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Im Rahmen des Notfall- und intensivmedizinischen Behandlungsspektrums von
Kleintierkliniken spielt die Transfusion von Blutprodukten zur therapeutischen Intervention
eine entscheidende Rolle. Lebensrettende MalRnahmen kénnen durch die Verabreichung
von Blutprodukten erzielt werden. Indikationen hierfiir sind unter anderem starke
Blutungen, eine disseminierte intravasale Koagulopathie (DIC) (Lanevschi und Wardrop
2001), normovolamische Anamien (Chiaramonte 2004) oder auch Koagulopathien
(Lanevschi und Wardrop 2001, Chiaramonte 2004). In kleineren Tierarztpraxen werden in
Notfallsituationen vorwiegend Vollblutkonserven fiir die Transfusion verwendet. Im
Unterschied hierzu steht in Kleintierkliniken eine effektivere Nutzung des Produktes im
Vordergrund. Durch den Einsatz einzelner Blutkomponenten wird eine spezifische
Behandlung ermdglicht und Risiken im Zusammenhang mit tGberfllssig verabreichten
Blutbestandteilen vermieden (Davidow 2013). Die Qualitat von Blut und Blutprodukten
spielt hierbei eine wichtige Rolle. Nach dem Arzneimittelgesetz (AMG) handelt es sich bei
Blut und Blutprodukten definitionsgemal um Arzneimittel (§2 Abs. 1 AMG; § 4 Abs. 2 AMG)

(Bundesministerium der Justiz und Verbraucherschutz 2016).

Heutzutage wird die Vollblutspende zeitnah nach ihrer Gewinnung in die Blutkomponenten
Plasma und Erythrozytenkonzentrat aufgeteilt. Die Herstellung von Blutkomponenten stellt
sich jedoch aufgrund des technischen, aber auch personellen Aufwandes als aufwandig dar.
Bei der konventionellen Methode zur Vollblutseparation wird unter anderem eine
Vollblutzentrifuge, ein Separator zur Trennung von Erythrozytenkonzentrat und Plasma
sowie entsprechend geschultes Personal bendtigt (Lucas et al. 2004). Daher ist es
winschenswert Alternativen in der Praxis zu etablieren, mit denen ohne groRen Aufwand
Blutprodukte zur therapeutischen Intervention hergestellt werden kénnen und sich gut in
den Praxisalltag integrieren lassen. In der Humanmedizin wurden Filtersysteme wie das
3M™ Blood Separation System der Firma 3M Deutschland GmbH entwickelt. Diese
Technologie wurde dazu konzipiert, um auf effiziente Weise Blutprodukte herstellen zu
kénnen, ohne auf eine Stromversorgung angewiesen sein zu missen. Das System

ermoglicht es mithilfe der Gravitation und ohne zusatzliche technische Ausstattung aus
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einer Vollblutkonserve das Plasma und das Erythrozytenkonzentrat separat zu gewinnen

(3M Deutschland GmbH 2016).

Aufgrund der Tatsache, dass die Blutkomponentenherstellung kleinere Tierarztpraxen ohne
Blutzentrifuge vor eine grofle Herausforderung stellt, ist es ein besonderer Reiz
Filtersysteme zur Vollblutseparation auch in der Tiermedizin verstarkt zu etablieren und

nutzen zu kénnen.

Nach dem Wissen der Autorin liegen in der Veterinarmedizin fir die Spezies Hund bislang
keine publizierten Daten vor, welche die Qualitidten der einzelnen Blutprodukte wahrend
ihres unterschiedlichen Herstellungsprozesses mit den oben genannten Verfahren
vergleichend erfassen. Das Ziel dieses Dissertationsprojektes ist die Evaluierung der Qualitat
von Blutprodukten die zum einen mit dem klassischen Verfahren der Vollblutzentrifugation

und zum anderen mit dem 3M™ Blood Separation System hergestellt wurden.
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Blutprodukte

Im Rahmen der Transfusionsmedizin spielt die Verfligbarkeit und die Auftrennung des
Vollblutes eine entscheidende Rolle. Um eine moglichst effektive Verwendung der
Blutprodukte zu ermdoglichen, wird das Vollblut in seine einzelnen Komponenten
aufgetrennt (Willer und Riedesel 1985). Die Verwendung von unterschiedlichen

Blutprodukten stellt heutzutage ein lGbliches Vorgehen dar (Ergtil Ekiz et al. 2012).

Um die einzelnen Blutkomponenten gewinnen zu kdnnen bedient man sich
unterschiedlicher physikalischer Verfahren, welche zur Auftrennung des Vollblutes fiihren.
Dies geschieht entweder mithilfe der Filtration des Vollblutes (Hornsey et al. 2005, Brune et
al. 2009, Johnson et al. 2015) oder Uber die Zentrifugation (Lucas et al. 2004). Die einzelnen
Blutprodukte unterscheiden sich zum einen in ihren jeweiligen Lagerungsbedingungen und
zum anderen natdirlich auch in ihrer Indikation zur Anwendung am Patienten. Im Folgenden

wird darauf ndher eingegangen.

Vollblut

Das Vollblut setzt sich zusammen aus dem Plasma mit seinen Proteinen und
Gerinnungsfaktoren sowie aus zelluldaren Komponenten wie den Leukozyten, Thrombozyten
und Erythrozyten (Chiaramonte 2004). In Notfallsituationen bei denen der Hund 50 %
seines Blutes verloren hat, bedarf es einer Vollbluttransfusion. Indikationen hierfir sind
starke Blutungen aufgrund von einer disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC),

Leberinsuffizienz, Himophilie oder einer Thrombozytopenie (Lanevschi und Wardrop 2001).
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Erythrozytenkonzentrat (EK)

Ein reines Erythrozytenkonzentrat (EK) kommt bei der Behandlung von normovolamischen
Andmien zum Einsatz, wenn der Patient nicht auf Gerinnungsfaktoren angewiesen ist
(Chiaramonte 2004). Das Erythrozytenkonzentrat kann durch die Zugabe von Stabilisatoren
wie z.B. Saline-Adenine-Glucose-Mannitol (SAG-M) bei 4 °C/-2 °C bis zu 42 Tagen gelagert
werden (Kisielewicz und Self 2014, Walton 2014).

Gefrorenes Frischplasma (GFP)

Plasma welches innerhalb von 6 h bei — 20 °C tiefgefroren wurde, stellt das sogenannte
gefrorene Frischplasma (Chiaramonte 2004) mit einer Haltbarkeit von bis zu einem Jahr dar.
Nach dieser Zeit kann es weitere vier Jahren gelagert werden, wird dann jedoch als
gefrorenes Plasma bezeichnet (Chiaramonte 2004, Rozanski und Laforcade 2004).
Gefrorenes Plasma dient der Therapie z.B. einer Himophilie B oder einer Rodentizid
Vergiftung (Lanevschi und Wardrop 2001). Das gefrorene Frischplasma findet bei der
Hypoproteinamie oder bei Koagulopathien Anwendung, da es wichtige Gerinnungsfaktoren
enthalt (Lanevschi und Wardrop 2001, Chiaramonte 2004). Es dient neben der
Verabreichung von Vit-K1-Praparaten der Therapie eines Vitamin - K - Mangels, einer
Leberinsuffizienz (welche zur einer Verminderung der Gerinnungsfaktoren fiihrt), der
Therapie einer DIC, der von — Willebrand — Krankheit, einer Himophilie A oder aber auch

einer Hamophilie B (Lanevschi und Wardrop 2001).

Qualitat von Blutprodukten
Aufgrund der Tatsache, dass die Qualitdt von Blutprodukten einen entscheidenden Faktor
fiir die Sicherheit des Blutproduktes darstellt, wird im Folgenden auf die Qualitatskriterien

fiir gefrorenes Frischplasma und fiir das Erythrozytenkonzentrat naher eingegangen.

Im Hinblick auf das gefrorene Frischplasma, sollte dieses Produkt nach der Herstellung
mindestens 50 % des Initialwertes der Gerinnungsfaktoren aufweisen. Zellulare
Komponenten wie Leukozyten diirfen lediglich <1x10°/I vorhanden sein, Erythrozyten

<3x10%/I und Thrombozyten <30x10°%/I. Eine Sterilitit des Produktes wird angestrebt sowie
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ein Fehlen von sichtbaren Ausfallungen. Fir das Erythrozytenkonzentrat wird ein
Hamatokrit von 0,50-0,75 I/l vorausgesetzt. Das Produkt sollte ebenfalls steril sein und ohne
Hinweise auf eine erkennbare Hamolyse (Bundesamt fiir Verbraucherschutz und

Lebensmittelsicherheit 2011).

Qualitatsbeeinflussende Faktoren der Blutprodukte

Die Qualitat der einzelnen Blutprodukte ist von diversen Faktoren abhangig. Diese sind zum
einen die Technik mit der das EK gewonnen wurde, die Wahl des verwendeten Blutbeutels,
die Lagerungstemperatur, das Medium in dem sich die Erythrozyten befinden,
biochemische Parameter sowie die Haufigkeit der Durchmischung der Erythrozyten mit
dem umgebenden Medium (Willer und Riedesel 1985). Einen Einfluss auf die Qualitat des
Plasmas haben die Art der Herstellung (Chan und Sparrow 2014, Johnson et al. 2015), die
Lagerungsdauer und die Temperaturbedingungen (Wardrop und Brooks 2001). Des
Weiteren wird die Plasmaqualitat durch unterschiedliche Methoden beeinflusst, um das

Plasma nach der Lagerung wieder aufzutauen (Pashmakova et al. 2015).

Zentrifugation von Vollblut

Die ZellgroRe und die Dichte der Blutzellen bestimmen das Sedimentationsverhalten.
Neben diesen Faktoren spielt auch die Flexibilitdt der Zellen eine Rolle. Diese ist abhangig
von der Temperatur, weshalb die Zentrifugation bei 20 °C oder héher durchgefiihrt werden
sollte. Eine weitere Rolle spielt die Viskositat des Mediums. Die Zentrifugation lauft in
mehreren Phasen ab (Abbildung 1). Zu Beginn der Zentrifugation befinden sich die Zellen in
einer Mischung aus dem Plasma und dem verwendeten Antikoagulanz. Wahrend der ersten
Phase der Zentrifugation erfolgt die Auftrennung der Zellen anhand ihres jeweiligen
Volumens. Thrombozyten werden aufgrund ihres geringeren Volumens weniger stark nach
auBen gedrangt, als Leukozyten und Erythrozyten, die ein hoheres Volumen aufweisen.
Aufgrund dessen lagern sich Leukozyten und Erythrozyten in Abhangigkeit von der
Zentrifugationsgeschwindigkeit und —zeit unterschiedlich innerhalb des Beutels ab. Im

unteren Teil des Beutels kommen zunachst die Leukozyten zum Liegen. Oberhalb dieser
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Schicht lagern sich die Erythrozyten ab und dariber befindet sich das thrombozytenreiche
Plasma. Mit fortschreitender Zentrifugationsdauer schlief3t sich die Phase an, innerhalb
derer die Zellen in Abhangigkeit ihres spezifischen Gewichtes separiert werden. Dies fihrt
dazu, dass die Sedimentation der Thrombozyten aus dem Plasma erfolgt. Die Erythrozyten
lagern sich am Boden des Beutels ab und driicken auf diese Weise die Leukozyten nach
oben. Am Ende der Zentrifugation sind folgende Schichten ausgebildet. Im unteren Teil des
Beutels befinden sich die Erythrozyten. In den dariiberliegenden Schichten kommen die
Leukozyten und Thrombozyten (,, Buffy Coat”) und dariber das zellfreie Plasma zum Liegen
(European Committee on Blood Transfusion 2015). Wurde vor der Zentrifugation eine
Leukozytendepletion durchgefiihrt, fehlt der ,,Buffy Coat”. Im Folgenden wird auf die

Leukozytendepletion ndher eingegangen.

1. Phase 2. Phase
Thrombozyten Thrombozyten
Erythrozyten ‘ Leukozyten
Leukozyten Erythrozyten

Abbildung 1: Phasen der Zellschichtung nach Volumen (1. Phase) und spezifischem Gewicht
(2. Phase)

Leukozytendepletion mittels Filtration

Die Entfernung der Leukozyten aus einer Blutkomponente wird als Leukozytendepletion
bezeichnet (Notomi et al. 2016). Die Leukozytendepletion ist von diversen
biophysikalischen Faktoren abhéngig. Diese sind die Menge der Leukozyten, die
Zusammensetzung des Plasmas, der Temperatur des Blutes beim Passieren des Filters, die
Flussrate und der Zeitpunkt der Leukozytendepletion im Anschluss an die Blutentnahme
(Dzik et al. 2000).

Wahrend des Herstellungsprozesses der Blutprodukte werden die Leukozyten und

Thrombozyten entfernt, um deren Freisetzung von bioaktiven Komponenten und Zytokinen
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zu vermeiden. Dies dient dazu, sowohl die Lagerungsschaden (,,storage lesions”) als auch
spatere Transfusionsreaktionen zu minimieren (Ergil Ekiz et al. 2012, Kisielewicz und Self
2014). Wahrend der Lagerung von Blutprodukten ohne vorherige Leukozytendepletion
kommt es zu einer Aggregation von Thrombozyten und Leukozyten, die nach der
Transfusion zu pathologischen Prozessen flihren (Brownlee et al. 2000). Callan et al. und
Purcell et al. zeigten, dass Erythrozytenkonzentrate ohne vorherige Leukozytendepletion
einen deutlich hoheren Gehalt an Interleukin-8 wahrend der Lagerung aufwiesen (Callan et
al. 2013, Purcell et al. 2015). McMichael et al. demonstrierten, dass durch die Entfernung
der Leukozyten und Thrombozyten vor der Lagerung des Erythrozytenkonzentrates das
Auftreten von inflammatorischen Prozessen nach einer Transfusion verringert wurde

(McMichael et al. 2010).

Im Rahmen der Lagerung setzen Leukozyten Proteasen (Bratosin D. et al. 2002) und Lipasen
frei (Hess 2006). Aufgrund der Tatsache, dass den Erythrozyten unter
Lagerungsbedingungen die protektiven Antiproteasen des Plasmas fehlen kommt es zum
Auftreten von einer Hamolyse (Bratosin D. et al. 2002). Sind im EK Leukozyten enthalten,
beeinflussen diese und ihre Nebenprodukte die Qualitat des Blutproduktes (Ergul Ekiz et al.
2012). Daher kann die Uberlebensfihigkeit der Erythrozyten durch eine vorherige
Leukozytenreduktion verbessert werden (Lacerda et al. 2014). Ein weiterer Vorteil in der
Leukozytendepletion liegt darin begriindet, dass die Leukozyten keine Glukose mehr
verstoffwechseln kdnnen und somit auch weniger Stoffwechselendprodukte anfallen (Hess
und Greenwalt 2002). Unter verschiedenen Gesichtspunkten bringt die
Leukozytendepletion somit wesentliche Vorteile mit sich. Die Erythrozytenkonzentrate
weisen nach ihrer Lagerung einen erhohten Gehalt an Erythrozyten, dem Hamoglobin (Hb),
dem packed cell volume (PCV) und einer vermehrten Menge an 2,3 — Diphosphoglycerat

(2,3-DPG) auf (Ergil Ekiz et al. 2012).

Auch unter der Berlicksichtigung von unerwiinschten Reaktionen im Anschluss an die
Transfusion bringt die Leukozytendepletion entscheidende Vorteile mit sich. Die
Anwesenheit von Leukozyten in Blutprodukten kann zu unerwiinschten Reaktionen im
Zusammenhang mit der Transfusion fiihren. Diese stellen beispielsweise die

transfusionsassoziierte Immunsuppression, die febrile nicht-hamolytische
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Transfusionsreaktion, die Entwicklung von Mikroemboli in der Lunge oder die
Alloimmunisierung gegen Thrombozyten dar (Brownlee et al. 2000, Lacerda et al. 2014).
Durch die Verwendung leukozytendepletierter Blutkomponenten reduziert dies das
Auftreten von Komplikationen im Anschluss an die Transfusion und minimiert das Risiko der
Ubertragung von Infektionskrankheiten (Brownlee et al. 2000, Dzik et al. 2000). Eine
Ubertragung von Infektionskrankheiten durch Blutprodukte mit Anaplasma
phagocytophilium, Anaplasma platys und Erlichia canis wurde bereits beschrieben (Sainz et

al. 2015), wenn der Spender zuvor infiziert war.

Nach den ,Leitlinien zur Gewinnung, Lagerung, Transport und Verarbeitung von Blut und
Blutprodukten im Veterinarbereich” sollte der Restleukozytengehalt des Plasmas nach der
Herstellung < 1 x 10%/1 und der Restthrombozytengehalt < 30 x 10%/I betragen (Bundesamt
flir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 2011). Die U.S. Food and Drug
Administration legt in ihrer Leitlinie fir die Humanmedizin folgende Kriterien bezlglich der
Leukozytendepletion fest. Nach der Leukozytendepletion des Vollblutes oder des
Erythrozytenkonzentrates miissen mindestens 85 % der Erythrozyten und nur noch weniger
als 5 x 10 ¢ Restleukozyten des Blutspenders im Produkt enthalten sein (Food and Drug
Administration Center for Biologics Evaluation and Research 2012). GemaR den
europadischen Leitlinien handelt es sich bei leukozytendepletiertem Vollblut
beziehungsweise bei leukozytendepletiertem Erythrozytenkonzentrat um ein Produkt,
welches sogar weniger als 1.0 x 10 ® Leukozyten enthilt (European Committee on Blood
Transfusion 2015). Nach Dzik et al. liegen keine wissenschaftlichen Hinweise vor, die den
Leukozytengehalt der Blutkomponenten nach den européischen Leitlinien favorisieren
wirden (Dzik et al. 2000). Die in der Humanmedizin verfigbaren Leukozytenfilter wurden
im Bereich der Veterinarmedizin fiir die Spezies Hund bisher nur in geringem Ausmal auf

ihre Effizienz hin untersucht (Ergil Ekiz et al. 2012).

Im Hinblick auf die Qualitdt des Plasmas zeigte sich in humanmedizinischen Studien, dass
die Leukozytendepletion in Abhadngigkeit des verwendeten Filters eine Reduktion an
Gerinnungsfaktoren mit sich bringen kann (Cardigan et al. 2001, Alhumaidan et al. 2013).
Cardigan et al. zeigten dies fir die Faktoren XlI, XI, IX, VIII und fir den Faktor V.

Moglicherweise fihrt eine negative Ladung auf der kiinstlichen Oberflache der
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verwendeten Filter zur einer Aktivierung der Gerinnung. Als weitere Ursache kénne auch
eine Bindung der Gerinnungsfaktoren an die Filteroberflache in Betracht gezogen werden.
Die beobachteten Verdanderungen in der Plasmaqualitdt scheinen jedoch weder einen
Einfluss auf den therapeutischen Nutzen, noch auf die Sicherheit des Plasmas zu haben
(Cardigan et al. 2001). Im Gegensatz dazu zeigten andere Forscher, dass die Filtration keine
Aktivierung der Gerinnung herbeiflihrt (Riggert et al. 1997, Heiden et al. 2004, Runkel et al.
2005, Aboul Enein et al. 2016).

Blutkonservierung

Die Medien in denen die Blutprodukte gelagert werden dienen dazu ihre Qualitat zu
erhalten. Es wird zwischen einer Stabilisatorlosung und einer Additiviosung unterschieden,
wobei zunachst auf die Stabilisatorlésung naher eingegangen wird. Das Antikoagulanz und
Konservierungsmittel Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD) wird fur Vollblut verwendet. Das
Citrat fihrt zur Hemmung der Gerinnungskaskade, indem es eine Bindung mit dem Calzium
(Ca?) im Blut eingeht (Willer und Riedesel 1985, Greening et al. 2010). Es kann die
Zellmembran nicht durchdringen und dient dazu, den intrazellularen pH-Wert
aufrechtzuerhalten (Kurup et al. 2003). Der Zusatz von Phosphat hat Auswirkungen auf ein
wichtiges Enzym der Glykolyse. Das Phosphat ist in der Lage, Giber die Zellmembran in die
Zelle einzudringen. Es fuhrt zur Aktivierung der Phosphofruktokinase (Besselink et al. 2003).
Dieses Enzym katalysiert wahrend der Glykolyse die Umwandlung von Fruktose — 6 —
Phosphat zu Fructose — 1,6 — bisphosphat, wodurch die Glykolyse voranschreitet und
Adenosintriphosphat (ATP) und 2,3 — DPG generiert werden (Rapoport,Tom, A. et al. 1976,
Harvey 2012). Das Phosphat hat auch eine Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung einer
physiologischen Sauerstoffbindungskurve (Willer und Riedesel 1985). Des Weiteren dient es
dazu das Laktat zu puffern, welches wahrend des erythrozytaren Stoffwechsels gebildet
wird (Lucas et al. 2004). Das Phosphat zeigt somit positive Effekte auf die Erythrozyten und
vermindert dadurch das Auftreten einer Himolyse (Hess et al. 2000, Besselink et al. 2003).
Eine weitere Komponente der CPD stellt die Dextrose dar, die als Metabolit fiir die
Glykolyse verwendet wird. Auf diesem Wege wird ATP generiert, welches eine Bedeutung

fiir das Uberleben der Erythrozyten mit sich bringt (Willer und Riedesel 1985).
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Bei Additiviosungen handelt es sich um proteinfreie Lésungen die dazu dienen, die
Uberlebensfihigkeit der Erythrozyten wahrend der Lagerung auszudehnen (Hess 2006,
Lacerda et al. 2014). Bei Saline-Adenine-Glucose-Mannitol (SAG-M) handelt es sich um eine
Additivlosung die aus Kochsalzlésung, Adenin, Glukose und Mannitol besteht, wobei die
Erythrozyten erst nach der Entfernung des Plasmas mit der Additiviosung in Kontakt
kommen (Greening et al. 2010, Gevi et al. 2012). Um die Uberlebensfihigkeit der
Erythrozyten zu verbessern und ihren Stoffwechsel aufrechtzuerhalten, sind die Zellen
unter anderem auf Mannitol und Adenin angewiesen (Lanevschi und Wardrop 2001). Das
Adenin ist in der Lage in die Erythrozyten einzudringen und es wirkt sich positiv auf den
ATP-Gehalt der Zellen aus (Wardrop et al. 1994, Kurup et al. 2003). Die Zugabe von Glukose
stellt eine Energiequelle fur die Zellen dar (Sparrow et al. 2014). Das Mannitol dient dazu,
Radikale abzufangen (Gevi et al. 2012) und die Membran zu stabilisieren (Antonelou et al.
2010). Es reduziert die osmotisch bedingte Schwellung der Erythrozyten und ist somit
hilfreich, das Auftreten der Hamolyse zu vermindern (Wardrop et al. 1994, H6gman 1998).
Unter der Verwendung von SAG-M ist es moglich, das EK (iber einen Zeitraum von 42 Tagen

bei 4 °C zu lagern (Ergul Ekiz et al. 2012, Walton 2014).

10
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Uberblick Gber die Physiologie der Blutgerinnung

Primdre Hamostase

Kommt es zur einer Schadigung des Endothels, bindet der von — Willebrand — Faktor (VWF)
an die Kollagenfaden (McMichael 2005). Der vWF kommt im Endothel, in Megakaryozyten
und in den Granula der Thrombozyten vor (Wagner 1990) und spielt Giber zwei Wege eine
Rolle in der Thrombus Formation (Ruggeri 2003). Zum einen beeinflusst er direkt die
Adhdsion von Thrombozyten und der extrazellularen Matrix. Zudem fihrt er dazu, dass sich
die Thrombozyten untereinander vernetzen. Indirekt wirkt der vWF darliber, dass er eine zu
schnelle Beseitigung des Faktor VIII aus dem Plasma verhindert. Um den Kontakt zwischen
dem vWF und den Thrombozyten herzustellen, verfliigen Thrombozyten liber diverse
Rezeptoren. Zum einen ist dies das Glykoprotein (GP) Iba, welches ein Bestandteil des GP Ib
—IX -V ist. Ein weiterer wichtiger Rezeptor ist im GP Ilb — llla Komplex enthalten und wird

als Integrin auPs bezeichnet (Ruggeri 2003).

Thrombozyten binden mithilfe ihres GP Iba an den vWF. Dies fihrt dazu, dass die
Thrombozyten aktiviert werden und ihre Konformation andern, welche zur
OberflachenvergroRerung der Thrombozyten fiihrt (Smith et al. 2005). Zudem exponieren
sie ihren Rezeptor Integrin oupPBs (McMichael 2005). Uber diesen Rezeptor kénnen
Thrombozyten sowohl an den vVWF, als auch an das Fibrinogen binden. Durch die
Thrombozytenaktivierung kommt es des Weiteren auch zur Degranulation. Thrombozyten
enthalten a —und delta — Granula. In den a — Granula befinden sich neben weiteren
Inhaltstoffen auch der Faktor V, Faktor VI, das Fibrinogen und der vWF. Die Delta —
Granula enthalten unter anderem Serotonin, ATP, ADP und Ca?*- lonen. Zudem enthalten
die Thrombozyten auch Thromboxan A, sowie den pldttchenaktivierenden Faktor
(McMichael 2005). Die Freisetzung des Granulainhaltes der Thrombozyten férdert die
Adhasion und Aggregation weiterer Thrombozyten. Auf diese Weise entsteht ein Pfropf aus

Thrombozyten (Smith et al. 2005).

11
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Sekundéare Hdmostase

Der Ablauf der sekunddren Hamostase wird nach aktuellem Stand durch zwei Modelle
erlautert. Zum einen handelt es sich hierbei um die Gerinnungskaskade und zum anderen
existiert die von Hoffman und Monroe entwickelte Theorie eines zellbasierten

Gerinnungsmodells (Hoffman und Monroe 2001).

Fiir das Verstandnis des Ablaufs der Blutgerinnung unter in vitro Bedingungen lieferte das
Kaskadenmodell einen entscheidenden Beitrag (Smith 2009). Traditionell wird die
sekundare Hamostase in einen intrinsischen und extrinsischen Weg eingeteilt, die in einem
gemeinsamen Weg miinden (Smith et al. 2005). Auf der Grundlage dieses Modells basiert
auch die Interpretation von Gerinnungstests mithilfe der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit (aPTT) und Prothrombinzeit (PT) (Smith et al. 2005, Smith 2009).
Aufgrund dessen wird im Folgenden auf das Kaskadenmodell ndher eingegangen. Ein

vereinfachtes Schema der Gerinnung ist in Abbildung 2 (S.14) dargestellt.

Intrinsischer Weg

In vitro erfolgt die Aktivierung des intrinsischen Weges (iber den Kontakt des Faktors Xl mit
dem Reagenzglas. In vivo wird der Faktor XIl durch negativ geladene Oberflachen wie freie
Kollagenfasern aktiviert (Stockham und Scott 2008) sowie durch das Zusammenspiel von
Prakallikrein und dem hochmolekularen Kininogen. Dadurch entsteht der Faktor Xlla
(a=aktiviert). Sowohl der Faktor Xll, als auch das Prakallikrein sind Ca?* unabhangig, sodass
es trotz der Verwendung eines Citrat Antikoagulanz zur Aktivierung der Gerinnung im
Reagenzglas kommt. Nach der Bildung des Faktors Xlla aktiviert dieser den Faktor XI, sodass
der Faktor Xla entsteht. Fiir diesen Reaktionsablauf ist wiederum das hochmolekulare
Kininogen erforderlich. Das Prakallikrein beschleunigt die Reaktion. In einem nachsten
Schritt aktiviert der Faktor Xla den Faktor IX (McMichael 2012). Eine weitere Moglichkeit in
der Aktivierung des Faktors IX spielt der TF (tissue factor) — Vlla — Komplex, welcher den
Faktor IX in den Faktor IXa Uberfihrt (Smith et al. 2005). Die sogenannte Josso — Schleife
verdeutlicht, dass in vivo der extrinsische und intrinsische Weg nicht strikt voneinander
getrennt sind (Bauer und Moritz 2008). Auf der Oberflache von aktivierten Thrombozyten

bilden die Phospholipide zusammen mit dem Faktor Vllila, Faktor IXa und Ca%* den

12
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sogenannten Tenasekomplex, der den Faktor X in den Faktor Xa Uberfihrt (Smith et al.

2005, McMichael 2012).

Extrinsischer Weg

Die plasmatische Gerinnung wird durch das Gewebethromboplastin (Tissue Factor (TF)) und
den Faktor Vlla aktiviert. Der Faktor VII zirkuliert bereits in geringer Menge (1 %) in seiner
aktiven Form im Blut und stellt diesbeziiglich einen Unterschied zu den anderen
Gerinnungsfaktoren dar (P6tzsch und Madlener 2010). Kommt es durch eine Lasion zum
Freiliegen des Tissue Factors, fiihrt dieser im Zusammenspiel mit Ca?* zur Aktivierung des
Faktors VIl in den Faktor Vlla. Der TF bildet zusammen mit dem Faktor Vlla, Ca®* und
Phospholipiden einen Komplex, der dazu dient den Faktor X in den Faktor Xa umzuwandeln

(Stockham und Scott 2008).

Gemeinsamer Weg

Auf der Oberflache der aktivierten Thrombozyten bilden die Phospholipide zusammen mit
dem Faktor Va, Faktor Xa und Ca?* den sogenannten Prothrombinasekomplex, der
Prothrombin (Fll) in Thrombin tGberfiihrt (Smith et al. 2005, McMichael 2012). Uber einen
positiven Riickkopplungsmechanismus der zur Verstarkung der Gerinnung flihrt, aktiviert
das Thrombin den Faktor V, Faktor VIl und Faktor Xl und fiihrt des Weiteren dazu, dass das
Fibrinogen in Fibrinmonomere Uberfihrt wird (Smith et al. 2005). Aus den
Fibrinmonomeren entstehen nach der Aktivierung des Faktors Xlll (bedingt durch das
Thrombin) die Fibrinpolymere. Der sogenannte rote Thrombus entsteht dadurch, dass sich

Erythrozyten im Fibrinnetz verfangen (Bauer und Moritz 2008).

13
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Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg

‘ + Oberflachenkontakt

Gemeinsamer Weg
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Abbildung 2: Vereinfachtes Schema der Gerinnung sowie der Faktoren der aktivierten
partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) und Prothrombinzeit ( PT)
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Gerinnungsinhibition

Gerinnungshemmer wie das Antithrombin spielen eine wichtige Rolle, um eine zu starke
Gerinnung zu vermeiden. Die Regulation der Gerinnung dient der Aufrechterhaltung des
Gleichgewichtes von Antikoagulation und Koagulation (Smith et al. 2005) und gewéhrleistet
die FlieRfahigkeit des Blutes (Voigt et al. 2016). Das in der Leber gebildete Antithrombin
flihrt zur Hemmung von Thrombin sowie den Faktoren Xlla, Xla, IXa und Xa (Smith et al.
2005, Voigt et al. 2016). Das Antithrombin blockiert hierbei das aktive Zentrum der
Faktoren Xa und lla Gber eine kovalente Bindung und fiihrt somit zu deren Inaktivierung
(P6tzsch und Madlener 2010). Die von den Endothelzellen synthetisierten Heparansulfat —
Proteoglykane haben einen Einfluss auf das Antithrombin. Seine Wirkung wird
beschleunigt, wenn die Heparansulfat — Proteoglykane an das Antithrombin binden

(Shimada et al. 1991).

Neben dem Antithrombin spielen weitere Mechanismen bei der Gerinnung eine Rolle. Auf
der Oberflache von Endothelzellen wird das Thrombomodulin exprimiert. An dieses bindet
das Thrombin. Der Komplex aus Thrombomodulin und Thrombin aktiviert das Protein C,
welches sich im Plasma befindet. Zusammen mit dem Protein S flihrt das Protein C zur
Hemmung der Gerinnung, indem die Proteolyse von Faktor Va und Faktor Vllla erfolgt
(Esmon 2006). Dies hat Auswirkungen auf die Aktivitat des Tenase — und
Prothrombinasekomplexes (P6tzsch und Madlener 2010).

Der vom Endothel gebildete Tissue factor pathway inhibitor fiihrt zur Hemmung des Faktors
Xa sowie des TF — FVlla — Komplexes und greift auf diese Weise in die Gerinnung ein

(Hackeng et al. 2009).

Fibrinolyse

Parallel zur Gerinnung wird auch die Fibrinolyse aktiviert, um eine zu starke Fibrinbildung zu
vermeiden (Voigt et al. 2016). Des Weiteren dient die Fibrinolyse dazu, die
Wiederherstellung der physiologischen GefaBbeschaffenheit zu gewahrleisten (Stockham
und Scott 2008). Aus dem geschéadigten Bereich des Endothels wird der tissue plasminogen
activator freigesetzt, welcher dazu dient das Plasminogen in das Plasmin umzuwandeln

(Harvey 2012). Neben diesem Aktivierungsmechanismus wird das Plasminogen auch durch
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die Urokinase aktiviert sowie durch den Faktor Xlla im Zusammenspiel mit dem Kallikrein
(Voigt et al. 2016). Das entstandene Plasmin bedingt eine Hydrolyse des Fibrins, sodass auf
diese Weise Fibrinspaltprodukte wie die D — Dimere entstehen (Nelson und Andreasen
2003, Harvey 2012). Das Plasmin fiihrt des Weiteren auch zum Abbau von Fibrinogen,
Faktor Vllla, Faktor Va, vWF sowie weiteren Faktoren, welche prothrombotische
Eigenschaften besitzen (Stockham und Scott 2008). Die Abbauprodukte des Fibrins
charakterisieren sich durch antihdmostatische Eigenschaften (Harvey 2012) und hemmen

die Funktion von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten (Smith et al. 2005).

Gerinnungsuntersuchungen

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)

Fiir die Evaluierung des intrinsischen und gemeinsamen Weges der Blutgerinnung bedient
man sich dem Test zur Bestimmung der aktivierten partielle Thromboplastinzeit, aPTT. Das
Augenmerk liegt hier auf den Faktoren VI, IX, XI Xl fir den intrinsischen Weg sowie auf
den Faktoren V, X, dem Prothrombin und Fibrinogen fiir den gemeinsamen Weg (Herring
und McMichael 2012). Um die aPTT ermitteln zu kénnen wird das zu testende Citrat —
Plasma auf 37 °C erwarmt und mit Oberflachenaktivatoren (wie Silikaten oder Kaolin) sowie
mit Phospholipiden (partielles Thromboplastin) inkubiert. Eine Aktivierung der Gerinnung
Uber den Faktor Xla hinaus wird gehemmt, durch die Chelation des Ca?* (iber das Citrat. Im
Anschluss an eine definierte Inkubationszeit erfolgt die Zugabe von vorgewarmten
Kalziumchlorid. Dies dient dazu, dem Effekt des Citrates entgegenzuwirken und ermdglicht
eine Fibrinpolymerisation. Die Messung des Fibringerinnsels kann entweder nach
elektromechanischen oder optischen Messprinzipien erfolgen. Die aPTT wird als die Zeit
definiert, die ab dem Zeitpunkt der Kalziumchloridzugabe bis zur Detektion des

Blutgerinnsels verstreicht (Stockham und Scott 2008).
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Prothrombinzeit (PT)

Der Test zur Bestimmung der Prothrombinzeit dient der Evaluierung des gemeinsamen
sowie des extrinsischen Weges der Blutgerinnung. Er zielt auf das Fibrinogen, Prothrombin
sowie auf die Faktoren V, X und VIl ab (Herring und McMichael 2012). Fiir die
Testdurchfiihrung zur Ermittlung der PT erfolgt zunachst die separate Erwarmung der
Plasma Probe sowie des Calcium — Thromboplastin — Reagenzes. In diesem Reagenz
befinden sich der TF und Phospholipide. Nach der Erwdarmung wird eine kleine Menge des
Reagenzes mit der Plasmaprobe in Kontakt gebracht, sodass es zur Aktivierung der
Gerinnung kommt. Auf diese Weise entstehen zunachst Fibrinmonomere die im Anschluss
daran polymerisieren. Es bildet sich unlésliches Fibrin, dessen Detektion entweder auf
optische oder elektromechanische Weise erfolgen kann. Die Prothrombinzeit wird als die
Zeit definiert, die von der Zugabe des Reagenzes bis zur Detektion vom Blutgerinnsels

verstreicht (Stockham und Scott 2008).

Faktor VIl und Faktor V

Fiir die Untersuchung der einzelnen Gerinnungsfaktoren wurden spezielle Assays
entwickelt, um der Ursache einer verlangerten aPTT oder PT auf den Grund zu gehen. Mit
einem modifizierten PT - Test kann die jeweilige Aktivitat firr die Faktoren II, FV, FX und des
Faktors VIl ermittelt werden. Die Aktivitat der Gerinnungsfaktoren V, VIII, IX, Xl und XII Iasst
sich jeweils mithilfe eines modifizierten aPTT - Testes ermitteln. Diese Tests werden in
Kombination mit einem Mangelplasma — Reagenz durchgefiihrt. Das Mangelplasma enthalt
einen Uberschuss aller Gerinnungsfaktoren mit Ausnahme des zu bestimmenden
Gerinnungsfaktors, welcher entweder nur in einer sehr geringen beziehungsweise nicht

nachweisbaren Menge vorliegen darf (Lubas et al. 2010).

In einem ersten Schritt erfolgt die Verdiinnung (1:10) der zu untersuchenden Plasmaprobe.
Das verdiinnte Plasma wird mit dem Mangelplasma in Kontakt gebracht. Die Aktivitat des
betreffenden Faktors in der Probe beeinflusst die Gerinnungszeit des Testansatzes. Die
Korrektur der Gerinnungszeit des Mangelplasmas verhalt sich proportional zur Aktivitat des

betreffenden Faktors. Mithilfe von speziesspezifischem Poolplasma (100 % des jeweiligen
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Faktors) wird eine Referenzkurve erstellt. Das Ergebnis wird als Prozent der Norm

angegeben (Lubas et al. 2010).

Fibrinogen

Das Fibrinogen stellt einen Marker fiir den gemeinsamen Weg der Gerinnung dar. Fir die
Bestimmung des Fibrinogens im Plasma bedient man sich am haufigsten der Methode nach
Clauss (Herring und McMichael 2012). Gemessen wird die Fibrinogenaktivitat, welche tGber
eine modifizierte Thrombinzeit nach Clauss (TTciuss) ermittelt wird. Hierzu wird die
Plasmaprobe zunachst verdinnt und im Anschluss daran eine erhéhte Konzentration an
Thrombin hinzugefiigt. Anhand von Proben mit bekanntem Fibrinogen wird eine
Referenzkurve erstellt anhand derer die TTcpauss fUr die zu untersuchende Probe ermittelt
wird. Die TTaauss verhalt sich antiproportional zum Fibrinogen. Es ist zu berlicksichtigen, dass
die TTcauss in Sekunden angegeben wird, wohingegen die Fibrinogenwerte in umol/L oder in
mg/dL angegeben werden und sich die Werte Gber die Referenzkurve ablesen lassen

(Stockham und Scott 2008).

Antithrombin

Die Untersuchung des Antithrombins im Plasma erfolgt vorwiegend auf Grundlage von
funktionellen Messprinzipien. Daneben besteht die Mdoglichkeit, das Antithrombin iber
immunologische Methoden zu bestimmen, jedoch liefert diese Methode keine Hinweise
beziiglich der Funktionalitdt des Antithrombins. Bei der Testdurchfiihrung wird ein Reagenz,
welches Heparin enthalt mit dem Plasma in Kontakt gebracht. Je nachdem welche
Methodik Anwendung findet, wird des Weiteren ein Uberschuss des Faktors Xa oder des
Thrombins sowie chromogenes Substrat fir den Faktor Xa beziehungsweise fir das
Thrombin hinzugegeben. Das Antithrombin in der Probe beeinflusst die Aktivitdt vom
Faktor Xa sowie vom Thrombin. Mittels Photometrie erfolgt die Detektion eines
Farbumschlages. Ein geringer Farbumschlag ist zurlickzufiihren auf eine geringe Aktivitat
des Faktors Xa oder des Thrombins, da vermehrt Antithrombin in der Probe vorhanden ist.

Die Units stellen die prozentuale Aktivitdt der Probe dar, die mit einem speziesspezifischen
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Poolplasma verglichen wird. Dieser Plasmapool weiflt eine 100 % ige Aktivitat auf

(Stockham und Scott 2008).

VWF — Antigen Test

Mithilfe des VWF — Antigen Tests wird die Konzentration an vVWF innerhalb der Probe
bestimmt. Es handelt sich hierbei um einen quantitativen Enzyme — linked Immunosorbent
Assay (ELISA). In der Veterindrmedizin wird der Test zur vWF-Antigen Bestimmung
vorwiegend mithilfe dieser Methode durchgefiihrt. Unter der Verwendung von anti — vWF
Antikorpern wird die Menge des vVWF — Antigens ermittelt (Herring und McMichael 2012).
Die Ergebnisse werden in Prozent angegeben. Als Vergleichswert dient speziesspezifisches
Poolplasma (100 % von — Willebrand — Faktor — Antigen (VWF : Ag)). Werte unterhalb von
50 % zeigen eine verminderte Konzentration des von — Willebrand — Faktors an (Stockham

und Scott 2008).

Kapillarzonenelektrophorese/EiweilRelektrophorese

Eine Elektrophorese wird verwendet um die einzelnen Proteinfraktionen, als auch ihre
Quantitat bestimmen zu kdnnen. Das Verfahren erméglicht die Auftrennung der Proteine in
Abhangigkeit ihrer jeweiligen elektrischen Ladung und GroBe (Tappin et al. 2011). Mithilfe
der Elektrophorese lassen sich fiinf bzw. sechs Fraktionen an Proteinen darstellen. Neben
dem Albumin handelt es sich hierbei um die a1 —, az—, 1 —, B2—und die y — Globuline

(Abate et al. 2000, Crivellente et al. 2008).

Die Elektrophorese wird vor allen Dingen fiir Proben aus Serum verwendet, jedoch kann sie
auch mit einer Plasmaprobe durchgefiihrt werden (Tothova et al. 2016). Der Grund weshalb
vorwiegend Serumproben verwendet werden liegt darin begriindet, dass es anders als
Plasma kein Fibrinogen enthalt. Im Elektropherogramm erschwert das Fibrinogen die klare
Trennung der B — und y — Region, weil sich das Fibrinogen dazwischen lagert (Rossi et al.
2008, Errico et al. 2012, Tothova et al. 2016). Nach Errico et al. ergeben die
elektrophoretischen Analysen von Serum und Plasma dieselbe diagnostische Information.

Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass es bei Plasma zur einer Uberschitzung der B —

19



Literaturiibersicht

Globulin Fraktion kommen kann (Errico et al. 2012). Andere Wissenschaftler wie Martinez-
Subiela et al. konnten nach der Durchfiihrung der Kapillarzonenelektrophorese keinen Peak
im Elektropherogramm zwischen der § — und y — Region nachweisen (Martinez-Subiela et

al. 2002).

Die Kapillarelektrophorese stellt eine Alternative zu anderen Elektrophoreseverfahren dar.
Dies begriindet sich in der geringen bendtigten Probenmenge, ihrer schnellen
Durchfiihrbarkeit, guten Aufspaltung und Prazision (Crivellente et al. 2008). Sie findet
aufgrund ihrer technischen Vorteile auch Anwendung in der Veterindrmedizin (Giordano

und Paltrinieri 2010).

Beim Verfahren der Kapillarzonenelektrophorese findet die Auftrennung der einzelnen
Proteinfraktionen in einer Quarzglaskapillare innerhalb eines flissigen Mediums statt
(Bossuyt 2003). Diese Kapillare enthalt Silanolgruppen und weist eine negative Ladung auf,
wenn ein pH — Wert von 10 vorliegt. Die sich in der Elektrolytlésung befindlichen Kationen
lagern sich unter Anlegung einer elektrischen Spannung an die Wand der Kapillare an und
wandern in Richtung Kathode. Auf diese Weise erzeugen sie einen elektroosmotischen Fluss
in Richtung der Kathode und ziehen die Elektrolytlosung mit sich (Bossuyt 2003). Die
Proteine trennen sich aufgrund ihrer unterschiedlichen physikalischen und chemischen
Eigenschaften auf (Tothova et al. 2016). Je nach der GroRe und Ladung der Proteine werden
negativ geladene Proteine von der Anode angezogen. Die y — Globuline haben eine
geringere negative Ladung im Vergleich zum Albumin. Aus diesem Grunde wandert das
Albumin im Unterschied zu den y — Globulinen verzégert mit dem elektroosmotischen Fluss
mit und wird am kathodenseitig angebrachten Detektor erst spater detektiert. Die
Quantifizierung und Detektion der Proteine ergibt sich aus der Absorption des UV — Lichtes
(Bossuyt 2003). Die ,,Peaks” die wahrend der Elektrophorese graphisch dargestellt werden,

stellen die unterschiedlichen Proteinfraktionen dar (Zaias et al. 2009).
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Albumin und Globuline

Beim Albumin handelt es sich um ein Protein mit einem Molekulargewicht von 69
Kilodalton und einem Durchmesser von 36 nm (Brunker 2005). Das Albumin und ein
Grol3teil der Globuline werden in der Leber synthetisiert, wohingegen die Immunglobuline
von B — Lymphozyten und Plasmazellen gebildet werden. Die Plasmaproteine weisen
verschiedene Funktionen auf. Dazu zahlt die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen
Druckes, vorwiegend durch das Albumin. Des Weiteren haben Plasmaproteine eine
Pufferfunktion und dienen als Transportmedium fiir diverse Stoffe (McGrotty und
Knottenbelt 2002). Wie bereits erwdhnt gibt es unterschiedliche Fraktionen an Proteinen,
die wiederum aus unterschiedlichen Proteinen zusammengesetzt sind. Die Fraktion der a; —
Globuline beinhaltet beispielsweise das a; — Lipoprotein, das a1 — Antitrypsin und das a; —
Antichymotrypsin. Zur Gruppe der a, — Globuline lassen sich das Haptoglobin sowie das a; —
Makroglobulin zuordnen (Stockham und Scott 2008). Zur Fraktion der  — Globuline
gehoren unter anderem Lipoproteine, das Transferrin, die Immunglobuline A und M sowie
Komplementkomponenten (Tappin et al. 2011). Die y — Globuline bestehen hauptséachlich
aus Immunglobulinen und dienen der Kérperabwehr (Tothova et al. 2016). Zu ihrer Gruppe

zdhlen neben dem C — reaktiven Protein die Immunglobuline E und G (Tappin et al. 2011).

Erythrozyten

Bei Erythrozyten handelt es sich um rote Blutzellen die Himoglobin enthalten (Morera und
MacKenzie 2011). Sie charakterisieren sich durch die Form einer bikonkaven Scheibe und
weisen eine hohe Verformbarkeit auf. Diese spielt eine wichtige Rolle fir den Blutfluss
(Guest et al. 1963).

Die Hauptfunktion der Erythrozyten liegt im Austausch von diversen Gasen. Sie stellen ein
wichtiges Transportmedium von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid dar. Neben dieser
Hauptfunktion kommen Erythrozyten weitere Funktionen zu, wie beispielsweise die der

Redox-Homoostase (Morera und MacKenzie 2011).
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Hamoglobin und seine Wechselwirkung mit Oz und CO;

Das Hamoglobin besteht aus vier Polypeptidketten die sich in zwei o — und zwei B — Ketten
einteilen lassen. Jede Polypeptidkette besitzt eine Hdim — Gruppe (Marengo-Rowe 2006).
Das Hamoglobin liegt in unterschiedlichen Konformationen vor. In der R — (relaxed) Form
zeigt das Hamoglobin eine hohe Affinitat zur Bindung von O,. Das Desoxyhamoglobin
hingegen liegt in der T — (tense) Form vor und hat eine geringe Affinitat zur O, — Bindung
(Lukin und Ho 2004, Jensen 2004). Eine hohe Affinitat des Hamoglobins flr O, fihrt zur
einer erleichterten O,— Aufnahme in der Lunge, fihrt jedoch zur einer erschwerten Abgabe
an das Gewebe. Eine verringerte Affinitdt des Hamoglobins fir O, resultiert hingegen in

einer erleichterten Sauerstoffabgabe an das Gewebe (Morgan 1999).

Die sogenannte Sauerstoffbindungskurve bildet den Zusammenhang zwischen der
Sauerstoffsattigung auf der Y-Achse und dem O, — Partialdruck auf der X-Achse graphisch
ab. Sie ist durch einen sigmoidalen Verlauf charakterisiert (Morgan 1999). Der Verlauf der
Sauerstoffbindungskurve ist auf die Konformationsdanderung des Hamoglobins unter der O,
— Anlagerung zuriickzufihren. Die Anlagerung des ersten O,— Molekidils an das
desoxygenierte Himoglobin bedingt eine Konformationsanderung der betreffenden
Polypeptidkette. Diese hat einen Einfluss auf die anderen drei Polypeptidketten, welche als
Resultat dessen eine erhdhte Sauerstoffaffinitat aufweisen. Dieser Vorgang wird als
Kooperativitat bezeichnet. Unter dem Begriff des Halbsattigungspartialdrucks (Pso) ist der
Sauerstoffpartialdruck (pO2) zu verstehen, der notwendig ist um eine flinfzigprozentige
Sattigung des Hamoglobins zu erzielen (Gros 2009). Aufgrund rassebedingter Unterschiede
ist der Psp beim Hund sehr variabel. Dies ist vermutlich auf strukturelle Unterschiede sowie
auf die Vielfaltigkeit der B — Kette (Clerbaux et al. 1993), als auch der a — Kette bei den
unterschiedlichen Hunderassen zurilickzufiihren (Cambier et al. 2004). Die Position der
Sauerstoffbindungskurve bestimmt die O, — Abgabe an das Gewebe und die O, — Aufnahme
in der Lunge (Cambier et al. 2004). Allosterische Verdanderungen innerhalb des
Hamoglobinmolekiils beeinflussen die Sauerstoffbindung am Hamoglobin und resultieren in
einer Verschiebung der Sauerstoffbindungskurve (Morgan 1999). Der Bohreffekt beschreibt
den Einfluss vom pH-Wert und dem Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) Das Kohlenstoffdioxid
sowie Protonen binden bevorzugt an das Desoxyhamoglobin (Tyuma 1984). Ein geringer pH

— Wert resultiert somit in einer geringeren O, — Affinitat des Hamoglobins (Storz und
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Moriyama 2008), ebenso wie ein Anstieg der CO,— Konzentration (Zheng et al. 2013). Des
Weiteren wird die Sauerstoffbindungsaffinitat des Hdmoglobins tber das 2,3 -
Diphosphoglycerat (2,3 — DPG) beeinflusst (Cambier et al. 2004). Es handelt sich hierbei um
einen erythrozytdren Energiespeicher (van Wijk und van Solinge 2005), als auch um einen
Phosphatspeicher (lkura et al. 1976). Das 2,3 — DPG fiihrt zur Rechtsverschiebung der
Sauerstoffbindungskurve (Willer und Riedesel 1985).

Die Wechselwirkung des CO, mit dem Erythrozyten wird im Folgenden naher beschrieben.
Das aus dem Gewebe entlassene CO, dringt Gber die Diffusion in den Erythrozyten ein. Im
Inneren des Erythrozyten ist die Carboanhydrase lokalisiert. Diese katalysiert die
Umwandlung von CO, und Wasser (H,0) zu Bicarbonat (HCOs’) und Protonen (H*). Der
GroRteil des HCOs wird nach extrazellular transportiert, wobei Chlorid — lonen in das
Zellinnere befordert werden. Das Himoglobin ist dazu in der Lage, einen kleinen Teil des
CO; als Carbamat an sich zu binden. Dies hat einen Einfluss auf die O,— Bindung des
Hamoglobins (Bardgard und Brix 1997). Die Aufnahmefahigkeit des Blutes fiur CO, wird
durch desoxygeniertes Blut gesteigert. Dieser Mechanismus wird als Haldane — Effekt
bezeichnet und spielt eine Bedeutung bei der O,— Abgabe an das Gewebe und der dortigen

Aufnahme von CO; (Gros 2009).

Metabolismus der Erythrozyten

Im Rahmen der Glykolyse (Embden — Meyerhof — Weg) entstehen aus einem
Glukosemolekiil zwei Molekiile ATP sowie zwei Molekiile Laktat. Aufgrund der Tatsache,
dass Erythrozyten keine Mitochondrien besitzen stellt der Embden — Meyerhof — Weg die
einzige Moglichkeit dar ATP zu synthetisieren (Weiss und Wardrop 2010). Die Hexokinase,
Phosphofructokinase und die die Pyruvatkinase sind hierbei die
geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme der Glykolyse (Mueggler et al. 1980). Die Glykolyse
ist durch sich andernde pH-Werte beeinflussbar. Ein gesteigerter pH-Wert fiihrt zur einer
erhohten Glykolyse. Es kommt zur vermehrten Bildung von 1,3- Diphosphoglycerat (1,3 —
DPG) und somit zu einer Steigerung von 2,3 — DPG (Mueggler et al. 1980). Das 2,3 —DPG
wird im Rahmen des Rapoport — Luebering — Zyklus gebildet. Hierfir die ist 2,3 —

Diphosphoglyceromutase (2,3 — DPGM) verantwortlich, welche ein multifunktionales Enzym
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darstellt (Mueggler und Black 1982). Die Bildung von 2,3 — DPG wird durch unterschiedliche
Faktoren beeinflusst. Stimuliert wird seine Bildung wie erwahnt durch einen erhéhten pH —
Wert des Blutes sowie durch eine Steigerung des anorganischen Phosphat Gehaltes (Harvey

2012).

Metabolismus der Erythrozyten aulerhalb physiologischer Bedingungen

Durch die Lagerung des Erythrozytenkonzentrates sind die Zellen verdnderten Bedingungen
ausgesetzt. Zum einen sind die Lagerungstemperaturen geringer, als unter physiologischen
Bedingungen und zum anderen handelt sich um ein geschlossenes System. Wahrend der
Lagerung unterliegen Erythrozyten metabolischen, strukturellen sowie funktionellen
Veranderungen. Diese treten trotz der Anwesenheit von Additividsungen auf und werden
unter dem Begriff der Lagerungsschaden (,,storage lesions“) zusammengefasst (Price et al.
1988, Hess 2010, Ergiil Ekiz et al. 2012, Blasi et al. 2012, Gevi et al. 2012, Lacerda et al.
2014). Die Lagerungsschaden die wahrend der Lagerung humaner Blutprodukte auftreten
sind vielfaltig beschrieben, wohingegen ihre Beschreibung in der Veterindrmedizin duRerst
rar ist. Laut Lacerda et al. sind die in der Humanmedizin beschriebenen Lagerungsschaden

mit denen in caninen Blutprodukten vergleichbar (Lacerda et al. 2014).

Die lagerungsbedingten metabolischen, strukturellen und funktionellen Verdanderungen der
Zellen werden im Folgenden naher erldutert. Wahrend der Lagerung schreitet der
Metabolismus fort (Hogman 1998). Durch die weiterhin stattfindende Verstoffwechselung
der Glukose kommt es zur Anhdufung von Pyruvat, Laktat und Protonen. Es bildet sich ein
saures Medium, da es zum Absinken des pH — Wertes kommt (Willer und Riedesel 1985,
Hess 2010, Ergil Ekiz et al. 2012). Die Protonen haben eine hemmende Wirkung auf zwei
wichtige Enzyme der Glykolyse, die Hexokinase und Phosphofruktokinase. Auf diese Weise
wird weniger ATP gebildet. Die Azidose flihrt folglich dazu, dass die Glykolyserate

verlangsamt wird. (Hess 2010).

Der oben beschriebene Abfall des pH — Wertes bringt weitere Verdnderungen mit sich. Er
flihrt auch zur einer verminderten Bildung von 2,3 — DPG (Ergll Ekiz et al. 2012, Lacerda et

al. 2014). Das 2,3 — DPG spielt eine Schlisselrolle fiir die Sauerstoffbindung und
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Sauerstoffabgabe Gber das Himoglobin. Das 2,3 — DPG steigert seine Hdm — Ham —
Wechselwirkung und senkt die O, — Affinitat des Himoglobins (Benesch und Benesch 1967).
Durch das Absinken des 2,3 — DPG Gehaltes verschiebt sich die Sauerstoffbindungskurve
nach links. Dies hat zur Folge, dass das O, schlecht vom Hamoglobin abgegeben werden
kann (Willer und Riedesel 1985). Dieser Lagerungsschaden hat somit einen Einfluss auf die

Sauerstoffabgabe und wirkt sich auf die Funktionalitdt der Zelle aus (Blasi et al. 2012).

Eine zu lange Lagerungsdauer der Erythrozyten in einer Blutbank resultiert in einer
Verminderung des ATP — Gehaltes, sodass die physiologische Erythrozytenform durch das
Enzym Flippase nicht mehr eingehalten werden kann (Devaux et al. 2008). Die Tatsache,
dass sich das Phosphatidylserin nun auf die duSere Membranseite hin verlagert, flihrt zu
Membranveranderungen der Erythrozyten, beeinflusst die Morphologie der Zellen und
bringt proinflammatorische und prokoagulatorische Eigenschaften mit sich (Solheim et al.
2004, Hess 2010, Blasi et al. 2012). Die Formveranderungen der Erythrozyten kénnen
reversibler oder irreversibler Natur sein. Es entstehen Echinozyten, Stomatozyten sowie

Spharozyten und Ovalozyten (Blasi et al. 2012).

Die oben beschriebene Abnahme des ATP — Gehaltes fiihrt weiterhin dazu, dass weitere
Zellinhaltsstoffe freigesetzt werden, weil die Natrium — Kalium — ATPase funktionsunfahig
wird. Dies fuhrt dazu, dass sich Natrium (Na*) lonen lber die semipermeable Membran im
Zellinneren anreichern, wohingegen sich Kalium (K*) lonen auRerhalb der Zelle ansammeln
(Erglil Ekiz et al. 2012, Adams et al. 2015). Weitere Veranderungen, die wahrend der
Lagerung eintreten sind die Bildung von Mikrovesikeln sowie die Freisetzung von freiem
Hamoglobin (Hess 2010, Hess 2014). Eine Schadigung der Zelle fihrt dariber hinaus auch
zur Freisetzung der Laktatdehydrogenase (LDH) (Marconato et al. 2009, Chaudhary und
Katharia 2012).

25



Literaturiibersicht

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen dieses Dissertationsprojektes werden zwei Methoden zur Separierung von
Vollblut in Plasma und Erythrozytenkonzentrat bzgl. der Produktqualitat nach der
Herstellung bzw. Lagerung naher untersucht. Es handelt sich zum einen um die
herkdmmliche Vollblutzentrifugation und zum anderen um die Separation mittels
Hohlfasersystem (3M™ Blood Separation System der Firma 3M Deutschland GmbH). Ziel ist
es, die Qualitat der einzelnen Produkte durch Untersuchung diverser Laborparameter zu
ergriinden. Des Weiteren werden die unterschiedlichen Methoden zur Vollblutseparation
miteinander verglichen, um eine Einschatzung zu erhalten wie effektiv die jeweiligen oben
beschriebenen Methoden sind und wie hochwertig die Qualitdt der erzeugten Produkte ist.
Die Priufparameter umfassen je nach Produkt die Parameter der Gerinnung, der klinischen
Chemie, Hdmatologie und des Sdure-Base-Status. Die Gerinnungsparameter umfassen
neben der Prothrombinzeit und der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit das
Fibrinogen, die Faktoren V, VIII, das von-Willebrand-Faktor-Antigen sowie das Antithrombin
lll. Die Parameter der klinischen Chemie beinhalten das Totalprotein, das Albumin, die
Globuline, Phosphor und Kalium sowie die Laktatdehydrogenase. Die hamatologischen
Parameter umfassen den Hamatokrit, das Himoglobin, das MCV (mean corpuscular
volume), MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration), das CHCM (cell hemoglobin
concentration mean), die Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten. Die Blutgasanalyse
erfasst die Konzentration an Glukose, Laktat, den Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck
sowie den pH-Wert. Das Nettovolumen und die visuelle Priifung sind ebenfalls Gegenstand

der Untersuchung.

26



Material und Methoden

Material und Methoden

Blutspender

Voraussetzungen des Blutspenders

Um sich als Blutspender zu eignen musste der Hund klinisch gesund sein, regelmalig
geimpft und entwurmt sowie regelmaRig gegen Ektoparasiten behandelt worden sein.
Weitere Grundvoraussetzungen waren kein Auslandsaufenthalt, ein Kérpergewicht von
mindestens 20 Kilogramm, ein Alter zwischen 1 und 10 Jahren sowie bei Hiindinnen keine
Trachtigkeit. Zudem durfte der Blutspender zuvor kein Blutprodukt selbst erhalten haben.
Zeigten sich bei der allgemeinen klinischen Untersuchung und bei der weiteren
Uberpriifung des Gesundheitsstatus durch die Blutuntersuchung keine Auffilligkeiten,
wurde der Hund fir die Studie zugelassen. Ausschlusskriterien fir die Studie waren von der

Norm abweichende Befunde der oben genannten Parameter.

Alle Blutspender der vorliegenden Studie nahmen am freiwilligen Blutspendeprogramm der
Klinik fiir Kleintiere der Justus — Liebig — Universitat Giellen im Zeitraum von Februar bis
Juni 2017 teil (Geschaftszeichen der Tierversuchsanzeige A54/2012). Insgesamt standen 32
Hunde unterschiedlichster Rassen und Geschlechtes als Blutspender zur Verfligung, die

randomisiert auf die Gruppen Hohlfasersystem und Zentrifuge zugeteilt wurden.

Vorbereitung und Blutentnahme beim Spender

Nach eingehender Anamnese des Besitzers wurde jeder Hund einer allgemeinen klinischen
Untersuchung unterzogen. Zur Uberpriifung des Gesundheitsstatus erfolgte eine
Blutentnahme an der Vena cephalica antebrachii, beziehungsweise an der Vena saphena.
Dazu wurde der Hund an der betroffenen Stelle geschoren und der Bereich sorgfaltig mit

Isopropyl-Alkohol! desinfiziert. Unter manueller Venenstauung wurde eine 1,0 x 32 mm

Y lsopropyl-Alkohol, Henry Schein VET GmbH, Hamburg, Deutschland
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rosa Venenverweilkaniile? (GréRe 20 G) in die Vene eingebracht und dort mithilfe von
Fixiervlies® befestigt. Uber diese Venenverweilkaniile erfolgte die Blutabnahme. Das Blut
wurde in 2 Serum - Réhrchen?, 4 Citrat - R6hrchen®, 2 Heparin - Réhrchen® und 4
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) - R6hrchen’ abgenommen. Wihrend der Abnahme
wurde auf eine ordnungsgemaRe Fillung der einzelnen Probenréhrchen geachtet und diese
nach der Befiillung geschwenkt. Im Anschluss an die Blutabnahme wurde ein Mandrin® in
den Venenkatheter eingefiihrt und dieser anschlieRend mit einer Polsterbinde® und einem

elastischen Verband® umwickelt.

Verarbeitung der Blutproben des Spenders

Die Untersuchungen der Blutproben erfolgte in Zusammenarbeit mit den im Zentrallabor
des Fachbereiches Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen tatigen
technischen Mitarbeiter/innen. Dort wurde die Himatologie der EDTA-Blutprobe mithilfe
des ADVIA® 2120 sowie die Blutgruppenbestimmung mittels Quick Test*? durchgefiihrt.
Des Weiteren erfolgten Untersuchungen zur klinischen Chemie sowie zur

Einzelparameterbestimmung am Gerdt ABX Pentra 400%3,

Die Blutproben in den Citrat - und Serum - R6hrchen wurden wie folgt weiterverarbeitet.
Die ersten drei Citrat - Rohrchen wurden 5 Min bei 5800 RPM (revolutions per minute)

zentrifugiert (Zentrifuge **) . Der Uberstand wurde ab-pipettiert und in neue

2 KLINIJECT® Venenverweilkaniile, KLINIKA Medical GmbH, Usingen, Deutschland

3 Omniflix® elastic, Hartmann, Wiener Neudorf, Osterreich

4 Mikro-ProbengefiR 1,3 ml Serum, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

5> Mikro-ProbengefaR 1,3 ml Citrat 3,2%, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
& Mikro-ProbengefiR 1,3 ml Lithium-Heparin, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland
7 Mikro-ProbengefaR 1,3 ml EDTA KE, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
81 MANDRIN FUR KLINIECT, KLINIKA Medical GmbH, Usingen, Deutschland

9 NOBAPAD®, NOBAMED Paul Danz AG, Wetter/Ruhr, Deutschland

10 EickWrap, Eickemeyer - Medizintechnik fiir Tierdrzte KG, Tuttlingen, Deutschland
1 ADVIA® 2120, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland

12 Quick Test Blood Typing — Canine, Alvedia, Limonest, Frankreich

13 ABX Pentra 400, HORIBA ABX SAS, Montpellier, Frankreich

14 MIKRO 20, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
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Mikroréhrchen?® Giberfiihrt, welche ein weiteres Mal unter denselben Bedingungen
zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde wieder ab-pipettiert und in neue
Mikroréhrchen gegeben. Die Proben wurden zunachst bei — 20 °C fur 24 h und spater bei -

80 °C tiefgefroren.

Jeweils ein Citrat — Rohrchen sowie ein Serum - Rohrchen wurden einmal zentrifugiert (1
Min, 10000 RPM). Der Uberstand wurde jeweils ab-pipettiert und in neue Réhrchen
Uberfiihrt. Diese Proben wurden fiir die Durchfiihrung der Elektrophorese in ein

Fremdlabor zur Firma BIOCONTROL® geschickt.

Durchfiihrung der Blutspende

Im Anschluss an die Uberpriifung der Laborparameter des Blutspenders und der
Sicherstellung des Gesundheitsstatus wurde der Spender in Seitenlage auf den
Untersuchungstisch platziert. Es folgte das Scheren des Bereiches fiir die Blutabnahme an
der Vena jugularis. AnschlieBend wurde die Haut mit Isopropyl-Alkohol*” und im Anschluss
daran mit Braunoderm *8 desinfiziert. Der Citrat — Phosphat — Dextrose (CPD) Beutel des
3M™ Blood Separation Systems®® wurde vor der Blutabnahme auf eine Blutwaage? gelegt,
um wahrend der Blutabnahme die abgenommene Blutmenge exakt kontrollieren zu
konnen. Des Weiteren diente die Blutwaage zur kontinuierlichen Durchmischung (30 mal /
Min) des Vollblutes mit denen sich im Beutel befindlichen 63 ml CPD. Die Blutwaage wurde
seitlich unterhalb des Blutspenders platziert, sodass das Blut spater der Schwerkraft
folgend in den Blutbeutel flieRen konnte. Vor der Blutabnahme wurde der Predonation
Beutel des 3M™ Blood Separation Systems abgetrennt, um dort die

Blutgasentnahmevorrichtung?! anzuschlieRen. Nach manueller Stauung wurde mit der

5 Mikroréhre 2 ml mit Verschluss, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

16 BJOCONTROL, Ingelheim, Deutschland

17 1sopropyl-Alkohol, Henry Schein VET GmbH, Hamburg, Deutschland

8 Braunoderm®, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

193M™ Blood Separation System, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland
20 BJOTRANS MW 5001 electronic, BIOTRANS GmbH Dreieich

21 Blutgasentnahmevorrichtung, KLINIKA Medical GmbH, Usingen, Deutschland
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Blutabnahme (iber die Entnahmekaniile des Systems begonnen. Parallel dazu erhielt der
Blutspender tiber ein Infusionsset?? und unter Verwendung eines Infusomaten? 10 ml/kg/h
Sterofundin® ISO Infusionsldésung?* (iber die bereits liegende Venenverweilkaniile

infundiert.

Uber die angeschlossene Blutgasentnahmevorrichtung erfolgte die Blutentnahme fiir die
Blutgasanalyse (BGA), welche nach der Blutspende am Cobas b 221 System? durchgefiihrt
wurde. Im Anschluss daran floss das Blut in den Vollblutbeutel, bis dieser mit ca. 450 ml
Blut gefillt war. Die Entnahmekaniile wurde entnommen und die Vene mehrere Minuten
mit Braunol®?® getriankten Kompressen?” abgedriickt. Im Rahmen der Blutspende wurde der

Zeitpunkt der Blutentnahme sowie die Dauer dokumentiert.

Methoden

Filtration

Das 3M™ Blood Separation System?® besteht aus mehreren Beuteln und beinhaltet einen
Leukozytendepletionsfilter sowie einen Plasmafilter (Abbildung 3) (3M Deutschland GmbH,
2016).

Vor der Blutabnahme des Patienten wurde das 3M™ Blood Separation System soweit wie
moglich fiir die Separation vorbereitet.

An den Plasmafilter wurden die einzelnen Schraubverschliisse angebracht und der SAG-M
Beutel Gber den blauen Schraubverschluss am Plasmafilter angeschlossen. Der Beutel
wurde auf der gleichen Hohe des Plasmafilters angebracht. Die Befestigung des

Plasmabeutels erfolgte unterhalb des Plasmafilters iber den farblosen Schraubverschluss.

22 Infusionsset fiir Lésungen, Baxter Healthcare SA, Ziirich, Schweiz

2 Volumetric infusion pump, Caesarea Industrial Park, Israel

24 Sterofundin®, 1SO 1/1 E ISO, B. Braun Melsungen AG, Melsungen Deutschland
25 Cobas b 221 System, Roche Deutschland Holding GmbH

26 Braunol®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

27 ES-Kompressen, PAUL HARTMANN AG, Heidenheim, Deutschland

28 3M™ Blood Separation System, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland
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Donation-
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des 3M™Blood Separation Systems (mit freundlicher
Genehmigung von 3M Deutschland GmbH)

Nachdem das Blut in den Vollblutbeutel abgenommen wurde erfolgte seine Aufhdngung

mit dem sich anschlieRenden Leukozytendepletionsfilter, sodass sich beide Komponenten
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oberhalb des Plasmafilters befanden. Das Schlauchende nach dem
Leukozytendepletionsfilter wurde auf das rote Verbindungsstiick des Plasmafilters
aufgeschraubt und auf diese Weise mit den oben beschriebenen Komponenten des

Systems in Verbindung gebracht.

Fir die Entnahme der Proben aus dem Vollblutbeutel wurde der Schlauch an welchem sich
die Entnahmekaniile befand durchtrennt und eine kleine Menge Vollblut in den Schlauch
Uberfiihrt. Unter Zuhilfenahme einer 20 ml Spritze?® erfolgte die Entnahme von ca. 15 ml

Vollblut aus dem System (= siehe “Probenverarbeitung aus dem Vollblutbeutel).

Nach Abnahme der Vollblutprobe wurde das System durch die Aktivierung der Bruchventile
gestartet. Infolgedessen floss das Blut zunachst durch den Leukozytendepletionsfilter. Im
Anschluss daran passierte es den Plasmafilter. Die im Plasmafilter enthaltene MicroPES® TF
10 Kapillarmembran (Abbildung 4) diente der Separation von Plasma und Zellen (3M
Deutschland GmbH 2016). Die Kapillarmembran besteht aus Polyethersulfon mit einer
Wanddicke von 100 um % 25 um. Die Hohlfaser weist einen Innendurchmesser von 300 pum
+ 40 um auf. Die maximale PorengrofRe betrdgt 0,5 um + 0,1 um (3M Deutschland GmbH).
Die MicroPES® TF 10 Kapillarmembran ist im System in Form einer Schlaufe angeordnet
(Abbildung 5). Mithilfe der Schwerkraft erfolgte hier die Auftrennung in zellfreies Plasma
und Erythrozytenkonzentrat. An der Krimmung der MicroPES® TF 10 Kapillarmembran

erfolgte der Austritt von separiertem Plasma (3M Deutschland GmbH 2016).

29 BD Discardit™ II, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
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Abbildung 4: Rasterelektronenmikroskopisches Bild der Kapillarmembran (mit freundlicher
Genehmigung von 3M Deutschland GmbH)

Abbildung 5: Austritt von Plasma aus der Kapillarmembran

(mit freundlicher Genehmigung von 3M Deutschland GmbH)

Laut Hersteller betragt die Dauer zur Separation der einzelnen Blutkomponenten maximal
90 Minuten (3M Deutschland GmbH 2016). Das Plasma floss nach dem Filter weiter in den

Plasmabeutel und das Erythrozytenkonzentrat wurde in den SAG-M Beutel geleitet.

Im Anschluss an die Separation wurden der Plasmabeutel und der SAG-M Beutel vom
System entfernt, anschliefRend gewogen und die erzeugte Produktmenge berechnet.

Mithilfe einer 10 ml Spritze®® erfolgte die Entnahme von 8 ml aus dem Plasmabeutel fir die

30 BD Discardit™ Il, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
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weiteren Untersuchungen (= siehe “Probenverarbeitung aus dem Plasmabeutel”). Der
Plasmabeutel wurde anschlieRend verschlossen, das Etikett aufgebracht und der Beutel

gelagert.

Aus dem SAG-M Beutel wurden (iber eine Spritze 5 ml des EKs fiir die weiteren
Untersuchungen entnommen (= siehe “Probenverarbeitung des
Erythrozytenkonzentrates®). Es folgte der Verschluss des SAG-M Beutels sowie seine

Etikettierung und Lagerung.

Tabelle 1:Zusammensetzung der Stabilisator - und Additivisung des Beutelsystems

Inhaltsstoff CPD SAG-M
Adenin - 16,9 mg
Glukose-Monohydrat 2,55¢g 900 mg
Mannitol - 525 mg
Natriumcitrat-Dihydrat 2,63g -
Natriumchlorid - 877 mg
Natriumdihydrogenphosphat- 0,222 ¢g -
Monohydrat

Wasser fir Injektionszwecke ad 100 ml ad 100 ml
Zitronensaure 0,299¢ -

Zentrifugation
Fiir die Methode der Zentrifugation wurden dieselben Beutel verwendet, die auch bei der

Methode der Filtration Anwendung fanden.

Nach der Blutabnahme in den Vollblutbeutel wurde dieser an einen Infusionsstander
aufgehidngt und der Schlauch mit der Entnahmekaniile durchtrennt. Uber das abgetrennte
Schlauchende und unter Verwendung einer 20 ml Spritze®! erfolgte die Entnahme von ca.

15 ml Vollblut aus dem System (= siehe “Probenverarbeitung aus dem Vollblutbeutel”).

31 BD Discardit™ II, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
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Im Anschluss daran wurde nach dem Leukozytenfilter ein leerer Beutel angeschlossen. Es
folgte die Aktivierung des Systems, sodass das Blut aus dem Vollblutbeutel durch den Filter
in den darunter hingenden leeren Beutel flieRen konnte. Mithilfe eines Schlauchstrippers>?
wurde das restliche sich im Schlauch befindliche Blut in den Beutel Gberfiihrt. Dieser wurde
vom System abgetrennt und das Schlauchende mit einer Kombi-Verschlusskappe?
verschlossen. Der Beutel wurde in ein ZentrifugengefaR Gberfihrt und die Giberstehenden
Enden mithilfe von Klebestreifen3* abgedeckt. Das Gewicht wurde bestimmt, sodass ein
entsprechendes Gegengewicht fiir die Zentrifugation benutzt werden konnte. Der Beutel im
ZentrifugengefiR sowie das entsprechende Gegengewicht wurden in die Zentrifuge®
gegeben. Es erfolgte die Zentrifugation (20 Min, bei 3600 RPM, 3724 g, 20 °C). Nach der
Zentrifugation wurde der Beutel vorsichtig entnommen und auf dem Plasmaseparator
platziert. Die Kombi-Verschlusskappe am Schlauchende des Beutels wurde entfernt und ein
3-Wege Hahn3® sowie ein Verbindungsstiick®” angeschlossen. Mithilfe einer 20 ml Spritze
erfolgte zunachst die Entfernung des restlichen Blutes und der Luft aus dem Schlauch
mithilfe eines 3-Wege Hahns. Im Anschluss daran wurde ein Plasmabeutel an das
Verbindungsstiick angeschlossen und der Plasmaseparator zur Abtrennung des Plasmas
aktiviert. Es folgte die Uberfiihrung des abzentrifugierten Plasmas in den neuen
Plasmabeutel. Nach der Uberfiihrung wurde das Verbindungsstiick sowie der 3-Wege Hahn
entfernt und beide Beutel mit einer Kombiverschlusskappe verschlossen. Im Anschluss
daran erfolgte das Wiegen®® des Plasmabeutels und die Berechnung der erzeugten
Plasmamenge. Mithilfe einer 10 ml Spritze* wurden aus dem Plasmabeutel 8 ml fiir die

weiteren Untersuchungen entnommen (- siehe “Probenverarbeitung aus dem

32 Donor Tube Stripper, Fenwal A Aresenius Kabi Company, Lake Zurich, USA

33 Kombi-Verschlusskappe, CliniPharma S.R.0., Prag, Tschechien

34 3M™ Durapore™, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland

35 ROTANTA 460 R, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

36 |IPID-RESISTENTER 3-WEGE HAHN, Wellmed International Industries Private Limited, Indien

37 Verbindungsstiick mit loser Uberwurfmutter, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
38 ADE KE 1511, ADE GmbH & Co., Hamburg, Germany

39 BD Discardit™ II, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
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Plasmabeutel”). Es folgten das VerschlieRen des Plasmabeutels, seine Etikettierung und

Lagerung.

Der Beutel in dem sich das EK befand, wurde mit dem SAG-M Beutel verbunden und der
SAG-M Beutel an den Infusionsstander aufgehangt. Dieser wurde Gber Bruchventile
aktiviert, sodass das SAG-M in den Beutel mit dem EK flieBen konnte. Wahrend dessen
wurde der Beutel mit dem EK leicht geschwenkt, um eine gute Durchmischung zu erzielen.
Im Anschluss daran erfolgte die Aufhdngung des Beutels mit dem EK an den
Infusionsstander, sodass der Inhalt zuriick in den SAG-M Beutel flieRen konnte. Dieser
Vorgang diente dazu, das EK in der SAG-M Losung zu resuspendieren. Befand sich das EK
zurlick im SAG-M Beutel, wurde dieser gewogen und die genaue Menge des EKs berechnet.
Im Anschluss daran erfolgte die Probenabnahme von 5 ml aus dem EK (ber eine am
Schlauch befindliche Spritze (= siehe “Probenverarbeitung des
Erythrozytenkonzentrates”). Der SAG-M Beutel wurde im Anschluss verschlossen,

etikettiert und gelagert.

Proben

Probenverarbeitung aus dem Vollblutbeutel

Die entnommenen 15 ml Vollblut wurden zu gleichen Teilen auf 10 Mikrordhrchen®
verteilt. 1 Rohrchen diente fiir die Blutgasanalyse, BGA, 1 Réhrchen fiir die hdmatologische
Untersuchung am ADVIA® 2120, 1 Réhrchen fir die Untersuchung des Totalprotein -,
Albumin -, K*-, P - und LDH - Gehaltes, 1 Réhrchen fir die Elektrophorese und 6 Réhrchen
dienten fiir die spatere Untersuchung der Gerinnung. Die sechs Rohrchen fiir die Gerinnung
wurden mit einer Zentrifuge®! fiir 5 Min und 5800 RPM zentrifugiert. Nach der ersten
Zentrifugation wurde das Plasma mit einer Pipette ab-pipettiert und in neue Mikroréhrchen
gefillt. Diese wurden ein weiteres Mal unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Im

Anschluss daran wurde das Plasma wieder ab-pipettiert und in neue Mikroréhrchen

40 Mikrordhre 2 ml mit Verschluss, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
41 MIKRO 20, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
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Uberfiihrt. Von diesen 6 Réhrchen lieB man drei Rohrchen stehen fiir die spatere
Untersuchung des Abbaus empfindlicher Faktoren wahrend der Lagerung bei
Raumtemperatur fir die Dauer der Gewinnung der Blutprodukte. Die anderen drei

Rohrchen wurden zunachst bei — 20 °C fiir 24 h und spéater bei — 80 °C eingefroren.

Die Probe fiir die spatere Elektrophorese wurde zunachst zentrifugiert (1 Min, 10000 RPM).
Das Plasma wurde abgenommen und in ein neues Probenrdhrchen tiberfihrt. Fiir die

L42

Durchfiihrung der Elektrophorese wurde das Plasma zur Firma BIOCONTROL ** geschickt.

Probenverarbeitung aus dem Plasmabeutel

Die entnommenen 8 ml Plasma wurden auf 6 Mikroréhrchen verteilt. Davon wurden 3
Mikroréhrchen fiir die spatere Untersuchung der Gerinnung bendtigt, 1 Mikroréhrchen fiir
die Messung ADVIA® 2120, 1 Réhrchen fiir die klinische Chemie und 1 Réhrchen fiir die
Elektrophorese. Das Rohrchen fiir die Elektrophorese wurde wieder fiir eine Minute
zentrifugiert (10000 RPM), das Plasma ab-pipettiert, in ein neues Probenréhrchen tberfihrt
und zur Firma BIOCONTROL geschickt. Die drei Mikroréhrchen welche fiir die spatere
Untersuchung der Gerinnung bendtigt wurden, wurden wieder zentrifugiert (5 Min, 5800
RPM). Nach der ersten Zentrifugation wurde das Plasma mit einer Pipette ab-pipettiert und
in neue Mikrorohrchen gefillt. Diese wurden ein weiteres Mal unter den gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde das Plasma erneut ab-pipettiert und
in neue Mikroréhrchen tberfihrt. Diese Proben wurden zusammen mit den drei stehen

gelassenen Proben (siehe oben) eingefroren.

42 BIOCONTROL, Ingelheim, Deutschland
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Probenverarbeitung des Erythrozytenkonzentrates
Zu gleichen Teilen erfolgte die Aufteilung der 5 ml des EKs in 4 Mikroréhrchen. Ein
Rohrchen diente fiir die hamatologische Untersuchung, ein weiteres fiir die BGA und die

anderen beiden Réhrchen fiir die Untersuchung der Parameter der klinischen Chemie.

Die Gesamtdauer der Verarbeitung aller oben genannten Proben wurde dokumentiert.

Analysemethoden der Proben

Gerinnung (STA Compact®*3)

Beim STA Compact® handelt es sich um ein vollautomatisches Laborgerat zur Untersuchung
der Hamostase. Die zu untersuchenden Proben und die entsprechenden Testreagenzien
wurden manuell in das Gerat eingebracht. Die weitere Verarbeitung der Proben, die

Analyse und Darstellung der Ergebnisse erfolgte automatisch.

Das System ist aus unterschiedlichen Bestandteilen zusammengesetzt. Es beinhaltet eine
Klvette in der sich eine Kugel befindet sowie mehrere Nadeln, welche die Proben und
entsprechenden Reagenzien pipettieren. In der Kiivette befinden sich nach dem
Pipettiervorgang das benotigte Reagenz sowie die zu untersuchende Probe. Die Metallkugel
in der Kivette wird in Schwingungen gebracht, um mithilfe eines chronometrischen
Messsystems die Koagulationszeit ermitteln zu kdnnen. Beim chronometrischen
Messprinzip wird die Veranderung der Schwingungsamplitude der Metallkugel erfasst. Die
Messung erfolgt durch elektromagnetische Sensoren. Die Schwingungsamplitude zeigt eine
Konstanz auf, wenn die Viskositdt des umgebenden Mediums konstant ist. Ein Anstieg in

der Viskositat resultiert in einer Abnahme der Schwingungsamplitude.

Neben dem chronometrischen Messsystem verfiigt das Gerat auch liber die Moglichkeit,
kolorimetrische und immunologische Tests durchzufiihren. Im Gerat befindet sich eine
Lichtquelle. Das monochromatische Licht wird zur Kiivette geleitet, in der eine Farbreaktion

ablauft. Das aus der Kiivette austretende Licht wird mithilfe eines Sensors gemessen und

43 STA Compact®, Diagnostica Stago S.A.S., Asniéres-sur-Seine, Frankreich
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die Absorption ermittelt. Das Lambert-Beersche Gesetzes findet Anwendung, um mithilfe
der Absorption die Konzentration der zu messenden Substanz zu ermitteln (Diagnostica

Stago).

Faktor V, Faktor VIII, Fibrinogen, PT und aPTT sowie AT I

Vor der Analyse wurden die tiefgefrorenen Proben in einem Wasserbad** bei 37 °C
aufgetaut und anschlieBend fiir 10 Minuten zentrifugiert (3000 RPM). Mithilfe des STA
Compact® wurden die einzelnen Gerinnungsparameter untersucht. Hierzu zadhlten die PT,

die aPTT, der Faktor V und VIII, das Fibrinogen sowie das AT Il

Zur Bestimmung der PT wurde das Test-Kit STA®-Néoplastine® Cl Plus* verwendet. Fiir die
Ermittlung der aPTT fand das STA® - C.K. Prest®* Test - Kit Anwendung. Die Aktivitat des
Faktors V wurde mithilfe von Humanplasma bestimmt, welches einen Mangel an Faktor V
aufweist (STA® — Deficient V¥ Test-Kit). Fuir die Untersuchung der Faktor VIII Aktivitit kam
das Test-Kit STA® - Deficient VIII*® zum Einsatz. Dieses beinhaltet alle Gerinnungsfaktoren
im Uberschuss mit Ausnahme des Faktors VIII. Die quantitative Bestimmung des
Fibrinogens erfolgte nach der Methode nach Clauss®. Mithilfe des STA® - Stachrom® AT III*°

Test - Kits erfolgte die quantitative Bestimmung des AT IIl (chromogene Substratmethode).

Um die Richtigkeit der Untersuchungen sicherzustellen, wurden des Weiteren interne

Qualitatskontrollen durchgefihrt.

44 Wasserbad, GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland

45 STA® - Néoplastine® Cl Plus, Diagnostica Stago S.A.S., Asniéres-sur-Seine, Frankreich
46 STA® - C.K. Prest®, Diagnostica Stago S.A.S., Asniéres-sur-Seine, Frankreich

47 STA® — Deficient V, Diagnostica Stago S.A.S., Asniéres-sur-Seine, Frankreich

48 STA® - Deficient VIII, Diagnostica Stago S.A.S., Asniéres-sur-Seine, Frankreich

49 STA® - Fibrinogen, Diagnostica Stago S.A.S., Asniéres-sur-Seine, Frankreich

50 STA® - Stachrom® AT lIl, Diagnostica Stago S.A.S., Ashiéres-sur-Seine, Frankreich
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vWF-Antigen
Die Ermittlung des vVWF-Antigens in der Probe erfolgte durch das Fremdlabor LABOKLIN®?
mittels Immunturbidimetrie®2. Die zu untersuchende Probe wurde in gefrorenem Zustand

an das Fremdlabor Gbersandt.

Elektrophorese
Die Untersuchung des Albumins und der Globuline wurde durch das Fremdlabor der Firma

BIOCONTROL®? in Ingelheim durchgefiihrt.

Klinische Chemie (ABX Pentra 400)
Mithilfe des ABX Pentra 400> wurde der Probengehalt vom Totalprotein, Albumin, Kalium,

Phosphor und der LDH analysiert. Zuvor wurde das Heparin-Réhrchen zentrifugiert.

Das Gerat ABX Pentra 400 fuihrt die Analyse der Substanzen automatisch durch, nachdem
die zu untersuchende Probe manuell in das Gerat eingebracht wurde. Das jeweilige
benotigte Reagenz (siehe unten) wird in einer Reagenziennadel auf 37 °C vorgewarmt,
bevor es in eine Kivette Uberfiihrt wird. Die Homogenisierung des Reagenzes und der
Probe in der Kiivette erfolgt automatisch. Die Ermittlung der oben genannten Parameter

(ausgenommen des Kaliumgehaltes) erfolgt durch ein photometrisches Messprinzip.

Im Gerat befindet sich ein Spektrophotometer. Von einer Halogen-Wolfram-Lampe aus
wird weilSes Licht abgestrahlt, welches liber mehrere Ausrichtungslinsen auf die
Messkuvette geleitet wird. Nach der Interaktion mit dem Reaktionsgemisch wird das

austretende Licht Uber eine weitere Linse in den Spektrographen geleitet. Dort trifft es auf

51 LABOKLIN GmbH & Co. KG, Labor fiir klinische Diagnostik, Bad Kissingen, Deutschland
52 Cobas 8000 c701, Roche Diagnostics GmbH

53 BIOCONTROL, Ingelheim, Deutschland

54 ABX Pentra 400, HORIBA ABX SAS, Montpellier, Frankreich
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ein Reflexionsgitter, welches das weil3e Licht in monochromatische Strahlen zerlegt und

diese anschlieBend zum Detektor reflektiert (HORIBA ABX SAS).

Laktatdehydrogenase (LDH)

Fur die Ermittlung des LDH Gehaltes wurden kommerzielle Reagenzien®® verwendet. Die
Laktatdehydrogenase katalysiert die Umwandlung von L - Laktat und NAD* zu Pyruvat,
NADH und H*. Bei diesem Reaktionsablauf ist die Geschwindigkeit mit der das NADH
gebildet wird proportional zur Aktivitat der LDH. Es liegt das oben beschriebene

photometrische Messprinzip zu Grunde (Axonlab).

Totalprotein (TTP)

Der Gehalt an Totalprotein wird mithilfe eines kolorimetrischen Testes (Biuret- Reaktion)
unter Zuhilfenahme von kommerziellen Reagenzien®® ermittelt. In einem alkalischen
Medium reagiert zweiwertiges Kupfer zusammen mit den Peptidbindungen der Eiweilie. Es
bildet sich ein charakteristischer purpurfarbener Biuretkomplex. Die Farbintensitat ist
hierbei proportional zur Konzentration des EiweiRes. Die Messung erfolgt photometrisch.
Im Anschluss daran erfolgt die Berechnung des Gesamteiweiles (Labor+Technik Eberhard

Lehmann).

Albumin

Die Bestimmung des Albumin Gehaltes erfolgt durch die kolorimetrische Bestimmung unter
Verwendung von Bromkresolgriin. Das Bromkresolgriin bindet bei einem pH — Wert von 4,2
das Albumin und verursacht eine Blaufarbung (ABX Diagnostics). Um den Albumin Gehalt

ermitteln zu kénnen wurden kommerzielle Reagenzien®” verwendet.

55 AXON LAB LDH IFCC, Axon Lab AG, Reichenbach/Stuttgard, Deutschland
56LT-SYS® Gesamt-EiweiR Biuret, Labor+Technik Eberhard Lehmann, Berlin, Deutschland
57 ABX Pentra Albumin CP, ABX Diagnostics, Montpellier, Frankreich
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Phosphor (P)

Die Bestimmung des anorganischen Phosphorgehaltes erfolgte nach der UV-Methode mit
Phosphomolybdat.

Bei der ablaufenden Reaktion interagiert das Phosphor zusammen mit Schwefelsdure und
Ammoniummolybdat und es bildet sich der Phosphomolybdat-Komplex. Die quantitative
Phosphor Bestimmung erfolgt kolorimetrisch (ABX Diagnostics). Fiir die Bestimmung wurde

das Reagenz ABX Pentra Phosphorus CP*® verwendet.

Kalium

Die Bestimmung der Kaliumkonzentration erfolgt Gber das ISE-Modul des Geradtes ABX
Pentra 400. Zur Ermittlung der lonenkonzentration verwendet dieses Modul ionenselektive
Elektroden (ISE) sowie eine Referenzelektrode. Die Probe von welcher der K*- Gehalt
bestimmt werden soll wird unverdiinnt in das Gerat gegeben. Die Probennadel pipettiert
automatisch 60 ul der Probe in den Probencup, von dem aus die Probe durch einen
Luftsensor in den ISE-Elektrodenblock flieRt. Eine Referenzlésung wird durch die
Referenzelektrode geleitet und wird anschlieBend ebenfalls in den ISE-Elektrodenblock
Uberfihrt. Zwischen der ionenselektiven Elektrode und der Referenzelektrode wird das
elektrische Potential gemessen, welches eine Funktion der lonenkonzentration darstellt

(HORIBA ABX SAS).

58 ABX Pentra Phosphorus CP, ABX Diagnostics, Montpellier, Frankreich
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Hamatologische Untersuchung (ADVIA® 2120°°)

Die hamatologische Untersuchung der Probe erfolgte durch das Hamatologie — System
ADVIA® 2120%. Die zu untersuchende Probe wird in das Gerit eingebracht und automatisch
eingesaugt. Mithilfe eines Scherventils wird die Probe fiir verschiedene Tests aufgeteilt. Im
System befinden sich flinf Reaktionskammern in denen die Mischung der Probe mit dem
jeweiligen Reagenz erfolgt. In den Kammern finden zytochemische Reaktionen statt. Nach
dem Ablauf der zytochemischen Reaktion wird das Gemisch aus dem Reagenz und der
Probe in die Flusszellen geleitet, wo die weitere Analyse stattfindet (Siemens Healthcare
GmbH 2008). Die Messung der Thrombozyten und Erythrozyten erfolgt mithilfe einer
»,Doppelwinkel-LASER-Streulicht-Messung” (Moritz 2000). Die einzelnen Leukozyten werden
im LASER-Streulicht und in einem zweiten Kanal anhand der Lichtabsorption eines
Halogenlichtes und ihrer Lichtstreuung ermittelt. Die photometrische Bestimmung des
Hamoglobingehaltes erfolgt innerhalb der Himoglobinkammer, nach Lyse der Erythrozyten

(Siemens Healthcare GmbH 2008).

Blutgasanalyse (Cobas b 221 System®°)
Die Blutgasanalyse des vendsen Blutes erfolgte mithilfe des vollautomatischen Cobas b 221
Systems. Uber dieses System wurden der pH — Wert, der pO,, pCO, sowie der Glukose - und

Laktatgehalt ermittelt.

5% ADVIA® 2120, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland
80 Cobas b 221 System, Roche Diagnostics

43



Material und Methoden

Statistik

Die einzelnen Messwerte wurden elektronisch gesammelt und anschlieRend manuell in
eine Excel®! Tabelle eingefiigt. Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm
GraphPad Prism®? herangezogen. Zunichst erfolgte eine 2-faktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) mit Messwiederholung hinsichtlich des Faktors Entnahmeort. Als Post-hoc-Tests
wurden fir die Untersuchung des Effektes der Systeme (Hohlfasersystem und Zentrifuge)
der Sidak’s multiple comparison test durchgefiihrt. Ein moglicher Effekt des Entnahmeortes
innerhalb der Gruppe (Hohlfasersystem oder Zentrifuge) wurde durch den Tukey’s multiple
comparison test untersucht. Flir die Bewertung einer statistischen Signifikanz wurde das
Signifikanzniveau a= 0,05 festgelegt. Daraus ergab sich, dass Ergebnisse mit p<0,05 als
statistisch signifikant erachtet wurden. Der genaue p-Wert wurde angegeben. Falls

Referenzwerte zur Verfligung standen, wurde der Referenzbereich grau hinterlegt.

In einem weiteren Schritt erfolgte die ndhere Beleuchtung des Effektes der
Plasmagewinnung mit den zwei unterschiedlichen Separationsarten. Die prozentuale
Differenz der Messwerte nach und vor der Plasmagewinnung wurde verglichen. Zunachst
erfolgte die Berechnung der prozentualen Differenz (% Differenz = Wert im Vollblutbeutel -
Wert im Plasmabeutel / Wert im Vollblutbeutel x 100). Zur Uberpriifung der
Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk -Test herangezogen. Lag eine Normalverteilung
vor, wurde ein ungepaarter t-Test herangezogen. Im Falle einer nicht-Normalverteilung
fand der Mann - Whitney - U - Test Anwendung. Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05

festgesetzt.

In einem dritten Schritt erfolgte die ndhere Betrachtung des Effektes der Gewinnung des
Erythrozytenkonzentrates mit den zwei unterschiedlichen Separationsarten. Die
prozentuale Differenz der Messwerte nach und vor der Gewinnung des
Erythrozytenkonzentrates wurde verglichen. Zunachst erfolgte die Berechnung der

prozentualen Differenz (% Differenz = Wert im Vollblutbeutel — Wert im EK-Beutel) / Wert

61 Microsoft Excel 2016, Microsoft Corporation, USA
2 GraphPad Prism, Graph Pad Software, San Diego, USA
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im Vollblutbeutel x 100). Zur Uberpriifung der Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk -
Test herangezogen. Lag eine Normalverteilung vor, wurde ein ungepaarter t-Test
herangezogen. Im Falle einer nicht-Normalverteilung fand der Mann - Whitney - U - Test

Anwendung. Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 festgesetzt.

Box-and-Whisker-Plots wurden fiir die graphische Darstellung der Datenverteilung
verwendet. Diese graphische Darstellung erlaubt eine schnelle Ubersicht iber den Median,
das untere und obere Quartil sowie liber die Extremwerte. Innerhalb einer Box befindet
sich ein Querbalken, welcher den Median der Verteilung reprasentiert. Anhand der
Darstellung des Medians lasst sich erkennen, ob eine asymmetrische oder symmetrische
Verteilung vorliegt. Dem Median liegen das 25 %-Quartil beziehungsweise das 75 %-Quartil
an. Die Linien auBerhalb der Box werden als Whisker bezeichnet, an deren Enden der
Minimalwert beziehungsweise Maximalwert dargestellt ist. Die Querbalken mit Sternen
oberhalb der Box-and-Whisker-Plots demonstrieren einen Unterschied zwischen den
Systemen am jeweiligen Entnahmeort. Die Anzahl der verwendeten Sterne spiegelt das
AusmaR der Signifikanz wieder (* = signifikant (p < 0,05); ** = sehr signifikant (p < 0,01);
*** = hochsignifikant (p < 0,001); **** = hochst signifikant (p < 0,0001)).

Eine detaillierte tabellarische Darstellung des Medians, der Minimal- und Maximalwerte der

untersuchten Parameter befindet sich im Anhang.
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Ergebnisse der Untersuchung

Studienteilnehmer

Es nahmen insgesamt 32 Hunde an der Studie teil. Der Studienzeitraum war von Februar bis
Juni 2017. Die 31 Studienteilnehmer die in die statistische Auswertung eingingen waren
Hunde von einem Alter von 1 Jahr bis 6 Jahren, wobei der Median bei 4 Jahren lag. Ein
Ausschluss aus der statistischen Auswertung erfolgte beim Vorliegen einer hochgradigen
Hyperlipidamie. Ein Spender wurde aufgrund dessen aus der statistischen Auswertung
ausgeschlossen (Gruppe Hohlfasersystem). Sein Plasma war hochgradig lipamisch
(Triglyceride = 4,24 mmol/l) und die generierte Plasmamenge 96 g betrug. Das Volumen des
Erythrozytenkonzentrates lag bei 314 g. Im Vergleich zum Volumen des Vollblutbeutels (508

g) ergab sich eine Differenz von 98 g.

Die Gewichtsverteilung der Probanden lag zwischen 20,1 kg und 67 kg mit einem
Medianwert von 37 kg. Die Rasseverteilungen der Studienteilnehmer auf die zwei
Separationsmethoden Hohlfasersystem (n=16) und Zentrifuge (n=15) sind unter Angabe des

jeweiligen Geschlechtes (2, @#) und ggf. Kastration (K) aus Tabelle 2 zu entnehmen.

46



Ergebnisse der Untersuchung

Tabelle 2: Rasseverteilung der Studienteilnehmer

Rasse 3M™ Blood Separation Zentrifuge
System (n = 16) (n=15)
Altdeutscher Hiitehund - 1(@H)
Bearded Collie 1(9 K) -
Berner Sennenhund (&) ]
Bordeaux Dogge L&) L& K
Collie Langhaar ) (&)
Deutscher Schiferhund 2(®) 2(®)
2 (&) 1(&)
Golden Retriever - 1 (@ K)
Hovawart 1(@F K) -
Magyar Vizsla 1(&) R
Mischling 1(®) 1(®)
2 (e K) 1(F K
2 (&) 1(&)
4 (& K)
Rhodesian Ridgeback 1(@) -
1(¢fK)
Riesenschnauzer - 1(9)
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Parameter der Gerinnung

PT

Die statistische Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab, dass die Systeme
keinen signifikanten Einfluss (p=0,15) auf die PT auslibten. Es zeigten sich jedoch
signifikante Unterschiede im Hinblick auf den Entnahmeort (p<0,0001), als auch eine
Signifikanz (p<0,0001) fiir die Wechselwirkung zwischen dem Entnahmeort und dem

System.

Fiir den Entnahmeort “Plasmabeutel” lieR sich mittels Sidak’s multiple comparison tests
eine signifikant langere PT (p<0,0001) im mittels Hohlfasersystem gewonnenen Plasma

feststellen, im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Vergleich der Systeme in Bezug auf die PT an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

PT = Prothrombinzeit; Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel,
P-B = Plasmabeutel, VB-B (RT) = Citratplasma aus dem Vollblutbeutel (Lagerung bei RT).

Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.
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Im Plasmabeutel lag der Median der Gruppe Hohlfasersystem bei 9,4 sec (range 7,7 - 12,4
sec) und oberhalb des Referenzbereichs von 6,52 - 8,16 sec. Der Median der Gruppe
Zentrifuge lag im Plasmabeutel bei 7,9 sec (range 7,2 - 9,0 sec). Fiir den Vollblutbeutel
ergab sich ein Median der PT von 7,7 sec (range 7,3 - 8,8 sec) fur die Gruppe
Hohlfasersystem und fiir die Gruppe Zentrifuge ebenfalls ein Wert von 7,7 sec (range 6,9 -
9,2 sec). Die Werte der PT des Citratplasmas aus dem Vollblutbeutel (Lagerung bei RT)

waren mit den Werten des Spenders und des Vollblutbeutels vergleichbar.

Beim Vergleich der prozentualen Differenz der PT vom Plasma - und Vollblutbeutel ergab
sich ein signifikanter Unterschied (p<0,0001) zwischen den Systemen (Abbildung 7),
welcher mittels Mann-Whitney-U-Test detektiert wurde. Fiir die Gruppe Hohlfasersystem

lieR sich eine Verlangerung der PT von 21,5 % im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (3,6 %)

feststellen.
P<0,0001
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Abbildung 7: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der PT zwischen den Systemen

Diff = Differenz, PT = Prothrombinzeit
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aPTT

Auch im Hinblick auf die aPTT zeigte sich bei der Auswertung der 2-faktoriellen
Varianzanalyse kein signifikanter Einfluss der Systeme (p=0,43) auf die aPTT. Im Unterschied
hierzu ergaben sich fiir den Entnahmeort (p<0,0001), als auch fiir die Wechselwirkung

(p=0,002) zwischen dem Entnahmeort und dem System signifikante Effekte.

Unter Anwendung des Sidak’s multiple comparison tests lie sich fiir den Entnahmeort
“Plasmabeutel” eine signifikant langere aPTT im Plasma feststellen, welches mittels

Hohlfasersystem gewonnen wurde, im Unterschied zur Gruppe Zentrifuge (Abbildung 8).

40-
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h Wechselwirkung: P=0,002
204 F " Entnahmeort: P<0,0001

System: P=0,43

aPTT (sec)

10--} .;% %-I- 'I-%

Entnahmeort

Abbildung 8: Vergleich der Systeme in Bezug auf die aPTT an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

aPTT = aktivierte partielle Thromboplastinzeit, Entnahmeorte: SP = Spender,
VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel, VB-B (RT) = Citratplasma aus dem Vollblutbeutel

(Lagerung bei RT). Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Bei der Gruppe des Hohlfasersystems waren die Werte der aPTT an den Entnahmeorten
Spender, Vollblutbeutel und aus dem Citratplasma des Vollblutbeutels (Lagerung bei RT)
vergleichbar. Im Plasmabeutel lieR sich eine Erhéhung der aPTT feststellen. Der Median lag
bei 14,9 sec (range 11,7 - 19,6 sec) und befand sich oberhalb des Referenzbereichs von 10,0
- 14,3 sec. Im Vergleich hierzu befand sich der Median des Vollblutbeutels bei 11,8 sec
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(range 11,2 - 13,4 sec). Der Median der aPTT des Spenders lag bei der Gruppe Zentrifuge
bei 11,9 sec (range 10,4 - 32,8 sec) und beim Plasmabeutel bei 13,1 sec (range 10,9 - 14,2

sec).

Bei der Betrachtung der prozentualen Differenz der aPTT vom Plasma — und Vollblutbeutel
konnte ein signifikanter Unterschied (p<0,0001) zwischen den Systemen detektiert werden.
Fiir die Gruppe Hohlfasersystem konnte eine Verlangerung der aPTT von 25,6 % im

Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (8,2 %) nachgewiesen werden (Abbildung 9).

P<0,0001
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Abbildung 9: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der aPTT zwischen den Systemen

Diff = Differenz, aPTT = aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Fibrinogen

Auch fiir die Fibrinogen Konzentration zeigte sich nach Anwendung der 2-faktoriellen
Varianzanalyse, dass die Systeme keinen signifikanten Einfluss (p=0,83) auf das Fibrinogen
ausiibten. Im Unterschied hierzu ergab sich eine Signifikanz (p<0,0001) fir die
Wechselwirkung zwischen dem Entnahmeort und System. Des Weiteren lieB sich ein
signifikanter Effekt (p<0,0001) des Entnahmeortes alleine auf die Fibrinogen Konzentration

feststellen. Mittels Sidak’s multiple comparison tests konnte ein signifikanter Unterschied
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zwischen den Systemen fiir den Entnahmeort Plasmabeutel festgestellt werden. Das mittels
Hohlfasersystem gewonnene Plasma zeigte eine Reduktion des Fibrinogens auf, im
Vergleich zur Gruppe Zentrifuge. Ebenso ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen

den Systemen flir den Entnahmeort des Vollblutbeutels (Lagerung bei RT) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Vergleich der Systeme in Bezug auf die Fibrinogen Konzentration an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,
VB-B (RT) = Citratplasma aus dem Vollblutbeutel (Lagerung bei RT). Das Referenzintervall ist

als grauer Balken hinterlegt.

Bei der Gruppe Hohlfasersystem waren die Mediane fiir das Fibrinogen vom Spender, dem
Vollblutbeutel sowie aus dem Citratplasma des Vollblutbeutels (Lagerung bei RT)
vergleichbar. Fur den Plasmabeutel zeigte sich ein Abfall in der Fibrinogen Konzentration.
Hier lag der Median bei 1 g/l (range 0,49 - 1,61 g/lI) und befand sich unterhalb des
Referenzbereichs von 1,3-3,1 g/I. Im Vergleich hierzu lag der Median des Fibrinogens aus
dem Vollblutbeutel bei 1,8 g/l (range 1,31 - 2,95 g/l). Bei der Gruppe Zentrifuge zeigte sich
fir das Fibrinogen im Plasmabeutel ein Median von 1,59 g/|, welcher mit den Medianen des
Spenders, des Vollblutbeutels sowie mit dem Median aus dem Citratplasma des

Vollblutbeutels (Lagerung bei RT) vergleichbar waren.

52



Ergebnisse der Untersuchung

Beim Vergleich der prozentualen Differenz der Fibrinogen Konzentration vom Plasma - und
Vollblutbeutel ergab sich ein signifikanter Unterschied (p<0,0001) zwischen den Systemen,
welcher mittels Mann-Whitney-U-Test detektiert wurde. Fiir die Gruppe Hohlfasersystem
lieR sich eine Reduktion des Fibrinogens von 48,3 % im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (2,4

%) nachweisen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des Fibrinogens zwischen den
Systemen

Diff = Differenz

FV

Im Rahmen der Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse lieR sich ein signifikanter
Einfluss (p=0,04) des Systems auf den FV detektieren. Fiir die FV Konzentration konnte eine
signifikante Verdanderung (p<0,0001) im Plasmabeutel im Vergleich zu den anderen
Entnahmeorten nachgewiesen werden. Des Weiteren liel} sich eine signifikante Interaktion
(p=0,0002) fur die Haupteffekte (Entnahmeort und System) detektieren. Unter Verwendung
des Hohlfasersystems zeigte sich im Plasmabeutel eine Verringerung der FV Konzentration

im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge, sodass mittels Sidak’s multiple comparison tests hierfir
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ein signifikanter Unterschied zwischen den Systemen ausfindig gemacht werden konnte

(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Vergleich der Systeme in Bezug auf den FV an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

FV = Faktor V, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,
VB-B (RT) = Citratplasma aus dem Vollblutbeutel (Lagerung bei RT)

Im Vergleich zu den Ausgangswerten des Spenders und dem Vollblutbeutel zeigte sich eine
Abnahme der FV Konzentration im Plasmabeutel. Im Vollblutbeutel lag der Median bei der
Gruppe Hohlfasersystem bei 121 % (range 110 — 140 %) und bei der Gruppe Zentrifuge bei
130 % (range 105 - 151 %). Der Median der Gruppe Hohlfasersystem im Plasmabeutel lag
bei 105 % (range 73 - 125 %) und bei der Gruppe Zentrifuge bei 114 %( range 99 - 132 %).
Der Median des Citratplasmas aus dem Vollblutbeutel (Lagerung bei Raumtemperatur (RT))

war mit dem Median aus dem Vollblutbeutel vergleichbar.

Bei der Gegeniiberstellung der prozentualen Differrenz des FV vom Plasma - und
Vollblutbeutel ergab sich ein signifikanter Unterschied (p<0,0019) zwischen den Systemen,

welcher mittels Mann-Whitney-U-Tests detektiert wurde. Fir die Gruppe Hohlfasersystem
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lieR sich eine Abnahme der FV Konzentration von 18,7 % im Vergleich zur Gruppe

Zentrifuge (7,9 %) nachweisen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der FV Konzentration zwischen
den Systemen

Diff = Differenz, FV =Faktor V

FVIll

Im Hinblick auf die FVIII Konzentration ergab sich nach Auswertung der 2-faktoriellen
Varianzanalyse weder ein signifikanter Einfluss des verwendeten Systems (p=0,80), noch
eine Signifikanz im Hinblick auf die Wechselwirkung (p=0,19) der Haupteffekte
(Entnahmeort und System). Es lieR sich jedoch eine signifikante Veranderung (p<0,0001) im

Plasmabeutel im Vergleich zu den anderen Entnahmeorten feststellen (Abbildung 14).

Fir den Entnahmeort “Plasmabeutel” lieB sich mittels Sidak’s multiple comparison tests in
Bezug auf die FVIII Konzentration kein signifikanter Unterschied zwischen den Systemen

nachweisen (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Vergleich der Systeme in Bezug auf die F VIII Konzentration an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

F VIl = Faktor VIII, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,
VB-B (RT) = Citratplasma aus dem Vollblutbeutel (Lagerung bei RT)

Die Mediane der Ausgangswerte des Spenders, des Vollblutbeutels sowie von dem
Citratplasma des Vollblutbeutels (Lagerung bei RT) waren nahezu vergleichbar. Im
Plasmabeutel konnte eine Abnahme in der Konzentration an FVIII nachgewiesen werden.
Fir den Vollblutbeutel ergab sich fiir die Gruppe Hohlfasersystem ein Median von 99,5 %
(range 80 - 113 %) und fiir die Gruppe Zentrifuge ein Median von 103 % (range 73 - 133 %).
Bei der Probe aus dem Plasmabeutel lag der Median der Gruppe Hohlfasersystem bei 86 %

(range 60 - 97 %) und bei der Gruppe Zentrifuge bei 89 % (range 64 - 100 %).
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Abbildung 15: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der F VIIl Konzentration zwischen
den Systemen

Diff = Differenz, F VIl = Faktor VIII

vWEF-Antigen

Im Hiblick auf das vWF-Antigen zeigte sich nach Auswertung der 2-faktoriellen
Varianzanalyse weder ein signifikanter Einfluss des verwendeten Systems (p=0,07), noch
eine Signifikanz fiir die Wechselwirkung der Haupteffekte (p=0,30). Flir den Gehalt an vWF-
Antigen lieR sich eine signifikante Veranderung (p=0,0005) in Abhangigkeit vom
Entnahmeort feststellen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich der Systeme in Bezug auf das vWF-Antigen an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

vWF = von-Willebrand-Faktor, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel,
P-B = Plasmabeutel, VB-B (RT) = Citratplasma aus dem Vollblutbeutel (Lagerung bei RT).

Das Referenzintervall ist grau hinterlegt.

Die hochsten Gehalte an vWF-Antigen konnten im Spender nachgewiesen werden. Hier lag
der Median bei der Gruppe Hohlfasersystem bei 136 % (range 55 - 212 %) und bei der
Gruppe Zentrifuge bei 111 % (range 43 - 186 %). Bis zum Plasmabeutel sank die
Konzentration an vWF-Antigen immer weiter ab. Bei der Gruppe Hohlfasersystem lag der
Median hier bei 101 % (range 37 - 177 %) und fiir die Gruppe Zentrifuge bei 69 % (range 34
=214 %).

Beim Vergleich der prozentualen Differenz des vWF-Antigens vom Plasma - und
Vollblutbeutel zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Systemen. Bei

der Gruppe Zentrifuge konnte ein AusreiBer nachgewiesen werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17. Darstellung des prozentualen Unterschiedes des vWF-Antigens zwischen den
Systemen

Diff = Differenz, vWF-Antigen = von-Willebrand-Faktor Antigen

AT Il

Die statistische Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab, dass die Systeme
keinen signifikanten Einfluss (p=0,09) auf das AT IIl ausiibten. Es lieRen sich jedoch
signifikante Unterschiede im Hinblick auf den Entnahmeort (p<0,0001), als auch eine
Signifikanz (p<0,0001) fir die Wechselwirkung zwischen Entnahmeort und System
feststellen. Fir den Entnahmeort “Plasmabeutel” liel sich mittels Sidak’s multiple
comparison tests eine signifikante AT Ill Abnahme (p<0,001) im mittels Hohlfasersystem

gewonnenen Plasmas feststellen, im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Vergleich der Systeme in Bezug auf die AT Il Konzentration an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

AT Il = Antithrombin Ill, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel,
P-B = Plasmabeutel, VB-B (RT) = Citratplasma aus dem Vollblutbeutel (Lagerung bei RT).

Das Referenzintervall ist grau hinterlegt.

Bei der Gruppe Hohlfasersystem konnte eine Abnahmein der AT Il Konzentration im
Plasmabeutel im Vergleich zu dem Vollblutbeutel und des Citratplasmas des Vollblutbeutels
(Lagerung bei RT) nachgewiesen werden. Der Median des AT lll lag im Plasmabeutel bei 104
% (range 93 - 116 %) und unterhalb des Referenzbereichs von 107,9 - 128,0 %. Im Vergleich
zum Vollblutbeutel ergab sich hier ein Median von 123,5 % (range 99 - 132 %). Bei der
Gruppe Zentrifuge lag der Median fir AT Il im Plasmabeutel bei 117 % (range 94 - 152 %),
welcher im Vergleich zum Vollblutbeutel mit einem AT Il Median von 129 % (range 94 - 164

%) geringer war.

Im Hinblick auf den Vergleich der prozentualen Differenz des AT Ill vom Plasma - und
Vollblutbeutel ergab sich mittels Mann-Whitney-U-Tests ein signifikanter Unterschied
(p=0,0004) zwischen den Systemen. Fir die Gruppe Hohlfasersystem liel§ sich eine
Verringerung der AT IIl Konzentration von 15,2 % im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (2,6

%) nachweisen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des AT lll zwischen den Systemen

Diff = Differenz, AT Ill = Antithrombin Ill

Proteine

TTP

Nach Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse zeigte sich, dass die Systeme keinen
signifikanten Einfluss (p=0,31) auf das TTP ausibten. Im Unterschied hierzu konnten fiir den
TTP Gehalt signifikante Unterschiede (p<0,0001) in Anhangigkeit vom Spender, Vollblut-,
Plasma- und EK-Beutel nachgewiesen werden (Abbildung 20). Eine signifikante Interaktion

zwischen den Haupteffekten (p<0,0001) Entnahmeort und System wurde detektiert.

Fiir den Gehalt an TTP im Plasmabeutel konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den
Systemen mittels Sidak’s multiple comparison tests nachgewiesen werden. Die Gruppe
Hohlfasersystem wies geringere Gehalte an TTP im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge auf. Fir
den EK-Beutel zeigte die Gruppe Hohlfasersystem héhere Gehalte an TTP im Vergleich zur
Gruppe Zentrifuge. Es konnte hierfiir ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen den

Systemen ausfindig gemacht werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Vergleich der Systeme in Bezug auf den TTP Gehalt an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

TTP = Totalprotein, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,

EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Im Vergleich zum Ausgangswert im Spender sank der TTP Gehalt im Vollblutbeutel und im
Plasmabeutel weiter ab. Im Plasmabeutel betrug der Median des TTP bei der Verwendung
des Hohlfasersystems 42,4 g/| (range 32,6 - 46,6 g/I) und bei der Methode der Zentrifuge 48
g/l (range 43,5 - 54,4 g/l). Im EK-Beutel lieRen sich die niedrigsten TTP Gehalte nachweisen.
Hier lag der Median der Gruppe Hohlfasersystems bei 15,5 g/l (range 9,7 - 22,2 g/I) und bei
der Methode der Zentrifuge bei 9,5 (range 7,8 - 24,4 g/l).

Bei der Betrachtung der prozentualen Differenz des TTP vom Plasma - und Vollblutbeutel
lieR sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Systemen (p=0,001) feststellen, welcher
mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests detektiert wurde. Flr die Gruppe Hohlfasersystem liel3
sich eine Verringerung der TTP Konzentration von 13,4 % im Vergleich zur Gruppe

Zentrifuge (4,6 %) nachweisen (Abbildung 21).

Ebenso liel sich ein signifikanter Unterschied (p=0,0002) zwischen den Systemen im

Hinblick auf die prozentuale Differenz des TTP vom EK - und Vollblutbeutel feststellen. Fir
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die Gruppe Hohlfasersystem liel8 sich eine Verringerung der TTP Konzentration von 69,9 %

im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (81,3 %) nachweisen (Abbildung 22).
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Abbildung 21: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des TTP im Hinblick auf die
Plasmagewinnung zwischen den Systemen

Diff = Differenz, TTP = Totalprotein
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Abbildung 22: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des TTP im Hinblick auf die EK-
Gewinnung zwischen den Systemen

Diff = Differenz, TTP = Totalprotein

Albumin (g/L)

Die statistische Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab, dass die Systeme
keinen signifikanten Einfluss (p=0,64) auf das Albumin (g/L) austibten. Im Hinblick auf den
Entnahmeort sowie auf die Wechselwirkung der Haupteffekte konnte jeweils eine
Signifikanz (p<0,0001) ausfindig gemacht werden. Fir den Entnahmeort “Plasmabeutel”
konnte mittels Sidak’s multiple comparison tests ein signifikanter Unterschied (p<0,01)
zwischen den Systemen detektiert werden. Das mittels Hohlfasersystem gewonnene
Plasma wies eine geringere Albumin Konzentration im Vergleich zum Plasma der Gruppe
Zentrifuge auf. Fir den Entnahmeort “EK-Beutel” wurden ebenfalls signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen. Hierbei zeigte die Gruppe
Hohlfasersystem héhere Albumin Konzentrationen auf im Vergleich zur Gruppen Zentrifuge

(Abbildung 24).
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Abbildung 23: Vergleich der Systeme in Bezug auf das Albumin (g/L) an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,

EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Der Referenzbereich ist grau hinterlegt.

Die hochsten Albuminwerte wurden beim Spender gemessen. Im Vollblutbeutel und im
Plasmabeutel zeigte sich eine Verringerung des Albumin Gehaltes, wobei die niedrigste
Albumin Konzentration im Beutel des EK zu verzeichnen war. Im Plasmabeutel lag der
Median fiir das Albumin der Gruppe Hohlfasersystem bei 21,5 g/| (range 19 - 25,1 g/I) und
bei der Gruppe Zentrifuge bei 23,5 g/l (range 21,5 - 27,6 g/l). Im Beutel des EK wies die
Gruppe Hohlfasersystem einen Median von 7 g/I (range 5,3 - 11,6 g/lI) auf und die Gruppe
Zentrifuge zeigte einen Median von 4,5 g/l (range 3,4 - 8,7 g/l).

Beim Vergleich der prozentualen Differenz des Albumin Gehaltes (g/L) vom Plasma - und
Vollblutbeutel lieR sich mittels Mann-Whitney-U-Tests ein signifikanter Unterschied
(p=0,0001) zwischen den Systemen feststellen. Flr die Gruppe Hohlfasersystem zeigte sich
eine Verringerung der Albumin Konzentration von 10,9 % im Vergleich zur Gruppe
Zentrifuge (3,1 %) (Abbildung 24). Ebenso konnte ein signifikanter Unterschied (p<0,0001)
zwischen den Systemen fiir den Vergleich der prozentualen Differenz des Albumin Gehaltes

(g/L) vom EK - und Vollblutbeutel festgestellt werden. Fir die Gruppe Hohlfasersystem
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ergab sich eine weniger starke Verringerung des Albumin Gehaltes, im Vergleich zur Gruppe

Zentrifunge (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des Albumin Gehaltes im Hinblick
auf die Plasmagewinnung zwischen den Systemen

Diff = Differenz

66



Ergebnisse der Untersuchung

P<0,0001

-20-
-40-
-60-

-100

Diff Albumin %

Hohlfasersystem Zentrifugation

System

Abbildung 25: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des Albumin Gehaltes im Hinblick
auf die EK-Gewinnung zwischen den Systemen

Diff = Differenz

Parameter der Elektrophorese

Im Folgenden werden die mittles Elektrophorese erhobenen Ergebnisse dargestellt. Die
graphische Darstellung der prozentualen Differenz zwischen dem Vollblut - und
Plasmabeutel erfolgt (abweichend zu oben) in einer zusammengefassten kompakten
Darstellung (Abbildung 32; Seite 73), da sich fiir alle erhobenen Parameter keine

signifikanten Unterschiede feststellen lieRen.

Albumin (%)

Wie aus Abbildung 26 ersichtlich, zeigte die Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse
weder einen signifikanten Einfluss der Systeme (p=0,08) auf den Albumin Gehalt, noch eine
Signifikanz im Hinblick auf die Interaktion der Haupteffekte (p=0,74). Im Hinblick auf den
Entnahmeort lieRen sich signifikante Veranderungen (p<0,0001) feststellen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Vergleich der Systeme in Bezug auf den Albumin Gehalt (%) an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP-S = Spender Serum, SP-CP = Spender Citratplasma, VB-B = Vollblutbeutel,

P-B = Plasmabeutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Im Vergleich zum Spender (Serum) zeigte sich der Albumin Gehalt in der Probe des
Citratplasmas (Spender) und im Vollblutbeutel verringert. In der Gruppe Hohlfasersystem
lag der Median fiir das Albumin beim Spender (Serum) bei 60 % (range 54,2 - 64,1 %) und
fir die Gruppe Zentrifuge bei 62,4 % (range 55,2 - 65,5 %). Im Vollblutbeutel lag der Median
fir die Gruppe Hohlfasersystem bei 58,2 % (range 53,1 - 63,1 %) und fir die Gruppe
Zentrifuge bei 60,5 % (range 54,4 - 63,9 %).

al-Globuline

In Bezug auf den Gehalt an al-Globulinen ergab sich nach Auswertung der 2-faktoriellen
Varianzanalyse weder ein signifikanter Einfluss der Systeme (p=0,25), noch eine signifikante
Interaktion (p=0,12) der Haupteffekte. Ein signifikanter Effekt (p=0,03) hinsichtlich des

Entnahmeortes konnte nachgewiesen werden (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Vergleich der Systeme in Bezug auf die alpha-1 Globuline an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP-S = Spender Serum, SP-CP = Spender Citratplasma, VB-B = Vollblutbeutel,

P-B = Plasmabeutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Der hochste Gehalt an al-Globulinen konnte im Vollblutbeutel ermittelt werden. Hier lag
der Median der Gruppe Hohlfasersystem bei 2,85 % (range 0,9 - 4,8 %) und fir die Gruppe
Zentrifuge bei 2,5 % (range 1,3 - 4,9 %).

a2-Globuline, B1-Globuline

Wie aus den Abbildungen 28 und 29 zu entnehmen ist, ergaben sich nach Durchfiihrung der
2-faktoriellen Varianzanalyse keine signifikanten Einflisse der Systeme auf den Gehalt an
alpha-2 Globulinen bzw. R1-Globulinen. Eine Signifikanz in der Wechselwirkung zwischen
den Haupteffekten konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Dies gilt des Weiteren fiir

den Entnahmeort.
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Abbildung 28: Vergleich der Systeme in Bezug auf die alpha-2 Globuline an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP-S = Spender Serum, SP-CP = Spender Citratplasma, VB-B = Vollblutbeutel,

P-B = Plasmabeutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.
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Abbildung 29: Vergleich der Systeme in Bezug auf die beta-1 Globuline an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP-S = Spender Serum, SP-CP = Spender Citratplasma, VB-B = Vollblutbeutel,

P-B = Plasmabeutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.
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B2-Globuline

Die statistische Auswertungn der 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab, dass die Systeme
(p=0,38) keinen signifikanten Einfluss auf die B2-Globuline auslibten. Es konnte jedoch eine
Signifikanz hinsichtlich der Interaktion der Haupteffekte (p=0,007), als auch im Hinblick auf
den Entnahmeort (p<0,0001) festgestellt werden (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Vergleich der Systeme in Bezug auf die beta-2 Globuline an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP-S = Spender Serum, SP-CP = Spender Citratplasma, VB-B = Vollblutbeutel,

P-B = Plasmabeutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Im Vergleich zum Spender (Serum) konnte fir das Citratplasma des Spenders ein Anstieg in
der Konzentration der $2-Globuline verzeichnet werden. Fiir die Gruppe Hohlfasersystem
lag der Median hier bei 14,55 % (range 12,3 - 18,9 %) und bei der Gruppe Zentrifuge bei
13,85 % (range 10,4 - 19,9 %). Fiir den Plasmabeutel zeigte sich fiir die Gruppe
Hohlfasersystem ein geringerer Median von 13 % (range 11,3 — 17,6 %) im Vergleich zur

Gruppe Zentrifuge, die ein Median von 13,5 % (range 11,3 — 16,8 %) aufwies.
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y-Globuline

Nach Durchfiihrung der 2-faktoriellen Varianzanalyse ergaben sich keine signifikanten
Effekte des Systems (p=0,63), oder des Entnahmeortes (p=0,05) auf den Gehalt an y-
Globulinen. Eine Signifikanz in der Wechselwirkung (p=0,07) zwischen den Haupteffekten

konnte ebenfalls nicht festgestellt werden (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Vergleich der Systeme in Bezug auf die gamma-Globuline an den
unterschiedlichen Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP-S = Spender Serum, SP-CP = Spender Citratplasma, VB-B = Vollblutbeutel,

P-B = Plasmabeutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Darstellung der prozentualen Differenz fir die Parameter der Elektrophorese zwischen
dem VB-Beutel und Plasmabeutel
Im Hinblick auf die prozentuale Differernz lie3en sich fiir die Parameter der Elektrophorese

keine Hinweise auf signifikante Unterschiede zwischen den Systemen ausfindig machen

(Abbildung 32).

72



Ergebnisse der Untersuchung

- P=025
S
o
< 154 U
£ 1o
u
— 54 [;1
S
A W - -_—
; -10 T T
o Hohlfasersystem Zentrifuge
System
P=0,74
60-
*® ——
£
§
(U} |
':‘ u__ o - N—— L - [—
F ul e
5 -40 T T
Hohlfasersystem Zentrifuge
System
P=0,09
20+ —
P r—
g
-
3
0 0o oo el
o
-
£ - -
5 i
‘zn Ll L
Hohlfasersystem Zentrifuge
System

Diff alpha-1 Globuline %

Diff beta-1 Globuline %

Diff gamma - Globuline %

Abbildung 32: Darstellung des prozentualen Unterschiedes fiir Parameter der
Elektrophorese zwischen den Systemen
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Zellulare Parameter

Hamatokrit (Hkt)

Im Rahmen der statistischen Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab sich, dass
die Systeme keinen signifikanten Einfluss (p=0,06) auf den Hkt ausiibten. Es zeigten sich
jedoch signifikante Unterschiede im Hinblick auf den Entnahmeort (p<0,0001), als auch eine
Signifikanz fur die Wechselwirkung der Haupteffekte (p=0,0026). Flir den Entnahmeort “EK-
Beutel” lieR sich mittels Sidak’s multiple comparison tests ein signifikant (p<0,01) geringerer
Hkt im mittels Hohlfasersystem gewonnenen EKs feststellen, im Vergleich zur Gruppe

Zentrifuge (Abbildung 33).
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Abbildung 33. Vergleich der Systeme in Bezug auf den Hkt an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

Hkt = Hdmatokrit, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,

EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Der Median des Hkt lag beim Spender bei der Gruppe Hohlfasersystem bei 0,48 |/l (range
0,41 - 0,55 I/1) und bei der Gruppe Zentrifuge bei 0,5 (I/1) (range 0,41 - 0,57 I/1). Im
Vollblutbeutel sank der Hkt weiter ab und hatte die niedrigsten Werte im Plasmabeutel.
Hier lag der Median des Hkt bei beiden Systemen bei 0 I/l. Der héchste Hkt wurde im EK-
Beutel gemessen. Der Median lag bei der Gruppe des Hohlfasersystems bei 0,57 I/I (range

0,53 - 0,62 I/1) und bei der Gruppe der Zentrifuge bei 0,62 I/ (range 0,55 -0,67 |/1).
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Beim Vergleich der prozentualen Differenz des Hkt vom EK - und VB-Beutel ergab sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Systemen (p=0,04), welcher mittels Mann-Whitney-
U-Test detektiert wurde. Fir die Gruppe Zentrifuge liel§ sich ein hoherer Hkt (47,7 %)

feststellen, im Vergleich zum Hohlfasersystem (38,2 %) (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des Hkt zwischen den Systemen

Diff = Differenz, Hkt=Hdmatokrit

Hamoglobin (Hb)

Anhand der Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse lieBen sich keine signifikanten
Einflisse der Systeme (p=0,08) auf das Hb feststellen. Es zeigte sich jedoch eine signifikante
Interaktion (p=0,05) des Entnahmeortes in Zusammenhang mit dem System. Im Hinblick auf
den Entnahmeort (p<0,0001) konnte ebenfalls eine signifikante Auswirkung auf den Hb
Gehalt detektiert werden. Fiir den EK-Beutel zeigte sich mittels Sidak’s multiple comparison
tests eine Signifikanz fur den Unterschied zwischen den Systemen. Der Hb-Gehalt war bei

der Gruppe Hohlfasersystem im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge geringer (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Vergleich der Systeme in Bezug auf das Hb an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,

EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Vom Ausgangswert im Spender Gber den Vollblutbeutel hin zum Plasmabeutel ergab sich
eine Verringerung des Hb-Gehaltes. Die niedrigsten Hb-Werte wurden im Plasmabeutel
gemessen. Hier lag der Median des Hb-Gehaltes der Gruppe Hohlfasersystem, als auch von
der Gruppe Zentrifuge bei 0 mmol/l. Im EK-Beutel war der Median des Hb-Gehaltes am
héchsten. Fiir das Hohlfasersystem konnte ein Median von 11,6 mmol/I (range 10,5 - 14,5
mmol/l) ermittelt werden und fiir die Gruppe Zentrifuge ein Median von 12,7 mmol/I

(range 11,2 - 13,6 mmol/I).

Beim Vergleich der prozentualen Differenz des Hb vom EK - und Vollblutbeutel ergab sich

kein signifikanter Unterschied (p=0,23) zwischen den Systemen (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des Hb zwischen den Systemen

Diff = Differenz, Hb= Hémoglobin

Mittlere korpuskuldre Hemoglobinkonzentration / Mean Corpuscular Hemoglobin
Concentration (MCHC)
Nach Durchflihrung der 2-faktoriellen Varianzanalyse konnte gezeigt werden, dass beide

Systeme keinen signifikanten Einfluss (p=0,35) auf das MCHC ausiibten. Das MCHC

verdnderte sich jedoch signifikant (p<0,0001) im Plasmabeutel im Vergleich zu den anderen

Entnahmeorten. Eine Signifikanz im Hinblick auf die Wechselwirkung zeigte sich nicht

(p=0,28) (Abbildung 37).
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Abbildung 37:Vergleich der Systeme in Bezug auf das MCHC an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

MCHC = Mittlere korpuskuldre Hemoglobinkonzentration
Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,

EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Die Mediane des MCHC vom Spender, dem Vollblutbeutel und EK-Beutel waren
vergleichbar und lagen jeweils im Referenzbereich von 20,82 - 23,53 mmol/I. Im
Plasmabeutel lag der Median der Gruppe Hohlfasersystem bei 0 mmol/I (range 0 - 78,67
mmol/l), ebenso wie der Median der Gruppe Zentrifuge. Bei der Gruppe Hohlfasersystem

lieR sich im Plasmabeutel ein AusreiRer detektieren.

Im Hinblick auf den Vergleich der prozentualen Differenz des MCHC vom EK-Beutel und
Vollblutbeutel ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Systemen

(Abbildung 38).
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Abbildung 38: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des MICHC zwischen den
Systemen

Diff = Differenz, MCHC = Mittlere korpuskuldre Hemoglobinkonzentration

Mittlere gemessene korpuskuldare Hemoglobinkonzentration / Cell Hemoglobin
Concentration Mean (CHCM)

Die statistische Auswertung des 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab, dass die Systeme
(p=0,94) keinen signifikanten Einfluss auf das CHCM auslibten. Anhand der Abbildung 39 ist
zu entnehmen, dass fiir den CHCM Gehalt ebenfalls keine signifikanten Verdanderungen im
Spender, Vollblut-, Plasma-, und EK-Beutel feststellbar waren. Eine Signifikanz im Bezug auf

die Wechselwirkung der Haupteffekte (p=0,99) war ebenfalls nicht nachweisbar.
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Abbildung 39: Vergleich der Systeme in Bezug auf das CHCM an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

CHCM = Mittlere gemessene korpuskuldre Hemoglobinkonzentration
Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,

EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Die Mediane des CHCM lagen an den jeweiligen Entnahmeorten alle im Referenzbereich
von 20,82 - 23,53 mmol/I. Im Plasmabeutel lag der Median flr das Hohlfasersystem bei
20,42 mmol/I (range 0 - 24,95 mmol/l). Fiir die Gruppe Zentrifuge konnte im Plasmabeutel

ein Median von 20,85 mmol/I (range 0 - 22,46 mmol/I) ermittelt werden.

Der Vergleich der prozentualen Differenz des CHCM vom EK - und Vollblutbeutel ergab

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Systemen (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des CHCM zwischen den
Systemen

Diff = Differenz, CHCM= Mittlere gemessene korpuskuldre Hemoglobinkonzentration

Mittleres korpuskulares Volumen / Mean Cell Volume (MCV)

Nach Druchfilihrung der 2-faktoriellen Varianzanalyse konnte kein signifikanter Einfluss der
Systeme (p=0,22) auf das MCV festgestsellt werden, ebenso wenig ergab sich keine
Signifikanz fur die Wechselwirkung zwischen den Haupteffekten (p=0,23). Fir den
Entnahmeort (p=0,0017) lieB sich ein signifikanter Einfluss auf das MCV detektieren
(Abbildung 41).
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Abbildung 41: Vergleich der Systeme in Bezug auf das MCV an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

MCV = Mittleres korpuskuldres Volumen, Entnahmeorte: SP = Spender,
VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel, EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel.

Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Flir das MCV konnte eine Signifikanz (p=0,0017) hinsichtlich des Entnahmeortes festgestellt
werden. Der Median des MCV im Plasmabeutel betrug fiir das Hohlfasersystem 66,9 fL
(range 0 - 88,3 fL) und fiir die Gruppe Zentrifuge 67,1 fL (range 46,8 - 83,3 fL). Im Vergleich
dazu lagen die Mediane des MCV vom Spender, dem Vollblutbeutel sowie aus dem EK -

Beutel dartber.

Beim Vergleich der prozentualen Differenz des MCV vom EK - und Vollblutbeutel konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Systemen festgestellt werden (Abbildung

42).
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Abbildung 42: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des MICV zwischen den Systemen

Diff = Differenz, MICV = Mittleres korpuskuldres Volumen

Erythrozyten / Red Blood Cells (RBC)

Die verwendeten Systeme zeigten nach der statistischen Auswertung der 2-faktoriellen
Varianzanalyse keinen signifikanten Einfluss (p=0,15) auf die Erythrozyten. Es zeigten sich
jedoch signifikante Unterschiede im Hinblick auf den Entnahmeort (p<0,0001), als auch eine

Signifikanz (p=0,05) fiur die Wechselwirkung zwischen Entnahmeort und System.

Fiir den Entnahmeort “EK - Beutel” lieR sich mittels Sidak’s multiple comparison tests eine
signifikant geringere Konzentration an Erythrozyten im mittels Hohlfasersystem

gewonnenen EK feststellen, im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Vergleich der Systeme in Bezug auf die RBC an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

RBC = Erythrozyten, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,

EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Vom Ausgangswert im Spender lGber den Vollblutbeutel bis zum Plasmabeutel zeigte sich
ein Absinken in der Konzentration der Erythrozyten, wobei die tiefsten Werte im
Plasmabeutel gemessen wurden. Hier lag der Median der RBC der Gruppe
Hohlfasersystemsowie der Median der Gruppe Zentrifuge bei 0 x 10*2/I. Der héchste Gehalt
an Erythrozyten konnte im EK-Beutel gemessen werden. Hier lag der Median fiir das
Hohlfasersystem bei 8,0 x 10%%/I (range 7,3 - 9,9 x 10*?/1). Der Median fiir das System der
Zentrifuge lag bei 8,9 x 10%/I (range 7,5 - 9,5 x 10*?/1). Mit Ausnahme der Werte im
Plasmabeutel lag der Median der RBC an allen Entnahmeorten im Referenzbereich von 5,5 -

8,5 x 10*%/I.

Fiir den Vergleich der prozentualen Differenz der RBC vom EK - und Vollblutbeutel konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den Systemen ausfindig gemacht werden

(Abbildung 44).
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Abbildung 44: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der RBC zwischen den Systemen

Diff = Differenz, RBC = Erythrozyten

Thrombozyten / Platelets (PLT)

Nach Durchfilihrung der 2-faktoriellen Varianzanalyse zeigte sich weder ein signifikanter
Einfluss der Systeme (p=0,80) auf den Gehalt an Thrombozyten, noch eine Signifikanz im
Hinblick auf die Wechselwirkung (p=0,94) zwischen Entnahmeort und System. Fiir den
Entnahmeort alleine lieR sich ein signifikanter Effekt (p<0,0001) auf die Thrombozyten
feststellen (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Vergleich der Systeme in Bezug auf die PLT an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

PLT = Thrombozyten, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel,
P-B = Plasmabeutel, EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als

grauer Balken hinterlegt.

Der Gehalt an Thrombozyten verringerte sich signifikant (p<0,0001) vom Vollblutbeutel hin
zum Plasma - und EK - Beutel. Die hochsten Gehalte an Thrombozyten waren im Spender zu
verzeichnen. Im Vergleich dazu, wurden im Vollblutbeutel niedrigere Gehalte an
Thrombozyten gemessen. Dort betrug der Median der PLT der Gruppe Hohlfasersystem
209,5 x 10%/I (range 49 - 285 x 10%/1) und fiir die Gruppe Zentrifuge 171 x 10°%/I (range 49 -
392 x 10°%/1). Die Anzahl der Thrombozyten im Plasmabeutel und im EK - Beutel waren
dhnlich und zeigten die niedrigsten Gehalte an Thrombozyten. Im EK - Beutel lag der
Median bei der Gruppe Hohlfasersystem bei 3 x 10%/I (range 0 - 11 x 10%/1). Unter
Verwendung der Zentrifuge lag der Median der Thrombozyten bei 4 x 10%/I (range 2 — 64 x
10°%/).

Beim Vergleich der prozentualen Differenz der PLT vom EK - und Vollblutbeutel ergab sich
ein signifikanter Unterschied (p=0,01) zwischen den Systemen, welcher mittels Mann-

Whitney-U-Tests detektiert wurde. Fiir die Gruppe Hohlfasersystem lieR sich eine
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Verringerung der PLT von 98,5 % im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (96,9 %) nachweisen
(Abbildung 46).
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Abbildung 46: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der PLT zwischen den Systemen

Diff = Differenz, PLT= Thrombozyten

Leukozyten / White Blood Cells (WBC)

Wie auch bei den Thrombozyten zeigte sich fiir die Leukozyten kein signifikanter Einfluss
des Systems (p=0,60). Eine signifikante Interaktion zwischen dem System und Entnahmeort
konnte ebenfalls ausgeschlossen werden. Im Unterschied hierzu konnte ein signifikanter
Effekt (p<0,0001) des Entnahmeortes in Bezug auf den Leukozytengehalt festgestellt
werden (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Vergleich der Systeme in Bezug auf die WBC an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

WBC = Leukozyten, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, P-B = Plasmabeutel,

EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Im Vergleich zum Ausgangswert des Spenders wurde im Vollblutbeutel ein niedriger
Leukozytengehalt gemessen. Hier lag der Median der Gruppe Hohlfasersystem bei 6,86 x
10%/I (range 4,22 - 9,69 x 10%/1) und fiir die Gruppe Zentrifuge bei 6,67 x 10%/| (range 3,99 —
14 x 10%1). Die Leukozytengehalte im Plasmabeutel und im EK - Beutel waren vergleichbar.
Hier wurden die geringsten Leukozytengehalte gemessen. Im Beutel des EK lag der Median
beim Einsatz des Hohlfasersystems bei 0,01 x 10%/I (range 0 - 0,1 x 10%/1) und bei der
Gruppe Zentrifuge bei 0,05 x 10%/I (range 0,01 - 0,65 x 10%/1).

Bei der Betrachtung der prozentualen Differenz der WBC vom EK - und Vollblutbeutel
konnte mittels Mann-Whitney-U-Test ein signifikanter Unterschied (p=0,002) zwischen den

Systemen ausfindig gemacht werden (Abbildung 48).

88



Ergebnisse der Untersuchung

-50 -

Diff WBC %

-1004 — —I—

-150

Hohlfasersystem Zentrifugation

System

Abbildung 48: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der WBC zwischen den Systemen

Diff = Differenz, WBC = Leukozyten

Weitere Parameter

Phosphor (P)

Nach Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse liel8 sich kein signifikanter Einfluss der
Systeme (p=0,29) auf den Phorphor Gehalt nachweisen. Eine Signifikanz fiir die Interaktion
der Haupteffekte (p=0,46) war ebenfalls nicht ersichtlich. Hinsichtlich des Entnahmeortes

zeigte sich ein signifikanter Einfluss (p<0,0001) auf den Phosphor Gehalt (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Vergleich der Systeme in Bezug auf das P an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

P = Phosphor, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel,

EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Im Vergleich zum Ausgangswert des Spenders konnte ein Anstieg der P-Konzentration im
Vollblutbeutel detektiert werden. Hier lag der Median fiir die Gruppe Hohlfasersystem bei
3,71 mmol/l (range 3,11 - 4,24 mmol/l) und fir die Gruppe Zentrifuge bei 3,56 mmol/I
(range 2,39 - 4,43 mmol/I). Die niedrigste P-Konzentration wurde im EK-Beutel gemessen,
welche geringer war als im Vollblutbeutel. Der Median des Phosphors fiir die Gruppe
Hohlfasersystem lag im EK-Beutel bei 1 mmol/I (range 0,63 - 1,45 mmol/I) und bei der
Gruppe Zentrifuge bei 0,76 mmol/l (range 0,56 - 1,31 mmol/I).

Beim Vergleich der prozentualen Differenz des P vom EK - und Vollblutbeutel ergab sich

kein signifikanter Unterschied (p=0,08) zwischen den Systemen (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des P zwischen den Systemen

Diff = Differenz, P = Phosphor

Kalium

Die statistische Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab, dass weder die
Systeme (p=0,55), noch die Interaktion der Haupteffekte (p=0,15) einen signifikanten
Einfluss auf das Kalium ausiibten. Die Kalium Konzentration veranderte sich jedoch

signifikant (p<0,0001) an den unterschiedlichen Entnahmeorten (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Vergleich der Systeme in Bezug auf das K an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

K = Kalium, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel,
EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Im Spender lieBen sich die héchsten Kalium Gehalte feststellen. Im Vergleich dazu wurden
im Vollblutbeutel geringere Kalium Konzentrationen gemessen. Fir die Gruppe
Hohlfasersystem lag hier einen Median von 2,99 mmol/I (range 2,8 - 3,18 mmol/l) vor und
fur die Gruppe Zentrifuge befand sich der Median bei 3,14 mmol/| (range 2,57 - 3,46
mmol/l). Im EK-Beutel konnten die tiefsten Kaliumwerte gemessen werden. Die Gruppe
Hohlfasersystem wies hier einen Median von 1,18 mmol/| (range 0,85 - 1,71 mmol/l) auf

und die Gruppe Zentrifuge einen Median von 1,07 mmol/l (range 0,77 - 1,72 mmol/I).

Beim Vergleich der prozentualen Differenz des Kaliums vom EK - und Vollblutbeutel

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Systemen (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des Kaliums zwischen den
Systemen

Diff = Differenz, K = Kalium

LDH

Die statistische Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse zeigte, dass die Systeme
keinen signifikanten Einfluss (p=0,16) auf die LDH ausibten. Ebenfalls war weder eine
Signifikanz im Hinblick auf den Entnahmeort (p=0,79), noch beziiglich der Interaktion der

Haupteffekte (p=0,53) nachweisbar (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Vergleich der Systeme in Bezug auf die LDH an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

LDH = Laktatdehydrogenase, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel,
EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Die Mediane der LDH im Spender und Vollblutbeutel waren vergleichbar. Im Vollblutbeutel
wies die Gruppe Hohlfasersystem einen Median von 22 U/l (range 1 - 60 U/l) und die
Gruppe Zentrifuge einen Median von 30 U/I (range 1 - 160 U/I) auf. Im EK-Beutel konnte ein
Median fiir die Gruppe Hohlfasersystem von 12,5 U/| (range 1 - 35 U/I) festgestellt werden
und fiir die Gruppe Zentrifuge 13 U/I (range 1 - 261 U/l). Der Median an allen

unterschiedlichen Entnahmeorten lag unterhalb des Referenzbereichs von 85,7 - 255 U/I.

Beim Vergleich der prozentualen Differenz der LDH vom EK - und Vollblutbeutel ergab sich
kein signifikanter Unterschied (p=0,87) zwischen den Systemen. Fiir die Gruppe

Zentrifugation konnte ein AusreilRer nachgewiesen werden (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der LDH zwischen den Systemen

Diff = Differenz, LDH = Laktatdehydrogenase

pH-Wert

Im Hinblick auf den pH-Wert ergab sich nach Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse
kein signifikanter Einfluss der Systeme (p=0,43). Gleiches gilt ebenfalls flr die Interaktion
der Haupteffekte (p=0,41). Einzig fir den Entnahmeort (p<0,0001) konnte ein signifikanter

Einfluss auf den pH-Wert nachgewiesen werden (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Vergleich der Systeme in Bezug auf den pH-Wert an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel.
Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Der hochste pH-Wert wurde im Spender gemessen. Hier lag der Median bei der Gruppe
Hohlfasersystem bei 7,3 (range 7,0 - 7,4) und fir die Gruppe Zentrifuge bei 7,3 (range 7,3 -
7,4). Im Vergleich zum Spender kam es im Vollblutbeutel und im Beutel des EK zu einem
Abfall des pH-Wertes. Die pH-Werte im Vollblutbeutel und im EK-Beutel waren vergleichbar
und zeigten bei beiden Systemen einen Median von pH 7. Im Vergleich zum Spender lagen
die Mediane des pH-Wertes im Vollblutbeutel und im EK-Beutel unterhalb des

Referenzbereichs von pH 7,31 - 7,41.

Beim Vergleich der prozentualen Differenz des pH-Wertes vom EK - und Vollblutbeutel lief3
sich kein signifikanter Unterschied (p=0,49) zwischen den Systemen detektieren (Abbildung
56).
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Abbildung 56: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des pH-Wertes zwischen den
Systemen

Diff = Differenz

pO2

Auch fiir den pO; ergaben sich nach Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse keine
signifikanten Einfllisse der verwendeten Systeme (p=0,82), ebenso wenig wie fiir die
Interaktion der Haupteffekte (p=0,15). Fiir den Entnahmeort konnte ein signifikanter

Einfluss (p<0,0001) auf den pO, Gehalt detektiert werden (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Vergleich der Systeme in Bezug auf den pO, an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

pO; = Sauerstoffpartialdruck, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel,
EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Im Spender war der pO; im Vergleich zu den anderen Entnahmeorten am geringsten. Im
Vollblutbeutel konnte ein Anstieg in der pO,-Konzentration verzeichnet werden. Fir die
Gruppe Hohlfasersystem betrug der Median hier 56,4 mmHg (range 44,2 - 73,5 mmHg) und
fiir die Gruppe Zentrifuge 62,7 mmHg (range 46,9 - 70,6 mmHg). Die hochsten Gehalte fur
den pO; zeigten sich im EK-Beutel. Hierbei lag der Median fiir die Gruppe Hohlfasersystem
bei 72,2 mmHg (range 54,6 - 107,4 mmHg) und fiir die Gruppe Zentrifuge bei 71,7 mmHg
(range 52,6 - 87,8 mmHg).

Beim Vergleich der prozentualen Differenz des pO, vom EK - und Vollblutbeutel ergab sich

kein signifikanter Unterschied (p=0,06) zwischen den Systemen (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des pO, zwischen den Systemen

Diff = Differenz, pO, = Sauerstoffpartialdruck

pCO2

Die statisische Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab, dass die Systeme
keinen signifikanten Einfluss (p=0,90) auf die pCO,-Konzentration ausibten. Auch fiir die
Interaktion der Haupeffekte (p=0,09) war keine Signifikanz zu verzeichnen. Der

Entnahmeort zeigte signifikante Auswirkungen auf die pCO,-Konzentration (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Vergleich der Systeme in Bezug auf den pCO; an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

pCO; = Kohlenstoffdioxid Partialdruck, Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel,
EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel. Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Wie aus der Abbildung 59 ersichtlich, wurde der pCO; in Abhangigkeit vom Spender,
Vollblut- und EK-Beutel signifikant beeinflusst (p<0,0001). Im Vergleich zu den
Ausgangswerten im Spender war im Vollblutbeutel ein Anstieg in der pCO,-Konzentration
zu verzeichnen. Im Vollblutbeutel lag der Median des pCO, der Gruppe Hohlfasersystem bei
62,2 mmHg (range 41,1 - 69,6 mmHg) und fiur die Gruppe Zentrifuge bei 60,5 mmHg (range
41,6 - 69,4 mmHg). Im Vergleich zum Vollblutbeutel kam es im EK-Beutel zu einem Abfall in
der pCO,-Konzentration. Hierbei lag der Median der Gruppe Hohlfasersystem bei 34,4
mmHg (range 30,4 - 41,8 mmHg) und fiir die Gruppe Zentrifuge bei 38,3 mmHg (range 35,1
- 44,6 mmHg).

Beim Vergleich der prozentualen Differenz des pCO, vom EK - und Vollblutbeutel ergab sich
ein signifikanter Unterschied (p=0,02) zwischen den Systemen, welcher mittels Mann-
Whitney-U-Test detektiert wurde. Fiir die Gruppe Hohlfasersystem liel§ sich eine Reduktion
des pCO; von 41 % nachweisen und flr die Gruppe Zentrifugation 35,5 % (Abbildung 60).
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Abbildung 60: Darstellung des prozentualen Unterschiedes des pCO; zwischen den Systemen

Diff = Differenz, pCO, = Kohlenstoffdioxid Partialdruck

Glukose

Nach Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse zeigten sich keine signifikanten
Einflisse der Systeme (p=0,33) auf die Glukose Konzentration. Gleiches liel sich ebenfalls
fir die Interaktion der Haupeffekte (p=0,06) feststellen. Fiir den Entnahmeort (p<0,0001)
wurde ein signifikanter Einfluss auf die Konzentration der Glukkose nachgewiesen

(Abbildung 61).
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Abbildung 61: Vergleich der Systeme in Bezug auf die Glukose an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel

Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Wie die Abbildung 61 zeigt war die Glukose Konzentration des Spenders im Vergleich zum
Vollblutbeutel und dem EK-Beutel am geringsten. Im Spender lag der Median der Glukose
der Gruppe Hohlfasersystem bei 6,9 mmol/I (range 5,1 - 30,5 mmol/l) und bei der Gruppe
Zentrifuge bei 6,2 mmol/l (range 4,4 - 12,1 mmol/l). Im Vollblutbeutel war eine Zunahme
der Glukose Konzentration zu verzeichnen. Der Median der Gruppe Hohlfasersystem lag bei
26,9 mmol/l (range 21,7 - 30,5 mmol/I) und bei der Gruppe Zentrifuge bei 26,8 mmol/I
(range 17,8 - 30,6 mmol/I). Im EK-Beutel lieRen sich die hochsten Glukose Konzentrationen
messen. Fir die Gruppe Hohlfasersystem lag der Median bei 35,8 mmol/l (range 33,2 - 39,7
mmol/l) und fiir die Gruppe Zentrifuge bei 38,7 mmol/I (range 36,8 - 39,5 mmol/I).

Beim Vergleich der prozentualen Differenz der Glukose vom EK - und Vollblutbeutel war
kein signifikanter Unterschied (p=0,06) zwischen den Systemen nachweisbar (Abbildung

62).
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Abbildung 62: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der Glukose zwischen den
Systemen

Diff = Differenz

Laktat

Die statistische Auswertung der 2-faktoriellen Varianzanalyse ergab, dass die Systeme
keinen signifikanten Einfluss (p=0,90) auf die Laktat Konzentration ausilibten. Fir die Laktat
Konzentration konnte eine signifikante Interaktion (p=0,0006) zwischen dem Entnahmeort
und dem System beobachtet werden. Eine Signifikanz hinsichtlich des Entnahmeortes war

nicht zu verzeichnen (Abbildung 63).
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Abbildung 63: Vergleich der Systeme in Bezug auf das Laktat an den unterschiedlichen
Entnahmeorten

Entnahmeorte: SP = Spender, VB-B = Vollblutbeutel, EK-B = Erythrozytenkonzentrat Beutel

Das Referenzintervall ist als grauer Balken hinterlegt.

Die Ausgangswerte des Spenders zeigten sowohl bei der Gruppen Hohlfasersystem, als
auch bei der Gruppe Zentrifuge einen Median von 1,1 mmol/l an. Im Vergleich zum
Vollblutbeutel sank der Median flr Laktat bei der Gruppe Hohlfasersystem auf 0,95 mmol/I
(range 0,6 - 1,8 mmol/l) ab. Fir die Gruppe Zentrifuge konnte im Vollblutbeutel ein
dhnlicher Median beobachtet werden, wie im Spender. Im Vergleich zum EK-Beutel konnte
fiir die Gruppe Zentrifuge ein Abfall des Medians festgestellt werden. Dieser lag bei 0,9
mmol/I (range 0,5 - 1,6 mmol/l). Fir die Gruppe Hohlfasersystem zeigte sich ein Anstieg des

Medians 1,2 mmol/l (range 0,5 - 2,1mmol/l) im EK-Beutel im Vergleich zum Vollblutbeutel.

Beim Vergleich der prozentualen Differenz der Laktat Konzentration vom EK - und
Vollblutbeutel ergab sich ein signifikanter Unterschied (p=0,0012) zwischen den Systemen,
welcher mittels Mann-Whitney-U-Tests detektiert wurde. Die Gruppe Hohlfasersystem
zeigte eine hohere Laktat Konzentration (16,1 %) im Vergleich zur Gruppe Zentrifugation

(Abbildung 64).
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Abbildung 64: Darstellung des prozentualen Unterschiedes der Laktat Konzentration
zwischen den Systemen

Diff = Differenz
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Vergleich des Volumens der Blutprodukte sowie der Separationsdauer

Zwischen den unterschiedlichen Systemen konnten weder signifikante Unterschiede
hinsichtlich der gewonnenen Volumina im Vollblut-, Plasma- und EK- Beutel festgestellt
werden (Abbildung 65), noch in der Separationsdauer (Abbildung 66). Bei der spezifischen
Berechnung des Volumens welches nach der Separation im System verbleibt, konnte fiir die
Gruppe Hohlfasersystem ein Median von 8,5 ml festgestellt werden und fir die Gruppe
Zentrifuge ein Median von 18 ml (graphisch nicht dargestellt). Der Median der
Separationsdauer betrug beim Hohlfasersystem 0,5 h und bei der Gruppe Zentrifuge 1 h.
Die Maximalwerte beziiglich der Separationsdauer lagen bei der Gruppe Hohlfasersystem

bei 2,5 h und machte bei der Gruppe Zentrifuge 2,1 h aus.
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Abbildung 65: Darstellung des Volumens vom Vollblut -, Plasma -, und EK - Beutel im
Gruppenvergleich
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Abbildung 66: Darstellung der Separationsdauer im Gruppenvergleich
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Diskussion

In der Humanmedizin wurden mehrfach Studien publiziert, welche die Qualitat, Stabilitat
und Sicherheit von Blutprodukten untersuchen, die mithilfe eines Hohlfasersystems
hergestellt wurden (Sekiguchi et al. 1990, Schwarzfischer et al. 1992, Hannemann-Pohl
2005, Hornsey et al. 2005, Bohonék 2009, Brune et al. 2009, Johnson et al. 2015, Hackstein
et al. 2017). Fir die Veterindarmedizin liegen nach dem Wissen der Autorin keine Studien
vor, die den Einsatz von Hohlfasersystemen speziell fiir die Spezies Hund beleuchten. Daher
wird im Rahmen der Diskussion unter anderem Bezug auf humanmedizinische Studien

genommen.

Anhand der erhobenen Daten dieser Studie wird im Folgenden die Qualitat der
Blutprodukte die mithilfe des Hohlfasersystems, beziehungsweise der Methode
Zentrifugation hergestellt wurden eingehend diskutiert. Zur Beurteilung der Qualitat wird
vorwiegend auf die ,Leitlinien zur Gewinnung, Lagerung, Transport und Verabreichung von
Blut und Blutprodukten im Veterinarbereich” des Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit eingegangen (Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit 2011), da in der Veterindrmedizin bislang keine weiteren offiziellen

Standards fiir die Qualitat und Sicherheit von Blutzubereitungen zur Verfligung stehen.

Parameter der Gerinnung

Gerinnungszeiten aPTT und PT

Der Grund der signifikanten Verlangerung der aPTT und PT im Plasmabeutel der Gruppe
Hohlfasersystem ist sehr wahrscheinlich auf die verringerten Konzentrationen an FV, FVIII
und insbesondere auf das verringerte Fibrinogen zuriickzufiihren. In der Studie von Johnson
et al. zeigte sich fiir das Plasma der Gruppe Hohlfasersystem ebenfalls eine Verlangerung
der aPTT und PT im Vergleich zur Gruppe Zentrifugation. Johnson et al. begriinden dies
ebenfalls mit der Verringerung in der Konzentration an FVIII, FV und des Fibrinogens

(Johnson et al. 2015). Im Unterschied dazu lagen in der Studie von Sekiguchi et al. die
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Gerinnungszeiten (aPTT und PT) des Plasmas, welches unter Verwendung eines
Hohlfaserfilters hergestellt wurde im Normbereich (Sekiguchi et al. 1990). Eine Ursache
hierflr konnte am Material des Hohlfilters liegen. Sekiguchi et al. verwendeten in ihrer
Studie einen Hohlfaserfilter aus Polyethylen, wohingegen in der vorliegenden Studie ein
Filter aus Polyethersulfon zu Einsatz kam, welcher scheinbar selektiv einige

Gerinnungsfaktoren absorbiert.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass die Verlangerung der PT und aPTT aufgrund der oben
genannten Verringerung bestimmter Gerinnungsfaktoren zuriickzufiihren ist und die
Ursache nicht in der Lagerung des Plasmas bei Raumtemperatur zu begriinden ist. Trotz der
Lagerung des Plasmas bei Raumtemperatur zeigte sich keine Verlangerung der PT und aPTT.
Dies konnte ebenfalls durch andere Wissenschaftler bestatigt werden. Wahrend der
Lagerung des Plasmas fiir sechs Stunden bei Raumtemperatur zeigte sich in einer Studie
ebenfalls keine Veranderungen der PT. Ebenso ergab die Lagerung des Plasmas fiir 48 h
stabile Werte bei der Messung der partiellen Thromboplastinzeit, wenn das Plasma nach
der Blutentnahme sofort separiert wurde (Smalko et al. 1985). Die Stabilitat der PT und
aPTT wahrend der Lagerung bei Raumtemperatur tber zwei Tage lang konnte in der Studie

von Furlanello et al. demonstriert werden (Furlanello et al. 2006).

Der AusreiBer der aPTT (32,8 sec.) eines Spenders innerhalb der Gruppe Zentrifuge ist sehr
wahrscheinlich auf einen analytischen Messfehler zuriickzufiihren, da die aPTT in den

darauffolgenden Messungen aus dem Vollblutbeutel keine Abweichungen mehr zeigte.

Einfluss der Materialoberflache von Hohlfaserfiltern auf Gerinnungsparameter

Unter der Verwendung des Hohlfasersystems zeigte sich im Plasmabeutel im Vergleich zum
Vollblutbeutel eine Abnahme der Fibrinogen Konzentration von 48,3 %. Die Fibrinogen
Konzentration war signifikant niedriger, im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge (2,4 %). Die
Problematik beziglich des Fibrinogens unter Verwendung von Hohlfasersystemen zeigte
sich bereits in mehreren Studien (Hornsey et al. 2005, Johnson et al. 2015). Hornesy et al.

bestéatigten ebenfalls eine Abnahme in der Fibrinogen Konzentration im Plasmabeutel,
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jedoch sei die Ursache der Reduktion unklar. Eine selektive Zuriickhaltung des Fibrinogens
durch die 0,5 um grol3e Pore des Hohlfasersystems sei unwahrscheinlich (Hornsey et al.,

2005).

Die Verwendung eines Hohlfasersystems kann in Bezug auf die Plasmagewinnung ebenfalls
einen nachteiligen Effekt auf die Konzentration des Gerinnungsfaktors V mit sich bringen.
Wie in dieser Studie gezeigt werden konnte, liel§ sich unter Verwendung des
Hohlfasersystems eine signifikante Verringerung der Faktor V Konzentration im
Plasmabeutel, im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge nachweisen. Unter Verwendung des
Hohlfasersystems lag die FV Konzentration des Plasmabeutels in dieser durchgefiihrten
Studie bei 105 %. Die Konzentration an FV erfillte die fiir die Humanmedizin geltende
Vorgabe von mindestens 70 % (European Committee on Blood Transfusion 2015). Die
beschriebenen Ergebnisse aus anderen Studien belegen ebenfalls eine Verringerung der FV
Konzentration unter Verwendung eines Hohlfasersystems (Johnson et al. 2015, Hackstein et
al. 2017). In der humanmedizinischen Studie von Hackstein et al. bei der ebenfalls das 3M
Blutseparationssystem der vorliegenden Studie verwendet wurde, zeigte sich im
Plasmabeutel eine FV Aktivitdt von 47 % und erfillte damit nicht die geforderten
Qualitatsanspriiche (Hackstein et al. 2017). Es liegt die Vermutung nahe, dass
speziesspezifische Unterschiede dazu fiihren, dass der Faktor V unterschiedlich stark mit
dem Material des Hohlfasersystems interagiert. Der Einsatz eines Hohlfasersystems scheint
jedoch nicht zwangslaufig zur einer Verringerung der FV Konzentration im Plasma zu
fliihren. Schwarzfischer et al. konnten keine Verdanderungen fiir den FV detektieren, obwohl
ebenfalls ein Hohlfasersystem zum Einsatz kam. Neben den oben beschriebenen
Veranderungen zeigten diverse Studien zudem einen Abfall in der FVIII Konzentration im
Plasma unter der Verwendung eines Hohlfasersystems (Hornsey et al. 2005, Brune et al.
2009, Bohonék 2009, Johnson et al. 2015, Hackstein et al. 2017). In der Studie von
Hackstein et al. zeigt sich fiir den Plasmabeutel eine FVIII Aktivitat von 90 % (Hackstein et al.
2017), welches mit den Ergebnissen unserer Studie vergleichbar ist. In der vorliegenden

Studie zeigte sich im Plasmabeutel eine Verringerung der FVIII Konzentration unter der
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Verwendung des Hohlfasersystems. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass ein Abfall der

FVIII Konzentration ebenfalls bei der Gruppe Zentrifuge nachweisbar war.

Im Hinblick auf das AT Ill zeigt sich in der vorliegenden Studie eine Reduktion im Plasma der
Gruppe Hohlfasersystem. Brune et al. konnten ebenfalls eine Abnahme der AT Il Aktivitat
im Plasmabeutel nachweisen (Brune et al. 2009). Im Unterschied hierzu lieRen sich in der
Studie von Schwarzfischer et al. keine Veranderungen bezlglich des AT Ill nach der

Filtration feststellen (Schwarzfischer et al. 1992).

Hinsichtlich des vVWF-Antigens zeigten Brune et al. in ihrer Studie ebenfalls eine verringerte
Konzentration an vWF-Antigen im Plasmabeutel im Vergleich zum Ausgangswert (Brune et
al., 2009). In der vorliegenden Studie lieR sich bei einem Spender eine erhéhte
Konzentration des vWF-Antigens im Plasmabeutel feststellen, was vermutlich durch einen
analytischen Messfehler zu begriinden. Die genaue Ursache im Anstieg des vVWF-Antigens
konnte fur dienen speziellen Fall nicht evaluiert werden.

Die hohere Konzentration des vVWF- Antigens des Entnahmeortes “Spender” ist im Vergleich
zu den anderen Entnahmeorten mit geringerer vWF-Antigen Konzentration damit zu
erklaren, dass es dort nicht zur einer Verdiinnung mit dem Antikoagulanz kam, wie es bei

den anderen Entnahmeorten der Fall war.

Bei der zusammenfassenden Betrachtung der erzielten Ergebnisse dieser Studie scheint die
Ursache fir die Reduktion diverser Gerinnungsfaktoren im Zusammenhang mit dem
Hohlfaserfilter zu stehen. Die Materialoberflache des Filters kénnte eine Rolle spielen, denn
eine Interaktion von Gerinnungsfaktoren mit der Materialoberflache ist denkbar.
Moglicherweise absorbiert der Filter wahrend der Passage des Blutes einen Teil der
Gerinnungsfaktoren wie beispielsweise das Fibrinogen, sodass sich das Fibrinogen innerhalb
des Filters anreichert und im Plasmabeutel eine geringere Fibrinogen Konzentration

nachweisbar ist.

Desweiteren scheinen die verschiedenen Materialien der Hohlfaserfilter einen
unterschiedlichen Einfluss auf Gerinnungsfaktoren auszuiiben. Vermutlich interagieren die

verwendeten Materialien unterschiedlich stark mit den Gerinnungsfaktoren, was eine
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Erklarung fur die unterschiedlich erzielten Ergebnisse der verschiedenen Studien erklaren

konnte.

Hackstein et al. wiesen in Versuchen nach, dass die Reduktion von FV maRgeblich durch
den Hohlfaserfilter verursacht wird (Hackstein et al. 2017). Im Gegensatz dazu, zeigten sich
in der Studie von Schwarzfischer et al. keine Reduktionen des FV und AT Il im Plasmabeutel
(Schwarzfischer et al., 1992). Schwarzfischer et al. verwendeten einen Hohlfaserfilter aus
Polyathylen, wohingegen in der vorliegenden Studie und derer von Brune et al. ein

Hohlfaserfilter aus Polyethersulfon zum Einsatz kam.

Hinsichtlich der klinischen Bedeutung der Reduktion diverser Gerinnungsparameter kann
anhand der Ergebnisse dieser vorliegenden Studie keine Aussage getroffen werden. Es sind

hierfir weitere Studien notig, um die klinische Bedeutung ndher evaluieren zu kénnen.

Einfluss des Leukozytenepletionsfilters auf Gerinnungsparameter

Im Gegensatz zum Hohlfaserfilter scheint der Leukozytendepletionsfilter hingegen keinen
malRgeblichen Einfluss auf das Fibrinogen zu nehmen, da die Fibrinogen Konzentrationen
der Gruppe Zentrifugation im Vollblutbeutel und anschlieBend im Plasmabeutel
vergleichbar waren. In Bereich der Humanmedizin untersuchten Runkel et al. den Effekt
unterschiedlicher Leukozytendepletionsfilter auf das Fibrinogen und konnten ebenfalls

keinen Effekt des Filters auf das Fibrinogen zeigen (Runkel et al. 2005).

In der Studie von Schwarzfischer et al. zeigte sich im Vergleich zur vorliegenden Studie
keine Verdanderung bezlglich des FV im Plasmabeutel. Neben den bereits oben
beschiebenen Moglichkeiten einer FV Reduktion konnte die eine weitere Ursache
hinsichtlich unterschiedlicher Studienergebnisse mit dem Studienaufbau zu erkldren sein.
Bei der Betrachtung des Versuchsaufbaus von Schwarzfischer et al. ergab sich, dass in der
Studie kein Leukozytendepletionsfilter verwendet wurde (Schwarzfischer et al. 1992). Da
sich in der vorliegenden Studie sowohl die FV Konzentration vom Vollblutbeutel zum
Plasmabeutel der Gruppe Hohlfasersystem, als der Gruppe Zentrifuge verringerte, konnte

der Leukozytendepletionsfilter hier ebenfalls eine Rolle spielen. Moglicherweise bindet der

112



Diskussion

Leukozytendepletionsfilter den FV an sich. Ein nachteiliger Einfluss von
Leukozytendepletionsfiltern auf die Gerinnungsfaktoren FV und FVIII konnte in
humanmedizinischen Studien bereits demonstriert werden. Die Reduktion der Faktoren V
und VIII kénnte auf eine mogliche Aktivierung der Gerinnungskaskade beziehungsweise auf
eine Bindung der Faktoren an die Oberflache des Leukozytendepletionsfilters
zuriickzufiihren sein, jedoch scheint die klinische Relevanz unbedeutend zu sein (Cardigan
et al. 2001). In einer anderen Studie untersuchte Heiden et al. den Einfluss der
Leukozytendepletion des Vollblutes auf die Plasmaqualitat. Es kamen vier verschiedene
Leukozytendepletionsfilter aus Polyester zum Einsatz und ein Leukozytendepletionsfilter
bestand aus Polyurethane. Es konnte (wie auch in anderen Studien) kein nachteiliger Effekt
der Leukozytendepletionsfilter auf die Gerinnungsfaktoren (FVIII und FV) nachgewiesen
werden (Riggert et al. 1997, Rapaille et al. 1997, Heiden et al. 2004, Runkel et al. 2005,
Aboul Enein et al. 2016).

Im Rahmen der vorliegenden Studie zeigte sich sowohl bei der Gruppe Hohlfasersystem, als
auch bei der Gruppe Zentrifuge eine ca. 13 %ige Abnahme des FVIII vom Vollblutbeutel hin
zum Plasmabeutel. Wie bereits oben erwahnt, sind nachteilige Einfllisse von
Leukozytendepletionsfiltern auf den Gerinnungsfaktor FVIII bekannt (Cardigan et al., 2001),
sodass die Abnahme des FVIII durch den Leukozytendepletionsfilter zu erklaren ist. In der
Studie von Schwarzfischer et al. konnte keine Veranderung in der Aktivitat der
Gerinnungsfaktoren durch die Filtration mittels Hohlfasersystem hinsichtlich des FVIII
festgestellt werden (Schwarzfischer et al., 1992). Es ist jedoch zu bedenken, dass in dieser

Studie auch kein Leukozytendepletionsfilter verwendet wurde.

Einen weiteren Einfluss auf die Interaktion zwischen Leuozytendepletionsfiltern und
Gerinnungsfaktoren scheint die Temperatur des Blutes beim passieren des Filters zu
spielen. Williamson et al. konnten eine Abnahme der FVIII Konzentration nach der
Leukozytendepletion feststellen, wenn das Vollblut vorher bei Raumtemperatur gelagert
wurde (Williamson et al. 1999). Runkel et al. lagerten Vollblut Gber zwei Stunden bei
Raumtemperatur und fiihrten anschliefend eine Leukozytendepletion mit einem positiv

geladenen Polyesterfilter durch sowie mit einem ungeladenen Polyesterfilter. Es zeigte sich
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hierbei jedoch kein Einfluss der Leukozytendepletion auf die Gerinnungsparameter FV, FVIII

und Fibrinogen (Runkel et al. 2005).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Verringerung des FVIII klinisch gesehen
wahrscheinlich wenig relevant ist, da fiir das Plasma sowohl fiir die Gruppe
Hohlfasersystem als auch die Gruppe Zentrifugation eine Aktivitat des Faktors VIII von Gber
85 % vorliegt. Fir die Humanmedizin ist eine Aktivitat des FVIII von 70 % fiir 75 % der
Plasmaeinheiten festgesetzt (Johnson et al. 2015). In der vorliegenden Studie wird diese

Vorgabe erfllt.

Einfluss der Raumtemperatur auf Gerinnungsparameter

Bei der Uberpriifung des Lagerungseinflusses der Raumtemperatur auf die Fibrinogen
Konzentration zeigte sich eine Signifikanz im Unterschied zwischen den Systemen
Hohlfasersystem und Zentrifuge. Dies ist jedoch weniger bedeutsam, da die Fibrinogen
Konzentrationen der Gruppe Hohlfasersystem rein zufallig hohere Ausgangswerte im
Spender zeigten. Die unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen der beiden Gruppen sind
fur den signifikanten Unterschied verantwortlich, welcher nicht auftreten wiirde, wenn
beide Gruppen von Beginn an gleiche Fibrinogen Konzentrationen hatten. Andere
Wissenschaftler untersuchen ebenfalls den Effekt der Lagerung bei Raumtemperatur auf
das Fibrinogen. Furlanello et al. bewiesen, dass die Stabilitat des Fibrinogens wahrend einer
Lagerung bei Raumtemperatur erst nach 48 h abnimmt (Furlanello et al. 2006). Die
Lagerung bei Raumtemperatur scheint einen geringeren nachteiligen Einfluss auf das
Fibrinogen zu haben, im Vergleich beispielsweise zur einer Lagerung im Kihlschrank.
Mehrere Wissenschaftler zeigten bei der Lagerung des Plasmas im Kiihlschrank tber einen
Zeitraum von 24 h einen signifikanten Abfall der Fibrinogen Konzentration (Piccione et al.

2010, Grochowsky et al. 2014).

In der vorliegenden Studie zeigte sich kein nachteiliger Einfluss der Lagerung von Plasma bei

Raumtemperatur, obwohl es sich bei dem Faktor FV um einen labilen Faktor handelt

114



Diskussion

(Grochowsky et al. 2014). Die Stabilitdt des FV wahrend einer Lagerung von zwei Tagen bei

Raumtemperatur konnte von Furlanello et al. bestatigt werden (Furlanello et al. 2006).

Die Ergebnisse der Studie zeigen im Plasmabeutel bei beiden Versuchsgruppen eine
Verringerung der FVIII Konzentration. Die Tatsache, dass es sich bei FVIII um einen labilen
Faktor handelt (Grochowsky et al. 2014) lasst die Vermutung zu, dass die Lagerung bei
Raumtemperatur einen Einfluss auf diesen Gerinnungsfaktor haben kénnte. In der
vorliegenden Studie waren die FVIII Konzentration aus dem Vollblutbeutel und die Messung
des FVIII nach der Lagerung bei Raumtemperatur jedoch vergleichbar. Ebenso zeigten
Johnson et al., dass eine Lagerung des Vollblutes bei Raumtemperatur (iber eine Nacht
hinweg keine Verringerung des Faktors VIII in der Kontrollgruppe Zentrifugation mit sich
brachte (Johnson et al. 2015). Der FVIII war ebenfalls in anderen Studien stabil, selbst
wahrend einer Lagerung bei Raumtemperatur fiir 48 Stunden (Mansell und Parry 1991,
Furlanello et al. 2006). Dies ldsst darauf schliefen, dass die Dauer bis zur Verarbeitung des
Vollblutes einen geringeren Einfluss auf den Faktor VIII hat als zunachst angenommen,
obwohl es sich bei FVIII um einen labilen Faktor handelt. Die Ursache der verminderten
FVIIl Konzentration scheint im Zusammenhang mit der Verarbeitungsart des Blutproduktes

zu liegen und hangt weniger von der Zeitdauer ab, bis das Vollblut separiert wurde.

Fiir das vVWF-Antigen konnten bezliglich der Lagerung bei Raumtemperatur keine
entscheidenden Veranderungen festgestellt werden. Johnstone et al. zeigten in ihrer
Studie, dass das VWF-Antigen wahrend einer Lagerung bei Raumtemperatur tber 24 h stabil
bleibt (Johnstone et al. 1991). Die erhohte Konzentration des vVWF-Antigens eines Spenders
vom Plasma, welches bei Raumtemperatur gelagert wurde, ist vermutlich durch einen
analytischen Messfehler zu begriinden. Die genaue Ursache im Anstieg des vVWF-Antigens

konnte fur diesen speziellen Fall nicht evaluiert werden.

Die Lagerung des Plasmas bei Raumtemperatur zeigte keinen nachteiligen Effekt auf das AT
IIl. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von Furlanello et al. Die Stabilitat des AT bei einer
zweitdgigen Lagerung bei Raumtemperatur zeigte sich auch dort als stabil (Furlanello et al.

2006).
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Proteine

TTP

Die Verringerung in der TTP Konzentration von den Ausgangswerten des Spenders hin zum
Vollblutbeutel ist durch den verdiinnenden Effekt des Antikoagulanz zu erklaren. Die
prozentuale Differenz der TTP Konzentration zwischen dem Vollblutbeutel und dem
Plasmabeutel zeigte signifikante Unterschiede zwischen dem Hohlfasersystem und der
Zentrifuge, denn moglicherweise interagiert das TTP mit der Oberflache des Hohlfaserfilters
und wird von diesem teilweise absorbiert. In der Studie von Johnson et al. zeigte sich fir
das Plasma bei der Gruppe Hohlfasersystem ebenfalls eine signifikante Verringerung in der
TTP Konzentration im Vergleich zur Gruppe Zentrifugation (Johnson et al. 2015). Unter der
Verwendung eines Hohlfasersystems konnten weitere Wissenschaftler eine Verringerung
der Proteinkonzentration im Plasmabeutel im Vergleich zu den Ausgangswerten feststellen
(Hannemann-Pohl 2005, Brune et al. 2009). Die genaue Ursache fiir das verringerte TTP der
vorliegenden Studie konnte nicht ermittelt werden. Es liegt jedoch nahe, dass es zur einer
Wechselwirkung der Kapillarmembran mit dem TTP kommen koénnte.

Schwarzfischer et al. konnten lediglich einen leichten Abfall der TTP Konzentration vom
Spender hin zum Plasmabeutel feststellen, jedoch liegt hier die Erkldarung der Differenz
zwischen dem Spender und Blutprodukt in der Verdiinnung mit dem Stabilisator nahe, da
der Unterschied in der TTP Konzentration nur gering war (Schwarzfischer et al. 1992). In der
Studie von Sekiguchi et al. konnte unter Verwendung eines Hohlfaserfilters das TTP zu
nahezu 100 % im Plasma zurlickgewonnen werden. Die Hohlfilterfasern des verwendeten
Systems bestanden aus hydrophilem Polyethylen (Sekiguchi et al. 1990). Vermutlich scheint
auch hier das Material des Hohlfaserfilters eine Rolle zu spielen, da im Gegensatz zu
Schwarzfischer et al. und Sekiguchi et al. in der vorliegenden Studie sowie bei Brune et al.
der Hohlfaserfilter aus Polyethersulfon bestand und dies flr die Reduktion des TTP im

Plasma verantwortlich sein konnte (Sekiguchi et al. 1990, Schwarzfischer et al. 1992).

Aufgrund der Tatsache, dass sich der GrofRteil des Totalproteins im Plasmabeutel befand,
zeigte sich in dieser Studie fiir den Beutel des Erythrozytenkonzentrates bei beiden

Systemen die zu erwartende Reduktion des Totalproteins. Das Ausmal} der Signifikanz
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hinsichtlich der verwendeten Systeme fallt fiir den EK-Beutel geringer aus, im Vergleich zum
Plasmabeutel. Die Ursache liegt vermutlich in der oben beschriebenen Problematik des

Hohlfasersystems.

Albumin (g/1)

Die Verringerung in der Albumin Konzentration von den Ausgangswerten des Spenders hin
zum Vollblutbeutel ist (wie auch beim TTP) durch den verdiinnenden Effekt des
Antikoagulanz zu erklaren. Im Plasmabeutel zeigten sich fiir die Gruppe Hohlfasersystem
geringere Albumingehalte im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge. Die Wahrscheinlichkeit liegt
nahe, dass das Albumin wieder mit dem Hohlfaserfilter interagiert. In der Studie von
Sekiguchi et al. konnte unter Verwendung eines Hohlfaserfilters das Albumin zu nahezu 100

% im Plasma zurtickgewonnen werden (Sekiguchi et al. 1990).

Im EK zeigten sich bei beiden Systemen deutlich verminderte Konzentrationen an Albumin
im Vergleich zum Vollblut, oder Plasmabeutel. Dies ist darauf zurlickzufiihren, da sich der
GroRteil des Albumins wie es zu erwarten war, im Plasmabeutel befand. Eine Signifikanz
hinsichtlich der verwendeten Systeme zeigte sich fiir den EK-Beutel, ebenso wie fiir den
Plasmabeutel, die jedoch mit der oben beschriebenen Problematik des Hohlfaserfilters zu

erklaren ist.

Elektrophorese

Die relative Albumin Konzentration war im Spender am hdchsten. Dies kdnnte damit zu
erklaren sein, dass es sich bei der Probe vom Spender um eine Serumprobe handelte,
wohingegen bei den anderen Entnahmeorten Citratplasma vom Spender, Vollblut-
beziehungsweise Plasmabeutel verwendet wurde. Aufgrund des verdiinnenden Effektes
sind im Vergleich zur Serumprobe in diesen Proben niedrigere relative Albumin
Konzentrationen denkbar. Eine andere Erklarung kénnte sein, dass sich neben den

Veranderungen der Albumin Konzentration auch die al — Globuline an den

117



Diskussion

unterschiedlichen Entnahmeorten signifikant anderten und eine prozentuale Verschiebung
eines Proteins prozentuale Verdnderungen in den anderen Proteinfraktionen mit sich fuhrt.
Dies konnte eine Erklarung hierfiir sein, weshalb sich die prozentuale Albumin
Konzentration vom Spender im Vergleich zu den anderen Entnahmeorten verringerte und

die prozentuale Konzentration an al — Globulinen im Vergleich anstieg.

Wie oben kurz erwdhnt veranderte sich die prozentuale Konzentration an al — Globulinen
signifikant an den unterschiedlichen Entnahmeorten, was damit zu erklaren ist, dass im
Elektropherogramm ein prozentualer Anstieg in der Konzentration eines Proteins zum
Abfall in der Konzentration der anderen Proteine fiihrt. Da sich sowohl die Konzentration
des Albumins, als auch die der al — Globuline an den unterschiedlichen Entnahmeorten
anderten, sich jedoch kein signifikanter Effekt des Systems noch eine signifikante
Wechselwirkung des Entnahmeortes und des Systems zeigten, liegt die oben beschriebene
Begriindung fiir diese Beobachtung nahe. Fiir die a2 —, B1 — und y — Globuline konnten

keine signifikanten Effekte festgestellt werden.

Im Serum des Spenders zeigten sich die niedrigsten Gehalte an 2 — Globulinen,
wohingegen in den Proben des Citratplasmas vom Spender, Vollblut- und Plasmabeutel
eine hohere Konzentration in den 2 — Globulinen festgestellt werden konnte. Dies ist sehr
wahrscheinlich darauf zurlickzufiihren, dass sich in den Proben mit dem Citratplasma noch
das Fibrinogen befand, welches in der Serumprobe fehlte. Es konnte in mehreren Studien
demonstriert werden, dass das Fibrinogen die klare Trennung der  —und y — Region
erschwert, da sich das Fibrinogen dazwischen lagert. Auf diese Weise kann es zur einer
Uberschatzung der B — Globulinfraktion kommen (Rossi et al. 2008, Errico et al. 2012). Auf
der anderen Seite konnten Wissenschaftler wie Martinez-Subiela et al. nach der
Durchfiihrung der Kapillarzonenelektrophorese keinen Peak im Elektropherogramm

zwischen der B — und y — Region nachweisen (Martinez-Subiela et al. 2002).

Der signifikante Effekt der Wechselwirkung zwischen dem Entnahmeort und dem System
auf die Konzentration der B2 — Globuline lasst sich folgendermaRen erklaren. Obwohl die

Gruppe Hohlfasersystem initial im Unterschied zur Gruppe Zentrifuge hohere
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Konzentrationen an B2 — Globulinen aufwies, zeigten sich beispielsweise fiir die
entnommenen Proben aus dem Plasmabeutel geringere Konzentrationen an 2 —
Globulinen unter Verwendung des Hohlfasersystems. Die Gruppe Zentrifugation wies
héhere B2 — Globuline auf was damit zu erklaren ist, dass im Plasmabeutel auch erhdhte
Konzentrationen an Fibrinogen vorhanden waren, im Unterschied zur Gruppe
Hohlfasersystem bei welcher sich im Plasmabeutel ein Abfall in der Fibrinogen
Konzentration zeigte. Aufgrund der verminderten Konzentration des Fibrinogens im
Plasmabeutel steht weniger Fibrinogen zur Verfligung, welches sich zwischen die  —und
vy — Region bei der Elektrophorese lagern konnte und die B2 — Globulinfraktion somit

weniger beeinflusst.

Unter der Betrachtung des spezifischen Effektes der Plasmagewinnung auf die prozentuale
Konzentration von Albumin und Globulinen zeigten sich keine signifikanten Verluste der
oben genannten Parameter zwischen dem Vollblut- und Plasmabeutel. Im Vergleich zu
anderen Studien, welche ebenfalls den Einfluss der Separationsart auf die Proteinfraktionen
untersuchten, konnten ebenfalls keine groen Veranderungen in der
Proteinzusammensetzung festgestellt werden. Der Wissenschaftler Hannemann-Pohl
konnte unter Einsatz eines Hohlfasersystems eine nahezu unauffillige Verteilung mit nur
geringgradieren Veranderungen in der EiweiBzusammensetzung des Plasmas feststellen.
Fiir das Plasma zeigte sich eine Verdlinnung der Proteine im Vergleich zu den
Ausgangswerten des Spenders (Hannemann-Pohl 2005). Im Unterschied zur vorliegenden
Studie wurde in der Studie von Hannemann-Pohl das Fibrinogen jedoch zusammen mit der
Fraktion der y — Globulinen erfasst (Hannemann-Pohl 2005) und nicht wie in der
vorliegenden Studie vermutet, zusammen mit der Fraktion der 2 — Globuline. Wie bereits
oben erwahnt, konnte fiir die Spezies Hund bereits demonstriert werden, dass sich das

Fibrinogen im Bereich der B2 — Globuline darstellt (Errico et al. 2012).

In der Studie von Brune et al. zeigte sich im Plasmabeutel eine physiologische Verteilung
der Proteinfraktion (Brune et al. 2009). Sekiguchi et al. demonstrierten, dass unter der
Verwendung eines Hohlfaserfilters die Globuline zu nahezu 100 % im Plasma

zuriickgewonnen werden konnten (Sekiguchi et al. 1990). Zusammenfassend lasst sich fiir
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die Proteinzusammensetzung festhalten, dass die Ergebnisse der vorliegenden Studie mit
den Ergebnissen aus vorherigen Studien vergleichbar sind und die Separationsart zu keinen

wesentlichen Verdnderungen in der Proteinzusammensetzung fiihrt.

Zellulare Parameter

Die Verringerung in der RBC Konzentration sowie des Hkt und Hb - Gehaltes von den
Ausgangswerten des Spenders hin zum Vollblutbeutel ist durch den verdiinnenden Effekt
des Antikoagulanz zu erklaren. Dies ist mit den Ergebnissen aus anderen Studien
vergleichbar (Schwarzfischer et al. 1992, Brune et al. 2009). Wie gewiinscht waren bei
beiden Systemen keine Erythrozyten im Plasmabeutel nachweisbar, woraus folglich auch
der Hkt und der Hb - Gehalt gegen Null ging. Im Beutel des Erythrozytenkonzentrates zeigte
sich eine Aufkonzentrierung der Erythrozyten aufgrund der Tatsache, dass das Plasma
fehlte. Die Gruppe Zentrifuge zeigte eine signifikant starkere Aufkonzentrierung der RBC im
Vergleich zur Gruppe Hohlfasersystem und folglich ebenfalls einen hoheren Hkt und Hb —
Gehalt. Es ist jedoch zu bertlicksichtigen, dass die Gruppe Zentrifuge im Vergleich zur
Gruppe Hohlfasersystem initial h6here Ausgangswerte der RBC, Hkt und Hb — Gehaltes
aufwies, was im EK spater zu einer Signifikanz im Unterschied der Systeme beitragen
konnte. Des Weiteren ist zu bericksichtigen, dass die Hohe des Hkt auch durch den Gehalt
an Restplasma im EK beeinflusst wird (Erglil Ekiz et al. 2012). Die Gruppe Zentrifuge zeigte
ein geringeres Volumen im EK und héhere Volumina im Plasmabeutel im Vergleich zur
Gruppe Hohlfasersystem, jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant. Nichtsdestotrotz
konnten der hohere Gehalt an Restplasma im EK bei der Gruppe Hohlfasersystem
zusammen mit den zusatzlich oben aufgefiihrten Ereignissen den signifikanten Unterschied
der Systeme im Hinblick auf den EK-Beutel erklaren. Der erzielte Hkt und Hb — Gehalt im EK
erfillte sowohl bei der Gruppe Hohlfasersystem, als auch der Gruppe Zentrifuge die
Qualitatsanforderungen gemal den Leitlinien zur Gewinnung, Lagerung, Transport und
Verarbeitung von Blut und Blutprodukten im Veterindrbereich (Bundesamt fir

Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 2011) und entsprach des Weiteren den
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europaischen Anforderungen fir Blutprodukte im Bereich der Humanmedizin (European
Committee on Blood Transfusion 2015). Im Vergleich zur humanmedizinischen Studie, in
derer das 3M Blutseparationssystem zum Einsatz kam, konnten die Qualitdtsanforderungen

fir das EK ebenfalls erfillt werden (Hackstein et al. 2017).

Bezliglich des Hb — Gehaltes zeigte sich in einer weiteren wissenschaftlichen
Veroffentlichung beim EK ebenfalls eine Aufkonzentrierung des Hb — Gehaltes im Vergleich
zum Ausgangswert des Spenders (Hannemann-Pohl 2005). In der Studie von Johnson et al.
zeigte sich im Unterschied zur vorliegenden Studie unter der Verwendung eines
Hohlfasersystems hohere Hb — Gehalte im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge. Es ist jedoch zu
beriicksichtigen, dass unter Verwendung des Hohlfasersystems die Leukozytendepletion
vor der Separation in Plasma und EK mittels eines Leukozytendepletionsfilters erfolgte und
bei der Gruppe Zentrifugation die Entfernung des Buffy Coat erst nach der Zentrifugation
erfolgte und hierbei ein Teil der Erythrozyten mit dem Buffy Coat verloren ging (Johnson et
al. 2015). Aufgrund der Tatsache, dass im Plasmabeutel kein freies Hb nachweisbar war
lasst sich schlussfolgern, dass es bei beiden verwendeten Systemen zur keiner Hamolyse
kam. Dies ist mit Erkenntnissen aus der Studie von Brune et al. deckungsgleich, innerhalb
derer ebenfalls ein Hohlfasersystem zur Blutkomponentenherstellung verwendet wurde

und kein freies Himoglobin im Plasmabeutel zu detektieren war (Brune et al. 2009).

Im Vergleich zu den Ausgangswerten des Spenders mit denen des Vollblutbeutels zeigte
sich eine Erhdhung des MCV. Dies kdonnte darauf zuriickzufiihren sein, dass sich im
Vollblutbeutel zusatzlich noch die CPD - Losung befand, welches einen Einfluss auf das MCV
haben kénnte. Im EK war das MCV am héchsten. Dies ist vermutlich auf den Effekt des

SAG -M zurickzufihren, weil dies einen osmotischen bedingten Einfluss auf die
Erythrozyten zu haben scheint. Bereits in friiheren Studien wurde vermutet, dass eine
Veranderung des MCV auf den osmotischen Einfluss der Additiviésung zuriickzufiihren sein
konnte (Mudge et al. 2004, Ergll Ekiz et al. 2012, Bala et al. 2016). Eine Erklarung fir die
Abnahme des MCV im Plasmabeutel im Vergleich zum EK-Beutel ist, dass sich im EK

zusatzlich noch das SAG-M befand, welches im Plasmabeutel fehlte und daher zu einem
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geringeren MCV fiihrte. Bei einem Spender zeigte sich im Plasmabeutel ein MCV von O fL,

was damit zu erklaren ist, dass keine Erythrozyten im Plasmabeutel vorhanden waren.

Das MCHC zeigte im Unterschied zu den Entnahmeorten (bei denen Erythrozyten
vorhanden waren), im Plasmabeutel wie zu erwarten einen Wert von 0 mmol/I, mit
Ausnahme des MCHC Wertes eines Spenders der Gruppe Hohlfasersystem. Hier lag der
MCHC bei 78,67 mmol/l. Dies ist damit zu erklaren, dass Plasma dieses Spenders lipdmisch
war. Messfehler im Labor kénnen auf eine lipamische Probe zuriickzufiihren sein (Nikolac
2014). Es ist bekannt, dass im praanalytischen bzw. analytischen Stadium der zu
untersuchenden Proben diverse Faktoren das Ergebnis des Testes beeinflussen kénnen.
Innerhalb einer Probe stellen storend wirkende Substanzen einen der haufigsten Ursachen
dar, welche die Genauigkeit und Fehlerfreiheit der Testergebnisse beeinflussten (Hosseini
et al. 2014). Aufgrund der Tatsache, dass Lipoproteine Licht absorbieren kénnen sie auf
diese Weise das Testergebnis beeinflussen. Vor allen Dingen bei Tests welche auf
spektrophotometrischen Messprinzipien beruhen, beeinflussen Lipoproteine innerhalb der
Probe das Testresultat (Nikolac 2014). Falsch hohe MCHC Werte kénnen durch eine
Hypertriglyceridamie, bzw. eine Hyperlipidamie verursacht werden (Hosseini et al. 2014).
Der CHCM wird im Unterschied zum MCHC nicht durch eine Lipamie beeinflusst (Siemens
Healthcare GmbH 2008). Fir den CHCM zeigten sich keine Signifikanzen fir den
Entnahmeort, das System, oder fiir eine Interaktion. Im Plasmabeutel zeigten sich bei zwei
Spendern ein Wert des CHCM von 0 mmol/l was damit zu erklaren ist, dass in diesen Féllen

keine Erythrozyten im Plasmabeutel vorhanden waren.

WBC und PLT

Die Verringerung der WBC - und PLT - Konzentration von den Ausgangswerten des Spenders
hin zum Vollblutbeutel erklart sich durch den verdiinnenden Effekt des Antikoagulanz. Es
zeigte sich, dass der Leukozytendepletionsfilter der vorliegenden Studie die Leukozyten und

Thrombozyten sehr gut aus dem Vollblut herausfiltert. Dieses Ergebnis ist mit
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Leukozytendepletionsfiltern aus anderen Studien vergleichbar (Lacerda et al. 2014, Notomi

etal. 2016).

Der Beutel mit dem EK zeigte in der vorliegenden Studie eine starke Reduktion der WBC
und PLT, welches mit Ergebnissen aus anderen Studien vergleichbar ist (Hannemann-Pohl
2005, Brune et al. 2009, Hackstein et al. 2017). Bei der Betrachtung der prozentualen
Differenz zwischen dem Vollblutbeutel und dem EK zeigten sich in der vorliegenden Studie
signifikant niedrigere PLT - und WBC - Konzentrationen bei der Gruppe Hohlfasersystem im
Vergleich zur Gruppe Zentrifuge. Aufgrund der Tatsache, dass bei beiden Systemen der
gleiche Leukozytendepletionsfilter verwendet wurde, ist diese Signifikanz vermutlich auf die
zufallig hoheren Ausgangswerte einzelner Spender bei der Gruppe Zentrifuge
zurlickzufiihren. Der Leukoyztendepletionsfilter konnte in diesem Fall nicht alle Zellen
vollstandig zuriickhalten, sodass einige Zellen mit in das EK geschwemmt wurden. Im
Unterschied hierzu zeigten sich in der Studie von Johnson et al. fiir das Hohlfasersystem
signifikant hohere Konzentrationen an Leukozyten im EK im Vergleich zur Gruppe
Zentrifugation. Es ist jedoch kritisch anzumerken, dass dieser Unterschied wahrscheinlich
mit dem unterschiedlichen Studiendesign der beiden Versuchsgruppen zu begriinden ist.
Beim Hohlfasersystem durchlief das Vollblut den Leukozytenfilter und im Anschluss daran
den Hohlfaserfilter, um das Blut in EK und Plasma aufzutrennen. Bei der Gruppe
Zentrifugation wurde das Vollblut hingegen erst zentrifugiert, der Buffy coat entfernt, das
EK gewonnen und durchlief danach den Filter. Des Weiteren wurden verschiedene

Leukozytendepletionsfilter unterschiedlicher Firmen verwendet (Johnson et al. 2015).

In Bezug auf den Restgehalt an WBC und PLT erfiillte das Plasma in der vorliegenden Studie
die Anforderungen gemaR den Leitlinien zur Gewinnung, Lagerung, Transport und
Verarbeitung von Blut und Blutprodukten im Veterindrbereich. Hiernach darf der
Restleukozytengehalt im Plasma < 1 x 10%/| betragen und der Restthrombozytengehalt < 30
x 10%/L sein (Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 2011). Bei der
Verwendung von Hohlfasersystemen in anderen Studien zeigten sich vergleichbare
Ergebnisse beziiglich des Gehaltes an Leukozyten und Thrombozyten im Plasma. In der

Studie von Hornsey et al. waren die Gehalte an Thrombozyten und Leukozyten im
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Plasmabeutel so gering, dass sie fir die Messung nicht zu detektieren waren (Hornsey et al.
2005). Gleiches konnte fiir den Leukozytengehalt im Plasmabeutel von weiteren

Wissenschaftlern bestatigt werden (Brune et al. 2009).

Weitere Parameter

In der vorliegenden Studie zeigten sich fir beide Separationsarten keine
Hamolyseanzeichen in Form eines Anstiegs der Kaliumkonzentration. Die
Kaliumkonzentration verringerte sich vom Spender tiber den Vollblutbeutel bis zum EK
kontinuierlich. Eine Reduktion des Kaliumgehaltes im EK im Vergleich zu den
Ausgangswerten konnten in vorherigen Studien ebenfalls bestatigt werden (Hannemann-
Pohl 2005, Brune et al. 2009) und deckt sich mit den Erkenntnissen dieser Studie. Die
Ursache im Abfall der Kaliumkonzentration ldsst sich folgendermalien erkldren. Durch die
Zugabe des Konservierungsmittels CPD befindet sich im Vollblutbeutel mehr Phosphat,
welches Auswirkungen auf ein wichtiges Enzym der Glykolyse hat. Das Phosphat ist dazu in
der Lage, Uber die Zellmembran in die Zelle einzudringen. Es fiihrt zur Aktivierung der
Phosphofruktokinase (Besselink et al. 2003). Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung von
Fruktose — 6 — Phosphat zu Fructose — 1,6 — bisphosphat, wodurch die Glykolyse weiter
voranschreitet und als Folge dessen ATP generiert wird (Rapoport,Tom,A. et al. 1976,
Harvey 2012). Eine weitere Komponente der CPD stellt die Dextrose dar, die als Metabolit
fiir die Glykolyse verwendet wird. Im Rahmen der Glykolyse wird ATP generiert, welches
eine enorme Bedeutung fiir die Erythrozyten mit sich bringt (Willer und Riedesel 1985).
Durch die Zugabe der CPD steht den Erythrozyten mehr ATP zur Verfligung, sodass die
Natrium — Kalium — Pumpe ordnungsgemaf funktioniert. In Studien in denen die
Lagerungsfahigkeit der Erythrozyten untersucht wurde, zeigte sich nochmals die Wichtigkeit
des ATP Gehaltes fiir die Funktionsfahigkeit der Natrium — Kalium — Pumpe. Durch die
Abnahme des ATP Gehaltes wahrend der Lagerung kam es zum Anstieg der extrazellularen

Kaliumkonzentration, weil das Enzym unter anderem wegen des ATP Abfalls
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funktionsunfahig wurde und sich Kalium lonen aufgrund dessen extrazellular anreicherten

(Hess 2010, Blasi et al. 2012, Ergiil Ekiz et al. 2012).

Durch die Zugabe des SAG-M zeigte sich im EK - Beutel ein weiterer Abfall in der
Kaliumkonzentration, weil die Additividsung einen zuséatzlichen Einfluss auf die Erythrozyten
ausiibt. Das enthaltene Adenin ist dazu in der Lage in die Erythrozyten einzudringen und es
wirkt sich positiv auf den ATP - Gehalt der Zellen aus (Wardrop et al. 1994, vKurup et al.
2003). Durch die Zugabe von Glukose wird eine weitere Energiequelle fir die Zellen zur
Verfligung gestellt (Sparrow et al. 2014). Als Resultat der verbesserten ATP Versorgung der
Erythrozyten ist es denkbar, dass die Natrium — Kalium — Pumpe ihre Funktion noch besser
austiben kann und es als Resultat dessen zu einem weiteren Abfall in der

Kaliumkonzentration des EK kommt.

Im Hinblick auf den LDH Gehalt lieRen sich bei der Verwendung beider Systeme keine
signifikanten Unterschiede feststellen. In der Studie von Hannemann-Pohl konnten beim
Einsatz eines Hohlfaserfilters ebenfalls kein Hdimolyse Anzeichen im EK in Form einer LDH
Erhéhung nachgewiesen werden (Hannemann-Pohl 2005).

Fir die Gruppe Zentrifuge zeigten sich in der vorliegenden Studie bei einem Spender
erhohte LDH Werte im Vollblut - als auch im EK-Beutel, was darauf hindeutet, dass in
diesem Einzelfall es zur einer Zerstérung der Zellen kam. Eine Schadigung der Zelle fihrt zur
Freisetzung der LDH, sodass sich das Enzym im Uberstand anreichert. Aufgrund dieser
Tatsache stellt die LDH ein Marker fiir eine Zellschadigung dar (Marconato et al. 2009,
Chaudhary und Katharia, 2012). Die Ursachen fir eine Zellschadigung sind vielfaltig.
Mogliche denkbare Ursachen hierfiir kbnnen unglinstige Faktoren wahrend der
Blutabnahme sein, oder ein unsanfter Transport des Vollblutblutbeutels. Auch im Rahmen
der Zentrifugation kdnnte es zu einer Zerstorung von Zellen kommen, wenn die Kraft

welche auf die Zellen ausgelibt wird, zu groR ist.

Der Anstieg des Phosphatgehaltes (P) im Vollblutbeutel ist durch den Zusatz der
Konservierungslosung CPD zu erkladren. Es dient dazu das Laktat ab zu puffern, welches

wahrend des erythrozytaren Stoffwechsels gebildet wird (Lucas et al. 2004) und hat eine
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Bedeutung fir die Aufrechterhaltung einer physiologischen Sauerstoffbindungskurve
(Willer und Riedesel 1985). Aufgrund der Tatsache, dass das Phosphat in der Lage ist iber
die Zellmembran in die Zelle einzudringen (Besselink et al. 2003), werden im Beutel des EK
geringere P Konzentrationen gemessen, da sich das P nicht mehr im Uberstand befindet,

sondern bereits in den Erythrozyten.

Glukose und Laktat

Der Anstieg der Glukose Konzentration im Vollblutbeutel ist auf den Zusatz der CPD -
Losung zuriickzufihren. Die Erhohung in der Glukose Konzentration bei dem Ausgangswert
eines Blutspenders resultiert aus der Kontamination der betreffenden Probe mit der CPD -
Losung, sodass hierfiir eine erhdhte Glukose Konzentration gemessen werden konnte. Bei
der Dextrose handelt es sich um ein Isomer der Glukose, welches dazu dient den
Stoffwechsel der Erythrozyten zu fordern (Mudge et al. 2004). Der weitere Anstieg der
Glukose Konzentration im EK - Beutel ist auf die Suspension der Erythrozyten in der
Additivlosung SAG-M zuriickzufihren, denn die Zugabe von Glukose stellt eine
Energiequelle fur die Zellen dar (Sparrow et al. 2014) und hat somit eine wichtige

Bedeutung fiir die Blutkonservierung des EKs.

Im Hinblick auf die Laktat Konzentration zeigte sich fiir die Gruppe Hohlfasersystem vom
Vollblutbeutel zum EK ein Anstieg des Laktatgehaltes. Im Unterschied hierzu zeigte die
Gruppe Zentrifuge signifikant niedrigere Laktat Konzentration im Beutel des EKs. Eine
Erklarung hierfir kénnten Temperaturanderungen im Herstellungsprozess der Blutprodukte
mit den unterschiedlichen Systemen liegen. Der Metabolismus der Zellen wird durch
geringere Temperaturen gehemmt, da die Temperatur einen Einfluss auf biochemische
Reaktionen hat (Scott et al. 2005). Ein hoherer Anstieg in der Laktat Konzentration lasst
somit auf eine hohere Glykolyserate schlieRen. Die Zentrifugation kdnnte fir den
Unterschied bezlglich des Metabolismus der Zellen verantwortlich sein. Wahrend des
Zentrifugationsvorganges wurde die Temperatur auf 20 °C eingestellt, wohingegen das

Hohlfasersystem bei Raumtemperatur aufgehangt wurde und dort die
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Temperaturbedingungen aufgrund der Jahreszeit innerhalb derer die Studie durchgefiihrt
wurde vermutlich héher waren. Dies kénnte eine Erklarung dafiir sein, dass der
Stoffwechsel bei der Gruppe Zentrifuge langsamer vonstattenging, als bei der Gruppe

Hohlfasersystem.

pH-Wert

Der physiologische pH-Wert des venosen Blutes des Hundes liegt bei pH 7,3 (llkiw et al.
1991). Der pH-Wert des Spenders zeigte im Vergleich zum Vollblutbeutel und dem Beutel
mit dem EK die héchsten Werte. Lediglich bei einem Spender konnte beim Ausgangswert
ein pH-Wert von 7,05 ermittelt werden. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass es in diesem
Fall zur einer Kontamination der Probe mit der CPD - Losung kam und dies der Grund dafir
ist, weshalb an dieser Stelle ein so geringer pH-Wert gemessen wurde. Der Abfall des pH-
Wertes vom Spender hin zum Vollblutbeutel ist durch die CPD zu erklaren. Dies konnte
ebenfalls in anderen Studien bestéatigt werden (Hess 2006, Hess 2010). Der Abfall des pH -
Wertes ist wiinschenswert. Durch einen geringen pH - Wert wird die Glykolyserate
verlangsamt, was zu einem verringerten Metabolismus der Zellen fiihrt (Hess 2006, Hess
2010). Dies ist insbesondere fiir die Lagerung des EKs von Bedeutung. Der Abfall des pH -
Wertes ist somit zum GroRteil durch die Zugabe des Antikoagulanz zu erklaren. Des
Weiteren ist anzumerken, dass der Metabolismus der Zellen weiterhin stattfindet. Im
Rahmen der Glykolyse kommt es zur Verstoffwechselung von Glukose und es entstehen die
Endprodukte Laktat sowie Pyruvat. Diese Endprodukte werden im Anschluss daran aus der
Zelle heraustransportiert und reichern sich im umgebenden Medium an, was zu einem
Abfall des pH - Wertes fuhrt (Mudge et al. 2004). Auch im Beutel des EKs blieb der pH -
Wert im Vergleich zu den Ausganswerten des Spenders niedrig, da sich im EK noch das SAG-
M befand, welches in einem niedrigen pH -Wert resultiert. Ein Einfluss der Additividsung

auf den pH - Wert konnte von Hess et al. ebenfalls bestatigt werden (Hess 2006).
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pO2 und pCO;

Der Abfall des pH - Wertes vom Spender hin zum Vollblutbeutel durch die oben genannten
Faktoren hat ebenfalls Auswirkungen auf den pO, und somit auf die O, - Sattigung des
Hamoglobins. Durch die Reduktion des pH - Wertes steigt der pO, im Vollblutbeutel an. Ein
geringer pH — Wert resultiert in einer geringeren O, — Affinitat des Himoglobins (Storz und
Moriyama 2008), ebenso wie ein Anstieg der CO,— Konzentration (Zheng et al. 2013),
weshalb ein héherer pO; nétig ist um das Hb zu sattigen. Durch die Zugabe der CPD im
Vollblutbeutel befand sich zudem eine hohere Konzentration an Phosphat im
Vollblutbeutel. Es ist bekannt, dass ein Anstieg des Phosphates zur einer
Rechtsverschiebung der O, -Bindungskurve fiihrt (Morgan 1999) und die Sauerstoffaffinitat

des Hamoglobins durch das Phosphat beeinflusst wird (Cambier et al. 2004).

Der weitere Anstieg des pO, im Beutel des EKs lasst sich damit erklaren, dass sich die
Erythrozyten nun in der SAG-M Lésung befanden und das Plasma fehlte. Im Plasma sind

Proteine enthalten die eine Pufferfunktion ausiiben (McGrotty und Knottenbelt 2002).

Der Anstieg des pCO, im Vollblutbeutel im Vergleich zu den Ausgangswerten des Spenders
begriindet sich mit dem Abfall des pH - Wertes im Vollblutbeutel. Es ist bekannt, dass ein
geringer pH - Wert zu einem Anstieg des pCO; fiihrt (Hess et al. 2002). Die
Stabilisatorlésungen weisen einen niedrigen pH - Wert auf (Zander und Simpelmann 2001).
Durch das Herstellungsverfahren werden die Erythrozyten mehrfach mit H*- lonen in
Kontakt gebracht. Dies erfolgt durch den die Zugabe der CPD - und der SAG-M Losung. Die
Protonen reagieren mit dem HCOs- des Plasmas, sodass es zur Bildung von CO, und H,0
kommt. Die Folge ist ein Anstieg des pCO,. Aufgrund der Tatsache, dass im EK das Plasma
fehlt steht auch weniger HCO3- zur Verfligung (Zander und Simpelmann 2001). Somit kann
weniger CO; gebildet werden. Ein weiterer Grund fir den Abfall des pCO, im EK im
Vergleich zum Vollblutbeutel knnte mit dem Volumenunterschied zusammenhangen. Im
Vollblutbeutel befand sich ein gréReres Volumen, sodass fiir den Gasaustausch Uber die
Wand des Beutels eine geringere Flache zur Verfligung steht, im Vergleich zum EK. Dies
konnte eine weitere Erklarung hierfiir sein, weshalb der Vollblutbeutel einen héheren pCO,

aufwies im Unterschied zum EK.
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In der vorliegenden Studie zeigte sich flir prozentuale Differenz des pCO; zwischen dem
Vollblut - und EK- Beutel bei der Gruppe Hohlfasersystem ein signifikant geringerer pCO; im
Vergleich zur Gruppe Zentrifuge. Es ist zu diskutieren, ob beim Hohlfasersystem mehr
Luftkontamination stattfand, als bei der Gruppe Zentrifuge. Das CO; ist ein Gas, welches
leicht diffundiert. Es ist bekannt, dass der pCO; innerhalb einer Probe falsch negativ absinkt,
wenn die Probe in Kontakt zu Raumluft kommt, weil das CO, heraus diffundiert (Rieser
2013). Unter der Beriicksichtigung des Herstellungsverfahrens ist anzumerken, dass der
Beutel des EKs beim Hohlfasersystem nach der Komponentenherstellung lediglich vom
System abgeschraubt und sofort verschlossen wurde. Im Unterschied hierzu wurde der
Beutel der Gruppe Zentrifuge nach der Zentrifugation ge6ffnet, um das Plasma entnehmen
zu kénnen. Im Anschluss daran wurde der Beutel mit den verbliebenen Erythrozyten an den
SAG-M Beutel angeschlossen und die Erythrozyten in diesen Gberflihrt. Die Dauer der
Unterbrechung des Systems war bei der Gruppe Zentrifuge groRer. Die Zeitdauer der
Unterbrechung des Systems scheint fir den geringeren pCO, der Gruppe Hohlfasersystem
somit nicht die Ursache zu sein. Eine weitere mogliche Erklarung konnte sein, dass sich im
Hohlfasersystem initial mehr Luft befand, welche die Veranderung des pCO, erklaren
konnte. Der genaue Grund weshalb der pCO; bei der Gruppe Hohlfasersystem geringer war,

als bei der Gruppe Zentrifuge konnte nicht ndher evaluiert werden.

Separationsdauer

Im Hinblick auf die Separationsdauer ergaben sich zwischen den beiden verwendeten
Systemen keine signifikanten Unterschiede. In der Studie von Johnson et al. zeigte sich fur
die Gruppe Hohlfasersystem eine signifikant langere Separationsdauer (140 min), im
Vergleich zur herkdmmlichen Zentrifugation (90 min) (Johnson et al. 2015). Der Unterschied
weshalb in der Studie von Johnson et al. die Separation mittels Hohlfasersystem signifikant
langer war, im Vergleich zur Gruppe Zentrifugation und dies in der vorliegenden Studie
nicht bestatigt werden konnte, liegt vermutlich an der unterschiedlichen PorengréRe der

verwendeten Hohlfaserfilter. In der Studie von Johnson et al. betrug die Porengrof3e des
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Hohlfaserfilters 0,2 um (Johnson et al. 2015), wohingegen der Hohlfaserfilter in der
vorliegenden Studie eine PorengrofRe von 0,5 um * 0,1 um aufwies (3M Deutschland
GmbH). In einer humanmedizinischen Studie in derer ebenfalls der Einfluss des 3SMTM
Blood Separationsystems auf die Blutproduktqualitdt untersucht wurde, betrug die
durchschnittliche Separationszeit 64 Minuten (Hackstein et al. 2017). Die Ursache der
unterschiedlichen Separationszeiten ist auf speziesspezifische Unterschiede hinsichtlich der
Blutviskositat zurtickzufiihren. Mehrere Studien konnten belegen, dass sich die
rheologischen Eingenschaften zwischen den Spezies erheblich unterscheiden (Amin und Sirs
1985, Windberger et al. 2003). Die Viskositat des Blutes ist abhdngig vom
speziesspezifischen Hamatokrit, dem Aggregationsverhalten der Erythrozyten, der
Flexibilitat der Erythrozyten, der Plasmaviskositat sowie von der Konzentration an
Fibrinogen und TTP (Windberger et al. 2003). Diese speziesspezifischen Unterschiede
liefern eine Erklarung, weshalb sich die Separationszeiten der Blutproduktherstellung von

Hund und Mensch sich unterscheiden.

Im Vergleich zur Dauer der Separation mit anderen Hohlfasersystemen konnte in der
vorliegenden Studie eine geringere Separationszeit, mit Ausnahme der Studie von
Schwarzfischer et al. festgestellt werden. Hornsey et al. gaben als Mittelwert fiir die
Separationsdauer ihres Hohlfiltersystems 44 + 7 Minuten an (Hornsey et al. 2005). Die
PorengrofRe sowie der Hohlfaserdurchmesser des verwendeten Systems und des
Hohlfasersystems dieser Studie waren identisch. Eine mogliche Ursache fiir die
unterschiedlichen Separationszeiten kénnte in der Anzahl der Hohlfasern liegen. In der
Studie von Hannemann-Pohl betrug die Separationsdauer mittels Hohlfasersystem eine

Stunde (Hannemann-Pohl 2005).

Die Dauer des Separationsvorgangs in der Studie von Schwarzfischer et al. betrug 15 Min
(Schwarzfischer et al. 1992). Es ist jedoch zu bericksichtigen, dass in dieser Studie das Blut
keinen Leukozytendepletionsfilter passieren musste und zudem der Durchmesser der
Hohlfasern groRer war. Dies ist eine Erklarung dafiir, weshalb die Separationsdauer deutlich
geringer war, im Vergleich zur vorliegenden und anderen Studien (Hannemann-Pohl 2005,

Hornsey et al. 2005).
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Die maximale Separationszeit der Gruppe Hohlfasersystem betrug 2,5 Stunden, was jedoch
damit zu erklaren ist, dass es sich hierbei um eine der ersten Separationen mittels des
Hohlfasersystems handelte und der Arbeitsablauf noch nicht so flissig verlief, wie bei den

folgenden Separationen. Dies gilt ebenso fiir die Gruppe Zentrifuge.

Volumen

In der vorliegenden Studie war das Volumen des EKs bei der Gruppe Hohlfasersystem
geringgradig hoher als bei der Gruppe Zentrifuge, jedoch war der Unterschied nicht
signifikant. In der Studie von Johnson et al. zeigten sich fiir das EK der Gruppe
Hohlfasersystem hohere Volumina im Vergleich zur Gruppe Zentrifugation. Bei der Gruppe
Hohlfasersystem kam es zur keiner Verminderung der Erythrozyten im Unterschied zur
Gruppe Zentrifugation durch die Entfernung des Buffy Coates (Johnson et al. 2015). In der
vorliegenden Studie zeigte sich bei der Gruppe Hohlfasersystem ein geringeres Volumen im
Plasmabeutel im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge, jedoch konnte hierfiir kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Im Gegensatz dazu, zeigte sich in der Studie von Johnson
et al., dass das Volumen des gewonnenen Plasmas bei der Gruppe Hohlfasersystem
signifikant geringer war im Vergleich zur Gruppe Zentrifugation (Johnson et al. 2015). Auf
die zugrundeliegende Ursache, weshalb in der Studie von Johnson et al. das Plasmavolumen

signifikant verringert war, wurde nicht naher eingegangen.

Im Rahmen der Studie zeigte sich, dass bei der Methode Hohlfasersystem weniger
Blutbestandteile im System zurlickblieben, im Vergleich zur Methode Zentrifugation. Dies
ist sehr wahrscheinlich der Tatsache geschuldet, dass bei der Blutkomponentenherstellung
mittels Zentrifugation ein zusatzlicher Beutel zum Einsatz kommt und es somit nicht
vermieden werden kann, dass ein gewisser Riickstand im Beutel und in den

Verbindungsschlauchen verbleibt.
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Auswirkung der Hyperlipamie auf die Separation mittels Hohlfasersystem

Im Folgenden werden die zugrundeliegenden Ursachen naher diskutiert, die zum
Ausschluss eines Spenders (Gruppe Hohlfasersystem) aus der statistischen Auswertung
flhrten. Im Plasma des Spenders wurde eine hochgradige Lipamie festgestellt , was darauf
schlieBen lasst, dass der Hund vor der Blutspende nicht ausreichend gefastet wurde. Die
Fastenzeit vor der Blutabnahme sollte 12 h betragen (Nikolac 2014). Aufgrund der
Anhaufung von Lipoproteinen kommt es zur Triibung innerhalb der Probe. Da die
Chylomikronen die groRten Lipoproteine darstellen, sind diese primar fiir die entstehende
Triibung verantwortlich sind (Nikolac 2014). Bei Lipiden handelt es sich um Molekiile,
welche wasserunloslich sind und in dieser Form schlecht transportiert werden konnen.
Aufgrund dieser Tatsache werden sie im Plasma in Form von Lipoproteinen transportiert.
Wegen ihrer unterschiedlichen chemischen und physikalischen Eigenschaften, werden
Lipoproteine in die sogenannten high-densitiy lipoproteins (HDL), low-density lipoproteins
(LDL), very low-density lipoproteins (VLDL) und in Chylomikronen eingeteilt. Die grofSten
Lipoproteine stellen die Chylomikronen dar, welche eine GréRe von 75 - 1200 nm
aufweisen. VLDL schlieRen sich mit einer GréRe von 30 - 80 nm an, wohingegen LDL eine
GroflSe von 18 - 25 nm aufweisen. HDL kdnnen in weitere Subklassen kategorisiert werden,
die HDL von einer GroRe von 5 bis zu 35 nm beinhalten (Xenoulis and Steiner 2010). Unter
Bericksichtigung der unterschiedlichen GroRRe der Lipoproteine und Chylomikronen sowie
der PorengrofRe des Hohlfaserfilters (maximale PorengrofRe 0,5 um + 0,1 um) (3M
Deutschland GmbH) liegt die Vermutung nahe, dass es insbesondere durch die
Anwesenheit von Chylomikronen zur einer Verstopfung der Poren des Hohlfaserfilters kam
und somit ein GroRteil des Plasmas mit in den Beutel des Erythrozytenkonzentrates
geschwemmt wurde. Des Weiteren scheint ein Teil des Plasmas im Hohlfasersystem zu
verbleiben. Somit ist es zu erkldren, weshalb bei diesem Spender lediglich eine sehr geringe
Plasma Ausbeute generiert werden konnte und der EK - Beutel ein deutlich hoheres
Volumen aufwies. Aufgrund dieser Tatsache ist es empfehlenswert den Blutspender tber
einen Zeitraum von 12 h im Vorfeld der Blutspende nilichtern zu lassen, da ansonsten eine

adaquate Blutkomponentenherstellung mittels Hohlfasersystem nicht moglich ist. Nach
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dem Wissen der Autorin wurde bei anderen publizierten Studien Uber die Herstellung von

Blutkomponenten mittels Hohlfasersystem der vorliegende Fall des Versagens des

Hohlfasersystems nicht beschrieben.

Vergleich der Separationssysteme

Die Vor — und Nachteile der beiden Separationsarten werden der Gibersichtshalber im

Folgenden tabellarisch aufgefiihrt.

Tabelle 3: Vergleich der Separationssysteme

3M™ Blood Separation System

Vorteil Nachteil

- gute Qualitat des EKs - Plasmaqualitat ist schlechter im

- Personalaufwand gering Vergleich zur Methode
- platzsparend Zentrifugation
- einfache Handhabung - der Spender sollte keine
- Uberall einsetzbar Hyperlipdmie ausweisen, da das
- keine Stromversorgung System ansonsten nicht
- keine zusatzliche Ausstattung notig funktioniert

- keine Wartung

Zentrifugation

Vorteil Nachteil

bessere Plasmaqualitat
bessere Qualitadt des EKs

langfristig finanziell glinstiger

Personalaufwand hoher
hoherer Platzbedarf
zusatzliche Ausstattung notig
(z.B. Plasmapresse)
Stromversorgung

Wartung
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Unter finanziellen Gesichtspunkten stellt sich beim Uberschlagen der Kosten beider
Systeme folgendes Bild dar. Stehen pro Woche zwei Blutspender fiir die Herstellung von
Blutkomponenten zur Verfligung, wiirde sich die Unterhaltung einer Zentrifuge unter rein
finanziellen Gesichtspunkten nach ca. 8 Monaten im Einsatz rentieren. Demnach ist die

Zentrifugation nach ca. 64 Separationen kostengiinstiger, als das Hohlfasersystem.

Schlussfolgerung

Anhand der erhobenen Daten dieser Studie kann geschlussfolgert werden, dass die Qualitat
der Blutprodukte die mithilfe der Zentrifuge hergestellt wurden besser waren, im Vergleich
zum Hohlfasersystem. Dies gilt insbesondere fiir die Plasmaqualitat. Inwieweit die
Reduktion einzelner Gerinnungsparameter trotz statistisch signifikanter Unterschiede eine
klinische Bedeutung hinsichtlich des therapeutischen Einsatzes hat, ist in weiteren Studien
naher zu evaluieren. Aufgrund der erhobenen Daten stellt der Einsatz des Hohlfasersystems
jedoch durchaus eine Alternative dar, falls keine Zentrifuge zur Verfligung steht um
Blutkomponenten herstellen zu kénnen. Es ist jedoch zu bericksichtigen, dass der
Blutspender keine Hyperlipidamie aufweisen sollte, da das Hohlfasersystem vom Vorliegen

einer Hyperlipiddamie nicht wie gewiinscht funktioniert.
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Zusammenfassung

Hintergrund

Der Einsatz von Blutprodukten gehort zu den lebensrettenden MaRnahmen in der
Tiermedizin, jedoch stellt sich die Herstellung von Blutkomponenten aufgrund ihres
technischen, aber auch personellen Aufwandes als aufwandig dar. Das Ziel dieser Studie
war die Evaluierung der Qualitat von Blutprodukten, die zum einen mit dem klassischen
Verfahren der Vollblutzentrifugation und zum anderen mit einem neuartigen

Hohlfasersysem, dem 3M™ Blood Separation System hergestellt wurden.

Studiendesign und Methoden

Fir die Studie standen 32 klinisch gesunde Hunde im Studienzeitraum von Februar - Juni
2017 als Blutspender zur Verfligung, die randomisiert der Gruppe Zentrifuge (n=15) oder
Hohlfasersystem (n=17) zugeteilt wurden. Ein Studienausschluss erfolgte, wenn die
Blutbeutel nicht adaquat befiillt werden konnten, oder beim Vorliegen einer
Hyperlipidamie. Die Proben fiir die Untersuchungen der einzelnen Parameter wurden an
unterschiedlichen Orten entnommen (1) Spender vends, 2) Citratplasma des Spenders, 3)
Vollblutbeutel (VB-Beutel), 4) Plasmabeutel, 5) Erythrozytenkonzentrat-Beutel (EK-Beutel),
6) Citratplasma des Vollblutbeutels nach Lagerung bei Raumtemperatur fiir die Dauer der
Gewinnung der Blutprodukte). Die hamatologische Untersuchung der Proben erfolgte mit
dem Hamatologiesystem ADVIA® 2120 (Siemens Healthcare GmbH). Mithilfe des Cobas b
221 Systems (Roche Diagnostics) wurden der pH — Wert, der pO,, pCO, sowie der Glukose -
und Laktatgehalt ermittelt. Der Probengehalt an Totalprotein, Aloumin, Kalium, Phosphat
und der LDH wurde mithilfe des ABX Pentra 400 (HORIBA ABX SAS) analysiert. Die einzelnen
Gerinnungsparameter wie die PT, die aPTT, der Faktor V und VIII, das Fibrinogen sowie das
AT Il wurden unter Verwendung des STA Compact® (Diagnostica Stago S.A.S.) ermittelt. Das
Fremdlabor LABOKLIN (LABOKLIN GmbH & Co. KG, Labor fiir klinische Diagnostik) fiihrte die
Analyse des vVWF-Antigens in der Probe durch. Die Serumelektrophorese wurde durch das

Fremdlabor der Firma BIOCONTROL in Ingelheim durchgefihrt.
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Ergebnisse

Das Plasma der Gruppe Hohlfasersystem zeigte signifikante Verlangerungen der
Prothrombinzeit PT (p<0,0001) und der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit aPTT
(p<0,0001) im Vergleich zur Gruppe Zentrifuge. Fiir diese Gruppe Hohlfasersysem ergaben
sich signifikant geringere Konzentrationen fiir das Fibrinogen (p<0,0001), den Faktor V
(p=0,0019) und das Antithrombin AT Il (p=0,0004) im Vergleich zur Zentrifuge. Des
Weiteren war der Totalproteingehalt (TTP) (p=0,001) sowie das Albumin (p=0,0001) im
Vergleich zur Zentrifuge beim Hohlfasersystem signifikant verringert. Die Lagerung des
Plasmas bei Raumtemperatur fir die Dauer der Blutkomponenten Gewinnung zeigte keinen

nachteiligen Einfluss auf die Gerinnungsparameter.

Im Erythrozytenkonzentrat war der Hamatokrit bei der Gruppe Zentrifuge signifikant
(p=0,04) héher im Vergleich zum Hohlfasersystem. Der Gehalt an Erythrozyten und
Hamoglobin war im EK der Gruppe Zentrifuge héher, sodass hierfir ein signifikanter
Unterschied zwischen den Systemen ausfindig gemacht werden konnte. Bei der Gruppe
Zentrifuge zeigte sich zudem eine signifikante Verringerung in der Konzentration des TTP
(p=0,0002) und des Albumins (p<0,0001) im Vergleich zur Gruppe Hohlfasersystem. Die
Gruppe Hohlfasersystem wies bei der Betrachtung der prozentualen Differenz zwischen
dem VB- und EK-Beutel signifikant niedrigere Gehalte an Thrombozyten (p=0,01) und
Leukozyten (p=0,002) auf sowie einen signifikant niedrigeren pCO, (p=0,02) Gehalt, im
Vergleich zur Gruppe Zentrifuge. Des Weiteren zeigte die Gruppe Hohlfasersystem eine

signifikant hohere Laktat Konzentration (p=0,0012).

Schlussfolgerung

Anhand der erhobenen Daten dieser Studie kann geschlussfolgert werden, dass die Qualitat
der Blutprodukte die mithilfe der Zentrifuge hergestellt wurden besser waren, als zum hier
getesteten Hohlfasersystem. Dies gilt insbesondere fir die Plasmaqualitat. Inwieweit die
Reduktion einzelner Gerinnungsparameter trotz statistischer Signifikanzen eine klinische
Bedeutung beim therapeutischen Einsatz hat, ist in weiteren Studien ndher zu evaluieren.
Fir den Fall, dass keine Zentrifuge zur Verfligung steht, stellt das Hohlfasersystem eine gute

Alternative dar. Es ist jedoch zu berticksichtigen, dass der Blutspender keine Hyperlipidamie
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aufweisen sollte, da in einem Fall das Hohlfasersystem beim Vorliegen einer Hyperlipiddamie

nicht funktionierte.

137



Summary

Summary

Background

The use of blood products is important to provide life-saving therapies in veterinary
medicine, but the preparation of blood components is time-consuming due to the staff and
technical conditions. The aim of this study was to evaluate the quality of blood products

that were produced by using the centrifuge or by using the 3M™ blood separation system.

Study design and methods

The units were collected from healty dogs (n=32) from february - june 2017 and were
allocated to the groups centrifugation (n=15) or hollow-fibre system (n=16). In case of
hyperlipidemia or a less volume in blood bags an exclusion happened. The samples for
further examinations were taken from different sources (1) donor venous, 2) citrat plasma
of the donor, 3) whole blood bag, 4) plasma bag 5) red blood cell bag, 6) citrat plasma of
the whole blood bag after storage at room temperature for the duration of blood
processing). The hematological investigation was performed using ADVIA® 2120 (Siemens
Healthcare GmbH). The Cobas b 221 System (Roche Diagnostics) was used to examinate the
pH, p0O,, pCO,, as well as the concentration of glucose and lactate. The measurement of the
total protein, albumin, potassium, phosphate and LDH concentrations were conducted
using ABX Pentra 400 (HORIBA ABX SAS). The evaluation of the parameters regarding the
coagulation (PT, aPTT, factor V and VI, fibrinogen, as well as AT Ill) was conducted using
STA Compact® (Diagnostica Stago S.A.S.). The external labour LABOKLIN (LABOKLIN GmbH
& Co. KG, Labor fir klinische Diagnostik) analysed the concentration of vWF-antigen within
the sample and the serum electrophoresis was analysed from the company BIOCONTROL,

located in Ingelheim.

Results

The hollow-fibre system group had significant prolongation of the prothrombin time PT
(p<0.0001) and activated partial thromboplastin time aPTT (p<0.0001). This group had
significant lower concentrations of fibrinogen (p<0.0001), factor V (p=0.0019), and

antithrombin AT Ill (p=0.0004) within the plasma, in contrast to the centrifugation group. In
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addition, there was a significance in the lower concentration of the total protein TTP
(p=0.001) and albumin (p=0.0001) in the hollow-fibre group as compared to the centrifuge

group. Plasma storage at room temperature has no adverse effect on coagulation.

In comparison to the hollow-fibre system, the red blood cell concentration of the
centrifugation group showed a significantly higher hematocrit hct (p=0.04). The content of
red blood cells and hemoglobin was higher in the red blood cell concentrate of the
centrifuge group, so that a significant difference between the systems can be shown. In
addition, the centrifuge group had significant reductions in the concentrations of TTP

(p=0.0002) and albumin (p<0.0001), in comparison to the group of the hollow-fibre.

When looking at the procentual difference between the whole blood bag and the red blood
cell bag and in comparison to the centrifuge group, the hollow-fibre group showed lower
concentrations of platelets (p=0.01) and white blood cells (p=0.002), which were significant,
as well as a less significant pCO; (p=0.02) content. In addition, the hollow-fibre group had a

significant higher lactate concentration (p=0.0012).

Conclusion

The quality of the blood products produced by using the centrifuge was better in
comparison to the ones of this tested hollow-fibre system, especially for plasma quality.
Despite the statistical significances regarding the reduction of several coagulation
parameters, further investigations need to be conducted to evaluate the clinical
importance. In case of an absence of a centrifuge, the hollow-fibre system provides an
alternative to produce blood products. For that it is important that the donor has fasted,

otherwise the hollow-fibre system can fail when hyperlipidemia is present.
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Tabelle 4:Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes der PT fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

PT (sec) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 7,7 6,9 8,6
VvB-B | 7,7 7,3 8,8
P-B 9,4 7,7 12,4
VvB-B | 7,7 7,2 9,1
(RT)
PT (sec) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 7,8 6,9 8,6
vB-B | 7,7 6,9 9,2
P-B 7,9 7,2 9
vB-B | 7,9 6,8 9,1
(RT)
Referenzbereich |6,52 - 8,16 sec

Tabelle 5: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes der aPTT fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

aPTT (sec) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 12 9,7 13,5

VB-B 11,8 11,2 13,4

P-B 14,9 11,7 19,6

VB-B 11,9 11,2 13,5

(RT)
aPTT (sec) (Zentrifuge) Median Minimum Maximum
Entnahmeort SP 11,9 10,4 32,8

VB-B | 12,1 9,7 13,4

P-B | 13,1 10,9 14,2

VBB | 12,1 9,7 13,5

(RT)
Referenzbereich | 10,0 - 14,3 sec
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Tabelle 6: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des Fibrinogens fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

Fibrinogen (g/l) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 1,8 1,3 3,1
VB-B 1,8 1,3 2,9
P-B 1 0,4 1,6
VB-B 1,8 1,2 3,4
(RT)
Fibrinogen (g/l) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 1,6 1,3 2,8
VB-B | 1,6 1,0 2,4
P-B 1,5 1,2 2,3
VB-B | 1,5 0,9 2,4
(RT)
Referenzbereich |[1,3-3,1g/l

Tabelle 7: Darstellung des Medians, Minimal-und Maximalwertes des F V' fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

FV % (Hohlfasersystem) Median Minimum Maximum
Entnahmeort SP 125,5 112 143

VB-B 121 110 140

P-B 105 73 125

VB-B 122 106 140

(RT)
FV % Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 126 110 146

VB-B 130 105 151

P-B 114 99 132

VB- 132 105 153

B(RT)
Referenzbereich | -
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Tabelle 8: Darstellung des Medians, Minimal-und Maximalwertes des FVIII fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

FVIIl % Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 101 84 128
VB-B | 99,5 80 113
P-B 86 60 97
VB-B | 103 77 115
(RT)
FVIIl % Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 98 76 126
VB-B | 103 73 133
P-B 89 64 100
VB-B | 96 68 128
(RT)
Referenzbereich | -

Tabelle 9: Darstellung des Medinas, Minimal- und Maximalwertes des vWF-Antigens fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

vWEF-Antigen (%) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem
Entnahmeort SP 136 55 212
VB-B | 123,5 51 189
P-B 101 37 177
VB-B | 109 54 188
(RT)
vWEF-Antigen (%) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 111 43 186
VB-B | 75 9 140
P-B 69 34 214
VB-B | 63 11 217
(RT)
Referenzbereich |50-180%

168



Anhang

Tabelle 10: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des AT Ill fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

AT 1l (%) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 130,5 104 138
VB-B 123,5 99 132
P-B 104 93 116
VB-B 125 99 133
(RT)
AT 1l (%) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 132 110 170
VB-B | 129 94 164
P-B 117 94 152
VB-B | 128 94 163
(RT)
Referenzbereich |107,9-128,0%

Tabelle 11: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des TTP fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

TTP (g/1) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 60,7 56,5 70,6

VB-B 48,95 44,7 57,2

P-B 42,2 32,6 46,6

EK-B 15,5 9,7 22,2
TTP (g/1) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 63,1 58 68,7

VB-B | 50,9 46,4 55,4

P-B 48 43,5 54,4

EK-B | 9,5 7,8 24,4
Referenzbereich |55,3 -69,84 g/l
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Tabelle 12: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des Albumins (g/l) fiir die
Gruppe Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

Albumin (g/l) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 30,1 27,3 33,9

VB-B |24 22 29,3

P-B 21,5 19 25,1

EK-B 7 53 11,6
Albumin (g/l) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 30,2 28 31,1

VB-B | 24,9 21,7 30,7

P-B 23,5 21,5 27,6

EK-B | 4,5 3,4 8,7
Referenzbereich |29,6 —37,01 g/l

Tabelle 13: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des Albumins (%) fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

Albumin (%) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP-S 60 54,2 64,1
SP-CP | 58,6 52,5 61,9
VB-B | 58,2 53,1 63,1
P-B 58,4 53,3 64,8
Albumin (%) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP-S | 62,4 55,2 65,5
SP-CP | 61,8 52,8 63,7
VB-B | 60,5 54,4 63,9
P-B 61,9 53,9 65
Referenzbereich [48,1-59,3%
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Tabelle 14: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des alpha-1 Globulins fiir
die Gruppe Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

al-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP-S 2,25 1,4 3,3

SP-CP | 2,15 1,1 3,3

VB-B | 2,85 0,9 4,8

P-B 2,7 0,8 5,8
al-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP-S |2 0,5 3

SP-CP | 2,3 1 4,3

VB-B | 2,5 1,3 4,9

P-B 1,7 0,8 4,1
Referenzbereich |3,2-4,8%

Tabelle 15: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des alpha-2 Globulins fiir die
Gruppe Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

a2-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP-S 12,3 10,3 14,7
SP-CP | 11,7 9,1 14,9
VB-B | 12,2 7,1 15,3
P-B 12,3 10 15,2
a2-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP-S 11,3 9,2 13,3
SP-CP | 11,1 9 13,5
VB-B | 11,4 10 14
P-B 11 8,7 15,2
Referenzbereich |12,0-16,4%
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Tabelle 16: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes der beta-1 Globuline fiir die
Gruppe Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

B1-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP-S 2,7 1,3 3,6

SP-CP | 2,6 1,4 3,9

VB-B |24 1,1 3,5

P-B 2,8 0,9 4,4
B1-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP-S | 2,7 1 4

SP-CP | 2,7 1,4 3,7

VB-B | 2,6 0,8 3,6

P-B 2,7 1,2 3,7
Referenzbereich |2,7-4,1

Tabelle 17: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes der beta-2 Globuline fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

B2-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP-S 12,5 10,4 16,2
SP-CP | 14,5 12,3 18,9
VB-B | 13,9 11,4 20,4
P-B 13 11,3 17,6
B2-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP-S 11,95 10,3 16,7
SP-CP | 13,85 10,4 19,9
VB-B | 14,25 11,2 16,5
P-B 13,5 11,3 16,8
Referenzbereich |10,5-19,7
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Tabelle 18: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes der gamma-Globuline fiir

die Gruppe Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

y-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP-S 9,3 5,8 15,3

SP-CP | 9,45 6 15,2

VB-B | 8,9 5,6 15,1

P-B 8,9 5,3 16,6
y-Globuline (%) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP-S 10,3 4,2 15

SP-CP | 9,2 4,2 13,2

VB-B | 9,5 4,1 14

P-B 8,9 3,8 16

Referenzbereich

6,6-12,2%

Tabelle 19: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des Hkt fiir die Gruppe

Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

Hkt (/1) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 0,48 0,41 0,55

VB-B | 0,41 0,36 0,47

P-B 0 0 0

EK-B 0,57 0,53 0,62
Hkt (I/1) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 0,5 0,41 0,57

VB-B | 0,42 0,34 0,54

P-B 0 0 0

EK-B | 0,62 0,55 0,67
Referenzbereich |0,39-0,56 /I
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Tabelle 20: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des Hb fiir die Gruppe

Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

Hb (mmol/l) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 10,1 8,4 11,2

VB-B | 8,45 7,2 9,3

P-B 0 0 0,1

EK-B 11,6 10,5 14,5
Hb (mmol/l) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 10,4 8,3 12,1

VB-B | 8,6 6,8 10,8

P-B 0 0 0,5

EK-B | 12,7 11,2 13,6

Referenzbereich

8,06 —12,21 mmol/I

Tabelle 21: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des MICHC fiir die Gruppe

Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

MCHC (mmol/I) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 21,1 20,37 22,02
VB-B | 20,44 19,59 21,35
P-B 0 0 78,67
EK-B | 20,56 19,75 21,76
MCHC (mmol/I) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 21,22 20,45 21,85
VB-B | 20,65 19,98 26,71
P-B 0 0 0
EK-B | 20,49 19,91 21,35

Referenzbereich

20,82 — 23,53 mmol/I
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Tabelle 22: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des CHCM fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

CHCM (mmol/I1) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 21,02 20,58 21,49
VB-B | 20,43 20,04 21,12
P-B 20,42 0 24,95
EK-B 19,94 19,5 20,59
CHCM (mmol/I1) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 20,94 19,98 21,49
VB-B | 20,58 19,74 21,04
P-B 20,85 0 22,46
EK-B | 20,03 19,4 20,59

Referenzbereich

20,82 — 23,53 mmol/I

Tabelle 23: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des MCV fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

MCV (fL) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 69,1 66 72,3

VB-B 70,2 66,7 74,3

P-B 66,9 0 88,3

EK-B | 71,2 68,3 75,9
MCV (fL) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 69,6 65,5 75,9

VB-B | 70,6 66,5 77,2

P-B 67,1 46,8 83,3

EK-B | 71,4 67,9 77,9

Referenzbereich

62,61 -73,50fL
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Tabelle 24: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes der RBC fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

RBC (10 *%/1) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 6,9 6,1 7,7

VB-B 5,9 51 6,5

P-B 0 0 0,01

EK-B 8,0 7,3 9,9
RBC (10 '2/1) (Zentrifuge) | Median Minimum Maximum
Entnahmeort SP 7,1 5,7 8,2

VB-B | 6,0 4,7 7,4

P-B 0 0 0,02

EK-B | 8,9 7,5 9,5
Referenzbereich |5,5-8,5 10 *?/I

Tabelle 25: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes der PLT fiir die Gruppe

Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

PLT (10 °/1) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 246,5 126 329

VB-B | 209,5 49 285

P-B 2 0 8

EK-B 3 0 11

PLT (10 °/1) (Zentrifuge) | Median Minimum Maximum

Entnahmeort SP 207 156 511

VB-B | 171 49 392

P-B 3 0 18

EK-B | 4 2 64
Referenzbereich | 150 —-500 10 ?/I
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Tabelle 26: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes der WBC fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

WBC (10 °/1) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 8,69 5,03 12,48
VB-B | 6,86 4,22 9,69
P-B 0,01 0 0,19
EK-B 0,01 0 0,1
WBC (10 °/1) (Zentrifuge) | Median Minimum Maximum
Entnahmeort SP 8,2 5,02 15,58
VB-B | 6,67 3,99 14
P-B 0,01 0 0,18
EK-B | 0,05 0,01 0,65

Referenzbereich

5,48 — 13,74 107/l

Tabelle 27: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des P fiir die Gruppe

Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

P (mmol/I) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 1,39 1,03 1,99

VB-B | 3,71 3,11 4,24

EK-B 1 0,63 1,45
P (mmol/l) (Zentrifuge) | Median Minimum Maximum
Entnahmeort SP 1,39 0,88 1,71

VB-B | 3,56 2,39 4,43

EK-B | 0,76 0,56 1,31

Referenzbereich

0,79 - 2,10 mmol/I
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Tabelle 28: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes des Kaliums fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

K (mmol/l) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 4,13 3,71 4,64

VB-B | 2,99 2,8 3,18

EK-B 1,18 0,85 1,71
K (mmol/l) (Zentrifuge) | Median Minimum Maximum
Entnahmeort SP 4,28 3,95 4,54

VB-B | 3,14 2,57 3,46

EK-B | 1,07 0,77 1,72

Referenzbereich |3,35-4,37 mmol/I

Tabelle 29: Darstellung des Medians, Minimal- und Maximalwertes der LDH fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

LDH (Hohlfasersystem) Median Minimum Maximum
Entnahmeort SP 25 10 69

VB-B |22 1 60

EK-B 12,5 1 35
LDH (Zentrifuge) Median Minimum Maximum
Entnahmeort SP 24,5 2 64

VB-B | 30 1 160

EK-B 13 1 261
Referenzbereich |85,7 - 225 U/I
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Tabelle 30: Darstellung des Medians, Minimum- und Maximalwertes des pH-Wertes fiir
die Gruppe Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

pH Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 7,35 7,05 7,45
VB-B | 7,04 6,97 7,40
EK-B | 7,05 6,97 7,12
pH Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 7,38 7,33 7,43
VB-B | 7,06 6,95 7,22
EK-B | 7,04 6,97
Referenzbereich |7,31-7,41

Tabelle 31: Darstellung des Medians, Minimum- und Maximalwertes des pO; fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

pO, (mmHg) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 44,95 34,5 59,8
VB-B 56,4 44,2 73,5
EK-B 72,2 54,6 107,4
pO2 (mmHg) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 46,5 31,6 55
VB-B | 62,75 46,9 70,6
EK-B | 71,75 52,6 87,8
Referenzbereich |30-40 mmHg
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Tabelle 32: Darstellung des Medians, Minimum- und Maximalwertes des pCO; fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

pCO; (mmHg) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 38,25 31,3 56,7
VB-B | 62,2 41,4 69,6
EK-B 344 304 41,8
pCO, (mmHg) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 36,15 32,3 45,7
VB-B | 60,95 41,6 69,4
EK-B | 38,3 35,1 44,6

Referenzbereich |41-51 mmHg

Tabelle 33: Darstellung des Medians, Minimum- und Maximalwertes der Glukose fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifuge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

Glukose (mmol/l) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 6,95 5,1 30,5

VB-B 26,9 21,7 30,5

EK-B 35,8 33,2 39,7
Glukose (mmol/I) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 6,2 4,4 12,1

VB-B | 26,8 17,8 30,6

EK-B | 38,7 36,8 39,5

Referenzbereich |3,3-6,1 mmol/l
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Tabelle 34: Darstellung des Medians, Minimum- und Maximalwertes des Laktates fiir die Gruppe
Hohlfasersystem und Zentrifunge an den unterschiedlichen Entnahmeorten

Laktat (mmol/Il) Median Minimum Maximum
(Hohlfasersystem)
Entnahmeort SP 1,1 0,5 1,9
VB-B | 0,95 0,6 1,8
EK-B 1,2 0,5 2,1
Laktat (mmol/I) Median Minimum Maximum
(Zentrifuge)
Entnahmeort SP 1,1 0,5 2,3
VB-B | 1,2 0,5 2,2
EK-B | 0,9 0,5 1,6
Referenzbereich |0,4—2,2 mmol/I
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Prozentuale Differenz Plasma und VB

Tabelle 35: Darstellung der prozentualen Differenz zwischen dem Plasma- und Vollblutbeutel fiir die PT, aPTT,
das Fibrinogen, den FV, FVIII, das vWF-Antigen und das AT Il unter Angabe des Medians, Minimal- und
Maximalwertes

Diff PT % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 21,5 1,3 45,8
Zentrifugation 3,6 -2,1 10,3

Diff aPTT % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 25,6 0 52,1
Zentrifugation 8,2 -0,7 24,7

Diff Fibrinogen % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -48,3 -71,3 -39,3
Zentrifugation -2,4 -19,1 34,6

Diff FV % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem - 18,7 -37,6 -7,5
Zentrifugation -7,9 -21,6 0,9

Diff FVIIl % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -12,9 -27,7 -4
Zentrifugation -13,5 -34,6 12,3

Diff vWF-Antigen % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -9,8 -43,0 58,8
Zentrifugation -2,7 -42,0 756

Diff AT lll % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem - 15,2 -26,7 4,0
Zentrifugation -2,6 -12,1 15,3
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Tabelle 36: Darstellung der prozentualen Differenz zwischen dem Plasma- und Vollblutbeutel fiir das TTP,
Albumin und die Globuline unter Angabe des Medians, Minimal- und Maximalwertes

Diff TTP % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -13,4 - 28,6 10,3
Zentrifugation -4,6 - 14,8 3,4

Diff Albumin % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -10,9 -17,0 -5
Zentrifugation -3,1 -13,5 1,22

Diff Albumin % Median Minimum Maximum
(Elektrophorese)

Hohlfasersystem 2,4 -7,4 5,6
Zentrifugation -0,1 -5,0 14,8

Diff al-Globuline % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -5,2 -77,1 177,8
Zentrifugation -17,8 - 66,6 86,3

Diff a2-Globuline % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -0,3 -20,1 52,1
Zentrifugation 0 -20,1 15

Diff B1-Globuline % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -1,5 - 38,7 193,3
Zentrifugation 2,9 - 30,7 250

Diff B2-Globuline % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -4,7 -16,7 16,6
Zentrifugation -1,1 - 15,6 18,7
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Tabelle 37: Darstellung der prozentualen Differenz zwischen dem Plasma- und Vollblutbeutel fiir die gamma-
Globuline unter Angabe des Medians, Minimal- und Maximalwertes

Diff y-Globuline % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 0,6 -29,8 20,4
Zentrifugation -2,3 -26,7 19,4

184




Anhang

Prozentuale Differenz EK und VB

Tabelle 38: Darstellung der prozentualen Differenz zwischen dem EK- und dem Vollblutbeutel fiir den Hkt, das
Hb, CHCM, MCHC, MCV, die RBC und PLT unter Angabe des Medians, Minimal- und Maximalwertes

Diff Hkt % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 38,2 25,5 51,2
Zentrifugation 47,7 22,2 61,7

Diff Hb % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 37,6 25 72,6
Zentrifugation 47,6 22,2 64,7

Diff CHCM % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -2,2 -3,0 -1,5
Zentrifugation -2,1 -3,2 -1,5

Diff MCHC % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 0,04 -2,6 5,8
Zentrifugation 0,04 -23,1 1,7

Diff MCV % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 2,0 0,8 3,9
Zentrifugation 1,9 0,9 2,3

Diff RBC % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 34,0 21,7 62,5
Zentrifugation 44,7 20,9 60,2

Diff PLT % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem - 98,5 - 100 -91,8
Zentrifugation - 96,9 - 98,8 -74,1
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Tabelle 39: Darstellung der prozentualen Differenz zwischen dem EK- und Vollblutbeutel fiir die WBC, das TTP,
Albumin,P, K, LDH und den pH-Wert unter Angabe des Medians, Minimal- und Maximalwertes

Diff WBC % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -99,7 - 100 - 98,7
Zentrifugation -99,2 -99,8 -90,8

Diff TTP % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -69,9 - 83,8 -51,4
Zentrifugation -81,3 - 83,8 -55,9

Diff Albumin % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -71,8 - 82,9 -51,6
Zentrifugation - 82,7 - 85,3 - 68,1

Diff P % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -74,2 -81,4 -59,4
Zentrifugation -76,0 - 85,7 - 68,12
Diff K % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -61,2 -71,2 - 38,9
Zentrifugation - 64,7 -71,3 - 50,2

Diff LDH % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -45,8 -97,0 107,7
Zentrifugation -53,3 -93,7 770

Diff pH % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -0,1 -4,5 0,4
Zentrifugation -0,2 -1,9 0,4
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Tabelle 40: Darstellung der prozentualen Differenz zwischen dem EK- und Vollblutbeutel fiir den pO,, pCO,, die

Glukose und das Laktat unter Angabe des Medians, Minimal- und Maximalwertes

Diff pO2 % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 24,8 -3,2 66,5
Zentrifugation 16,6 -3 43,2

Diff pCO2 % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem -41,0 -49,4 -9,4
Zentrifugation -35,5 -45,0 -10,5

Diff Glukose % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 37,5 22,8 79,2
Zentrifugation 47,0 26,1 113,5

Diff Laktat % Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 16,1 -35,7 250
Zentrifugation -21,5 -35,7 0
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Vergleich Volumen und Separationsdauer

Tabelle 41: Darstellung des Volumens vom Vollblut- Plasma- und EK- Beutel sowie der Separationsdauer unter

Angabe des Medians, Minimal- und Maximalwertes

Volumen Vollblut (g) | Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 486,5 449 543
Zentrifugation 475 420 540
Volumen Plasma (g) | Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 224 205 269
Zentrifugation 247 174 290
Volumen EK (g) Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 223 175 260
Zentrifugation 211 160 249
Dauer Separation (h) | Median Minimum Maximum
Hohlfasersystem 0,5 0,4 2,5
Zentrifugation 1,0 0,5 2,1
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