrten dies
auf die hamostyptischen Eigenschaften von Kollagenen zurtck.

Auf der anderen Seite gibt es jedoch auch klinische Studien, die bei der alleinigen
Wundversorgung mit Kollagenvlies als Hamostyptikum bei Patienten mit gestorter
Hamostase keine Uberzeugenden Ergebnisse erzielen konnten (Hoffmann et al.
1992; Schulz 1992; Bublitz et al. 2000).

Bublitz et al. (2000) wiesen darauf hin, dass gerade bei Patienten unter oraler Anti-
koagulationstherapie eine lokale Applikation und ein anschlieRendes postoperatives
Mundspulregime mit Tranexamsaureldsung (Nachblutungsrate 6,25%) einer Wund-
versorgung mit Kollagenen (19,35%) deutlich Uberlegen war. Die Autoren verglichen
die hamostyptische Wirksamkeit von Kollagenvlies mit der von Tranexamsaure be-
zuglich der Versorgung von Extraktionsalveolen bei Patienten unter Marcumar-
dauerantikoagulation. Als Vergleichsgruppe diente ein drittes Patientenkollektiv, bei
welchem unter kontrollierter Reduktion der Marcumarmedikation die Extraktionsalve-
olen plastisch gedeckt worden waren. Nachblutungen traten in letzterer Gruppe bei

39,74% auf, was gegenuber der mit Tranexamsaure behandelten und unverandert
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oral antikoagulierten Gruppe signifikant erhéht war. Hierzu ist anzumerken, dass die
Wundversorgung mit einer plastischen Deckung ein deutlich hoheres Weichgewebs-
trauma beinhaltet. Im Gegensatz zu der rein adaptierenden Wundnaht wird erheblich
mehr Gewebe verletzt, da der fur die Deckung erforderliche Lappen zunachst prapa-
riert und mobilisiert werden muss. Dies konnte zu der hoheren Komplikationsrate in
letzterer Gruppe beigetragen haben. Auch von anderen Autoren wird nach ausge-
dehnten Schleimhautmobilisationen zur plastischen Deckung vermehrt Uber Nach-
blutungen berichtet (Hirsh und Fuster 1994; Gerhards und Wagner 1997). Gerade
bei Risikopatienten ist daher auf eine schonende Behandlung der Gewebe und Ge-

falke und eine sorgfaltige Wundversorgung zu achten.

Die zahnarztlich-chirurgische Behandlung von Patienten unter antikoagulatorischer
Therapie hat sich in den letzten Jahrzehnten im Hinblick auf eine Beibehaltung der
allgemeintherapeutisch notwendigen Antikoagulation, die das Risiko thromboemboli-
scher Komplikationen minimiert, grundlegend geandert. Studien konnten zeigen,
dass eine temporare Umstellung auf Heparin oder auch eine gezielte Abweichung
vom Antikoagulationsregime riskant sind (Weibert 1992).

Auch in der aktuellen Stellungnahme der Deutschen Gesellschaft fur Zahn-, Mund-
und Kieferheilkunde Uber zahnarztlich-chirurgische Eingriffe bei Patienten unter Anti-
koagulantientherapie wird auf die Gefahr einer Unterbrechung der Antikoagulation
bei zahnarztlich-chirurgischen Eingriffen hingewiesen (Schmelzeisen 2002). Die Stel-
lungnahme beruht auf einer zusammenfassenden Analyse retrospektiver Daten, die
eine signifikant hohere Mortalitdt durch Thromboembolien und kardiovaskulare Er-
eignisse nach Veranderungen einer allgemeintherapeutisch notwendigen Antikoa-
gulation als durch nicht beherrschbare Nachblutungen aufzeigen konnte (Wahi
2000). Bei Uber 2400 dentoalveolaren Eingriffen an mehr als 950 Patienten unter
Fortfuhrung der oralen Antikoagulation traten nur bei zwolf Patienten (< 1,3%) Nach-
blutungen auf, die mit lokalen MaRnahmen alleine nicht zu beherrschen waren. Bei
neun dieser zwolf Patienten ergaben die Laborkontrollen allerdings einen INR ober-
halb des empfohlenen Bereiches. Nur bei drei dieser Patienten (< 0,31%) traten trotz
eines INR im therapeutischen Bereich weiterreichende, allerdings beherrschbare Blu-
tungen auf. Demgegenuber kam es bei funf (0,95%) von 526 Patienten (575

Eingriffe), bei denen die Antikoagulationstherapie fur zahnarztlich-chirurgische
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Maflnahmen unterbrochen worden war, zu thromboembolischen Komplikationen, von
denen vier Patienten an den Komplikationen verstarben. Wahl schlussfolgerte hier-
aus, dass insbesondere angesichts moglicher thromboembolischer Komplikationen
die Antikoagulationstherapie bei zahnarztlich-chirurgischen Eingriffen nicht unterbro-
chen werden sollte.

Unbedingte Voraussetzung fur die Beibehaltung der oralen Antikoagulation bei oral-
chirurgischen Eingriffen sind jedoch die Kenntnis des aktuellen praoperativen INR-
Wertes und die sorgfaltige Anwendung von geeigneten lokalhamostyptischen Mal3-
nahmen (Ramstrom et al. 1993; Souto et al. 1996; Devani et al. 1998; Bublitz et al.
2000; Wahl 2000).

Im Vergleich zu der durchgefuhrten in vitro Untersuchung ist zu beachten, dass bei in
vivo Studien stets mehrere Parameter der Wirksamkeit von hamostyptischen Mate-
rialien erfasst werden. Unspezifisch physikalische Faktoren wie die Druckerhéhung
durch Tamponade unterstlutzen gerade im perilasionalen Weichgewebe den Ver-
schluss traumatisierter Gefalke. So werden durch das Aufbeillen auf einen Tupfer,
aber auch durch das Applizieren eines physikalisch stabilen Materials in die Wund-
héhle und eine anschliefiende speicheldichte Naht gerade initiale Blutgerinnungs-
vorgange unterstutzt und lokale, parenchymatose Blutungen beherrscht. In der
verwendeten Blutkammer waren lokale Druckverhaltnisse jedoch ohne Bedeutung,
da der Blutstrom tangential an der Schwammoberflache vorbeigefihrt wurde. Auch
die sekundare Hamostase, die zur Stabilisierung des primaren Plattchenaggregates
dient, spielt neben der alleinigen Thrombozytenadhasion und -aggregation eine er-
hebliche Rolle. Die plasmatische Gerinnung wurde jedoch unter den von uns ange-
wendeten in vitro Bedingungen durch Zugabe von PPACK als Thrombininhibitor
vollstandig ausgeschaltet und konnte somit nicht zu einer Thrombusbildung beitra-
gen.

Dehen sowie Katthagen und Hellstern folgerten aufgrund ihrer in vitro Ergebnisse,
dass die in tierexperimentellen und klinischen Studien zu beobachtende hamostypti-
sche Wirkung der von ihnen untersuchten Kollagenvliese vermutlich nicht auf die
molekulare Struktur des Hamostyptikums und damit auf einen kollagenspezifischen
Effekt zurickzufuhren ist. Viel eher scheint eine rein mechanische bzw. osmotische
Beeinflussung der korpuskularen Blutbestandteile eine prokoagulatorische Rolle zu

spielen (Katthagen und Hellstern 1984; Dehen et al. 1990). So konnte die Blutstillung
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durch die Applikation lokaler Hamostyptika dahingehend unterstutzt werden, dass die
sich bildenden Plattchenthromben und Fibringerinnsel am Ort der Blutungsquelle
verbleiben und nicht abgeschwemmt werden kdnnen. Zudem konnte die Kontaktakti-
vierung der plasmatischen Gerinnung an Fremdoberflachen erleichtert werden, was

ebenfalls eine schnelle und auch dauerhafte Blutgerinnung unterstitzt.
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5 Schlussfolgerung

Die vorgestellte Flusskammer erlaubt eine in vivo nahe Untersuchung der Thrombo-
zytenaggregation an unterschiedlichen Materialien. Die in dieser Studie untersuchten
Kollagenschwamme zeigten keine Unterschiede hinsichtlich der Anlagerung von
Thrombozyten. Einschrankend muss jedoch angemerkt werden, dass aufgrund der
mikroporosen Struktur der Schwamme strukturell bedingte Thrombozytenadhasions-
phanomene nicht sicher ausgeschlossen werden konnten. Moglich ware eine rein
morphologisch bedingte Anlagerung von einzelnen Thrombozyten in die Hohlraume
der Schwamme, jedoch ohne Beteiligung des Kollagenrezeptors. Alle getesteten Ma-
terialien wiesen eine deutliche Aciditat auf, die sich im Fall von RE durch die
Pufferkapazitat von Blutserum annahernd ausgleichen lie3. Sie konnte jedoch Kli-
nisch einen negativen Einfluss auf die Anlagerung und Aktivierung von Thrombo-
zyten haben. Eine Stabilisierung von Kollagen durch chemische Quervernetzung
stellt offenbar keinen Nachteil hinsichtlich der Thrombozytenanlagerung dar. Sie be-
wirkt jedoch eine deutlich verbesserte Formstabilitat, was einen positiven Effekt auf

die klinische Anwendung z. B. nach Zahnextraktionen haben konnte.
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8 Zusammenfassung

Fragestellung: Ziel der vorliegenden Studie war es, die Fahigkeit zur Thrombozyten-
aggregation an verschiedenen Hamostyptika in einer neuartigen Blutdurchfluss-
kammer zu untersuchen.

Material und Methoden: Zwei im Handel erhaltliche (Kollagen-resorb® [RE], equines
Kollagen, nativ; Hemocol® [HE], porcines Kollagen, nativ) sowie ein neu entwickelter
Kollagenschwamm (experimenteller Schwamm Geistlich [ES], porcines Typ-I- und
Typ-llI-Kollagen, quervernetzt) wurden im zehnfachen Ansatz in einer Durchfluss-
kammer einer 40 ml/h starken laminaren, antikoagulierten Blutstromung ausgesetzt
und adharierende Thrombozyten mithilfe konfokaler Laserscanmikroskopie erfasst.
Als Positivkontrolle diente eine mit Collagen S und als Negativkontrolle eine mit Rin-
derserumalbumin (BSA) beschichtete Glasplatte. Die Messung der Fluoreszenz-
zunahme auf der Schwammoberflache erfolgte uUber die Zeit (0, 60, 120, 180 s). Die
Bildsequenzen wurden zur statistischen Auswertung mithilfe eines Bildverarbeitungs-
programms verrechnet. Des Weiteren erfolgte eine pH-Wert-Bestimmung definierter
Schwammmengen nach 3-, 30- und 60-mindtiger Inkubation mit isotonischer Koch-
salzlésung (NaCl) und Humanserum.

Ergebnisse: Alle untersuchten Schwamme zeigten eine vergleichbare Zunahme der
Fluoreszenzeinheiten pro mm? Probenoberfliche, die sich nicht signifikant von der
Positivkontrolle unterschied (p>0,05, ANOVA). Bei der Bestimmung der pH-Werte
liel® sich nach Inkubation mit NaCl eine deutliche Aciditat bei allen verwendeten Ma-
terialien nachweisen. Bei den mit Humanserum inkubierten Proben zeigten HE und
ES eine Uberschreitung der Pufferkapazitét.

Schlussfolgerung: Die vorgestellte Flusskammer erlaubt eine in vivo nahe Unter-
suchung der Thrombozytenaggregation an unterschiedliche Materialien. Die unter-
suchten Schwamme zeigten keine Unterschiede hinsichtlich der Anlagerung von
Thrombozyten. Diese konnte jedoch auch rein morphologisch bedingt sein. Die beo-
bachtete Aciditat der Materialien konnte klinisch einen negativen Einfluss auf die
Aktivierung von Thrombozyten haben. Eine chemische Quervernetzung von Kollagen
stellt offenbar keinen Nachteil hinsichtlich der Thrombozytenanlagerung dar. Sie
konnte klinisch einen positiven Effekt auf die Stabilisierung eines sich bildenden Blut-

koagels haben.
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