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1. Einleitung

Die durch Thrombozyten initiierte Thrombose spielt eine zentrale Rolle in der Pathoge-
nese des akuten Koronarsyndroms und der akuten ischdmischen Komplikationen
nach einer perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA)."? Die Entstehung
einer spontanen bzw. durch PTCA verursachten Endothelldsion fiihrt zur Adhdsion,
Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten. Die Thrombozytenaggregate bilden
schlieBlich einen Thrombus in den Koronarien, der zur Myokardischdmie fuhrt. Grof3e
Bedeutung besitzt bei diesem Vorgang der Glykoprotein-l11b/llla-Komplex auf der
Thrombozytenoberflache.** Wahrend auf der ruhenden Oberflache der Thrombozyten
keine Bindung zwischen Glykoprotein-llb/I1la-Komplex und Fibrinogen besteht, fuhrt
die Aktivierung der Thrombozyten u.a. zur Rekrutierung weiterer Glykoprotein-1Ib/Illa-
Rezeptoren aus den inneren Speichern und zur Freilegung von Bindungsstellen flr

Fibrinogen.

Die Entwicklung einer neuen Klasse von Medikamenten, welche die Bindung von
Fibrinogen an den Glykoprotein-lib/Illa-Rezeptoren hemmen, erdffnete somit die
Madglichkeit, thrombotische Komplikationen im akuten Koronarsyndrom und nach
PTCA zu reduzieren.”® Die Behandlung mit den Glykoprotein-11b/I11a-Antagonisten ist
heute eine Standardmalinahme in der interventionell tatigen Kardiologie, auf Intensiv-
stationen und im Herzkatheterlabor. Grundlage fir den Einsatz vom Glykoprotein-
I1b/I1la-Antagonisten Tirofiban waren die positiven Ergebnisse der RESTORE
(Randomized Efficacy Study of Tirofiban for Outcome and REstenosis)-,’> PRISM
(Platelet Receptor Inhibition in Ischemic Syndrome Management)-’ und PRISM-PLUS
(Platelet Receptor Inhibition in Ischemic Syndrome Management in Patients Limited by

Unstable Signs and Symptoms)™-Studie.

Fur den klinisch tatigen Anasthesisten in der Kardiochirurgie stellt sich die Frage nach
einem geeigneten Monitoring der Thrombozytenfunktion bei einer Therapie mit
Glykoprotein-11b/llla-Antagonisten, dies sowohl unter der Problematik einer

Unterdosierung und der daraus resultierenden Gefahr einer Geféalocclussion und



Myokardischamie, als auch aus dem Risiko einer Uberdosierung mit konsekutiven
Blutungskomplikationen und exzessivem Transfusionsbedarf bei dringlich erforder-

licher Myokardrevaskularisierung.

Auch die peri- und intraoperative Gabe von Glykoprotein-11b/Il11a-Antagonisten durch
den Andsthesisten erscheint bei bestimmten Indikationen sinnvoll. So verwendeten
Koster et al.™ den Glykoprotein-l1b/Illa-Antagonisten Tirofiban bei Patienten mit
heparininduzierter Thrombozytopenie Typ Il (HIT Il1), die sich einer Herzoperation
unter Zuhilfenahme der Herz-Lungen-Maschine (HLM) unterziehen mussten. Sie anti-
koagulierten die Patienten mit HIT Il konventionell mit Heparin fir die HLM und
verhinderten die heparininduzierte Thrombozytenaggregation mit Tirofiban. Bei einer
solchen Kombinationstherapie mit Heparin und Tirofiban ergibt sich ebenfalls die Frage
nach einem geeigneten Monitoring der Thrombozytenfunktion.

Tirofiban (Aggrastat™; MK-383; L-Thyrosin, N-(n-Butylsulfonyl)-O-[4-Butyl(4-Piperi-
dinyl)], monohydrochlorid Monohydrat) ist ein kurzwirkender nicht peptidischer Glyko-
protein-11b/I11a-Antagonist mit geringem Metabolismus, mit einer Plasmaclearance von
329 ml/min, einer renalen Clearance von 140 ml/min, einem Verteilungsvolumen von
76 Litern und einer Plasma-Halbwertzeit von 1,6 Stunden. Tirofiban wird zu 37 Prozent

im Urin ausgeschieden, der iiberwiegende Anteil wird biliar sezerniert.*

Eine schon traditionelle Uberwachung einer Pharmatherapie ware das Messen von
Plasmaspiegeln unter der Vorstellung, ein bestimmter Spiegel eines Medikaments
entsprache einer bestimmten pharmakologischen Wirkung. In der Praxis sagt eine
Plasmaspiegelbestimmung wenig Uber die tangierte Thrombozytenfunktion aus, flieken
StorgrolRen wie die interindividuelle Rezeptorenanzahl, die Thrombozytenzahl, ihr
Aktivierungsgrad, Unterschiede der intrinsischen Thrombozytenkompetenz und
unterschiedliche Spiegel von Thrombozyten-Cofaktoren (Von Willebrand Faktor,

Fibrinogen) mit ein."®

Ein Monitoring der Thrombozytenfunktion hat gegenuber dem Messen von Plasma-
spiegeln die theoretischen Vorteile, den therapeutischen Bereich der Glykoprotein-
I1b/111a-Antagonisten-Therapie zu definieren, wichtige Storgrofen auszublenden und

mit einem limitierten Aufwand an Equipment sowohl klinischen als auch finanziellen



Sachzwangen gerecht zu werden.® Die Thrombozytenfunktionsmessungen bewerten
die gesamten Fahigkeiten der Thrombozyten zur Adhé&sion, zur Form- und Funktions-
anderung, zur Sekretion von Granula und zur Aggregation, auch unter pharmakologi-

scher Therapie.

Zur Funktionsdiagnostik der Thrombozyten stehen verschiedene Verfahren zur Verfi-
gung. An dieser Stelle seien genannt die Bestimmung der Blutungszeit nach Ivy
(modifiziert nach Mielke), der Rumpel-Leede Test, die Bestimmung der Thrombozy-
tenaggregation mit Hilfe der turbimetrischen Verfahren nach Born,** die Vollblut-Impe-
danz-Aggregometrie,® die Thrombelastographie (z.B. ROTEG),* das ,,Rapid Platelet
Function Assay“ (RPFA)," die ,,in vitro* Blutungszeit nach Katzer und Born (PFA-
100),"®*° die luminometrische Freisetzungsreaktion von ATP, die Bestimmung von
thrombozytenspezifischen Eikosanoidmetaboliten (z.B. ELISA-Messung von Thrombo-

xan-B,), und die durchflusszytometrischen Verfahren.?

In der vorliegenden Studie soll nun untersucht werden, inwieweit die Effekte von Tiro-
fiban auf die Thrombozytenfunktion mit den einfach und schnell durchfihrbaren Tests
(,,point of care*) Thrombelastographie, VVollblut-Impedanz-Aggregometrie und ,,Platelet
Function Analyser” (PFA-100) beurteilt werden kénnen.



2. Methode

2.1. Blutentnahme

Von 10 gesunden Probanden (Mitarbeiter der Abteilung), die in den letzten 21 Tagen
vor der Blutentnahme keine antithrombozytére Medikation erhielten, wurde durch eine
20-Gauge-Nadel vendses Blut in zwei 10 ml-Citrat-Monovetten (zur Herstellung von
Testproben fur Thrombelastographie und Vollblut-Impedanz-Aggregometrie) und in
sieben 3,8 ml-Citrat/Puffer-Monovetten (fir PFA-Messung) entnommen. Zusétzlich
wurde vendses Blut in zwei 2,7 mI-EDTA-Monovetten und zwei 3 ml-Citrat-Monovet-
ten entnommen, um Hamoglobin-Werte, Thrombozytenzahl und Gerinnungsstatus ohne

und mit 1 pg/ml Tirofiban zu bestimmen.

2.2. Herstellung der Testproben

Vier verschiedene Konzentrationen von Tirofiban-L6sungen wurden durch Verdiunnung
von Tirofiban (250 pg/ml) mit 0,9%NacCl hergestellt (Tabelle 1).

Fur Thrombelastographie und Impedanz-Aggregometrie wurden, wie in der Tabelle 2
aufgelistet, 2 ml Citratblut ohne und mit unterschiedlich verdinnten Tirofiban-Ldsun-
gen und 0,9% NaCl gemischt, so dass Blutproben ohne und mit neun verschiedenen

Tirofiban-Konzentrationen (von 2,5 ng/ml bis 1000 ng/ml) entstanden.

Fur die PFA-Bestimmungen wurden, wie in der Tabelle 3 gezeigt, Tirofiban-Losungen
direkt in die 3,8 ml-Citrat/Puffer-Monovetten pipettiert. Da in den Pilotuntersuchungen
alle PFA-Werte bereits bei 50 ng/ml Tirofiban den maximalen geratetechnisch
mdoglichen PFA-Wert von 300 Sekunden erreichten, wurden PFA-Bestimmungen an

Blutproben mit maximal 100 ng/ml Tirofiban durchgefuhrt.

Um eine Testprobe mit 1 pg/ml Tirofiban fir H&moglobin- und Thrombozytenbestim-
mung herzustellen, wurde eine gefullte 2,7 mlI-EDTA-Monovette mit 10.8 pl Losung |
(250 pg/ml) gemischt. Ebenso wurde eine geflllte 3 ml-Citrat-Monovette mit 12 pl



Losung I (250 pg/ml) gemischt, um eine Testprobe mit 1 pg/ml Tirofiban flr den

Gerinnungsstatus herzustellen.

Die Messungen an allen Geraten wurden innerhalb von drei Stunden nach Mischung der

Testproben mit Tirofiban-Lésungen durchgefuhrt.

2.3. Messgerate und Prinzipien

2.3.1. Thrombelastographie

Die Thrombelastographie ist eine bereits 1948 von Hartert”! in Heidelberg entwickelte
Methode zur Vollblut-Gerinnungsanalyse. Sie beruht auf der kontinuierlichen Aufzeich-

nung der viscoelastischen Eigenschaften des Blutgerinnsels gegen die Zeit.

Dabei wird eine Blutprobe in die Kivette gegeben, in deren Mitte sich ein Stempel
befindet. Die Kivette wird nach rechts und links innerhalb bestimmter Freiheitsgrade
gedreht (Abb. 1). In der Originalarbeit betragt der Drehwinkel ein Zwolftel des Radius.

Beim klassischen Thrombelastographie-System wird die Drehung der Kuvette mit der
Bildung des Gerinnsels allmahlich zum Stempel (bertragen und die Drehung des Stem-
pels zeichnet das Thrombelastogramm. Hartert beschrieb an seiner thrombelastographi-
schen Normalkurve folgende Parameter: Die Reaktionszeit, die Gerinnselbildungszeit,

die Gesamtelastizitdt und schlieRlich die Retraktionszeit.

Das in dieser Studie verwendete ROTEG-System (Rotations-Thrombelastographie,
Pentapharm, Maunchen) ist eine Weiterentwickelung des klassischen Thromb-
elastographie-Systems mit moderner Computertechnik. Beim RoTEG-System wird die
Drehung des Stempels durch Bildung des Gerinnsels zwischen der Kiivette und dem
Stempel allméhlich eingeschrankt. Diese Anderung in der Drehung des Stempels wird
in die Thrombelastographie-Amplitude, die in der klassischen Methode durch die
Drehung der Kivette aufgezeichnet wird, umgerechnet, d.h., eine ungehinderte Drehung
des Stempels entspricht 0 mm Amplitude und ein vollstandiges Festhalten des Stempels



durch das Gerinnsel 100 mm Amplitude. Die Drehbewegung des Stempels wird optisch

mittels Spiegel und Zeilensensor abgetastet und durch ein Computersystem verrechnet.

In dieser Studie werden vier Parameter vom Thrombelastogramm dargestellt, die Norm-

bereiche werden in Klammern angegeben (Abb. 2):

1. Coagulation Time (CT) (<190sec), Gerinnungszeit, Reaktionszeit (Hartert): Zeit bis

zum Beginn des Gerinnungsprozesses.

2. Clot Formation Time (CFT) (<110sec), Gerinnselbildungszeit (Hartert): Zeit, die das
Gerinnsel benétigt, um ab Beginn der Gerinnselbildung eine definierte Grundfestig-
keit (MCF = 20mm) zu erreichen.

3. Maximum Clot Firmness (MCF) (53 - 74mm), Gesamtelastizitdt (Hartert):
Maximalamplitude des Thrombelastogramms.

4. Alpha-Winkel (70 - 85°): Ein Mal3 fur die Schnelligkeit der Gerinnselbildung.

Bei der hier verwendeten RoTEG-Thrombelastographie wurde die Blutprobe (300ul)
zuerst in die Kivette mit einer elektrisch gesteuerten automatischen Pipette gegeben.
Die Wirkung des Citrats in der Blutprobe wurde dann mit CaCl , (20 ul, Konzentration
0,2 mol/l) (Reagenz StartTEG, Pentapharm) aufgehoben. Anschlielend wurde der
intrinsische Aktivator Thromboplastin-Phospholipid (20 pl) (Reagenz INTEG, Penta-
pharm) in die Blutprobe zugegeben, um den Gerinnungsprozess zu beschleunigen. Die
urspringliche Thrombelastographie wurde ohne die Aktivatoren durchgefihrt. Durch
die Verwendung von Aktivatoren (hier Thromboplastin-Phospholipid) konnte ein
erheblicher Zeitgewinn realisiert werden. Die Aufzeichnung des Thrombelastogramms
begann dann automatisch im Bildschirm des angeschlossenen Notebooks. Die graphi-
sche Darstellung aller Analysen erfolgte spater mit einem Drucker.

2.3.2. Vollblut-Impedanz-Aggregometrie

Die Impedanz-Aggregometrie wurde zu Beginn der achtziger Jahre von Cardinal et al.*®

vorgestellt. Dabei wird in die Blutprobe eine aus zwei parallel positionierten Drahten
bestehende Elektrode eingetaucht. Wahrend des initialen Kontaktes mit VVollblut werden



die Elektroden mit einer Schicht Thrombozyten bedeckt. Ohne aggregationsférdernde
Reagentien bleibt die Leitfahikeit eines bestimmten Stromflusses konstant. Mit der
Zugabe von Aggregationsstimulantien (z.B. Adenosindiphosphat (ADP), Arachidon-
séure, Prostaglandine, Ristocetin, Thrombin) kommt es zur Thrombozyten aggregation
(Anlagerung der Thrombozyten an die Elektroden) und daraus resultierend zur reduzier-
ten Leitfahigkeit bzw. zum erhéhten Widerstand. Die Widerstandsédnderung erfolgt

proportional zur Thrombozytenaggregation.

Fur die Messungen mit einem 2-Kanal-Vollblut-Impedanz-Aggregometer (Chrono-Log,
Havertown, PA, USA) wurden die Blutproben (500ul Citratblut) mit dem gleichen
Volumen von 0,9% NaCl in einer Kivette verdunnt und funf Minuten inkubiert. Danach
wurde eine Nullpunkt-Messung bei einem kontinuierlichen Stromfluss vorgenommen.
Nach der Nullpunktbestimmung wurde die Probe mit dem Reagenz Kollagen (5 pg/ml)
stimuliert. Die Impedanz wurde nach sechs Minuten gemessen. Das Ergebnis wurde am
Geréat in Ohm angezeigt (Normbereich 13 - 23 Ohm).

2.3.3. Thrombozytenfunktion-Analyse mit PFA-100

Als drittes Testgerat diente uns der Platelet-Funktion-Analyser PFA-100 (Dade-Beh-
ring, Schwalbach, Deutschland). Das System basiert auf Prinzipien, die urspringlich
von Kratzer und Born**?® beschrieben wurden. Ein Vorganger des heutigen Systems
(Thrombostat 4000) wurde von Von der Goltz ** unter der Pramisse, die Thrombozyten-
funktion schnell, akkurat und quantitativ zu beschreiben, entwickelt. Das PFA-System
initiiert die thrombozytenabhangige H&mostase in vitro. Dazu wird Citratblut bei
konstantem Unterdruck und Fluss aus einer Testkartusche durch eine Kapillare mit einer
kleinen Offnung (147 pm) und einer Nitrozellulosemembran (PorengroRe 0,45 pum)
gesaugt. Die Hamostase wird durch die Beschichtung von Kollagen-Epinephrin oder
Kollagen-ADP im System aktiviert. Das Gerat misst die Verschlusszeit der kleinen
Offnung, welche ein MaR der Thrombozytenfunktion ist. Normale Werte fiir Epineph-
rin-PFA werden mit 60 — 175 Sekunden und fiir ADP-PFA mit 50 — 110 Sekunden
angegeben. Der maximale, gerétetechnisch bedingte Wert des PFA-Tests betragt 300



Sekunden fiir beide Agonisten. Eine Verschlusszeit langer als 300 Sekunden wird vom

Gerét als ,,300 Sekunden* angegeben.

2.4. Statistische Analyse

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 11%° bearbeitet.
Im Rahmen der deskriptiven Statistik werden alle Daten als Mitttelwert + Standardab-
weichung angegeben. Fur den Vergleich der Werte zwischen Blutproben ohne Tirofiban
und Blutproben mit verschiedenen Tirofibankonzentrationen wurde der Student-t-test
flr gepaarte Daten herangezogen. Ein Signifikanzniveau mit einer Irrrtumswahrschein-

lichkeit kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.



3. Ergebnisse

3.1. Blutbild und Gerinnungsstatus der Probanden

Neben den Thrombozytenfunktionstests wurde bei allen zehn Testprobanden Hamoglo-
bin-Gehalt, Thrombozytenzahl, PTT, Quick-Wert, International Normal Ratio (INR),
Fibrinogen-Gehalt und Antithrombin Il1-Konzentration gemessen. Dabei lagen die

Werte von Blutbild und Gerinnungsstatus aller Probanden im Normbereich (Tabelle 4).

Um zu priifen, ob der Zusatz von Tirofiban Einfluss auf Blutbild und Gerinnungsstatus
hat, wurde den 2,7 mI-EDTA-Monovetten und den 3 mi-Citrat-Monovetten Tirofiban (1
pg/ml, die hier verwendete Hochstdosis) hinzugefiigt. Der Zusatz verursachte keine
Anderungen in dem Hamoglobin-Gehalt, der Thrombozytenzahl, dem Quick-Wert, dem
INR, dem Fibrinogen-Wert und dem Antithrombin [11-Wert. Lediglich der PTT-Wert
verlangerte sich geringfugig, zwar statistisch signifikant, aber ohne eine klinische
Relevanz (26 + 1,3 gegentiber 27 + 1,7, P = 0,021).

3.2. Einflisse von Tirofiban auf Thrombelastographie, Vollblut-Impedanz-
Aggregometrie und PFA-100 (Uberblick)

Eine statistisch signifikante Anderung der Werte von jeweiligen Ausgangswerten wurde
mittels verschiedener MeRmethoden mit verschiedenen Tirofiban-Konzentrationen
festgestellt (Tabelle 5). Die Impedanz-Aggregometrie zeigte bereits bei 5 ng/ml Tirofi-
ban eine geringe, aber statistisch signifikante Anderung. Bei 25 ng/ml und 50 ng/ml
Tirofiban, welche dem therapeutischen Konzentrationsbereich entsprechen, reduzierten
sich die Impedanz-Werte auf etwa ein Drittel bzw. ein Viertel vom Ausgangswert. Der
niedrigste Wert wurde bei einer Tirofiban-Konzentration von 100 ng/ml erreicht. Die
Epinephrin-PFA-Zeit verlangerte sich bei 10 ng/ml Tirofiban statistisch signifikant und
die ADP-PFA-Zeit bei 25 ng/ml Tirofiban. Die Epinephrin-PFA-Zeit erreichte bei 25
ng/ml und die ADP-PFA-Zeit bei 50 ng/ml Tirofiban das Maximum. Von vier Thromb-
elastographie-Parametern wurde die CT (Gerinnungszeit) nicht von Tirofiban beein-
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flusst, demgegeniiber zeigten die CFT (Gerinnselbildungszeit), MCF (Maximalampli-
tude) und der Alpha-Winkel signifikante Anderungen. Die CFT (Gerinnselbildungszeit)
verlangerte sich ab 25 ng/ml Tirofiban statistisch signifikant gegenuber dem Ausgangs-
wert. Die MCF (Maximalamplitude) nahm bei 50 ng/ml Tirofiban statistisch signifikant,
aber nur geringfligig ab. Der Alpha-Winkel reduzierte sich statistisch signifikant ab 25
ng/ml Tirofiban. Wéahrend die Impedanz-Aggregometrie ab 100 ng/ml Tirofiban, die
Epinephrin-PFA-Zeit ab 25 ng/ml und die ADP-PFA-Zeit ab 50 ng/ml, keine weitere
Anderung mehr zeigten, anderten sich die CFT (Gerinnselbildungszeit)-, MCF
(Maximalamplitude)- und Alpha-Werte bis zur hochsten Tirofiban-Konzentration, so
dass es noch zwischen 500 ng/ml und 1000 ng/ml Tirofiban statistisch signifikante
Unterschiede fur diese drei Thrombelastographie-Parameter gab.

3.3. Einflisse von Tirofiban auf Thrombelastographie, Vollblut-Impedanz-
Aggregometrie und PFA-100 (Einzelne Daten)

3.3.1. Thrombelastographie

Alle einzelnen Werte der Thrombelastographie-Parameter lagen, wie im folgenden
erwéhnt wird, auBerhalb des Normbereichs erst dann, wenn die Tirofiban-Konzentration

den therapeutischen Bereich (25 — 50 ng/ml) Gberschritt.

3.3.1.1. Clot Formation Time (CFT)

Die CFT (Gerinnselbildungszeit)-Werte lagen bei allen Probanden am Ausgang (ohne
Zusatz von Tirofiban) im Normbereich und zeigten ab 25 ng/ml Tirofiban eine stetige
Zunahme mit steigenden Tirofiban-Konzentrationen (Abb. 5). Ab 100 ng/ml Tirofiban
lagen alle Werte auBerhalb des Normbereichs. Bemerkenswert war im hohen Tirofiban-
Konzentrationsbereich (ab 250 ng/ml) die relativ groBe Streuung einzelner Werte. So
wurden flr den Konzentrationsbereich von 1000 ng/ml CFT (Gerinnselbildungszeit)-
Werte zwischen 240 und 775 Sekunden gemessen.
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3.3.1.2. Maximum Clot Firmness (MCF)

Alle Ausgangswerte der MCF (Maximalamplitude) waren im Normbereich (Abb. 6).
Bei einer Konzentration von 250 ng/ml Tirofiban sanken die MCF (Maximalampli-
tude)-Werte bei 9 von 10 Probanden unter den Normbereich. Ab 500 ng/ml Tirofiban
lagen alle MCF (Maximalamplitude)-Werte unterhalb des Normbereichs.

3.3.1.3. Alpha-Winkel

Der Alpha-Winkel war bei allen Blutproben ohne Zusatz von Tirofiban im Normbereich
(74 — 82 Grad) (Abb. 7). Ab 100 ng/ml Tirofiban lagen alle gemessene Winkel unter-
halb des Normbereichs. Beim Alpha-Winkel fiel, &hnlich wie bei der CFT (Gerinnsel-
bildungszeit), eine erhebliche Streuung der Werte im hohen Konzentrationsbereich ab
250 ng/ml Tirofiban auf. Zum Beispiel betrug der Alpha-Winkel zwischen 47 - 67 Grad

bei einer Konzentration von 1000 ng/ml Tirofiban.

3.3.1.4. Coagulation Time (CT)

Die CT (Gerinnungszeit)-Werte der Proben ohne den Tirofiban-Zusatz lagen zwischen
129 und 195 Sekunden (Abb. 8). Durch das Hinzuftigen steigender Tirofiban-Mengen

war eine eindeutige Tendenz nicht zu erkennen.

3.3.2. Vollblut-Impedanz-Aggregometrie

An den Darstellungen der einzelnen Daten ist zu erkennen, dass Impedanz-Werte der
Aggregometrie ab 25 ng/ml Tirofiban bei allen Probanden unter dem Normbereich
lagen (Abb. 9). Sie reduzierten sich mit steigender Tirofiban-Konzentration weiter. Ab

50 ng/ml Tirofiban lagen alle Werte unter 5 Ohm.
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3.3.3. PFA-100

Die Epinephrin-PFA-Zeit lag am Ausgang bereits bei zwei Probanden tiber dem Norm-
bereich (Abb. 10). Bei zwei Probanden wurden bereits bei 2,5 ng/ml und 5 ng/ml Tiro-
fiban und bei sieben Probanden bei 25 ng/ml Tirofiban maximal messbare Werte (300
sec) der Epinephrin-PFA-Zeit erreicht. Ab 50 ng/ml Tirofiban lagen alle Werte von
Epinephrin-PFA weit iber dem Normbereich (bei einem Probanden 288 sec sonst 300
sec). Die ADP-PFA-Zeit lag am Ausgang bei allen Probanden im Normbereich (Abb.
11). Ab 25 ng/ml Tirofiban lagen alle ADP-PFA-Werte ber dem Normbereich. Bei
allen Probanden betrug die ADP-PFA-Zeit 300 Sekunden ab 50 ng/ml Tirofiban. Zu
beachten ist, dass im besonders interessanten Dosisbereich zwischen 25 und 50 ng/ml
Tirofiban die in dieser Studie ermittelten Werte einer groRen Streuung unterliegen. So
wurden bei der Epinephrin-PFA bereits bei 25 ng/ml Werte zwischen 169 und 300
Sekunden gemessen, bei der ADP-PFA ebenfalls bei 25 ng/ml Werte zwischen 117 und
300 Sekunden.

3.4. Kurzfassung der Ergebnisse

1. Die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie zeigte im Vergleich zur Thromb-
elastographie und zum PFA-100-System bei der niedrigeren Tirofiban-Konzentra-
tion (5 ng/ml) bereits eine statistisch signifikante Anderung und die maximale
Anderung wurde erst bei Uberschreiten (100 ng/ml Tirofiban) des therapeutischen

Konzentrationsbereichs (25 — 50 ng/ml) erreicht.

2. Das PFA-100-System zeigte statistisch signifikante Anderungen erst bei héheren
Konzentrationen (Epinephrin-PFA 10 ng/ml Tirofiban, ADP-PFA 25 ng/ml Tirofi-
ban) im Vergleich zur Vollblut-Impedanz-Aggregometrie, aber bereits bei 50 ng/ml

Tirofiban wurden die maximalen Anderungen erreicht.

3. Die Anderungen in den Thrombelastographie-Parametern (CFT, MCF und Alpha-
Winkel) treten erst bei viel hoheren Konzentrationen auf als bei der Vollblut-Impe-

danz-Aggregometrie bzw. dem PFA-100-System und die maximalen Anderungen
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werden auch bei den Konzentrationen weit Gber dem therapeutischen Bereich nicht

erreicht.
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4. Diskussion

Nach den Ergebnissen dieser Studie ist der Vollblut-Impedanz-Aggregometrie fir die
Beurteilung der Tirofiban-Effekte im therapeutischen Dosisbereich eine bevorzugte
Rolle gegentiber dem PFA-100-System und der Thrombelastographie zuzuweisen, denn
nicht nur zeigten sich die Tirofiban-Effekte mit der Vollblut-Impedanz-Aggregometrie
bereits bei niedrigen Konzentrationen, sondern die maximale Anderung wurde auch
noch nicht im therapeutischen Bereich erreicht. Es bestand also eine dosisabhangige
Beziehung innerhalb des therapeutischen Bereichs zwischen den Anderungen in der
Aggregometrie und den Tirofiban-Konzentrationen. Mit dem PFA-100-System kann es
besonders problematisch werden, wenn Ausgangswerte bereits weit ber dem Normbe-
reich liegen, da die maximale Anderung innerhalb des therapeutischen Bereichs erreicht
wird. Die drei Parameter der Thrombelastographie, die CFT (Gerinnselbildungszeit),
die MCF (Maximalamplitude) und der Alpha-Winkel, zeigten zwar standige,
reproduzierbare Anderungen mit steigenden Tirofiban-Konzentrationen, aber da die
CFT (Gerinnselbildungszeit) bei 25 ng/ml, die MCF (Maximalamplitude) bei 50 ng/ml
und 100 ng/ml bzw. der Alpha-Winkel bei 25 ng/ml noch im Normbereich lagen, ist ein
Vergleich zum Ausgangswert hier nétig, um Tirofiban-Effekte herauszufinden. Wenn
man dennoch diese drei Parameter der Thrombelastographie als Anhaltspunkt fur die
Beurteilung der Tirofiban-Effekte benutzt, sind die CFT (Gerinnselbildungszeit) und
der Alpha-Winkel der MCF (Maximalamplitude) Gberlegen, da die ersteren zwei bei
niedrigerer Konzentration als die letztere eine hoch signifikante Anderung zeigten und
bei 50 ng/ml bereits auBerhalb des Normbereichs liegen. Die MCF (Maximalamplitude)
lag erst auerhalb des Normbereichs bei Tirofiban-Konzentrationen, die weit tiber dem

therapeutischen Bereich lagen (ab 250 ng/ml).

4.1. Problematik bei der Verwendung des PFA-100-Systems

Das PFA-100-System wurde von Madan et al.?® fiir die Beurteilung der Glykoprotein-

I1b/I11a-Antagonist-Wirkung auf die Trombozytenfunktion als brauchbares Verfahren
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vorgeschlagen. Die Ergebnisse dieser Studie kénnen diese Position aber nicht voll
bestétigen. So erscheint es bei der Verwendung des PFA-100-Systems nétig, die folgen-

den Punkte zu berticksichtigen:

1.  Im therapeutischen Dosisbereich zwischen 25 und 50 ng/ml Tirofiban unterliegen
die in dieser Studie erworbenen Werte einer grof3en Streuung. Bei der Epinephrin-
PFA wurden bei 25 ng/ml Tirofiban Werte zwischen 169 und 300 Sekunden
gemessen, bei der ADP-PFA ebenfalls bei 25 ng/ml Tirofiban Werte zwischen
117 und 300 Sekunden.

2.  Bereits bei einer Tirofibankonzentration von 50 ng/ml, also dem therapeutischen
Bereich, zeigen sowohl Epinephrin-PFA-Zeit als auch ADP-PFA-Zeit bei den

meisten Probanden den maximal messbaren Wert von 300 Sekunden an.

3. Die Beurteilung der Messwerte wird problematisch insbesondere, wenn die
Ausgangswerte bereits (ber dem Normbereich liegen, wie es z.B. bei

aspirinvorbehandelten Patienten zum Regelfall gehdren durfte.

Vor ahnlichen Problemen standen Hormoncik et al.,'° die bei ihren Untersuchungen mit
dem PFA-100-System bei Probanden mit Aspirinmedikation (100 mg/i.v.) sehr schnell
erreichte maximale Werte (300 sec) beobachteten. Sie schlugen daher Veranderungen
an der Geréteuhr (Die maximale Verschlusszeit soll 1&nger als 300 sec sein) oder den
Einbau einer kleineren Kapillaréffnung (Die Verschlusszeit soll kirzer werden) vor, so

dass die Verschlusszeit eine breitere Spanne haben konnte.

4.2. Problematik bei der Verwendung der Thrombelastographie

Eine stets reproduzierbare Anderung in der CFT (Gerinnselbildungszeit), der MCF
(Maximalamplitude) und dem Alpha-Winkel wurde unter Tirofiban-Wirkungen
beobachtet. Die aggregationshemmenden Effekte von Tirofiban auf die Thrombozyten
kdnnen somit mit diesen drei Parametern des Thrombelastogramms analysiert werden.
Von diesen drei Parametern erscheinen die CFT (Gerinnselbildungszeit) und der Alpha-
Winkel geeigneter zu sein als die MCF (Maximalamplitude), um Aussagen Uber die
Hemmung der Thrombozytenfunktion unter Tirofiban-Wirkung zu machen, da bei den
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ersteren zwei Parametern statistisch signifikante Anderungen bei niedrigerer Konzentra-
tion (25 ng/ml Tirofiban), die bei der klinischen Anwendung von Tirofiban in Frage
kommt, auftraten als bei der MCF (Maximalamplitude) (50 ng/ml Tirofiban). Mess-
werte auRerhalb des Normbereichs wurden im Vergleich zu der Vollblut-Impedanz-
Aggregometrie und dem PFA-100-System erst bei viel hoheren Konzentrationen (CFT
ab 50 ng/ml, MCF ab 250 ng/ml, Alpha-Winkel ab 50 ng/ml) beobachtet. Greilich et
al.?” untersuchten in einer ,,in vitro* Studie Effekte von Abciximab (ReoPro®) auf die
Gerinnselfestigkeit (MCF) des Thrombelastogramms bzw. die turbimetrische Aggrego-
metrie und berichteten ebenfalls (iber geringere Anderungen bei der Thrombelasto-

graphie als bei der turbimetrischen Aggregometrie.

4.3. Plasmakonzentration und Therapeutisches Ziel

In einem Tierversuch?® wurde gezeigt, dass eine Aggregationshemmung groRer als 80%
erforderlich ist, um eine Thrombusbildung zu verhindern. Die Frage ist dabei, bei
welchem Plasmaspiegel und welcher Tirofibandosis eine solche Aggregationshemmung

erreicht wird.

Peerlinck et al.”® berichteten 1993 (iber die erste Verabreichung von Tirofiban beim
Menschen. Sie verabreichten Tirofiban mit ein- bzw. vierstiindiger Infusionsdauer in
ansteigenden Konzentrationen (0,1 - 0,4 pg/kg/min). Plasmakonzentrationen von Tirofi-
ban wurden 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 und 240 Minuten nach Beginn der Infusion
gemessen. Der ,ex vivo“ Thrombozytenaggregation-Test, induziert mit ADP (3,4
pumol/L) bzw. Kollagen (2 pg/ml), wurde mit dem turbimetrischen Verfahren nach Born
durchgefihrt. Eine Hemmung der Thrombozytenaggregation groRer als 80% wurde, bei
Verwendung von ADP zur Induktion, bei einer Plasmakonzentration zwischen 15 und
30 ng/ml erreicht. Eine Aggregationshemmung groer 80 Prozent mit Kollagen zur
Induktion gelang bei einer etwas hoheren Plasmakonzenration zwischen 30 und 40

ng/ml Tirofiban.

In den PRISM- und PRISM-PLUS-Studien wurde jeweils eine ,,Loading“-Dosis von 0,6
pg/kg/ min Gber 30 Minuten gegeben, gefolgt von einer Erhaltungsdosis von 0,15
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ug/kg/min tber 47,5 Stunden.”'° Diese Dosis wurde gewahlt auf der Basis einer Pilot-

studie, in der eine 85 — 90%ige Aggregationshemmung erzielt wurde.

Die RESTORE-Arbeitsgrupppe gab einen Bolus von 10 pg/kg Uber drei Minuten,
gefolgt von einer Infusion von 0,15 pg/kg/min tber 36 Stunden.’ Eine 95 — 100%ige

Aggregationshemmung erfolgte unter diesem Infusionsregime.*

Die 0.g. Infusionsschemen von Tirofiban basieren ebenfalls auf einer pharmakokineti-
schen und pharmakodynamischen Untersuchung von Barrett et al.,*? die unter Infusions-
raten zwischen 0,05 und 0,4 pg/kg/min sowohl die Plasmakonzentrationen als auch
Blutungszeiten sowie die turbimetrisch ermittelte Thrombozytenfunktion untersuchten.
Nach den Ergebnissen dieser Studie konnte eine Thrombozytenaggregationshemmung
von 82,6 + 13,9 Prozent (Induktion mit ADP 3,4 umol/L) bei einer Tirofiban-Konzent-
ration von 30,1 + 9.2 ng/ml erzielt werden. Bei der Wahl von 2 ug/ml Kollagen zur
Induktion betrug die Thrombozytenaggregationshemmung 75,4 + 24,2 Prozent ebenfalls

bei einer Tirofiban-Konzentration von 30,1 + 9.2 ng/ml.

Der in der vorliegenden Studie angegebene therapeutische Konzentrationsbereich

stammt aus den 0.g. Angaben.

4.4. Vergleich der optischen (turbimetrischen) und elektronischen (Impedanz-

messung) Aggregometrie

Bei dem turbimetrischen Verfahren nach Born wird das Vollblut in einem Titrations-
und Zentrifugationsverfahren in seine Bestandteile getrennt. Das dabei entstandene
thrombozytenreiche Plasma wird recalzifiziert, mit einem Agonisten versehen und die
durch Aggregation verursachte Zunahme der Lichtdurchléssigkeit in der Klvette wird
gemessen. Demgegeniber bendtigt das in dieser Studie verwendete impedanzaggrego-
metrische Verfahren von Cardinal et. al.” keine zentrifugale Aufarbeitung der Probe,
sondern benutzt das Vollblut. Thrombozytenaggregation wird hier Gber eine Wider-
standsédnderung zwischen den in die Probe eingetauchten zwei Elektroden gemessen.
Der stéranfalligste Schritt im Bornschen Verfahren scheint in der aufwendigen Prépara-

tion des thrombozytenreichen Plasmas zu liegen. Dazu bedarf es mehrerer apparativer
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Komponenten (z.B. Zentrifuge mit einer Beschleunigung von 175 G), multiplen Pipet-
tierens und in der Préparation des thrombozytenreichen Plasmas erfahrenes Labor-

personal.*

Aus diesen Arbeitsschritten resultiert eine relativ lange Bearbeitungszeit der
Proben, schnelle Ergebnisse wie bei den hier verglichenen Verfahren sind nicht zu

erwarten.

Untersuchungen zur Vergleichbarkeit der Methoden (Impedanzmessung versus
turbimetrische Methode) und Messungen, aber auch zur Auswahl und Konzentration
verschiedener Agonisten wurden als erstes von Mascelli et al. ** vorgelegt. Die Autoren
kamen zu dem Ergebnis, dass 12 Stunden nach Abciximab-Therapie beide Methoden
vergleichbare Grade von Thrombozytenaggregationshemmung zeigten. 36 Stunden
nach der Therapie korrelierte aber die Messung mit der Vollblut-Impedanz-Aggrego-
metrie enger mit dem Ausmal der Glykoprotein-I1b/llla-Rezeptorblockade als mit dem
turbimetrischen Verfahren. Fir die Abweichung zwischen turbimetrischem Verfahren
und Vollblut-Impedanz-Aggregometrie machten die Autoren die umfangreiche Proben-
vorbereitung der turbimetrischen Verfahren verantwortlich, wobei ein eventueller
Verlust von kurzwirksamen Mediatoren, wie Prostacyclin und Thromboxan-A;, im
Rahmen des Herstellungsprozesses des thrombozytenreichen Plasmas Einfliisse genom-
men haben konnte. Auch das Fehlen der anderen Blutbestandteile bei der turbimetri-
schen Methode konne zu Verénderungen des Thrombozytenverhaltens gefiihrt haben.
So fehlen sowohl das aus den Leukozyten freigesetzte Prostacyclin und der thrombozy-
tenaktivierende Faktor, als auch das von den Erythrozyten freigesetzte ADP. SchlieRlich
verweisen die Autoren darauf, dass die sehr heterogene Groéf3e und Dichte zirkulierender
Thrombozyten wahrend des Zentrifugierens in der Vorbereitung zur turbimetrischen

Messung zum Verlust bestimmter Subpopulationen von Thrombozyten fihrt.

4.5. Zum Problem der Agonisten

Ein wesentliches Problem bei der Vergleichbarkeit vieler Untersuchungen sind die
verschiedenen, zum Einleiten der Aggregation eingesetzten Agonisten. Eine Ubersicht
uber die in der Messung der Thrombozytenfunktion eingesetzten Agonisten und Verfah-

ren liefert Bick in seiner ausfuhrlichen Ubersichtsarbeit.*?
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Neben der Wahl der passenden agonistischen Substanz hat die Wahl einer adaquaten

I** demonstrierten:

Dosis einen wesentlichen Einfluss auf das Ergebnis, wie Mascelli et a
So betrug bei der turbimetrischen Methode die Aggregation am Ausgang vor Beginn
der Glykoprotein-l1b/lll1a-Antagonisten (Abciximab)-Infusion bei 5 pumol/L ADP 63 +
7,8%Prozent (Mittelwert und Standardabweichung) bei 20 pmol/L 73 + 6,9 Prozent.
Auch die Verwendung von verschiedenen Kollagen-Mengen in der Vollblut-Impedanz-
Aggregometrie wurde von den Autoren untersucht: So zeigte eine Aggregations-
messung mit 2,5 pg/ml Kollagen zur Induktion einen Widerstandswert von 18 + 6,7
Ohm am Ausgang, eine Messung mit 5 pg/ml Kollagen steigerte diesen Wert um 50
Prozent auf 27 + 5,6 Ohm. Eine Verdoppelung des Agonisten auf 10 pg/ml erhohte die
Impedanz um weitere 15 Prozent auf 31 + 5,6 Ohm. Die Autoren konnten nachweisen,
dass die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie mit 5 pg/ml Kollagen als Agonist Giberhaupt
die beste Korrelation mit der Glykoprotein-l1lb/Illa-Rezeptorblockade zeigte. Nach
dieser Aussage ist also die Wahl des in der vorliegenden Studie verwendeten Agonisten

(5 ng/ml Kollagen) fur die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie berechtigt.

4.6. Zum Einfluss von Citrat auf Messergebnisse

VVon Bedeutung fur diese Arbeit erscheint auch die Diskussion zur Verwendung von
Citrat zur Antikoagulation bei der Blutabnahme. Der Mechanismus, die ,,in vitro®
Gerinnung von Blutproben durch den Zusatz von Citrat zu unterbinden, wirkt tber eine
Reduzierung des Spiegels an ionisiertem Calcium von 1,1 mmol/L (im zirkulierenden
Blut) auf einen Anteil von 40 bis 50 umol/L (in der Monovette). Da Glykoprotein-
I1b/I11a-Rezeptoren reversibel Calcium und andere bivalente Kationen an funf Stellen
binden, kann jede Veranderung des Calciumspiegels Einfluss auf Struktur und Funktion
der Glykoprotein-1Ib/Il1a-Rezeptoren haben. So konnten Philips et al.** nachweisen,
dass Uber den Mechanismus der Chelatbildung bivalenter Kationen durch Citrat oder
EDTA die Bindung von Eptifibatide (Integrillin®) an den Glykoprotein-11b/I11a-Rezep-
tor gesteigert werden konnte. Ein Labortest unter erniedrigten Calziumspiegeln kénnte
somit einen groReren antithrombotischen Effekt der Glykoprotein-Ilb/I11a-Antagonisten

suggerieren, als nach klinischen Untersuchungen zu erwarten gewesen ware. Diese
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Beobachtung koénnte auch Konsequenzen flr diese Arbeit haben, insbesondere fur die
Vergleichbarkeit der drei Verfahren Thrombelastographie (RoTEG), Vollblut-Impe-
danz-Aggregometrie und PFA-100: Wahrend beim RoTEG-Verfahren die Probe vor
Hinzufigen der Agonisten recalzifiziert wird, verzichten die anderen Verfahren auf
einen solchen Schritt. Somit kdnnte in den Untersuchungen mit PFA-100 und Vollblut-
Impedanz-Aggregometrie ein hoherer antithrombotischer Effekt der Substanz Tirofiban

gemessen werden als de facto vorhanden gewesen waére.

4.7. Schlussfolgerungen

Nach den in dieser Studie erworbenen Erkenntnissen ist die Vollblut-Impedanz-
Aggregometrie fur die Beurteilung der Tirofiban-Effekte auf die Thrombozytenfunktion
am besten geeignet, um die Wirkungen dieses Medikamentes im therapeutischen Dosis-
bereich (25 — 50 ng/ml Tirofiban) beurteilen zu kénnen. Es bestand eine dosisabhéngige
Beziehung innerhalb des therapeutischen Bereichs zwischen den Anderungen in der
Vollblut-Impedanz-Aggregometrie und den Tirofiban-Konzentrationen. Die Impedanz-
Werte verringerten sich bereits beim therapeutischen Dosisbereich auf3erhalb des Norm-
bereichs. Die PFA-Werte erreichten bei den meisten Probanden bereits innerhalb des
therapeutischen Bereichs die maximal messbaren Werte, so dass Tirofiban-Wirkungen
im hoheren Dosisbereich nicht beurteilt werden kénnen. Die Anderungen in den
Thrombelastographie-Parametern (CFT, MCF und Alpha-Winkel) unter Tirofiban-
Wirkungen sind zwar innerhalb des therapeutischen Bereichs deutlich sichtbar, aber der
CFT (Gerinnselbildungszeit)-Wert und der Alpha-Winkel liegen erst ab 50 ng/ml
Tirofiban und der MCF (Maximalamplitude)-Wert sogar erst ab 100 ng/ml Tirofiban
aullerhalb des Normbereichs. Um Tirofiban-Wirkungen mit der Thrombelastographie

beurteilen zu kénnen, ist also der Vergleich mit den Ausgangswerten notwendig.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit der Frage, ob und inwieweit die Effekte
vom Glykoprotein-11b/I11a-Rezeptorantagonisten Tirofiban (Aggrastat®) auf die Throm-
bozytenfunktion mit Hilfe der drei ,point of care“-Verfahren Thrombelastographie
(ROTEG), Vollblut-Impedanz-Aggregometrie und ,,Platelet Function Analyser”* (PFA-
100-System) beurteilt werden kdnnen. Da die durch Thrombozyten initiierte Thrombose
eine zentrale Rolle in der Pathogenese des akuten Koronarsyndroms und der akuten
ischdmischen Komplikationen nach einer perkutanen transluminalen Koronar-
angioplastie (PTCA) spielt, ist die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch
Glykoprotein-11b/ll1a-Antagonisten eine gangige MalRnahme in der interventionellen
Kardiologie und auf der kardiologischen Intensivstation. Fir den klinisch tétigen
Anadsthesisten stellt sich dabei die Frage nach dem schnell und einfach durchfiihrbaren
Monitoring der Thrombozytenfunktion, da sich die Patienten unter Glykoprotein-
I1b/111a-Antagonisten-Therapie eventuell einer Operation, wie z.B. einer notfallméRigen

Myokardrevaskularisation unterziehen missen

Die Ergebnisse stammen von 10 gesunden Probanden, die in den letzten 21 Tagen vor
der Blutentnahme keine antithrombozytére Medikation erhielten. Fur die Untersuchun-
gen wurden Blutproben mit verschiedenen Tirofiban-Konzentrationen (0, 2,5, 5, 10, 25,
50, 100, 250, 500 und 1000 ng/ml) hergestellt. Der therapeutische Bereich der Tirofi-
ban-Konzentrationen liegt zwischen 25 und 50 ng/ml. Der Ablauf der Thrombelasto-
graphie wurde durch einen Aktivator fur das intrinsische System (Thromboplastin-
Phospholipid) beschleunigt. Zur Vollblut-Impedanz-Aggregometrie wurden Blutproben
mit Kollagen (5 pg/ml) stimuliert. Fiir das PFA-100-System wurde die thrombozyten-
abhangige Hamostase durch Kollagen-Epinephrin oder Kollagen-ADP initiiert.

Die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie zeigte bei der Tirofiban-Konzentration von 5
ng/ml bereits eine statistisch signifikante Anderung und die maximale Anderung wurde

erst bei Uberschreiten von 100 ng/ml Tirofiban erreicht, d.h. es bestand eine dosis-
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abhangige Beziehung innerhalb des therapeutischen Bereichs zwischen den Anderungen

in der Vollblut-Impedanz-Aggregometrie und den Tirofiban-Konzentrationen.

Das PFA-100-System zeigte statistisch signifikante Anderungen bei hoheren Konzent-
rationen (Epinephrin-PFA 10 ng/ml Tirofiban, ADP-PFA 25 ng/ml Tirofiban) als die
Vollblut-Impedanz-Aggregometrie, aber bereits bei 50 ng/ml Tirofiban wurden die

maximalen Anderungen erreicht.

Die Anderungen in den Thrombelastographie-Parametern (Gerinnselbildungszeit,
Maximalamplitude und Alpha-Winkel) treten erst bei viel hoheren Konzentrationen auf
als bei der Vollblut-Impedanz-Aggregometrie bzw. dem PFA-100-System, und die
maximalen Anderungen werden auch bei den Konzentrationen weit Uber dem

therapeutischen Bereich nicht erreicht.

Nach den Ergebnissen dieser Studie sollte in erster Linie die Vollblut-Impedanz-
Aggregometrie flr die Beurteilung der Tirofiban-Effekte verwendet werden, um die
Wirkungen von Tirofiban auf die Thrombozytenfunktion im therapeutischen Dosisbe-

reich beurteilen zu kénnen.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung des Thrombelastographiegerétes.

1. Zeilensensor, 2. Stempel, 3. Kiivette.

Die Probe (Citratblut), CaCl , und der intrinsische Aktivator werden in die Kivette (3)
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
allmahlich eingeschrankt wird, wird optisch erfasst (1) und in die Thrombelastogramm-
Amplitude umgerechnet.



Abbildung 2. Parameter des Thrombelastogramms.

1. Coagulation Time (CT) - Gerinnungszeit: Zeit bis zum Beginn des
Gerinnungsprozesses.

2. Clot Formation Time (CFT) — Gerinnselbildungszeit: Zeit, die das Gerinnsel
benotigt, um ab Beginn der Gerinnselbildung eine definierte Grundfestigkeit
(Amplitude = 20mm) zu erreichen.

3. Maximum Clot Firmness (MCF) - Maximalamplitude.

4. Alpha-Winkel: Ein MaR fur die Schnelligkeit der Gerinnselbildung.
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Abbildung 3. Aufbau des Vollblut-Impedanz-Aggregometers.

1. Kabel von Elektroden, 2. Befestigungsstab von Elektroden, 3. Kiivette, 4. Elektroden,
5. Rihrstébchen.

Die aus zwei parallel positionierten Drahten bestehenden Elektroden (4) werden in die
Blutprobe (3) eingetaucht, was die Anlagerung einer Schicht von Thrombozyten an den
Elektroden hervorruft. Die Blutprobe wird mit dem Reagenz Kollagen (5 pug/ml) stimu-
liert. Dabei wird der Widerstand zwischen zwei Drahten bei einem kontinuierlichen
Stromfluss gemessen. Durch Stimulation mit dem Reagenz lagern sich weitere
Thrombozyten an die Elektroden an und dadurch kommt es zu einer Widerstands-
anderung zwischen zwei Dréhten.



29

Abbildung 4. Aufbau des PFA-100-Systems.

1. Geratekopf zur Erzeugung eines Unterdrucks, 2. Membran, 3. Kapillare,

4. Testkartusche.

Das PFA-System initiiert die thrombozytenabhdngige Hamostase unter hohen Shear-
Stress-Bedingungen in vitro. Dazu wird nicht-recalzifiziertes Citratblut durch eine
kleine Offnung (147 um in Durchmesser) (2) einer Testkartusche (4) bei einer konstan-
ten Flussrate abgesaugt. Die Hadmostase wird durch Beschichtung mit Kollagen-
Epinephrin oder Kollagen-ADP im System aktiviert. Das Gerat misst die Verschlusszeit
der kleinen Offnung, welche ein MaRB der Thrombozytenfunktion ist.
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Abbildung 5. Clot Formation Time (CFT) bei steigenden Tirofibankonzentrationen.
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Die CFT-Werte lagen bei allen Probanden ohne Zusatz von Tirofiban im Normbereich
und zeigten ab 25 ng/ml Tirofiban eine stetige Zunahme mit steigenden Tirofiban-
Konzentrationen. Ab 100 ng/ml Tirofiban lagen alle Werte auRerhalb des Normbe-
reichs. Bemerkenswert war im hohen Tirofiban-Konzentrationsbereich (ab 250 ng/ml)
die relativ groRRe Streuung einzelner Werte. So wurden fiir den Konzentrationsbereich
von 1000 ng/ml CFT-Werte zwischen 240 und 775 Sekunden gemessen.
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Abbildung 6. Maximum Clot Firmness (MCF) bei steigenden Tirofibankonzentrationen
Alle Ausgangswerte von MCF waren im Normbereich. Bei einer Konzentration von 250
ng/ml Tirofiban sanken die MCF-Werte bei 9 von 10 Probanden unter den Normbe-
reich. Ab 500 ng/ml Tirofiban lagen alle MCF-Werte unterhalb des Normbereichs.
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Abbildung 7. Alpha-Winkel bei steigenden Tirofibankonzentrationen.
Der Alpha-Winkel war bei allen Blutproben ohne Zusatz von Tirofiban im Normbereich

(74 — 82 Grad). Ab 100 ng/ml Tirofiban lagen alle gemessene Winkel unterhalb des
Normbereichs.
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Abbildung 8. Coagulation Time (CT) bei steigenden Tirofibankonzentrationen.
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Durch das Hinzufugen steigender Tirofibanmengen war eine eindeutige Tendenz in der

CT nicht zu erkennen.



Impedanz-Aggregometrie
25
£ 20
<
< 15 -
S 10 |
2 5.
25
0
—38
QO v © O A N0 OO0 O O
Tirofiban-Konzentration (ng/ml) 10

Abbildung 9. Impedanz-Aggregometrie bei steigenden Tirofibankonzentrationen.

Impedanz-Werte lagen ab 25 ng/ml Tirofiban bei allen Probanden unter dem Normbe-
reich.
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Abbildung 10. Epinephrin-PFA bei steigenden Tirofibankonzentrationen.

Die Epinephrin-PFA-Zeit lag am Ausgang bereits bei zwei Probanden (ber dem
Normbereich. Bei zwei Probanden wurden bei 2,5 ng/ml und 5 ng/ml Tirofiban und bei
sieben Probanden bei 25 ng/ml Tirofiban maximal messbare Werte (300 sec) der PFA-
Zeit erreicht.
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Abbildung 11. ADP-PFA bei steigenden Tirofibankonzentrationen.
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Die ADP-PFA-Zeit lag am Ausgang bei allen Probanden im Normbereich. Ab 25 ng/mi

Tirofiban lagen alle ADP-PFA-Werte (iber dem Normbereich. Bei allen Probanden

betrug die ADP-PFA-Zeit 300 Sekunden ab 50 ng/ml Tirofiban.



Tabelle 1. Herstellung der verdunnten Tirofibanlésungen
mit 0,9%NacCl

LOosungsnummer Tirofibankonzentration

I 250 pg/ml
I 50 pg/ml
I 12,5 pg/ml
IV 6,25 pg/ml
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Tabelle 2. Herstellung der Testproben im 2 ml Citratblut

Nr. Konzentration Tirofibanlésung 0,9%NacCl
1 0 ng/2ml 8 ul
2 5 ng/2ml (2,5 ng/ml) 0,8 ul Losung IV~ + 7,2ul
3 10 ng/2 ml (5 ng/ml) 1,6 pl Lésung IV + 6,4 ul
4 20 ng/2 ml (10 ng/ml) 1,6 pl Lésung 11 + 6,4 ul
5 50 ng/2 ml (25 ng/ml) 1 pl Lésung 11 + 7 ul
6 100 ng/2 ml (50 ng/ml) 2 ul Losung 11 + 6 ul
7 200 ng/2 ml (100 ng/ml) 4 ul Losung 11 + 4 ul
8 500 ng/2 ml (250 ng/ml) 2 ul Losung | + 6 pl
9 1 pg/2ml (500 ng/ml) 4 ul Loésung | + 4 pul
10 2 pg/2ml (1000 ng/ml) 8 ul Losung | + 0 wl

Tabelle 3. Herstellung der Testproben im 3,8 ml Citrat/Puffer-Blut
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Nr. Konzentration Tirofibanldsung 0,9%NacCl
1 0ng/3,8 ml 7,6 ul
2 9,5ng/3,8ml (2,5 ng/ml) 1,52 ul Losung 1V + 6,08 pl
3 19ng/3,8 ml (5 ng/ml) 1,52 ul Lésung 11 + 6,08 ul
4 38ng/3,8 ml (10 ng/ml) 3,04 pl Losung 11 + 4,56 pl
5 95ng/3,8ml (25 ng/ml) 1,9 pl Lésung 11 + 57 ul
6 190 ng/3,8 ml (50 ng/ml) 3,8 ul Losung 11 + 3,8 ul
7 380 ng/3,8 ml (100 ng/ml) 7,6 ul Losung 11 + 0 ul
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Tabelle 4. Blutbild und Gerinnungsstatus der Probanden ohne und mit Tirofiban

(N = 10)

Tirofiban 0 1 pg/ml

H&moglobin (g/l) 149+0,8 148 +0,8 P=0,104
Thrombozyten (x1000/ul) 259 + 45 257 + 51 P =0,569
PTT (sec) 26+1,3 27+ 1,7 P=0,021
Quick-Wert (%) 99+29 98+4,4 P =0,085
Intern. Normal Ratio 1,0 + 0,05 1,0+ 0,05 P=0,591
Fibrinogen (mg/dl) 222 + 44 218 + 45 P=0,185
Antithrombin 111 (%) 102 +5,3 101 + 6,7 P=0,413
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Tabelle 5. Thrombelastogramm, PFA-Zeit und Aggregometrie bei verschiedenen Tirofiban-
Konzentrationen (N=10)

Tirofiban-Konzentration (ng/ml)

0 25 5 10 25 50 100 250 500 1000
TEG
CT (min) 163+20 171+15 161+14 168+18 166+11 168+16 169+17 170+26 169+17 166+13
P-Werte* 210 751 ,309 ,600 ,383 314 ,336 361 ,628
CFT (min) 65+14 64+15 74+24 70+14 90+16 125+37 164+28 240+78 305+98 392+178
P-Werte* ,639 222 211 ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
P-Werte** ,136 423 ,001 ,002 ,000 ,001 ,001 ,015
MCF (mm) 60+5 60+5 59+5  60+4 59+5 57+6  54+6  46+7  39+6 3447
P-Werte* 513 ,138 468 ,240 ,028 ,005 ,000 ,000 ,000
P-Werte** ,074 147 373 ,027 ,043 ,000 ,000 ,000
Alpha (°)  77+2  78+3  76+4  76+2  72+3 6846  62+3 5749 5448  51+9
P-Werte* 423 177 ,129 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
P-Werte** ,085 671 ,000 ,008 ,002 ,020 ,146 ,031
PFA (sec
Epi. 147+32 157+57 172+58 191+64 276+45 298+6  300+0
P-Werte* 481 ,110 ,016 ,000 ,000 ,000
P-Werte** 426 ,081 ,003 ,167 ,343
ADP 99+15 96+21 95+15 114+26 192462 300+0 300+0
P-Werte* ,559 391 ,137 ,000 ,000 ,000
P-Werte** ,932 ,110 ,007 ,000 1,000

Agagregometrie (Ohm)

Kollagen 17+2 16+3 15+3 13+3 6+2 4+1 2+1 1+1 1+1
P-Werte* ,104 ,032 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
P-Werte** 111 ,026 ,000 ,005 ,001 ,140 1,000

P-Werte* Signifikanztest zwischen Ausgangswerten und Werten jeweiliger Tirofiban-
Kopnzentrationen.
P-Werte** Signifikanztest zwischen nachfolgenden Werten.

TEG = Thrombelastographie, CT = Coagulation Time, CFT = Clot Formation Time, MCF
Maximum Clot Firmness, Alpha = Alpha-Winkel, PFA = Platelet Function Analyser, Epi.
Epinephrin, ADP = Adenosin diphosphat.
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Diagnostik der Thrombozytenfunktion unter Zusatz des Glykoprotein-11b/ll1a-Rezep-
torantagonisten Tirofiban — Vergleich der ,,Point of Care” Verfahren Thrombelastographie,
Impedanzaggregometrie und ,,Platelet Function Analyser* (PFA-100) bei verschiedenen
Tirofibankonzentrationen

Michael Friedrich Niggemeier, Fasanenstr. 3, 33161 HOvelhof
Zusammenfassung

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit der Frage, ob und inwieweit die Effekte vom
Glykoprotein-11b/I11a-Rezeptorantagonisten Tirofiban (Aggrastat®) auf die Thrombozyten-
funktion mit Hilfe der drei ,,point of care“-Verfahren Thrombelastographie (RoTEG), Voll-
blut-Impedanz-Aggregometrie und ,,Platelet Function Analyser” (PFA-100-System) beurteilt
werden koénnen. Da die durch Thrombozyten initiierte Thrombose eine zentrale Rolle in der
Pathogenese des akuten Koronarsyndroms und der akuten ischdmischen Komplikationen nach
einer perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) spielt, ist die Hemmung der
Thrombozytenaggregation durch Glykoprotein-11b/Il11a-Antagonisten eine gangige MalRnahme
in der interventionellen Kardiologie und auf der kardiologischen Intensivstation. Flr den
Klinisch tatigen Anésthesisten stellt sich dabei die Frage nach dem schnell und einfach durch-
fihrbaren Monitoring der Thrombozytenfunktion, da sich die Patienten unter Glykoprotein-
I1b/I1la-Antagonisten-Therapie eventuell einer Operation, wie z.B. einer notfallméRigen
Myokardrevaskularisation unterziehen miissen

Die Ergebnisse stammen von 10 gesunden Probanden, die in den letzten 21 Tagen vor der
Blutentnahme keine antithrombozytare Medikation erhielten. Fiir die Untersuchungen wurden
Blutproben mit verschiedenen Tirofiban-Konzentrationen (0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500
und 1000 ng/ml) hergestellt. Der therapeutische Bereich der Tirofiban-Konzentrationen liegt
zwischen 25 und 50 ng/ml. Der Ablauf der Thrombelastographie wurde durch einen Aktivator
fir das intrinsische System (Thromboplastin-Phospholipid) beschleunigt. Zur Vollblut-Impe-
danz-Aggregometrie wurden Blutproben mit Kollagen (5 pug/ml) stimuliert. Fur das PFA-100-
System wurde die thrombozytenabhéngige H&mostase durch Kollagen-Epinephrin oder
Kollagen-ADP initiiert.

Die Vollblut-Impedanz-Aggregometrie zeigte bei der Tirofiban-Konzentration von 5 ng/ml
bereits eine statistisch signifikante Anderung und die maximale Anderung wurde erst bei
Uberschreiten von 100 ng/ml Tirofiban erreicht, d.h. es bestand eine dosisabhingige
Beziehung innerhalb des therapeutischen Bereichs zwischen den Anderungen in der Vollblut-
Impedanz-Aggregometrie und den Tirofiban-Konzentrationen.

Das PFA-100-System zeigte statistisch signifikante Anderungen bei héheren Konzentrationen
(Epinephrin-PFA 10 ng/ml Tirofiban, ADP-PFA 25 ng/ml Tirofiban) als bei der Vollblut-
Impedanz-Aggregometrie, aber bereits bei 50 ng/ml Tirofiban wurden die maximalen
Anderungen erreicht.

Die Anderungen in den Thrombelastographie-Parametern (Gerinnselbildungszeit, Maximal-
amplitude und Alpha-Winkel) treten erst bei viel hoheren Konzentrationen auf als bei der
Vollblut-Impedanz-Aggregometrie bzw. dem PFA-100-System, und die maximalen Anderun-
gen werden auch bei den Konzentrationen weit tGber dem therapeutischen Bereich nicht
erreicht.

Nach den Ergebnissen dieser Studie sollte in erster Linie die Vollblut-Impedanz-Aggrego-
metrie fUr die Beurteilung der Tirofiban-Effekte verwendet werden, um die Wirkungen von
Tirofiban auf die Thrombozytenfunktion im therapeutischen Dosisbereich beurteilen zu
konnen.

Prof. Dr. med. Kazuo Inoue



