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1 Einleitung

1.1 Prostacyclin

Am Anfang der 30er Jahre des letzten Jahrhunderts entdeckten Goldblatt (1) und von
Euler (2,3) unabhéngig voneinander in der Samenflissigkeit eine lipidlGsliche Substanz,
die stimulierend auf die glatte Muskulatur von Darm und Uterus wirkt und des weiteren
eine blutdrucksenkende Wirkung zeigt. In der Annahme, dass diese Substanz aus-
schlieflich in der Prostata synthetisiert wird, wurde diese Substanz Prostaglandin
benannt. Nachdem es die technischen Vorraussetzungen zulieRen, gelang es am Anfang
der 60er Jahre, die chemische Struktur dieses Stoffes zu bestimmen (4). Im Jahre 1976
entdeckten Vane und Mitarbeiter ein chemisch instabiles Prostaglandin und nannten es
zuerst ,,PGX*. Spéater wurde es Prostacyclin (PGl,) genannt (5,6,7).

Prostacyclin ist eine natirliche, endogene Substanz, die primar von den Endothelzellen
der GefaBwand produziert wird. Prostacyclin aktiviert Ober spezifische Rezeptoren die
membran-gebundene  Adenylatzyklase, welche zur Steigerung des intrazelluldren
Gehaltes vom zyclischen Adenosinmonophosphat (cCAMP) fuhrt und wirkt ber diesen
Weg stark antiaggregatorisch auf Thrombozyten sowie vasodilatatorisch (8). Es wurde
gezeigt, dass die kontinuierliche Infusion von Prostacyclin bei Patienten mit pulmonaler
Hypertonie zur Verbesserung der pulmonalen und kardialen Symptomatik und zur
Senkung der Mortalitat fihrt (9,10,11,12). Diese gunstigen Effekte von Prostacyclin auf
Belastbarkeit und Lebenserwartung sind nicht nur der vasodilatatorischen Wirkung von
Prostacyclin, sondern auch zum Teil seiner aggregationshemmenden Wirkung auf
Thrombozyten und proliferationshemmenden Wirkung auf glatte Muskelzellen zuzu-
schreiben (11). Bei Patienten mit pulmonaler Hypertension sind Abnormitéten der
Thrombozyten vorhanden. Die Dauerinfusion von Prostacyclin normalisiert die Throm-
bozytenfunktion (13,14). Trotz dieser vorteilhaften Eigenschaften des Prostacyclins ist
aber die breite klinische Anwendung dieser Substanz, bedingt durch ihre geringe Stabi-
litat, eingeschrankt.



1.2 lloprost

lloprost ist eine chemisch stabile, synthetische Substanz, die pharmakologisch dem
Prostacyclin ahnelt (Prostacyclin-Analogon). Im Gegensatz zur kurzen Halbwertzeit
von Prostacyclin (2-3 min) zeichnet sich lloprost mit einer Halbwertzeit von 20-30 min
durch grolere Stabilitdt aus (15). lloprost wurde 1981 von der Firma Schering AG,
Berlin, synthetisiert und findet seither breite Kklinische Anwendung als Vasodilatator bei
peripheren arteriellen Durchblutungsstérungen. Seit den 90er Jahren stellt die Behand-
lung von pulmonaler Hypertonie mit Hilfe inhalativer bzw. intravendser Applikation
von lloprost eine neue Therapieform dar (16,17,18,19,20). So hat lloprost seine Bedeu-
tung als gefaRdilatierendes Medikament langst etabliert. lloprost als aggregationshem-
mendes Medikament, insbesondere bei Patienten mit der Anamnese der Heparin-indu-
zierten Thrombozytopenie Typ Il (HIT 1) konnte ebenfalls eine besondere Bedeutung
erlangen. Um die Heparin-induzierte Thrombozytenaggregation bei solchen Patienten
wéhrend Operationen mit Herz-Lungen-Maschine zu verhindern, wurde die Heparin-
Gabe mit der Verabreichung von Illoprost von einer Arbeitsgruppe aus Philadel-
phia/lUSA Mitte der 80er Jahre kombiniert (21,22). Uber Erfolge mit dieser Methode
wurden nicht nur von dieser Arbeitsgruppe (23,24), sondern auch von anderen Arbeits-
gruppen in den 80er Jahren, aber auch spéter berichtet (25,26). Auch in der hiesigen
Klinik wird bei Patienten mit HIT Il die Kombination von Heparin und Iloprost anderen
Antikoagulantien wie z.B. Hirudin bzw. Danaparoid vorgezogen, da erstens die Antiko-
agulation durch Heparin mit dem konventionellen ,,Bedside-Test* ACT (activated clot-
ting time) einfach (berwacht werden kann, zweitens der Effekt von Heparin durch
Protamin antagonisiert werden kann und schlieRlich die Gefahr der postoperativen

Blutung wegen der kurzen Wirkungsdauer von lloprost gering ist.

1.3 Fragestellung

Eine wichtige und praktische Frage bei der Anwendung von lloprost ist, wie hoch
lloprost als Dauerinfusion dosiert werden soll. lloprost ist ein potenter Vasodilatator,

welcher bei hoher Dosierung zu einem massiven Blutdruckabfall fuhren kann. Um die



Dosis von lloprost optimal einzustellen, d.h., die gewilinschte hemmende Wirkung auf
Thrombozyten-Aggregation bei minimalem Blutdruckabfall zu erzielen, wird in der
Praxis ein einfaches Monitoring der Thrombozyten-Aggregation benétigt. Die klass-
ische optische (turbimetrische) Aggregometrie ist zwar der ,,Gold Standard“ fir die
Thrombozyten-Funktionsdiagnostik, aber sehr aufwendig und zeitraubend. Als intraope-
ratives Verfahren zur Uberwachung der Thrombozytenfunktion ist sie nicht praktikabel.
Im Gegensatz zur optischen Aggregometrie sind die Thrombelastographie (TEG), die
Vollblut-Impedanz-Aggregometrie  und  der  Platelet-Function-Analyser  (PFA-100)

einfach und schnell auch intraoperativ durchfiihrbar.

In der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, inwieweit die Effekte von lloprost
auf die Thrombozytenfunktion mit der TEG, der Vollblut-Impedanz-Aggregometrie und
dem PFA-100-System beurteilt werden kénnen.



2 Methode

2.1 Thrombelastographie

Die Thrombelastographie ist eine bereits 1948 von Hartert (27) in Heidelberg entwi-
ckelte Methode zur Vollblut-Gerinnungsanalyse. Sie beruht auf der kontinuierlichen
Aufzeichnung der viscoelastischen Eigenschaften des Blutgerinnsels gegen die Zeit. Die
Blutprobe wird in die Kuvette (k) gegeben. In der Mitte der Kivette befindet sich ein
Stempel (s) (Abb. 1). Die Kivette wird nach rechts und links innerhalb bestimmter
Freiheitsgrade gedreht. Solange die Blutprobe flissig ist, bleibt die Drehung der
Kivette ungehindert. Wenn sich ein Blutgerinnsel in der Kivette bildet, haftet es den
Oberflachen von Stempel und Kuivette an. Dies wirkt einer Drehung der Kiivette entge-
gen. Im Kklassischen TEG-System wird die Drehung der Kivette mit der Bildung des
Gerinnsels allméhlich zum Stempel Gbertragen, und die Drehung des Stempels zeichnet
das Thrombelastogramm auf. Das in dieser Studie verwendete RoTEG-System (Rotati-
ons-Thrombelastographie, Pentapharm GmbH, Maunchen) ist eine Weiterentwicklung
des Kklassischen TEG-Systems mit moderner Computertechnik. Am ROTEG-System
wird statt Kiivette der Stempel in Bewegung gesetzt, so dass die Drehung des Stempels
durch Bildung des Gerinnsels zwischen der Kivette und dem Stempel allméhlich einge-
schriankt wird. Dabei wird die Anderung in der Drehung des Stempels in die TEG-
Amplitude, die in der klassischen Methode durch die Drehung der Kiivette aufgezeich-
net wird, umgerechnet, d.h., eine durch das Gerinnsel ungehinderte Drehung des Stem-
pels entspricht 0 mm Amplitude und ein vollstandiges Festhalten des Stempels durch
das Gerinnsel 100 mm Amplitude.. In dieser Studie werden vier Parameter vom

Thrombelastogramm dargestellt (Abb. 2) (Normbereich wird in Klammern angegeben.):

1. Coagulation Time (CT) (<190sec): Gerinnungszeit: Zeit bis zum Beginn des

Gerinnungsprozesses.



2. Clot Formation Time (CFT) (<110sec): Gerinnselbildungszeit: Zeit, die das
Gerinnsel bendtigt, um ab Beginn der Gerinnselbildung eine definierte Grund-

festigkeit (Amplitude = 20mm) zu erreichen.

3. Maximum Clot Firmness (MCF) (53-74mm): Maximale Amplitude des Thromb-

elastogramms.
4. Alpha-Winkel (70-85°): Ein MaR fiir die Schnelligkeit der Gerinnselbildung.

Die Blutprobe (300ul) wurde zuerst in die Kivette mit einer elektrisch gesteuerten
automatischen Pipette gegeben. Die Wirkung vom Citrat in der Blutprobe wurde dann
mit CaCl, (0,2 mol/l) (Start TEG, Pentapharm GmbH, 20 ul) aufgehoben. AnschlieRend
wurde der intrinsische Aktivator Thromboplastin-phospholipid (INTEG, Pentapharm
GmbH, 20 ul) in die Blutprobe zugegeben, um den Gerinnungsprozess zu beschleu-
nigen. Die Aufzeichnung des Thrombelastogramms erschien dann automatisch auf dem
Bildschirm des angeschlossenen Notebooks. Spéter wurden alle Analysen mit einem
Drucker ausgedruckt.

2.2 Vollblut-Impedanz-Aggregometrie

Zur Messung wurde die Blutprobe (500ul Citratblut) mit dem gleichen Volumen von
0,9% NaCl in einer Kivette verdunnt und 5 Minuten lang in der Inkubationskammer
des Vollblut-Impedanz-Aggregometers (Modell 592, 2-Kanal-Gerat, Chrono-Log Co,
Haevertown, PA, U.S.A.) bei 37°C gehalten. Eine aus zwei parallel positionierten
Dréhten bestehende Elektrode wurde dann in die Blutprobe eingetaucht, was die
Anlagerung einer Schicht von Thrombozyten an der Elektrode hervorrufen sollte. Dabei
wurde zuerst eine Nullpunkt-Einstellung bei einem kontinuierlichen Stromfluss vorge-
nommen. Nach einer Nullpunkt-Einstellung zwischen zwei parallel positionierten
Dréhten wurde die Blutprobe mit dem Reagenz Kollagen (5 pl) stimuliert. Durch
Stimulation mit dem Reagenz sollten sich weitere Thrombozyten an die Elektrode

anlagern und dadurch kommt es zu einer Widerstandsanderung. Nach Abschluss der



Messung (Dauer 6 min) wird das Ergebnis in Ohm angezeigt (Normbereich 13-23
Ohm).

2.3 Thrombozytenfunktion-Analyse mit PFA-100

Die Thrombozytenfunktion wurde hier mittels Platelet-Function-Analyser (PFA-100,
Dade Behring, Schwalbach, Deutschland) aus Citratblut beurteilt. Das PFA-System
initilert die thrombozytenabhéngige H&mostase unter hohen Shear-Stress-Bedingungen
in vitro. Dazu wird nicht-rekalzifiziertes Citratblut durch eine kleine Offnung (150 um
in Durchmesser) einer Testkartusche bei einer konstanten Flussrate abgesaugt. Die
Héamostase wird durch Beschichtung mit Kollagen-Epinephrin oder Kollagen-ADP im
System aktiviert. Das Gerat misst die Verschlusszeit der kleinen Offnung, welche ein
MaR der Thrombozytenfunktion ist. Normale Werte fir Epinephrin-PFA Dbetragen 60—
175 sec und fiir ADP-PFA 50-110 sec. Der maximale Wert von PFA-Test ist 300 sec

fiir beide Agonisten. Eine Verschlusszeit langer als 300 sec wird als 300 sec angegeben.

2.4 Blutentnahme

Von 12 gesunden Probanden (Mitarbeiter der Abteilung), die in den letzten 21 Tagen
vor der Blutentnahme keine antithrombozytdre Medikation erhielten, wurde durch eine
20-Gauge-Nadel vendses Blut in eine 10ml-Citrat-Monovette und eine 3ml-Citrat-
Monovette (Verhéltnis von Citrat zu Blut = 1 zu 9) zur Herstellung der Testproben mit
verschiedenen Konzentrationen von lloprost entnommen. Zur PFA-Messung unter
Zugabe von Illoprost wurde weiter vendses Blut in sieben 3,8ml-Monovetten mit
Citrat/Puffer entnommen. Zusétzlich wurde vendses Blut in eine 3ml-Citrat-Monovette
zur Untersuchung des Gerinnungsstatus und in eine EDTA-Monovette zur Bestimmung
von Hamoglobin-Wert und der Thrombozytenzahl entnommen.



2.5 Herstellung der Testproben

Sechs verschiedene Konzentrationen von lloprost wurden durch Verdinnung von
lloprost (20 pg/ml) hergestellt (Tabelle 1). Fir Thrombelastographie und Impedanz-
Aggregometrie wurden, wie in der Tabelle 2 aufgelistet, 2 ml Citratblut mit verschiedenen
verdiinnten  Iloprost-Lésungen und 0,9% NaCl gemischt. Fir die PFA-Zeit-
Bestimmung wurden, wie in der Tabelle 3 gezeigt, lloprost-Losungen direkt in die
3,8 ml-Monovetten pipettiert. Die Thrombelastographie und Impedanz-Aggregometrie
wurden an Blutproben ohne lloprost und an Blutproben mit 5 verschieden Iloprost-
Konzentrationen (0,03, 0,12, 0,48, 1,92 und 7,68 ng/ml) vorgenommen. Der therapeu-
tische Dosis-Bereich fur fortgeschrittene Thrombangitis obliterans mit schweren
Durchblutungsstérungen  liegt zwischen 0,5-2,0 ng lloprost/kg Korpergewicht/min
(Fachinformation, Schering AG, Deutschland). Bei intravendser Verabreichung in einer
Dosis von 1 oder 3 ng/kg/min lloprost wurden Steady-state-Plasmaspiegel von im
Mittel 0,046 bzw. 0,135 ng/ml erreicht (28). Wenn lloprost bei Patienten mit HIT II
anlésslich einer Operation unter extrakorporaler Zirkulation (EKZ) verabreicht wurde,
um Aggregation der Thrombozyten nach Gabe von Heparin zu verhindern, erreichte der
Plasmaspiegel durchschnittlich ca. 2 ng/ml bei einer Infusionsrate von 10 bis 48
ng/kg/min (24). Die in dieser Studie gewahlten lloprost-Konzentrationen decken somit
den ganzen therapeutischen Bereich ab. Zusatzlich wurde eine weit Uber der therapeuti-
schen Konzentration liegende lloprost-Lésung von 7,68 ng/ml gewdhlt, da in der Pilot-
studie deutlich sichtbare Anderungen in TEG-Parametern erst ab 1,92 ng lloprost /ml
beobachtet wurden. Die PFA-Zeit-Bestimmung wurde zusétzlich an Blutproben mit
0,24 ng lloprost /ml durchgefihrt, da in der Pilot-Studie alle PFA-Werte bei 0,48 ng
lloprost /ml den maximalen Wert 300 sec erreichten. Alle Testproben wurden nach
Zugaben von lloprost-Lésungen gut gemischt, und zwischen 30 Minuten und 2 Stunden

nach Fertigstellung der Test-Ldsungen wurden alle Messungen gestartet.



2.6 Statistische Analyse

Alle Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Fiir den Vergleich
der Werte zwischen Blutproben ohne lloprost und Blutproben mit verschiedenen
Iloprost-Konzentrationen wurde der Student-t-test fir gepaarte Daten herangezogen.
P < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.



3 Ergebnisse

3.1 Blutbild und Gerinnungsstatus der Probanden

Wie aus der Tabelle 4 ersichtlich, waren die Werte von Blutbild und Gerinnungsstatus

aller Probanden im Normbereich.

3.2 Einflusse von lloprost auf das Thrombelastogramm

Die Zugabe von lloprost in die Blutproben hatte zunédchst keinen Einfluss auf die vier
gebréuchlichen Parameter der TEG: Die Gerinnungszeit (coagluation time — CT), die
Gerinnselbildungszeit (clot formation time — CFT), die maximale Amplitude (maximale
Gerinnselfestigkeit - maximum clot firmness — MCF) sowie der Alpha-Winkel wurden
selbst bei der Uber dem therapeutischen Bereich liegenden Konzentration (7,68 ng/ml)
zuerst nicht beeinflusst (Tabelle5). Die charakteristische Anderung des Throm-
belastogramms war die Erweichung des Gerinnsels, nachdem die Gerinnselfestigkeit das
Maximum (MCF) erreicht hatte (Abb. 3). Diese Abnahme der Gerinnselfestigkeit wurde
60 min nach Erreichen der maximalen Gerinnselfestigkeit (MCF) als prozentuelle
Anderung von dem MCF-Wert angegeben (Abb.4). Zwar nimmt auch im normalen
Thrombelastogramm die Amplitude nach Erreichen des maximalen Wertes (MCF) lang-
sam ab und betrug 60 min nach Erreichen der maximalen Gerinnselfestigkeit 89 + 2%
von MCF, jedoch wurde diese Abnahme bei den Konzentrationen (ber 0,48 ng
lloprost/ml gegeniiber dem Ausgangswert (89 + 2%) statistisch signifikant grosser. Die
Amplitude des Thrombelastogramms 60 min nach Erreichen der maximalen Gerinnsel-
festigkeit betrug 87 + 2% vom MCF bei 0,48 ng lloprost/ml (P =0,013), 79 + 3% von
MCF bei 1,92 ng lprost/ml (P =0,000) und 73 + 4% von MCF bei 7,68 ng Iloprost/mi
(P =0,000). Eine exzessive Abnahme der Gerinnselfestigkeit nach Erreichen der maxi-
malen Gerinnselfestigkeit weist normalerweise auf eine Fibrinolyse hin. In dieser Studie

wurde jedoch die Abnahme der Gerinnselfestigkeit nicht durch die Fibrinolyse verur-



sacht, da sie durch Zugabe von Aprotinin (20 pl) in die Blutprobe nicht verhindert
werden konnte, d.h. Aprotinin hatte keinen Einfluss auf die TEG-Amplitude (Abb. 5).
Bei einer Fibrinolyse kann die Abnahme der Gerinnselfestigkeit typischerweise durch
Zugabe von Aprotinin aufgehoben werden (Aprotinin TEG — ApTEG - genannt bei
ROTEG) (Abb. 6) (29).

3.3 Einflusse von lloprost auf die PFA-Zeit

Im Gegensatz zu geringfiigigen Anderungen im Thrombelastogramm &nderten sich
eindeutig die PFA-Zeiten mit zunehmender Konzentration von lloprost (Tabelle 5). Die
Epinephrin-PFA-Zeit betrug ohne lloprost 137 + 31 sec und erreichte 300 sec (die
maximal messbare Zeit) bei allen Probanden bei der Konzentration von 0,48 ng
lloprost/ml. Allerdings lag die Epinephrin-PFA-Zeit bei zwei Probanden bereits ohne
lloprost Uber dem Normbereich (180 und 202 sec) (Abb. 7). Die ADP-PFA-Zeit war
ohne lloprost bei allen Probanden im Normbereich und betrug 93 + 16 sec. Sie erreichte bei
der Konzentration von 0,48 ng lloprost/ml bei 8 von 12 Probanden 300 sec und ab
1,92 ng lloprost/ml bei allen Probanden 300 sec. Die eindeutigen und statistisch signi-
fikanten Anderungen wurden ab 0,12 ng lloprost/ml fiir die Epinephrin-PFA-Zeit und ab
0,24 ng lloprost/ml fir die ADP-PFA-Zeit nachgewiesen.

3.4 Einflusse von lloprost auf die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie

Die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie zeigte bei 0,48 ng lloprost/ml eine statistisch
signifikante Abnahme des Impedanz-Wertes (13+3 gegen 18+2 Ohm, P =0,000)
(Tabelle 5). Er lag aber noch im Normbereich. Die Impedanz-Werte nahmen mit den
steigenden Konzentrationen von lloprost weiter ab und lagen bei 1,92 ng
lloprost/ml und 7,68 ng Iloprost/ml bei allen Probanden weit unter dem Normbereich (Abb. 8)
(Tabelle 5: 5+ 2 und 4 + 2 Ohm).
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3.5 Kurzfassung der Ergebnisse

Von den drei in dieser Studie verwendeten Messverfahren wurden die Anderungen der
Thrombozytenfunktion unter lloprost-Wirkung mit dem PFA-100-System am empfind-
lichsten erfasst. Die Epinephrin-PFA-Zeit verldngerte sich bereits bei 0,12 ng
lloprost/ml eindeutig und hoch signifikant. Sie erreichte die maximal messbare Zeit
(300 sec) bei allen Probanden bei der Konzentration von 0,48 ng lloprost/ml. Die ADP-
PFA-Zeit erreichte den maximal messbaren Wert bei 0,48 ng lloprost/ml bei den
meisten Probanden. Die Impedanz-Aggregometrie folgte dem PFA-System. Der Impe-
danz-Wert verkleinerte sich bei 0,48 ng lloprost/ml hoch signifikant und zeigte den
niedrigsten Wert bei 1,92 ng loprost/ml. Im Gegensatz zu den ersteren zwei Messver-
fahren konnte man zuerst in den gebrduchlichen TEG-Parametern CT (coagulation
time), CFT (clot formation time), MCF (maximum clot firmness) und Alpha-Winkel
keine Anderung feststellen. Die fir lloprost charakteristische Anderung zeigte sich erst
nach Erreichen der maximalen TEG-Amplitude in der Abnahme der Amplitude im
weiteren Verlauf. Die TEG-Amplitude, welche 60 min nach Erreichen der maximalen
Amplitude gemessen wurde, zeigte bei 1,92 ng lloprost/ml die hochsignifikante und
eindeutige Abnahme, sie erreichte aber bei dieser Konzentration noch nicht den nied-

rigsten Wert.
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4 Diskussion

4.1 Plasmakonzentration von lloprost in klinischer Anwendung

Den Ergebnissen dieser Studie zufolge erfassen die hier verwendeten drei Messmetho-
den TEG, Vollblut-Impedanz-Aggregometrie (Reagenz: Collagen 5 upl) und PFA-100-
System unterschiedliche Konzentrationsbereiche von lloprost. Die TEG zeigte eine
geringfiigige Anderung bei 0,48 ng/kg und eine deutlich erkennbare Anderung erst ab
1,92 ng/kg. Die Impedanz-Aggregometrie zeigte eine deutlich erkennbare Anderung ab
0,48 ng/kg, Epinephrin-PFA ab 0,12 ng/kg und ADP-PFA ab 0,24 ng/kg. Das PFA-100-
System reagiert also am empfindlichsten auf Wirkungen von lloprost in der Blutprobe,
und die TEG ist am wenigsten empfindlich. Eine intraventse Dauerinfusion von
lloprost in einer Dosis von 1 oder 3 ng/kg/min flhrte zu Steadystate-Plasmaspiegeln
von im Mittel 0,046 bzw. 0,136 ng/ml (28). Der klinische Dosisbereich von lloprost bei
Dauerinfusion liegt zwischen 0,5 und 2 ng/kg/min fur periphere arterielle Verschluss-
krankheit, Thrombangitis obliterans und Raynaud-Syndrom (Fachinformation, Schering
AG, Deutschland). Mit der TEG, der Vollblut-Impedanz-Aggregometrie (Collagen 5 pl)
und dem ADP-PFA konnte man also in diesem Dosisbereich keine Anderung in der
Thrombozytenfunktion feststellen. Um Heparin-induzierte Thrombozyten-Aggregation
waéhrend EKZ zu verhindern, verabreichten Kappa und Mitarbeiter (23,24) lloprost bis
zu dem Dosisbereich, bei dem die Thrombozyten-Aggregation durch Zusatz des
Heparins unter Kontrolle mit turbimetrischer Aggregometrie voll blockiert wurde.
Dabei betrug die Plasmakonzentration von lloprost 2,053 + 0,576 ng/ml. Die TEG
zeigte in der vorliegenden Studie erst in diesem Dosisbereich eine deutlich erkennbare
Anderung (TEG-Amplitude 60 min nach dem Erreichen der maximalen Amplitude bei
1,92 ng/ml). Antoniou und Mitarbeiter (26) verwendeten den HIPA (Heparin-induced
platelet activation)-Test (30,31), um die lloprost-Infusionsrate zu bestimmen. Sie
ermittelten zuerst mittels des in vitro HIPA-Tests die Konzentration von lloprost, bei
der die Heparin-induzierte Trombozyten-Aggregation im Blut des Patienten gehemmt

12



wird. Auf dieser Basis starteten sie lloprost-Infusionen mit der jeweiligen ausgetesteten
Infusionsrate nach Narkoseeinleitung und priften mittels des HIPA-Tests, ob die Trom-
bozyten-Aggregation tatsdchlich gehemmt wurde. Wenn die Trombozyten-Aggregation
noch nicht gehemmt war, erhtéhten sie die Infusions-Geschwindigkeit. Erst, wenn der
HIPA-Test negativ wurde, verabreichten sie Heparin. Die lloprost-Infusionsrate lag bei
ihrem Bericht von 6 bis 12 ng/kg/min. Wenn man annimmt, dass eine lineare Beziehung
zwischen der Infusionsrate und der Plasmakonzentration besteht, ergibt diese Infusions-
rate die Plasmakonzentration von etwa 0,27 bis 0,55 ng/ml. In diesem Konzentrations-
bereich wurde, zwar statistisch signifikant, jedoch nur eine geringfiigige Anderung in
der TEG-Amplitude 60 min nach Erreichen der maximalen Amplitude in der vorliegen-
den Arbeit beobachtet. Demgegeniiber waren die Anderungen in der Epinephrin- und
ADP-PFA-Zeit eindeutig. Die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie zeigte ebenfalls eine

erkennbare Anderung.

4.2 Effekte von Prostacyclin auf das Thrombelastogramm

Laut Literatursuche Uber ,,PubMed* und ,,Medline* wurde bis jetzt keine Arbeit Uber
Effekte von lloprost auf das Thrombelastogramm veroffentlicht. Es gibt lediglich einige
Berichte Uber die Wirkung von Prostacyclin auf das Thrombelastogramm in den letzten
zwanzig Jahren. Niedrige Konzentrationen von Prostacyclin (0,01, 0,10 und 0,50
ng/ml), die wéhrend inhalativer Applikation im systemischen Kreislauf nachweisbar
sein konnen, zeigen bereits hemmende Wirkungen auf die Thrombozyten-Aggregation
unter der turbimetrischen Aggregometrie, haben aber keine Effekte auf die TEG (32). In
einer Studie wurde Prostacyclin in Aerosolform in einer Dosis von 2,5 bzw. 5 pg/min
nach Herzoperationen fir 6 Stunden verabreicht und Anderungen in der turbimetrischen
Aggregometrie bzw. der TEG wurden untersucht (33). Nach 6-stundiger Inhalation war
die ADP-induzierte Thrombozyten-Aggregation bei beiden Dosierungen gehemmt,
wéhrend die maximale Amplitude (,MCF* in der vorliegenden Studie) des Thromb-
elastogramms gar nicht beeinflusst wurde. In dieser Studie war die CT (coagulation
time; Zeit bis zum Beginn des Gerinnungsprozess; ein Mall des plasmatischen Gerin-
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nungsstatus) unter Gabe von 2,5 bzw. 5 pg Prostacyclin/min nach 4-bzw. 6-stindiger
Inhalation verlangert. Eine deutlich erkennbare Anderung in der maximalen Amplitude
des Thrombelastogramms wurde mit mehr als 50 ng Prostacyclin/ml (in vitro Studie)
von Holloway DS und Mitarbeiter beobachtet (34). Charakteristisch flr Prostacyclin
war dabei, dass die Amplitude nach Erreichen des Maximums, &hnlich wie unter der
Wirkung von lloprost in der vorliegenden Studie, sich reduzierte. Anders als das
Thrombelastogramm von lloprost vergroRerte sich die Amplitude wieder, nachdem sie
sich einmal verkleinerte. Die maximale Amplitude der ersten Gerinnselbildung (-befes-
tigung) und die Dauer der Amplituden-Verkleinerung waren abhéngig von den
Konzentrationen von Prostacyclin. Die maximale Amplitude der zweiten Gerinnselbe-
festigung war auch unter der Wirkung von Prostacyclin fast genau so grol3 wie bei der
Kontrolle (ohne Prostacyclin). Die Autoren interpretierten die erste Gerinnselbefes-
tigung als Fibrin-Gerinnselbildung mit nur mittelm&Biger Beteiligung der Throm-
bozyten. Die zweite Phase der Gerinnselbefestigung, d.h. die VergroRerung der Amplitude
nach einmaliger Reduzierung der Amplitude, sollte ein Ausdruck der Erholung der
Throbozytenfunktion nach Aufhebung der Prostacyclin-Aktivitdt sein. Da lloprost eine
viel langere Wirkungsdauer als Prostacyclin hat, ist es mdglich, dass die Erholungs-
phase unter der Wirkung von lloprost waéhrend der gesamten Aufzeichnung

des Thrombelastogramms (ca. 150 min) nicht auftritt.

4.3 Effekte von lloprost auf das Thrombelastogramm, die Vollblut- Impedanz-

Aggregometrie und die PFA-Zeit

Wahrend in der Arbeit von Holloway DS und Mitarbeitern (34) die maximale Ampli-
tude (MCF) der ersten Gerinnselbefestigung unter Prostacyclin dosisabhéngig war, gab
es keinen Unterschied in den maximalen Amplituden zwischen verschiedenen Iloprost-
Konzentrationen in der vorliegenden Arbeit. Deshalb ist es nicht méglich, von den
maximalen Amplituden des Thrombelastogramms die Effekte von lloprost auf die
Thrombozytenfunktion zu beurteilen. Dosisabhingige Anderungen unter der Wirkung
von lloprost sind nur in der Abnahme der Amplitude des Thrombelastogramms nach

14



Erreichen der maximalen Amplitude zu sehen. In der vorliegenden Studie wird die
Amplitude 60 min nach Erreichen der maximalen Amplitude zur Datenanalyse angege-
ben. Eine geringfiigige aber statistisch signifikante Anderung der Amplitude war bei
0,48 ng lloprost/ml zu sehen, d. h. gerade im Dosisbereich, der unter dem Einsatz von
lloprost als Aggregationshemmer bei Patienten mit HIT Il in Frage kommt. Die Ande-

rung wurde erst ab 1,92 ng/ml deutlich erkennbar.

Ebenso sind die Effekte von lloprost in diesem Dosisbereich mit Vollblut-Impedanz-
Aggregometrie (Collagen 5 pl) zu beurteilen. Die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie
hat dabei einen Vorteil gegeniiber der TEG: Die lloprost-Wirkung ist bereits bei 0,48
ng loprost/ml deutlich erkennbar, wéhrend die Anderung im Thrombelastogramm erst
bei 1,92 ng lloprost/ml deutlich wird. Da aber bei 0,48 ng lloprost/ml der Impedanz-
Wert noch grenzwertig im Normbereich (13 — 23 Ohm) liegt, ist es nétig, Anderungen
aus dem Ausgangswert zu berucksichtigen. Das PFA-100-System ist empfindlicher als
die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie und die TEG, hat aber einen Nachteil gegenuber
den letzteren zwei Methoden: Ausgangswerte vom PFA-100-System sind oft nicht im
Normbereich, insbesondere bei Patienten, die antithrombozytare Medikation préoperativ
einnehmen (35,36) bzw. bei Patienten mit Aortenstenose (37). Wenn die PFA-Zeit
praoperativ verlangert ist, kann die PFA-Zeit bereits bei weit unter dem flr Patienten
mit HIT Il angestrebten Dosisbereich den maximal messbaren Wert (300 sec) erreichen,
so dass die Beurteilung von lloprost-Effekten nicht moéglich wird. Im extremen Fall,
wenn die PFA-Zeit ohne lloprost den maximal messbaren Wert betrégt, ist das PFA-
100-System ohne Nutzen. Wenn man annimmt, dass die Plasmakonzentration von
lloprost, welche fir die Hemmung der Heparin-induzierten Thrombozyten-Aggregation
notig ist, uber 0,3 ng/ml liegt, so sollte man zur Beurteilung von lloprost-Wirkungen in
erster Linie die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie nutzen. Das PFA-100-System sollte
zusétzlich genutzt werden, wenn die PFA-Zeit vor lloprost-Gabe im Normbereich liegt.
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4.4 Vergleich zwischen drei Thrombozytenaggregationshemmern Prostacyclin, lloprost

und Tirofiban

Prostacyclin sollte nach Studien in den 80er Jahren (38,39,40) in einer Infusionsrate von
20 bis 50 ng Prostacyclin/kg/min verabreicht werden, um die Aktivierung der Throm-
bozyten zu verhindern. Die Dosis von Prostacyclin fiir die Behandlung von ,,Raynaud’s
disease” bzw. pulmonaler Hypertension betragt 7 bis 8 ng/kg/min (41,42). Nach einem
Infusionsschema von Prostacyclin  zur Verhinderung der Thrombozyten-Aggregation
bei Patienten mit HIT I, die sich einem kardialen Eingriff unter EKZ unterziehen,
betragt die Standarddosis 30 ng Prostacyclin/kg/min vor Heparin-Gabe (43). Somit ist
der Dosisbereich von Prostacyclin &hnlich oder bis etwa achtmal héher als derjenige
von lloprost. Nach dem Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Studie mit den
Literaturangaben Uber die Dosisbereiche von Prostacyclin ist also die maximale
Amplitude (MCF) des Thrombelastogramms fir beide Medikamente bei den therapeu-
tisch in Frage kommenden Dosisbereichen zur Beurteilung der Medikamenten-Wirkung
kaum von Nutzen, da die MCF-Werte in den Dosisbereichen keine Anderung zeigten.
Die fir lloprost charakteristiscne TEG-Anderung zeigte sich nur in der Abnahme der
Amplitude nach Erreichen der maximalen Amplitude. Die Vollblut-Impedanz-Aggre-
gometrie zeigte zwar ab 0,48 ng lloprost/ml statistisch signifikante Anderungen, aber
die Aggregation war selbst bei dem hochsten Dosisbereich bzw. weit Uber diesem
Bereich (1,92 bzw. 7,68 ng/ml) mittels dieser Melmethode nicht vollig gehemmt. Diese
Beobachtungen stehen im Gegensatz zu den Beobachtungen am Glycoprotein 1ib/llla-
Antagonist Tirofiban, bei dem innerhalb des therapeutischen Bereichs der Plasmakon-
zentration die drei Parameter des Thrombelastogramms CFT (clot formation time),
MCF, Alpha-Winkel bzw. Impedanz-Werte der Vollblut-Aggregometrie deutlich sicht-
bare Anderungen anzeigten und die Aggregation gerade oberhalb des therapeutischen
Bereichs vollig gehemmt war (44).

Im Unterschied zu lloprost und Prostacyclin, die durch die Erhéhung des intrazelluldaren
Gehaltes vom cyclischen Adenosinmonophosphat (CAMP) eine Thrombozyten-Aggre-

gation hemmen, blockiert Tirofiban direkt die Endstrecke der Thrombozyten-Aggrega-
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tion, den Fibrinogenrezeptor Glycoprotein-l1lb/Il1la-Rezeptor. Die Blockade der Fibrino-
genbindungsstelle  durch  Glycoprotein  1lb/lIlla-Rezeptoraantagonisten  fihrt  deshalb
unabhéngig von der Art der Thrombozytenaktivierung zur Hemmung der Aggregation.
Antithrombozytdre Substanzen, die vor der Endstrecke der Thrombozytenaggregation
bestimmte Aktivierungsschritte der Thrombozyten beeinflussen, wie z.B. Erhéhung der
cyclischen Nukleotide, Hemmung der Zyklooxygenase bzw. Interaktion mit Aktivie-
rungsrezeptoren der Thrombozytenoberflache, konnen moglicherweise je nach dem
zugefugten Aktivator nicht zur klaren Hemmung der Aggregation flihren. Acetylsalicyl-
sdure (Aspirin), z.B., entfaltet seine aggregationshemmende Wirkung durch die
Hemmung der Zyklooxygenase, die in den Thrombozyten an der Entstehung von
Thromboxan A, aus der Arachidonsdure beteiligt ist. Thromboxan A, wirkt aggrega-
tionsférdernd und vasokonstriktorisch. Die Hemmung der Thromboxan A,-Produktion
durch Acetylsalicylsédure fihrt deshalb zur Hemmung der Aggregation. Die aggrega-
tionshemmende Wirkung der Acetylsalicylséure lasst sich aber mittels der TEG nicht
erfassen (45). Stattdessen hat die Epinephrin-PFA-Zeit eine hohe Sensitivitat fur
Acetylsalicylséure (35,46).

4.5 Vergleich zwischen drei Messverfahren Thrombelastographie, Vollblut-Impedanz-
Aggregometrie und PFA-100-System

Das PFA-100-System erfasst die Thrombozytenfunktion unter hoher Shear-Stress-
Bedingung (Schubspannung), d.h. unter der Bedingung des arteriellen Blutflusses und
ist von verschiedenen Einflussfaktoren, u.a. vom von Willebrand-Faktor stark abhangig
(47,48,49). Die Aggregometrie erfasst die Thrombozytenfunktion ohne Shear-Stress
unter der Bedingung des ventsen Blutflusses. Die maximale Amplitude (MCF) des
Thrombelastogramms ist Ausdruck der Interaktion von Thrombozyten und plasmati-
schen Gerinnungsfaktoren, insbesondere Fibrinogen (50). So wird die Thrombozyten-
funktion mit verschiedenen Methoden aus verschiedenen Aspekten analysiert. Die
Beobachtungen in der vorliegenden Studie, dass die hier verwendeten drei Messverfah-
ren unterschiedliche Sensitivitdten fur die aggregationshemmenden Wirkungen von
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lloprost aufweisen, sind deshalb nicht U(berraschend. Das PFA-100-System ist am
empfindlichsten auf Wirkungen von lloprost und die TEG am wenigsten aussagefahig.
Um die Wirkungen von lloprost im fir HIT I1l-Patienten angestrebten Dosisbereich
schnell zu beurteilen, sollten in erster Linie die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie und

zusétzlich das PFA-100-System verwendet werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde die Frage gestellt, inwieweit die Effekte von lloprost
auf die Thrombozytenfunktion mit der Thrombelastographie (TEG), der Vollblut-Impe-
danz-Aggregometrie und dem PFA-100-System beurteilt werden konnen. lloprost ist
eine chemisch stabile, synthetische Substanz, die pharmakologisch dem Prostacyclin
ahnelt (Prostacyclin—Analogon). Es wirkt aggregationshemmend auf Thrombozyten und
vasodilatatorisch. Iloprost findet u.a. Anwendung bei Patienten mit der Anamnese der
Heparin-induzierten Thrombozytopenie Typ Il (HIT 1), die sich einer Operation unter
Zuhilfenahme der Herz-Lungen-Maschine unterziehen. lloprost wird solchen Patienten
hochdosiert infundiert, um die durch Heparin-Gabe hervorgerufene Thrombozyten-
Aggregation zu verhindern. Eine wichtige und praktische Frage ist dabei, wie hoch
lloprost dosiert werden soll. Da lloprost bei hoher Dosierung zu einem massiven syste-
mischen Druckabfall fihren kann, sollte die Dosis von lloprost optimal eingestellt

werden. Dazu wird ein einfacher ,,Bedside-Test" der Thrombozytenfunktion bendétigt.

Die Ergebnisse stammen von 12 gesunden Probanden, die in den letzten 21 Tagen vor der
Blutentnahme keine antithrombozytdre Medikation erhielten. Fir die TEG, die
Vollblut-Impedanz-Aggregometrie und das PFA-100-System wurden Blutproben mit
verschiedenen lloprost-Konzentrationen, die den gesamten therapeutischen Dosisbe-
reich abdecken (0, 0,03, 0,12, 0,48 und 1,92 ng/ml) und ferner eine zusatzliche Blut-
probe mit einer weit Uber dem therapeutischen Bereich liegenden Konzentration von
lloprost (7,68 ng/ml) hergestellt. Fir das PFA-100-System wurde zusétzlich eine Blut-
probe zu 0,24 ng lloprost/ml vorbereitet. Der Ablauf der TEG wurde durch den intrinsi-
schen Aktivator beschleunigt. Zur Vollblut-Impedanz-Aggregometrie wurden die Blut-
proben mit Kollagen (5 pl) stimuliert. Die thrombozytenabhangige Hamostase unter
Shear-Stress-Bedingungen (PFA-100) wurde durch Kollagen-Epinephrin oder Kolla-
gen-ADP im System aktiviert.

Von den drei in dieser Studie verwendeten Messverfahren wurden die Anderungen der
Thrombozytenfunktion unter Iloprost-Wirkungen durch das PFA-System am empfind-
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lichsten erfasst. Die Epinephrin-PFA-Zeit verldngerte sich bereits bei 0,12 ng
lloprost/ml eindeutig und hoch signifikant. Sie erreichte die maximal messbare Zeit (300 sec)
bei allen Probanden bei der Konzentration von 0,48 ng lloprost/ml. Die ADP-
PFA-Zeit war ab 0,24 ng lloprost/ml eindeutig verldngert und erreichte den maximal
messbaren Wert bei 0,48 ng lloprost/ml bei den meisten Probanden. Die Vollblut-Impe-
danz-Aggregometrie folgte in der Empfindlichkeit dem PFA-100-System. Der Impe-
danz-Wert verkleinerte sich bei 0,48 ng lloprost/ml hoch signifikant und zeigte
den niedrigsten Wert bei 1,92 ng lloprost/ml. Im Gegensatz zu den ersteren zwei Messver-
fahren konnte man in den gebrduchlichen TEG-Parametern, der Gerinnungszeit
(coagluation time — CT), der Gerinnselbildungszeit (clot formation time — CFT), der
maximalen Amplitude (maximale Gerinnselfestigkeit - maximum clot firmness — MCF)
sowie dem Alpha-Winkel, keine Anderung feststellen. Erst nach Erreichen der maxi-
malen TEG-Amplitude zeigte sich die fiir Iloprost charakteristische Anderung in
der Abnahme der Amplitude. Die TEG-Amplitude, die 60 min nach Erreichen der maxi-
malen Amplitude gemessen wurde, zeigte bei 0,48 ng lloprost/ml eine geringfiligige aber
statistisch  signifikante Anderung und erst ab 1,92 ng/ml die hochsignifikante und
eindeutige Abnahme, sie erreichte aber bei dieser Konzentration noch nicht den nied-

rigsten Wert.

Nach den Ergebnissen dieser Studie sollten in erster Linie die Vollblut-Impedanz-
Aggregometrie und zusétzlich das PFA-100-System verwendet werden, um die
Wirkungen von lloprost im fir HIT Il-Patienten angestrebten Dosisbereich beurteilen
und die Dosis gegebenenfalls korrigieren zu kénnen.
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Abbildung 1. Kuvette und Stempel.

1. Kivette, 2. Stempel, 3. Kugellager, 4. Optisches Signal

Die Probe (Citratblut), CaCl, und der intrinsische Aktivator (Thromboplastin-phospho-
lipid) werden in die Kivette (1) gegeben. In die Probe taucht der Stempel (2) ein, der um
4,75 Grad nach rechts und links gedreht wird. Die Drehung des Stempels, die durch

Bildung des Gerinnsels allméhlich eingeschrénkt wird, wird optisch erfasst (4) und in die
TEG-Amplitude umgerechnet.
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Abildung 2. Schematische Darstellung eines Thrombelastogramms.

Gerinnungszeit: Coagulation Time (CT). Zeit bis zum Beginn des Gerinnungsprozesses.
Gerinnselbildungszeit: Clot Formation Time (CFT). Zeit, die das Gerinnsel benétigt, um ab
Beginn der Gerinnselbildung eine definierte Grundfestigkeit (Amplitude = 20mm) zu
erreichen.

Maximalamplitude: Maximum Clot Firmness (MCF).

Alpha: Alpha-Winkel. Ein Mal} fir die Schnelligkeit der Gerinnselbildung.

Fibrinolyse (%): Prozentuelle Angabe der TEG-Amplitude im Vergleich zur maximalen
Amplitude.
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CT: coagulation time (x) CFT: clot formation timg gk)
MCF: maximum clot firmness (MA) MCE: maximum clot elasticilty
A<x>: amplitude at <x> minutes after CT

Abbildung 3. Thrombelastogramme unter Iloprost-Wirkung und ohne Iloprost. Das obere
Bild zeigt die charakteristische Anderung des Thrombelastogramms unter Iloprost (7,68
ng/ml)-Wirkung. Nachdem die Gerinnselfestigkeit das Maximum (MCF) erreicht hat,
erweichte das Gerinnsel. Die Amplitude war in diesem Beispiel 71% des MCF-Wertes 60
min nach Erreichen des Maximums (LI60: 71%). Das untere Bild zeigt das
Thrombelastogramm ohne lloprost. Eine geringfligige Erweichung des Gerinnsels ist auch
im normalen Thrombelastogramm zu sehen. Die Amplitude war in diesem Beispiel 93%
des MCF-Wertes 60 min nach Erreichen des Maximums (L160: 93%).

CT: coagulation time, CFT: clot formation time, MCF: maximum clot firmness, alp: alpha-
angle, ML: maximum lysis, prozentueller Anteil der Differenz zwischen der maximalen
Amplitude (MCF) und der kleinsten nach Erreichen der MCF ermittelten Amplitude, A(X):
Amplitude (x) Minuten ab Beginn der Gerinnselbildung, LI (x): clot lysis index,

prozentueller Anteil der Amplitude zum Zeitpunkt (x) Minuten nach Erreichen der MCF
von der MCF.
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Abbildung 4. Effekte wvon [lloprost mit steigenden Konzentrationen auf die
Thrombelastogramm-Amplitude. Die Erweichung des Gerinnsels, nachdem die
Gerinnselfestigkeit das Maximum (MCF) erreicht hat, wurde 60 min nach
Erreichen der maximalen Gerinnselfestigkeit als prozentuelle Anderung von dem
MCF-Wert angegeben. Bei allen Probanden nahm die Amplitude 60 min nach Erreichen der

maximalen Gerinnselfestigkeit mit steigenden Konzentrationen von
lloprost ab.
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CT: coagulation time (r) CFT: clot formation time (k)
MCF: maximum clot firmness (MA) MCE: maximum clot elasticity
A<x>: amplitude at <x> minutes after CT

Abbildung 5. Thrombelastogramme unter lloprost-Wirkung bzw. unter Iloprost und
Aprotinin-Wirkung. Das obere Bild zeigt ein typisches Thrombelastogramm unter lloprost
(7,68 ng/ml)-Wirkung. Um zu prifen, ob die Abnahme der Gerinnselfestigkeit nach
Erreichen des Maximums (MCF) durch eine Fibrinolyse verursacht wurde, wurde
Aprotinin (20 pl) in die Blutprobe zusétzlich gegeben. Wie das untere Thromb-
elastogramm (ApTEG) zeigt, wurde die Abnahme der Amplitude dadurch nicht verhindert.
CT: coagulation time, CFT: clot formation time, MCF: maximum clot firmness, alp: alpha-
angle, ML: maximum lysis, prozentueller Anteil der Differenz zwischen der maximalen
Amplitude (MCF) und der kleinsten nach Erreichen der MCF ermittelten Amplitude, A(X):
Amplitude (x) Minuten ab Beginn der Gerinnselbildung, LI (x): clot lysis index,
prozentueller Anteil der Amplitude zum Zeitpunkt (x) Minuten nach Erreichen der MCF
von der MCF.
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CT: coagulatien time (z) CFT: clot formation time (k)
MCF: maximum clot firmness (MA) MCE: maximum clot elasticity
A<x>: amplitude at <x> minutes after CT

Abbildung 6. Thrombelastogramm einer Fibrinolyse. Das obere Thrombelastogramm zeigt
ein Beispiel der Fibrinolyse, die bei einem Patienten wéahrend der extrakorporalen
Zirkulation beobachtet wurde. Das untere Bild (ApTEG) zeigt das Thrombelastogramm
der gleichen Blutprobe, in die Aprotinin (20 pl) zugemischt wurde. Wie das untere
Thrombelastogramm zeigt, wird die Auflosung des Gerinnsels durch Zumischung von
Aprotinin verhindert.

CT: coagulation time, CFT: clot formation time, MCF: maximum clot firmness, alp: alpha-
angle, ML: maximum lysis, prozentueller Anteil der Differenz zwischen der maximalen
Amplitude (MCF) und der kleinsten nach Erreichen der MCF ermittelten Amplitude, A(x):
Amplitude (x) Minuten ab Beginn der Gerinnselbildung, LI (x): clot lysis index,
prozentueller Anteil der Amplitude zum Zeitpunkt (x) Minuten nach Erreichen der MCF
von der MCF, F: Zeitspanne von Erreichen der MCF bis die Amplitude unter 2 mm sinkt,
d.h. bis sich das Gerinnsel wieder vollstandig aufgeldst hat.
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Abbildung 7. Effekte von Iloprost mit steigenden Konzentrationen auf die PFA-Zeit.
Die Epinephrin-PFA-Zeit lag bei zwei Probanden bereits ohne lloprost tUber dem
Normbereich (60-175 sec). Die ADP-PFA-Zeit war ohne Iloprost bei allen
Probanden im Normbereich (50-110 sec). Die Epinephrin-PFA-Zeit erreichte 300 sec
(die maximale messbare Zeit) an allen Probanden bei der Konzentration von 0,48 ng
lloprost/ml. Die ADP-PFA-Zeit erreichte bei der Konzentration von 0,48 ng
lloprost/ml bei 8 von 12 Probanden 300 sec und ab 1,92 ng lloprost/ml bei allen
Probanden 300 sec.
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Abbildung 8. Effekte von lloprost mit steigenden Konzentrationen auf die
Vollblut-Impedanz-Aggregometrie. Impedanz-Werte lagen ohne lloprost bei allen
Probanden im Normbereich (13-23 Ohm). Bei 1,92 ng lloprost/ml und 7,68 ng
Iloprost/ml lagen sie bei allen Probanden weit unter dem Normbereich.
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Tabelle 1. Herstellung verschiedener Iloprost-Ldsungen

Unverdunnt (50 pg/2,5 ml)

Losung |

lloprost  +

(1,0 ml)
Losung 11

lloprost +

(0,5 ml)
Losung 1

lloprost +

(0,1 ml)
Losung IV

Losung I+

(1,0 ml)
Losung V

Iloprost +

(0,02 ml)
Losung VI

lloprost +

(0,005 ml)

20 pg/ml

NaCl
@2,5ml) 8 pg/ml

NaCl
(4,5ml) 2 pg/mi

NaCl
(3,9ml) 0,5 pug/ml

NaCl
(2,0 ml) 0,25 pg/ml

NacCl
(3,18 ml) 0,125 pg/ml

NaCl

(3,195 ml) 0,03125 pg/ml
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Tabelle 2. Herstellung der Testproben im 2 ml Citratblut

Iloprost-Konzentration

Zugabe der lloprost-

in Blutprobe Losung (s. Tabelle 1)
0,00 ng/ml 1,92 ul NaCl
0,03 ng/ml (0,06 ng/2 ml) 1,92 pl Losung VI
0,12 ng/ml (0,24 ng/2 ml) 1,92 pl Losung V
0,48 ng/ml (0,96 ng/2 ml) 1,92 pul Losung 11
1,92 ng/ml (3,84 ng/2 ml) 1,92 ul Lésung 1
7,68 ng/ml (15,36 ng/2 ml) 1,92 pl Losung |
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Tabelle 3. Herstellung der Testproben im 3,8 ml Citratblut

Iloprost-Konzentration

Zugabe der lloprost-

in Blutprobe Losung (s. Tabelle 1)

0,00 ng/ml 3,65 pl NaCl

0,03 ng/ml (0,114 ng/3,8 ml) 3,65 pl Losung VI
0,12 ng/ml (0,456 ng/3,8 ml) 3,65 ul Losung V
0,24 ng/ml (0,912 ng/3,8 ml) 3,65 ul Losung 1V
0,48 ng/ml (1,824 ng/3,8 ml) 3,65 pl Losung 11
1,92 ng/ml (7,296 ng/3,8 ml) 3,65 ul Losung Il
7,68 ng/ml (29,184 ng/3,8 ml) 3,65 pl Losung |
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Tabelle 4. Blutbild und Gerinnungsstatus der Probanden (N = 12)

Hamoglobin (g/l) 14,6 + 0,8 14,6 (13,3 -15,9)
Thrombozyten (x1000/ul) 243 + 35 245 (177 - 291)
PTT (sec) 26 + 2 25 (24 - 29)
Quick-Wert (%) 97 +6 100 (85 - 100)
INR 1,0+0,1 1,0(0,9-1,1)
Fibrinogen (mg/dl) 247 + 63 241 (188 — 399)
Antithrombin 111 (%) 101 + 10 100 (78 — 118)

Mittel + Standardabweichung, Median (Minimum — Maximum)
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Tabelle 5. TEG, PFA und Aggregometrie bei verschiedenen lloprost-Konzentrationen (N=12)

lloprost-Konzentration (ng/ml)

0 0,03 0,12 0,24 0,48 1,92 7,68
TEG
CT (min) 153+24 154422 152428 150+23 147430 153+24
P-Werte ,864 ,910 ,666 ,375 914
CFT (min) 75+17 73410  76+13 77414 72414 7049
P-Werte ,648 ,547 ,485 ,320 ,286
MCF (mm) 57+3 58+3 57+4 58+5 59+5 58+5
P-Werte ,854 1,000 ,584 ,079 ,342
Alpha (°) 76+3 7642 75+3 75+3 75+3 7642
P-Werte ,905 ,085 ,062 ,220 ,815
Amplitude 60min (%) 89+2 89+2 88+2 87+2 79+3 73+4
P-Werte ,152 ,085 ,013 ,000 ,000
PFA (sec)
Epinephrin 137+31 162+54 208+61 275+43  300+0 300+0  300+0
P-Werte ,055 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
ADP 93+16 100+21  97+18 174+94 244+84  300+0  300+0
P-Werte ,452 ,591 ,019 ,000 ,000 ,000
Adggregometrie (Ohm)
Kollagen 18+2 17+2 16+2 13+3 5+2 4+2
P-Werte ,294 ,051 ,000 ,000 ,000

Mittel + Standardabweichung, Werte im Fettdruck: Anderungen statistisch signifikant gegentiber
Ausgangswerten, P-Werte: Signifikanztest zwischen Ausgangswerten und Werten jeweiliger Iloprost-
Konzentrationen

TEG = Thrombelastographie, PFA = Platelet Function Analyser, CT = Coagulation Time, CFT = Clot
Formation Time, MCF = Maximum Clot Firmness, Alpha = Alpha-Winkel, Amplitude 60 min (%): TEG-
Amplitude 60 Minuten nach Erreichen der maximalen Amplitude (MCF) als Prozent von MCF, ADP =
Adenosin diphosphat
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Effekte von Prostacyclin-Analogon ,,Iloprost* auf Thrombelastographie, Vollblut-
Impedanz-Aggregometrie und Thrombozytenfunktion unter Shear-Stress-Bedingung
(PFA-100) - Eine ,,in vitro* Studie -

Stefan Johannes Zietlow, Werfelweg 15, 32545 Bad Oeynhausen

Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde die Frage gestellt, inwieweit die Effekte von lloprost auf die
Thrombozytenfunktion mit den schnell und einfach durchfiihrbaren Tests Thrombelasto-
graphie (TEG), Vollblut-Impedanz-Aggregometrie und PFA-100-System beurteilt werden
konnen. lloprost ist eine chemisch stabile, synthetische Substanz, die pharmakologisch dem
Prostacyclin ahnelt (Prostacyclin-Analogon). Es wirkt aggregationshemmend auf Thrombo-
zyten und vasodilatatorisch. lloprost findet u.a. Anwendung bei Patienten mit der Anamnese
der Heparin-induzierten Thrombozytopenie Typ Il (HIT 11), die sich einer Operation unter
Zuhilfenahme der Herz-Lungen-Maschine unterziehen. Iloprost wird solchen Patienten hoch-
dosiert infundiert, um die durch Heparin-Gabe hervorgerufene Thrombozyten-Aggregation zu
verhindern. Eine wichtige und praktische Frage ist dabei, wie hoch lloprost dosiert werden
soll. Da lloprost bei hoher Dosierung zu einem massiven Blutdruckabfall fihren kann, sollte
die Dosis von lloprost optimal eingestellt werden. Dazu wird ein einfacher ,,Bedside-Test“
der Thrombozytenfunktion benétigt.

Die Ergebnisse stammen von 12 gesunden Probanden, die in den letzten 21 Tagen vor der
Blutentnahme keine antithrombozytéare Medikation erhielten. Fir diese ,in vitro* Studie
wurden Blutproben mit verschiedenen lloprost-Konzentrationen, die den gesamten therapeuti-
schen Dosisbereich abdecken (0, 0,03, 0,12, 0,24, 0,48 und 1,92 ng/ml) und zusétzlich eine
weitere Blutprobe mit einer weit Uber dem therapeutischen Bereich liegenden Konzentration
von lloprost (7,68 ng/ml) hergestellt.

Von den drei in dieser Studie verwendeten Messverfahren wurden die Effekte von lloprost
durch das PFA-System am empfindlichsten erfasst. Die Epinephrin-PFA-Zeit verlangerte sich
bereits bei 0,12 ng lloprost/ml eindeutig und hoch signifikant. Sie erreichte die maximal
messbare Zeit (300 sec) bei allen Probanden bei der Konzentration von 0,48 ng lloprost/ml.
Die ADP-PFA-Zeit war ab 0,24 ng lloprost/ml eindeutig verlangert und erreichte den maxi-
mal messbaren Wert bei 0,48 ng lloprost/ml bei den meisten Probanden. Die Vollblut-Impe-
danz-Aggregometrie folgte in der Empfindlichkeit dem PFA-100-System. Der Impedanz-
Wert verkleinerte sich bei 0,48 ng lloprost/ml hoch signifikant und zeigte den niedrigsten
Wert bei 1,92 ng lloprost/ml. Im Gegensatz zu den ersteren zwei Messverfahren konnte man
in den gebrduchlichen TEG-Parametern, der Gerinnungszeit, der Gerinnselbildungszeit, der
maximalen Amplitude sowie dem Alpha-Winkel, keine Anderung feststellen. Erst nach Errei-
chen der maximalen TEG-Amplitude zeigte sich die fiir lloprost charakteristische Anderung
in der Abnahme der Amplitude. Die TEG-Amplitude, welche 60 min nach Erreichen der
maximalen Amplitude gemessen wurde, zeigte bei 0,48 ng lloprost/ml eine geringfiigige aber
statistisch signifikante Anderung und erst ab 1,92 ng/ml die hochsignifikante und eindeutige
Abnahme, sie erreichte aber bei dieser Konzentration noch nicht den niedrigsten Wert.

Nach den Ergebnissen dieser Studie sollten in erster Linie die Vollblut-Impedanz-Aggrego-
metrie und zusétzlich das PFA-100-System verwendet werden, um die Wirkungen von
lloprost im fur HIT I1-Patienten angestrebten Dosisbereich beurteilen und die Dosis gegebe-
nenfalls korrigieren zu kénnen.

Prof. Dr. med. Kazuo Inoue
Institut fir Anésthesiologie

Herz und Diabeteszentrum NRW
32545 Bad Oeynhausen
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