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1 Einleitung

1.1 Klinischer Hintergrund

Blutungskomplikationen gefahrden den chirurgischen Erfolg. Dies gilt bei gréReren und
auch bei kleineren Eingriffen in der Chirurgie sowie in der Zahnheilkunde, z.B. bei einer
Zahnextraktion. Haufig stellen sich in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
Patienten vor, die akzidentiell oder als Dauertherapie Acetylsalicylsaure (ASS)
eingenommen haben (Morsdorf et al. 1999). Fur das Abwagen des Behandlers, ob
das Risiko einer verstarkten Blutung eingegangen werden soll, ist es
entscheidungserheblich, welche Mdoglichkeit besteht, im Falle einer Blutung diese
hinreichend kontrollieren zu kénnen.

Denn wahrend oder nach operativen Eingriffen kommt es immer wieder zu Komplika-
tionen durch Blutungen oder Nachblutungen, in einzelnen Féllen sogar zu lebens-
bedrohlichen Situationen. Dabei sind die Blutungen bedingt durch eine mechanische
Gefal3verletzung oder auch durch einen Defekt des Hamostasesystems (Pruf3 et al.
1999). 3-5% der Patienten weisen praoperativ erworbene Thrombozytenfunktions-
stbrungen, hereditare Plattchenfunktionsstorungen oder ein von-Willebrand-Syndrom
auf (George et Shattil 1991, Werner et al. 1993). Die medikamenteninduzierte
Blutungsneigung stellt die haufigste erworbene Gerinnungsstérung dar (Luxembourg et
al. 2007).

In einer retrospektiven Auswertung von 5 Millionen Operationen (Koscielny et al. 1998)
traten perioperative Blutungen in 1 bis 2% auf, die zu 25% durch eine Hamostase-
stdérung und zu 75% chirurgisch bedingt waren. In einer prospektiven Studie mit 5649
Patienten (Koscielny et al. 2004) ergab die gezielte Blutungsanamnese bei 11,2% den
Verdacht auf eine Blutungsneigung und bei 40,8% dieser Patienten zeigte sich nach
weiterer Abklarung eine Hamostasestorung. Bei jahrlich rund 250.000 Operationen
werden hamostaseologische Interventionen und dadurch eine geschatzte Mehr-
ausgabe von udber 60 Millionen Euro erforderlich (Kiesewetter und Koscielny 1998).
Unabhéangig von den Kosten birgt der Einsatz von Blutprodukten und Plasmaderivaten
das Risiko einer Ubertragung von Infektionskrankheiten und der Induktion immun-
pathologischer Reaktionen (Kam 1994, Kéhler et Wieding 1993, Morsdorf et al. 1997,
Koscielny 2004). Zu nennen sind insbesondere Hepatitis- und HIV-Infektionen. Manche
Patienten befurchten diese Risiken mehr als den eigentlichen Eingriff (Saulnier et al.
1994, Franchini 2007).



Praoperativ wird in der Regel nur die plasmatische Gerinnung, aber nicht ausreichend
die primare Hamostase beachtet (Pfanner et al. 2007). Jedoch werden die meisten
perioperativen Blutungen wahrscheinlich durch eine primare Hamostasestérung

verursacht und sind der weitaus haufigste Grund fir eine hamorrhagische Diathese.

1.2 Die primare Hamostase

Unter primarer Hamostase versteht man das sofortige Abdichten der Verletzungsstelle
eines GefalRRes. Erreicht wird dies durch das Zusammenspiel von Vasokonstriktion
sowie Plattchenadhasion und —aggregation (Hiller et Riess 1998). Mittels der Blutungs-
zeit lasst sich die Funktion der primdren Hamostase erfassen. Die Aktivierung des
Thrombozytensystems erfolgt durch Bindung von Glykoproteinen an die Membran der
Plattchen in einem Vorgang, der durch den von-Willebrand-Faktor (bildet mit Faktor VIII
einen Komplex) vermittelt wird. Er fungiert als Bindeglied zwischen Blutplattchen und
Endothelzellen. Dies fihrt zu einer ersten Adhasion der Plattchen und zur Ausbildung

einer dinnen Bedeckung der Lasion (Abb. 1).
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Abb. 1 Plattchen mit Rezeptoren (modifiziert nach Hiller et Riess, 1998, Seite 15)

Die Thrombozyten bilden am Verletzungsort den Plattchenpfropf und sind so
bedeutsam fur die lokalisierte Initierung der plasmatischen Gerinnung z.B. durch
Bereitstellung der notwendigen Phospholipide.

Die Bildung des Plattchenpfropfes beruht auf einer morphologischen und funktionellen
Veranderung der Plattchen. Unterschieden werden hierbei Adhasion, Formwandel und

Aggregation der Plattchen.



Nach einer Gefaldlasion finden sich die Plattchen vermehrt an dem Ort der Verletzung,
weil der Kontakt des Blutes mit Strukturen der GefaBwand, die durch die Verletzung
des Endothels freigesetzt wurden, zu einer Kettenreaktion fuhrt. Dabei erfolgt die initi-
ale Anlagerung der Plattchen mal3geblich tber den von-Willebrand-Faktor (VWF), ein
grol3es, aus vielen Untereinheiten bestehendes Protein im Blutplasma. Dieser von-
Willebrand-Faktor bindet sich auf der einen Seite an das subendotheliale Collagen und
auf der anderen Seite an einen Rezeptor der Blutplattchen, das Glykoprotein-lb (Gplb).
Diese erste Anheftung ist zundchst noch reversibel, fuhrt aber zum Formwandel der
Plattchen und darUber hinaus im weiteren Verlauf auch zur Aktivierung unter anderem
durch Ausschittung direkter Agonisten wie Collagen, ADP und Serotonin, fir die die
Plattchen eigene Rezeptoren haben (Abb. 2). Nach Aktivierung der Plattchen wird
Glykoprotein lIb-llla exprimiert, ein wichtiger Rezeptor fir Fibrinogen und VWF (George
und Shattil 1991); dieser letztgenannte Vorgang vermittelt die irreversible Plattchen-
aggregation (Reiter et al. 2003).

Insgesamt ist ein ungestbrtes Zusammenwirken von Plattchen, VWF und Collagen

essentiell fir eine normale Blutstillung.
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Abb. 2 Interaktion zwischen Endothel, vWF und Blutplattchen (modifiziert nach Hiller
et Riess, 1998, Seite 16)

1.3 Storungen der primaren Hamostase

Hamorrhagische Diathesen sind Ausdruck einer gestdorten Hamostase. Sie kdnnen
angeboren oder erworben sein. Die haufigste aller angeborenen hamorrhagischen
Diathesen ist das von-Willebrand-Syndrom (VWS). Ursache sind qualitative oder quan-

titative Stérungen der Synthese des VWF-Molekils. Die Pravalenz betragt etwa 1:100.



Bei knapp 1% der Westeuropder lasst sich ein leichtes bis mittelschweres VWS
nachweisen (Morsdorf et al.1997).

Angeborene Storungen der Plattchenfunktion wie z.B. das Bernard-Soulier-Syndrom
(Fehlen des Gp Ib/IX) oder Morbus Glanzmann-Naegeli (Mangel normaler Gp llb/llla-
Komplexe) sind vergleichsweise selten (Tab.1).

Tab. 1 Tabellarische Ubersicht der Plattchenfunktionsstérungen

Hereditare Thrombopathien Erworbene Medikamentdse Stérung der
Thrombopathien Plattchenfunktion
von-Willebrand-Syndrom: Leuké&mien, Plattcheninhibitoren:

vVWF-Mangel

myeloproliferative
Erkrankungen etc.

Acetylsalicylsaure,
Tiklopidin etc.

Plattchen-Rezeptor-Storung:
Bernard-Soulier-Syndrom,
Thrombasthenie-Glanzmann

Dysproteindmien,
Uramie, Leber-
Erkrankungen

Analgetika / Antirheumatika:
Diclofenac, Piroxicam etc.

Plattchenfreisetzungsreaktion
gestort:
Storage-Pool-Disease, Gray-
Platelet-Syndrom, Aspirin-like-
Defekt

extrakorporale
Zirkulation (HLM-OP)

Kardiaka:
R-Blocker, Calcium-Kanal-
Blocker etc.

Medikamente (siehe
nachste Spalte)

Antibiotika:
R-Lactam-Antibiotika,
Penicillin etc.

Plasmaexpander:
Hydroxyethylstéarke,
Gelatine etc.

Hamostase-Medikamente:
Heparin(e), Protamin etc.

Erworbene Stérungen der Plattchenfunktion sind wesentlich haufiger (George et Shattil
1991, Luxembourg et al. 2007). Sie finden sich z.B. bei Leukdmien, myeloproli-
ferativen Erkrankungen, Dysproteindmien, Urémie, Lebererkrankungen oder nach
Operationen mit extrakorporaler Zirkulation (HLM-OP), insbesondere aber als Folge
einer Medikamenteneinnahme. Neben einer therapeutisch erwiinschten Hemmung der
Plattchenfunktion wird die Zahl der Patienten mit klinisch relevanter Plattchen-
funktionsstorung als Folge einer unerwiinschten Nebenwirkung eines Medikamentes
unterschétzt, da zahlreiche andere haufig verordnete Medikamente wie Heparin,

Kardiaka oder Antibiotika die Plattchenfunktion stéren konnen (Tab.1).



Haufigstes Medikament sowohl einer unerwinschten als auch einer therapeutisch
erwiinschten Hemmung der Plattchenfunktion ist Acetylsalicylsdure (ASS, Aspirin).

Es ist eines der verbreitetsten Medikamente Uberhaupt (Vetter 1997). Es dient seit
vielen Jahrzehnten unverandert als Antipyretikum, Antiphlogistikum und Analgetikum
und wird aufgrund des plattchenhemmenden Effektes dariiber hinaus auch gezielt zur
Prophylaxe von instabiler Angina pectoris, akutem Myokardinfarkt, Stentimplantation,
Sekundarprophylaxe der KHK, Sekundarprophylaxe und Rezidivprophylaxe einer
zerebralen Ischamie (Karow et Lag-Roth 2004), meist in Dosierungen von 50 bis 500
mg/Tag eingesetzt (Kam 1994).

Die vielfaltigen Wirkungen beruhen auf der Hemmung des Enzyms Cyclooxygenase.
Dadurch wird die Umwandlung von Arachidonsaure in Prostazyklin und Thromboxan
A2 irreversibel gehemmt. Die verringerte Aggregierbarkeit der Plattchen beruht auf
dem Fehlen des Thromboxan A2. Thromboxan A2 stimuliert als Thrombozytenagonist
die Aggregation der Blutplattchen und wirkt zudem vasokonstriktorisch. Durch die
Hemmung werden die Plattchen in ihrer Funktion fir den Rest ihrer Lebensdauer im
Blut von bis zu 8-10 Tagen inaktiviert. Denn Cyclooxygenase ist irreversibel gehemmt
und in den Blutplattchen, die keinen Zellkern haben, findet keine Proteinsynthese statt;
erst nach gut 4 Tagen verfiugt die Halfte der Plattchen wieder Uber eine normale
Funktion. Die Produktion des Prostazyklins, welches als Thrombozytenantagonist
aggregationshemmend und vasodilatorisch wirkt, bleibt auch bei einer dauerhaften
ASS-Therapie weitgehend unbeeinflusst, da die Syntheseleistung der Cyclooxygenase
im vaskuldren Endothel reversibel ist und daher insgesamt nur wenig verringert wird
(Flordal et Sahlin 1993, Lekas et Crowley 1993).

Insgesamt ist eine medikamentds induzierte Stérung der Plattchenfunktion die
haufigste Ursache einer gestorten Blutstillung (George und Shattil 1991, Flordal 1998).
Diese iatrogen verursachten Hamostasestérungen sind bei uns wohl sogar die
haufigste Ursache fiur Blutungskomplikationen. Dazu tréagt wesentlich die breite
Anwendung von Analgetika bei: Etwa 15 bis 20 Millionen Bundesburger pro Jahr
nehmen arztlich verordnete und frei verkaufliche nichtsteroidale Prostaglandin-
Synthesehemmer ein (Mérsdorf et al. 1997). Im Jahr 2005 standen die Schmerzmittel
mit 479 Millionen Euro an dritter Stelle der umsatzstarksten Indikationsbereiche der
Selbstmedikation nach Erhebungen des Bundesfachverbandes der Arzneimittel-
hersteller 2006. In einer Untersuchung von Ferraris und Swanson (1983) hatten etwa
die Halfte aller Patienten mit nicht geplanten, unerwarteten operativen Eingriffen

innerhalb der letzten 72 Stunden ASS eingenommen. Auch haben 3 bis 5% aller



Patienten, bei denen ein Elektiveingriff erfolgen soll, eine verlangerte Blutungszeit
(Flordal 1998, Kiesewetter et Koscielny 1998).

1.4 Diagnostik von Plattchenfunktionsstérungen

Grundlage und Voraussetzung fur den Beginn einer Gerinnungsdiagnostik sollte eine
grundliche Anamnese sein (Koscielny et al. 2004, Luxembourg et al. 2007), da bereits
die Blutungsanamnese (Tab.2) geeignet ist, Patienten mit einer hamorrhagischen

Diathese zu identifizieren.

Tab. 2 Gegeniberstellung beider wichtigsten Blutungstypen (nach Pfanner et al., 2007, Seite

605)
Thrombozytéarer Blutungstyp Hamophiler Blutungstyp
Nasenbluten Zweizeitiges Bluten
Zahnfleischbluten Intraartikulare Blutungen
Langeres Nachbluten nach: Intramuskulére Blutungen

-kleineren Schnittverletzungen
-Zahnextraktionen
-Operationen

Neigung zu blauen Flecken

Petechien

Das Problem ist nun, dass mit der routinemafRig praoperativ durchgefuhrten
Gerinnungsdiagnostik (Bestimmung der Thromboplastinzeit nach Quick und ge-
gebenenfalls Fibrinogen, partielle Thromboplastinzeit und Thrombinzeit) eine Stérung
der Plattchenfunktion - zumindest bei unauffalliger Thrombozytenzahl - im kleinen
Blutbild nicht erfasst wird (Tab.3).



Tab. 3 Befunde bei klinisch wichtigen Gerinnungsstérungen, t=erhoht, |=erniedrigt

Gerinnungsstorung BZ Quick PTT TZ Fibrinogen
Hamophilie A/B normal normal " normal normal
von-Willebrand-Syndrom ™ normal 1 normal normal
Vitamin-K-Mangel normal 1 @) normal normal
Leberschadigung normal/t | || 1 normal/t | |
Verbrauchskoagulopathie | normal/(1) | || ™ ™ !
Plattchenfunktionsstérung | 1-11 normal normal | normal normal

Daher ist die Anamnese das wichtigste Instrument zur Evaluierung einer
Blutstillungsstérung (Koscielny 2004). Das Ausmal’ einer klinischen Blutungsneigung
lasst sich eher durch eine Blutungsanamnese als durch die Ubliche Labordiagnostik
abschatzen, so auch Stohler und Beck (1975). Dementsprechend fanden z.B. Prul3 et
al. (1999) bei 13% ihrer Patienten einen anamnestischen Hinweis auf ein Blutungs-
risiko und bei 3,4% dieser selektierten Patienten eine erhohte Blutungsneigung.
Kussmann et al. beschreiben (1997) in einer retrospektiven Studie 3,2% Blutungs-
komplikationen und empfehlen die differenzierte Frage nach angewendeten Arznei-
mitteln, insbesondere nach akzidentell eingenommenen Analgetika. Selbst bei vielen
Blutspendern wird die Einnahme von Acetylsalicylsdure nach einer Erhebung von
Paglieroni et al. (2004) nicht richtig angegeben.

Kussmann et al. stellten (1997) fest, dass bei 75% aller Patienten mit postoperativen
Blutungskomplikationen die Globalgerinnung und die Plattchenzahl unauffallig waren.
Bei vielen dieser Patienten lag eine nicht erkannte medikamentds-induzierte
Plattchenstorung vor: Bei einer Untersuchung von 1447 Patienten der elektiven oder
notfallmafigen Viszeralchirurgie erlitten 3,2% der Patienten mit einem unauffalligen
(>75% der Patienten) préaoperativem Gerinnungsstatus Blutungskomplikationen, d.h.
eine groRere Nachblutung. Lediglich bei 12,2% der Patienten fanden sich Auffallig-
keiten beim praoperativen Gerinnungsstatus und von diesen Patienten hatten 23,9%
eine postoperative Blutung. Erst wenn die Anamnese einen Hinweis auf eine Blutungs-
neigung ergibt, sollte die Routinediagnostik erweitert werden, so die Schlussfolgerung

der Autoren.



Zahlreiche Autoren empfehlen dazu (bei unauffalliger Globalgerinnung) eine
Bestimmung der Blutungszeit (Kiesewetter et Koscielny 1998, Reiter et al. 2003,
Luxembourg et al. 2007). Sie erlaubt eine grobe Beurteilung der Plattchenfunktion.
Prul et al. 1999 empfehlen als diagnostisches Minimalprogramm sogar nur die
Bestimmung von Thrombozytenzahl und Blutungszeit am Patienten.

Jedoch wird die Aussagekraft einer Blutungszeitbestimmung seit langem kontrovers
diskutiert (De Caterina et al. 1994). Auch nachdem zur Art und Weise der Durchfiih-
rung am Patienten eine weitgehend einheitliche Prozedur empfohlen wird, bleibt die
Aussagekraft der Untersuchung nicht unumstritten.

Zur Bestimmung der Blutungszeit wird Ublicherweise eine kleine standardisierte Stich-
inzision in die Haut des Patienten vorgenommen und dann die Dauer der Blutung bis
zur Blutstillung gemessen (Mielke 1982, Rodgers et Levin 1990). Zahlreiche Modifika-
tionen wurden erprobt. Bewéhrt und durchgesetzt hat sich die Blutungszeit nach Ivy
oder die Template- bzw. Surgicut- Blutungszeit: Bei diesen wird eine weitestgehend
standardisierte Stichinzision an der Volarseite des Unterarmes mit einer Einmalklinge
am Patienten vorgenommen und fir die Dauer der Messung der kapillare Druck durch
eine Stauung am Oberarm (in der Regel 40 mmHg) erhoht (Mielke 1982, Modig et al.
2008). Das ausgetretene Blut wird im Abstand von 30 Sekunden mit einem standar-
disierten Filterpapier so aufgenommen, dass die Schnittverletzung nicht berthrt wird.
Einen groRen Einfluss haben kleine Variationen in der Durchfiihrung (Geschwindigkeit,
Richtung der Inzision etc.), so dass verschiedene mechanische Hilfsmittel entwickelt
wurden. Trotz bestmdglicher Standardisierung der Inzision ist die Reproduzierbarkeit
und Reliabilitdt der Ergebnisse jedoch nicht unbedingt befriedigend:

Rodgers und Levin fanden (1990) nur in maximal 75% eine eindeutige Diagnose;
Modig et al. fanden (2008) keine signifikante Korrelation zwischen der verlangerten
Template- Blutungszeit und Blutungen wahrend orthognather Chirurgie bedingt durch
falsch-positive Ergebnisse.

Mehrfache Messungen an einem Patienten verbieten sich aufgrund der Beein-
trachtigung des Patienten (Schmerz, kleine Narben) sowie dem verhaltnismaRig hohen
Untersuchungsaufwand.

Daruber hinaus ist aber die Aussagekraft der erzielten Ergebnisse umstritten:
Peterson et al. (1998) stellten fest, dass eine normale Blutungszeit nicht die
Moglichkeit einer klinischen Blutungsneigung ausschliel3t: Es gab keine Korrelation
zwischen préoperativer Blutungszeit und Blutverlust, jedoch korrelierte der Blutverlust

sehr wohl mit einer vorangegangenen Aspirineinnahme. Ahnlich urteilen auch George
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und Shattil (1991), bei denen die Blutungszeit z.B. bei Gesunden, die 80-650 mg ASS
eingenommen hatten, nur in etwa der Halfte der Untersuchungen verlangert war.
Insgesamt bedingen hoher Aufwand, Patientenbelastung und fragliche Aussagekraft,
dass die Blutungszeit am Patienten nicht fir eine Screening-Diagnostik geeignet ist, so
z.B. auch Lind (1991).

Vielversprechend war daher von Anfang an eine in-vitro-Simulation der Blutungs-
zeitbestimmung am Patienten, bei der die Bildung des Plattchenpfropfes wie bei einer
Gefallverletzung in vitro untersucht wird. Dies gelang Kratzer und Born 1985: Die
Messung der Blutungszeit erfolgt in vitro aus Citrat-antikoaguliertem Vollblut. Das
gepufferte  3,8-prozentige Citratvollblut wird unter hoher Schubspannung, die
vergleichbar mit arteriellen FlieRbedingungen ist, durch eine Messkapillare geflhrt.
Anschlieend wird das Vollblut durch eine 0,15 mm grof3e Apertur in einer Membran
gesogen, die entweder mit Collagen und Adenosindiphosphat (ADP) oder Collagen
und Epinephrin beschichtet ist. Durch Adhasion und Aggregation der Plattchen kommt
es zu einem Verschluss der Membranéffnung. Die dazu bendtigte Zeit, die sogenannte
Verschlusszeit, wird in Sekunden angegeben. Die Methode zeigt eine hohe Sensitivitat
(85 bis 100%) und Spezifitdt (> 95%) hinsichtlich der Diagnostik des von-Willebrand-
Syndroms (Favaloro 2006). Auch Thrombozytenaggregationshemmer wie ASS be-
dingen eine Verlangerung der Verschlusszeit. Fehlerquellen sollen bei Thrombozyten-
werten unter 100.000 oder Hamatokritwerten unter 30% (Reininger 2006) bestehen.

Diese Methode zur in-vitro-Bestimmung der Blutungszeit war anfanglich wenig akzep-
tiert, da die in-vivo-Bedingungen am Patienten nur beschréankt wiedergegeben werden.

Zum Beispiel bleibt der Einfluss des GefalRendothels naturgemald unberiicksichtigt.

Die in-vitro-Messungen der Blutungszeit sind jedoch insgesamt charakterisiert durch

- gute Reproduzierbarkeit

- ausreichende Korrelation mit der in-vivo-Bestimmung (Kratzer et Born 1985)

- gute Sensitivitat fur Aspirin-Medikation (Kretschmer et al. 1989)

- Maoglichkeit zur multiplen Messung (aus einer Probe) ohne weitere Patienten-
belastung (Favaloro 2006)

- Globaltest der Thrombozytenfunktion, nicht differenzierend (Hayward et al.
2006).

So schreiben Mammen et al. (1995), Seite 113: ,das PFA-100 System identifiziert
plattchenbedingte Hamostase-Defekte mit grofRerer Sensitivitdt und Spezifitat als die

derzeit weitverbreitete in-vivo-Blutungszeitbestimmung®.
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Aufgrund dieser Charakteristika fand die in-vitro-Bestimmung der Blutungszeit, den
oben erwahnten anfanglichen Vorbehalten zum Trotz, im Laufe der letzten Jahre
zunehmend Verbreitung, auch fur das Drug-Monitoring in anerkannten Kklinischen
Studien (Kretschmer et al. 1989, Roschitz et al. 2007). In einer prospektiven Studie von
Koscielny et al. (2004) wurden 97,7% der Patienten mit Hamostasestdrungen, nach
positiver Blutungsanamnese, durch PFA-100 identifiziert. Diese Methode eignet sich
zum Monitoring einer Desmopressin-Therapie, vorhandene vorbestehende Plattchen-
stérungen und deren Reversibilitdt kénnen erfasst werden (Harrison 2009). Weitere

Mdoglichkeiten zur Plattchendiagnostik sind der Tab. 4 zu entnehmen.

Tab. 4 Erfassung einer Plattchenfunktionsstérung am Patienten und im Labor

Am Patient Im Labor
Anamnese In-vitro-Blutung (PFA)
Blutungszeit nach Ivy Plattchenaggregation nach Born
(zahlreiche Modifikationen) (Aggregabilitéat nach Zusatz von Agonisten)
Rumpel-Leede-Test Plattchen-Adhasivitatstests
Untersuchung der
Plattchenfreisetzungsreaktion
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1.5 Desmopressin

In den 70er Jahren erfolgte eine systematische Suche nach hAmostaseologisch aktiven
Pharmaka zur Verbesserung der primaren Hamostase und/oder des plasmatischen
Gerinnungssystems, die aber nicht aus Blutplasma hergestellt und nicht transfundiert
werden mussten (Lethagen 1997, Schulman 1991).

Diese sogenannten “Non-Transfusional Hemostatic Drugs™ umfassen im Wesentlichen
Enzyminhibitoren (Antifibrinolytische Aminosauren und Aprotinin) und Desmopressin
sowie daneben noch die konjugierten Ostrogene (Mannucci 1998). Die folgende
Ubersicht  beschreibt medikamentése Therapiemoglichkeiten bei  Blutungs-

komplikationen in Anlehnung an Mannucci 1998.

a) Spezifische Behandlung
Ersatz fehlender Faktoren meist mit Blut- und/oder Plasma-Bestandteilen
b) "Non-transfusional hemostatic drugs”
e Enzymhemmung durch
Antifibrinolytische Aminosauren: Hemmung der Plasminbildung. Die
Aminosauren Aminocapronsaure, Tranexamsaure und p-Aminomethylbenzoe-
saure sind erprobt bei primérer Menorrhagia sowie gastrointestinaler, urolo-
gischer und Thrombozytopenie-bedingter Blutung, auerdem Blutung bei
Thrombolyse, Kardio-Chirurgie, Gelenk-Ersatz und Lebertransplantation.
Aprotinin: breites Spektrum der Enzyminhibition. Hemmung der Plasmin- und
Kallikreinbildung. Ist erprobt in der Kardiak- und Transplantationschirurgie. Hat
keinen Effekt auf die Plattchenfunktion.

o Desmopressin: Freisetzung von Hamostasefaktoren (FVIII, von-Willebrand-
Faktor). Erprobt bei angeborenen (von-Willebrand-Syndrom Typl, Hamophilie A)
und erworbenen Plattchenfunktionsstérungen (medikamentése Thrombozytopathie,
Uramie und Leberzirrhose).

e Konjugierte Ostrogene: unklarer Wirkmechanismus. Erprobt bei Uramie, bei
andauernder/wiederkehrender Blutung und vor geplanter Chirurgie.

Die Entwicklung zum Desmopressin ergab sich aus der Beobachtung, dass kérperliche
Anstrengung (Stress), eine Adrenalininjektion oder Vasopressin (=antidiuretisches

Hormon) zu einer Verbesserung der Hamostase mit Anstieg des FVIII-Spiegels fuhrt.

Desmopressin ist ein Analogon des korpereigenen Vasopressins mit jedoch reduzierter
vasopressorischer, aber lang anhaltender antidiuretischer Wirkung: Die chemische
Struktur unterscheidet sich von der des naturlichen Hormons durch Deaminierung von
Homocystein an der Position 1, wodurch die verstarkte Antidiurese vermittelt wird und
Substitution des L-Arginins an der Position 8 des Molekils durch D-Arginin, wodurch
der pressorische Effekt verringert wird (Abb. 3). Aus dieser chemischen Struktur (1-
Deamino-8-D-Arginin-Vasopressin) leitet sich die international gebrauchliche
Abkirzung DDAVP fir Desmopressin ab, das erstmals 1967 von Zaoral et al.

synthetisiert wurde.
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Abb. 3 Desmopressin, chemische Struktur (nach Lethagen, 1997, Seite 1)

Desmopressin ist ein starker Agonist des Vasopressin-2 (V,) -Rezeptors und wird
wegen seiner antidiuretischen (V,-bedingten) Wirkung zur Behandlung des Diabetes
insipidus und der Enuresis eingesetzt (Manco-Johnson 2001).

Die hamostatische Wirkung von Desmopressin scheint ebenfalls durch den V-
Rezeptor vermittelt zu werden, denn Patienten mit nephrogenem Diabetes insipidus,
denen V,-Rezeptoren fehlen, reagieren auf DDAVP nicht mit einer Verbesserung der
Hamostase, ein Anstieg von FVIII oder vWF blieb aus (Kobrinsky et al. 1984).

Die Liste der wesentlichen hamostatischen Effekte von Desmopressin umfasst eine
e Steigerung der Plasmafaktoren durch endogene Freisetzung von:
- Gerinnungsfaktor VIII (FVIII)
- von-Willebrand-Faktor (VWF)
- Gewebs-Plasminogen-Aktivator (tPA)
e Steigerung der Plattchenadhasion
e Verkirzung der Blutungszeit

so Lethagen (1997) mit laborchemischen und klinischen Beobachtungen.

Eine Liste der Veranderungen von Hamostaseparametern, die nach Verabreichung von
DDAVP beobachtet wurden, zeigt Tab.5, bei der es sich um eine Zusammenstellung
von Manco-Johnson (2001) handelt, wobei einige dieser Beobachtungen
widerspruchlich sind und andere Veradnderungen wieder Folge von ebenfalls in der
Liste genannten Effekten sein kénnten.

Die mafigebliche Wirkung von DDAVP auf die Hamostase basiert auf der Freisetzung
von FVIII, vwWWF und tPA aus endogenen Speichern, d.h. von FVIII aus Hepatozyten und
Endothelzellen der Lebersinus und von vWF und tPA aus Zellen des GeféaRendothels

und aus Megakaryozyten (Schulman 1991, Rao et al. 1995).
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Tab.5 DDAVP-Effekte auf die HAmostase (nach Manco-Johnson, 2001, Seite 49)

Global Verkirzung der Blutungszeit
Antidiurese
Plasmaproteine Anstieg des VWF

Anstieg der FVIII-Aktivitat
Anstieg des tPA

Plattchenadhéasion Erhohte “glass bead Retention

Verlagerung von GP |Ib vom Zytoplasma an die
Plattchenmembran

kein Effekt auf die direkte Adhasion an Collagen
erhdhte Plattchenexpression von P-selectin

Férderung der Plattchenadhésion an die extrazellulare
Matrix

Plattchenaggregation Starkere Plattchenaggregation unter hohen Scherkraften
Dosis-abhéngiger Anstieg des Calciums in den Granula

Entstehung von Plattchen-Mikropartikeln mit
gerinnungssteigernder Aktivitat

Hoherer Prothrombinverbrauch
Starkere Expression des Gewebefaktors

Leukozyten Starkere Adhéasion und Plattchen-Leukozyten-Interaktion
PAF-Sekretion durch Monozyten

DDAVP ist daher etabliert insbesondere in der Therapie der milden Hamophilie A und
des von-Willebrand-Syndroms (Typl, Typ2A), erste Versuche wurden von Mannucci
et al. (1977) publiziert. DarUber hinaus wird DDAVP auch bei komplexen Hamostase-
stérungen wie Leberzirrhose (Burroughs et al. 1985), Urdmie (Watson et Keogh 1982)
und langen Operationen (Salzman et al. 1993) empfohlen. Differente Ergebnisse gibt
es bei Patienten der Kardiochirurgie: In einer Studie von Salzman et al. (1986) wurden
der Blutverlust und die Transfusionsnotwendigkeit um 30% reduziert. Cattaneo et al.
fanden (1995) 9% weniger Blutverlust, aber keinen Effekt auf die Transfusions-
notwendigkeit und Levi et al. wiesen (1999) auf ein 2,4fach erhohtes Infarkitrisiko hin.
2004 kommen Carless et al. zu dem Schluss, dass andere blutstillende Medikamente
effektiver sind. Auch vermag DDAVP bei angeborenen oder medikamenteninduzierten
Plattchenfunktionsstérungen (Tab. 6) eine verlangerte Blutungszeit zu reduzieren
aul3er bei der Thrombasthenie vom Typ Glanzmann (Schulman et al. 1987, DiMichele
et Hathaway 1990, Lethagen et Nilsson 1992, Franchini 2007).
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Tab. 6 Ubersicht der klinischen DDAVP-Anwendung bei Stérungen der Hamostase
(nach Franchini, 2007)

angeborene erworbene Patienten ohne bekannte

Plattchenfunktionsstorung | Plattchenfunktionsstérung | Blutungsstorung

VWS (Typl, 2A, 2M, 2N) erworbenes VWS Reduzierung von periope-
rativem Blutverlust

milde Hamophilie A erworbene Hamophilie A | Reduzierung der Trans-
fusionsnotwendigkeit

angeborene Plattchen- | Uramie, Leberzirrhose,

funktionsstorung (storage | medikamentose

pool-Defekt, Plattchenhemmung:

Bernard-Soulier-Syndrom, | Aspirin, Ticlopidine,

Hermansky-Pudlak- Heparin,

Syndrom,  May-Hegglin- | Thrombozytopenie

Anomalie)

GefalRstérungen (Ehlers-
Danlos-Syndrom, Marfan-
Syndrom), heterozygarer

FXI-Defekt

Die Fachinformation von Minirin parenteral (Firma Ferring, Deutschland) nennt unter
Anwendungsgebiet: ,Desmopressin als Antihamorrhagikum zur Steigerung der Faktor
VIlI-Gerinnungsaktivitat vor Operationen, Zahnextraktionen und nach Unféllen bei
leichter bis mittelschwerer Hamophilie A und von-Willebrand-Syndrom bei
ausreichender Wirksamkeit.

Trotz vielfacher Empfehlungen, das Préaparat auch bei Plattchenfunktionsstérung oder
milder Thrombozytopenie einzusetzen, fehlt in der Fachinformation ein dementspre-
chender Hinweis, der jedoch in anderen Landern zu finden ist.

Dabei soll DDAVP die primare Hamostase nicht aufgrund einer gesteigerten Aggregier-
barkeit der Plattchen verbessern, sondern aufgrund deren gesteigerter Adhéasivitat
(Barnhart et al. 1983, Sakariassen et al. 1984, Vilhardt 1990).

Obwohl der zugrunde liegende Mechanismus noch nicht vollig geklart ist (Weiss et al.
1978, Sakariassen et al. 1984, Lethagen et Nilsson 1992), wird meist die gut bekannte
VWF-Freisetzung als Grund genannt, der auch zur Erweiterung des Indikationsgebietes
auf Plattchenfunktionsstérungen gefiihrt hatte: Die DDAVP-bedingte vVWF-Freisetzung
soll die Adhasivitat der zirkulierenden Plattchen verbessern und so eine Minderfunktion
bei Thrombopathien oder milden Thrombopenien funktionell kompensieren (Lethagen
et Nilsson 1992, Hashemi et al. 1993). Einige Autoren auf3erten jedoch Zweifel an der

Ausschliel3lichkeit dieser Erklarung (siehe Diskussion). Unstrittig ist jedoch: DDAVP
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verkurzt eine verlangerte Blutungszeit bei den meisten Formen angeborener wie auch
bei medikamentts induzierten Plattchenfunktionsstérungen (Kobrinsky et al.1984,
Marti et al. 1986, Mannucci 1988, Koscielny et al.1995, Lethagen et al. 2000).

Daher dient eine Therapie mit DDAVP nicht nur bei milder Hamophilie A, sondern auch
in solchen Fallen zur Reduktion von Blutungskomplikationen und der Transfusions-
pflichtigkeit.

Insgesamt wird DDAVP seit nunmehr 30 Jahren bei verschiedenen Krankheitsbildern
angewandt; dennoch ist der genaue Wirkmechanismus insbesondere auf die primare

Hamostase noch nicht abschlieBend geklart.

1.6 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Insgesamt fehlen bei der DDAVP-Therapie von plattchenbedingten Hamostase-
stérungen nicht nur Daten zum Wirkmechanismus, sondern auch zur erforderlichen
Dosis, Pharmakodynamik und Wirkdauer. Obwohl die Bedeutung der vorliegenden
Daten zur vVWF-/FVIlI-Freisetzung fur die Therapie von Plattchenstérungen unklar ist,
erfolgen Angaben zur Dosis (0,3 bis 0,4 pg/kgkG DDAVP) und Wirkdauer (Wirk-
maximum nach 2 Stunden, Halbwertzeit von 5-9 Stunden) einer Desmopressin-
Therapie nur in Analogie zur Therapie des von-Willebrand-Syndroms.

Die fur uns mal3gebliche Frage ist, warum sich DDAVP bei Plattchenfunktionsstdrun-

gen als wirksam erweist, obwohl kein Mangel an vVWF vorliegt.

Ziel dieser hier durchgefiihrten Untersuchung war es daher zu prifen, ob auch 0,2
ng/kgkG DDAVP ausreichen, eine durch 500 mg ASS-induzierte Plattchenstdrung zu
kompensieren, ein Aspekt der auch von chirurgischer Bedeutung ist. Zu prufen war
dabei auch, ob die Veranderung der Plattchenfunktion mit der Kinetik der vWF-

Freisetzung korreliert. Dies ist insbesondere von hamatologischem Interesse.
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2 Probanden und Methoden

2.1 Studiendesign

Bei dieser Studie handelte es sich um eine offene Monocenterstudie der klinischen
Phase Il (Studie zur Vertraglichkeit und Wirksamkeit eines zugelassenen Arzneimittels
mit einer geringeren als empfohlener Dosis) an der Georg — August — Universitat
Gaottingen, Abteilung Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie in Zusammenarbeit mit der
Abteilung Hamatologie und Onkologie. Prifzentrum war die Klinik und Poliklinik far
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie im Zentrum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde.
Untersucht wurde die Wirksamkeit von Desmopressin mit reduzierter Dosierung bei
gesunden Probanden unter Pramedikation mit Acetylsalicylsaure.

Der Studientyp war ein wissenschaftlicher Versuch im Rahmen einer Dissertation,
wobei ein Zeitrahmen von 3 Monaten vorgesehen war. Die Studie wurde von der
oOrtlichen Ethikkommission gepruft und unter der Antragsnummer 29/7/97 bewilligt.

Zur Abdeckung haftungsrechtlicher Anspriiche als Folge dieser Klinischen Prifung

wurde eine Probandenversicherung abgeschlossen.

2.2 Probanden

Untersucht wurden Labor- und klinische Daten von n = 14 Probanden, die am Vortag
(etwa 10 - 12 Stunden zuvor) eine Tablette mit 500 mg Acetylsalicylsaure (ASS

ratiopharm®) eingenommen hatten.

Einschlusskriterien waren:

- Alter : 18 bis 50 Jahre

- subjektives Wohlbefinden

- Einwilligung nach umfassender Aufklarung Uber Nutzen und Risiken der Studie

- keine Interferenzen mit anderen Arzneimitteln, gegebenfalls wash-out-Phase
abwarten

- Normalbefunde in der Screening-Diagnostik:
- Anamnese anhand Ein/Ausschlusskriterien mit Alter, Grof3e und Gewicht
- Tastbefund von Abdomen und Nierenlager
- Auskultationsbefund von Herz und Lunge

- Blutungszeit und Gerinnungsstatus, Blutgruppe.
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Ausschlusskriterien waren:

- Hamorrhagie in der Anamnese

- Thromboembolische Komplikationen in der Anamnese

- bekannte Uberempfindlichkeit gegen die vorgesehenen Medikamente oder
Kontraindikationen (florides Magenulkus, Gastritis, Polydipsie, Angina pectoris,
schwere dekompensierte Herzinsuffizienz, von-Willebrand-Syndrom Typ 2B)

- eine medikamentose oder arztliche Behandlung in den letzten 7 Tagen, im
Untersuchungszeitraum oder bis zu 24 Stunden nach Minirin-Infusion

- Begleiterkrankungen

- Medikamentenanamnese

- akute oder chronische Begleiterkrankung (wie z.B. lokale oder systemische
Infektionen)

- Schwangerschaft und Stillzeit.

2.3 Studienablauf und Medikation

Bei der Prifsubstanz handelt es sich um ein bereits zugelassenes Arzneimittel.
Hinweise auf eine Toxizitat waren bei der im Rahmen dieser Studie vorgesehenen
geringeren Dosis nicht zu erwarten. Das Uberprifte Medikament ist unter der
Registriernummer 10546 bei der BfARM hinterlegt. Die pharmakologisch-
toxikologische Priifung ist bei der Zulassung hinterlegt. Die investigator’s brochure liegt

vor.

Prifsubstanz:

Handelsname: Minirin®
Substanzname: Desmopressinacetat

Zubereitungsform:  Ampulle mit Injektionslésung

Konzentration: 1 ml enthalt 4 pg Desmopressinacetat
Hersteller: Ferring Arzneimittel GmbH
Etikettierung: handelstiblich

Chargennummer: UL 3073

Lagerungshinweis: nicht Gber +8 Grad lagern.

Dosierung und Art der Anwendung:
Langsame Infusion tber 30 min in einer Dosis von 0,2 pg pro Kilogramm
Korpergewicht (0,2 pg/kgKG) Desmopressin verdiunnt in 100 ml isotonischer

Natriumchloridlésung.
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Vorbehandlung der Probanden

Die Probanden erhielten nach einem ausfihrlichen personlichen Gesprach ein
schriftliches zweiseitiges Informationsblatt, in dem nochmals Uber das Ziel der Studie,
den Studienablauf, die angewandten Medikamente inklusive moglicher Nebenwir-
kungen und die rechtlichen Rahmenbedingungen aufgeklart wurde. Auf einem
gesonderten Blatt erfolgte die schriftliche Einwilligung.

Die Studie wurde an der Abteilung Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie (Prof. Dr. Dr.
H.A. Merten) in Zusammenarbeit mit der Abteilung Transfusionsmedizin (Dr. J.U.
Wieding) und dem Zentrum fir Innere Medizin (Prof. Dr. H. Kdstering) an der Georg-
August-Universitat zu Géttingen durchgefiihrt.

Auf eine besondere Erndhrung, auch am Untersuchungstag, wurde nicht geachtet. Die
Probanden wurden lediglich gebeten, von einer (UbermafRigen Flissigkeits- und
Fettaufnahme am Untersuchungstag abzusehen. Neben der oralen Einnahme von
einer Tablette mit 500mg ASS (ASS ratiopharm®, Firma ratiopharm, Deutschland) am
Vortag erfolgte am Untersuchungstag die Infusion von Minirin®.

Wahrend der Studie durften keine anderen Arzneimittel verabreicht werden.

Risiko-Nutzen-Abwéagung: Die Risiken der geplanten Studie waren aufgrund der
gro3en Zahl der seit der Erstbeschreibung mit Desmopressin behandelten Patienten
gut abzuschatzen. Die Kontraindikationen wurden im Rahmen der Ausschlusskriterien
berticksichtigt. Bei der reduzierten Dosis wurden keine zusatzlichen Nebenwirkungen
erwartet, im Gegenteil, diese sollten eher geringer ausfallen.

Die studienbedingte Begleitmedikation mit ASS verursacht eine Hemmung der
primaren Hamostase und kann dadurch zu Hamostasestérungen fiihren. Bei den
weiteren mdoglichen Nebenwirkungen kommen Magen-Darm-Blutverluste haufiger,
Magenbeschwerden selten, Ubelkeit, Erbrechen und Durchfalle sehr selten vor.
Toxische Reaktionen wurden mit den gegebenen Konzentrationen nicht erwartet.
Mogliche Komplikationen aus der Blutenthahme allein wurden nicht erwartet. Sie
beschréankte sich auf 5 Punktionen in einer Cubitalvene zu den Stunden O, 2, 3, 4, 6
wobei die Blutentnahme zum Zeitpunkt 0, 0,5 und 1h tber einen Butterfly erfolgte.

Die bendétigte Blutmenge betrug pro Abnahme 3 x 4,5 ml. Kein Proband aul3erte den
Wunsch nach einer Venenverweilkanile, um die Anzahl der Punktionen zu reduzieren.
Im Vorfeld war ein Teil der designierten Probanden gefragt worden, ob sie statt bzw.
ergdnzend zur Bestimmung der in-vitro-Blutungszeit auch einer Bestimmung der
Blutungszeit nach lvy zustimmen wirden. Dies wurde abgelehnt. Daher verzichtete das

Studiendesign ganzlich auf diesen Parameter.
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Unter Berlicksichtigung, dass es sich um zwei bereits in weiter Anwendung befindliche
Medikamente handelt und in dieser Studie eine zusatzliche Dosisreduzierung vorge-
sehen wurde, Uberwog insgesamt der Nutzen. Der Nutzen lag vor allem in der
Begriindung aus den zu erhebenden Daten ein weiteres Indikationsgebiet gewinnen zu

kénnen. Auch die Mdglichkeit einer Kostenreduktion sei erwahnt.

Studienablauf

Die Untersuchung eines einzelnen Probanden umfasste einen Tag (6 Stunden),
zuziglich einer Untersuchung am Vortag und einer Nachuntersuchung am Folgetag.
Das schriftliche Einverstandnis lag vor und die Probanden waren gemafR Ein-/Aus-
schlusskriterien ausgewahit.

Die Zeitpunkte der Blutentnahmen erstreckten sich Uber 6 Stunden (Tab. 7). Die
Probanden erklarten sich einverstanden mit einer zusatzlichen Blutentnahme zur
Stunde 6.

Tab. 7 Studienablauf in tabellarischer Form

Tag Zeitpunkt Maflinahmen

>24 Stunden Voruntersuchung und Aufklarung

10 -12 Stunden | Einnahme von

prae 1 x ASS-ratiopharm® 500mg
Untersuchungstag | Stunde 0 Entnahme von 3 Citratblutproben a* 4,5 ml

Stunde 0-0,5 Infusion von 0,2 pg Minirin® pro kgKG

Stunde 0,5 Entnahme von 3 Citratblutproben a™ 4,5 ml

Stunde 1 Entnahme von 3 Citratblutproben a™ 4,5 ml

Stunde 2 Entnahme von 3 Citratblutproben a™ 4,5 ml

Stunde 3 Entnahme von 3 Citratblutproben a™ 4,5 ml

Stunde 4 Entnahme von 3 Citratblutproben a™ 4,5 ml

Stunde 6 Entnahme von 3 Citratblutproben a™ 4,5 ml
Folgetag Nachuntersuchung

Die Medikamente kamen in folgender Dosierung zur Anwendung:
ASS= einmalige orale Einnahme von ASS 500mg (ASS von ratiopharm®, Deutsch-

land) am Vortag (10 — 12 Stunden vor Untersuchungsbeginn).
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Desmopressin= einmalige intravendse Gabe von 0,2 pg/kgkG Desmopressin (Minirin®
von Ferring, Deutschland) pro kg Korpergewicht verdunnt in 100 ml isotonischer
Natriumchloridldsung.

Abbruch der Untersuchung

Das Studiendesign beinhaltete auch die Festlegung der Voraussetzungen zum
Abbruch der Studie. Ein einzelner Proband wére aus der Studie auszuschlie3en, wenn
eines oder mehrere der folgenden Kriterien erfullt wurden:

- unerwartete, nicht tolerierbare Nebenwirkungen

- Stérung des subjektiven Wohlbefindens

- Verletzung des Studienprotokolls

- Rucknahme der Einwilligung des Probanden

- Auftreten eines Ausschlusskriteriums.

Abbruch der gesamten Studie: Ein Abbruch wurde fir den Zeitraum vorgesehen, falls
sich wahrend der Durchfiihrung ein Hinweis auf eine mangelnde Wirksamkeit ergab

und/oder eine Haufung unerwiinschter Wirkungen auftrat.
Datenerfassung

Bei dieser Untersuchung handelte es sich um eine offene Studie. Durch die Durch-
fihrung an 14 freiwilligen Probanden wurden Daten erhoben, die nach entsprechender
Auswertung ein weiteres Indikationsgebiet fir den Einsatz von Desmopressin bei ASS-
induzierter Plattchenfunktionsstérung in Deutschland ermdéglichen. Die Fallzahl von 14
Probanden ermdglicht eine normierte statistische Auswertung, die methodische

Schwankungsbreite liegt bei weniger als + 10%.

Hauptzielkriterien waren: FVIII, vWF und die Blutungszeit, weil die FVIII-Freisetzung im
Gegensatz zur Blutungszeitverkirzung genauestens bekannt und untersucht ist, fir die
Blutungszeit neben der Steigerung des VWF aber auch andere Effekte verantwortlich
sein konnen. Nebenzielkriterien waren: Quick, Thrombinzeit, Fibrinogen, PTT, Blutbild,
Plattchenaggregabilitét und CD41/CD61, um so das Gerinnungssystem und die
Plattchenaggregation zu uberprifen. An ausgewahlten Proben wurde eine VWF-
Multimeranalyse durchgefuihrt. Sicherheitsparameter waren: RR-Messung und das
subjektive Wohlbefinden (Gesicht-Flush und Kopfschmerz), sowie personliche
Angaben zum Zeitpunkt der erstmdglichen Miktion.

Die Datenerfassung erfolgte dabei anonym, indem jedem Probanden eine

Erfassungsnummer zugeteilt wurde.
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2.4 Analysen der Blutproben

An den 7 Untersuchungszeitpunkten innerhalb der 6 Stunden erfolgte die Entnahme
von Blutproben aus einer Cubitalvene, nachdem die Vene zuvor sorgfaltig mit einer
20G Standardkandile bei einer Stauung von bis zu 40 mmHg punktiert worden war. Die
Blutproben wurden sofort bei Enthahme durch Zusatz von Natriumcitratlosung (0,106
molare Citratldsung) in einem resultierenden Mischungsverhéaltnis von eins zu zehn

(1 Teil Citratblut+9 Teile Blut) antikoaguliert (3,8% Natriumcitratvollblut). Die Réhrchen
wurden behutsam drei- bis viermal mit der Hand gemischt.

Aus dem frisch entnommenen Citratblut wurde die in-vitro-Blutung mittels des Platelet-
Function-Analyzers (PFA-100 von der Firma Dade Behring, Deutschland, mit
Collagen/Epinephrin-beschichteten Filter-Cartridges) sowie ein routinetbliches Blutbild

inklusive Hamatokrit, Plattchen-Konzentration und —Volumen bestimmt.
2.4.1 Blutentnahme und Probenvorbereitung

Durch schwache Zentrifugation (15 Minuten bei 800g) wurde plattchenreiches Plasma
(PRP) bei 10 Blutproben vor und 1 Stunde nach DDAVP, fiur die Bestimmung der
Plattchenaggregabilitat gewonnen.

Durch starke Zentrifugation (10 Minuten bei 3000 U/min, Hettich Rotixa/P,
Deutschland) wurde aus dem citratantikoagulierten Vollblut plattchenarmes Plasma
gewonnen. Das Tieffrieren der Proben fand in Portionen a 500 pl Plasma bei -40°C
statt. Die Lagerung bis zur endgtiltigen Verarbeitung fand bei -20°C statt. Vor Beginn
der Analysen wurden die Plasmaproben innerhalb von 10 Minuten auf 37°C temperiert.
Aus den Proben wurde die Thromboplastinzeit (in Prozent der Norm in Anlehnung an
Quick), die aktivierte Thromboplastinzeit (aPTT), die Thrombinzeit (TZ), die
Konzentration des Fibrinogens (funktionelle Bestimmung nach Claus) und die
Konzentration des vVWF-Antigens ermittelt, sowie an ausgewahlten Proben eine vWF-

Multimeranalyse.

2.4.2 Bestimmung der in-vitro-Blutungszeit mit PFA-100

Der PFA-100 (Dade Behring, Deutschland) ist ein Gerat zur Analyse der
Plattchenadhasion in Citratblutproben. Es dient zur in-vitro-Bestimmung einer
Kenngrol3e fur die Blutungszeit am Patienten, um bei diesem die primére Hamostase
zu erfassen (ausgenommen Gefal3funktion). Das System besteht aus einem

mikroprozessorgesteuerten Gerat und einer Messzelle (Abb. 4).
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PFA-100 - Detailansicht T

Dispensier-
pumpe

Vakuum

]— Starterldsung

" Druckregulator
Druckdetektor

Membran mit
Reagenz (Koll/-
Epi 0. KellADP)

Spritze

Probenreser-
voir Servomotor

Kapillare

Abb. 4 PFA-100 Detailansicht: schematisierter Aufbau des Messsystems.
Erlauterung im Text (nach Dade Behring ,2001, Seite 1)

Die PFA-100-Messzellen sind Einwegartikel. Die einteiligen Patronen bestehen aus
einer Kapillaren/Membran-Konstruktion und einem Gehause mit Proben-Reservoir
(Abb. 5). Im Zentrum der biologisch aktiven Membranscheibe wurde im Herstellungs-
prozeflR durch eine mechanische Prazisionsstanzvorrichtung eine Offnung von 150um
Durchmesser erzeugt. Die hier verwendete Membran ist mit Collagen und Epinephrin
beschichtet. Die Anwesenheit dieser biologischen Stimuli und die hohen Scherkrafte,
die unter den standardisierten Flussbedingungen erzeugt werden, fihren zur
Anhaftung der Plattchen, Aktivierung und Aggregation, wodurch sich langsam ein
stabiler Pfropfen aus Thrombozyten bildet, der die Offnung verschlieRt. Die Zeit, die bis

zum vélligen VerschlieRen der Offnung vergeht, wird als Verschlusszeit bezeichnet.
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PFA-100
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FluBRrichtung

Kapillare

Abb. 5 Das Funktionsprinzip des PFA-100. Erlauterung im Text (nach Dade Behring, 2001,
Seite 2)

Die Dade® PFA-100 Messzellen Collagen/Epinephrin (Charge B4170-20) wurden
direkt aus dem Kihilschrank entnommen und mindestens 15 Minuten vor
Versuchsbeginn auf Raumtemperatur gebracht, dann wurde die Siegelfolie entfernt.
Mittels eines Papiertuches wurden die Messzelle und die Kiivette in das Gerat gesetzt.
Die Membran ist mit 2 ug Collagen Typ 1 und 10 pg Epinephrin-Bitartrat als biologische
Stimuli beschichtet. 800 pul Citratblut wurde in die Polystyrolkiivette pipettiert und 60
Sekunden im Thermoblock bei 37°C vorgewdrmt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde die Dade® PFA Startlésung (0,9% wassriges Natriumchlorid, Charge B4170-
50) von der Membran der Messzelle automatisch zugesetzt. Danach erfolgte das
vorsichtige Einfullen der Citratblutprobe innerhalb von 15-30 Minuten nach
Blutentnahme. Eine Blasenbildung in der Kivette wurde vermieden, indem die
Pipettenspitze schrag an die Innenwand der Messzelle angelegt und das Blut langsam
eingebracht wurde. Uber die integrierte Tastatur wurde der Testlauf gestartet, das
Gerat kann wahrend der Messung unbeaufsichtigt bleiben. Das Blut wird dabei aus
dem Probenreservoir durch die Kapillare und die Offnung aspiriert. Die simulierten
Druck- und Scherkraftverhédltnisse entsprechen denen eines verletzten Blutgefafies.
Die Verschlusszeit ist ein Indikator fur die Plattchenfunktion der analysierten Blutprobe.
Zu jeder Messung wurde das sogenannte Volumen/Fluss-Diagramm, d.h. die

schematische Darstellung Uber die Zeit, ausgedruckt. Da die Verschlusszeit sich bei
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den in dieser Studie untersuchten ASS-vorbehandelten Probanden als zu lang fir eine
genaue Messung erwield und die Werte nicht normal verteilt waren, wurde aus dem
Volumen/Fluss-Diagramm (siehe Abb.6, S. 31 und Abb.7, S. 32) das Blutungsvolumen
aus dem gesamten Blutungsvolumen berechnet, welches den PFA-100®-Filter im
Zeitraum von 30 bis 120 Sekunden passierte. Der so ermittelte Wert war normal
verteilt und erlaubte eine exaktere Quantifizierung. Dieses sogenannte in-vitro-
Blutungsvolumen BVsz120s Wurde in der Folge anstatt der sonst gebrduchlichen
Verschlusszeit verwendet (neu= in-vitro-Blutungsvolumen). Die Normalwerte fir die
Verschlusszeit liegen nach ASS-Medikation bei 97-188s, der Mittelwert bei 170s (ohne
ASS 132s).

2.4.3 Bestimmung von FVIII und vWF

Gerinnungsfaktor VIII (FVIII)

Der Mangel an einem Faktor des intrinsischen Systems flihrt zu einer Verlangerung der
aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT). Um Faktor VIII zu bestimmen, wird die
aPTT durch eine Mischung aus Gerinnungsfaktor VIlI-Mangelplasma und dem
Patientenplasma gemessen. Das Prinzip basiert darauf, dass alle Gerinnungsfaktoren
auBBer FVIII in ausreichender Menge vorhanden sind. Fehlt dem Patientenplasma der
entsprechende Faktor oder ist es nicht in der Lage, den Mangel zu kompensieren,
resultiert eine verlangerte aPTT.

Das zu untersuchende Plasma wurde unmittelbar vor der Messung eins zu finf mit der
Imidazolpufferldsung bei Raumtemperatur verdinnt. Das FVIlI-Mangelplasma (Progen,
Deutschland) wurde in 1 ml destilliertes Wasser geltst. Die Probenverdiinnung wurde
mit dem verdinnten FVIII-Mangelplasma und der Phospholipidsuspension in ein 37°C
vorgewarmtes Testrohrchen zu gleichen Teilen (100ul) pipettiert. Nach sechsminttiger
Inkubation wurde durch die Zugabe von 0,025mol/l Calciumchloridlésung, vorgewarmt
auf 37°C, die Reaktion gestartet. Die Gerinnungszeit ist dann abhangig vom FVIII-
Gehalt des untersuchten Plasmas (alle Reagenzien von Dade Behring, Deutschland).
Das BCS (Behring Coagulation System von der Firma Dade Behring, Deutschland) ist
ein vollautomatischer Gerinnungsanalyseautomat mit einem photometrischen
Messprinzip. Die Lichtquelle des BCS ist eine breitbandig abstrahlende Xe-Blitzlampe.
Beim Durchlaufen der Kivette findet eine Abschwdchung des Lichtstrahls durch
Streuung an den Teilchen oder Absorption in der Losung statt. Wéahrend des
Gerinnungsvorganges tribt sich der Ansatz immer mehr ein, das heil3t die Intensitat

des austretenden und photometrisch erfassten Lichtstrahls wird schwacher. Mittels der
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entstehenden Trubung wird die Zeit von der Zugabe des letzten Reagenzes bis zum
Eintritt der Gerinnung gemessen. Anhand einer Eichkurve wird die dieser
Gerinnungszeit entsprechende FVIII-Aktivitdt in % der Norm vollautomatisch
berechnet. Der Normbereich fir FVIII betragt 65-106% der Norm und fir aPTT 33-46 s.

Von-Willebrand-Faktor (VWF)

Der von-Willebrand-Faktor ist ein grof3es multifunktionelles Glykoprotein mit einer
Schlusselstelle in der primaren Hamostase. Es liegt in multimerer Struktur vor und hat
mehrere Funktionen: Einerseits fungiert VWF als Tragerprotein des FVIII und schitzt
diesen vor proteolytischem Abbau. Andererseits ist er unverzichtbar fur die primare
Hamostase: Wenn infolge einer Gefallverletzung die subendothelialen Collagenstruktu-
ren freigelegt sind, lagert sich vVWF dort an und dient dann als Bindungsstelle fiir die
ersten Plattchen sowie als Bindeglied fur den Plattchen-Plattchenkontakt (Uber deren
Gplb/IX-Rezeptoren).

Mit dem vWF:Ag wird die Gesamtkonzentration des von-Willebrand-Faktors bestimmit.
Die Bestimmung von vWF:Ag erfolgte immunturbidimetrisch: Durch Mischung des
VWF:Ag aus der Probe mit den Antikérpern des Reagenzes kommt es zur Ausbildung
von Antigen/Antikorper-Komplexen. Diese Aggregation wird turbidimetrisch Uber die
Zunahme der Trubung bestimmt. Die Trubung verhalt sich direkt proportional zum
Antigenspiegel in der Probe. Die gesamte Analyse (Antikdrper-/Reagenzien-Zugabe,
Reaktion und turbidimetrische Messung) erfolgte mit Reagenzien der Firma Dade
Behring, Deutschland, auf dem BCS-Analyse-Gerét (Behring Coagulation System von
der Firma Dade Behring, Deutschland). Der Normbereich liegt bei 70-140%.

Die Bindungsfahigkeit des vVWF an Collagen - also auch das subendotheliale Collagen,
das nach GefalRverletzung freigelegt ist - wird durch die sogenannte
Collagenbindungsaktivitat (CBA) analysiert. Die Analysen erfolgten extern im Labor
von Prof. Dr. U. Budde, Hamburg, mittels der von ihm publizierten Methode und unter
Verwendung von Collagen vom Typ | (Budde et al. 2002). Der Normbereich liegt bei
50-200%.

Informationen Uber Strukturverdnderungen des VvWF-Molekils erhalt man durch
Darstellung der Multimere. An ausgewahlten Proben wurde mit 1,2% LGT Agarosegel
Typ VIl eine vVWF-Multimeranalyse mittels Elektrophorese bei 55 Volt mit Methoden der
Routinediagnostik  durchgefiihrt. Die  Auswertung erfolgte Uber Fluorchem
(Fluorchem®, Alpha Immotech Corporation, USA), einem digitalen System fir sensitive

Fluoreszenz bei Prof. Dr. U. Budde in Hamburg.
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2.4.4 Erganzende Laborparameter

Aus dem frisch entnommenen Citratblut erfolgte ein routinetbliches Blutbild inklusive
Hamatokrit, Plattchenkonzentration und mittlerem  Plattchenvolumen  (MPV)

standardisiert mit Geraten der Routinediagnostik (Sysmex Digitana AG, Schweiz).

Die Thromboplastinzeit (TPT) nach Quick, der Fibrinogenspiegel, gemessen mit der
Methode nach Claus, die Thrombinzeit und die Plattchenzahl im Citratblut wurden

mit Reagenzien und Methoden der Routineanalytik analysiert.

Die Bestimmung der Plattchenaggregabilitat erfolgte nach der Methode von Born
nach Zugabe von 25/50ul Collagen und 25/50ul ADP als Aggreganzien. Bei der
Methode wird unter standardisierten Bedingungen die Antwort der Plattchen auf
verschiedene aktivierende Agonisten untersucht. Das Ausmald der Aggregation wurde
photometrisch mit dem Aggregometer PAP-4 der Firma moéLab, Deutschland, ermittelt
und in Abhangigkeit von der Zeit nach Zusatz der Aggreganz aufgezeichnet. Aus der
so entstandenen Kurve wurden das Ausmall der maximalen Aggregation und der

maximale Anstieg ermittelt.

Der GP llb/llla-Komplex bindet als Rezeptor Fibrinogen und VWF und vermittelt so die
Plattchen-Adhasion und -Aggregation. CD41/CD61 ist der durchflusszytometrisch zu
ermittelnde Marker fiir die Funktion des GP llb/llla-Komplexes und ermdglicht eine
Analyse der Membranrezeptoren und deren jeweiliger Funktionalitat. Die Plattchen
wurden mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat) -markierten Antikdrpern spezifisch markiert

und im Durchflusszytometer mit Methoden der Routinediagnostik untersucht.

2.4.5 Sicherheitsparameter

Die Messung der systolischen/diastolischen Werte des Blutdruckes sowie des Pulses
erfolgte zur Stunde 0 und 1 mittels indirekter, nichtinvasiver Messung.

Befindlichkeitsstorungen wie Kopfschmerz, Hitzegefihl (Flush) und Sonstiges wurden
von den Probanden schriftich auf einer Skala von 1 (keine Beschwerden) — 5
(unertraglich) subjektiv bewertet. Ebenso wurde die Zeit bis zur ersten wieder

maglichen Miktion nach Infusion notiert.
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2.5 Auswertung der Messdaten

Jeder Messparameter wurde auf Normalverteilung gepruft und Mittel, Median und
Standardabweichung errechnet. Maximal- und Minimalwerte wurden auf Plausibilitat
geprift. Sofern die Messwerte als normalverteilt angesehen werden kénnen, wird im
Text das Ergebnis als Mittelwert + Standardabweichung oder Mittelwert =*
Standardfehler des Mittels (+ SEM) angegeben bzw. dargestellt.

Der t-Test wurde als statistisches Testverfahren fir verbundene und unverbundene
Stichproben verwendet. Als statistisch signifikant galten Berechnungen, wenn
zwischen zwei Stichproben die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
weniger als 5% (p<0,05) vorlag.

Neben den Probandengrunddaten wie Alter, Geschlecht, GréRe und Gewicht wurden
die im angegebenen zeitlichen Verlauf verfassten Labordaten sowie die

Sicherheitsparameter Blutdruck, Puls, Miktion und Gesichts-Flush protokolliert.
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3 Ergebnisse

3.1 Probandenkollektiv und Aufstellung der Messergebnisse

Die n=14 gesunden Probanden (5 weiblich und 9 ménnlich, im Mittel 69,14 kg Gewicht,

und im Mittel 27,29 Jahre alt) wurden in die Untersuchung eingeschlossen, nachdem

sie, nach Aufklarung, ihre Zustimmung zum Studienablauf gegeben hatten. Am

Untersuchungstag erhielten sie eine Infusion von 0,2 pg/kgkG DDAVP in 100 ml NacCl
(Dauer 30 Minuten). Etwa 10 bis 12 Stunden vor der Infusion hatten sie 500mg ASS

eingenommen. Die dabei im zeitlichen Verlauf erhobenen Labordaten sind in Tab. 8

aufgelistet mit Mittelwert+=Standardabweichung.

Tab. 8 Mittelwert+Standardabweichung der wichtigsten Labordaten nach Infusion von
0,2 pg/kgkG DDAVP in 100 ml NaCl nach Pramedikation mit 500 mg ASS

Messparameter/ | Zeit nach DDAVP-Infusion [h]

(Normbereich) 0 05 1 2 3 4 6
PFA-Blutung [s]| 380+240| 136+143| 123+70| 253+155| 275+155| 329+183 | 361+204
(100-140)

Blutvolumen  [ul]| 668+229 | 358+145| 398+141| 6144256 | 668+228 | 6861242 | 7851279
(325-380)

BV30.120s [un 201+46| 108t51| 127+61| 179482| 198+64| 183157 | 208+49
VWF:Ag [%0] 91+32| 172+471| 209+76| 305+156| 231+66| 187+61| 162+62
(70-140)

CBA [%] 83130 | 3694240 | 331+£155| 4044212 | 3304169 | 250+£126 | 149+65
(50-200)

FVilic [%]] 109+33| 198+64| 195+49| 186+43| 173+41| 172+38| 158+48
(65-106)

aPTT [s]] 39,1£3,6| 31,9+3,7| 31,9+3,7| 32,7+3,6 | 33,3+2,8| 32,743,2| 34,8+4,4
(33-46)

Fibrinogen [mg/dl]| 253+53| 239+58| 238+48| 245+50| 257+57| 254+46| 248+48
(125-350)

TPT [%]| 94,245,7 | 90,445,2| 93,3+6,8| 94,5+5,7 | 95,1+5,9| 96,8+5,7| 96,5+5,5
(70-130)

Thrombinzeit [s]| 20,2+1,4| 21,0+2,1| 21,1+2,0| 20,6+1,5| 20,2+1,6 | 20,2+1,5| 20,1+1,4
(15-21,5)

Plattchenzahl [nl]] 216450 202+49| 212+46| 210+46| 208+46| 206+63| 208+41
(140-400)

MPV [fl]] 9,72+0,7| 9,63+0,8| 9,40+0,7 | 9,40+0,7 | 9,40+0,6 | 9,51+0,9 | 9,54+0,7
(7-11)
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3.2 In-vitro-Blutungszeit, PFA-100

Vor Infusion von DDAVP war die PFA-Blutung mit einer Verschlusszeit von 263
Sekunden (im Median; 1.-3.Quartile 167-300s) und einem Volumen von 564pul (im
Median; 1.-3.Quartile 462—750ul) deutlich gegentiber der Norm verstarkt und
verlangert (Normbereich: 100 bis 140 Sekunden mit 325 bis 380ul). Bei n=6 Probanden
lagen die Ergebnisse aul3erhalb des Messbereiches von < 300 Sekunden bzw. < 750yl
(Abb. 6).
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Abb. 6 Volumen/Huss-Diagramm des PFA-100: schematische Abbidung eines Original-Ausdruckes

Da beide Parameter auch bei den Ubrigen Untersuchungszeitpunkten keine Normal-
verteilung zeigten und insgesamt 38% der Werte auf3erhalb des Messbereiches lagen,
wurde aus den Volumen/Fluss-Diagrammen das Blutvolumen BVszg.120s €rmittelt, das im
Zeitintervall 30 bis 120 Sekunden durch den verwendeten Collagen/Epinephrin-Filter
geflossen war. Dieser neu eingeflihrte Parameter erlaubte eine Beurteilung im Verlauf
und hatte die hdchste Sensitivitat flr die ASS-Wirkung auf die Plattchen-Plattchen-
Adhasivitat, der Therapieerfolg von DDAVP konnte so gut quantifiziert werden (Tab. 9).

Tab. 9 Daten des neu eingeflhrten Parameters (BV=Blutvolumen,
BV30-120s= Differenz errechnet aus BV 30s und BV 120s)

h Vgrschluss- Gesamtblut- BV30-
zeit (s) volumen (ul) | BV30s|BV60s |BV120s | 120s

0 380s 668ul| 248ul| 328ul| 449yl 201pl
5 1365 358ul| 242ul| 307pl| 350l 108l
1 123s 398ul| 249ul| 321ul| 376yl 127ul
2 253s 614ul| 254ul| 329ul| 433l 179ul
3 275s 668Ul | 255ul| 338ul| 454l 198l
4 329s 686ul | 248ul| 328ul| 431yl 183ul
6 361s 785ul| 252ul| 338ul| 460yl 208l
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Die Ergebnisse dieses neu eingeflihrten Parameters BVzp.120s Waren normal verteilt
und erlaubten eine gute Beurteilung der Plattchenadhdsivitat bei allen Probanden zu
jedem Zeitpunkt. Wahrend die routinetiblichen Parameter (Verschlusszeit und
Blutvolumen) apparatetechnisch  bedingt (gerade bei der Einnahme von
Plattchenfunktionshemmern) nicht endlich bestimmt werden (in-vitro-Blutung mit
Verschlusszeit > 300s bzw. Blutvolumen > 800ul) und keine weitere Differenzierung
ermoglicht wird, erlaubt das ermittelte Blutvolumen BV3q 1505 €ine gute Differenzierung

und eine gute Beurteilung im Verlauf, siehe Abb. 7.
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. 7Ermitteltes Blutvolumen BV3g.100s (nNeu eingefuhrter Parameter) des PFA-100
von einem reprasentativen Probanden zu den Zeitpunkten 0,1 und 4 h nach
DDAVP. Cave: Im oberen Volumen/Flussdiagramm aus der Analyse von
Citratblut vor DDAVP-Infusion (t,,) kommt es nicht zur Ausbildung eines
Plattchenpfropfes und daher ist keine Bestimmung der Blutungszeit moglich,
wohl aber der neu eingefiihrten Parameter

BV30.120s War mit 201l vor Beginn der DDAVP-Infusion deutlich gegenliber der Norm
erhoht (Normbereich 115 bis 155ul). Gegenlber diesem Ausgangswert war das
Blutvolumen BV3q.120s direkt nach dem Ende der DDAVP-Infusion (t=0,5h) und auch
weitere 0,5h spater (t=1h) mit 108+£51pl und 127+61pl signifikant verringert (p<0.0002),

siehe Tab. 8. Zu den spéateren Zeitpunkten war BVzq.100s Wieder deutlich verlangert und
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nicht mehr signifikant gegeniber dem Ausgangswert verkirzt (179482, 198+64,
183+57 und 208+49ul aus Proben entnommen 2, 3, 4 und 6 Stunden nach Beginn,
p>0.1). Bei einem der 14 Probanden konnte das in-vitro-Blutungsverhalten trotz
DDAVP-Infusion nicht normalisiert werden und blieb pathologisch verlangert, der
DDAVP-Effekt war nur schwach ausgepragt.

3.3 FVII (FVIic) und von-Willebrand-Faktor (VWF:AQ)

Gerinnungsfaktor VIII (FVIlic)

Die Faktor-VIlI-Aktivitat (FVIlIc) erreichte (nach einem Ausgangswert von 109+33% der
Norm) bereits am Ende der DDAVP-Infusion das Maximum von 198+64% der Norm.
Der kontinuierliche langsame Abfall auf 158+48% nach insgesamt 6 Stunden entspricht
einer Halbwertzeit von etwa der gleichen Dauer (Abb. 8). Messtechnisch bedingt zeigt
sich erwartungsgemanR eine gute negative Korrelation zwischen FVIII und PTT (r= -
0,83 fur die einzelnen Messwerte bzw. r= -0,99 fir die in Abb. 9 dargestellten
Mittelwerte). Die aktivierte partielle Thrombinzeit (aPTT) korrelierte mit dem FVIII-
Anstieg: Die aPTT fiel von 39,1+3,6 auf 31,9+3,7 Sekunden zu den Zeitpunkten 0,5 bis
1 Stunde nach Infusionsbeginn (p<0.001) und war auch im weiteren Verlauf signifikant
verkirzt (Abb. 8).
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Abb. 8 Zeitlicher Verlauf (der Mittelwerte) von FVllic, PTT und BV3q.120s Nach Infusion
von 0,2 pg/kgkG DDAVP bei 14 Probanden, vorbehandelt mit ASS
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Von-Willebrand-Faktor

Die Antigenkonzentration des von-Willebrand-Faktors (VWF:Ag) lag bei
Versuchsbeginn mit 91+32% im Normbereich (70 bis 140% der Norm), stieg am Ende
der DDAVP-Infusion auf 172+71%, lag 0,5 h spéater bei 209+76 und erreichte das
Maximum von 305+156 bzw. 231+66% erst nach 2 bzw. 3 Stunden nach
Versuchsbeginn. Der Level stieg um das zweifache vom Ausgangswert, dann erfolgte
ein langsamer Abfall auf 187+61 und 162+62% nach 4 bzw. 6 Stunden (Abb. 9), was
einer Halbwertzeit von etwa 5 Stunden entspricht.

Es besteht eine negative Abhangigkeit (siehe Abb. 10) des VWF von der Blutungszeit.
Das Plasma VWF:Ag steigt deutlich nach DDAVP-Gabe.
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Abb. 9 Zeitlicher Verlauf (der Mittelwerte) des VWF:Ag, CBA, F FVIlic und BV3g.120s

nach Infusion von 0,2 pg/kgkG DDAVP bei 14 Probanden, vorbehandelt mit
ASS

Ferner wurde das Verhéltnis zwischen CBA/ vVWF:Ag errechnet, denn diese soge-
nannte VWF-Ratio gibt den Anteil des VWF mit Collagenbindungsaktivitat im Verhaltnis
zur Gesamtproteinmenge wieder, ist also ein Maf3 fur den funktionellen Anteil.

Wie die Abb. 10 zeigt, ist diese Kenngrof3e von allen Parametern diejenige, die mit
einer Korrelation (der dargestellten Mittelwerte) von r= -0,97 zum Blutungsvolumen
BV30.120s Mit auffallig gleicher Kinetik am besten passt. Diese Korrelation ist schon

optisch deutlich und auch rechnerisch deutlich besser als die zu FVIII, vWF oder CBA
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(r=-0,61, r= -0,14 bzw. r= -0,72 fir die Mittelwerte aus Abb.9-10; siehe hierzu auch
Abb. 11 mit weiteren Korrelationsdaten).
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Abb. 10 Zeitlicher Verlauf (der Mittelwerte) der Ratio CBA/NVNWF:Ag nach Infusion
von 0,2 ug/kgkG DDAVP bei 14 Probanden, vorbehandelt mit ASS

Wie aus der Abbildung 10 deutlich wird, ist die in-vitro-Blutung schon 2 Stunden nach
Beginn wieder verstarkt und nicht mehr im Normbereich. Eine weitere Stunde spéater

waren die pathologischen Werte vom Anfang etwa wieder erreicht.

Die Collagen-Bindungs-Aktivitdt (CBA) stieg rascher und starker an als die VWF:Ag-
Konzentration (Abb. 9). Ausgehend von 83+30% waren am Ende der DDAVP-Infusion
bereits 369+240% erreicht und weitere 0,5 h spater 331+155%; nach einem Maximum
von 404+212% der Norm 2 Stunden nach Versuchsbeginn fiel die CBA auf 330+169,
250£126 und 149+65% der Norm nach insgesamt 3, 4 bzw. 6 Stunden.
Bemerkenswert ist, dass bei den hier vorgestellten Daten die CBA vergleichsweise
zum VWF-Antigen nicht nur schneller und deutlich starker ansteigt, sondern auch
rascher als das vWF-Antigen wieder abfallt, so dass nach weiteren 5 Stunden der
Spiegel nur noch bei 149% liegt, die Halbwertzeit ware also mit 3-4 Stunden kirzer als
die des VWF (=5h).

Wahrend FVIII, vWF oder CBA mit dem Blutungsvolumen BV3q.120s Nur schwach korre-
lieren (r= -0,61, -0,24 bzw. r= -0,72 in einer Analyse der Mittelwerte je
Abnahmezeitpunkt und r= -0,30, r= - 0,10, r= -0,41 in einer Analyse der normierten
Einzelwerte, siehe Abb. 11), zeigt der Quotient CBA/NVWF:Ag mit dem BV3g.150s €IN€
auffallig hohe Korrelation (r=-0,97 bzw. r=-0,62), dies verdeutlichen Abb. 11-12.
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O Mittelwerte je Abnahmezeitpunkt -0,97
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Abb. 11 Karrelationen von FVIIl, WVF, CBA und dem Verhaltnis CBAMWVF.Ag mit dem in-vitro-

Blutungsvolumen — dargestellt sind die Ergebnisse zweier Auswertungsmodi: Zum einen
wurden die MitteMverte je Abnahmezeitpunkt, zum anderen die normierten Einzelwerte mit
der invitro-Blutung korreliert (n=7 fir die gepunkteten bzw. n=90 Wertepaare (8 missing
values) fir die schraffierten Saulen). Fir die Normierung wurden die Einzelwerte dividiert
durch den probandenspezifischen Mittelwert im zeitichen Verauf

—— Regry =-0,54x +153,7
r = -0,622; p<0.001
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Abb. 12 Abhangigkeit der in-vitro-Blutung (BV1205) Von der CBAMNFAg-Ratio (nach Normmierung
der individuellen Einzelwerte als relative Verénderung). Angegeben sind die relativen
Werte (n=90) der Probanden sowie deren Regressionsgerade mit dem Korrelations-
koeffizient r und die Irtumswahrscheinlichkett p der errechneten Regression
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3.4 Ergéanzende Laborparameter

Der Fibrinogenspiegel, gemessen mit der Methode nach Claus, war bis zu 2 Stunden
nach Infusionbeginn leicht erniedrigt (von 253+53 auf 245+50, p<0.05). Die
Thromboplastinzeit (TPT) nach Quick war nur am Ende der Infusion leicht verlangert
(von 94,2+5,7 auf 90,4+5,2% von Normalplasma, p<0,001). Die Thrombinzeit war nur
im Zeitraum 0,5 bis 1 Stunde nach DDAVP leicht verlangert (von 20,2+1,4 auf
21,1+2,0s, p<0.05). Die weiteren Abnahmezeitpunkte erbrachten keine signifikanten
Verédnderungen. Die Plattchenzahl im Citratblut fiel schon wéahrend der Infusion von
216150 auf 202+49/nl ab (p<0.01). Dann erholte sie sich leicht und lag im weiteren
Verlauf zwischen 212+46 (Stunde 1) und 208%41/nl (Stunde 6), Abb.13. Das mittlere
Plattchenvolumen (MPV) lag initial bei 9,72+0,7fl, fiel innerhalb der ersten Stunde nach
Beginn der DDAVP-Infusion auf 9,40+0,7fl ab (p<0.01) und blieb bis zum Ende des
Untersuchungszeitraumes (9,54+0,7fl) signifikant erniedrigt,Abb.13.
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Abb. 13 Zeitlicher Verlauf (der Mittelwerte) der Plattchenzahl und des MPV nach
Infusion von 0,2 pg/kgkG DDAVP bei 14 Probanden, vorbehandelt mit ASS

Bei der Plattchenaggregation, die in vitro durch Zusatz von 25 und 50ul ADP bzw. 25
und 50ul Collagen induziert wurde, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Proben vor und 1 Stunde nach Versuchsbeginn (p>0.05). Bei der
durchflusszytometrischen Analyse waren die Plattchen 1 h nach DDAVP im Mittel
etwas starker CD 41 positiv markiert als vor Infusion (Trendergebnis: 0.05<p<0.1).
Beim densitometrischen Vergleich der Multimere des Probandenplasmas mit denen

eines Normalplasmas sind die supranormalen Multimere eindeutig zu erkennen,
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ebenso die relative Abnahme zu den grofen Multimeren hin. Die supranormalen
Multimere waren mittels 1,2% LGT-Agarose 0,5h nach DDAVP nachweisbar, siehe
Abb.14.

) E NN
1 esss
ST

2 = vor DDAVP Verdinnung 1:15
3 =0,5h nach DDAVP Verdinnung 1:20
4 = 2h nach DDAVP Verdinnung 1:30
Abb.14 VWF-Multimer-Analyse in Gel-Elektrophorese: das verwandte Gel in elek-

tronischer Form, supranormale Multimere sind in Probe 3 nachweisbar,
was der starken Schwérzung am oberen Ende der Proteinbande entspricht

3.5 Unerwinschte Nebenwirkungen

Blutdruck und Puls zeigten keine signifikante Anderung (Tab. 10). Direkt vor der
Infusion wurden die Probanden aufgefordert, ihre Harnblase zu entleeren. Erneutes
Wasserlassen gelang den Probanden im Mittel 2.75+1.2h nach DDAVP-Infusion. Die
Flussigkeitaufnahme zwischen den Blutenthahmen war den Probanden freigestellt.

Einen Flush hatten 7 Probanden (50%), leichten bis maRigen Kopfschmerz bemerkten
2 Probanden innerhalb von 2 Stunden, n=3 Probanden (=21%) innerhalb von 6 bis 12h
nach DDAVP-Infusion, ein Proband flihlte sich fur die Dauer von 1.5 Stunden subjektiv
beeintrachtigt. Er klagte Uber Abgeschlagenheit, flr die er keine weitere Erklarung

hatte. Weitere Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet.

Tab. 10 Unerwinschte Nebenwirkungen

Nebenwirkung Ergebnis

Blutdruck, Puls nicht signifikant

Miktion 2,75%1,2h nach Infusion

Kopfschmerz 2 Probanden innerhalb 2h
3 Probanden innerhalb 6-12h

Flush 7 Probanden

subjektiv beeintrachtigt | 1 Proband
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4 Diskussion

4.1 Wirkmechanismus von DDAVP (primare Hamostase)

Vielfaltig untersucht ist der Mechanismus und zeitliche Ablauf der Wirkung von
Desmopressin auf die Konzentration von FVIII, vWF und tPA als wichtige Faktoren der
Hamostase im allgemeinen und der Gerinnung im speziellen (Mannucci et al. 1981,
Kohler et Wieding 1993, Lethagen 1997).

Eine Steigerung der Konzentration dieser 3 Faktoren setzt nahezu sofort ein
(Maximale Spiegel erreichen FVIII nach 30-50 min, VWF nach 1-2 Std., tPA nach 20-60
min, Schulman 1991). Schon aufgrund dieser Unmittelbarkeit ist die Wirkung wahr-
scheinlich eher durch die Freisetzung aus endogenen Speichern bzw. Reservoirs
begrindet als durch eine Steigerung der Synthese. Als Ort der Freisetzung gelten fir
FVIII die Endothelzellen der Lebersinusoide und Hepatozyten (Wion et al. 1985,
Lethagen 1994), fur den tPA endotheliale Zellen (MacGregor et al. 1988, Manco-
Johnson 2001) und fur den vVWF endotheliale Zellen und Megakaryozyten (Nachman et
Jaffe 1975, Lethagen 1994).

Der Mechanismus mittels dessen vVWF, tPA und auch FVIII in die Zirkulation freigesetzt
werden, ist noch nicht abschlieRend geklart. Allgemein anerkannt ist jedoch: DDAVP
hat keine direkte Wirkung auf endotheliale Zellen (Lethagen 1997, Kaufmann et al.
2000). Barnhart et al. (1983) konnten an einem Modell mit Perfusion isolierter Venae
umbilicalis zeigen, dass DDAVP eine rasche Freisetzung von FVIII aus den Zelldepots
verursacht; an isolierten Endothelzellkulturen trat diese Wirkung nicht ein, wahrschein-
lich bedingt durch einen Mangel an V,-Rezeptoren auf den kultivierten Endothelzellen.
So konnte die Zugabe von DDAVP zu kultivierten Endothelzellen auch keine
Freisetzung von VWF in das Kulturmedium bewirken (Tuddenham et al. 1982). Jedoch
sezernierten DDAVP-behandelte Monozyten den Plattchen-aktivierenden Faktor (PAF)
in einer Zeit- und Dosis- abhangigen Art und Weise, die mit der Freisetzung des vVWF
von endothelialen Zellen positiv korrelierte, so dass PAF von einigen Autoren als ein
Mediator der DDAVP-Wirkung vermutet wird (Hashemi et al. 1993).

Desmopressin wirkt wohl - soweit besteht Einigkeit - Uber einen second messenger
oder bendtigt einen Kofaktor, der nicht in Zellkulturen vorhanden ist. Eine andere rein
theoretische Erklarung kdnnte der in vitro bestehende Mangel eines Rezeptors sein,
der in vivo vorhanden ist (Lethagen 1997).

Im Gegensatz zu diesen - zwar nicht abschlielend geklarten, jedoch klaren -

Vorstellungen zur Freisetzung von FVIII, vWF und tPA st der Mechanismus
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weitgehend unklar, der fur die Wirkung von Desmopressin auf die Plattchenfunktion
verantwortlich ist (Mannucci et al. 1986, Vilhardt 1990, Lethagen 1997).

Verschiedene Parameter zur Charakterisierung der Plattchenfunktion wie Plattchen-
adhésivitat, Blutungszeit, Plattchenaggregabilitit oder die Rezeptorendichte (als
indirekter Funktionsparameter) werden von Desmopressin unterschiedlich beeinflusst
(Tab. 11),

Wirkmechanismus gibt.

ohne dass es \vergleichsweise eindeutige Vorstellungen zum

Tab. 11 Effekt von DDAVP auf die Blutungszeit bei Krankheiten mit verlangerter

Blutungszeit, ohne vWS (modifiziert nach Schulman, 1991, Seite 137)

Ursache der verlangerten Blutungszeit

Haufigkeit einer signifikanten Reduktion

der Blutungszeit bei den genannten
Patienten durch DDAVP-Effekt

Isoliert verléangerte Blutungszeit 80-90%

Storage pool Disease 80%

Freisetzungsdefekt oder abnormer Ara- | 90%

chidon-Metabolismus

Alpha-Rezeptor-Defekt

Ja (einige Patienten getestet)

Cyclooxygenase-Mangel

Meistens (einige Patienten getestet)

May-Hegglin-Anomalie

Ja (einige Patienten getestet)

Tangler-Krankheit

Ja (einige Patienten getestet)

Glycogen-Speicher-Krankheit Typ la

Ja (einige Patienten getestet)

Erworbener Speichermangel bei chro-

nisch myeloider Leukamie

Ja (einige Patienten getestet)

Bernard-Soulier-Krankheit

Meistens

Osler-Rendu-Weber-Krankheit

Ja (einige Patienten getestet)

Thrombozytopenie, schwach-mittel Ja
Thrombozytose Ja
Aspirin- oder Tiklopidin-bedingter Effekt Ja
Heparin-/Dextran-bedingter Defekt Ja
FV-,FVII- oder FXII-Mangel Ja
Afibrinogenamie Ja

Uramie/Leberzirrhose

75%, 50-100%

Hermansky-Pudlak-Syndrom

Variabel (einige Patienten getestet)

Myeloproliferative Erkrankung

Variabel (einige Patienten getestet)

Glanzmann-Thrombasthenie

Selten (einige Patienten getestet)

Thrombozytopenie, schwer

Nein

In in-vitro-Versuchen z.B. mit der Perfusions-Kammer oder Glas-Perlen (=Adeplat S -

Test) konnte eine Steigerung der Plattchenadhéasion an das Subendothel durch den
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VWF nachgewiesen werden (Sakariassen et al. 1984). Diese Befunde scheinen die rein
theoretisch formulierte Vermutung zu bestatigen, dass die quantitative Steigerung des
VWF nach der Verabreichung von Desmopressin fir die gesteigerte Plattchen-
Adhéasion an das Subendothel verantwortlich ist.

Bei Ghosh und Rao (1993) verstarkt DDAVP nicht die normale Interaktion von
Plattchen mit Collagen; wie mehrere andere Autoren (Ruggeri et al. 1982, Beck et al.
1995) unterstitzen sie daher das Konzept, dass die erhdhte Adhasion nach DDAVP
mit einer erhdhten vVWF-Plasmakonzentration zusammenhéngt. Lethagen und Nilsson
(1992) zeigten jedoch, dass die Wirkung von Desmopressin auf die Plattchenretention
nicht beeinflusst wird durch eine Anderung der Plasmakonzentration des VWF; die ver-
starkte Plattchenretention nach Desmopressin schien stattdessen abhangig zu sein
von Prasenz und Funktion des vVWF in den Plattchen und dem Gplib/llla-Rezeptor der
Plattchen, dies zeigten z.B. Untersuchungen derselben Autoren an Patienten mit vVWF-
Syndrom Typ 3 (=volliges Fehlen des VWF).

Sloand et al. (1993) untersuchten Veranderungen des Plattchen-Membranrezeptors
und beobachteten, dass der Gplb-Rezeptor nach DDAVP-Gabe vom Zytoplasma auf
die Membran der Plattchen wechselt; auRerdem korrelierten DDAVP-induzierte
Veranderungen der Hamostase mit Veranderungen von Gplb- Rezeptoren, unabhangig
von anderen Membranproteinen. Manco-Johnson (2001) und Franchini (2007)
erklarten die Wirkung von DDAVP auf VWF sowie den vasodilatorischen Effekt durch
eine stattfindende direkte Aktivierung der endothelialen Vasopressin-V,-Rezeptoren.
Dies fuhrt zur Exozytose von VWF vom Speicherort (den Weibel-Palade-Zellen) und zu
einer Steigerung des Plasmalevels von vVWF. Manco-Johnson (2001) beschreibt
aullerdem die Anwesenheit von ultralangen hochmolekularen Multimeren von vWF
nach DDAVP und eine 8-fach erhdhte Sekretion von vWF-Propeptiden aus
Endothelzellen nach DDAVP.

Trotz vieler Untersuchungen und 30-jahriger klinischer Anwendung ist der
Wirkmechanismus von DDAVP noch nicht vollig verstanden.

Insgesamt hat Desmopressin keinen direkten Effekt, weder auf die Plattchen noch die
obengenannten Faktoren der sekundaren Hamostase, sondern wirkt Uber einen

bislang nicht eindeutig identifizierten second messenger oder bendtigt einen Kofaktor.
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4.2 Pharmakodynamik der DDAVP-Therapie
4.2.1 Kinetik der FVIII- und vVWF-Freisetzung

Die Pharmakokinetik des Desmopressins und die Kinetik der Freisetzung von FVIII und
VWF ist verhaltnismaRig gut untersucht, sogar in Abhangigkeit verschiedener
Dosierungen und Applikationsarten (Mannucci et al. 1987, Kohler et al. 1986, Nilsson
et Lethagen 1991, Lethagen et al. 2000).

Die Elimination von Desmopressin aus dem Plasma (nach Bolusinjektion) folgt einem
biphasischen Muster (Vilhardt 1990), erst rasch (Elimination und Verteilung), dann
langsamer (Elimination aus den Verteilungsraumen). Die terminale Halbwertzeit von
Desmopressin im Plasma betragt -ungeachtet der Applikationsart- 4 bis 5 Stunden
(Mannucci 1981, Lethagen 1997).

Da die Wirkung wenn, dann sofort eintritt (=,Hit and run®), ist die Eliminationskurve des
DDAVP fur die hamostatischen Effekte wahrscheinlich wvon untergeordneter
Bedeutung. Fur die Dauer des antidiuretischen Effektes, der als Nebenwirkung beim
Einsatz von Desmopressin in hamostatischen Indikationen betrachtet wird, ist die
Eliminationskurve jedoch von grofRerer Bedeutung (Lethagen 1997, Schulman 1991,
Mannucci et Lusher 1989).

FVIll-Konzentrationen erreichen das Maximum bereits 30 bis 50 Minuten nach
DDAVP-Infusion bzw. deren Beginn (Schulman 1991).

Die FVIII- Halbwertzeit (HWZ) im Plasma nach Applikation von DDAVP ist in mehreren
friheren Studien berechnet worden. In den meisten Studien mit gesunden Probanden
wurde eine Halbwertzeit von rund 3 bis 6 Stunden nach i.v.- Gabe gefunden, welche
signifikant kirzer ist als die HWZ des FVIII nach Injektion von FVIII-Konzentraten (mit
etwa 8,5-17,2h). Die Ursache ist nicht abschlie3end geklart. Die kirzere HWZ ist wohl
nicht durch einen gesteigerten, proteolytischen Abbau verursacht, da DDAVP nicht die
HWZ des FVIII im Plasma von Patienten beeinflusst, die sowohl FVIlI-Konzentrate als
auch DDAVP erhielten (McLellan et al. 1985). Die kiirzere HWZ kénnte eher Ausdruck
einer Umverteilung des FVIII vom Plasma in andere Kompartimente sein, moglicher-
weise zurlick in die Speicherorte.

Der FVIII stieg auf das 2,5- bis 3,5-fache der urspringlichen Konzentration (Peak) an,
nachdem 0,2 bis 0,4 pg/kgkG DDAVP (bei 10 Probanden) infundiert wurden, wobei die
Steigerung der FVIII- Ausschiittung bei 0,4 gegentuber 0,3ug/kgKG vergleichsweise
sehr gering ausfiel (Nilsson et Lethagen 1991). Dies kdnnte die Folge einer Sattigung

der Rezeptorbindungsstellen bzw. die Folge einer vollstdndigen Entleerung der oben
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genannten endogenen Speicher sein (Mannucci et al. 1981, Kohler et al. 1986). 1987
konnten Lethagen et al. feststellen, dass es keine Korrelation zwischen der
Plasmakonzentration des FVIII/VWF-Komplexes und dem DDAVP-Spiegel im Plasma
gibt und sehen darin ein Limit der maximalen Stimulation begriindet, jenseits welchem
keine Ausschittung mehr stattfindet. Eine Steigerung der Dosis Uber 0,4ug/kgKG er-
scheint daher nicht sinnvoll. Die Empfehlungen zur Dosierung in der Arzneimittel-
fachinformation lauten dementsprechend auf 0,3 bis 0,4ug/kgkG DDAVP.

Der von-Willebrand-Faktor, gemessen als VWF-Antigen, steigt im Vergleich zum FVIII
geringer und langsamer an; dies verdeutlichen beispielsweise die Daten von Nilsson et
Lethagen (1991). So liegt der maximale Anstieg des VWF (abhangig von der DDAVP-
Konzentration) nur bei etwa 50 bis 90% des FVIII- Anstiegs (Kohler et Wieding 1993,
Ruggeri et al. 1982), wobei eine Dosissteigerung von 0,2 auf 0,3 und 0,4 pg/kgKG
einen groReren Effekt auf das Ausmald der FVIII- Ausschittung zu haben scheint als
auf die des VWF (Nilsson et Lethagen 1991). Da das Maximum des vVWF-Spiegels erst
nach 1 bis 2 Stunden erreicht wird, so auch Schulman (1991), vermutet man, dass
FVIII und vWF durch unterschiedliche Mechanismen freigesetzt werden (Mannucci et
Cattaneo 1992, Schimpf 1994). Die Halbwertzeit des freigesetzten VWF betragt bei
Schulman (1991) 5 bis 9 Stunden, bei Mannucci (1997) sogar 8 bis 10 Stunden, fur
FVIII hatten beide Autoren 3 bis 6 bzw. 5 bis 8 Stunden genannt.

Das Absinken von FVIII und vWF liegt nach einer Auswertung von Kdéhler und Wieding
(1993) zwar in derselben GréRenordnung wie bei transfundiertem FVIII und VWF, ist
aber bei einigen Personen auch schneller. Dies ist vermutlich zurtickzufiihren auf eine
proteolytische Degradierung des VWF (Kohler et al. 1986) und/oder einer Umverteilung

vom Plasma zuriick in die Speicherorte (McLellan et al. 1985, Moérsdorf et al.1988).

Die im Rahmen dieser Studie mit nur 0,2 ug/kgKG DDAVP (anstatt von 0,3-0,4 pg/kg
KG) gewonnenen Ergebnisse entsprechen denen oben genannter anderer Autoren:
FVIII und vVWF erreichen ihre maximale Plasmakonzentration von 181+60 bzw.
236149% des Ausgangswertes nach 1 bzw. 2-3 Stunden, die Halbwertzeit liegt bei bei-
den bei etwa 5 Stunden. Die Verkirzung der aPTT korreliert sehr gut mit dem Anstieg
des FVIII (Abb. 8), was durch die gute Empfindlichkeit der aPTT flr unterschiedliche

FVIlI-Konzentrationen bedingt ist.

Interessant ist der zeitliche Verlauf der Collagenbindungsaktivitat (CBA) gerade im
Vergleich zur vVWF-Gesamtmenge. In der Literatur (Kohler et al. 1986, Mdrsdorf et al.

1988) werden ahnliche Werte wie bei vWF:Ag gefunden.

43



Da die CBA hochempfindlich besonders grof3e vWF-Molekile nachweisen soll (Budde
et al. 2006), ist es bemerkenswert, dass bei den hier vorgestellten Daten CBA
vergleichsweise zum vWF-Antigen etwas schneller und noch deutlich starker ansteigt,
aber auch rascher wieder abfallt (Abb. 9-10). Der dann ermittelte Quotient
CBA/VWF:Ag erlaubt Aussagen Uber die Funktionsfahigkeit des VWF. Ausgehend von
einem Grenzwert von 0,8 (=80% der VWF:Ag miissen collagenbindend sein) sind alle
Werte darunter pathologisch und bedurfen einer weiteren Diagnostik, vergleiche Abb.
10, S.35. Die wahrscheinliche Ursache ist die Degradation der groRen
hochmolekularen VWF, da die CBA, besonders wenn sie, wie hier, mit Collagen von
Typ | bestimmt wird, hochempfindlich besonders grof3e Multimere erfasst. Direkt nach
DDAVP steigt der prozentuale Anteil der grof3en vVWF-Multimere, sinkt dann aber sofort
wieder und normalisiert sich innerhalb einiger Stunden, wie ergdnzende Daten aus
zusatzlichen Analysen an ausgewahlten Proben dieser Studie zeigen (Abb. 11, S. 36).
Wahrend FVIII, VWF oder CBA mit dem Blutungsvolumen BVsg.120s NUr schwach
korrelieren, zeigt der Quotient CBAVWF:Ag mit dem BVip150s €ine aufféllig hohe
Korrelation (siehe Abb. 11-12, S. 36). Die in Abbildung 9, 10 und 11 dargestellten
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Blutstillung durch DDAVP verbessert wird,
nicht weil die Gesamtkonzentration an VWF ansteigt, sondern weil dessen Anteil mit
Collagenbindungsaktivitat ansteigt. Von besonderer Bedeutung scheint sogar der
collagenbindungsaktive Anteil am VWF zu sein, d.h. der nicht collagenbindungsaktive
Anteil der Gesamtmenge von VWF scheint sogar stérend fir die plattchenvermittelte
Hamostase zu wirken.

Die Bedeutung der Collagenbindungsaktivitdt haben z.B. Budde et al. (2006) wie folgt
bewertet: Die Bestimmung der Collagenbindungsaktivitdt des vVWF basiert - auch
gegenlber der sogenannten Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat des VWF - auf einer ver-
gleichsweise sehr physiologischen Funktion, denn sie reflektiert die Fahigkeit der A3-
Doméane von vVWF an subendotheliales Collagen zu binden. Diese vVWF-Fixierung ist
der erste Schritt der nicht vaskularen Hamostase, dem dann die Adhasion der
Plattchen an den VWF folgt. Um diese Funktionalitit in vitro zu untersuchen, haben
sich Fibrillen des Collagens vom Typ | als besser geeignet erwiesen als vom Typ llI
(Budde et al. 2006).

Wenn es also um die Frage geht, welcher der untersuchten Parameter die Wirkung von
DDAVP auf die plattchenvermittelte primare Hamostase am besten erklart, ist dies
nicht die Gesamtmenge des von-Willebrand-Faktors, sondern eher dessen Collagen-
bindungsaktivitdt (CBA); jedoch korreliert der Quotient CBA/VWF:Ag noch deutlich
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besser mit der in-vitro-Blutung, so dass ferner zu vermuten ist, dass der Anteil am
zirkulierenden vWF, der keine Collagenbindungsaktivitdt hat, die Ausbildung des
initialen Plattchenpfropfes sogar behindert. Doch eine gewisse Vorsicht ist naturgeman
geboten, denn Vorbehalte gegen diese Schlussfolgerung resultieren aus dem
Testprinzip: Die Verhaltnisse bei der Bestimmung der in-vitro-Blutung mussen nicht
notwendigerweise die Probleme beim blutenden Patienten vollstandig wiedergeben.

Weitere Studien sind daher nétig, um der Fragestellung nachzugehen, welcher Para-

meter der VWF-Diagnostik den hdchsten pradiktiven Wert fir die Blutungsneigung hat.

Zusammengefasst liefern vWF:Ag, Collagenbindung und Ristocetin-Cofaktor keine
ausreichende Erklarung fir die Wirkung von DDAVP auf das Blutungsverhalten,
allenfalls die Ratio CBA/VWF:Ag; eine “direktere” Wirkung bzw. ein anderer Mediator
muss weiterhin vermutet werden, so auch die Konklusion von Lethagen (1997) und
Franchini (2007).

4.2.2 Kinetik der Blutungszeit im Vergleich zur FVIII- und vWEF-

Freisetzung

Die Kinetik von Veranderungen der Blutungszeit und anderer Parameter der
Plattchenfunktion durch DDAVP ist deutlich weniger gut untersucht als die der oben
genannten Freisetzung von FVIII, vWF und tPA bzw. die Pharmakokinetik von DDAVP
(Merten et al. 1999, Merten et al. 2001).

Folgende Griinde sind offensichtlich: Das urspriingliche Ziel der DDAVP-Therapie war
eine FVIlI-Freisetzung, bald nach den ersten Ergebnissen zum FVIII wurde berichtet,
dass auch der vWF-Spiegel nach DDAVP ansteigt (Ruggeri et al. 1974). Durch die
Frage der Therapie des von-Willebrand-Syndroms wurde das Interesse in den 70er
Jahren zunehmend auch auf eine Verbesserung der primaren Hamostase gerichtet.
Ein weiterer Grund fir die vergleichsweise geringe Zahl von Untersuchungen zur
Wirkung von DDAVP auf die primare Hamostase ist der groRere Aufwand und die
geringere Validitat sowohl einer Bestimmung der Blutungszeit (am Patienten) als auch
von Plattchenfunktionstesten im Labor. Messungen der Plattchenaggregation und der
Blutungszeit sind schwierig zu quantifizieren und zu interpretieren. Dies ul3erten auch
George et Shattil (1991) und stellten fest, dass die genaue Rolle von Desmopressin bei
den erworbenen Plattchenfunktionsstérungen noch definiert werden muss. Franchini
(2007) fasst zusammen, dass groRRere Studiengruppen mit standardisierten Methoden
und grofleren Patientenzahlen benétigt werden, um valide Empfehlungen geben zu

kdnnen.
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Die Entwicklung zum Einsatz von DDAVP bei Plattchenfunktionsstorungen ist von
Schulman (1991, Seite 136) zusammengefasst:

,1970 beschrieben Cate und de Vries in einem kurzen Kommentar die Wirksamkeit von
Kryoprazipitat zur Korrektur einer Aspirin-induzierten Verlangerung der Blutungszeit.
Eine Wirkung von Kryoprazipitat, die sich nicht mit einer Albuminlésung erzielen lief3,
beschrieben 1978 auch Gerritsen et al. bei 2 seltenen angeborenen Plattchenfunk-
tionsstorungen, Mannucci berichtete 1983 von &hnlichen Erfolgen bei urdmischer
Blutungsneigung.

Interessanterweise verbesserte die Infusion von exogenem VWF die primare
Hamostase, auch wenn bei den behandelten Patienten kein vWF- Mangel besteht;
ahnliches wurde sogar auch fur FVIII postuliert, kdnnte aber die Folge des VWF in den
frheren FVIII- Konzentraten sein.

Da eine verstarkte Wirkung von vVWF (und FVIII) die einzige Veranderung war, die mit
der Verkirzung der Blutungszeit in Verbindung gebracht und mittels DDAVP erreicht
werden konnte, erfolgten weitere Untersuchungen in diese Richtung.

So zeigten Mannucci et al. (1983) die Wirksamkeit bei Patienten mit Uramie: Die
Blutungszeit wurde fir mindestens 4 Stunden nach DDAVP-Injektion verkirzt bzw.
zwischenzeitlich normalisiert. 1984 zeigten Kobrinsky et al. die Korrektur der
Blutungszeit bei einigen Patienten mit angeborenen oder Aspirin-induzierten
Plattchendefekten sowie auch bei Patienten mit isolierter Verlangerung der
Blutungszeit. Burroughs et al. beschrieben 1985 die Wirksamkeit einer DDAVP-
Therapie bei Leberzirrhose: Sie beobachteten eine Verkiirzung der Blutungszeit unter

Anstieg von FVIII und vVWF, nicht aber von anderen Gerinnungsfaktoren®.

Insgesamt bewirkt DDAVP - Uber das von-Willebrand-Syndrom hinaus - bei einem
breiten Spektrum angeborener und erworbener Hamostasestérungen bei den meisten
der behandelten Patienten (>80%) eine Verkirzung bzw. Normalisierung der
Blutungszeit (siehe auch Tabelle 11, S. 40), so bei den meisten der sehr seltenen
angeborenen Plattchenstérungen, bei erworbenen Stérungen (wie dem Spei-
chermangel bei chronisch myeloider Leuk&mie und verschiedenen medikamentos
induzierten Stdérungen), bei Thrombozytose oder nur bei einer isoliert verlangerten
Blutungszeit.

Bei Uramie und Leberzirrhose lasst sich in der Mehrzahl der Félle die Blutungszeit
verklrzen. Auch bei einigen anderen angeborenen Stérungen, wie dem Morbus Osler
(Vasopathie) oder einem FV-, FVII- oder FXII-Mangel liel3 sich die Blutungszeit

verkirzen, obwohl die hamorrhagische Diathese nicht durch einen
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Plattchenfunktionsdefekt verursacht und nicht ursachlich beeinflusst wird. Individuell
relativ unterschiedlich ist eine Wirkung beim Hermansky-Pudlak und myelopro-
liferativen Syndrom. Interessant konnte die unterschiedliche Wirksamkeit bei der
Bernard-Soulier-Krankheit ~ (Gplb/IX-Defekt) im  Vergleich zur Glanzmann-
Thrombasthenie (Gplib/llla-Defekt, DDAVP nur wenig/selten wirksam so Lethagen et
Nilsson 1992) sein, da demzufolge fur eine Wirksamkeit von DDAVP auf die Blutungs-
zeit offensichtlich die Gpllb/llla-Rezeptoren von grof3erer Bedeutung oder sogar die
Voraussetzung sind. Unwirksam ist DDAVP jedoch bei ausgepragter Thrombo-

zytopenie, so dass eine Mindestzahl von Plattchen erforderlich ist (>20.000 /nl)*.

Zusammenfassend postulierte Schulman bereits 1991 einige unerlassliche
Voraussetzungen, die hypothetisch aufgestellt wurden, um eine Korrektur der
Blutungszeit durch DDAVP zu erreichen:
- eine ausreichende Zahl von Plattchen (> 20.000/nl) mit funktionsfahigen
Gplib/llla-Rezeptoren auf der Membran
- eine Mindestplasmakonzentration von FVIII und VWF im Plasma mit
ausreichender Menge gro3er vVWF-Multimere.

4.2.3 Auswertung friherer Studien-Designs zur Kinetik der Plattchenparameter

Verschiedene Autoren haben immer wieder die Bedeutung der Freisetzung von vVWF
auf die Blutungszeit nach DDAVP genannt (Ruggeri et al.1982, Kobrinsky et al. 1984,
Mannucci et al. 1986, Lattuada et al. 1992, Ghosh et Rao 1993, Beck et al. 1995).
Andererseits auRern aber einige namhafte Autoren auch jeweils mehr oder weniger gut
begriindete Zweifel an dieser These (Sakariassen et al. 1984, Cattaneo et al. 1989,
Lethagen et Rugarn 1992, Galvez et al. 1997, Lethagen et al. 2000). Wichtig sind
besonders die Arbeiten von Lethagen et Rugarn (1992) und Lethagen et al. (2000),
weil insbesondere diese Arbeiten weitere Schlisse zulassen. So haben Lethagen und
Rugarn 1992 noch festgestellt, dass eine erhthte Freisetzung von VWF nach DDAVP
alleingenommen nicht die erhdhte Plattchenadhasivitat erklaren kann. Im Jahr 2000
begrindeten Lethagen et al. ihre Zweifel damit, dass die Plattchenadhasivitat eine
andere Kinetik als der vWF hat und schlussfolgerten: Die Wirkung auf die
Plattchenadhasivitat ist nicht die Folge einer erhéhten VWF-Freisetzung durch DDAVP.
Eine weitere Schlussfolgerung ihrer Studienergebnisse ist: Die Plattchenstimulierung
kann nicht durch die Freisetzung grof3er vVWF-Multimere erklart werden.

Gleichwohl ist die Anwendung von DDAVP zur vVWF-Freisetzung bei Stérungen der

primaren Hamostase bzw. zwecks Verklrzung der Blutungszeit naheliegend, da dieser
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Gedanke der Physiologie dieses Plasmaproteins entspricht : Der vVWF bindet an Gplb-
V-1X-Rezeptoren der Plattchen, die so an das subendotheliale Collagen des verletzten
GefalRes angelagert werden, und verbindet aggregierende Plattchen untereinander
Uber deren GPIlb-llla-Rezeptoren (Abb. 2, S. 5). AuRerdem ist VWF auch das Trager-
molekil von FVIII, das wichtigste Regulatorprotein fir die Beschleunigung der
Hamostase (Kohler et Wieding 1993). Die zugrunde liegende Vorstellung ist also: Die
DDAVP-induzierte VWF-Freisetzung soll die Adhasivitat der Plattchen erhéhen und so
eine Minderfunktion auch anderer Genese kompensieren. In diesem Sinne aul3erten
sich auch Ruggeri et al. 1982, Sakariassen et al. 1984, Lethagen et Rugarn 1992 und
Wun et al. 1995.

Bislang bekannte Zweifel an der Bedeutung des VWF griinden sich im Wesentlichen
darauf, dass die DDAVP-Wirkung auf die Blutungszeit nicht mit der vWF-Plasma-
konzentration bzw. den Ausgangswerten bei verschiedenen Patienten korreliert. Diese
Sichtweise lasst jedoch unbericksichtigt, dass eine DDAVP-Wirkung offensichtlich
immer individuell auf den einzelnen Patienten mit seiner spezifischen VWF- und
Plattchensituation abzustellen ist (Budde et al. 2002, Koscielny 2004). Insgesamt ist
die Ursache der Blutungszeitverkirzung nach DDAVP nicht vollig geklart, darin sind
sich alle Wissenschatftler einig. Zur Frage der kausalen Bedeutung von VWF kdnnte ein
Vergleich der Kinetik dieses Proteins mit der Kinetik der Blutungszeit nach DDAVP
hilfreich sein. Dennoch gab es bislang keine Studie, die aufgrund der
Untersuchungszeitpunkte einen derartigen Vergleich ermdglichen wiirde. Bei Planung
dieser Arbeit (vor der Publikation von Lethagen et al. 2000) gab es nur 4 Arbeiten, die
Veranderungen der Blutungszeit nach mehr als 2 Stunden nach DDAVP-Infusion

untersucht hatten. Diese werden im Folgenden kurz dargestellt.

Mannucci et al. (1986) untersuchten insgesamt 63 Probanden mit 6 verschiedenen
Plattchenstorungen zum Zeitpunkt 0, 0,5 und 4 Stunden nach Infusion von 0,3 pg/kg
KG DDAVP. Die mittlere Dauer der Wirkung auf die Simplate-Blutungszeit betrug weni-
ger als 4 Stunden, dies ergab die eigene Nachauswertung der publizierten Daten (Abb.
15). Bei allen Patienten wurden grof3ere VWF-Multimere gefunden, die Blutungszeit
war jedoch nicht in all diesen Fallen dementsprechend verkirzt, so dass damals

zusatzliche Faktoren zur Erklarung der DDAVP-Wirkung postuliert wurden.
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Abb. 15 Mannucci et al. 1986: 0,3 pg/kgkG DDAVP in 6 Gruppen von Patienten mit
verschiedenen Plattchenfunktionsstérungen (n=63)
Auch die Daten von Lethagen und Rugarn (1992) lassen aufgrund der
Analysenzeitpunkte (0, 1, 6 und 24h post-DDAVP) keine exaktere Angabe zu: Die
Verkirzung der Simplate-Bleeding-Time durch 0,3 ug/kgkG DDAVP (n=10 Probanden
unter 500mg Aspirin) ist auf weniger als 6 Stunden begrenzt, eine genauere Angabe ist
aufgrund des Analysenschemas nicht méglich (Abb. 16). Nach 6 Stunden war der VWF
immer noch auf knapp das doppelte des Ausgangswertes erhdht und damit nur
unwesentlich gegeniiber dem Maximalwert abgefallen. Insofern erklart die Freisetzung
des VWF nicht alleine die Blutungszeitverkiirzung. Eine solche Feststellung treffen die
Autoren jedoch nicht. Sie weisen unter Bezug auf die Arbeiten anderer Autoren auf den
umgekehrten Fall der fehlenden Korrelation beider Parameter hin: Die Blutungszeit ist
nicht immer verkiirzt bei Patienten, die einen Anstieg gro3er vVWF-Multimere nach
DDAVP zeigen. Die Autoren hingegen beschéftigen sich mit moéglichen Ursachen der
Blutungszeitverkirzung: Ein mdglicher Wirkmechanismus von DDAVP kdnnte eine
Freisetzungsreaktion durch einen alternativen von Arachidonsaure unabhangigen Weg
sein. Eine solche Freisetzungsreaktion schlossen die Autoren jedoch aufgrund ihrer
Plattchenaggregationskurven aus. Insgesamt waren auch hier die Autoren der
Meinung, dass die Erhéhung des Plasma-vWF nicht allein die Blutungszeitverkirzung

erklaren kann.
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Abb.16 Lethagen et Rugarn (1992): Injektion von 0,3 pg/kgkG nach oraler Gabe von
500mg ASS (n=10)

Flordal und Sahlin (1993) bestimmten die Blutungszeit bei 12 Probanden (6 als

unbehandelte Kontrollgruppe) pramediziert mit 500 mg ASS 0, 0,5 u. 6 Stunden nach

DDAVP; da die Messungen peri-/postoperativ erfolgten, ist die Aussagekraft der Daten

beschrankt. Auf die Ursache der Blutungszeitverkiirzung wird nicht n&her eingegangen,

es wird das in der Literatur erwéhnte Vorkommen gréRerer von Willebrand-Multimere

als Ursache fir die Verbesserung der Hamostase zitiert.

Bei Beck et al. (1995) war die in-vitro-Blutungszeit (16 Probanden unter 100mg
Aspirin, Untersuchungen 0, 2, 8 post-DDAVP) auch 2 Stunden nach 0,4ug/kgKG
DDAVP noch gegeniiber dem Ausgangswert verklirzt, weitere 6h spater nicht mehr;
eine zweite DDAVP-Injektion hatte einen geringeren Effekt als 8h zuvor. Der DDAVP-
Effekt bei Aspirin-induzierter Hamostasestérung korrelierte, so die Autoren, mit der
Konzentration von VWF im Plasma. Der Effekt von DDAVP auf die verlangerte
Blutungszeit wurde ausschlieBlich dem erhdhten VWF-Spiegel im Plasma
zugeschrieben; ungeachtet der genannten friheren Untersuchungen.

Eine neuere Arbeit von Lethagen et al. (2000) zeigte die Kinetik der Plattchenretention
mittels multipler Messungen (0, 5, 10, 20, 30, 45, 60 und 90min und 2, 3, 4, 5, 6, 7 und
8 Stunden nach DDAVP) bei n=10 Probanden unter 160mg ASS; dabei untersuchten
die Autoren die Ivy- Blutungszeit 0, 1, 4 und 6 Stunden nach Beginn der Infusion von
0,3ug/kgKG DDAVP und zeigten, dass die Normalisierung der Blutungszeit 4 bis 6
Stunden andauert; bei nur 160mg ASS. Die Plattchenretention (modifizierter Adeplat S-
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Test) war nur for etwa 3 Stunden erhoht. Im Vergleich hatten Blutungszeit,
Plattchenretention und vVWF-Antigen (fir 8 Stunden erhgoht) eine jeweils andere, d.h.
unterschiedliche Kinetik. Erklart werden konne dies, so die Autoren, durch einen
Einfluss sowohl der Plattchenfunktionalitat (Aktivierungszustand) als auch des vWF auf
die Blutungszeit. Diese noch immer aktuelle Arbeit von Lethagen et al. geht gezielter
als alle vorangegangenen der Frage der Kinetik nach; die Autoren fanden keine
Korrelation zwischen der Kinetik der Plattchenparameter und der Kinetik des VWF im
Plasma: , The duration of the effect on the bleeding time seems to be longer than that
of the platelet response, but shorter than that of the VWF increase in plasma, possibly

because the bleeding time is governed by both platelet function and VWF*, so wortlich.

In der Summe aller vorangegangenen Arbeiten hat jedoch keiner der Autoren bislang
mehr als eine Untersuchung der Blutungszeit im Intervall von 1 bis 4 Stunden nach
DDAVP-Injektion durchgefiihrt, so dass ein Vergleich der Kinetik mit der von vVWF
aufgrund des Designs dieser Studien nicht maglich ist. Selbst die beziglich der Kinetik
aufwendigste und neueste Arbeit von Lethagen lasst diesbeziglich keine Aussage zu.

Diese Lucke schliel3t die hier vorgelegte Arbeit. Das Design friiherer Untersuchungen
lasst hingegen nur Aussagen zur Kinetik der DDAVP-Wirkung auf die VWF-/FVIII-
Freisetzung nicht aber auf die der Blutungszeit zu. Das in-vitro-Blutungsverhalten ist in
der hier vorgelegten Studie 0, 0,5, 1, 2, 3, 4 und 6 Stunden nach Infusion von nur 0,2
ng/kgkG DDAVP bei n=14 Probanden mit 500mg ASS untersucht worden. Die in-vitro-
Blutung war nur fur 1 bis 2 Stunden normalisiert. Der Effekt war also nur deutlich kiirzer
nachweisbar als die Wirkung von DDAVP auf vVWF (Maximum nach 2-3 Stunden), der

hier eine Kinetik zeigte, die sich nicht von zuvor publizierten Daten unterscheidet.

4.3 Erganzende Laborparameter

Mittleres Plattchenvolumen (MPV)

Das mittlere bzw. durchschnittiche Plattchenvolumen gibt Auskunft (ber die
Blutplattchenbildung im Knochenmark. Nach Ende der DDAVP-Infusion werden die
Plattchen Kkleiner, unklar ist die schon friiher beschriebene Verringerung des
Plattchenvolumens und es lasst sich nur ein Zusammenhang mit der Heterogenitat und

Reife der Megakaryozyten des Knochenmarkes vermuten.
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Thrombozytenaggregation nach Born

Thrombozyten-Aggregationsmessungen sind die einzigen verlasslichen
Bestimmungsmethoden fir die Plattchenfunktion, aber dieser Test kann in den meisten
Kliniken nicht routinem&Rig durchgefihrt werden und ist aul3erdem arbeitsintensiv und
deshalb teuer. Ist der Zustand eines Patienten kritisch, so kann dieser Test gew6hnlich
nicht durchgefihrt werden (Mammen et al. 1995). In der vorliegenden Studie wurden
keine signifikanten Unterschiede vor und nach DDAVP gefunden, dabei beeinflusst die
intravendse Infusion von DDAVP Born nicht (Cattaneo et al. 1993 und 1999),
vermutlich dadurch, dass die "high shear flow conditions™ nicht reproduziert werden, die

in vivo zu finden sind (Ruggeri 1993).

Durchflusszytometrische Analyse

Die etwas starker CD 41 positiv markierten Plattchen lassen vermuten, dass
offensichtlich GPIIb/llla malRgeblich und dass Gplb/lla vergleichsweise deutlich
weniger an der DDAVP-Wirkung beteiligt ist. Dies zeigt neben dem bereits gezeigten
Vergleich der Wirksamkeit bei Bernard-Soulier-Krankheit und Glanzmann-
Thrombasthenie auch die Auswirkung einer Blockierung eines dieser Glycoproteine
durch spezifische Antikdrper (Lethagen et Nilsson, 1992).

VWEF-Multimer-Analyse

Die besonders groRen Multimere des VWF werden flir seine plattchenabhangigen
Funktionen in der primaren Hamostase benétigt, wahrend die FVIII-Bindung von der
Grol3e der Multimere unabhangig ist (Schneppenheim et al. 2005). Die Multimere mit
groBen Moleklilmassen werden in den Weibel-Palade-Kérpern der Endothelzellen
gespeichert und bei Stimulierung freigesetzt. Dabei weisen nur die gréReren Multimere
auch eine hamostatische Aktivitat auf.

An ausgewahlten Proben konnte hier ein Anstieg der hochmolekularen Multimere 0,5h
nach der DDAVP-Infusion und damit vor allem die biologische Aktivitat des VWF in der

primaren Hamostase festgestellt werden.

4.4 in-vitro-Blutung zum Monitoring einer DDAVP-Therapie

Angeborene, erworbene und medikamentds induzierte Stérungen der primaren
Hamostase sind sehr haufig Ursache von Blutungen, sie werden aber h&ufig nur
unzureichend diagnostisch erfasst. Der wichtigste Indikator der DDAVP-Wirkung auf

die Plattchenfunktion ist die Blutungszeit. Verschiedene Studien zeigen, dass die in-
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vitro-Blutungszeit-Bestimmung eine gréRere Sensitivitat und Spezifitat fur eine
Blutungsneigung, verursacht durch ASS oder vVWF-Mangel, besitzt als die kutane
Blutungszeitbestimmung. Auf die Bestimmung der kutanen Blutungszeit wurde in
dieser Studie verzichtet. Ein besonderes Merkmal einer in-vitro-Bestimmung ist eine
bessere Reproduzierbarkeit und die Mdglichkeit von Mehrfachmessungen.

In einer Studie stellten Cattaneo et al. (1999) fest, dass sowohl in-vivo als auch in-
vitro (mittels Simplate Il bzw. PFA-100-Methodik) Messungen eine niedrige Sensivitét
zeigen. Bei Patienten mit vermuteten Stérungen der primaren Hamostase seien
erganzende Laborparameter notwendig. Zusammenfassend kommen sie zu dem
Schluss, dass das PFA-100 System eine weniger invasive Alternative zu der in-vivo-
Blutungszeitbestimmung flur Diagnostik und Monitoring bei Patienten mit Plattchen-
funktionsstoérungen darstellt.

Mammen et al. (1995) verglichen die in-vivo- und in-vitro-Blutungszeit mittels der ROC-
Kurve, eine Hilfe zur Beurteilung der Sensitivitat und Spezifitdt eines Verfahrens. Die
gefundenen Daten (0,89 bei PFA-100 Messung mit Collagen/Adrenalin-Messzellen und
0,698 bei der Blutungszeitbestimmung nach Ivy, jeweils bei Aspirinanwendern) legen
den Schluss nahe, dass das PFA-100 System, das die Plattchenadhé&sion/Aggregation
bei hohen Scherkraften misst, durch gréfRere Empfindlichkeit und Exaktheit geeignet
ist, normale von abnormalen Proben zu unterscheiden. Insgesamt stellen die Autoren
die haufig gemessene in-vivo-Blutungszeit nach Ivy aufgrund fraglicher Genauigkeit,
Validitat und Aussagekraft in Frage. Der Grund fir die weite Verbreitung sei ihrer
Meinung nach das friihere Fehlen besserer Alternativen.

Ubereinstimmend stellen alle Autoren ein hohes MaR an Préazision, Praktikabilitat und
Aussagekraft unter anderem bei dem Erkennen Aspirin-induzierter Plattchenfunktions-
storungen und der Uberpriifung der therapeutischen Wirkung von Medikamenten fest
(Franchini  2005). Harrison (2009) weist jedoch darauf hin, dass kein
Plattchenfunktionstest derzeit oder in der Zukunft 100% Sensitivitat auf alle

Plattchendysfunktionen erreicht, aufgrund der Variationsbreite der Plattchendefekte.

Die Ergebnisse korrelieren gut mit den Blutungszeiten am Patienten (Beck et al. 1995,
Kundu et al. 1995, Koscielny et al. 1998, Mammen et al. 1998). Vergleichsweise bietet
die Bestimmung der in-vitro-Blutungszeit, wie oben erwahnt, einige Vorziige (Mammen
et al. 1998, Kretschmer et al. 1989, Kiesewetter et Koscielny 1998, Manco-Johnson
2001) und machte — nach Einfihrung der in dieser Arbeit ebenfalls vorgestellten neuen
Auswertung — diese Studie zur Kinetik erst mdglich. Die Analyse ist besser

standardisiert und reproduzierbar und lasst sich vielfaltiger auswerten. Darlber hinaus
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hat die normale Venenpunktion eine wesentlich bessere Akzeptanz als die aufwendige
und schmerzhafte Prozedur der Bestimmung einer Blutungszeit am Patienten. Deren
wiederholte Messung wurde bereits 1989 von Kretschmer et al. als nicht akzeptabel fur
den Patienten angesehen.

Insgesamt hat sich die in-vitro-Blutung in dieser und anderen Studien (Beck et al. 1995,
Fressinaud et al. 1998, Koscielny et al. 1998, Mammen et al. 1998, Cattaneo et al.
1999) sowie im klinischen Alltag (Koscielny et al. 1998, Manco-Johnson 2001) bewéhrt:
Sie ermobglicht eine quantitative Einschatzung der Plattchenfunktionsstérung bei
Medikamenten und VWS und des Therapieerfolges von DDAVP. Beck et al. (1995)
beschreiben die in-vitro-Blutungszeit als gut geeignet fir ein Monitoring der DDAVP-
Wirkung, weil es nicht invasiv und deshalb wiederholt anwendbar und besser
reproduzierbar ist. Koscielny et al. (1998) sehen in der in-vitro-Blutungszeitbestimmung
eine gute Alternative, um in vivo die klinische Blutungsneigung einzuschétzen. Im Fall
einer pathologisch verlangerten Blutungszeit sollte eine DDAVP-Testdosis erfolgen
(Koscielny 2004). Eine Voraussetzung fur valide Ergebnisse ist jedoch, die hohen
Anforderungen der Praanalytik (Proben-Entnahme, -Transport etc.) sorgsam einzu-
halten.

4.5 Unerwinschte Nebenwirkungen

Die unerwlnschten Nebenwirkungen des Desmopressins wurden wiederholt
beschrieben (Kostering et al. 1980) und sind mafgeblich bedingt durch einen
antidiuretischen Effekt und, so wird vermutet, einen Histamineffekt:

e Gesichts-Flush

¢ |eichte und voriibergehende Kopfschmerzen

e geringer Blutdruckabfall

¢ Risiko der Flissigkeitsiberladung.

Die am haufigsten auftretende Nebenwirkung ist eine voribergehende Gesichtsrote
(Flush). Einige Patienten bekommen einen voribergehenden Kopfschmerz.
Beobachtet werden auch Blutdruckabfall und das Risiko einer Flussigkeitsiberladung
(Lethagen 1997). Allerdings ist das Thromboserisiko nicht erhdht ((Mannucci et al.
1994).

Insgesamt gelten die beobachteten unerwiinschten Nebenwirkungen als fliichtig und
von geringer klinischer Bedeutung (Kim et al. 1988, Lazenby et al. 1990, Schulman et
al. 1991, Guyron et al.1996).

54



In  der Liste moglicher Nebenwirkungen konnte die DDAVP-bedingte
Flussigkeitsretention ein eher Uberbewertetes Problem sein: Bei der hier vorgestell-
ten Arbeit schien die Miktion nicht nennenswert vermindert zu sein.

Aufgrund der Wasserretention und Hyponatriamie, bedingt durch eine 15fach grofere
Dosis als beim Diabetes insipidus (Mannucci 1988, Nilsson et Lethagen 1991), sollte
die Infusion von hypotonischen Lésungen vermieden und die orale Flissigkeitszufuhr
kontrolliert werden. Mindestens bei repetitiver DDAVP-Gabe (Shepherd et al. 1989)
sollte eine Uberwachung des Flussigkeitshaushaltes stattfinden (Wieding et al. 2002).
Gegebenenfalls wirde sich der antidiuretische Effekt gut mit einem Schleifen-

diuretikum antagonisieren lassen ((Flordal et Sahlin 1993)

Im Zusammenhang mit der Vasodilatation, mdoglicherweise bedingt durch die
Freisetzung von Histaminen (Mertes et al. 1997), stehen ein temporarer Kopfschmerz,
Blutdruckabfall und eine voriibergehende Gesichtsrote (Flush).

Gegentber der Flussigkeitsretention kdnnte der Kopfschmerz ein bislang eher
unterbewertetes Problem darstellen, welches insbesondere bei der Aufklarung von
ambulanten Patienten nicht vergessen werden sollte. Auch erscheint klarungsbedurftig,
wie gut der zitierte antidiuretische Effekt mit dem Kopfschmerz korreliert, der Folge der
Flussigkeitsretention sein soll (Franchini 2007).

In Ubereinstimmung mit der Literatur wurde bei den meisten Patienten ein
vortbergehender Flush festgestellt, der jedoch im Gegensatz zum auftretenden
Kopfschmerz nicht als stérend empfunden wurde. Kobrinsky et al. (1984) berichten von
einer 1-6 Stunden anhaltenden Wirkung. Koscielny et al. (1995) zeigte in
Ubereinstimmung mit unseren Daten Flush-Phanomene zum Applikationszeitpunkt von
DDAVP, die spontan remittierten. Belch et al. stellten 1982 fest, dass Desmopressin
die Produktion von Plasma- Prostacyclin stimuliert und sahen hier eine Begriindung fur
den Flush, wobei andere Autoren dies nicht bestatigen konnten (D"Angelo et al. 1983,
Barrow et al. 1983). Mannucci et al. (1986) stellten in einer Studie (63 Patienten mit 6
verschiedenen Plattchenfunktionsstérungen) einen Flush bei allen Patienten fest,

unabhangig von der Aspirin-Einnahme.

Vermutlich sind Nebenwirkungen wie Blutdruckabfall und Flush bei hdherer
Infusionsgeschwindigkeit oder hoherer Dosis gravierender ausgeprégt, eindeutige
Daten fehlen jedoch (Mannucci 1988, Kam 1994, Riechelmann et al. 1994). Gratz et al.
(1992) fuhrten eine langsame Infusion durch und konnten keine unerwiinschten
Nebenwirkungen feststellen. Nach Flordal (1998) sollte die DDAVP-Infusion tber 20 —
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40 Minuten erfolgen. Der Fachinformation fur Minirin® ist folgende Empfehlung zu
entnehmen: 0,3-0,4 ng/kgkG DDAVP langsam uber 30 Minuten.

Im Vergleich mit Therapieanwendungen bei Patienten scheinen bei der hier gewahlten
vergleichsweise niedrigeren Dosis (0,2 gegeniuber 0, 3 bis 0,4 pg/kg Koérpergewicht
Uber 30 Minuten) Nebenwirkungen insgesamt geringer ausgepragt zu sein. Fir valide

Aussagen ware eine Kontrollgruppe erforderlich.

4.6 Klinische Bedeutung der erzielten Ergebnisse

Die Einnahme von Analgetika und ASS ist weit verbreitet. Eine dadurch induzierte
Thrombopathie stellt bei nicht aufschiebbaren operativen Eingriffen ein haufig
ausgepragtes und schwer beherrschbares Blutungsrisiko dar (Koscielny et al. 1995).
Bei akuten klinischen Ereignissen bedeutet die chronische Einnahme ein sehr hohes
Blutungsrisiko. Etwa 10 Prozent aller Patienten entwickeln unter der Einnahme
nichtsteroidaler Analgetika eine klinisch relevante Plattchenfunktionsstérung (Morsdorf
et al. 1997, Koscielny et al. 1995).

Die Bedeutung von Desmopressin (DDAVP) als Alternative zu einer Therapie mit
Plasmaderivaten nahm mit den steigenden Risiken von Virustransmissionen (Hepatitis
B, Hepatitis C, HIV) bei Bluttransfusionen zu. Dabei ist DDAVP gut wirksam zur
Normalisierung einer Medikamenten-induzierten Plattchenfunktionsstérung (Sheridan
et al. 1994). Jedoch ist die Verbesserung der Blutungszeit vergleichsweise kurz und
hat eine andere Kinetik als die des von-Willebrand-Faktors, dessen Freisetzung immer
als Ursache genannt wird. Bislang wurde bei der Therapie von Plattchenfunktions-
stérungen das Therapieschema zur Therapie der leichten Hamophilie und des VWF-
Syndroms Ubernommen. Obwohl diese Erklarungen (siehe 4.2) umstritten sind, wird —
basierend auf der Kinetik der vWF-Freisetzung — auch fir den DDAVP-Einsatz bei
Plattchenfunktionsstérungen eine Verabreichung etwa 1 Stunde vor der erwiinschten
Wirkung empfohlen (Kobrinsky et al. 1984), die dann verbleibende Wirkdauer wird mit
Uiber 4 Stunden angegeben (Lethagen 1997).

Insgesamt zeigen die hier vorgestellten Daten, dass ein Umdenken notwendig ist. Im
Gegensatz zur Therapie der Hamophilie A oder des von-Willebrand-Syndroms sollte
DDAVP bei Plattchenfunktionsstdrungen erst unmittelbar zum Zeitpunkt der
gewiinschten Blutstillung verabreicht werden.

In Ubereinstimmung mit anderen Publikationen (Kam 1994, Lethagen 1997) erreichte
die VWF-Konzentration ein Maximum etwa 2 Stunden nach DDAVP-Infusion und fiel

dann mit einer Halbwertzeit von etwa 5 Stunden wieder ab. Demgegenuiber hatte der

56



Effekt auf die Verbesserung der Plattchenadhésivitat einen schnelleren Verlauf: Die
Wirkung hatte bereits unmittelbar nach Ende der DDAVP-Infusion das Maximum
erreicht, die Wirkdauer war beschrankt auf nur etwa 2 Stunden.

Dabei ist das Ziel der Therapie nicht, den Plasmaspiegel von VWF bzw. FVIII zu
erhdhen, sondern die Blutungszeit zu verkirzen. Wie bereits ausgefuhrt halt letzterer
Effekt aber vergleichsweise nur kurz an, so dass sich hieran das klinische Vorgehen
orientieren muss: Einerseits muss die DDAVP-Infusion zeithah zur gewlnschten
Blutungszeitverkirzung erfolgen und andererseits stellt sich die Frage, ob und wann
eine zweite Injektion notwendig ist. Aufgrund der kurzen Wirkung kénnte eine zweite
Injektion bereits nach 2 bis 3 Stunden diskutiert werden (Lethagen et al. 2000, Wieding
et al. 2002), jedoch ohne eine erneute Freisetzung von VWF im gleichen Ausmal} zu
bewirken. Demgegentber hielt Schulman (1991) eine einzige Dosis DDAVP vor der
Operation bei Patienten mit Plattchenfunktionsstérung fur ausreichend. Koscielny et al.
(1998) empfiehlt beim Verdacht auf eine erhdhte Blutungsneigung eine DDAVP-Gabe
direkt vor der Operation und bei einer OP-Verzogerung Uber 6 Stunden eine erneute
Verabreichung. Eine zweite Injektion wird nach 12 Stunden empfohlen, im Rahmen
eines Therapieplans.

Den hier gezeigten Ergebnissen ist ferner zu entnehmen, dass eine Normalisierung der
Blutungszeit bzw. eine gute primére Hamostase auch mit der reduzierten Dosis von 0,2
ng/kgkG DDAVP mdglich ist. Im Vergleich mit historischen Daten scheinen Patienten,
die 0,3 bis 0,4 ug/kgKG erhielten, keine 1,5 bis 2-fach langere Normalisierung der
Blutungszeit zu zeigen. Jedoch schienen die unerwiinschten Nebenwirkungen bei
diesen Patienten eher haufiger und intensiver zu sein. Zahlenmé&Rige Haufigkeiten
waren in der Literatur leider nicht zu recherchieren.

Aufgrund der klinischen Bedeutung ist es von groRer Wichtigkeit, etwas Uber die
Blutungszeit-Kinetik zu erfahren, wenn Desmopressin bei groReren operativen
Eingriffen bei Aspirin-behandelten Patienten eingesetzt werden soll, besonders unter
Bertcksichtigung der zeitlich beschrankten Wirkung von DDAVP und der irreversiblen

Wirkung von Aspirin auf die Plattchen.

Die hier vorgestellten Daten wiirden folgende Empfehlung bedingen: Bei Plattchen-
funktionsstérungen (oder maRigen Thrombopenien) sollte DDAVP moglichst direkt bei
Bedarf, d.h. unmittelbar vor der gewtinschten Wirkung angewendet werden, z.B. intra-
anstatt pra-operativ, denn die Wirkung auf die Blutungszeit war in dieser Studie nur auf

etwa 2 Stunden begrenzt.
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5 Zusammenfassung

Die Wirkung von Desmopressinacetat (DDAVP) auf die Freisetzung von FVIII und den
von-Willebrand-Faktor (VWF) ist lange bekannt und gut untersucht. Auch wird eine
Therapie mit DDAVP empfohlen, um bei Patienten mit z.B. Medikamenten-induzierter
Storung der Plattchenfunktion die Normalisierung einer verlangerten Blutungszeit zu
erzielen. Zur Erklarung dieser Beobachtung wird meist die plattchenadhéasive Wirkung
des VWF genannt. Jedoch fehlen zur DDAVP-Therapie von plattchenbedingten Hamo-
stasestérungen nicht nur Daten zum Wirkmechanismus, sondern auch zur erforder-
lichen Dosis, Pharmakodynamik und Wirkdauer. Obwohl die Bedeutung der vor-
liegenden Daten zur VWF-/FVIII-Freisetzung fur die Therapie von Plattchenstérungen
unklar ist, erfolgen Angaben zur Dosis (0,3 bis 0,4 pg/kgkG DDAVP) und Wirkdauer
(Wirkmaximum nach 2 Stunden, Halbwertzeit von ca. 6 Stunden) einer Desmopressin-
Therapie nur in Analogie zur Therapie des von-Willebrand-Syndroms.

Ziel dieser Untersuchung war es daher, ob auch 0,2 ug/kgKkG DDAVP ausreichen, eine
durch 500mg ASS-induzierte Plattchenstdérung zu kompensieren, und dabei die Kinetik
des Effektes auf die Plattchenfunktion mit der Kinetik der VWF-Freisetzung zu
korrelieren. Gesunde Probanden (n=14) erhielten 0,2 pg/kgkG DDAVP etwa 10
Stunden, nachdem sie 500mg Acetylsalicylsdure eingenommen hatten. Citratblutpro-
ben wurden vor, 0,5, 1, 2, 3, 4 und 6 Stunden nach Infusionsbeginn entnommen. Die
Blutungsneigung der Probanden wurde mit einer in-vitro-Methode bestimmt, dazu
diente der PFA-100 Analyzer mit Collagen-Epinephrin-Filtern von Dade Behring.

Andere Parameter wurden mit etablierten Routinemethoden analysiert.

Vor der DDAVP-Infusion war die PFA-in-vitro-Blutung deutlich verlangert. Weil keine
Normalverteilung vorlag, wurde das Blutungsvolumen BVjg.1.0s berechnet, das durch
den Filter in der Zeitspanne von 30 bis 120 Sekunden floss. Das Blutungsvolumen
BV30.100s War ASS-bedingt initial mit 201+46pl deutlich gegeniiber der Norm erhéht und
wurde durch DDAVP sofort deutlich verringert (108+51 und 127+61pul nach 0,5 bzw.
1Stunde, p< 0.001), so dass das in-vitro-Blutungsverhalten nun dem bei normaler
Plattchenfunktion entsprach. Schon 2 Stunden nach DDAVP war BV3g.12s Nicht mehr
signifikant (p>0.05) gegenuber dem Ausgangswert verandert (179+82, 198+64, 18357
und 208+49ul nach 2,3,4 und 6 Stunden). FVIII und vVWF stiegen sofort nach Infusion
deutlich an, das Maximum war bei FVIII schon nach 0,5 Stunden erreicht und bei
VWF:Ag nach 2 Stunden, dann folgte ein langsamer Abfall, so dass 6 Stunden nach

Infusion immer noch gut die Halfte des urspriinglichen Anstiegs nachweisbar war
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(109+33, 198+64, 195+49, 186+43, 173+41, 172+38, 158+48% der Norm FVIII jeweils
0, 0,5, 1, 2, 3, 4 und 6 Stunden nach DDAVP und fir vVWF:Ag im selben Zeitintervall
91+32, 172471, 209+76, 305156, 231+66, 187161, 162+62% der Norm). Das mittlere
Plattchenvolumen war von 1 bis 6 Stunden nach DDAVP signifikant gegeniber dem
Ausgangswert verringert (9.72+0,7, 9.63+0,8, 9.40+0,7, 9.40+0,7, 9.40+0,6, 9.51+0,9,
9.54+0,7fl je 0, 0,5, 1, 2, 3, 4 und 6 Stunden nach DDAVP), wahrend die
Plattchenzahl, abgesehen von einem signifikanten Abfall nach nur 0,5 Stunden, direkt
nach DDAVP, weitgehend unveréndert blieb.

Bemerkenswert bei den hier vorgestellten Daten ist jedoch, dass die CBA
vergleichsweise zum vVWF-Antigen etwas schneller und noch deutlich starker ansteigt,
aber auch rascher wieder abfallt (83+30, 369+240, 331+155, 404+212, 330+169,
250£126 und 149+65% der Norm jeweils 0, 0,5, 1, 2, 3, 4 und 6 Stunden nach
DDAVP). Der dann ermittelte Quotient CBANVWF:Ag erlaubt Aussagen Uber die
Funktionsfahigkeit des vVWF. Wahrend FVIII, vWF oder CBA mit dem Blutungsvolumen
BVa30.120s NUr schwach korrelieren (r= -0,61, -0,14 bzw. r= -0,72 in einer Analyse der
Mittelwerte je Abnahmezeitpunkt und r= -0,30, r= - 0,10, r= -0,41 in einer Analyse der
normierten Einzelwerte), zeigt der Quotient CBA/NWF:Ag mit dem BVzpi120s €ine
auffallig hohe Korrelation (r= -0,97 bzw. r= -0,62). Die wahrscheinliche Ursache ist die
Degradation der grof3en hochmolekularen VWF, da CBA hochempfindlich auf vWF-
Molekiile, denen zum Beispiel die groBen Multimere fehlen, reagieren. Direkt nach
DDAVP steigt der prozentuale Anteil der gro3en VWF, sinkt dann aber sofort wieder
und normalisiert sich innerhalb einiger Stunden, wie erganzende Daten aus
zusatzlichen Analysen an ausgewahlten Proben dieser Studie zeigen.

Dies deutet darauf hin, dass die Blutstillung durch DDAVP verbessert wird, nicht weil
die Gesamtkonzentration an VWF ansteigt, sondern weil dessen Anteil mit der

Collagenbindungsaktivitat ansteigt.

An Nebenwirkungen trat ein Flush im Gesicht/Halsbereich bei 50% der Probanden ein,
der nach 6 Stunden ausnahmslos nicht mehr nachweisbar war. Kopfschmerz
bemerkten 2 Probanden innerhalb 2h und 3 Probanden innerhalb von 6 bis 12h. Der
Blutdruckabfall und Puls war nicht signifikant. Die Miktion war im Mittel schon nach
2.75%1.2 Stunden nach DDAVP mdglich.

Insgesamt fiihrte die reduzierte Dosis von 0,2 ug/kgkG DDAVP zur Normalisierung
einer Blutungszeit, die zuvor durch 500mg ASS deutlich verlangert war, auch in

Anbetracht der Nebenwirkungen scheint daher eine Dosis von 0,3>ug/kgKG im
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Regelfall nicht erforderlich zu sein. Die Dauer der Blutungszeitveranderung war kiirzer
als die des FVIII-vWF-Anstiegs. Diese Erkenntnis sollte berticksichtigt werden, wenn
eine  Anwendung bei Plattchenfunktionsstérungen erfolgt, besonders unter
Berticksichtigung der temporaren Wirkung von DDAVP und der irreversiblen Wirkung

von Aspirin auf die Plattchen.

Die hier vorgestellten Daten bedingen folgende Empfehlung: Bei Plattchenfunktions-
stérungen sollte DDAVP mdglichst direkt bei Bedarf, d.h. unmittelbar vor der ge-
wlnschten Wirkung angewendet werden, z.B. intra- anstatt pra-operativ, denn die

Wirkung auf die Blutungszeit war in dieser Studie nur auf etwa 2 Stunden begrenzt.
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6 Abkilrzungsverzeichnis

ADP
aPTT
ASS
BCS
bzw.
cAMP
CBA
DDAVP
d.h.

etc.

FVII
Gplb
HLM-OP
HWZ

V.

KG

KHK
MPV
NacCl
PAF
PFA-100
RR-Messung

Adenosindiphosphat

aktivierte partielle Thromboplastinzeit
Acetylsalicylsaure

Behring Coagulation Systems
beziehungsweise

cyclo-AMP, zyklisches Adenosinmonophosphat
Collagenbindungsaktivitat

Desmopressin, 1-Deamino-8-D-Arginin-Vasopressin-Diacetat
das heif3t

et cetera

Faktor VIII

Glykoprotein Ib
Herz-Lungen-Maschinen-Operation
Halbwertzeit

intravenos

Korpergewicht

Koronare Herzkrankheit

mittleres Plattchenvolumen

Natrium-Chlorid

plattchenaktivierender Faktor
Platelet-Function-Analyzer-100
Riva-Rocci-Messung

Seite

tissue plasminogen activator, Gewebeplasminogenaktivator
von-Willebrand-Faktor
von-Willebrand-Syndrom

Verschlusszeit

zum Beispiel
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