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ZUSAMMENFASSUNG
Der Einfluss der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration auf Thrombozytenaktivierung nach

Ischimie und Reperfusion der oberen Extremitiit
KUHN, Nicola

Einleitung: Ischimie- und Reperfusions-Ereignisse fiithren zur Bildung von toxischen Sauerstoffradikalen,
die signifikante Endothelschdden verursachen und verstdrken konnen. Als Folge dessen kommt es zu einer
Aktivierung von Thrombozyten, die aufgrund ihrer prothrombotischen und proinflammatorischen Wirkung
zu einer erhohten perioperativen Morbiditdt und Mortalitdt beitragen konnen. Ziel der vorliegenden Studie
war es, den Einfluss unterschiedlicher inspiratorischer Sauerstoffkonzentrationen auf das Ausmall der
Thrombozytenaktivierung im Rahmen eines Ischdmie-Reperfusions-Ereignisses zu ermitteln.

Methoden: In dieser prospektiv-randomisierten Studie wurden Patienten, bei denen intraoperativ durch einen
arteriellen pneumatischen Tourniquet an der oberen Extremitdt ein ,Ischdmie-Reperfusionsschaden® (IRI)
ausgelost wurde, mit unterschiedlichen inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen (30%, 50%, 80%)
beatmet. An fiinf peri-ischimischen Zeitpunkten (TO-T4) wurden Blutproben entnommen und auf
Thrombozytenaktivierungsmarker untersucht: Hierbei wurden Glykoprotein VI (GPVI) und Platelet-Derived
Microparticles (PDMP) mithilfe eines Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) und Prokoagulante
Phospholipide (PPL) mit Hilfe des Faktor Xa-Clotting Time-Tests (XACT) gemessen.

Ergebnisse: Wihrend der Reperfusion des ehemals ischamischen Gebietes kam es zu einem signifikanten
Anstieg der gemessenen Thrombozytenaktivierungsmarker. Zwischen den Gruppen verschiedener
inspiratorischer Sauerstoffkonzentrationen erreichten die Unterschiede in unserem Modell keine statistische
Signifikanz.

Diskussion: In der Reperfusionsphase eines IRI kommt es zu systemisch nachweisbar gesteigertem
Auftreten von Surrogatmarkern fiir Thrombozytenaktivierung. Hierbei zeigte sich Glykoprotein VI als der
spezifischste Parameter. Das AusmalBl der Aktivierung von Thrombozyten konnte durch die Hohe des
inspiratorischen Sauerstoffgehaltes nicht signifikant beeinflusst werden, so dass man davon ausgehen muss,
dass die inspiratorische Sauerstoffkonzentration unter normalen Druckverhiltnissen weder einen
wesentlichen Einfluss auf das Ausmall der Thrombozytenaktivierung noch auf die Bildung von
Sauerstoffradikalen und Endothelschidden hat. In zukiinftigen Studien konnte versucht werden, die
Unterschiede der Sauerstoffkonzentration im Blut durch physikalische Losung zu verstédrken, z.B. durch den

Einsatz einer hyperbaren Druckkammer.
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1 Hintergrund

I. Einleitung

I.1. Hintergrund

Das Phanomen ,,Ischamie-Reperfusionsschaden (Ischaemia/Reperfusion Injury; IRI)
wurde erstmals in den 1970er Jahren beschrieben. (28) IRI bezeichnet einen
unspezifischen, iiberschieBenden Aktivierungs- und Entziindungsprozess, der durch eine
voriibergehende Sauerstoffminderversorgung des Gewebes initiiert und letztlich durch
die Reperfusion des Gewebes mit sauerstoffhaltigem Blut paradoxerweise weiter
verstiarkt wird.

IRI kann in einer Vielzahl von Situationen im klinischen Alltag beobachtet werden
und ist daher ein klinisch hochrelevantes Problem.

In der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, ob es im Rahmen der
Reperfusion einen Zusammenhang zwischen der Hohe der inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration und dem Ausmall der Aktivierung von Thrombozyten gibt.
Hierfiir wurden bei operativen Patienten mit IRI spezifische Marker der
Thrombozytenaktivierung  (Glykoprotein VI,  Platelet-Derived =~ Microparticles,

Prokoagulierende Phospholipide) gemessen.

I.2. Ischamie- und Reperfusionsschaden (IRI)

Ischdmie ist die pathophysiologische Grundlage vieler im klinischen Alltag
angetroffener Krankheitsbilder wie etwa dem Myokardinfarkt, dem ischamischen
Schlaganfall, der peripheren GefidBinsuffizienz oder der Minderperfusion von
Organsystemen im Rahmen eines hypovoldmen Schocks. (23,51)

Dariiber hinaus kommt es auch bei einer Vielzahl von elektiv durchgefiihrten
Operationen zu iatrogenen Ischidmien (28,51): Arterielle Klemmen in der
GefdBBchirurgie, der FEinsatz eines pneumatischen arteriellen Tourniquet in der
orthopiddischen Chirurgie, herzchirurgische Eingriffe mit partiellem oder totalem

Kreislaufstillstand, in der Transplantationsmedizin, bei himorrhagischem Schock oder



auch die Septikdmie sind einige typische Beispiele, die die tigliche Konfrontation mit
Ischiamie- und Reperfusionsschidden im klinischen Alltag veranschaulichen. (51)

Eine Sauerstoffminderversorgung des Gewebes fiihrt allgemein rasch zu irreversiblen
Zellschidigungen, im Falle sensibler Organe wie des Gehirns oder des Myokards
reichen hier bereits wenige Minuten aus. (28,51)

Obwohl eine zeitige Reperfusion mit oxygeniertem Blut essentiell ist um irreversible
Zellschiden moglichst gering zu halten, fithrt paradoxerweise die Reperfusion selbst zu
weiteren Schiden und Zelltod in dem vormals ischdmischen Gewebe. Dieses Phinomen
wird durch den Begriff Ischdmie-Reperfusions-Schaden (IRI) beschrieben.

So konnte in experimentellen Studien gezeigt werden, dass die histologischen
Veridnderungen nach dreistiindiger Ischéamie des Intestinums oder der Leber gefolgt von
einer Stunde Reperfusion wesentlich gravierender sind als die Verinderungen, die nach
vier Stunden reiner Ischdmie beobachtet werden konnen. (23,28,51)

Eine Ischidmie hat gravierende Auswirkungen auf die zellulire Homoostase: Es
kommt zu Natrium- und Kalziumiiberschuss, intrazellulidrer Azidose, Schwellung,
Verletzungen des Zytoskeletts, mitochondrialer Hyperkalzimie und weiteren
Veridnderungen (Verlust des sarkoplasmatischen Membranpotentials; Absinken von
ATP, Glutathion; gesteigerte Expression von leukozytiren Adhisionsmolekiilen;
Sekretion von Zytokinen wie TNFa, IL-1, 6, 8). (23,28,51)

Insbesondere das GefidBsystem - und hier vor allem das Endothel - reagiert sehr
empfindlich auf IRI. (51)

Die Aufgaben von Endothelzellen sind von vitaler Bedeutung: sie kontrollieren den
GefiBtonus und somit den lokalen Blutfluss, modulieren Gerinnung und Entziindung,
beeinflussen das Immunsystem, kontrollieren den Transport von Mikro- und
Makromolekiilen ins Interstitium, wandeln Prohormone in aktive Hormone um und
beeinflussen die Bildung von neuen Blutgefilen. Die Auswirkungen von IRI auf das
Endothel reichen bis zur Nekrose des Endothels. (51)

Ischimie mit anschlieBender Reperfusion fiihrt aber nicht nur zu einer lokalen,
sondern auch einer systemischen Entziindungsantwort, die von reaktiven
Oxidationsprodukten, Komplementaktivierung, Leukozytenadhision und -migration,
Thrombozyten- und Leukozytenaggregation, erhohter Gefidllpermeabilitit und

verminderter endothelabhingier Relaxation gekennzeichnet ist. (23,28,51,125,128)
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Oft bleiben die Auswirkungen subklinisch, kdonnen aber im schlimmsten Falle in
fatale Krankheitsbilder wie das Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)
oder das Multiorgan Dysfunction Syndrome (MODS) miinden, die bis zu 30-40% der
Mortalitdt auf Intensivstationen ausmachen. (23,51,104) So konnen Ischidmie-
Reperfusionsschiden weit iiber das urspriingliche ischamische Gebiet Auswirkungen

auf unabhiingige, urspriinglich nicht-ischimische Organe haben. (23)

1.2.1. Pathophysiologie

Die pathophysiologischen Auswirkungen des IRI beruht auf zwei Annahmen: Erstens,
dass es eine gewisse Anzahl an Zellen gibt, die wihrend einer Ischdmie durch die
Sauerstoffminderversorgung irreversibel geschidigt werden und eine weitere Gruppe
Zellen, die vollstiandig intakt bleiben. Zweitens, dass es eine dritte Zellgruppe gibt, die
nach der Ischimie zwar potentiell vital, aber gefihrdet fiir den Zelltod durch
Reperfusion ist. Diese Zellgruppe entscheidet letztlich iiber das Ausmall des

Reperfusionsschadens (Abb. 1). (23)
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Abbildung 1 (28) - Konzept des Ischiimie-Reperfusionsschadens:

Schematische Darstellung des Ischdmie-Reperfusionsschadens: Die nach Ischdmie noch
potentiell vitalen Zellen bestimmen das Ausmalf} des Reperfusionsschadens.

a: Die potenziell vitalen Zellen erholen sich bei Reperfusion komplett.

b: Die potenziell vitalen Zellen werden durch die Reperfusion weiter geschédigt, bis hin zum
Zelltod.



Ischimische Phase

Ischamie (aus dem Griechischen: ischein: Aufhalten, haima: Blut) bezeichnet eine
relative oder absolute Reduktion der Blutversorgung eines Organs und daraus
resultierend eine im Vergleich zum Bedarf unzureichende Sauerstoffversorgung. Dies
fihrt zu einer Vielzahl von =zelluliren, metabolischen und ultrastrukturellen
Verdnderungen, abhingig von der Intensitit und Dauer der Ischiamie, des Zelltyps und
dessen jeweiligem metabolischen Bedarf. (23,51)

Normalerweise stellt die sauerstoffabhingige oxydative Phosphorylierung den Zellen
energiereiche Phosphate in Form von Adenosintriphosphat (ATP) bereit, welches fiir
eine grole Zahl von Stoffwechselreaktionen benétigt wird. Schon ein paar Sekunden
nach Unterbrechung des Blutflusses verbraucht die Zelle den Sauerstoff, der in
Oxyhi@moglobin, Myoglobin oder Neuroglobin gespeichert ist und ist gezwungen ihren
Stoffwechsel umstellen. (67,77) Durch anaerobe Glykolyse wird so eine minimale
Produktion von ATP aufrechterhalten. Trotzdem tiberschreitet die Nachfrage schnell die
Produktion, und die intrazellulire Konzentration von ATP sinkt weiter. ATP wird zu
Adenosindiphosphat (ADP) und schlieBlich Adenosinmonophosphat (AMP) abgebaut,
welches frei aus der Zelle diffundieren kann. (38) Hierdurch sinkt der zelluldre Anteil
an Vorstufen des ATP, was zu einer verminderten ATP-Synthese wihrend der
Reperfusion fiihrt. (51)

Durch den ATP-Mangel konnen die ATP-abhingigen Pumpvorginge in der Membran
nicht mehr normal ablaufen: Durch eine verminderte Aktivitit der Na*™-K"-ATPase und
eine erhohte Aktivitit des Na*-Ca**-Austauschers kommt es zum vermehrten Einstrom
von Natrium und Calcium. (84,107,143)

Die intrazellulire Hyperkalzimie induziert den Abbau von sarkoplasmatischen
Phospholipiden und Proteinen des Zytoskeletts und modifiziert unter anderem die
Tertidrstruktur einiger Enzyme. So kommt es zum Beispiel zur Konformationséinderung
der Xanthindehydrogenase zur Xanthinoxidase. (19,52,93) Diese zwei Enzyme
katalysieren die gleichen Reaktionen, ndmlich die Umwandlung von Hypoxanthin
(welches durch Abbau der energiereichen Phosphate intrazelluldr akkumuliert) zu
Xanthin und von Xanthin zu Harnsdure. Wihrend aber die Xanthindehydrogenase
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD") als Kofaktor bendtigt, bendtigt die
Xanthinoxidase Sauerstoff als Kofaktor. (51) Sobald der Zelle in der
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Reperfusionsphase wieder Sauerstoff zugefiihrt wird, kommt es bei Umwandlung des
akkumulierten Hypoxanthin zur Bildung toxischer reaktiver Sauerstoffradikale. (28)

Sekundir zur zelluldren kommt es auch zur mitochondrialen Hyperkalzimie, welche
zu Schwellung und zum Verlust des Membranpotentials fiihrt. Dies fithrt zur
irreversiblen Offnung der PTP (Permeabilitiitsiibergangspore), wodurch die Integritiit
des Mitochondriums zerstort ist. Dieser weite Kanal ist unspezifisch und durchléssig fiir
Molekiile bis zu einem Molekulargewicht von 1500 Da, wie zum Beispiel Cytochrom c.
Im Zytosol aktiviert Cytochrom ¢ Caspasen und initiiert damit die Apoptose. (95)

Der intrazellulire ATP-Mangel verhindert auferdem die Regeneration von
Glutathion, Ascorbinsdure und Tocopherol, welche wichtig fiir die Entgiftung von
Stoffwechselprodukten im Zytosol und der sarkoplasmatischen Membran sind, indem
sie freie Radikale zu H,0 umwandeln. Ohne diese Schutzsysteme fiihrt der Anstieg der
reaktiven Sauerstoffradikale (ROS) zu direkten Schidden an Zellmembranen und
Proteinen, zum Beispiel durch eine Lipidperoxidation. (28) Die Anhdufung von
osmotisch aktiven Partikeln wie Laktat, Natrium, anorganischem Phosphat und Kreatin
fiihren zu einer Zellschwellung. Laktat, Protonen und eine verminderte Oxidation von
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH;) durch die Mitochondrien sduert
die Zelle an und inhibiert die anaerobe Glykolyse.

Die Ischimie stimuliert die Exprimierung von Adhésionsmolekiilen an der
Oberfliche der Endothelzellen und der Leukozyten (P-, L-Selektine, interzellulédre
Adhisionsmolekiile, Thrombozyto-endotheliale Zelladhdsionsmolekiile (PECAMs))
sowie die Sekretion von Zytokinen (TNFa, IL-1,6,8 und andere) und vasoaktiven
Agenzien (Endothelin, Thromboxan A;). (51) Die Ischdmie induziert also einen
proinflammatorischen Zustand, der das Risiko fiir Reperfusionsschidden erhoht. (28)

Die Zytokinproduktion steigt wihrend der Reperfusion massiv an und initiiert so
eine Entziindungsantwort. Die Oberflachenadhésionsproteine sorgen fiir eine Migration
der neutrophilen Granulozyten aus den GefidB3en ins Interstitium. Abgesehen von ihrer
Beteiligung an der Immunabwehr sind neutrophile Granulozyten notwendig fiir die
Heilung von entziindetem Gewebe und die Resorption des unter der Ischdmie nekrotisch
gewordenen Gewebes. (51)

Die Effekte der Hypoxie auf zelluldrer Ebene sind vorwiegend zellulidre Azidose,

Verlust des sarkoplasmatischen Membranpotentials, Zellschwellung, Desorganisation



des Zytoskeletts, ATP- und Kreatinphosphatmangel mit dessen Folgen, steigende
Exprimierung von leukozytdren Adhédsionsmolekiilen und Sekretion von Zytokinen

(TNFa, IL-1, 6, 8 und andere). (51)

Reperfusionsphase

Die Wiederherstellung des Blutflusses in einem vormals ischimischen Gewebe ist fiir
die Erholung des Gewebes zwingend erforderlich, kann aber selber gleichzeitig
erhebliche Schidden hervorrufen:

Es kommt zu einer Entziindungsantwort, die von einer Aktivierung des
Komplementsystems und der neutrophilen Leukozyten sowie der massiven Produktion
freier Radikale gekennzeichnet ist. Vasomotorik und Endothelfunktion werden gestort.

Die Entziindungsantwort kann sich dariiber hinaus durch die Ausschiittung von
Zytokinen, Chemokinen und proinflammatorischen Metaboliten in die Blutbahn und
durch aktivierte Thrombozyten vom ischdmischen Gebiet auf den gesamten Korper

ausweiten. (51)

Reaktive Sauerstoffradikale

In den dysfunktionalen Mitochondrien des ischdmischen Gewebes fiihrt die Reperfusion
durch Umwandlung des akkumulierten Hypoxanthin durch Xanthinoxidase zur Bildung
von toxischen ROS wie dem Superoxidanion (O;’), Hydroxylradikalen (OH", HOCI),
Wasserstoffperoxid (H,0O,) und Stickoxidabkdmmlingen. (23)

Auch die zwei wichtigsten NO-Synthetasen eNOS (Calcium-/ Calmodulin-
abhingiger endothelialer Typ) und iNOS (Calcium-unabhéngiger induzierbarer Typ)
wandeln wegen des Mangels an ihren eigentlichen Substraten L-Arginin und Kofaktor
Tetrahydrobiopterin (BH4) Sauerstoff in hochreaktive Superoxidanionen (O;) um.
(28,120)

Die ansteigende Konzentration der ROS bei gleichzeitig sinkender Konzentration von
Antioxidantien wie Glutathion, die als Radikalfinger wirken, fiihrt zur direkten
Interaktion der ROS mit Zelllipiden, -proteinen und Desoxyribonukleinsdure (DNA).
Das fiihrt letztlich zu Zelltod und Aktivierung von NFkB (nuclear factor 'kappa-light-

chain-enhancer’ of activated B-cells). (28,51)
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Diese Aktivierung erfolgt zusitzlich iiber Zytokine (Tumornekrosefaktor o (TNFa)
und Interleukin-1 B (IL-1P)) und iiber Toll-Like-Rezeptoren-Signalwege (z.B. induziert
iiber Hyaluron-Fragmente als Folge der Gewebeschidden). Des Weiteren fiihren die
reaktiven Sauerstoffradikale zu DNA-Strangbriichen, welche das Kernenzym Poly-
ADP-Ribose-Polymerase (PARP) aktivieren. PARP spaltet NAD" in Nicotinamid und
ADP-Ribose, welches polymerisiert und fiir DNA-Reparaturen und fiir die Stabilitét des
Genoms sorgt.

Die Uberaktivitit von PARP verbraucht erneut ATP und kann dadurch wiederum zu
Dysfunktionen in der Zelle oder Zelltod fiihren. (28)

Durch den Kalziumiiberschuss im Zytosol werden eine Vielzahl von intrazellulidren
Enzymen wie Proteasen und Endonukleasen aktiviert, die proapoptotische Signalwege
aktivieren. Ebenso wird die Phospholipase A, aktiviert, was zur Bildung von
Arachnoidonsidureabkémmlingen fiihrt (Leukotrien B4, Thromboxan A;), welche zur
Vasokonstriktion beitragen und die Adhision von neutrophilen Granulozyten fordert.
Durch deren oxydativen Burst, der zur erneuten Bildung von reaktiven oxydativen

Sauerstoffradikalen fiihrt, wird der ,, Teufelskreis* geschlossen. (28,36)

Zelltod

Die Mechanismen des Zelltods wihrend IRI konnen sowohl Nekrose als auch Apoptose
sein. Die Nekrose ruft durch Freisetzung zytosolischer Inhalte eine Entziindungsantwort
im Zentrum der Infarktzone hervor. Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose ein fein
regulierter ATP-abhingiger Vorgang, der zum Zelluntergang ohne das unmittelbare
Hervorrufen einer Entziindungsantwort fiihrt. (28)

Die Produktion von TNFa durch das wiederdurchblutete Organ scheint eine
ausschlaggebende Rolle fiir die Induktion der Apoptose zu spielen. TNFa kann einen
rezeptorabhiingigen Signalweg aktivieren, der zum Zelltod fiihrt, indem es
nachgeschaltete Caspasen aktiviert. Aber die TNFa-Signalwege sind nicht die einzige
Ursache. Schwellung und Depolarisation der Mitochondrien, einhergehend mit
Hyperkalzdmie setzen zytoplasmatische Proteine wie Cytochrom C frei. Wenn dieses
Protein, welches Bestandteil der Atmungskette ist, vom Mitochondrium ins Zytoplasma

gelangt, interagiert es mit dem Apoptose-aktivierenden Faktor-1 (Apaf-1) und ATP und



bildet so das Apoptosom. Dies ist ein groBer oligomerer Proteinkomplex, der die
Caspase 9 aktivieren kann, die wiederum den Caspasensignalweg aktiviert.

Die Apoptose des Endothels tritt frither auf als die des anliegenden Parenchyms und
beeinflusst sie. Daher verringert eine Reduktion der endothelialen Apoptose gleichzeitig

die Apoptose des anliegenden Parenchyms. (23,51)
I.2.2. Szenarien

IRI an Organen

In Arteriolen fithrt IRI zum Auftreten von GefidBBspasmen. (51) Durch die herabgesetzte
Produktion von Stickoxid fehlt das Gegengewicht zur von den Arteriolen angestrebten
Vasokonstriktion. Diese Tendenz ist in einigen Geweben wie im Skelettmuskel, dem
Herzen, der Lunge oder dem Gehirn besonders ausgepragt.

Die Auswirkungen auf die Funktion eines Organs hidngen von dem Grad und der
Dauer der Ischdmie ab und auBerdem auch von der Empfindlichkeit eines Organs. Die
Auswirkungen auf die gesamte Korperfunktion hiingen von der Rolle des Organs in der
Homdostase ab. (51)

In der Lungentransplantationschirurgie ist die Lungenschidigung durch IRI von
unspezifischen alveoldren Schidden, Lungenddemen und Hypoxdmie gekennzeichnet.
Anhand einer deutlich erhohten Konzentration von loslichem P-Selektin, 19slichem
CD40-Ligand und Thrombozyten-Leukozyten-Konjugaten konnte eine signifikante
Aktivierung der Thrombozyten und somit ihre wichtige Rolle fiir IRI nach
Lungentransplantation festgestellt werden. (141)

Im schlimmsten Fall kann ein akutes primires Transplantatversagen auftreten, und
auch sonst bleibt IRI eine bedeutende Ursache von Morbiditit und Mortalitit nach
Lungentransplantation. (27)

Auch die Niere ist ein gefdhrdetes Organ: IRI kann Schiden der Nierentubuli
induzieren und zum Absinken der glomerulédren Filtrationsrate beitragen.

Die perioperative Entwicklung eines akuten Nierenversagens ist mit hoher Morbiditét
und Mortalitit vergesellschaftet. Die Inzidenz variiert entsprechend zu verschiedenen

operativen Techniken. (51)
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Auch am Herzen kommt es durch Reperfusion zu Schiaden wie zum Beispiel dem
»~myokardialen Stunning®, einer voriibergehenden kontraktilen Dysfunktion oder zu
,»Reperfusion Arrhythmias®“, die zum Herztod fiithren konnen. (23,34) In der
Herzchirurgie wird dem IRI eine bisher nicht eindeutig geklidrte Rolle bei der
Entwicklung einer postoperativen kognitiven Stérung zugesprochen. (23,51) Ein IRI
der Leber ist die Hauptursache fiir Morbiditit bei der Leberresektion oder
Lebertransplantation. (35,97) Die frithe Entziindungsphase ist von einer Aktivierung der
Kupffer-Zellen (KC), die ROS generieren, gekennzeichnet. (14,56,66,86) Auflerdem
akkumulieren Leukozyten in der postischdmischen Leber und fithren zu weiterem
Leberschaden. (9,65)

Die Anzahl der adhidrenten Thrombozyten ist direkt nach Reperfusion proportional
zur Reperfusionszeit signifikant erhoht. (35) Eine Konstriktion der Sinusoide und die
Anwesenheit von aktivierten KC fithren zur Adhésion von Thrombozyten. (86) Diese
induzieren dann eine Akkumulation von Leukozyten in den Sinusoiden, was zu
Perfusionsstorungen und Leberversagen fiihren kann. Die Thrombozyten spielen also
eine wichtige Rolle, indem sie zwischen KCs und Leukozyten vermitteln. Die
Konstriktion der Sinusoide und die KCs selbst korrelieren stark mit der
Thrombozytenadhision in der frithen Phase der IRI. Die Thrombozyten allein haben
wenig Effekt auf einen Leberschaden, fithren aber zur vermehrten Adhision von
Leukozyten, was zu einer Progression der Leberschddigung fiihrt. (105)

Die Mechanismen der IRI-induzierten Hirnschiden haben groBe Ahnlichkeit zu den
IRI-induzierten Herzschiden. Viele Mediatoren und Zytokine, die bei IRI produziert
werden, wie Bradykinin, Purin-Nukleotide, Stickoxid oder ROS steigern die
Durchléssigkeit der Blut-Hirn-Schranke und induzieren ein Hirnédem. (1) Die
leukozytére Infiltration in das ischdmische Gehirn steigert den zerebralen Schaden, und
steigert bei Reperfusion das ,,No-Reflow*-Phéanomen (s.u.).

Die indirekten Auswirkungen von IRI auf entfernte Organe konnen als Folge des IRI
auftreten. Die neutrophilen Granulozyten und die Aktivierung von Thrombozyten und
des Komplementsystems zusammen mit einer massiven Produktion von
Zytokinen/Chemokinen rufen einen proinflammatorischen Zustand hervor, der die
Funktion anderer Organe beeinflusst. So beschrinkt sich beispielsweise ein IRI bei

Operationen an der Bauchaorta nicht nur auf die unteren Extremitédten, sondern
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verursacht auch Schiden an entfernten Organen und Geweben wie an Herz, Lunge,
Nieren und Darm. (3,33,69,118,124) Lungenschédden, die nach Operationen an der
Bauchaorta auftreten, sind von progressiver Hypoxidmie, pulmonaler Hypertension,
verminderter Compliance der Lunge und Odem gekennzeichnet, oft einhergehend mit
einem ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome). (33,124) Im Vergleich zur
offenen  Bauchchirurgie sind bei endovaskuldrer Chirurgie abdomineller
Aortenaneurysmen  IRI-induzierte intestinale = Mukosaschdden, Nieren- und
Lungendysfunktion geringer ausgeprigt. (69)

Die Reperfusion der unteren GliedmaBen kann die Apoptose von Kardiomyozyten
hervorrufen. (88)

Die Reperfusion eines zuvor ischamischen Darms kann durch das Zusammenbrechen
der physiologischen Darmbarriere zu betrachtlichen Dysfunktionen diverser Organe wie

Leber, Niere und Lunge bis zur Entwicklung eines SIRS fiihren. (51)

Gefaflverletzung und das ,,No-Reflow*“-Phinomen

Trotz Wiedereroffnung eines Gefédles ist der Blutfluss zu einem ischdmischen Organ
oftmals nicht sofort vollstindig wiederhergestellt. (129) Die Mechanismen dieses No-
Reflow-Phdnomens bestehen in einer erhohten Adhision der Leukozyten ans Endothel,
Thrombozyten- und  Leukozytenaggregationen,  interstitiellen  Fliissigkeits-
ansammlungen und einer verminderten endothelabhingigen Vasorelaxation.
(106,129,136,145) Durch den IRI kann die NO-Synthese durch eNOS oder iNOS
aufgrund eines Mangels an der Vorstufe L-Arginin oder am Kofaktor
Tetrahydrobiopterin (BH4) erniedrigt sein. (136) Die Freisetzung von Endothelin-1,
dem wichtigsten Vasokonstriktor, ist nach Reperfusion drastisch erhoht. Eine weitere
Gefahr fiir Vasospasmen geht von Leukotrien B4, aktivierten Komplementfaktoren und
Thromboxan A2 aus, die wihrend der durch die Reperfusion hervorgerufene
Entziindungsantwort freigesetzt werden. (57) Die akute endotheliale Fehlfunktion kann
durch den wihrend der Ischimie hervorgerufenen Wasser- und Natriumeinstrom und
die erhohte Vasokonstriktion in eine Endothelschwellung miinden, die zur
Verkleinerung des Kapillarlumens und zu einer Erhohung des Flusswiderstandes fiihrt.
AuBerdem stort die Strukturdnderung junktionaler Adhisionproteine die endotheliale

Barriere, wodurch es zu einem vermehrten Fliissigkeitsausstrom auf Kapillarebene und
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vermehrtem Ausstrom von Makromolekiilen und hierdurch zu intravasaler
Hiamokonzentration und verminderter kapillirer Perfusion kommt (,,No-Reflow®).
(16,28)

Das ,,No Reflow“-Phinomen kann nach Reperfusion fiir einige Wochen anhalten.
(5D

Klinisch kann sich dies in einer fortbestechenden Dysfunktion des Organs in der
Postreperfusionsphase, einem AbstoBen des Transplantats oder einer Vergroerung der

Infarktnarbe bemerkbar machen. (23)

Multiorgan Dysfunction Syndrome (MODS)

Das MODS ist die Haupttodesursache von schwer kranken Patienten (108) und kann die
Folge eines IRI von Darm, Leber oder Skelettmuskel sein oder typischerweise nach
einer Wiederbelebungsmalnahme nach Kreislaufstillstand mit anschlieBender
Reperfusion auftreten. (18)

Zusitzlich zu  einer erhohten Permeabilitdit der MikrogefiBBe, ist MODS
gekennzeichnet von einer Dysfunktion der Gerinnung und des Immunsystems, was
durch Aktivierung von Thrombozyten zu Thrombose, disseminierter intravaskulédrer
Gerinnung und Immunsupprimierung fithren kann. Die Mortalitét auf Intensivstationen
korreliert direkt mit der Anzahl der betroffenen Organsysteme: bei nur einem
betroffenen Organsystem ergibt sich eine Todesrate von 30 bis 40 %, bei zwei eine

Todesrate von 50 bis 60% und bei drei oder mehr von 80 bis 100%. (23)

Tourniquet

Das pneumatische Tourniquet wurde 1904 von Harvey Cushing entwickelt, um dem
Chirurgen ein relativ blutleeres Feld zu schaffen, den Blutverlust zu minimieren und die
Identifikation von vitalen Strukturen zu erleichtern. Seitdem ist der Gebrauch in der
orthopidischen Chirurgie an Extremitédten zur Routine geworden.(75)

Allerdings kann durch ein arterielles Tourniquet ein Ischimie-Reperfusionsschaden
mit potentiell fatalen lokalen und systemischen Auswirkungen hervorgerufen werden.
(46,53,119,121,137,156)

Die Anwendung einer Blutsperre bei Operationen der oberen Extremitdten wird bis

zu einem Maximum von zwei Stunden als sicher angesehen. (37)
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Die durch den Einsatz eines Tourniquets am meisten gefdhrdeten Gewebe sind
Nerven und Muskeln. Am héufigsten beobachtet man ischimische Neuropathien oder
Neurapraxie durch Kompression. (109,133) Diese werden als grundlegende Ursache der
»lourniquet-Paralysen* angesehen (Inzidenz: 0.15%). (96,117)

In Muskeln konnen voriibergehende oder lidnger anhaltende funktionelle und
histologische Veridnderungen auftreten, die zu einer verlangsamten Kraftrehabilitation
fithren. (134)

Durch ein Tourniquet hervorgerufene Verdnderungen im Kreislauf-Volumen konnen
zu Problemen der Zirkulation und der Respiration fithren. (46,121) Himodynamische
Veridnderungen werden vor allem bei gleichzeitigem Gebrauch zweier Tourniquets an
beiden unteren Extremititen beobachtet. (17) Deshalb sollte eine gleichzeitige Deflation
vermieden werden.

Als weitere kardiovaskuldre Folgen drohen arterielle Hypertonie (148) und erhdhter
zentraler Venendruck. (17) AuBlerdem konnen direkte Gefidl3schiden entstehen. (55,94)
Durch eine vermehrte Thrombozytenadhdsion kommt es zu einem Zustand der
Hyperkoagulation. (153) Dies kann eine Ursache fiir das vermehrte postoperative
Auftreten von tiefen Venenthrombosen nach totaler Kniearthroplastik sein, (25,40)
wobei diese auch ohne den Gebrauch eines Tourniquets nach einer Kniearthroplastik
auftreten konnen. (4)

Eine reaktive Hyperdmie nach Deflation des Tourniquets verursacht einen Anstieg
des GliedmaBBenumfangs um 10%, was zu postoperativer Schwellung und Steifheit
fiihrt. (138)

Einige MaBnahmen konnen getroffen werden, um die Komplikationsrate beim
Gebrauch eines Tourniquets zu minimieren: Griindliche pridoperative Evaluation der
Patienten, ein breiter Niederdruck-Cuff, maximal zwei Stunden Ischdmiezeit, Wechsel
zwischen zwei Tourniquets, gute Polsterung unter dem Tourniquet, sorgfiltiges
perioperatives Monitoring des hidmodynamischen Status von Patienten mit geringer
kardiopulmonaler Reserve, oder regionale Hypothermie durch Kiihlen der Extremitit.

(152)
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I.2.3. Klinische Relevanz

GefiBchirurgie, Herzchirurgie, Transplantationschirurgie und Extremitéitenchirurgie mit
Gebrauch eines arteriellen Tourniquets stellen nur einige Beispiele fiir Situationen dar,
unter denen es zu einem IRI kommen kann. Erhoht ist diese Gefahr bei Vorliegen
kardialer Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie, Hypertonie oder Diabetes durch
eine erhohte Vulnerabilitit der Mikrogefde. Deshalb ist es wichtig, Malnahmen zur

Vermeidung oder Reduktion von IRI zu untersuchen. (23,51)

I.3. Thrombozyten und Hamostase

Thrombozyten:

Thrombozyten sind 1-4pum grofle zytoplasmatische Abkommlinge von Megakaryozyten
und per definitionem keine Zellen, da sie keinen Zellkern enthalten und auch keine
Proteine synthetisieren konnen. Durchschnittlich hat ein Erwachsener etwa 150000-
380000 Thrombozyten pro ul Blut mit einer Lebenszeit von 10-12 Tagen. Sie
exprimieren zahlreiche Glykoproteine, die die Adhésion an die verletzte GefaBwand
vermitteln (z.B. P-Selektin, PECAMI, Integrine wie Glykoprotein Ila und IIIb). Im
Zellinneren finden sich Mitochondrien und Speichergranula unter anderem mit von-
Willebrand-Faktor  (vWF) und  P-Selektin, deren  Sekretion fiir die
Thrombozytenfunktion notwendig ist. (91) Die Hauptfunktion von Thrombozyten

besteht darin, eine Blutung moglichst schnell zu stillen.

Hamostase:

Physiologisch unterliegt die Hidmostase einem komplexen Wechselspiel zwischen
inhibierenden und aktivierenden Faktoren, so dass ein Gleichgewicht zwischen
gerinnungsfordernden und —hemmenden Botenstoffen vorliegt. Man unterscheidet
zwischen primédrer und sekundédrer Hidmostase. Zunidchst wird bei der primédren
Héamostase ein thrombozytenreicher, weiler Thrombus gebildet. Dieser wird in der
sekundiren Himostase durch Fibrin stabilisiert.

Die primidre Hidmostase kann in drei Abschnitte gegliedert werden: Adhision,

Aktivierung, Aggregation.
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Den ersten Schritt stellt die Adhésion ruhender Thrombozyten an Strukturen im
Bereich der GefiBwandverletzung dar. Der Adhisionsvorgang wird durch
Glykoproteine der Thrombozytenmembran gesteuert. Thrombozyten binden mit dem
auf ihrer Oberfliche gelegenen GP-Ib-Ila-Glykoproteinrezeptorkomplex direkt an das
durch die Verletzung freigelegte Kollagen.

Der Von-Willebrand-Faktor (vWF), der subendothelial, in den Blutplittchen selbst
und im Plasma an Faktor VIII gebunden vorkommt, bildet eine Briicke zwischen den
durch die Verletzung freigelegten  Kollagenfasern und dem  GP-Ib-
Glykoproteinrezeptorkomplex auf der Thrombozytenoberfliche. (21) Die Interaktion
zwischen GPIb und vWF vermittelt das initiale ,, Tethering* (Anbinden) der Plittchen,
gefolgt von einer opf;-Integrin-vermittelten Adhidsion, die eine Translokation der
Pléttchen verhindert und Interaktionen zwischen Kollagen und Glykoprotein VI (GPVI)
erlaubt. (110)

Die Interaktion thrombozytirer Kollagenrezeptoren mit Kollagen fiihrt zur
Aktivierung und Formverdnderung (,,shape change*) der adhirenten Thrombozyten;
dabei kommt es zur Bildung von Pseudopodien, wodurch ihre Adhisions- und
Vernetzungsfiahigkeit verstirkt wird.

Die aktivierten Thrombozyten setzen o-Granula mit Kalzium, Serotonin, ADP,
Thromboxan A, und weiteren Stoffen frei, die zur weiteren Chemotaxis, Adhésion und
Aggregation von Thrombozyten, zur Vasokonstriktion und zur Induktion der
plasmatischen Gerinnung fiihren.

In der ersten Phase der Aggregation werden die Thrombozyten zunéchst reversibel
iiber Fibrinogenbriicken miteinander verbunden (primire Aggregation). Die sekundére
Aggregation fiihrt zur Degranulation der Thrombozyten und somit zur Verfestigung der
Fibrinogenbindung. Diese Phase ist irreversibel. Eine entscheidende Rolle spielt das
Oberflachenprotein Glykoprotein IIb-IIla, das erst nach Aktivierung der Thrombozyten
und deren Freisetzung von Kalzium an Fibrinogen binden kann und so iiber
Fibrinogenbriicken die Aggregation ermdoglicht. (45,91) Um eine Blutung dauerhaft
zum  Stillstand zu bringen, ist nach der GefidBkontraktion und der
Thrombozytenaggregation die sekunddre Hidmostase erforderlich, in der das Blut
gerinnt. Der hierbei entstehende Thrombus enthilt ein Netzwerk aus Fibrinfidden, das

auch Erythrozyten einschlieBt, und daher ,roter Thrombus®“ genannt wird. Dieses
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mechanisch stabile Fibrinnetzwerk entsteht durch die Bildung von festem Fibrin aus
seinem fliissigen Vorldufer, dem Fibrinogen. Hierdurch geht das Blut aus seinem
fliissigen in einen gallertartigen Zustand iiber. Die Fibrinbildung steht am Ende der
Gerinnungskaskade, einer Abfolge von Reaktionen, an denen die Gerinnungsfaktoren
beteiligt sind. Bei den Gerinnungsfaktoren handelt es sich zumeist um proteolytische
Enzyme, die im Plasma in inaktiver Form vorliegen.
Die zur Fibrinbildung fithrende sekundédre Himostase lésst sich in 3 Phasen gliedern:
1. Aktivierungsphase: Bildung von Thrombin aus Prothrombin (extrinsisches +
intrinsisches System)
2. Koagulationsphase: Bildung von l6slichen Fibrinmonomeren aus Fibrinogen
3. Retraktionsphase: Stabilisierung und Kontraktion des Thrombus durch
Fibronectin und Thrombostenin. (21)
Dariiber hinaus setzen Thrombozyten Sauerstoffradikale (39,85,90) und
proinflammatorische Mediatoren wie Thromboxan A,, Leukotriene, Serotonin,
Plittchenfaktor 4 und den PDGF (platelet-derived growth factor) frei. (49,50,87)
AuBlerdem besitzen Plittchen die Féhigkeit, die Funktion von Leukozyten zu
modulieren. (32,130,131) Das heift, dass Adhidsion und Aktivierung von
Thrombozyten in der Mikrozirkulation den Endothelzellschaden verstdrken konnen und

zur Leukozytenaktivierung und -akkumulation beitragen. (74)

I.3.1. Aktivierung der Thrombozyten bei IRI

Zusitzlich zu ihrer Funktion in der Himostase besitzen Thrombozyten einige
Eigenschaften, die eine entscheidende Rolle bei Prozessen wie Entziindung,
Gewebereparatur und Regeneration, Angiogenese und IRI spielen. (26,126,127,139)
Entziindung und Hidmostase sind iiber gemeinsame Aktivierungswege und Feedback-
Mechanismen miteinander gekoppelt. Eine Entziindungsreaktion bringt das feine
Gleichgewicht der Hadmostase leicht durcheinander und fithrt in der Regel zu
prothrombotischen Tendenzen. Bei Freisetzung der Granula der Thrombozyten wird
eine Entziindungsantwort ausgelost und die Gerinnungskaskade aktiviert. (43,70,141)
Des Weiteren kommt es zu atypischen Zellinteraktionen und der Produktion von

Mikropartikeln. Mikropartikel, die vor allem von aktivierten Thrombozyten produziert
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werden, haben einen ausgeprigten proinflammatorischen Effekt, verstirken die
Gerinnung und beeinflussen die Gefdfunktion. (132,151)

Wihrend einer Operation kommt es in der Regel zur Hyperkoagulabilitit des Blutes.
(70) Das durch die OP verursachte Trauma erhoht die Plasmakonzentrationen der
Gerinnungsfaktoren, senkt die gerinnungshemmenden Faktoren und fordert die
Aktivierung von Thrombozyten an der GefidBwandldsion. Die Freisetzung von
Zytokinen, Katecholaminen und Serotonin induziert die Aggregation der
Thrombozyten. (31,71,100) Wird zusitzlich ein Tourniquet eingesetzt, kommt es zu
einer Beschleunigung und Verstiarkung dieser Reaktionen. (113,122)

Degranulierte Thrombozyten binden iiber ihr Oberflichenprotein P-Selektin an den
GP-Ligand-1 auf der Oberfliche von Monozyten oder neutrophilen Granulozyten. (43)
Diese zirkulierenden Monozyten-Thrombozyten-Aggregate sind sensitivere und
verldsslichere Marker der Thrombozytenaktivierung in vivo als das thrombozytére
Oberflachenprotein P-Selektin. (13,20,70,98)

Durch die Reperfusion werden weitere Thrombozyten aktiviert, was anhand ihrer
signifikant erhohten Aktivierungsmarker gezeigt werden konnte. (58,127,139) Diese
aktivierten Thrombozyten besitzen aber herabgesetzte hidmostatische Fahigkeiten.
Deshalb ist die Thrombozytenzahl allein nicht ausreichend zur Beurteilung der
plittchenabhingigen hdmostatischen Fahigkeiten. (126)

Der Aktivierungsgrad der Thrombozyten am aktivierten Endothel korreliert mit der
Organfunktion, wie sowohl anhand von Tiermodellen als auch anhand von Patienten
nach Organtransplantation gezeigt werden konnte. (26,127,139) Thrombozyten scheinen
an der Pathogenese von Organschdden und Organdysfunktionen beteiligt zu sein: Eine
positive Korrelation konnte von Cywes et al. zwischen der Dauer der kalten Ischémie,
dem Grad der Thrombozytenadhidsion zum aktivierten Endothel und dem
Reperfusionsschaden festgestellt werden. (26,126)

Durch verschiedene Studien wurde eine erhohte Aktivierung der Thrombozyten bei

IRI nachgewiesen. (12,20,61,70,105,126,135,140,141)

I.3.2. Glykoprotein VI — Aufbau und Funktion

Die Plasmamembran von Thrombozyten steht derzeit im besonderen Fokus der

Erforschung der Funktion und Oberfldchenexprimierung von Thrombozytenrezeptoren.
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Gegenwirtiges Ziel ist die Erforschung proteolytischer Regulationsmechanismen, die
die Thromboseneigung in Gesundheit und Krankheit kontrollieren. (7)

Thrombozyten verfiigen iiber membranstindige Glykoproteine. Sie werden gemil
ihrer charakteristischen Molekiilstruktur in verschiedene Gruppen unterteilt: Integrine,
leuzinreiche Glykoproteine, Selektine, immunglobulindhnliche Rezeptoren und
lysosomale integrale Membranproteine. (45)

Der Kollagenrezeptor GPVI ist ein fiir Plittchen und Megakaryozyten spezifischer
Kollagenrezeptor, der als Hauptrezeptor des Blutplittchens fiir die Interaktion mit
Kollagen gilt (110,111). Er wurde 1982 durch 2-D-Gel-Elektrophorese erstmals
identifiziert. GPVI ist ein Glykoprotein aus 339 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 60-65 kDa. GPVI zihlt zur Familie der immunglobulindhnlichen
Rezeptoren und bildet einen Komplex mit der FcRy-Kette an der Zelloberfliche von
Thrombozyten. (45,92,110)

Die FcRy-Kette ist fiir die Signalvermittlung in das Zellinnere verantwortlich. Die
Signalkaskade vereint das Zusammenspiel verschiedener Kinasen wie z.B. ,,Lyn“ und
»Fyn“. Diese sind im Ruhezustand an die intrazelluldire Doméine des GPVI-Rezeptors
gebunden und phosphorylieren nach Aktivierung des Rezeptors bestimmte Regionen
der FcRy-Kette. Das ermoglicht das Binden der ,,Syk“-Kinase an die FcRy-Kette, die
dadurch aktiviert wird und nachfolgende Signalwege durch Phosphorylierung von
Proteinen (z.B. LAT, SLP 76) in Gang setzt.

Integrine sind heterodimere transmembrandse Rezeptoren, die eine zentrale Rolle bei
der Adhédsion und Aggregation der Plittchen spielen (Philips et al. 1991, Shattil et al,
1998). Erst nach Aktivierung durch andere thrombozytire Rezeptoren wechseln sie in
einen Zustand hoher Affinitdt und binden ihre Liganden effizient. (110)

Thrombozyten exprimieren Glykoprotein VI, welches bei einer GefidBBwandldsion
freigelegtes Kollagen oder Laminin der extrazelluliren Matrix bindet. Diese Bindung
triggert die Thrombozytenaggregation und —aktivierung wesentlich. (5,64,111)

So erreicht auch der a2B1-Rezeptor erst nach vorhergehender Aktivierung des
Plittchens iiber den GPVI-Rezeptor einen hochaffinen Bindungszustand, in dem er eine
stabile Bindung mit Kollagen eingehen kann. (59)

Der thrombozytire Rezeptor Glykoprotein VI liegt bei nicht aktivierten

zirkulierenden Thrombozyten in ungespaltenem Zustand vor. (5,44) Die Bindung des
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GPVI an Kollagen oder andere Liganden wie zum Beispiel Laminin, collagen-related
peptide (CRP) oder Anti-GPVI-Antikorper und die Aktivierung des Fc-Rezeptors
(FcyRIla) der Thrombozyten induziert Metalloproteinasen. (5) Diese fiihren zur
Spaltung des Glykoprotein VI, so dass 16sliches Glykoprotein VI (sGPVI) freigesetzt
wird. (5,7,11)

Die tiber GPVI vermittelten Signalwege involvieren eine Fc-Rezeptor-y-Kette (FcRy),
die notwendig fiir die GPVI-Exprimierung ist und ein ,,JImmunorezeptor-Tyrosin-based
Activation Motif* (ITAM) innerhalb der zytoplasmatischen Doméne enthélt. Die
Stimulierung von entweder GPVI oder FcyRlIla triggert sowohl die Spaltung und
Freisetzung von GPVI als auch die ,,De-ITAM-isierung” von FcyRIla, was eine
mechanistische  Verbindung zwischen thrombotischer und immunulogischer

Dysfunktion darstellt. (5)

Glykoprotein VI beeinflusst sowohl die physiologische Hamostase als auch mogliche
GefiBverschliisse von kranken Gefden wie bei Myokardinfarkt oder Schlaganfall.
Damit ist GPVI eine vielversprechende Zielstruktur fiir die antithrombotische Therapie.
Vorausgegangene Studien konnten zeigen, dass Anti-GPVI-Antikorper eine irreversible
Herabregulierung der Rezeptoren an zirkulierenden Thrombozyten induzieren. Dies
geschieht durch Internalisierung und/oder Freisetzung von Ektodoménen.
Metalloproteinasen des A Disintegrins und der Metalloproteinasenfamilie (ADAM)
werden als Vermittler dieser Freisetzung von Ektodoménen vermutet. (11)

Die Aktivierung von Signalwegen, die zu der extrazelluldren Abspaltung fiihren, geht
einher mit einer Aktivierung von intrazelluldren Proteinasen wie Calpain, welche
ebenso Rezeptoren irreversibel deaktivieren. (7)

Diese Abspaltung reguliert moglicherweise die GPVI-abhingige Funktion der
Thrombozyten wihrend der Thrombusbildung. So wird durch die Spaltung die
Reaktivitidt von Thrombozyten gegeniiber Kollagen gesenkt.

In einer kiirzlich durchgefiihrten Studie konnte erstmals in vivo nachgewiesen
werden, dass die Spaltung von GPVI mit atherothrombotischen Krankheiten assoziiert
ist. Es konnten erhohte Spiegel von sGPVI bei Patienten mit akutem ischdmischem
Schlaganfall nachgewiesen werden, die 3-6 Monate nach Behandlung mit

Thrombozytenaggregationshemmern wieder absinken. (6)
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Nach Abspaltung des 16slichen GPVI von Thrombozyten zirkuliert es im Plasma und
ist nicht membrangebunden. Es gibt Hinweise darauf, dass das Metalloproteinase-

abhingige Abspalten von GPVI auch im Plasma in vivo auftreten kann. (5,45)

1.3.3. Platelet-Derived Microparticles (PDMPs)

Schon in den 1940er Jahren wurde erkannt, dass Thrombozyten die Gerinnung
unterstiitzen, weil thrombozytenreiches Plasma (PRP) schneller als thrombozytenarmes
(PPP) gerann. Eine Hochgeschwindigkeits-Zentrifugierung des PPP fiihrte zu einer
weiteren Verldngerung der Gerinnungszeit, was die Vermutung nahe legte, dass das
PPP noch einen weiteren (subzelluldren) gerinnungsfordernden Faktor enthalten miisse.
1967 konnte Wolf die Anwesenheit eines ,,coagulant material in minute particulate
form“ in ,,normalem Plasma, Serum und davon abgeleiteten Fraktionen* nachweisen.
Dieses von  Thrombozyten abstammende  Material wurde  urspriinglich
»Thrombozytenstaub®“  genannt. = Die  Fidhigkeit von  Thrombozyten und
Thrombozytenstaub, die Gerinnung zu foérdern, wurde damals als Faktor-III-Aktivitit
beschrieben. Heute weill man, dass der ,,Thrombozytenstaub* aus kleinen Vesikeln
besteht, die vor allem Thrombozyten entstammen (Platelet-derived Microparticles oder
P(D)MPs) und die die gerinnungsfordernde Aktivitit von PPP erklidren. Im letzten
Jahrzehnt kam erneut Interesse an PDMPs und deren Rolle in Gesundheit und
Krankheit auf.

Mikropartikel (MP) sind kleine Membranvesikel, die von vielen verschiedenen
Zelltypen durch ein exozytisches Abschniiren der Plasmamembran freigesetzt werden.
Durch Freisetzung verschiedener bioaktiver Effektoren konnen MPs die Gefid3funktion
beeinflussen. Die PDMPs besitzen eine prothrombotische Aktivitit und spielen damit
eine Rolle in der normalen Hidmostase, die als Antwort auf eine GefdBverletzung
auftritt. Eine erhohte Konzentration an PDMPs kann zur Entwicklung thrombotischer
Komplikationen beisteuern. (116)

Bary et al zeigten, dass PDMPs Thrombozyten, Monozyten und Endothelzellen
aktivieren konnen und die Adhidsion zwischen Monozyten und Endothelzellen
erleichtern. PDMPs, die durch Aktivierung von Thrombozyten oder durch Thrombin
oder Calcimycin (A23187) entstehen, steigern in Anwesenheit des Cyclooxygenase

(COX)-Inhibitors Indomethacin dosisabhingig die Aggregation der Thrombozyten, den
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intrazelluldren Kalziumanstieg in Thrombozyten und Monozyten und die Bildung von
Inositolphosphat. (114)

PDMPs aktivieren Monozyten iiber eine Reaktion zwischen P-Selektin und PSGL-1
(P-Selektin Glykoproteinligand-1). Aktivierte Monozyten induzieren die Expression
von Tissue Factor (TF) und CD11b auf der Zelloberfldche. Aulerdem induzieren sie die
Freisetzung von Monocyte-derived Microparticles (MMPs). PDMPs induzieren die
Exprimierung von COX-2 in Endothelzellen und steigern die Exprimierung von CD54
(ICAM-1) auf der Endothelzelloberfliche. Aktivierte Endothelzellen induzieren die
Freisetzung von endothelial cell-derived microparticles (EMPs), welche die Adhision
zwischen Endothelzellen und Monozyten steigern. SchlieBlich induzieren Monozyten

die Migration von Endothelzellen, was zu Gefdverdnderungen fiihrt. (114)

Struktur der Mikropartikel

A. GroBe
Aktivierte Thrombozyten setzen zwei Arten von Membranvesikeln frei: PMPs,
die sich von der Oberflichenmembran abschniiren, und Exosomen. Die PMPs
variieren in ihrer Grofe zwischen 0,1 und 1 ym. (114) Die groBten von ihnen
erreichen fast die GroBe eines Thrombozyten. Exosomen sind im Durchschnitt
kleiner als PMPs und reichen von 40-100 nm. Sie werden in den alpha-Granula
gespeichert und wihrend der Sekretion freigesetzt.

B. Phospholipide
Die die Thrombozyten umgebende Zellmembran ist eine Lipiddoppelschicht, die
verschiedene Arten von Phospholipiden enthilt. Diese verschiedenen Typen von
Phospholipiden sind asymmetrisch auf den ruhenden Thrombozyten verteilt.
Ungeladene Phospholipide wie Phosphatidylcholin und Sphingomyelin liegen vor
allem in der duBeren Membran vor, wihrend die innere die negativ geladenen
Aminophospholipide Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylserin (PS)
enthidlt. Thrombozyten und andere Zellen besitzen spezifische Transporter wie
Aminophospholipid-Translokasen, die aktiv diese asymmetrische Verteilung der
Phospholipide aufrechterhalten. Wihrend der Aktivierung zum Beispiel durch
Kollagen wird dieser Zustand durchbrochen. Die Phospholipide verteilen sich, PE

und PS treten an die Zelloberfliche. Zwaal et al konnten zeigen, dass dies einer
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der Schliisselmechanismen zur Aktivierung der Thrombozyten ist. Vor allem PS
induziert Zell-Zell-Interaktionen und wirkt in Anwesenheit von Kalzium
prokoagulatorisch und fiihrt zur Freisetzung von PMPs. (114)

Wie die aktivierten Thrombozyten exponieren auch die PMP
Aminophospholipide. Dies erleichtert moglicherweise ihre Entfernung aus dem
Blutkreislauf, da Phagozyten mit PS-spezifischen Rezeptoren ausgestattet sind,
die die PS-exponierenden Zellen und moglicherweise auch PMPs erkennen und
mit ihnen interagieren.

Oberfldchenmolekiile

Thrombozyten und PMPs besitzen zum Teil die gleichen Glykoproteinrezeptoren
wie GPIb (CD42b), Thrombozyto-endotheliales-Zelladhisions-Molekiil 1 (CD3)
und das Integrin ollbBII (GPIIb-Illa, CD41/CD6). AuBerdem konnen
Subpopulationen von PMPs Aktivierungsmarker wie P-Selektin (CD62P)
aufweisen und Fibrin binden. Die Zusammensetzung und die Funktion der PMPs
sind abhéngig von deren Freisetzungsmechanismus. Zum Beispiel exprimieren
PMPs, die von durch Kollagen und Thrombin aktivierten Thrombozyten
stammen, das Integrin ollbBIll, welches Fibrinogen bindet, wohingegen PMPs,
die von durch Komplement C5b-9 aktivierten Thrombozyten stammen, das
Integrin albBIII exprimieren, welches nicht an Fibrinogen bindet. (112,114)
PMPs enthalten zusétzlich zu Glykoproteinen weitere Molekiile wie zum Beispiel
den Platelet-Activating Factor (PAF) oder das Platelet-amyloid precursor protein
(PAPP) oder die Kalzium-abhingige Protease Calpain. (114)

Des Weiteren besitzen PMPs Oberflachenrezeptoren fiir Faktor VIII, einen
Kofaktor des Tenase-Enzymkomplexes und fiir Faktor Va, der mit Faktor Xa den
Prothrombinase-Komplex bildet. Im Gegensatz zu Thrombozyten exprimieren
PMPs diese Rezeptoren konstitutiv, was nahelegt, dass sie linger und auch
entfernt von der urspriinglichen Aktivierungsstelle prokoagulatorisch wirken.
(149) AuBerdem konnen PMPs auch antikoagulatorische Eigenschaften haben,
indem sie die Inaktivierung von Faktor Va durch das aktivierte Protein C
beschleunigen. (114,149) Des Weiteren exponieren PMPs nicht grundsitzlich

prokoagulante Phospholipide, moglicherweise aufgrund eines unvollstindigen
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,Flip-Flops® der Phospholipide. Diese Beobachtungen verdeutlichen die
Heterogenitit der PMPs.

Bildung der PMP

Das derzeitige Wissen beziiglich der Mechanismen, denen die Bildung der PMPs
unterliegt, ist immer noch liickenhaft. Mikropartikel verschiedenen Ursprungs sind im
Plasma vorhanden: PMPs werden bei Thrombozytenaktivierung durch Thrombin und
Kollagen, bei Thrombozytenalterung, bei Thrombozytenzerfall und moglicherweise
auch direkt aus Megakaryozyten gebildet. (112) Des Weiteren konnen sie durch eine
erhohte intrazelluldre Kalziumkonzentration (durch Komplementfaktoren C5-9, MAC)
induziert oder durch hohe Scherspannung freigesetzt werden. (114)

PMPs sind ein fester Bestandteil von normalem thrombozytenarmem Plasma und
konnen nur durch Hochgeschwindigkeitszentrifugierung vom restlichen Plasma getrennt
werden.

Sie sind meist Folge von pathologischen Prozessen, konnen aber auch der Ausloser
fir klinische Komplikationen sein, indem sie die Blutgerinnung fordern. Je nach
Ursprung konnen diese Mikropartikel eine prokoagulatorisch wirkende Oberfldche
aufweisen und thrombogene Proteine wie zum Beispiel den Tissue Factor (TF).

Eine erhohte Anzahl von PMPs im Blut konnte bei einer Reihe von Pathologien wie
zum Beispiel Immunthrombozytopenie (ITP), Heparin-induzierter Thrombozytopenie
(HIT), Urédmie, disseminierter intravaskuldrer Koagulopathie (DIC), Myokardinfarkt,
Akutem Koronarsyndrom (ACS), Multipler Sklerose (MS), Alzheimer und Diabetes
nachgewiesen werden. (114,149) So spielen die PMPs eine wichtige physiologische
Rolle, und die Messung von PMPs hat daher in den letzten Jahren an Bedeutung als

diagnostisches und fiir die Forschung relevantes Hilfsmittel gewonnen. (149)

1.3.4. Prokoagulante Phospholipide (PPLs)

Im Rahmen der primdren Hadmostase kommt es zu einem Umlagern von anionischen
Phospholipiden an die Thrombozytenoberfliche, die prokoagulatorisch wirkt. Dies
unterstiitzt die Bildung der gerinnungsfordernden Tenase und von Prothrombinase-
Komplexen sowohl an der Plittchenoberfliche als auch den PMPs. Ein wichtiges

Merkmal der PMPs ist die Expression von Phosphatidylserin, welches hauptséchlich fiir
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die Aktivitit der PPLs verantwortlich ist. (149) Das Phosphatidylserin erlaubt eine
Bindung von aktiviertem Faktor X und V und die Konversion von Prothrombin zu
Thrombin zur Bildung des Fibrinthrombus. (24,68) Das Messen der PPL-Konzentration
im Plasma ldsst daher einen direkten Riickschluss auf den Aktivierungsgrad der

primédren Hamostase zu. (149)

I.4. Fragestellung

Oxidativer Stress stellt eine Schliisselkomponente sowohl des iatrogenen als auch des
traumatischen IRI dar. Unklar ist, inwiefern die Hohe des arteriellen Sauerstoffgehaltes
im Blut einen Einfluss auf den Umfang des im Rahmen eines IRI ausgelosten
oxidativen Stresses - und damit indirekt auf die Thrombozytenaktivierung - hat. Bis
zum heutigen Zeitpunkt gibt es keine Daten beziiglich der optimalen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration wihrend operativer Eingriffe, bei denen es vorhersehbar zu
einem IRI kommt. Unterschiedliche Sauerstoffkonzentrationen im arteriellen Blut
konnten moglicherweise die Bildung freier Radikale, die Aktivierung der
Thrombozyten und die Aktivierung des Immunsystems beeinflussen.

Ziel der von wuns durchgefiihrten Studie war es, das Ausmall der
Thrombozytenaktivierung unter unterschiedlichen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen als Marker fiir oxidativen Stress im Rahmen der Reperfusion

eines IRI zu untersuchen.
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II. Methoden

I1.1. Studienprotokoll

I1.1.1. Ethik, Studiendesign:

Die Studie wurde von der Ethikkommission des Royal Perth Hospital, Perth, Western
Australia, genehmigt (Antragsnummer: 2008/090).

Die Studie wurde als prospektive randomisierte Kohortenstudie angelegt.

Es wurden 51 Patienten, die mit einer arteriellen Blutsperre an ihrer oberen
Extremitidt operiert wurden, in eine von drei Studiengruppen mit jeweils
unterschiedlicher inspiratorischer Sauerstoffkonzentration (FiO, 30%, 50%, 80%)
eingeteilt (s. Abb.2).

Alle Patienten erhielten eine Allgemeinandsthesie. Ein Tourniquet wurde am
Oberarm der zu operierenden Extremitét angelegt. Vor Inflation des Tourniquets wurde
ein venodser Zugang (18 Gauge) in der Ellenbeuge gelegt. Uber diesen vensen Zugang
konnte an fiinf verschiedenen Zeitpunkten (T bis T4 (s. Abb.2)) jeweils Sml Blut
entnommen und entsprechend verarbeitet werden (s. Tab. 1).

Alle Patienten wurden zundchst mit einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration
(FiO,) von 30% bis 10 Minuten vor Offnung des Tourniquets maschinell beatmet.
Anschlieend wurden die Patienten - je nach Randomisierung — entweder mit 30%, 50%

oder 80% Sauerstoff iiber das Inspirationsgasgemisch beatmet.
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Tabelle 1: Zeitpunkte der Probenentnahmen und anschlieBende Aufbereitung

Zeitpunkt Blutproben

TO Arm Baseline-Probe vor Einleitung 1 x CTAD
3 x Zitrat
1 x EDTA

1 x Serum

Tl Arm 10 min vor Tourniquet-Release 1 x CTAD
(vor Anderung des FiO,) 2 x Zitrat
1 x EDTA

T2 Arm direkt vor Tourniquet-Release 1 x CTAD
2 x Zitrat
1 x EDTA

T3 Arm 5 min nach Tourniquet-Release 1 x CTAD
(gleiches FiOy) 3 x Zitrat
1 x EDTA

T4 Arm 30 min nach Tourniquet-Release 1 x CTAD
2 x Zitrat
1 x EDTA
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Abbildung 2: schematische Darstellung des Studienprotokolls

Primires Endziel der Studie:

Das primére Endziel war die Bestimmung von Markern der Thrombozytenaktivierung

unter verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen nach Ischamie-Reperfusionsschaden.

I1.1.2. Patientenkollektiv

Einschlusskriterien:

- Erwachsene Patienten mit Operation an der oberen Gliedmale bei Einsatz eines
Tourniquet fiir mindestens 45 Minuten
- ASA-Status 1 oder 2

- Einwilligung

Ausschlusskriterien:

- gerinnungsbeeinflussende Medikation
- bekannte Gerinnungsstdrung
- weniger als 80.000 Thrombozyten

- Harnstoffkonzentration im Blut gréer 8 mmol/l
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- systemische Entziindungen (SIRS, Sepsis)

- Schwangerschaft

- Tumorleiden

- Multitraumen

- Multiple Tourniquet-Episoden

- Wabhrscheinlicher intraoperativer Sauerstoffbedarf groler 30% (FiO,)

I1.1.3. Randomisierung

Mit Hilfe der Homepage www.randomization.com wurde ein Randomisierungsplan
erstellt, auf dessen Grundlage die Studienmitglieder in eine der drei folgenden Gruppen
eingeteilt wurden:

- 30% FiO; bis zum Ende der Operation

- 50% FiO; bis zum Ende der Operation

- 80% FiO; bis zum Ende der Operation

I1.1.4. Anasthesie

Alle Patienten wurden an ein Routine-Monitoring, bestehend aus nicht-invasiver
Blutdruckmessung, EKG und Pulsoxymeter, angeschlossen. Es wurde eine periphere
Venenverweilkaniile (18 G) in die Ellenbeuge gelegt.

Zur Einleitung erhielten die Patienten Midazolam (0,05-0,1 mg/kg KG
(Korpergewicht)), Fentanyl (2-3 upg/kg KG), Propofol (1-2 mg/kg KG) und
Muskelrelaxantien (Rocuronium: 0,5-1,5 mg/kg KG; Succinylcholin: 1-1,5 mg/kg KG).

Die Narkose wurde mit Larynxmaske bei erhaltener Spontanatmung durchgefiihrt.

Zur Aufrechterhaltung der Narkose erhielten die Patienten Sevofluran (0,5-3 Vol.-%)
bei einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration von 30%.

Bis zur Deflation des Tourniquets wurden 10 ml/kg Korpergewicht Kristalloidlosung
infundiert.

Als postoperative Analgetika wurden Fentanyl (50-100 pg), Morphin (2-10mg),
Paracetamol (1g) oder die lokale Infiltrationsanisthesie verwendet. Kein Patient erhielt

NSAIDs oder COX-II-Inhibitoren bis zum Ende des Studienprotokolls.
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Zu den fiinf Zeitpunkten TO bis T4 wurde jeweils eine Blutprobe entnommen (s. Abb.
2):

Vor Inflation des Tourniquets wurde zur Ermittlung eines Ausgangswertes die TO-
Probe entnommen. Zehn Minuten vor Deflation des Tourniquets erfolgte die Entnahme
der TI-Probe nach intraoperativer Beatmung mit 30% inspiratorischer
Sauerstoffkonzentration. Direkt im Anschluss daran erhielten die Patienten die durch
Randomisierung zugewiesene inspiratorische Sauerstoffkonzentration (30%, 50% oder
80%).

Die Entnahme der T2-Probe erfolgte unmittelbar vor Deflation des Tourniquets.

Nach Entnahme der T3-Probe (5 Minuten nach Deflation des Tourniquets) wurde fiir
die Ausleitung die inspiratorische Sauerstoffkonzentration bei allen Patienten auf 80%
erhoht.

Die T4-Probe wurde 30 Minuten nach Deflation des Tourniquets entnommen.

Die Blutproben TO bis T4 wurden jeweils mit CTAD, Zitrat und EDTA aufbereitet,

TO zusitzlich mit Serum (s. Tab. 1).

I1.2. GPVI - Enzyme-linked-Immunosorbent-
Assay (GPVI-ELISA)

Fiir das in dieser Studie durchgefiihrte Sandwich-ELISA zur Messung des sGPVI in
humanem Plasma wurden polyklonale kanine Anti-GPVI-Antikorper fiir die Festphase
verwendet. Fiir die Fliissigphase wurden monoklonale murine Anti-GPVI-Antikorper
(IA12) verwendet und zur Detektion im ,,Enhanced Chemiluminescence“-(ECL)-
Verfahren ein mit Meerrettichperoxidase-(HRP-)gekoppelter polyklonaler kaniner Anti-
Maus-Antikorper (Dakocytomation, Didnemark). Der murine monoklonale Antikdrper
3A2, der gegen den menschlichen Tissue-Factor gerichtet ist, wurde als
Negativkontrolle verwendet. Der ELISA wurde in Bezug auf Sensitivitt,
Reproduzierbarkeit, Inter-und Intra-Assay-Variabilitit und Belastungsgrenzen tiberpriift
und optimiert, und es wurde eine untere Detektionsgrenze fiir GPVI von etwa Ing/ml
und eine obere von etwa 100ng/ml festgesetzt. Mogliche Beeinflussung der Messwerte

durch unterschiedliche Antikoagulanzien (tri-Natriumcitrat-Dihydrat, ACD (acid-
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citrate-dextrose), EDTA) konnte ausgeschlossen werden. Es wurde standardmiBig
ACD als Antikoagulans verwendet.

Um die Genauigkeit des ELISA zu ermitteln, wurden Assays mit drei reprédsentativen
Konzentrationen von rekombinantem GPVI (gering 0,8ng/ml, mittel 25ng/ml, hoch
100ng/ml) nach dem Standardprotokoll durchgefiihrt.

Um die Belastungsgrenze des ELISAs zu erfassen, wurden humane Plasmaproben
sowohl mit als auch ohne Zugabe einer bekannten Menge von rekombinantem
16slichem GPVI (100ng/ml Endkonzentration) analysiert und so ein gegeniiber
unterschiedlichen Konzentrationen unempfindlicher Bereich zwischen 0,5 und 500
ng/ml festgestellt.

Um die Spezifitit der polyklonalen Antikorper zu tiberpriifen, wurden Western Blots
durchgefiihrt, einerseits mit Lysaten unbehandelter humaner Thrombozyten und
andererseits mit Thrombozyten, die zwei Stunden mit monoklonalem Anti-
Thrombozyten-Antikorper (CD151) 14A2 (2mg/ml) behandelt worden waren, um die
FcyRIla-abhingige Proteolyse von GPVI zu induzieren. Fiir den Western Blot wurden
polyklonale kanine Anti-GPVI-Antikorper oder monoklonale murine anti-GPVI-
Antikorpern 1A12 verwendet. Beide Antikdrper wiesen in den unbehandelten
Thrombozytenlosungen das GPVI in voller Linge (etwa 62kDa) und in den 14A2-
behandelten Thrombozyten das Ektodoménenfragment des GPVI (etwa 55kDa) nach.
)

Fiir die Erstellung einer Standardkurve wurden die Platten mit polyklonalem kaninem
Anti-GPVI-Antikorper (1pg/ml) beschichtet, gefolgt von der Zugabe einer Reihe von
Verdiinnungen der loslichen Ektodomédne des GPVI (0,4-200 ng/ml) in

thrombozytenarmem Plasma.

Probengewinnung und -aufbereitung:

Die entnommenen Plasmaproben wurden mit frischem ACD als Antikoagulans (Acid-
Citrate Dextrose; 85mM tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 78mM Zitronensidure, 111mM
Glucose; 1,4ml ACD auf 10 ml Blut) versetzt.

Das Blut wurde 20 Minuten bei 100g und das PRP (platelet-rich plasma) 15 Minuten

bei 300g zentrifugiert, um PPP (platelet-poor plasma) zu erhalten.
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Das GPVI-arme Plasma, welches als Verdiinnungsmittel im ELISA verwendet wurde,
wurde durch Batch-Absorption von 10 ml humanem Plasma mit Hilfe von Sml einer 1
: 1 Mischung aus Affigel-10 und -15, gekoppelt an den monoklonalen Anti-GPVI-
Antikorper 1G5, hergestellt. Alles wurde iiber Nacht bei 4°C vermischt und
anschliefend wurde das Harz durch 20 Minuten Zentrifugieren bei 8000g entfernt und

das GPVI-arme Plasma bei -80°C gelagert.

Verwendete Reagenzien/Komponenten des Testkits:

Die jeweils 96 Vertiefungen dreier Mikrotiterplatten (Nunc, Roskilde, Ddnemark)
wurden eine Stunde mit einem polyklonalen kaninen Antikorper gegen GPVI in einer
Bikarbonatosung (0,05M, pH 9,6) beschichtet. AnschlieBend wurden sie sechs Mal mit
100 pl Aliquote gewaschen, bestehend aus 0,01M Natriumphosphat und 0,15M
Natriumchlorid, pH 7,4 (PBS), die 0,2% (v/v) Tween-20 enthielt (PBS-T). Danach
wurde eine Stunde bei Raumtemperatur mit 1% (w/v) BSA (Sigma, St Louis, MO,
USA) in PBS (200 ml) geblockt und danach sechs Mal mit PBS-T gewaschen.

Erst dann wurden die Proben in die Vertiefungen der Platten gegeben. In jeder Platte
wurde routinemifBig eine Vertiefung mit einem Standard aus rekombinanter GPVI-
Ektodomine (0-100ng/ml Endkonzentration) in 10% (v/v) GPVI-armem Plasma in PBS
befiillt. Aliquote des Plasmas eines einzelnen Spenders wurden bei -80°C gelagert, und
der Spiegel des 16slichen GPVI in diesem Plasma wurde in jeder Platte gemessen, als
zusitzliche interne Kontrolle. Die Plasmaproben wurden mit PBS verdiinnt, um direkte
Vergleiche zu den Standards ziehen zu konnen. Nach einer Stunde in Raumtemperatur
wurden die Vertiefungen sechs Mal mit PBS-T gewaschen und eine
Detektionsfliissigkeit mit murinem  monoklonalem Anti-GPVI-Antikorper 1A12
hinzugefiigt (100 ml/Vertiefung).

Um die Festphase zu optimieren, wurden die Vertiefungen zundchst mit Affinitét-
gereinigtem kaninem Anti-GPVI-Antikorper in mehreren Verdiinnungslosungen, von
Img/ml bis 0,5ng/ml beschichtet.

Um die fliissige Phase zu optimieren, wurden die primiren anti-GPVI-Antikorper im
Bereich von 0,5-1000ng/ml getestet oder mit sekundidren Antikorpern verdiinnt von

1/500 bis 1/2000000 (bei einer Konzentration von 1ug primédren Antikdrpern/ml).
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I1.3. Zymuphen Enzyme-linked-Immunosorbent-

Assay (ELISA)

Einer verdiinnten Plasmaprobe wurden Kalzium, Faktor Xa und Thrombininhibitoren
zugesetzt. Die Losung wurde daraufthin in eine der Vertiefungen der Mikroplatte
gegeben, die mit Streptavidin und biotinyliertem Annexin V beschichtet waren, und
anschliefend inkubiert. Nach Waschen wurde eine Faktor Xa-Va-Mixtur, die Kalzium
enthélt, und gereinigtes Prothrombin hinzugefiigt. Falls in der Blutprobe vorhanden,
binden die Mikropartikel an Annexin V und exponieren Phospholipide an der
Oberfliache, so dass die Faktoren FXa-FVa in Anwesenheit von Kalzium Prothrombin
zu Thrombin aktivieren. Die Konzentration der Phospholipide ist der limitierende
Faktor. Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Konzentration der
Phospholipide und der Thrombinherstellung, deren Ausmall durch die spezifische
Aktivitit am Thrombinsubstrat gemessen wird. Die Reaktion wurde durch
zweiprozentige Zitratsdure gestoppt und die Absorption bei 405 nm gemessen.

Die Kalibrierungskurve wurde durch mehrere Messvorgénge validiert.

Die Aktivierung von Blutzellen wihrend der Plasmagewinnung und —aufbereitung
und die Anwesenheit von Thrombozyten im Plasma konnen die Freisetzung von
Mikropartikeln induzieren. Dies kann zu falsch hohen Messwerten fiihren. (63)

Um ein optimales Ergebnis zu erzielen, wurden alle Vorgehensweisen strikt

eingehalten.

Probengewinnung und -aufbereitung:

Uber eine Venenverweilkaniile der GroBe 18 G wurden 9ml Blutplasma in eine
Ampulle mit 1ml Zitrat als Antikoagulans gewonnen. Der Plasmaiiberstand musste
innerhalb von 2h dekantiert werden, nach 15min Zentrifugierung bei 1500g bei
Raumtemperatur. Der Uberstand wurde dann noch einmal schnell fiir 2 min bei 13000g
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Plasma erhielt man, indem man erneut den
Uberstand abpipettierte, ohne Beriihrung des Thrombozytenpellets. Das Plasma wurde
innerhalb von 4h untersucht oder bei -80°C oder kélter bis zu 6 Monate eingefroren und

dann vor Gebrauch bei 37°C fiir 15min aufgetaut. Die aufgetauten Proben mussten
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innerhalb von vier Stunden untersucht werden, wenn sie bei Raumtemperatur gelagert

wurden.

Verwendete Reagenzien/Komponenten des Testkits:

1.

Coat: Micro ELISA Platte, 12 Reihen mit 8 Vertiefungen, beschichtet mit
Streptavidine und biotinyliertem Annexin V, stabilisiert.

Sample Diluent: 2 Ampullen mit jeweils 5S0ml Sample Diluent (SD-MP), die Flla-
und FXa-Inhibitoren beinhalten, fertig zum Gebrauch.

R1: 2 Ampullen boviner FXa-FVa-Mischung, die Kalzium enthilt, aufzufiillen
mit 6 ml Verdiinnungsfliissigkeit

R2: 2 Ampullen gereinigtes humanes Prothrombin; Auffiillen der Ampullen mit
genau 3 ml destilliertem Wasser und griindliches Schiitteln, sodass eine
homogene Losung entsteht. Inkubation bei Zimmertemperatur (18-25°C) fiir 30
min, und mindestens 15 min bei 37°C, Schiitteln von Zeit zu Zeit.
Homogenisierung des Inhalts vor jedem Gebrauch. Lagerung: fiir 24h bei 28°C,
fiir 8h bei Raumtemperatur (18-25°C) oder fiir 2 Monate bei -20°C oder niedriger.
R3: 2 Ampullen Thrombin-spezifisches chromogenes Substrat; Auffiillen der
Ampullen mit genau 3ml destilliertem Wasser und griindliches Schiitteln, sodass
eine homogene Losung entsteht. Inkubation bei Zimmertemperatur (18-25°C) fiir
30 min und mindestens 15 min bei 37°C, Schiitteln von Zeit zu Zeit.
Homogenisierung des Inhalts vor jedem Gebrauch. Lagerung: fiir 24h bei 28°C,
fiir 8h bei Raumtemperatur (18-25°C) oder fiir 2 Monate bei -20°C oder niedriger.
2 Ampullen Kalibrierlosung: Auffiillen der Ampullen mit 2ml Sample Diluent,
um die Kalibrierlosung mit ,,C* (nM) Mikropartikeln zu erhalten. Diese
Konzentration wird in nm Phosphatidylserin-Aquivalent ausgedriickt. Lagerung:
24h bei Raumtemperatur (18-25°C) oder zwei Monate bei -20°C oder niedriger.
CI: Plasma-Kontrolle I: Auffiillen mit 0,5ml destilliertem Wasser. Nach Auffiillen
ist die Kontrolle stabil fiir 24h bei 2-8°, fiir 8h bei Raumtemperatur (18-25°C)
oder 2 Monate bei -20° oder niedriger.

CII: Plasma-Kontrolle II: Auffillen mit 0,5ml destilliertem Wasser. Nach
Auffiillen ist die Kontrolle stabil fiir 24h bei 2-8°, fiir 8h bei Raumtemperatur (18-
25°C) oder 2 Monate bei -20° oder niedriger.
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9. Wasch-Losungen: bei Bedarf Inkubation der Ampulle fiir 15-30 Minuten in einem
Wasserbad bei 37°C bis zur kompletten Losung der eventuell vorhandenen festen
Bestandteile. Schiitteln der Ampulle und Verdiinnung der erforderlichen Menge
1:10 in destilliertem Wasser (die 50ml der Ampulle ergeben also 500ml
Waschlosung). Die Waschlosung muss bei 2-8°C in seiner Originalampulle
gelagert und innerhalb von den 8 darauffolgenden Wochen verbraucht werden.
Die verdiinnte Waschlosung muss innerhalb von 7 Tagen verbraucht werden,
wenn sie vor Kontamination geschiitzt und bei 2-8°C gelagert wird. Dieses
Reagenz enthilt 0.05% Kathon CG.

10. Citratsdure 2%: fertig zum Gebrauch, zum Stoppen der Reaktion.

I1.4. Faktor X-activated Clotting Time (XACT)

XACT ist ein Faktor Xa-abhidngiger, Phosphatidylserin-empfindlicher Assay, bei dem
der Reaktionsendpunkt die Zeit ist, die zur Bildung eines Thrombus benotigt wird. (24)

Die Gerinnungszeit verhilt sich antiproportional zu erhohten Konzentrationen von
PPLs. Die Spezifitit des Tests fiir PPLs zeigt eine positive Korrelation (r21/4 0.993) mit
der Methode der durchflusszytometrischen Messung der Annexin-V-Bindung, also der
Anzahl der Mikropartikel. (149)

Die PPLs konnen in mit Citrat und in mit EDTA versehenen Blutproben gemessen
werden, wobei sich die Messungen in EDTA-Proben als stabiler erwiesen haben. Die
Messung von zirkulierenden Mikropartikeln und die XACT-Testung sollten wenn
moglich an Proben, die mit Zitrat als Antikoagulans versetzt sind, innerhalb von 15 min
nach Probenentnahme erfolgen. Falls dies nicht moglich ist, sollte EDTA als
Antikoagulans verwendet werden. (24)

Die Zeit, die rekalzifiziertes normales Plasma bendtigt, um nach Zugabe von einer
bestimmten Menge an Faktor Xa zu gerinnen, verhdlt sich antiproportional zur
Konzentration des Procoagulant Phospholipid, Faktor V und Prothrombin. Ein Mangel
an einer dieser Komponenten oder die Anwesenheit von Inhibitoren verlingern die

Gerinnungszeit. (68)
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Dieser neue XACT-Test ist spezifisch fiir PPL, weil die Testproben mit
phospholipidfreiem Tierplasma gemischt werden, was zu einem Exzess von Faktor V
und Prothrombin fiihrt.

Ein Heparinneutralisator im XACT-Reagenz sorgte fiir Widerstandsfihigkeit
gegeniiber mindestens 5 Einheiten/ml regulidren Heparins.

Das System wurde kalibriert mit dem bereitgestellten Phospholipid oder mit Plasmen
bekannter Konzentrationen von aktivierten Thrombozyten als Referenzwerten. (23)

Bei dieser Methode wurde kalzifiziertes Faktor-Xa-Reagens benutzt, um die
Thrombusbildung in Anwesenheit von phospholipidfreiem Schweineplasma und der
Testprobe zu stimulieren. Die hohe Konzentration von Faktor Xa im XACT-Reagens
fiihrte dazu, dass Phosphatidylserin das primédre Koagulans war, das die Gerinnungszeit
beeinflusst. Gerinnungsfaktoren wurden von dem phospholipidfreien Schweineplasma
geliefert, so dass eventuell vorliegende Gerinnungsstorungen ausgeglichen wurden und
die Analyse von plasmafreien Zellen oder Mikropartikel-Suspensionen mdoglich war.
Um die XACT Methoden weiter zu evaluieren, wurde XACT mit einer Vollblutprobe
mit Zugabe einer bekannten Konzentration von Mikropartikeln durchgefiihrt. Der
Zusatz von Verdiinnungsreihen der Mikropartikel senkte die im XACT ermittelten
Werte, und zwar abhingig von der Anzahl der zugesetzten Mikropartikel. Bei einer
Mikropartikelkonzentration grofer 10* Mikropartikel/ml erreichte der XACT-Test
seine obere Messgrenze; Veridnderungen der prokoagulatorischen Aktivitit bei weiterem

Anstieg der Mikropartikelanzahl wurden nicht mehr zuverléssig erfasst. (24)

Qualitiatssicherung und Kalibrierung:

Das System wurde regelmidBig mit der 1/10 Referenz (8ug/ml) und den
Verdiinnungslosungen allein (Opug/ml) kontrolliert. Falls die Werte auflerhalb des
erwarteten Mittelwerts +/- 2SD lagen, musste die Kalibrierung nochmals durchgefiihrt
werden. (54)

Zur Kalibrierung wurden die vorbereiteten Proben (E) zur Verdiinnungsreihe genutzt.
An jeder der Proben wurde eine Testung durchgefiihrt. Die Ergebnisse des XACT
wurden in einem Graphen gegen die Phospholipid-Konzentration aufgetragen. Um die
dquivalenten Phospholipidkonzentrationen zu erhalten, mussten die durch den XACT

erhaltenen Testwerte zur am besten passenden Linie interpoliert werden.
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Probengewinnung und -aufbereitung:

Der Test kann in mit Zitrat oder mit EDTA versehenen Plasmen oder sogar an Vollblut
durchgefiihrt werden, je nach vorhandenem Gerinnungsanalysator. Thrombozytenreiche
Plasmen (PRP), die 5 Minuten bei 400G zentrifugiert wurden, stellten die besten Proben
zur Messung der PPL an Thrombozyten dar. Bei normalen Thrombozyten, die in mit
Zitrat versetztem Blut oder thrombozytenreichem Plasma gelagert wurden, kam es zu
einer schnellen Autoaktivierung und steigenden Konzentrationen von PPL, vor allem
bei kalter Lagerung. EDTA oder CTAD-Proben wurden bevorzugt, da sie stabiler sind
und représentativer fiir Bedingungen in vivo. Thrombozytenarmes Plasma (PPP),
welches 15 Minuten bei 2000g zentrifugiert wurde, war zur Messung der PPL an freien

Mikropartikeln am besten geeignet.

Verwendete Reagenzien/ Komponenten des Testkits:

A. FXa-Reagens: 0.01 Einheiten/ml FXa in gepufferter Kalziumlosung
B. Phospholipidfreies Plasma: Ein Flaschchen gefriergetrocknetes
phospholipidfreies Tierplasma, aufzufiillen mit 2ml
Wiederherstellungsfliissigkeit.
C. Wiederherstellungsfliissigkeit fiir das phospholipidfreie Plamsa
D. Phospholipid-Referenz: : Ein Fldschchen mit 2ml a 80ug/ml hochaktivem
Referenz-PPL. Eine kleine Menge hiervon wird 1 zu 10 verdiinnt. Dann wird
durch 8 Verdiinungsreihen eine Kalibrierungskurve erstellt.
E. Verdiinnungsfliissigkeit: 4ml isotonische, leicht blaue Pufferlosung zur
Verdiinnung der Refernz-PPL
Alle Proben mussten bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert werden. Das FXa-Reagens
und die Referenz-PPL sind fiir die Dauer von einem Jahr stabil. Ubriggebliebenes
wiederhergestelltes PPL-freies Plasma kann bei -20°C oder kilter fiir ein Jahr
gelagert werden.
Durchfiihrung der Testung:
1. Zugabe von 0.025ml phospholipidfreiem Plasma (B+C) zur
Reaktionskiivette.
2. Zugabe von 0.025ml der zu untersuchenden Probe. Die Mischung 2 Minuten

auf 37°C erwirmen.



36

3. Zugabe von 0.10ml vorgewidrmtem XACT-Reagens und Messung der Zeit bis
zur Thrombusbildung

I1.5. Statistik

Die statistische Auswertung der demographischen Daten erfolgte mit Hilfe von
Microsoft Office Excel 2007.

Die statistische Auswertung der Aktivierungsparameter GPVI, PPL und PDMP erfolgte
mit Hilfe des statistischen Instituts der Curtin University Perth unter Verwendung des
Programmes IBM SPSS Statistics 20.0. Mit Hilfe von Paaranalysen von jeweils zwei
Zeitpunkten und Regressionsanalysen der unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen
wurden die Parameter auf Signifikanz untersucht.

Aufgrund der nacheinander geschalteten Messungen wurde eine Random-Effects-
Regressionsanalyse verwendet (,,Repeated Measures ANOVA). Weil die
Ausgangswerte bei verschiedenen Patienten unterschiedlich sein konnen, wurde ein
»Baseline“-Term in das Modell eingebracht. Fiir diese Variable wurde der Messwert
zum Zeitpunkt T1 (direkt postoperativ) eingesetzt. Durch das Modell wurde gepriift, ob
Verdnderungen der Endpunkte im zeitlichen Verlauf vorlagen und ob sich etwaige
Verdnderungen in den verschiedenen Sauerstoffgruppen unterschieden. Folgendes
Modell diente als Grundlage:

Endwerte = Ausgangsmesswert + Zeitpunkt Tx + Zeitpunkt Tx *

Sauerstoffkonzentration.
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III. Ergebnisse

II1.1. Patientenkollektiv

51 Patienten wurden in die Studie eingeschlossen. Durch Randomisierung erhielten
jeweils 17 Patienten 30%, 50% oder 80% inspiratorische Sauerstoffkonzentration.

Bei insgesamt sieben Patienten kam es zum Studienabbruch  (Ix multiple
Tourniquetepisoden, 2x zu kurze Tourniquetzeiten, 2x nicht ausreichendes

Probenmaterial, 2x Laborfehler). Die Daten von 44 Patienten waren vollstiandig.

FiO, = 30% Drop-Outs

n=17

n=2

Studienteilnehmer FiO,=50% Drop-Outs
n=>51 n= 17 n=1
FiO,=80% Drop-Outs
n=17 n=4

Abbildung 3: Patientenkollektiv

Bei den 51 randomisierten Studienteilnehmern waren die Daten von 44 vollstindig.
Aufteilung der Studienteilnehmer und Drop-Outs der jeweiligen Studiengruppe.

I11.2. Demographische Daten

Altersverteilung:

Das Durchschnittsalter aller Studienteilnehmer betrug 39 + 18 Jahre, bei einer

Altersspanne zwischen 18 und 78 Jahren. Das Durchschnittsalter der Studienteilnehmer
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in der Gruppe mit 30% FiO, betrug 40 + 22 Jahre, bei einer Altersspanne zwischen 18
und 78 Jahren.
Das Durchschnittsalter der Studienteilnehmer in der Gruppe mit 50% FiO, betrug 38 +
18 Jahre, bei einer Altersspanne zwischen 19 und 75 Jahren.

Das Durchschnittsalter der Studienteilnehmer in der Gruppe mit 80% FiO, betrug 38
+ 16 Jahre, bei einer Altersspanne zwischen 21 und 68 Jahren (s. Abb.4).

Das Durchschnittsalter in den Gruppen war nicht signifikant unterschiedlich.

70

60

50

40

Alter

30

20 A

10 A

Abbildung 4: Patientendaten - Altersverteilung
Altersverteilung der Studienteilnehmer insgesamt und in Subgruppen.
FiO, = inspiratorische Sauerstoffkonzentration. Alter als Mittelwert + Standardabweichung

Geschlechterverteilung:

Von den 44 ausgewerteten Studienteilnehmern waren 31 Minner und 13 Frauen,

darunter in der Gruppe mit 30% FiO, 13 Ménner und 2 Frauen, in der Gruppe mit 50%
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FiO, 9 Minner und 7 Frauen und in der Gruppe mit 80% FiO; 9 Minner und 4 Frauen
(s. Abb. 5).
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Anzahl Studienteilnehmer

EE mannlich
1 weiblich

Abbildung 5 : Patientendaten - Geschlechterverteilung
Anzahl der ménnlichen (schwarzer Balken) und weiblichen (grauer Balken) Studienteilnehmer

insgesamt und in den Subgruppen.
FiO2 = inspiratorische Sauerstoffkonzentration.

ASA-Klassifikation:

28 Patienten wurden als ASA 1, 15 Patienten als ASA 2 und ein Patient als ASA 3

eingestuft.



40

II1.3. Operationsdaten

Art des Eingriffs:

Der am hédufigsten durchgefiihrte Eingriff war die ,,Offene Reposition und Interne
Fixierung® (ORIF) an verschiedenen Knochen des Unterarms und der Hand. Weitere
Eingriffe waren Operationen an Sehnen und Nerven, aulerdem Wunddebridements und
die Knochendrahtung mit Hilfe von Kirschner-Drihten (s. Tab. 2).

Tabelle 2: Operationsdaten — Art des Eingriffs
Auflistung der verschiedenen Eingriffe mit jeweiliger Anzahl, absteigende Haufigkeit.
ORIF: Open Reduction Internal Fixation (Offene Reposition und Interne Fixation).

Art des Eingriffs Anzahl
ORIF Unterarm 20
Operationen an Sehnen 13
Knochendrahtung (Kirschner-Draht) 4
Operationen an Nerven 3
Wunddebridement 3
Dekompression Karpaltunnel 1

Tourniquet- und Anisthesiedauer:

Die durchschnittliche Tourniquetdauer betrug 68 + 25 Minuten bei einer

durchschnittlichen Anésthesiedauer von 104 + 45 Minuten. (s. Abb. 6).
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Abbildung 6: Operationsdaten — Tourniquet- und Anésthesiedauer

Die Box-Whisker-Diagramme stellen die Tourniquet- und Anésthesiedauer in Minuten dar.

Der Median der Tourniquetdauer lag bei 61 Minuten, die 25%-Quartile bei 50 Minuten und die
75%-Quartile bei 77,5 Minuten. Der Interquartilsabstand betrug 27,5 Minuten.

Der Median der Anésthesiedauer lag bei 99 Minuten, die 25%-Quartile bei 74,75 Minuten und
die 75%-Quartile bei 118,25 Minuten. Der Interquartilsabstand betrug 43,5 Minuten.

I11.4. Glykoprotein VI

I11.4.1. GPVI Kumulativ

Zwischen T2 und T3 kam es zu einem signifikanten Anstieg der GPVI-Konzentration
(p=0,0339). Ebenso war ein signifikanter Anstieg von T2 zu T4 zu erkennen
(p=0,0152).

Die GPVI-Konzentration fiel zwischen T1 und T2, allerdings wurde keine statistische

Signifikanz erreicht. (s. Abb. 7)
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Abbildung 7: Glykoprotein VI Kumulativ
Glykoprotein VI (GPVI) in ng/ml im zeitlichen Verlauf.
Signifikanter Anstieg zwischen den Zeitpunkten T2 und T3 sowie T2 und T4.

I11.4.2. GPVI bei unterschiedlichen inspiratorischen

Sauerstoffkonzentrationen

Der Anstieg der GPVI-Konzentration war bei hoherer inspiratorischer
Sauerstoffkonzentration in der Gruppe mit 80% FiO, stirker als bei den anderen
Gruppen mit niedrigeren inspiratorischer Sauerstoffkonzentration. Insgesamt erreichten
die Unterschiede der Konzentrationen zwischen den Gruppen verschiedener
inspiratorischer Sauerstoffkonzentrationen allerdings keine statistische Signifikanz (s.

Abb. 8).
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Abbildung 8: Glykoprotein VI bei unterschiedlichen FiO,

Glykoprotein VI (GPVI) in ng/ml bei unterschiedlichen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen (FiO,) im zeitlichen Verlauf.

Kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bei unterschiedlicher FiO,.

II1.5. Platelet-Derived Microparticles

I1I1.5.1. PDMP Kumulativ

Die Messwerte fiir die PDMP im Zymuphen ELISA unterschieden sich signifikant
zwischen den Zeitpunkten T2 und T3 (p=0,0299; Einfluss des Losens der Blutsperre
bei unterschiedlichem FiO,), T2 und T4 (p<0,0001) und T3 und T4 (p=0,0169) (s. Abb.
11).

Der Abfall zwischen TO und T1 erreichte keine statistische Signifikanz.
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6 p < 0,0001
[ p=0,0299 I p=00169 |

PDMP (nmol/l)

T0 T T2 T3 T4

Abbildung 9: Platelet-Derived Microparticles Kumulativ
Platelet-Derived Microparticles (PDMP) in nmol/I im zeitlichen Verlauf.
Signifikanter Anstieg zwischen den Zeitpunkten T2 und T3, T2 und T4 und T3 und T4.

I11.5.2. PDMP bei unterschiedlichen inspiratorischen

Sauerstoffkonzentrationen:

Der stirkste Konzentrationsanstieg war von T2 zu T3 beziehungsweise T3 zu T4 in der
Gruppe mit einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration von 30% zu erkennen.
Insgesamt erreichten die Unterschiede der Konzentrationen zwischen den Gruppen

verschiedener inspiratorischer Sauerstoffkonzentrationen allerdings keine statistische

Signifikanz (s. Abb. 12).
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Abbildung 10: Platelet-Derived Microparticles bei unterschiedlichen FiO,

Platelet Derived Microparticles (PDMP) in nmol/l bei unterschiedlichen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen (FiO,) im zeitlichen Verlauf.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit unterschiedlichem FiO,.

II1.6. Prokoagulante Phospholipide

I11.6.1. PPL Kumulativ

Die Messwerte fiir die PPL im XACT-Test fielen zwischen Zeitpunkt TO und T1
signifikant ab. Die statistische Signifikanz zwischen diesen beiden Zeitpunkten wurde
sowohl ohne als auch mit Einbeziehung von Operationsdauer, Alter und Geschlecht
erreicht (p unkorrigiert = 0,0071 versus p korrigiert = 0,0259).

Ebenso waren signifikante Unterschiede zwischen Zeitpunkt T2 und Zeitpunkt T4
erkennbar (p=0,0014) (s. Abb. 9).
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Die Anstiege zwischen T1 und T2 beziehungsweise T2 und T3 erreichten keine

statistische Signifikanz.

1.0
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0.8 p(k) =0,0071 p = 0,0014
p(u) = 0,0259

PPL (ug/ml)
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Abbildung 11: Prokoagulante Phospholipide Kumulativ
Prokoagulante Phospholipide (PPL) in pg/ml im zeitlichen Verlauf.
Signifikanter Abfall zwischen TO und T1.

Signifikanter Anstieg zwischen T2 und T4.

I11.6.2. PPL bei unterschiedlichen inspiratorischen

Sauerstoffkonzentrationen

Der Anstieg der PPL-Konzentration schien bei hoherer inspiratorischer
Sauerstoffkonzentration in der Gruppe mit 50% stidrker als bei den anderen Gruppen

inspiratorischer Sauerstoffkonzentration zu sein.



47 Zusammenfassung der Ergebnisse

Insgesamt erreichten die Unterschiede der Konzentrationen zwischen den Gruppen
verschiedener inspiratorischer Sauerstoffkonzentrationen allerdings keine statistische

Signifikanz. (s. Abb. 10)
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Abbildung 12: Prokoagulante Phospholipide bei unterschiedlichen FiO,

Prokoagulante Phospholipide (PPL) in upg/ml bei unterschiedlichen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen (FiO,) im zeitlichen Verlauf.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit unterschiedlichem FiO,.

II1.7. Zusammenfassung der Ergebnisse

Sowohl GPVI, als auch PDMP und PPL stiegen bei Reperfusion signifikant an und
bestdtigten somit ihre Funktion als wichtige Aktivierungsmarker von Thrombozyten

nach IRI:



48

Glykoprotein VI stieg sowohl von T2 zu T3 als auch T3 zu T4 signifikant an.
Dies entspricht zeitlich dem Losen der Blutsperre und damit den Folgen der

Reperfusion.

Die Platelet-Derived Microparticles stiegen im Laufe der Reperfusion signifikant von

T2 zu T3, T2 zu T4 und T3 zu T4 an.

Die prokoagulanten Phospholipide fielen unter Blutsperre wihrend der Operation
zunichst signifikant ab und stiegen anschlieBend von T2 zu T4 signifikant an, der

Reperfusion entsprechend.

Unterschiede zwischen den Gruppen verschiedener inspiratorischer
Sauerstoffkonzentrationen  erreichten  allerdings  bei  keiner  der  drei
Aktivierungsparameter statistische Signifikanz.

Am ehesten konnten bei der GPVI-Konzentration Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gruppen erkannt werden: In der Gruppe mit hoher inspiratorischer
Sauerstoffkonzentration von 80% stieg die GPVI-Konzentration stdrker an als in den

anderen Gruppen, allerdings wurde auch hier die statistische Signifikanz nicht erreicht.
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IV. Diskussion

IV.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

IRI ist eine relevante Komplikation vieler Eingriffe im klinischen Alltag, welches von
voriibergehender Muskel- oder Nervenschwellung bis zum Multiorganversagen fithren
kann. In verschiedenen Studien sind bereits die Pathophysiologie des IRI und
verschiedene Ansitze untersucht worden, um moglicherweise auftretende Schiden
moglichst gering zu halten. (23,28)

In der vorliegenden prospektiven randomisierten Kohortenstudie wurden an einem
standardisiert reproduzierbaren Ischidmie-Reperfusionsmodell bei unterschiedlichen
inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen (30%, 50%, 80%) das GPVI, die PDMP und
die PPL als Marker der Thrombozytenaktivierung als Surrogat des Ausmales
oxidativen Stresses beobachtet. Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es keine Studien, die
den Einfluss unterschiedlicher inspiratorischer Sauerstoffkonzentration auf die
Thrombozytenaktivierung in einem Ischdmie-Reperfusionsmodell untersucht haben.
Dies ist insbesondere deshalb eine wichtige Fragestellung, da die  Gabe von
»therapeutischem Sauerstoff in iibernormalen Konzentrationen zum Beispiel bei
zerebralen Ischidmien und Schlaganfall, Riickenmarkischdmie oder aber Herz- oder
Lebertransplantationen ein Standardverfahren ist. (28,48,60,73)

Die Rolle der Thrombozyten im Rahmen des IRI ist ein vielversprechendes
Forschungsfeld. Durch die Gabe unterschiedlicher inspiratorischer
Sauerstoffkonzentrationen konnte moglicherweise der Ausprigungsgrad des IRI direkt
beeinflusst werden. In unserer Studie konnte ein signifikanter Anstieg von Markern der
Thrombozytenaktivierung bei der Verwendung eines arteriellen Tourniquets gezeigt
werden. Bei der Verwendung verschiedener inspiratorischer Sauerstoffkonzentrationen
waren zwischen den Gruppen zwar Unterschiede erkennbar, allerdings erreichten diese
in unserem Modell keine statistische Signifikanz. Insbesondere die GPVI-Konzentration
zeigte bei hoher inspiratorischer Sauerstoffkonzentration von 80% einen stédrkeren

Anstieg im Rahmen der Reperfusion als die beiden anderen Gruppen. Dies konnte dafiir
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sprechen, dass das Glykoprotein VI fiir unsere Fragestellung der spezifischste Parameter

ist.

In den 1980er Jahren wurde postuliert, dass Sauerstoff ein Antibiotikum sei. Eine
vermehrte Sauerstoffzufuhr konne grundlegende Vorziige ohne offensichtliche Risiken
bieten und zum Beispiel zu einer gesteigerten Immunabwehr beitragen. (62,78,80) So
konnten Knighton et al. beispielsweise zeigen, dass die Gabe von normobarem
Sauerstoff die Rate von infektiosen Nekrosen genauso effektiv senkte wie eine
prophylaktische Gabe von Antibiotika. (79)

Ab welcher Konzentration und Einwirkdauer Sauerstoff dagegen toxisch wirken
kann, wird unterschiedlich beschrieben, zwischen 30% und 100% beziehungsweise 45
Minuten und 48h. Den Hauptgrund der Toxizitdt stellt die Produktion freier Radikale
dar.

Der subkutane Sauerstoffvorrat variiert auch bei vollstindig gesittigtem Himoglobin
stark, abhédngig von unterschiedlicher Korpertemperatur, Raucheranamnese, Anédmie,
Adipositas und vielem mehr, was moglicherweise die interindividuellen Unterschiede in
der Regeneration des Gewebes oder der Infektionsrate erklidren konnte. Dies fiihrte
zundchst zu der Idee, zusitzlichen Sauerstoff zuzufithren. Die bisher hierzu
durchgefiihrten Studien zeigen insgesamt widerspriichliche Ergebnisse:

Dugall et al. konnten in einer in der Gynékologie durchgefiihrten randomisiert
kontrollierten Studie keine Unterschiede der Infektionsrate oder des Auftretens von
Endometritis nach Kaiserschnitten zwischen 2 Gruppen feststellen, die perioperativ
jeweils entweder 30% oder 80% inspiratorische Sauerstoffkonzentration erhielten. (30)

Eine sehr #dhnliche Studie fithrten Williams et al. durch, auch sie konnten keinen
Unterschied der Wundinfektionrsate bei Frauen nach Kaiserschnitt zwischen den zwei
Gruppen von 30% beziehungsweise 80% FiO, feststellen. (159)

Klingel et al. fiihrten schlieBlich eine Metaanalyse anhand von fiinf Studien beziiglich
der Wundinfektionsrate nach Kaiserschnitt bei unterschiedlichen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen durch. Sie konnten keinen signifikanten Unterschied der
Wundinfektionsrate zwischen Patientinnen mit hoher (60%) im Vergleich zu niedriger

(40%) inspiratorischer Sauerstoffkonzentration erkennen. (76)
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Hovaguimian et al. hingegen beschrieben in einer Metaanalyse, dass eine erhohte
intraoperative Sauerstoffkonzentration (80%-100%) im Gegensatz zu niedriger (30-
40%) Vorteile auf verschiedenen Ebenen mit sich bringt: Wundinfektionsrate sowie
postnarkotische Ubelkeit und Erbrechen (PONV) zeigten sich signifikant niedriger,
ohne weitere Verstiarkung einer Atelektasenbildung in der Lunge. (60)

Patientinnen, die einen Kaiserschnitt bekommen, sind meist junge, ansonsten gesunde
Frauen. Moglicherweise beeinflusst die Auswahl des Patientenkollektivs das Outcome
der Studien stark, und bestimmte Gruppen von Patienten profitieren stidrker von einer
erhohten inspiratorischen Sauerstoffkonzentration als andere.

Dies konnte auch eine Erkldrung dafiir sein, dass in der von uns durchgefiihrten
Studie  keine  signifikanten =~ Unterschiede @ bei  Gabe  unterschiedlicher
Sauerstoffkonzentrationen zu beobachten waren, denn das Durchschnittsalter der
operierten Patienten war mit 39 Jahren verhdltnismiBig niedrig. Moglicherweise wiirde
ein anderes Kollektiv mit beispielsweise édlteren Patienten zu anderen Ergebnissen

fiihren.
Aktuelle Therapieansitze des IRI

Ischdmische Prikonditionierung

,,JIschdmisches Priakonditionieren® wurde 1986 erstmals beschrieben und bezeichnet eine
kurze Exposition gegeniiber Hypoxie vor einer lidngeren Ischdmiephase. (10) Dies
schiitzt vor einem moglicherweise ansonsten spiter auftretenden IRI. Die
Schutzmechanismen sind bis heute nicht vollstindig verstanden. Die Prikonditionierung
scheint in Zellen eine gewisse Toleranz gegeniiber Ischdmie zu induzieren.

Wahrscheinlich spielen freie Radikale eine signifikante Rolle: Erstens werden
weniger ROS und neutrophile Granulozyten wihrend der Reperfusion freigesetzt, und
zweitens gehen bei der Gabe von Antioxidantien die positiven Effekte der
Prikonditionierung verloren. (150)

Verringerte Apoptose, verminderte Gefdllschdden, geringer ausgepriagtes ,,No-
Reflow-Phédnomen® und weniger systemische Auswirkungen des IRI sind weitere
Vorteile der Ischdmischen Prikonditionierung. (123)

Die meisten Daten beziiglich der Ischimischen Prikonditionierung wurden in Studien

an kardialen Reperfusionssyndromen gewonnen: (34)
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Im Jahr 1996 zeigten Kaeffer et al. anhand von isolierten Koronararterien von Ratten,
dass die Ischdmische Prikonditionierung protektiv auf die Myokardzellen wirkte und
sowohl vor akuten als auch chronischen durch IRI hervorgerufene Verinderungen am
Endothel schiitzte.

Wang et al. konnten 1999 in einer Studie anhand eines IRI-Modells an Herzen von
Hunden zeigen, dass die Ischdmische Prikonditionierung die Apoptose und die
Freisetzung von neutrophilen Granulozyten und damit die GroBe der Infarktnarbe
verringert. (154)

Wau et al. fithrten im Jahr 2000 eine randomisiert kontrollierte klinische Studie durch,
in der sie einen protektiven Effekt der Ischdmischen Prikonditionierung auf die
Erholung der ventrikuldren Funktion nach Bypass-Operation nachweisen konnten.
(68,154,160)

Bis heute existieren allerdings nur wenige in Tierversuchen gewonnene Daten
beziiglich des Effekts der Ischdmischen Prikonditionierung beim Gebrauch von

Tourniquets wihrend Operationen an den oberen oder unteren Extremititen.

Endogene Antioxidantien

Die Gabe von endogenen Antioxidantien wurde in der Prdvention von IRI gezielt
untersucht. (23,51) In experimentellen Tierversuchen senkte eine Gabe von Enzymen
wie Superoxid-Dismutase, Katalase, von Chelatoren wie Desferrioxamin oder Mannitol,
von Antioxidantien wie Vitamin C und E oder von Inhibitoren der Xanthinoxidase wie
Allopurinol wihrend der Reperfusion den Einfluss der ROS. (51,93) Entsprechende
klinische Studien zeigten leider geringere Erfolge, sodass der therapeutische Nutzen

eingeschrankt ist. (10,23,29,51,82,83,146,157)

Inhibierung des Na+/H+-Austauschers

Die Inhibierung des Na'/H'-Austauschers schien Tierversuchen zufolge ein anderer
vielversprechender Angriffspunkt zu sein. Doch auch hier konnten die positiven
Ergebnisse in klinischen Studien nicht reproduziert werden. (144)

Zukiinftige Studien werden zeigen, ob dieser Therapieansatz erfolgreich sein wird

oder nicht.

Andere



53 Zusammenfassung der Ergebnisse

Auch das Komplementsystem spielt eine entscheidende Rolle bei IRI (22) und ist somit
zum Hauptangriffspunkt fiir Therapieansitze geworden. So zeigten Weisman et al. 1990
in einem IRI-Modell am Myokard von Ratten, dass die Infarktgrole um 44% gesenkt
werden konnte durch die Gabe von C3-Konvertase-Inhibitor und 16slichem
Komplementrezeptor 1. (158)

Vakeva et al. konnten 1998 anhand von einem IRI-Modell am Myokard von Ratten
einen protektiven Effekt einer Anti-C5-Therapie nachweisen: Apoptose, Nekrose und
Leukozyteninfiltration ins Myokard konnten signifikant gesenkt werden. (147)

Fitch et al. beschriecben 1999 eine Reduktion der Komplementaktivierung,
Leukozytenaktivierung und Myokardschidigung, geringeren Blutverlust und weniger
kognitive Dysfunktionen bei Patienten mit Bypass-OP durch Gabe eines humanisierten
rekombinanten C5-Inhibitors. (36) Leider konnten auch hier die in Tierversuchen

erfolgreich gewonnenen Daten in klinischen Studien nicht reproduziert werden. (158)

IV.1.1. GPVI

Die Rolle von GPVI als wichtigster Kollagenrezeptor der Thrombozyten wurde in
mehreren Arbeiten belegt: (59,110)

Massberg et al. zeigten 2003, dass bei GPVI-negativen Thrombozyten keine
kollageninduzierte Plittchenaktivierung durch physiologische Kollagenkonzentrationen
ausgelost werden kann. Die Inhibierung von GPVI durch den monoklonalen Antikorper
JAQI in Miusen reduzierte das Tethering der Pléittchen ans Subendothel um 89%. (92)
AufBlerdem konnten Arai et al, Boylan et al und Moroi et al. bei Patienten mit GPVI-
Mangel zeigen, dass sie nur eine geringgradig verlangerte Blutungszeit aufweisen und
es zu verminderter kollageninduzierter Thrombozytenaktivierung, -aggregation und
Thrombusbildung kommt. (8,15,102) Diese Erkenntnisse bestitigen, dass GPVI ein fiir
die Adhédsion, Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten notwendiger
Kollagenrezeptor ist. (11,45,92,110)

In unserer Studie zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Iloslichen GPVI-
Konzentration von Zeitpunkt T2 nach T3. Dies entspricht dem Losen der Blutsperre und
korreliert somit mit einer vermehrten Aktivierung der Thrombozyten bei Reperfusion.

Eine weitere Differenzierung zwischen den unterschiedlichen  Gruppen

inspiratorischer Sauerstoffkonzentration war statistisch nicht signifikant.
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IV.1.2. PDMP

Die Funktion und Rolle der PDMP ist bereits in verschiedenen klinischen Studien
untersucht worden. (101,114,115) Die Mikropartikel spielen sowohl eine Rolle bei der
normalen Hdmostase als auch bei klinisch relevanten Erkrankungen: Sie exprimieren
Phospholipide, die prothrombotisch wirken. In nahezu allen Studien konnte bei
Erkrankungen mit Thromboseneigung eine Erhohung der PDMP, der EDMP
(endothelial cell-derived MP) und der MDMP (Monocyte-derived MP) sowohl im
venosen als auch im arteriellen Blut nachgewiesen werden.

Trotzdem ist die Relevanz dieser Erhohung fiir den klinischen Alltag bislang nicht
klar. Ebenso ist unsicher, ob die Erhohung Ursache oder Folge der Thrombosen ist.
(115)

Die am weitesten verbreitete Methode zur Untersuchung der PDMPs ist die
Durchflusszytometrie. (116) Die Hauptvorteile der Durchflusszytometrie sind ihre
Sensitivitit und die Fihigkeit, Kombinationen von monoklonalen Antikdrpern (mAbs)
und/oder Annexin-V mit einzubeziehen, wodurch die Kombinationen exponierter
Antigene untersucht und ihre Subpopulationen identifiziert werden konnen. (112)
Allerdings ist sie zu teuer und die Standardisierung der PDMP-Quantitdt noch nicht
ausgereift. (116)

Die PMPs konnen auch wie in der hier vorliegenden Studie durch ein ELISA, einem
funktionellen Assay zur Messung der prokoagulanten Aktivitit von Mikropartikeln in
menschlichem Plasma in vitro, erfasst werden. Im Vergleich zur Flowzytometrie kann
einfacher eine groere Anzahl von Proben analysiert werden.

Der Assay von Mikropartikeln kann als Marker fiir kardiovaskulidre Krankheiten,
Tumorleiden, und/oder fiir infektiose oder entziindliche Prozesse verwendet werden
(Untersuchung oder Follow-Up der Pathologieentwicklung, Diagnostik, Prognostik der
Krankheitsrekurrenz, Therapiemonitoring).

Die Plasmakonzentration wird als pathologisch betrachtet, wenn die Konzentration
der Mikropartikel mehr als doppelt so hoch wie in normalem Plasma ist. Hohe
Konzentrationen von Mikropartikeln werden bei verschiedenen krankhaften Zustinden
wie kardiovaskuldren Krankheiten, Tumorleiden, infektiosen oder entziindlichen

Geschehnissen beobachtet. (115)
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In unseren Untersuchungen zeigte sich erwartungsgeméil} ein signifikanter Anstieg
der PDMP-Konzentration bei Losen der Blutsperre. So konnte auch hier eine vermehrte
Aktivierung der Thrombozyten bei Reperfusion gezeigt werden. Zwischen den Gruppen
mit verschiedenen inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen konnte allerdings auch

hier kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

IV.1.3. PPL

Der XACT-Assay zur Messung der PPLs ist bereits mehrfach in Studien untersucht
worden. Es wurde eine deutlich erniedrigte XACT bei Patienten mit ACS und eine
deutlich erhohte PPL-Aktivitit und erniedrigte Pléttchenaktivitit nach Ballondilatation
(PCI), wahrscheinlich aufgrund der gerinnungshemmenden Medikation, beobachtet.
(24)

Das Messen der PPL-Konzentration im Plasma lédsst einen direkten Riickschluss auf
den Aktivierungsgrad der primédren Hamostase zu. (149)

In unseren Untersuchungen zeigte sich ein signifikanter Abfall der PPL-Konzentration
zwischen TO und T1. Des Weiteren war ein signifikanter Anstieg zwischen T2 und T4
als Zeichen einer vermehrten Thrombozytenaktivierung nach Reperfusion zu
beobachten.

Zwischen den Gruppen verschiedener inspiratorischer Sauerstoffkonzentrationen waren

allerdings keine statistisch signifikanten Unterschiede feststellbar.

IV.2. Limitationen und methodische

Einschriankungen

IV.2.1. IRI-Modell

Im Studienprotokoll waren Mindestwerte fiir die Tourniquetdauer, welche der
Ischimiedauer entspricht, festgelegt worden. Allerdings variierte die Dauer bei den
Studienteilnehmern mitunter recht stark: So konnten wir Tourniquetzeiten von minimal

45 bis maximal 124 Minuten beobachten.
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Hier wire eventuell ein engeres Fenster der Ischimiedauer sinnvoll. Dies ist im
operativen Modell allerdings schwierig, da diese vom Operationsverlauf abhingig ist
und selten standardisiert werden kann, so dass vermutlich viele Studienteilnehmer
ausgeschlossen werden miissten, da ihre Tourniquetzeiten nicht im engen Fenster ldgen.

Auch die Temperatur im ischdmischen Gebiet kann entscheidenden Einfluss auf das
Ausmal des IRI haben:

So konnten Mowlavi et al in einer Studie an einem isolierten Muskel von Ratten
zeigen, dass Hypothermie wihrend Ischdmie und Reperfusion den spiter auftretenden
Schaden an peripheren Nerven und Skelettmuskeln signifikant verringert. (99,103)

Auch Mitsui et al. zeigten an einem zuvor von ihnen etablierten IRI-Modell an
peripheren Nerven von Ratten, dass Hypothermie wihrend IRI neuroprotektiv wirkt.
(99)

Genauso ist wahrscheinlich die Thrombozytenaktivierung von der Temperatur
abhidngig (81,142,155), sodass hier Unterschiede in der Raumtemperatur von wenigen
Grad entscheidend sein konnten.

Die jeweils verabreichten Anésthetika konnen eine weitere mogliche Quelle von
zufdlligen Fehlern darstellen: Die Produktion von Sauerstoffradikalen ist durch
Preconditioning (Gabe von vor allem volatilen Anisthetika und Opioiden) deutlich
herabgesetzt.

In einer im Jahre 2002 von Kato durchgefiihrten Metaanalyse wurden alle bis dato
durchgefiihrten Studien zu unterschiedlichen Andsthetika und ihrer protektiven
Wirkung auf IRI am Myokard verglichen. Isofluran, Sevofluran und Morphin zeigten
den stirksten positiven Effekt. (72)

Ma et al. konnten 2012 an einem IRI-Modell am Myokard von Ratten zeigen, dass
die Gabe von Sevofluran als Preconditioning einen nachhaltigen kardioprotektiven
Effekt hat. (89)

Insofern konnten auch die in dieser Studie verabreichten Narkosemittel einen Einfluss
auf das Ausmal} des IRI gehabt haben. (2,41,47)

Ein weiterer Faktor, der das IRI beeinflusst, ist die Fliissigkeitszufuhr wihrend der
Narkose. So konnte gezeigt werden, dass eine Himodilution zu einer Verringerung der
moglicherweise auftretenden Schédden fiihrt. (42) Deshalb ist auch hier im Protokoll

eine Richtmenge festgelegt worden.
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Die Messung der Parameter wurde in vendsem Blut durchgefiihrt, welches aus einer
Venenverweilkaniile der kontralateralen oberen Extremitdt entnommen worden war.
Dementsprechend hatte das Blut zuvor den systemischen Kreislauf, insbesondere das
Lungen- und Handkapillarbett, durchwandert. Moglicherweise waren die Marker fiir
Thrombozytenaktivierung in der entnommenen Blutprobe seit Beginn der Reperfusion
bis zur Entnahme bereits durch Metabolisierung verdndert oder teilweise in
Kapillarbetten sequestriert worden und wichen daher von den urspriinglichen

Messgrofien ab.

IV.3. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Studie konnten wir anhand von Markern der
Thrombozytenaktivierung zeigen, dass es bei der Verwendung arterieller Tourniquets an
der oberen Extremitét zu einer Aktivierung der Thrombozyten kommt, vermutlich am
ehesten ausgelost durch ein IRI der oberen Extremitit. Dieser Anstieg konnte unter
verschiedenen inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen gezeigt werden, war
allerdings nicht signifikant unterschiedlich in Bezug auf die Hohe der inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration.

Eine mogliche Weiterentwicklung fiir zukiinftige Studien, konnte sein, die
Unterschiede in der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration zu verstérken.

Erreichen konnte man dies beispielsweise durch eine hyperbare Druckkammer.

Eine Anhebung des Sauerstoffpartialdrucks in der Atemluft von 21 auf 100% (etwa
fiinffach), bewirkt eine proportionale Erhohung der im Blut geldsten Sauerstoffmenge.
Eine weitere Steigerung des Sauerstoffpartialdrucks ist durch Erhohung des
Umgebungsdruckes moglich. Atmet der Mensch in einer hyperbaren Kammer an der
Meeresoberfliche 100% Sauerstoff, wird ein Partialdruck von ungefihr 600mmHg
erreicht. Wird die Druckkammer in eine Tiefe von zum Beispiel 15 Metern verlegt, also
einem Druck von 2,5 bar, und reiner Sauerstoff verabreicht, gelangt ungefihr die 20-
fache Menge an Sauerstoff im Blut in Losung (etwa 1800 mmHg).

Der Sauerstoffpartialdruck in Luft auf Meereshohe, also bei einer inspiratorischen

Sauerstoffkonzentration von etwa 21%, betrigt etwa 160 mmHg. Der
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Sauerstoffpartialdruck im arteriellen Blut liegt niedriger und betrédgt altersabhingig
zwischen etwa 75 mmHg und 100 mmHg.

Bei unserem Modell betrugen die unterschiedlichen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen 30%, 50% und 80%.

Das heiit, in unserer Studie variierten die Sauerstoffpartialdriicke bei den
unterschiedlichen inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen zwischen ungefdhr 120-
150 mmHg, 240-300 mmHg und 500-525 mmHg.

Durch eine hyperbare Druckkammer in der Tiefe konnte man den arteriellen
Sauerstoffpartialdruck beispielsweise auf bis zu 1800 mmHg erhéhen und somit
wahrscheinlich gravierendere Unterschiede in der Aktivierung der Thrombozyten
zwischen den verschiedenen Gruppen beobachten.

Des Weiteren konnte man die Zeitpunkte der Probenentnahme gegebenenfalls
verdndern beziehungsweise weitere hinzufiigen. Moglicherweise wire eine Entnahme
24 Stunden post OP aufschlussreich, um ldangerfristig anhaltende Veridnderungen der

Aktivierung zu erkennen.
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