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1. EINLEITUNG

Ein grundlegendes Behandlungskonzept polytraumatisierter Patienten ist die Aufrechterhaltung
ausreichender Kreislaufverhaltnisse sowohl wahrend der Primarversorgung des Notfallpatienten als
auch wahrend der intraoperativen und sich anschliefender intensivmedizinischen Weiterbehandlung
(S1-Leitlinie Polytrauma der Deutschen Gesellschaft fur Unfallchirurgie, 2002).

Ein hamorrhagischer Schock flhrt zur Stérungen der Makro- und Mikrozirkulation, die nach
Widerer6ffnung der Strombahn nicht perfundierter Gefallabschnitte mit einem Reperfusionssyndrom
assoziiert sind. Dabei werden Sauerstoffradikale freigesetzt sowie das Komplement-Kallikrein-Kinin-
Systems, die Gerinnung und Fibrinolyse aktiviert. Dariiber hinaus spielt die Freisetzung von Zytokinen
(z.B. TNF-0,, Interleukine) fur die Ausbildung multipler Organfunktionsstorungen eine grof3e Rolle. Eine
frihzeitige Kreislaufstabilisierung und damit Verbesserung der Mikrozirkulation ist in dieser Situation
,outcome“-relevant (Spinella PC, Holcomb JB: 2009).

Zur Therapie des hamorrhagischen Schocks werden zundchst am Unfallort mitunter groRe Volumina
kristalliner und synthetischer kolloidaler Losungen bis zu dem Zeitpunkt infundiert, zu dem Blut und
Plasmaderivate in der Regel im primar versorgenden Krankenhaus verfiigbar sind. Dabei ist
keineswegs wissenschaftlich geklart, ob prahospital eher kristalline oder kolloidale Losungen infudiert
werden sollten (Bunn F et al.: 2004). Kristalline Losungen haben den Nachteil einer nur unzureichenden
hamodynamischen Stabilisierung und missen in grolen Mengen gegeben werden. Dadurch werden
interstitielle Odembildung und eine weitere Verschlechterung des pulmonalen Gasaustausches
gefordert. Aus diesem Grund erachten viele Notarzte die Gabe kolloidaler Losungen flr die initiale
Behandlung des hamorrhagischen Schocks fiir vorteilhaft. Demgegeniiber sollten mogliche Risiken
durch anaphylaktische Reaktionen, Beeinflussung der Blutgerinnung und/oder Thrombozytenfunktion
sowie Speicherung bzw. Akkumulation abgewogen werden.

In den letzten Jahren wurde alternativ die Gabe vergleichsweise geringer Volumina hypertoner

(hyperosmolarer) Lésungen zur Behandlung des hamorrhagischen Schocks in Notfallsituationen



etabliert (Wade CE et al: 1997). Da haufig bereits nach intravendser Gabe geringere Volumina (ca. 4
mi/kg Korpergewicht) eine hamodynamischen Stabilisierung erreicht werden kann, ist der Begriff ,small-
volume-resuscitation* eingefiihrt worden (Kramer GC et al: 1986, Messmer K, Kreimeier U: 1989). Da
hypertone Kochsalzlosungen nur kurze Zeit hamodynamisch wirksam sind, werden sie mit Kolloiden zur
Verlangerung der Wirkdauer kombiniert. Eine am haufigsten untersuchte hypertone Ldésung zur
Therapie des Volumenmangelschocks ist die Kombination einer hypertonen Kochsalzlosung (NaCl 72
g/l) mit Hydroxyethylstarke (60 g/, Molekulargewicht 200 kDa, Substitutionsgrad 0.5; HyperHAES®,

Fresenius-Kabi, Bad Homburg).

In einer Osterreichischen Studie Uber den Zeitraum 1991-2000 sind 56.000 Einheiten hypertoner
Kochsalzldsung bei 18.000 bis 37.000 polytraumatisierten Patienten bei hamorrhagischem Schock zur
Kreislaufstabilisierung verabreicht worden (Schimetta et al: 2002). Unerwinschte kardiovaskulare und
neurologische Arzneimittelwirkungen sind bei etwa 5 pro 100.000 verabreichten Einheiten beschrieben
worden.

Wahrend die Auswirkungen kolloidaler Volumenersatzmittel auf die Gerinnung bereits experimentell und
klinisch untersucht worden sind, ist der Einfluss hypertoner hyperosmolar Losungen auf Blutgerinnung
und Thrombozytenfunktion bisher unzureichend untersucht (Treib J et al.: 1996; de Jonge E, Levi M:
2001, Haas T et al.: 2008). Bei gerinnungsgesunden Patienten fiihrt die intraoperative Gabe hypertoner
hyperosmolarer Losung in Vergleich zur alleinigen Gabe von Hydroxyethylstarke zu einer signifikant
verlangerten Gerinnselbildungszeit sowie zu einer reduzierten Gerinnselfestigkeit (Innerhofer P et al.:
2002). In diesem Zusammenhang stellen sich die Fragen, welche Komponente der hypertonen
hyperosmolaren Losung fur die beobachteten Gerinnungsstorungen verantwortlich ist und ab welchem
Blutverlust diese Veranderungen auftreten.

Fur eine erste orientierende Untersuchung sind moglichst standardisierte Rahmenbedingungen von
groBer Bedeutung, so dass eine klinische Untersuchung an polytraumatisierten Patienten auf Grund der

praklinischen polypragmatischen Vorbehandlung zunachst fir die Untersuchung eines Mechanismus



nicht geeignet erscheint. Daher betrachtet die vorliegende Untersuchung die Beeintrachtigung von
Blutgerinnung und Thrombozytenfunktion durch simulierte Blutverlustes ex vivo. Aullerdem werden die
Effekte einer hypertonen kolloidalen Losung und deren einzelner Komponenten auf ausgewahlte

Variablen der Blutgerinnung und Thrombozytenfunktion quantifiziert.



2. MATERIAL UND METHODEN

Nach Billigung des Studienprotokolls durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf (Studiennummer 2953, Bescheid vom 22. August 2007) wurden
die vorliegenden Untersuchungen unter Beachtung der Helsinki Deklarationen an der Klinik fur

Anasthesiologie, Universitatsklinikum der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf, durchgefihrt.

2.1. Material

2.1.1. Blutproben

Zehn gesunde freiwillige Probanden nahmen nach Aufklarung und schriftlichem Einverstandnis an der
Studie teil. Keiner der Probanden nahm in den letzten 14 Tagen vor der Untersuchung Medikamente
ein. Venoses Blut wurde aus einer nicht gestauten, oberflachlichen Vene im Bereich der Ellenbeuge
unter sterilen Bedingungen mit einer kommerziell verfligbaren Nadel (Innendurchmesser 0.9 mm)
entnommen und in kommerziell verfligbare Roéhrchen mit Zitrat oder Heparin als Antikoagulanz

(Vacutainer®, Beckon Dickenson, Heidelberg) Uberfihrt.

2.1.2. Simulierter Blutverlust und Volumentherapie

Die abgenommen Blutproben wurden flr den Untersucher verblindet in jeweils vier Therapiegruppen
unterteilt. Unterschieden wurden die folgenden Gruppen:

1. (HH): hypertone Kochsalzlésung mit Hydroxyethylstarke (HyperHaes®, Fresenius Kabi, Bad
Homburg), 2. (HT): 7.5 % hypertone Kochsalzlésung, 3. (HES): 6% Hydroyethylstarke (HAES-steril
6%®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, mittleres Molekulargewicht 200.000 DA, molare Substitution 0,43-

0,55) und 4. (ISO): isotonische Kochsalzlésung als Kontrollgruppe.



2.2. Methoden

2.2.1. Untersuchung der Blutgerinnselbildung (ROTEM®-Analyse)

Das Messverfahren der Thrombelastographie wurde 1948 erstmalig von Hartert beschrieben (Hartert
H: 1948). Dieses Verfahren erlaubt die Beurteilung des Hamostasesystems als ganzheitlichen
dynamischen Prozess, der neben Gerinnungszeiten auch die mechanische und zeitliche Stabilitat des
Gerinnsels erfasst. Im Gegensatz zur klassischen Rotationsthrombelastographie wird bei der
Thrombelastometrie (ROTEM®) nicht der Cup, sondern der Pin bewegt, der durch ein

Prazisionskugellager stabilisiert wird (Abbildung 1.; Franz RC: 2008; Calatzis A et al.: 2000).
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(+/-4.75°%)
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—— Kiivette

Fibrinablagerungen und
__ Plattchenaggregate
zwischen d. Oberflichen

Kiivettenhalterung

Abbildung 1: Schematische Darstellung des ROTEM®-Messaufbaus.

Hierdurch werden erschtterungsbedingte Artefakte minimiert, was auch einen mobilen Einsatz des
Gerates erlaubt. Das ROTEM®-System verfligt Uber vier unabhangige Messkanale, so dass zeitgleich
vier verschiedene Tests durchgeflhrt werden konnen. Diese Tests erfolgen im Citratblut und werden

durch Rekalzifizierung und Zugabe unterschiedlicher Aktivatoren gestartet. Zur Aktivierung des



extrinsischen Gerinnungssystems wird im EXTEM®-Test der Gewebefaktor Thromboplastin, der aus
Kanninchenhirn hergestellt wird, verwendet. Darlber hinaus ist ein Heparininhibitor enthalten, der
Heparineffekte eleminiert.

Im Gegensatz zu konventionellen Gerinnungstests erfasst die ROTEM®-Analyse nicht nur
Gerinnungszeiten (CT: coagulation time in [s]), sondern auch die Dynamik der Gerinnselbildung (CFT:
clot formation time in [s]), die mechanische Gerinnselstabilitat (Amplitude nach 5, 10 oder 15 min in
[mm]], die maximale Gerinnselstabilitdt (MCF: maximum clot firmness in [mm]) sowie die Stabilitat Gber

die Zeit (CLI: clot lysis index in [%]; Abbildung 2.).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines in der ROTEM-Analyse

gemessenen Thrombelastogramms.
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Durch die Verwendung aktivierter Tests kdnnen die Ergebnisse bereits 10-15 min nach Beginn der
Aktivierung interpretiert werden. Die Gerinnselfestigkeit erreicht inr Maximum in der Regel nach 20-30
min. Zur Evaluation einer spaten Hyperfibrinolyse sollte die Messung Uber 60 min fortgesetzt werden.
Zur Differenzierung zwischen thrombozytéarer und plasmatischer Gerinnungstorung wird zunéchst die
Thrombozytenfunktion durch Zugabe von Cytochalasin D blockiert und danach durch Aktivierung mit
Thromboplastin die Fibrinpolymerisation bestimmt (FibTEM).

Die ROTEM®-Analyse erlaubt die Erfassung einer Hyperfibrinolyse, eines Fibrinogenmangels, von
Fibrinpolymerisationsstorungen, eines ausgepragten Mangels an enzymatischen Gerinnungsfaktoren,
von Heparineffekten, einer Thrombozyopenie sowie von schweren Thrombozytopathien.

Die Untersuchungen werden limitiert durch eine fehlende Sensitivitat fiir ein Von-Willebrand-Syndrom
und Effekte von Thrombozytenaggregationshemmern (z.B. Acetylsalicylsaure, Clopidogrel), da diese
Effekte durch die massive Thrombingeneration durchbrochen werden.

Ferner fiihren GP-lIb/llla-Rezeptorantagonisten oder eine milde Thrombasthenie Glanzmann nicht
grundsatzlich zu einer verminderten Gerinnselfestigkeit in der ROTEM®-Analyse.

Da die Gerinnungszeit im EXTEM nur schlecht mit dem Quick-Wert bzw. der INR (international
normalized ratio) korreliert, eignet sich diese Analyse nicht zur Uberwachung einer Therapie mit oralen

Antikoagulanzien (Gorlinger K et al.: 2008).

2.2.2. Untersuchung der Thrombozytenfunktion (Multiplate®-Analyse)

Die von Cardinal und Flower entwickelte Impedanzaggregometrie wird seit etwa 30 Jahren zur
Untersuchung der Thrombozytenfunktion im Vollblut eingesetzt. Die Multiplate®-Analyse wird in einer
Einmalklvette mit einem Doppelsensor und einem Polytetrafluorethylen-beschichteten Magnetriihrer
durchgefiihrt. Kommt es auf den silberbeschichteten Sensordréhten zur Thrombozytenadhasion- und
aggregation, erhoht dies die Impedanz zwischen den Drahten.

Die Veranderung der Impedanz wird kontinuierlich registriert und in willkirlichen ,aggregation units*

[AU] angegeben.
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Im Rahmen der Analyse kénnen die Aggregation [AU], die ,Velocity* [AU/min] und die Flache unter der
Aggregationskurve (AUC: Area under the curve [AU x min]) quantifiziert werden. Dabei hat die AUC die

hdchste diagnostische Aussagekraft (Calatzis A et al.: 2004; Gorlinger K et al.: 2008; Abbildung 3.).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung Multiplate®-Analyse mit Markierung der planimetrisch

bestimmten Flache unter der Kurve (AUC).

Als Probenmaterial wird bei der Multiplate®-Analyse antikoaguliertes Vollblut verwendet. Hierdurch
entfallen zeitaufwendige Probenvorbereitungen (z.B. Zentrifugieren, Einstellen der Probe auf eine
bestimmte Thrombozytenzahl), wie es fur die Born-Aggregometrie erforderlich ist. Als Antikoagulantien
konnen Heparin und Hirudin verwendet werden.

Da Thrombin der potenteste Thrombozytenaktivator ist, haben wir im Rahmen dieser Studie ,thrombin
receptor-activating peptide 6“ (TRAP-Test) zur Thrombozytenaktivierung verwandt. Hierdurch werden

die thrombozytaren Thrombinrezeptoren PAR1 und PAR4 stimuliert (Calatzis A et al.: 2004).
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Die Ergebnisse der Multiplate®-Analyse korrelieren signifikant mit der Thrombozytenzahl und spiegeln
die Interaktion von Thrombozyten mit Leukozyten und Erythrozyten wider. In Hinblick auf ein Von-
Willebrand-Syndrom existieren nur wenige Daten zur Sensitivitat (Favarolo EJ et al.; 1999; Gorlinger K

etal.: 2008).

2.2.3.  Morphologische Untersuchungen

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen (Jeol 35 CF SEM, VergréRerung 1:2.000 und
1:5.400) zur Darstellung der morphologischen Veranderungen wurden am Institut flr Anatomie,
Medizinische Fakultat der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf durchgeflihrt und von Herrn Dr. Klaus

Zanger zur Verfligung gestellt.

2.2.4. Studienprotokoll

Die Blutproben wurden unmittelbar nach Blutentnahme im Verhaltnis jeweils entsprechend der
Therapiegruppe (HH, HT, HES und 1SO) 1:20, 1:10, 1:5 und 1:2,5 gemischt, um eine Blutverdiinnung
von 5, 10, 20 und 40 Prozent zu simulieren.

Danach wurden die Gerinnnungszeit (CT) und die maximale Gerinnselfestigkeit (MCF) im EXTEM und
FIbTEM sowie die Thrombozytenaggregation in jeder Blutprobe (Multiplate®) in randomisierter

Reihenfolge bestimmt.
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2.3.  Statistik

Dargestellt sind Median, die Abstande zwischen den Quartilen (, interquartile ranges*), sowie Maximum
und Minimum. Statistische Vergleiche wurden mit Hilfe eines Friedman-Tests (ber die Verdinnungen
und zwischen den Gruppen durchgefihrt.

Vergleiche der einzelnen Mediane erfolgten durch einen Wilcoxon-Test (SPSS fir Windows, Version
13.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Ein p-Wert kleiner 0.01 wurde fur statistisch signifikant angesehen.
Die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Programms GraphPad Prism (Version

4.02, GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA) erzeugt.



14

3. ERGEBNISSE

3.1 Einfluss der Verdiinnungen auf die Blutgerinnselbildung (ROTEM®-Analysen)

3.1.1. Aktivierung mit Thromboplastin (EXTEM)

Nach extrinsischer Aktivierung (EXTEM) war die maximale Gerinneselfestigkeit (MCF) in allen
Verdinnungsgruppen dosisabhangig und statistisch signifikant reduziert. HH und HT wurden
dosisabhangig im Vergleich zum Ausgangswert (57,3 mm) auf 1,7 mm +3,3 (HH) und 6,6 £6,6(HT) mm
gehemmt. Im Gegensatz dazu wurde die MCF durch Verdinnung mit ISO und HES selbst bei starker

Verdinnung von 1:2,5 nur geringfugig eingeschrankt (Abbildung 4).

20

10

KON 5 10 20

Verdinnung

Abbildung 4.: Maximale Gerinnselfestigkeit im EXTEM dargestellt in [mm] mit ansteigender

Verdiinnung der Vollblutproben, *p<0.01 vs. KON, #p<0.01 vs. HH bei identischer Verdiinnung
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Die Gerinnungszeiten (CT) waren bei Verdinnung mit HH, HT und HES in der starksten
Verdunnungsstufe von 70,9 s £86 auf ber 350 s £650 signifikant verlangert. Diese Verlangerung der
CT war wiederum bei HH und HT signifikant ausgepragter als bei HES. Die alleinige Verdiinnung mit

ISO fiihrte lediglich zu einer geringfligigen Einschrankung der Gerinnungszeiten (Abbildung 5).
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Abbildung 5.: Gerinnungszeiten im EXTEM dargestellt in [s] mit ansteigender Verdiinnung der

Vollblutproben, *p<0.01 vs. KON, #p<0.01 vs. HH bei identischer Verdinnung

3.1.2. Vorbehandlung mit Cytochalasin D und Aktivierung mit Thromboplastin (FIbTEM)

Die Fibrinpolymerisation war in allen Gruppen durch Verdinnung dosisabhangig und statistisch
signifikant eingeschrankt. Dabei war die MCF bei Verdinnung mit HH von 12,3 mm +4,3 auf 3,4 + 3,4
und bei Verdiinnung mit HES auf 3,3 mm %3,3 am ausgepragtesten gehemmt, wahrend die alleinige
Verdinnung mit ISO lediglich zu einer geringfiigigen Einschrankung der maximalen Gerinnselfestigkeit

fihrte (Abbildung 6)
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Abbildung 6.: Maximale Gerinnselfestigkeit im FibTEM dargestellt in [mm] mit ansteigender Verdinnung

der Vollblutproben, *p<0.01 vs. KON, #p<0.01 vs. HH bei identischer Verdiinnung

3.2. Einfluss der Verdiinnungen auf die Thrombozytenaggregation (Multiplate®-Analysen)

Die Thrombozytenaggregation war in allen Gruppen durch Verdlinnung dosisabhangig und statistisch
signifikant eingeschrankt. Dabei wurde durch HH und HT bereits bei einer Verdiinnung von 20 Prozent
die Thrombozytenaggregation fast vollstandig blockiert. Im Gegensatz dazu hemmten sowohl HES als

auch ISO die Thrombozytenaggregation lediglich um etwa 50 Prozent (Abbildung 7).
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Abbildung 7.: Thrombozytenaggregation nach TRAP-Aktivierung im Multiplate®-Analyzer mit
ansteigender Verdliinnung der Vollblutproben, *p<0.01 vs. KON, #p<0.01 vs. HH bei identischer

Verdlnnung
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3.3. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Thrombozyten in den mit HyperHaes verdiinnten Blutproben wiesen in den mikroskopischen
Untersuchungen deutliche Deformierungen auf und bildeten verschieden groRe Aggregate

(s.Abb. 8 B, D).
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Abbildung 8. A-D: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nativer Thrombozyten (A+C) sowie
Thrombozyten nach Behandlung mit HH bei einer Verdinnung von 40% (B+D). Die VergroRerung
wurde 2000-fach (C+D) sowie 5.400-fach (A+B) gewahlt. Auffallig sind sowohl einzelne deformierte
Thrombozyten im Sinne einer Dehydrierung (B) sowie groRe Thrombozytenaggregate (D, Markierung

durch Pfeile).
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4, DISKUSSION

Hypertone hyperosmolare Losungen (,small volume resscitation) schranken Blutgerinnung und
Thrombozytenfunktion in vitro dosisabhéngig massiv ein. Diese Wirkungen lassen sich nicht durch
alleinige Verdunnung von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten im Vollblut erklaren. Unsere
Ergebnisse zeigen vielmehr, dass bei Gabe einer hypertonen hyperosmolaren Losung in vitro die
hypertone Kochsalzlésung fiir die eingeschrankte Thrombozytenfunktion verantwortlich ist. Als zu
Grunde liegenden Mechanismus vermuten wir eine Dehydrierung und Aggregation der Thrombozyten,

die gleichzeitig mit der gemessenen Funktionseinschrankung auftritt.

Beschreibung der erhobenen Befunde

Die systematische Untersuchung von Blutgerinnung und Thrombozytenfunktion ist bei
polytraumatisierten Patienten logistisch aufwendig und auf Grund eines haufig sehr inhomogenen
Patientenkollektives schwierig zu interpretieren. Insbesondere werden wichtige Schritte der Blutstillung
und Gerinnung nicht durch globale Funktionstests (z.B. Quick-Wert, partielle Thromboplastinzeit) oder
durch Thrombozytenzahlung angemessen dargestellt. Daher haben wir Point-of-care Methoden mit
einem Ansatz im Vollblut gewahlt, um die physiologischen Gegebenheiten bei akuter Blutung méglichst
vergleichbar zu simulieren (Gorlinger K et al: 2008). Durch ROTEM- und Multiplate-Analysen haben wir
die Wirkung einer hypertonen hyperosmolaren Losung dosisabhangig quantifiziert und die
beobachteten Wirkungen der einzelnen Komponenten, d.h. der hypertonene Kochsalzlosung bzw. der
Hydroxyethylstarke, einer alleinigen Verdinnung mit isotonischer Kochsalzlésung gegenubergestellt.
Hypertone hyperosmolare Losungen flhren zu einer massiven Einschrankung der globalen
Blutgerinnung, dargestellt als Reduktion der MCF in der EXTEM-Analyse bereits bei einer Verdiinnung
von 1:20. Dabei wird der Haupteffekt wahrscheinlich durch eine vollstandige Blockade der im Multiplate
nachgewiesenen Thrombozytenfunktion vermittelt. Die Einschrankung auf die Fibrinpolymerisation ist

demgegentber nur in geringerem Ausmall objektivierbar. Von Bedeutung ist in diesem
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Zusammenhang, dass die alleinige Verdiinnung von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten die

Einschrankungen der Blutgerinnung und Thrombozytenfunktion nicht hinreichend erklart.

Da hypertone hyperosmolare Losungen aus den Komponenten einer hypertonen Kochsalzlosung und
Starke besteht, stellt sich die Frage, welche Komponente nun fiir die beobachtete Einschrankung der
Blutgerinnung und Hemmung der Thrombozytenfunktion verantwortlich ist. Zur Klarung dieser Frage
wurden daher Versuche mit hypertoner Kochsalzlosung (HT) bzw. Hydroxyethylstarke (HES)
durchgefihrt. Dabei fanden wir heraus, dass die Einschrankung der Thrombozytenfunktion im
Wesentlichen der hypertonenen Kochsalzkomponente zuzuschreiben ist. Demgegentber wird bei
Ausschluss der Thrombozytenfunktion lediglich ein geringer Effekt auf die Fibrinpolymerisation
beobachtet, der hauptsachlich durch Hydroxyethylstarke vermittelt wird. Somit beeintrachtigen
hypertone hyperosmolare Losungen in erster Linie die Thrombozytenfunktion (HT) und erst
nachgeordnet die Fibrinpolymerisation (HES). Demgegeniiber wird die Gerinnungszeit, die im
hauptsachlich durch die Konzentration der Gerinnungsfaktoren bedingt ist, nur in geringerem Ausmaf

verlangert.

Der Effekt der Hydroxyethylstarke auf die Fibrinpolymerisation ist in der Literatur bereits gut bekannt
(Nielsen VG: 2005a+b; Fries D et a.: 2006a+b; Brinkman AC et al.: 2010) und wird auch in der
vorliegenden Untersuchung bestatigt. Als Mechanismus wird die Verdtinnung von Fibrinogen (Fries D et
al.: 2002) und eine geringere Faktor Xlll-vermittelte Fibrinvernetzung zu Gerinnselstabilisierung
angenommen (Nielsen VG: 2005a+b), deren molekularer Mechanismus bisher nicht geklart ist.

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchung beschreiben wir erstmalig, dass Thrombozyten nach
Behandlung mit hypertoner hyperosmolarer Losung ex vivo im Vergleich zu Kontrollbedinungen
dehydriert sind und gréRere Aggregate bilden. Die gefundenen Thrombozytenaggregate sind vermutlich
mit einer Thrombozyenfunktionseinschrankung assoziiert. Darlber hinaus ware es zumindest denkbar,

das diese Aggregate kleinere Kapillaren verschlieBen konnten. Ob hierdurch im Schock beschriebenen
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Mikrozirkulationsstorungen verstarkt wirden, misste in weiterfihrenden Untersuchungen geklart

werden.

Simulierter Blutverlust und Erklarung des Studienprotokolls

Bei Erwachsenen betragt das normale Blutvolumen etwa 70-80 ml kg' Korpergewicht. Bei einer
empfohlenen Dosierung hypertoner hyperosmolarer Losungen im hamorrhagischen Schock von 4 ml kg-
1 Kérpergewicht (siehe Fachinformation HyperHAES von Fresenius Kabi, ROTE LISTE online) wiirde
ohne stattgehabten Blutverlust eine Verdinnung des rechnerischen Blutvolumens von etwa 1:20
erreicht werden. In der akuten Blutungssituation ist das zirkulierende Blutvolumen jedoch deutlich
geringer, so dass sich das Verhéltnis von vorhandenem Blutvolumen zur Standarddosis der zu
infundierenden hypertonen hyperosmolaren Losung weiter zugunsten der Letztgenannten verandert.
Somit ist der Verdinnungseffekt in dieser Situation als grofer anzunehmen. Aufgrund dieser
Uberlegungen haben wir fiir unser Studienprotokoll eine minimale Verdiinnung von 1:20 angenommen
und dariber hinaus héhere Verdiinnungen von bis zu 1:2,5 durchgeflhrt. Dadurch werden die in der
akuten Blutungssituation anzutreffende Konzentrationen an Volumenersatzmitteln ex vivo erreicht.
Ferner erlauben die hoheren Verdinnungen die Wirkung einer anzunehmenden relativen

Uberdosierung bei massiver Hamorrhagie zu quantifizieren.

Klinische Bedeutung der erhobenen Befunde

In tierexperimentellen Untersuchungen filhrte die Gabe hypertoner Kochsalzlésungen bei akuter
unkontrollierter Blutung, herbeigefiihrt durch standardisierte Amputation des Schwanzes bei Ratten, zu
einer Erhohung des Blutverlustes ( Gross D et al. 1989; Krausz MM et al.: 1992). Allerdings wurden
keine Untersuchungen mit hyperosmolaren Lésungen durchgefiinrt. Demgegeniber war unter Gabe
von hypertoner hyperosmolarer Losung bei standardisierter Leberverletzung in einem Schweinemodell
der Blutverlust geringer ausgepragt als bei alleiniger Infusion kolloidaler Losungen (Haas T et al.: 2008).

Jedoch wurden in dieser Studie vergleichbar mit der Situation im Schockraum oder Operationssaal
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aufbereitete Erythrozyten retransfundiert, so dass der gerinnungshemmende Effekt auch durch die
Retransfusion beeinflusst hatte werden konnen. Dariiber hinaus war auch die Dosis verabreichter
Kolloide unverhaltnismaRig hoch (im Verhaltnis 1:1 zum Blutverlust), sodass die Verdiinnung von

Gerinnungsfaktoren maflgeblich zur eingeschrankten Blutgerinnung hatte beitragen kénnen.

Verschiedene klinische Untersuchungen haben die Bedeutung einer Behandlung mit hypertonen
hyperosmolaren Losungen bei Blutverlusten unterschiedlicher Ursache untersucht. Dabei wurden
gunstige Effekte beim Thoraxtrauma (Wade CE et al.: 2003), schweren Schadel-Hirn-Trauma (Hartl R et
al.: 1997, Horn P et al.: 1999), bei herzchirurgischen Eingriffen (Boldt J et al: 1993, Boldt J et al.: 1994;
Palmgren | et al.: 1998; Sirieix D et al.: 1999) und bei gefalchirurgischen Operationen (Christ F et al.:
1997; Ragaller M et al.: 2000; Shackford SR et al.: 1983) gesehen. Demgegeniber zeigten
Metaanalyen mit Einschluss von 956 Patienten keine oder nur geringfiigige Effekte auf das Uberleben
durch Gabe hypertoner hyperosmolarer Lésungen in Vergleich zur alleinigen Applikation hypertoner

Losungen (Bunn F et al: 2004; Perel P, Roberts I: 2007; Wade et al.: 1997).

Zusammenfassend liegen bei Anwendung hypertoner hyperosmolarer Lésungen im hamorrhagischen
Schock zum Teil widerspriichliche Daten in Hinblick auf ,outcome* und Uberleben vor. In diesem
Zusammenhang konnten glnstige Kreislaufeffekte nach Applikation hypertoner hyperosmolarer
Losungen mit dem von uns beschriebenen Effekten auf die Thrombozytenfunktion und damit
Blutstillung/-gerinnung  konkurrieren. Insbesondere wird durch die Gabe einer hypertonenen
Kochsalzldsung ein gewisser Volumeneffekt erreicht, jedoch auch die Thrombozytenfunktion massiv
gehemmt. Hierdurch konnten Blutungen verstarkt und damit im hamorrhagischen Schock ein ,circulus
vitiosus*“ aus Blutung, Schock, Volumengabe, Kreislaufstabilisierung und Verstarkung der Blutung der
Hemmung der Thrombozytenfunktion aufrecht erhalten werden. Thrombozytenaggregate kénnten
dartber hinaus Mikrozirkulationsstorungen verstarken und einem irreversiblen Multiorganversagen

Vorschub leisten. Die Bedeutung gunstiger Kreislaufeffekte und einer Blutungsverstarkung mogen
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variabel und im Einzelfall nicht gut voneinander zu differenzieren sein. Hierdurch erscheinen
heterogene Ergebnisse in unterschiedlichen Tiermodellen und Untersuchungen beim Menschen

zumindest plausibel.

Einschrankungen des Studienmodells

Bei der Behandlung akuter Blutungen handelt es sich um einen dynamischen Prozess. Dabei
interagieren Blutung, Blutvolumensubstitution und Flussigkeitsverschiebungen von extra- nach
intravasal entlang eines hypertonen Gradienten. Bei der vorgestellten Untersuchung handelt es sich
lediglich um eine simulierte Momentaufnahme einer akuten Blutungssituation und deren in vitro
Behandlung mit unterschiedlichen kinstlichen Volumenersatzmitteln. Dieser Einschrankung wird durch
Auswahl unterschiedlich starke Verdinnungen partiell Rechnung getragen. Demgegeniiber kdnnen in
dem gewahlten Modell sekundare Effekte im Sinne von FlUssigkeits- oder Teilchen (Natriumchlorid,
Kolloide)-Umverteilungen gerade im Zeitverlauf nicht berticksichtigt werden.

Ferner ist bekannt, dass Hypothermie und Azidose bei polytraumatisieren Patienten zu einer weiteren
Beeintrachtigung der Blutgerinnung und Thrombozytenfunktion fiihren. Da unsere Untersuchungen bei
Normothermie und ohne Kontrolle des pH-Wertes im in vitro Ansatz durchgeflihrt wurden, kénnen wir zu
dem Einfluss insbesondere einer durch die Volumenersatzmittel induzierten Acidose im gewahlten

Modell keine Aussage treffen.

Zusammenfassung der Diskussion

Small volume resuscitation durch Gabe hypertoner hyperosmolarer Losungen schrankt Blutgerinnung
und Thrombozytenfunktion in vitro dosisabhangig massiv ein. Diese Wirkung fluhren wir insbesondere
auf die hypertone Kochsalzkomponente zurtick, die méglicherweise auf Grund einer Dehydrierung und
Aggregation der Thrombozyten deren Funktion beeintrachtigt. Somit kdnnten glinstige Kreislaufeffekte
in der Notfallsituation der akuten Blutung durch weitere Einschrankung der Blutgerinnung und dadurch

verstarkte Blutverluste vermindert werden. Es handelt sich also bei der Gabe hypertoner
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hyperonkotischer Losungen in der Regel um den Versuch des praklinischen Ausgleichs massiver
Blutverluste mit dem primaren Ziel einer Kreislaufstabilisierung. Da in diesem Szenario die
Kreislaufstabilisierung priorisiert wird, missen mogliche nachteilige Effekte auf die Blutungssituation
durch kiinstliche Volumenersatzmittel billigend in Kauf genommen werden. Unsere Daten stlitzen damit
auch die Forderung einer maglichst frihzeitigen Verabreichung von Blutprodukten im massiven

hamorrhagischen Schock, um diesen ,circulus vitiosus“ zu durchbrechen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Fragestellung: Der hamorrhagischen Schock wird initial haufig durch ,small-volume-resuscitation*
behandelt. Dabei werden 4 ml kg' Koérpergewicht (KG) eines hypertonen-hyperonkotischen
Kombinationspraparats (HH - HyperHAES®, Fresenius Kabi, Deutschland), bestehend aus
Natriumchloridlésung (7,2 %, HT) und Hydroxyethylstérke (6 %, HES) intravends verabreicht. Wéhrend
die kreislaufstabilisierende Wirkung dieses Medikaments hinreichend untersucht worden ist, sind
komplikationstrachtige Einflisse auf die Blutgerinnung bislang spekulativ. Wir testeten die Hypothese,
dass Vollblutgerinnung sowie Thrombozytenfunktion wahrend eines simulierten Blutverlustes und
Therapie mit HH beeintrachtigt werden und identifizierten die flr die beobachteten Effekte
verantwortliche Komponente.

Methodik: Nach Genehmigung der Studie durch die Ethikkomission des Universitatsklinikums
Dusseldorf, Aufklarung und schriftlichem Einverstandnis wurden bei 10 gesunden Probanden jeweils 28
ml Blut entnommen. Bei einem angenommenen Blutvolumen von 80 ml kg-' Kdrpergewicht und Gabe
einer Standarddosis HH von 4 ml kg-' Kdrpergewicht, wirde Vollblut kurzfristig im Verhéaltnis 80:4
entsprechend 20:1 verdinnt. Durch Verdinnung von Vollblut mit HH in den Verhaltnissen von 10:1, 5:1
und 2,5:1 wurden Blutverluste von 50, 75 und 88 Prozent mit HH-Substitution ex vivo simuliert. Dariiber
hinaus wurden analog Verdinnungsreihen mit den Einzelkomponenten HES, HT sowie isotonischer
Kochsalzlosung  (ISO) als  Kontrolle erstellt. Die  Vollblutgerinnung  wurde  mittels
Rotationsthrombelastometrie (ROTEM, Pentapharm, Deutschland) nach extrinscher Aktivierung
(EXTEM) und nach Blockade der Thrombozytenfunktion (FibTEM) unter Quantifizierung der maximalen
Clotfestigkeit (MCF) analysiert. Die Thrombozytenfunktion wurde mittels Impedanzaggregometrie
(Multiplate, Dynabyte, Deutschland) nach Stimulation durch Thrombin-aktivierendes-Peptid-6 (TRAP-
Test) untersucht und als Flache unter der Kurve (AUC) dargestellt.

Statistik: Dargestellt sind Median, interquartile ranges sowie Maximum und Minimum. Statistische
Vergleiche wurden mit Hilfe eines Friedman-Tests ber die Verdinnungen und zwischen den Gruppen
durchgefiihrt. Vergleiche der einzelnen Mediane erfolgten durch einen Wilcoxon-Test, p<0,01.

Ergebnisse: HH hemmt dosisabhéangig die Gerinnung, dargestellt als MCF (-97%, p<0.0001), sowie die
stimulierte Thrombozytenaggregation (AUC -98.6%, p<0.0001). Diese Effekte konnen im Wesentlichen
auf die HT-Komponente zuriickgefiihrt werden, da eine Verdiinnung mit HES lediglich geringfligige
Effekte auf die Fibrinpolymerisierung aufweist, die letztendlich durch die Hamodilution (ISO) per se
begriindet sein kdnnten.

Interpretation: Blutgerinnung und insbesondere Thrombozytenfunktion werden durch hypertone
hyperonkotischer Losung bereits bei einem simulierten Blutverlust von 50 Prozent beeintrachtigt. Wir
fihren diesen Effekt auf den hypertonen Kochsalzanteil zurlick und spekulieren, dass eine akute
Dehydrierung der Thrombozyten verantwortlich sein konnte. Ob die beschriebenen iatrogenen
Gerinnungsstorungen maglicherweise passager und von untergeordneter klinischer Relevanz bei der
initialen Behandlung des hamorrhagischen Schocks sind, muss in zukinftigen klinischen Studien
geprift werden.
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6. VERWENDETE ABKURZUNGEN

AU arbitray units =Einheiten

AUC area und the curve = Flache unter der Kurve

CT clotting time = Gerinnselbildungszeit

EXTEM Rotationsthrombelastometrischer Test mit extrinisischer Aktivierung der Gerinnung
FiIbTEM Rotationsthrombelastometrischer Test mit extrinisischer Aktivierung der Gerinnung

und Zusatz von Cytochalasin D

HES Hydroxyethylstérke (6 %, MW 200 kDA, 0,43-0,55)

HH hypertone hyperonkotische Ldsung

HT hypertone (7,2 %) Natriumchloridldsung

ISO isotonische (0,9 %) Natriumchloridiésung

MCF maximum clot firmness = Maximale Gerinnselfestigkeit

ROTEM® Rotationsthrombelastometrie
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8.  ANHANG
Dargestellt sind die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Rohdaten der ROTEM-Analyse (EXTEM: MCF,
CT und FIBTEM: MCF) sowie die Flachennberechnung der Multiplate-Analysen (AUC) fir die

Verdunnungsreihen mit den unterschiedlichen kristallinen bzw. kolloidalen Losungen.

Untersuchte Infusionslésungen:

HH: HyperHAES
NaCl 7,2%: hypertone Natriumchloridlosung
Haes: HAES 6%,

NaCl 0,9%: isotone Natriumchloridldsung

Hergestellte Verdliinnungsreihen:

0% BL (blood loss) entspricht 5% Verdinnung
50% BL (blood loss) entspricht 10% Verdlinnung
75% BL (blood loss) entspricht 20% Verdlinnung

87,5% (blood loss) entspricht 40% Verdlnnung

Statistische Auswertung:

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
MIN: Minimum

MAX: Maximum

Median: Median

25 Per: 25 Prozent Perzentile

75 Per: 75 Prozent Perzentile
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