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1. Einleitung

1. Einleitung

Bei Hunden und Katzen kommen verschiedene Gerinnungsstorungen vor. Beschrieben sind sowohl
hyper- (1-3) als auch hypokoagulable (4-6) Zustande. Daruber hinaus kommen Andmien variabler
Ursachen vor (7-9).

Die Behandlung dieser Erkrankungen benétigt je nach Situation unter anderem die Therapie mittels
Blutprodukten (Erythrozytenkonzentrat, Thrombozytenkonzentrat oder Blutplasma [in verschiedenen

Aufbereitungen]) (10, 11). Es besteht daher ein Bedarf an Blutprodukten in der Kleintiermedizin.

Allerdings ist die Einrichtung und Aufrechterhaltung einer Blutbank fiir Tierkliniken organisatorisch und
rechtlich eng reglementiert, wie unter anderem anhand der Leitlinie des Bundesamtes fir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) zu Blut und Blutprodukten im Veterindrbereich
deutlich wird (12). Aus diesem Grund werden bei Bedarf haufig Notfall-Vollblutspenden von einem
Spender-Tier auf das in der akuten Situation zu behandelnde Empfanger-Tier durchgefiihrt. Gerade in
Notfallsituationen sind Blutspender jedoch nicht schnell verfiighbar. Hinzu kommt die mit maximal 35
Tagen begrenzte Lagerungsdauer von konservierten Vollblutkonserven bei Hund und Katze (13),
weshalb es insbesondere bei der Behandlung von Notfallpatienten zu Engpassen in der Verfligbarkeit

von Blutprodukten kommen kann.

Dieser Zustand wird durch die unzureichende kommerzielle Verfugbarkeit von Tierblutprodukten in

Deutschland erschwert.

Die bestmogliche Ausnutzung der vorhandenen Ressourcen ist deshalb von besonderer Bedeutung.
Die Verarbeitung von Vollblutkonserven in einzelne Blutkomponenten ist ein Ansatz, die
Lagerungsstabilitit mancher Komponenten sowie die Spezifitdt und Effektivitdt der Therapie zu
verbessern und dartiber hinaus das Risiko von Transfusionsreaktionen zu vermindern (14-17). So
lassen sich durch Abtrennung der zelluldren Bestandteile Erythrozytenkonzentrate sowie Plasma
gewinnen. Letzteres kann beispielsweise als ,frisch gefrorenes Plasma“ (,fresh-frozen plasma“, FFP)
oder ,gefrorenes Plasma“ (,,frozen plasma*“, FP) aufgearbeitet werden (12, 18). Problematisch sind bei
der Weiterverarbeitung/Lagerung von Blutprodukten jedoch die hohen Kosten und der apparative
Aufwand (12, 18, 19). Hinzu kommt, dass insbesondere in Notfallsituationen das Auftauen von
Plasmakonserven einen zu hohen Zeitaufwand darstellen kann (20). Alternative zeitsparende
Mikrowellen-basierte Auftausysteme sorgen dagegen fiir einen teils signifikanten Abfall der

Gerinnungsfaktoren im Vergleich zu herkémmlichen Verfahren (21).

Deshalb werden auch weiterhin frische, nicht tiefgefrorene Blutprodukte benotigt. Im Rahmen dieser

Arbeit ist besonders die Nutzung des Plasmaanteils von gekihlten Vollblutkonserven von Interesse.
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Plasmaprodukte werden zur Substitution hamostatisch aktiver Proteine bei verschiedenen
Gerinnungsstérungen eingesetzt. So kann Plasma zum Beispiel bei Patienten mit Cumarin-Intoxikation
und lebensbedrohlichen Blutungskomplikationen verwendet werden (22), um die Vitamin-K-
abhangigen Faktoren 1l, VII, IX und X (23) zu substituieren. Bei einer disseminierten intravasalen
Gerinnung wiederum konnte der Ersatz von verbrauchten natirlichen Gerinnungsinhibitoren

(Antithrombin, Protein C und Protein S) (24) je nach Phase von Interesse sein.

Um eine evidenzbasierte Verwendung des Plasmaanteils von Vollblutkonserven beim Hund zu
ermoglichen, werden weitere Studien benétigt. Zwar finden sich Studien zur Gerinnungsaktivitat von
gelagertem, nicht tiefgefrorenem kaninen Plasma (25-27), nach Wissen des Autors jedoch nur ganz
vereinzelte Veroffentlichungen zu dieser Thematik bei dem Plasmaanteil von kaninem Vollblut zu
Transfusionszwecken (28-30). Es fehlen insbesondere Untersuchungen mit Betrachtung der
natirlichen Inhibitoren der Gerinnung oder unterschiedlichen Konservierungsmedien. Dies erschwert
aktuell die zielgerichtete Weiterverarbeitung der gelagerten Vollblutkonserven, beziehungsweise

deren ldngere Nutzung mit den Vorteilen von Vollblut.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher die Untersuchung des Einflusses zweier Konservierungsmedien
(Citrat-Phosphat-Dextrose [CPD] [VB] bzw. CPD + Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin und Mannitol
[PAGGS-M]  [VB-PAGGS]) auf die Aktivitdit von Gerinnungsfaktoren und natirlichen
Gerinnungsinhibitoren des Plasmaanteils von Vollblutkonserven wéhrend einer 28-tagigen Lagerung.
Die erste Hypothese des Autors ist hierbei, dass sich eine Aktivitdt von oder lber flinfzig Prozent der
Ausgangsaktivitat von Gerinnungsfaktoren und natirlichen Inhibitoren im Blutprodukt im Verlauf der
ersten flinfzehn Lagerungstage findet. Diese Qualitatsanforderung ergibt sich aus der entsprechenden
Leitlinie zur Gewinnung, Lagerung, Transport und Verabreichung von Blut und Blutprodukten im

Veterindrbereich; 2011 (12).

Die zweite Hypothese ist, dass sich kein signifikanter Unterschied der Faktor/Inhibitor-
Aktivitaten/Gehalte bzw. Gehalte der Fibrinolysemarker beim Vergleich der beiden verschiedenen

Ndhrmedien (mit Ausnahme von Faktor V) zeigt.

Thrombozyten internalisieren Faktor V, daher ist bei dem Thrombozyten drmeren VB-PAGGS mit einer

hoheren Faktor V-Aktivitat zu rechnen (31, 32).

Bei Bestatigung der Hypothesen ware fir die Plasma-Komponente der Vollblutkonserve die Haltbarkeit
bewiesen, wodurch sich die Moglichkeit einer Aufarbeitung (nicht gebrauchter) unterschiedlich
konservierter Vollblutkonserven zu Plasmakonserven bzw. die Nutzung der Konserven mit den

Vorteilen von Vollblut ergeben wiirde.
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2.1 Gerinnungssystem

Nebst externen potenziellen Traumata der GefdRe wie Schnittverletzungen, treten unter
physiologischen Belastungen des Organismus taglich Mikrotraumata des GefaRsystems auf. Diese
Verletzungen der GefdRintegritat bedingen die Notwendigkeit eines Gerinnungssystems (Hamostase)
zur Verhinderung von Blutverlusten. Eine Aufrechterhaltung dieses Systems ist dementsprechend
liberlebenswichtig. Die normale Funktionalitdt wird hierbei durch ein Zusammenspiel verschiedenster
zelluldrer (GefaBe, Thrombozyten) als auch plasmatischer (Gerinnungsfaktoren, Inhibitoren der
Gerinnung, Fibrinolyse) Systeme sichergestellt (33). Insbesondere von Bedeutung ist hierbei die

Balance zwischen prokoagulatorischen Faktoren und Fibrinolyse (34).

Kommt es zu einer Schadigung des GefalRsystems, lauft eine mehrschrittige Reaktion ab, die nach einem
klassischen oder einem neuen Modell betrachtet werden kann. Das neue Modell wird hierbei unter
Beriicksichtigung neuer Erkenntnisse des vornehmlichen Zell-assoziierten Ablaufens der Gerinnung als
sogenanntes Zell-basiertes Modell (,cell-based model“) bezeichnet (35) und wird im weiteren Verlauf
dieser Dissertation erldutert. Da jedoch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen leichter unter Betrachtung des klassischen Systems zu verstehen sind (35), wird zur
Verdeutlichung der physiologischen Vorgange iberwiegend dieses Modell verwendet.

Die Reaktion nach dem klassischen Modell lasst sich in drei Prozesse gliedern, die entsprechend ihrer
Abfolge als primare und sekundare Hamostase sowie Gerinnungsinhibition und Fibrinolyse bezeichnet

werden (36, 37).

Im Folgenden sollen die drei Prozesse erldautert werden. Insofern nicht anders vermerkt beziehen sich
die Ausfiihrungen auf den Menschen. Auf wichtige Abweichungen/KenngréRen beim Hund wird

hingewiesen.

2.1.1 Primdre Hamostase

Die primare Hamostase wird tber die GefdRe und Thrombozyten vermittelt. Die Kontraktion der
GefaBmuskulatur proximal des geschadigten Bereiches ist der erste Schritt der primdren Hamostase
(38). Hierdurch wird die Flussgeschwindigkeit im Bereich der Schadigung reduziert. Die reduzierte
FlieRgeschwindigkeit schafft bessere Bedingungen fir die Anlagerung der Thrombozyten an die
Strukturen der GefaBwand. AuRerdem flie8t somit weniger Blut pro Zeit an der Lasion vorbei, was den
Volumenverlust reduziert. Ursache fur die Spasmen der glatten Muskulatur sind in die Zirkulation

freigegebene Molekiile z. B. Vasopressin und Thrombin (38).
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Unter physiologischen Bedingungen kommt es nicht zu einer derartigen Reaktion, da das intakte
Endothel eine Initiilerung der Hamostase unterdrickt (38). Die Inhibition wird hierbei durch zwei

verschiedene Systeme bedingt:

1. Biochemische Inhibition

2. Strukturelle Organisation

Die biochemischen aktiven Molekile die inhibitorisch (auf Thrombozyten bzw. plasmatische
Gerinnung) oder fibrinolytisch wirken, werden lberwiegend aus den Endothelzellen sezerniert. Die
restlichen Stoffe sind an die Oberflache der Zellen gebunden. Freigesetzt werden z. B. der
Gewebsplasminogenaktivator (,Tissue Plasminogen Activator”, tPA) und die Urokinase (,Urokinase-
Type Plasminogen Activator”, uPA) (38), welche Plasminogen zum aktiven Plasmin umwandeln (s.
2.1.3.1 Fibrinolyse)(39). Des Weiteren werden Stickstoffmonoxid sowie Prostacyclin freigesetzt, die die
Aggregation von Thrombozyten hemmen und vasodilatativ wirken (40-43). Es soll im Folgenden auf
zwei der gebundenen Effektoren eingegangen werden. Thrombomodulin bildet einen reversiblen
Komplex mit Thrombin (44, 45). Die Umwandlung von Protein C zu aktiviertem Protein C (s. 2.1.3.2
Gerinnungsinhibition) erfahrt durch diesen Komplex eine ausgepragte Potenzierung im Vergleich zum
reinen Thrombineinfluss (45, 46). Gleichzeitig verhindert die Komplexierung die Effekte des Thrombins
(s. 2.1.2 Sekundare Hamostase) auf Faktor V und Fibrinogen (47). Der zweite gebundene Effektor sind
Heparansulfate, die wie Heparin die Affinitat des Antithrombins zur Komplexbildung erh6hen (48, 49).
Die genaue Beschreibung des Effekts des Antithrombins findet sich hierbei im weiteren Verlauf der
vorliegenden Arbeit.

Die Unterteilung des Querschnittes in ein Blutkompartiment und ein GefaBkompartiment durch das
Endothel dient als strukturelle Vermeidung der Hamostase. Hintergrund ist, dass die Freilegung des

Subendotheliums die Himostase durch die Anheftung von Thrombozyten initiiert (38).

Die subendotheliale Matrix weist flr die Anheftung von Thrombozyten verschiedene Liganden auf, die
je nach Schergeschwindigkeit im GefaR von Bedeutung sind (50). Die Schergeschwindigkeit hdngt
hierbei von der Art des betroffenen GefaRes ab (37). Von-Willebrand-Faktor sorgt z. B. fiir die erste
Bindung bei hohen Scherkraften (51, 52). Dieser kann hierbei bereits fest gebunden sein oder im
Verlauf gebunden werden. Bei letzterem Vorgang wird der an ihn gebundene Faktor VIII (53) freigesetzt
(54). Von-Willebrand-Faktor wird in den Endothelzellen des GefdRsystems sowie in den
Megakaryozyten gebildet (55-57). AnschlieBend wird er in den alpha-Granula von Megakaryozyten und
Thrombozyten bzw. den Weibel-Palade Korperchen der Endothelzellen gespeichert (58-60). Das
Glykoprotein (GP) Ib-V-XI der Thrombozyten, genauer dessen lba-GP-Domane, bindet an den von-
Willebrand-Faktor (51, 52). Die Bindung weist hierbei nur eine kurze Halbwertszeit auf (61). Durch die

Abbremsung der Thrombozytenbewegung, in Folge der wiederholten Bindungen, kann dann Gber die
4
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entsprechenden Rezeptoren eine irreversible Bindung erfolgen (61, 62). Eine initiale Bindung an

Kollagen, Fibronectin oder Laminin erfolgt bei geringen Schergeschwindigkeiten (63-66).

Die anschlieRende Aktivierung der Thrombozyten wird durch die vorangegangene Adhasion ausgelost.
Mediiert wird dies Uber verschiedene Mechanismen. Die Thrombozyten erfahren im Rahmen der
Aktivierung eine Vielzahl von Veranderungen. Die Verdnderungen sind in diesem Rahmen sowohl
struktureller als auch funktioneller Natur. Zum einen vergroBern die Thrombozyten ihr Oberflachen-
Volumen-Verhaltnis und passen die Zusammensetzung ihrer Phospholipiddoppelmembran durch eine
prokoagulatorisch wirkende Erhéhung des Phosphatidylserin-Anteils an (67—70). Zum anderen wird
eine Vielzahl von Stoffen aus den sogenannten alpha- und dense-Granula sowie den Lysosomen
freigesetzt, darunter Adenosindiphosphat (ADP), Adenosintriphosphat (ATP), Serotonin, von-
Willebrand-Faktor und Calcium (70-72). Diese dienen wie Thromboxan A, zum Teil der Aktivierung
weiterer Thrombozyten am Ort der Lasion (37, 73). Hunde zeigen jedoch zu einem groRen Teil keine
Aggregation als Folge der Exposition zu Thromboxan A,, auch wenn sie dieses produzieren. Die
Sekretion auf Thromboxan A; lasst sich jedoch durch den Einfluss von Adrenalin wiederherstellen (74—
76). Beim Vorliegen ausgepragter Scherkrafte fungiert ADP als Aktivator (77-79). Daruber hinaus ist ein
weiterer Schritt der Aktivierung die Ermoglichung der Fibrinogenbindung zwischen Thrombozyten tiber
die Konformationsanderung des oyiB3-Rezeptors (80-82).

Der letzte Schritt der primadren Hamostase ist die Aggregation der Thrombozyten, die einen weillen
Thrombus/Thrombozytenpfropf zur Folge hat. Die Verkniipfung der Thrombozyten untereinander wird
hierbei tber Integrin aypBs und Fibrinogen hergestellt (83). Durch den entstehenden weilen Thrombus
kdnnen Wunden verschlossen werden, bei groBeren Verletzungen wird zusédtzlich die sekundare

Hamostase bendtigt.

2.1.2 Sekundare Hamostase

Die sekunddre Hamostase stabilisiert den weien Thrombus liber die Ausbildung eines Fibrinpolymers
(84). Die sekundare Hamostase lasst sich in drei Abschnitte gliedern: Das intrinsische System und das
extrinsische System, die jeweils die Gerinnungsreaktion starten kénnen, sowie den gemeinsamen Weg,
als Endstrecke beider Startwege der sekunddren Hamostase (85, 86). Die Bezeichnungen extrinsisch
und intrinsisch beziehen sich hierbei auf die Herkunft des Ausldsers der Gerinnungsreaktion; nicht im
bzw. im Blutgefal (87). Jedoch sind diese Bezeichnungen irrefiihrend, da extern zugefiihrte Stoffe den
intrinsischen Weg initialisieren kdnnen (88—90). Beteiligt sind in allen oben genannten Prozessen die
Gerinnungsfaktoren sowie weitere Stoffe, darunter vor allem Calcium und Phospholipide (90). Die

Gerinnungsfaktoren werden mit romischen Ziffern benannt, wobei die aktiven Formen mit einem

5
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nachgestellten kleinen ,a“ gekennzeichnet werden (91, 92). Die Synthese der Gerinnungsfaktoren
erfolgt im Leberparenchym (93, 94). Die Faktoren X, IX, VII und Il werden hierbei carboxyliert, wofir
Vitamin K essentiell notwendig ist (23, 85). Faktor VIII wird als einziger der Gerinnungsfaktoren nicht
im funktionellen Gewebe der Leber, sondern nach aktuellem Wissensstand vermutlich im Endothel der
Lebersinusoide gebildet (95, 96). Die Reaktionen der Gerinnungsfaktoren sind kaskadenartig
hintereinander angeordnet (Gerinnungskaskade) (90, 91), wobei der jeweils vorgeschaltete
Gerinnungsfaktor den darauffolgenden von seiner inaktiven Form (Zymogen) (97) in seine enzymatisch
aktive Form uberfuhrt (90, 91). Da es sich beim tberwiegenden Teil der Gerinnungsfaktoren um
Serinproteasen handelt, wird die Aktivierung meist Gber die Spaltung von Peptidbindungen vermittelt

(38, 87).

Extrinsisches System

Die Aktivierung des extrinsischen Weges der sekundaren Hamostase erfolgt Gber die Komplexierung
von Faktor VIl mit dem Gewebefaktor (Faktor II1) (98). Dieser wird unter physiologischen Bedingungen
nur auf Gewebezellen, die keinen direkten Kontakt zu Blut haben, exprimiert (99) und wird
dementsprechend durch ein Trauma in Verbindung mit dem Blut gebracht. Der Komplex fiihrt zur
Umwandlung von Faktor X zu Faktor Xa, was wiederum zur Fortfiihrung der Gerinnungskaskade Gber

den gemeinsamen Weg fuihrt (98, 100).

Intrinsisches System

Uber die Bindung von Faktor Xll an polyanionische Oberflichen wie z. B. von Thrombozyten freigesetzte
Polyphosphate, kommt es zur Auslésung der intrinsischen Kettenreaktion. Ursache ist die durch die
Bindung verursachte Aktivierung geringer Mengen von Faktor XIl (101-103). Faktor Xlla spaltet in der
Folge das Hochmolekulare Kininogen (,,High-molecular-weight kininogen”, HMWK) in seine aktivierte
Form (HMWKa) sowie Bradykinin (104, 105). HMWKa bindet daraufhin stérker an negativ geladene
Oberflachen (104). Prékallikrein und Faktor XI, die jeweils einen Komplex mit HMWK bilden (106—108),
werden ebenfalls durch Faktor Xlla aktiviert (102, 109). Die durch die Oberflaichenbindung der HMWKa-
Komplexe bedingte Anndherung an den lokalisierten Faktor Xlla ermoglicht hierbei den Prozess der
Aktivierung der Substrate von Faktor Xlla (107). Das entstehende Kallikrein wird zum Teil freigesetzt
(109) und uberfiihrt seinerseits in einer positiven Riickkopplung Faktor Xl in Faktor Xlla (110) sowie
HMWK zu HMWKa mit seiner leichten und schweren Kette (104). Die oben beschriebene
Komplexbildung mit Prakallikrein und Faktor XI wird hierbei Uber die leichte Kette bzw. den diese
enthaltenden Bereich vermittelt (108). Ein negatives Feedback wird wiederum tiber den aktivierten
Faktor XI bewirkt, der zwar HMWK aktiviert, aber durch weitere Spaltung des aktivierten HMWK die

prokoagulatorischen Wirkungen des HMWK hemmt (111). Faktor IX wird daraufhin durch seinen
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aktiven Vorganger (Faktor Xla) aktiviert (112). AnschlieRend entsteht der sogenannte Tenase-Komplex
aus den aktivierten Formen von Faktor VIII und IX sowie Calcium. Lokalisiert ist dieser hierbei auf einer
Phospholipiddoppelmembran, auf der er Gber das Calcium gebunden ist (97, 113, 114). Der Tenase-
Komplex initiiert die gemeinsame Endstrecke der sekundaren Hamostase, indem er Faktor X zu Faktor

Xa umwandelt (97, 115).

Zwischen dem extrinsischen und dem intrinsischen System besteht eine Verbindung, so kénnen Faktor
VIl und der Gewebefaktor, zusammen mit Calcium als Cofaktor, Faktor IX zu Faktor IXa umwandeln

(116), was nach dem Erstbeschreiber als sogenannte ,,Josso-Schleife” bezeichnet wird (36, 117).

Gemeinsamer Weg

Der die Umwandlung von Prothrombin (Faktor II) zu Thrombin (Faktor Ila) katalysierende
Prothrombinase-Komplex entsteht aus dem durch Faktor Xa aktivierten Faktor Va und Faktor Xa. Auch
hier findet die Reaktion auf einer Phospholipidmembran statt, was von Calcium vermittelt wird (118—
120). Die Fibrinogenmolekiile, die in Kontakt mit Thrombin kommen, werden durch dieses gespalten
(121). Hierbei werden nebst Fibrinmonomeren, die sich zu einem Fibrinpolymer verbinden kénnen
(122-124) auch Spaltprodukte der Fibrinogenketten (Fibrinopeptid A und Fibrinopeptid B) freigesetzt
(121, 125, 126). Die Faktoren V, VIII, Xl und XIIl werden ebenso durch Thrombin in ihren aktiven Zustand
tberfihrt (127-131), wie Protein C (s. 2.1.3.2 Gerinnungsinhibition) sowie Thrombozyten (s. 2.1.4
Neue Einteilung (Zell-basiertes Modell)). Der Einfluss auf die ersten drei genannten Faktoren bedingt
einen positiven Feedback-Mechanismus (132, 133). AbschlieRend wird das Fibrinpolymer stabilisiert,
indem durch Faktor XIIl Querverbindungen eingefiihrt werden (134-136). Dies geschieht am Fibrin

Uiber die D-Doménen des Fibrins (137-140).

Das in diesem Abschnitt dargelegte Modell der sekunddren Hamostase stellt eine artifizielle Vorstellung

1“

der Verhiltnisse in vivo dar, wie im Abschnitt Gber das ,,cell-based modell” ndher dargelegt. Allerdings
sind auf diesem Verstandnis die spater dargestellten Testsysteme aufgebaut bzw. umgekehrt basiert
die Vorstellung auf den Testsystemen (141), was deren Verstandnis im Folgenden erleichtert. Dartiber
hinaus sei anzumerken, dass sich die Aktivitdten der Gerinnungsfaktoren der Spezies Hund im Vergleich
zum Menschen deutlich unterscheiden. So zeigt der Hund bei den Faktoren V, VII, VIIl und XI deutlich

hohere Aktivitaten. Ausgepragt ist der Effekt hierbei insbesondere bei Faktor V und VIII (142, 143).
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2.1.3 Gerinnungsinhibition und Fibrinolyse

Die oben aufgefiihrten Gerinnungsvorgange (s. 2.1.1 Primdre Hamostase und 2.1.2 Sekunddre
Hamostase) wiirden aufgrund ihres kaskadenartigen Ablaufs offensichtlich zu einer tiberschieRenden
Gerinnungsreaktion flihren, weshalb ein hemmendes System bendtigt wird. Die Regulation erfolgt
hierbei tber die Inhibitoren der Gerinnung sowie die Fibrinolyse. Die Fibrinolyse umfasst die Prozesse,
die mit der Auflésung des Fibrinpolymers einhergehen (144-146). Sie lauft parallel zu den oben
beschriebenen Gerinnungsvorgdngen ab. Die Inhibition der Gerinnung hemmt die aktuell ablaufende
Gerinnungsreaktion. Beide Prozesse lokalisieren und beschrdnken die Gerinnungsreaktion. Das
Auflosen bestehender Gerinnungsprodukte und die Verhinderung einer zu groBen Thrombusbildung

normalisieren hierbei die Perfusion des GefaRsystems (36, 93, 144, 145, 147, 148).

2.1.3.1 Fibrinolyse
Der zentrale Effektor der Fibrinolyse ist das Plasmin (146, 149, 150), welches Fibrin (146) und

Fibrinogen (151) spaltet. Die Peptidasen tPA, uPA, Faktor Xla, Faktor Xlla und Kallikrein (144, 152-155)
aktivieren das hepatisch synthetisierte (156) Plasminogen zu aktivem Plasmin. Zuvor erfahrt tPA nach
seiner Freisetzung aus den Endothelzellen (s. 2.1.1 Primdre Hamostase) selbst eine ausgepragte
Stimulation seiner katalytischen Leistungsfahigkeit durch Fibrin (157, 158). TPA und uPA haben
unterschiedliche Affinitdten fur Plasminogen, so interagiert uPA vor allem mit gebundenem
Plasminogen, tPA hingegen mit freiem Plasminogen (159). Wéahrend der sekundaren Hamostase wird
Plasminogen Uber die Bindung an Fibrin in das entstehende Fibrinpolymer eingelagert (146, 160).
Vorteil dieser Bindung ist die Lokalisierung des Effekts des Plasmins ebenso wie die Intensivierung des
Effekts durch eine vermehrte Aktivierung (157). Die Aktivitat von Plasmin bedingt die Entstehung von
Spaltprodukten seiner Substrate (Fibrin-/Fibrinogenspaltprodukte, ,fibrin/fibrinogen degradation
products”, FSP). Die FSP hemmen die Gerinnung u. a. durch die Hemmung von Thrombin (161-163).
AuBerdem von Bedeutung sind die sogenannten D-Dimere, die nur bei der Lyse von durch Faktor XIII
stabilisiertem Fibrin vorkommen (164-166). Aus diesem Grund beinhalten sie die oben (s. 2.1.2
Sekundare Hamostase) genannten D-Domanen (164). Sie werden diagnostisch eingesetzt (s. 2.2.2.2
Spezialtests). Um eine zu starke Fibrinolyse (Hyperfibrinolyse) zu vermeiden, wird auch die Fibrinolyse
reguliert. Hierbei findet die Regulation des Systems auf drei Ebenen statt. Einerseits kann Plasmin direkt
gehemmt werden, andererseits gibt es eine Hemmung der Aktivierung des Plasmins sowie dariiber
hinaus einen Einfluss, der Uber Fibrin vermittelt wird. Alpha2-Antiplasmin sorgt durch Bindung des
Plasmins fiir eine Unterbrechung der Enzymfunktion (167-169). Gebunden wird sowohl freies als auch
mit Fibrin assoziiertes Plasmin. Das freie Plasmin wird hierbei schneller gehemmt (146). Die Aktivierung

des Plasmins wird Uber den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1) mittels Komplexierung
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desselbigen mit tPA/uPA gehemmt (169-171). Gegensatzlich dazu kann die Bindung von tPA an
endstandige Lysin-Molekile des quervernetzten Fibrins eine Potenzierung der Affinitdt von tPA zu
Plasminogen bedingen (157). Die endstdndigen Lysin-Molekiile des Fibrins kénnen durch den
Thrombin-aktivierbaren Fibrinolyseinhibitor (TAFI) abgespalten werden, wodurch die Bindung von

Plasminogen behindert wird (172).

2.1.3.2 Gerinnungsinhibition

Nebst der Fibrinolyse, die bereits gebildete Produkte der Gerinnung abbaut, kommt der Inhibition der
ablaufenden Gerinnung eine wichtige Rolle zu. An der Gerinnungsinhibition sind neben den
spezifischen Faktoren auch unspezifische Mechanismen beteiligt. So wurde die Rolle des Endothels
bereits hinreichend dargelegt (s. 2.1.1 Primare Hamostase). Des Weiteren werden die aktiven Formen
der prokoagulatorischen Proteine schnell abgebaut (173, 174) sowie durch den kontinuierlichen
Blutfluss im GefalRsystem vom Ort der Entstehung weggeschwemmt (85). Darliber hinaus findet das
Zusammenspiel des komplexen Systems der Gerinnung unter physiologischen Bedingungen nur am Ort
eines GefdRtraumas statt, da nur hier die notigen zellularen Voraussetzungen (s. 2.1.4 Neue Einteilung
(Zell-basiertes Modell)) gegeben sind (67, 175-179). Ebenso inaktivieren die Inhibitoren insbesondere

nicht mehr Zell-gebundene prokoagulatorische Proteine (35).

Von den spezifischen Akteuren der Gerinnungsinhibition soll im Folgenden auf Antithrombin; Protein
C, Sund Z; Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), Heparin Cofaktor Il sowie al-Antitrypsin eingegangen
werden. Beziiglich Thrombomodulin sei auf die zuvor aufgefiihrten Erlduterungen (s. 2.1.1 Primare
Hamostase) verwiesen. Besonders Antithrombin und das Protein C/Protein S-System sind hierbei

bedeutend (145, 180, 181).

Antithrombin ist ein glykosyliertes Protein der a2-Globulinfraktion der Plasmaproteine (182). Die
Produktion erfolgt hepatisch (183). Es ist der Haupteffektor der Gerinnungsinhibition (145, 181). Seine
Hemmwirkung basiert auf einer Komplexbildung mit den zu hemmenden Serinproteasen (184, 185).
Gehemmt werden u. a. Thrombin (182, 185), Faktor Xa (184, 186), IXa (187), Xla (188) Xlla (189) und
Kallikrein (190), aber auch die Akteure der Fibrinolyse: Plasmin (191) und die Plasminogenaktivatoren
(190). Die Hemmuwirkung von Antithrombin auf Thrombin kann Gber die Bindung an Thrombomodulin
beschleunigt werden (192). Die starkste Beschleunigung seiner Wirkung (um mehrere Zehnerpotenzen
(193)) erfahrt Antithrombin jedoch Uber die Interaktion mit Heparinderivaten (193—-195). Der Effekt
wird sowohl Gber endogene Heparane (48, 49)(s. 2.1.1 Primdre Hamostase) als auch liber exogene

Heparine (196, 197) ausgelost.

Protein S und Protein C werden unter dem Einfluss von Vitamin K hepatozytar produziert (198, 199).

Protein C liegt ungebunden und wie fur Serinproteasen Ublich, nicht aktiviert im Blut vor (200-202).
9
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Protein S hingegen kann komplexiert oder nicht komplexiert im Blut vorkommen. Die Komplexierung
findet mit einem Bestandteil des Komplexsystems, dem ,C4b-binding protein” statt (203). Nach der
Aktivierung von Protein C zum aktivierten Protein C (APC) durch Thrombin oder den Thrombin-
Thrombomodulin-Komplex (204-206) dient diesem Protein S als Cofaktor (198). Unterstutzt wird der
Prozess der Protein C-Aktivierung durch den endothelialen Protein C-Rezeptor (EPCR), der durch das
Herstellen raumlicher Ndhe zwischen Protein C und an Thrombomodulin gebundenem Thrombin die
Aktivierung fordert (205, 207). APC inaktiviert mit Calcium als Cofaktor, Phospholipiddoppelmembran
gebunden, (208) die Faktoren V (204) und VIII (208), wobei hauptséachlich, aber nicht ausschlieRlich
(205, 208), die aktivierten Faktoren betroffen sind. Die Verstarkung der Fibrinolyse ist eine weitere
Wirkung von Protein C (206, 209, 210). Die Wirkung des Protein S als Cofaktor von APC basiert auf
verschiedenen Mechanismen. Zum einen bindet APC unter Einfluss von Protein S starker an
Phospholipiddoppelmembranen mit negativer Ladung (205, 211, 212). Zum anderen macht es Faktor
Va im Prothrombinasekomplex fir APC verfugbar, indem es die Bindung zu Faktor Xa aufhebt (213).
AuRerdem ist Protein S mit Faktor V ein die Reaktion verstdrkender Cofaktor bei der Spaltung von
aktiviertem Faktor VIII (205). Protein S zeigt dariber hinaus eine kompetitive Hemmung am
Prothrombinase-Komplex, was die Aktivierung von Faktor Il behindert. Die kompetitive Hemmung von
Faktor Ila geschieht hierbei an Faktor Va (213). Nebst der direkten Interaktion von Protein S mit den
Faktoren, wurde insbesondere fir die APC unabhangigen Effekte eine Vermittlung des Effekts tiber die

Blockierung von Phospholipid-haltigen Oberflachen diskutiert (214).

Der aktivierte Faktor X wird durch den Protein Z-abhangigen Protease Inhibitor inaktiviert. Als Cofaktor
dient hierbei Protein Z (215-218). TFPI wird auf Endothelzellen exprimiert und behindert den
extrinsischen Gerinnungsweg durch die Hemmung des Gewebefaktor-Faktor VII-Komplexes und dem
aktivierten Faktor X (219-223). Die Bindung von TFPI an den aktivierten Faktor X, der letzteren Effekt
bedingt, wird durch Protein S als Cofaktor begiinstigt. Die Interaktion lduft hierbei mit Bindung an einer

Phospholipiddoppelmembran ab (224, 225).

Eine Hemmung von aktiviertem Faktor Il wird nebst den oben erwahnten Mechanismen durch Heparin
Cofaktor Il in Anwesenheit von Heparin verursacht (226). Aktivierter Faktor XI und aktiviertes Protein C
kénnen wiederum ihre Wirkung durch die Bindung von al-Antitrypsin verlieren (205, 227, 228).
Aktiviertes Protein C wird dartiber hinaus durch Bindung mit dem Protein C Inhibitor (PCl) gehemmt

(229).
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2.1.4 Neue Einteilung (Zell-basiertes Modell)

Wie alle Modelle zur Veranschaulichung komplexer Sachverhalte weist das oben beschriebene
Kaskaden-/Wasserfallmodell (s. 2.1.2 Sekundire Hamostase) Limitationen auf. So betrachtet dieses vor
allem nicht im Detail die Interaktion zwischen der primaren und sekundadren Hamostase (35), welche
in vivo durch Wechselwirkungen zwischen Membranen (von Thrombozyten) und Gerinnungsfaktoren
gegeben ist (179). Diese Interaktionen sind in vitro durch das Abtrennen der Thrombozyten bzw. durch
das Fehlen von GefaRen ausgeschaltet. Entsprechend gibt es Situationen, deren Erlduterung mit ihm
nicht moglich sind (35). Erkenntnisse, die die Abhéangigkeit der Gerinnungsreaktion von der
Phospholipiddoppelmembran von Zellen/Zellfragmenten aufzeigen, fihrten somit schlieRlich zur
Entwicklung des Zell-basierten Modells der Gerinnung (,,cell-based model of hemostasis“) (35). Die pro-
oder antikoagulatorische Wirkung der Membranen hingt hierbei von den Proteinen auf/in der
Membran der Zelle und vom Verhéltnis der Phospholipide zueinander ab (35, 67, 230). Der
dreischrittige Ablauf aus Initiation, Amplifikation und Propagation zeigt Uberlagerungen der einzelnen
Teilabschnitte (35), folgt allerdings nicht der klassischen Einteilung in den intrinsischen, extrinsischen
und gemeinsamen Gerinnungsweg (s. 2.1.2 Sekunddre Hamostase). Die nach dem klassischen Modell
beschriebenen Vorgange finden sich auch im Zell-basierten Modell wieder, jedoch in einer anderen

zeitlichen Abfolge und mit der beschriebenen Assoziation zu Zellmembranen.

In der Initiationsphase erfolgt die Aktivierung des plasmatischen Gerinnungssystems Uber den
extrinsischen Weg. Da der Gewebsfaktor, wie zuvor beschrieben, zellular gebunden ist, findet mit
diesen Zellen assoziiert auch die Umwandlung der Faktoren X und IX in ihre aktiven Formen statt (116,
230). Die anschlieRende Bildung des Prothrombinaktivatorkomplexes setzt in der Folge wenige
Molekiile von Faktor Il zum aktiven Thrombin um (230, 231). Der gebildete Faktor Ila verteilt sich Giber
Diffusion ausgehend vom Ort seiner Bildung (230). Wird ein gewisser Grenzwert der Menge des
aktivierten Faktors Uberschritten, bindet er im Folgenden an Thrombozyten in der Ndhe und es kommt
zur vollstandigen Aktivierung dieser mit anschlieBender Aktivierung der Gerinnungsreaktion (35, 230).
Die Aktivierung wird durch Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) vermittelt (232-235). Von den PAR-
Isoformen liegen beim Hund wahrscheinlich alle Subformen (PAR1, PAR2, PAR3 und PAR4) im Korper
vor, wobei PAR2 nicht auf den Thrombozyten exprimiert wird. lhre exakte Wirkweise ist beim Hund
noch nicht vollstandig geklart (236-238). Die Bindung lautet die Amplifikationsphase ein, im Rahmen
derer es zu einer Verstarkung der in Gang gebrachten Gerinnungsreaktion kommt. Der an die
Thrombozyten gebundene Faktor Ila spielt dabei eine entscheidende Rolle (35). Er vermittelt vor allem
zwei Effekte: Erstens werden die Inhaltsstoffe der alpha-Granula z. B. Faktor V als Reaktion auf die
Aktivierung der PARs abgegeben (230, 239, 240). Zweitens erfolgt eine Umwandlung der inaktiven
Faktoren V, VIIl und Xl zu ihren jeweils aktiven Pendants (131, 241-243). Die Aktivierung von Faktor VIII
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beruht auf der Spaltung der Verbindung zum von-Willebrand-Faktor. Letzterer kann anschliefend in
der primaren Hamostase wirken (242, 244). Faktor Xla setzt auf den Thrombozyten den intrinsischen
Gerinnungsweg in Gang (242—-245). Die einzelnen Vorgange laufen auf der Membran der Thrombozyten
nah beieinander ab, was fir eine effektive Gerinnungsreaktion sorgt (35). In der abschlieRenden
Propagation kommt es schlieRlich zur Ausbildung von Tenase- und Prothrombinasekomplexen (s. 2.1.2
Sekundare Hamostase) (242), die zunachst fur die Bildung von aktiviertem Faktor X bzw. anschlieRend
fir die Produktion von groRen Mengen Thrombin (35) (,thrombinburst®) (246) sorgen, was schlieRlich,

wie oben beschrieben (s. 2.1.2 Sekundare Hamostase) zur Bildung von Fibrin fihrt (35).

12
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2.2 Ausgewadhlte Diagnostik der sekundaren Hamostase,

Gerinnungsinhibition sowie Fibrinolyse
2.2.1 Praanalytik

Die Gerinnungsdiagnostik ist anfdllig fur praanalytische Fehler (247, 248). Unter anderem zu
beachtende Punkte sind die Entnahmetechnik, die Menge und Konzentration der verwendeten
Antikoagulanzien sowie die anschlieBende Bearbeitung der Blutprobe (s. u.), auf die im Folgenden

eingegangen werden soll.

Der Blutprobenentnahme sollte keine lange Stauung des GefalRes vorangehen. Des Weiteren ist eine
moglichst atraumatische Venenpunktion ideal. Beide MaBnahmen reduzieren die prokoagulatorischen
Auswirkungen der Blutentnahme (u. a. durch Verdnderungen des Blutflusses) auf ein Minimum (93,
249-252). Zusatzlich kann die atraumatische Venenpunktion auch als prophylaktische MaRnahme zur
Vermeidung von Blutungskomplikationen der dafiir pradisponierten Patienten betrachtet werden
(253). Sollte bei der Blutprobenentnahme eine traumatische Punktion durchgefiihrt worden sein,
empfiehlt sich der Verwurf eines zundchst gefillten Serumrohrchens (,discard tube“) oder die
vorherige Beflllung eines anderen Blutprobenrohrchens wie beispielsweise eines EDTA-
antikoagulierten ProbengefaBes fiir hamatologische Untersuchungen. Dies vermeidet nachteilige

Beeinflussungen der Gerinnungsanalyse durch eine Aktivierung der Gerinnung (252).

Als Antikoagulans fiir Gerinnungsuntersuchungen wird Gberwiegend Citrat verwendet (254, 255). Citrat
erlaubt die Herstellung eines reversibel nicht gerinnungsfahigen Plasmas Uber die Bildung von
Chelatkomplexen mit den im Blut enthaltenen Calcium-lonen (256). Die verwendete Citrat-
Konzentration der Citrat-Losung betragt gangiger Weise 3,2 oder 3,8 % (109 bzw. 129 mmol/L), wobei
sich signifikante Unterschiede zwischen den beiden Losungen bei den tberpriften Tests der
sekunddren Hamostase nur bei der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) fanden (254, 255,
257, 258). Nichtsdestotrotz sollte eine Variante zur Verwendung festgelegt werden. Spezifische
Referenzbereiche sind eine Alternative. Beide Mdoglichkeiten, mit den unterschiedlichen
Konzentrationen des Citrats umzugehen, erhéhen die Sensitivitdat der Methoden, Stérungen der

Hamostase zu detektieren (254, 255).

In den Probenentnahmeréhrchen mit Citrat finden sich bei korrekter Befiillung (bis zur entsprechenden
Markierung) in aller Regel 1 Anteil Antikoagulans und 9 Teile Blut (255, 259). Somit ergibt sich eine
finale Citrat-Konzentration von 10,9 bzw. 12,9 mmol/L, wie sie in entsprechenden Guidelines
empfohlen wurde (260). Da das Citrat-Volumen im Probenréhrchen auf das Nennflllvolumen
angepasst ist, bedingt eine unzureichende Fillmenge des Probengefdfes durch die hohere

Citratkonzentration des Gemisches, eine signifikante Erhéhung von Prothrombinzeit (PT), aPTT sowie
13
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falsch niedrige Messungen der Faktor VIII-Aktivitdt und des von-Willebrand-Faktor-Antigens, was bei
Hunden nachgewiesen wurde (259). Eine um 20 % vermehrte Fillung bedingte hingegen keine
signifikanten Abweichungen in einer Studie (259). Eine humanmedizinische Studie zeigte bezuglich
eines erhdhten Anteils von Blut zu Antikoagulans ebenfalls nur geringfligige Effekte. Dieselbe Studie
zeigte ebenso ausgepragte Effekte bei einer unzureichenden Fillung (261). Proben, die mit 3,2%igem
Citrat versetzt wurden, zeigten bei einer Unterfullung mit humanem Blut geringere Verlangerungen der
Gerinnungszeiten (PT und aPTT) im Vergleich zu 3,8 %igem Citrat. Die PT war hierbei weniger
empfindlich und zeigte auch bei einer Befiillung von nur 60 % des Nennvolumens ausschlieBlich nicht
signifikante Veranderungen (262). Dies deckte sich mit den Ergebnissen einer anderen
humanmedizinischen Studie (263). Da sich die Citrat-Menge in den Entnahmerdéhrchen an der
vorhandenen Plasmamenge (fir einen gewissen Hamatokritbereich) orientiert, kommt es auch mit
einer exakten Befiillung bei einer Himokonzentration zu statistisch signifikanten Verlangerungen von
PT und aPTT analog zu den Ergebnissen bei unterfillten Probenréhrchen mit humanem Probenmaterial
(264). Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf zwei Mechanismen. Zum einen auf einer Verdiinnung
durch das resultierende erhohte Verhéltnis von Antikoagulans zu Plasma sowie zum anderen auf der
daraus folgenden vermehrten Calcium-Bindung (264-266). In derselben Studie konnten statistisch
signifikant erniedrigte Fibrinogenkonzentrationen, Faktor VIll- sowie Protein C-Aktivitdten
nachgewiesen werden, wobei diese als klinisch begrenzt relevant eingestuft wurden (264). Bei Hunden
mit Hamatokritwerten von 55 % oder hoher konnte hingegen nur eine aPTT-Verlangerung
nachgewiesen werden (267). Der gegenteilige Zustand einer Andmie bzgl. der Citratkonzentration,
entsprechend einer Uberfiillung des ProbengefiRes, bedingte hingegen in einer humanmedizinischen
Studie bei Patienten mit Himatokritwerten zwischen 14,2 und 24,4 % signifikant verkirzte, aber nicht

klinisch signifikante aPTT-Werte (248).

Eine Anpassung der Citratkonzentration (Citratkorrektur) mit exakter Vorlage der notigen Menge Citrat-
Losung ist moglich, sollte jedoch entsprechend der oben genannten Punkte, wenn tberhaupt, nur bei
hohen Hamatokritwerten (mehr als 55 %) beim Hund in Betracht gezogen werden (264, 267). Eine
Formel zur Berechnung der nétigen Menge an Citrat-Losung, aufgefiihrt vom Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (268), findet sich im Folgenden modifiziert zur Endangabe der Menge der

Citrat-Losung in Mikrolitern:

Citratvolumen (in ul) = 1,85 = Blutvolumen (in ml) * (100 — Hkt (in %))
Hkt = Hadmatokrit
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Bei Einsatz von entsprechenden Citrat-haltigen ProbengefaRen ist die vorgelegte Menge an Citrat-
Losung zu beachten (255). Dementsprechend muss bei hdmokonzentrierten Tieren Citrat-Losung
entnommen werden. Eine Alternative stellt die Verwendung von Spritzen mit selbst aufgezogener
Citrat-Losung dar. Die Citratkorrektur sollte nur nach genauer Abwagung erfolgen, da Fehler bei der
Anpassung des Volumens (Pipettierfehler, Berechnungsfehler) der Citrat-Losung zu Beeinflussungen
der Ergebnisse fiihren kdnnen. So kann es besonders bei der Zugabe von Citrat bei andmischen Proben
zu Verdinnungseffekten mit falsch hohen Werten der Screeningtests kommen (261). Dariiber hinaus
ist die klinische Relevanz fraglich, weil PT- und aPTT-Messungen von hdmokonzentrierten
Patienten/unterfiillten Proben, die sich in ihren Messungen teils hypokoagulabel zeigen (s. 0.), bei
Messwerten im Referenzbereich keine Gerinnungsstérung erwarten lassen (269). Trotzdem sind bei
hohen Hamatokritwerten (s. o.) die Detektion von geringfliigigen Koagulopathien oder die

Uberwachung eines Heparineffekts angegebene mégliche Indikationen (255).

Nach entsprechender Durchmischung der Probe sollte der Plasmaanteil innerhalb von sechs Stunden
nach Lagerung bei Raumtemperatur abgetrennt werden, wobei ldngere zu tolerierende Zeitraume je
nach Parameter oder bei gekuhlter Lagerung etabliert werden kénnen (255, 270-272). Die Abtrennung
sollte im Fall der Untersuchung von Fibrinolysemarkern schneller erfolgen (273). Auch sollten fir
Analysen der sekundaren Hamostase nur Plasmaproben (vs. Vollblut) per Fahrzeug transportiert
werden, auch wenn die maximale empfohlenen Dauer vor der Analyse (s. 0.) eingehalten wird (255,
274). Diese Empfehlung ergibt sich aus dem Nachweis einer klinisch signifikanten Beeinflussung der PT

nach einem entsprechen Transport in einer humanmedizinischen Studie (274).

Die hierfir notwendige Zentrifugation sollte mit > 1500-facher Erdbeschleunigung (g) fiir flinfzehn
Minuten durchgefiihrt werden (255, 273). In der Humanmedizin sind abweichende Protokolle etabliert
worden (275, 276). Weitere Erlduterungen zu einem von uns verwendeten abweichenden Protokoll
und den hierfur zu erfillenden Anforderungen sind unter ,3.1.1.3 Weitere Verarbeitung und Messung
der Proben” aufgefiihrt. Thrombozytenzahlen im Plasma tiber den gewtinschten Werten kdnnen durch
eine reduzierte Dauer der Zentrifugation bedingt sein (277), was im Falle eines Einfrierens der Probe
vor der Analyse durch daraus folgende Messwertveranderungen problematisch ist (278). Grundsatzlich
ist es daher ratsam, ein standardisiertes Verfahren zu verwenden (255). Geronnene und hdamolytische
Proben miissen verworfen werden (255, 279). Es wird empfohlen, das von den zelluldren Bestandteilen
abgetrennte Plasma in ein ProbengefdB ohne Antikoagulantien umzufillen. Um eine
Kontaktaktivierung zu vermeiden, sollten das Probengefdl sowie die verwendete Pipette bzw. die
Pipettenspitze aus Plastik bestehen. Beim Transfer ist es wichtig, eine Kontaminierung der Probe mit

zelluldren Bestandteilen durch in Suspension bringen des , buffy coats” zu vermeiden (255).
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Nach dem Abtrennen sollten die Proben innerhalb von einer Stunde untersucht werden, wobei
abweichende Vorgehensweisen nach entsprechender Testung eingefiihrt werden kdnnen (255).
Grundsétzlich sind in der Veterindrmedizin verschiedene Zeitraume je nach Lagerungstemperatur und
verwendeten Testungsmodalitdten beschrieben. Eine Lagerung des Plasmas bei mittleren
Raumtemperaturen zwischen 20 und 23 °C fiir bis zu 24 Stunden (272, 280, 281) konnte mit teils kleinen
Verlusten des Gehalts an Fibrinogen (281) ebenso verwendet werden wie eine Lagerung bei 4 °C fir
bis zu 48 Stunden (272, 281). Jedoch gibt es zur gekiihlten Lagerung auch abweichende Ergebnisse bei
hoheren und niedrigeren Temperaturen, die kiirzere bzw. langere Lagerungszeiten erlaubten (282,
283). Ist das Ziel, die Proben langer als die oben genannten Zeitraume zu lagern, empfiehlt es sich, die
Proben einzufrieren (283-285). Es ist ratsam, die eingefrorenen Proben schonend mittels eines
Wasserbades unter kontrollieren Bedingungen aufzutauen (255, 286, 287). Wichtig ist zu vermerken,
dass sich die Angaben des letzten Absatzes auf unmittelbar abzentrifugierte Proben beziehen.
Probenmaterial, dass spater aufgetrennt wurde, muss separat auf seine Haltbarkeiten Uberprift

werden.

2.2.2 Analytik

Gerinnungsdiagnostik wird insbesondere bei Tieren mit Blutungen/Blutungsdiathese und bei
entsprechenden Risikopatienten vor invasiven Eingriffen z. B. Operationen eingesetzt (288). Bei den
Gerinnungstests der sekundaren Hamostase muss zwischen Screeningtests (PT, aPTT) und speziellen
Tests (Faktormessungen, Fibrinogenbestimmung, Messung der Inhibitoren) unterschieden werden (4,
289). Die Screeningtests Uberprifen die Funktion mehrerer Faktoren (s. 2.2.2.1 Screeningtests) und
kénnen auch als ,Bedside“-Tests eingesetzt werden (253, 290, 291). Die ,,Point-of-Care“-Tests erhéhen
hierbei die Verfligbarkeit solcher Test, die sonst in der Veterindrmedizin auf groRe Einrichtungen und
den Tagdienst beschrénkt sind (288, 292). Bei Abweichungen erfolgt dann eine weitere Aufarbeitung
mittels der Spezialtests (289). Diese Spezialtests sind allerdings, ihrer Spezifitat entsprechend, teuer in
der Durchfiihrung (293). Die Analyse der Inhibitoren der Gerinnung, an der Fibrinolyse beteiligten
Proteine sowie der Aktivierungsmarker (D-Dimere) erfolgt gezielt, bezogen auf die einzelnen Proteine
(s. 2.2.2.2 Spezialtests). Auf weitere Ausfiihrungen des Therapiemonitorings von Antikoagulantien
sowie zu genetischen Untersuchungen soll aufgrund der fehlenden Relevanz fiir die vorliegende Arbeit
verzichtet werden. Aus demselben Grund wurden gesonderte Informationen hierzu im Abschnitt Gber

die Praanalytik ausgespart.
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2.2.2.1 Screeningtests

Die zwei wichtigsten/am héaufigsten in der Veterindrmedizin eingesetzten Screeningtests fur die
sekundare Hamostase sind die PT und aPTT (254). Es sei hier jedoch vermerkt, dass nach verschiedenen
Studien ein Anstieg der PT und aPTT liber den Referenzbereich erst nach dem Verlust von 38 bis 91 %
des Gehalts eines isolierten beteiligten Faktors erfolgt. Die Schwelle ist hierbei Faktor- und Reagenz-
abhdngig (21, 294-296). Von klinischer Bedeutung sind Erhéhungen der beiden Tests von 25 % Uber
den Referenzbereich (14, 21). Dies bedingt eine verhaltnismaRig niedrige klinische Sensitivitat nebst
der fehlenden Spezifitdt fir die einzelnen Faktoren (297). Beeintrachtigt wird diese darlber hinaus

durch im Vergleich zu menschlichen Proben kurzen Gerinnungszeiten bei Klein- und Heimtieren (298).

Stérungen von Faktor VII werden mit der PT, Stérungen des intrinsischen Weges (einschlieBlich
Prakallikrein und Kininogen) hingegen mit der aPTT getestet. Beide Assays untersuchen auch den
gemeinsamen Endabschnitt der sekunddren Hamostase. Allerdings erfolgt keine Erfassung der Faktor

XllI-Aktivitat, da die Quervernetzung tiberwiegend nach dem Testzeitraum stattfinden wiirde (299).

Der PT-Test (auch ,one stage prothrombin time” (OSPT) genannt (93, 298, 300)) beruht auf der
Rekalzifizierung einer Plasmaprobe, der parallel Thromboplastin zugesetzt und die anschlieRend bei 37
°C inkubiert wird (298, 299). Thromboplastin enthélt nebst Phospholipiden den Gewebefaktor. Folge
ist dementsprechend eine Aktivierung von Faktor VII (s. 2.1.2 Sekunddre Hamostase) und somit des
extrinsischen Gerinnungsweges, der in der Aktivierung der gemeinsamen Endstrecke miindet. Wobei
die PT den zeitlichen Abstand zwischen der artifiziellen Aktivierung der Gerinnung und der Feststellung
(chronometrisch, photometrisch (s. 3.1.4.2 STA Compact Max 3®)) der Bildung des vernetzten Fibrins
darstellt (298, 299). Da es sich bei Thromboplastin nebst rekombinanten Varianten (301) teils um
Gewebsextrakte handelt, ist mit Abweichungen der Messergebnisse zwischen den verwendeten
Chargen und Urspriingen zu rechnen (298, 302-304), was durch den Einsatz verschiedener
Analysegerdte bzw. manueller Methoden aggraviert wird (301). Um eine Vergleichbarkeit zu
ermoglichen, kdnnen die Messwerte in die International Normalized Ratio (INR) umgerechnet werden.
Benotigt wird hierfiir eine Chargen-abhéngige, durchschnittliche Normal-PT, welche einen
geometrischen Mittelwert von gesunden Individuen darstellt. Benotigt werden zwanzig oder mehr
Tiere, wobei die Einzelmessungen an mindestens drei Testtagen erfolgen sollten. Zuséatzlich wird als
Korrektur der International Sensitivity Index (ISI) miteinbezogen. Dieser ist eine Eigenschaft, welche die
Sensitivitat eines verwendeten Thromboplastins in Relation zu einem internationalen Standard der

World Health Organization (WHO) setzt. Die verwendete Formel ist (304, 305):
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PT gemessen (in Sekunden
INR = ( g ( ) _yisi

PT Normalplasma (in Sekunden)

INR = International Normalized Ratio; ISI = International Sensitivity Index

Die INR wird aufgrund der Komplexitat ihrer Bereitstellung in der Tiermedizin nicht standardmaRig
verwendet und Versuche einer Etablierung zeigten variable Ergebnisse der Korrelation mit PT-Werten
(303, 304). Aus diesem Grund gibt es zu ihrem Einsatz nur wenige Empfehlungen und ihre Verwendung

wird nicht angeraten (255, 306).

Das Testprinzip der aPTT dhnelt dem der PT, jedoch erfolgt hier die Vorlage eines Kontaktaktivators (z.
B. Kaolin (307)) sowie partiellen Thromboplastins ohne den Gewebefaktor (Phospholipide mit
prokoagulatorischen Eigenschaften) zum Plasma, getrennt von Calcium (299, 308, 309). Der Einsatz
eines Aktivators im Vergleich zum urspriinglichen Testprotokoll unter Einsatz von Glas, bedingt den

1“

Zusatz ,aktiviert” im Namen (307, 309). Der Namenszusatz ,partiell” ergibt sich wiederum durch die
verdnderte Zusammensetzung des Thromboplastins ohne Gewebefaktor (308). Die abschlieRende
Rekalzifizierung initiiert die Reaktion (299). Die Registrierung der Gerinnung erfolgt analog zur PT (s.

0.).

2.2.2.2 Spezialtests

Im folgenden Abschnitt soll auf die spezialisierten Tests zur Gerinnungsdiagnostik eingegangen werden.
In diesem Zusammenhang wird jeweils eine Auswahl von in der Humanmedizin beschriebener Tests
erwdhnt und an entsprechenden Stellen auf Verhaltnisse in der Veterindrmedizin beim Hund sowie in

der vorliegenden Arbeit hingewiesen.

Faktorentests

Bei Verdacht auf einen Mangel oder Uberschuss eines spezifischen Faktors werden fiir diesen spezielle
Tests eingesetzt. Diese gerinnungsbasierten Tests beruhen auf Plasma, welchem der entsprechende
Faktor fehlt (Mangelplasma) (299). Weitere Erldauterungen zu den Faktorentests finden sich im
Material- und Methoden-Teil (3.1.4.5.2 Gerinnungsfaktoren (Faktor V, Faktor VII, Faktor VIII, Faktor IX,
Faktor X)) der vorliegenden Arbeit. Alternative Tests basieren auf dem Einsatz von chromogenen
Substraten, die von den Faktoren gespalten werden oder auf immunologischen Nachweisen (310-312).
Bei den immunologischen Tests kann auf Mangelplasmen verzichtet werden. Immunologische
Nachweise prifen jedoch nicht die Funktionalitat/Aktivitat des jeweiligen Faktors, sondern nur dessen

Menge (310). Zur Unterscheidung zwischen den Ergebnissen der immunologischen Assays und den
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Tests mit Uberpriifung der Funktion wird diesen haufig die Ergdnzung :Ag bzw. :C beigefiigt (313, 314).

Bei anderen Testsystemen werden teils andere Suffixe angefigt (s. u.).

In der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der vorherigen Erfahrungen mit dem Einsatz von
Mangelplasma-basierten Tests und der Bedeutung von funktionellen Gerinnungsfaktoren fir die

Effektivitat von Plasmatransfusionen ein ebensolcher Ansatz gewdhlt.

Die Bestimmung von Protein C und S (3.1.4.5.3 Protein C und Protein S) wurde in der vorliegenden

Arbeit auch mittels Mangelplasmen durchgefiihrt, weshalb sie hier analog zu betrachten sind.

Fibrinogenbestimmung

Fibrinogen kann mittels vieler verschiedener Testverfahren bestimmt werden. Als die am haufigsten
verwendete Methode wird im Allgemeinen die Methode nach Clauss angegeben (315, 316). Daneben
kommen z. B. die Thrombinzeit (93, 317), die auf der PT basierende ,Derived Fibrinogen"-Methode
(221, 316, 318, 319), Hitzeprazipitationsverfahren (320) oder Immunoassays (321) in Frage. Neuere
Methoden basieren unter anderem auf der Turbidometrie zum funktionellen (Fibrinogen Functional
Turbidimetric Assay, FIFTA) bzw. antigenen (,Fibrinogen Antigenic Turbidimetric Assay”, FIATA)
Nachweis (322, 323). Die Methode nach Clauss sowie die Thrombinzeit beruhen beide auf der Zugabe
von Thrombin zum Plasma (324). Erfasst wird folglich jeweils nur funktionell aktives Fibrinogen (321).
Die Unterschiede zwischen beiden Tests beruhen auf den Verhaltnissen der verwendeten Materialien

als auch auf der MaReinheit des Ergebnisses (324).

Eine Beschreibung der Clauss-Methode findet sich unter: 3.1.4.5.4 Fibrinogen. Die Clauss-Methode
wurde hierbei aus denselben Griinden (Erfahrung, Funktionalitdt) wie die Messmethode der Faktoren

gewahlt.

Von-Willebrand-Faktor

Die Messung des von-Willebrand-Faktors (vWF) kann analog zu den Einzeltests auf Gerinnungsfaktoren
im Wesentlichen auf zwei Arten (Immunoassay vs. Funktionsassay) erfolgen. Die verschiedenen
Immunoassays geben einen von-Willebrand-Faktor :Ag-Wert (VWF-Ag) in Relation zu einer
Poolplasmakalibrationskurve an und werden meist zur Diagnose einer von-Willebrand-Erkrankung
verwendet (325-328). Ein solches Verfahren wurde aus Praktikabilitdtsgriinden fur die durchgefiihrten
Untersuchungen eingesetzt. Beztiglich der Funktionspriifung sind verschiedene Tests beschrieben, so
der vWF-Kollagen-Bindungstest (VWF :CB), welcher auch beim Hund eingesetzt werden kann (329,
330). Die von-Willebrand-Faktor-Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat (VWF :RCo), die beim Menschen u. a. zur

Unterstiitzung der Differenzierung der Subtypen der von-Willebrand-Erkrankung verwendet wird
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(331), findet beim Hund keine standardmiRige Anwendung. Ursachlich hierfir sind, trotz eines
beschriebenen Tests (332), wahrscheinlich die komplexe Anpassung des Testprotokolls an den Hund im
Vergleich zu humanen Tests bzw. die nicht einheitliche Aggregation durch Ristocetin beim Hund (333—

335).

Entsprechend des multimeren Aufbaus des vVWFs besteht darliber hinaus noch die Méglichkeit, die

Multimerzusammensetzung des vVWF-Gehalts des Plasmas zu untersuchen (336-338).

Antithrombin

Auch die Messung von Antithrombin kann als Antigen (immunologisch) oder funktionell durchgefiihrt
werden (339). Die funktionellen Tests setzen meist die Spaltung von farbgebenden Substanzen durch
die proteolytische Aktivitat von Gerinnungsfaktoren ein, die je nach dessen Plasmakonzentration, mehr
oder weniger durch die Hemmwirkung des Antithrombins beeinflusst werden. Ublich ist hierbei die
Verwendung von Faktor Il und X basierten Tests (340). Genau beschrieben findet sich das Testprinzip

unter Verwendung von Thrombin unter: 3.1.4.5.5 Antithrombin.

D-Dimere

Neben der in dieser Arbeit verwendeten Turbidimetrie (3.1.4.5.6 D-Dimere und von-Willebrand-Faktor-
Antigen) (292, 341) kdnnen weitere Tests zum Nachweis von D-Dimeren verwendet werden. So kommt
der Einsatz von ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assays“ (ELISAs) (342), auf diesen basierenden
,Fluoreszenz-Enzym-Immunoassays” (343) oder von Latex-Agglutinationstests (341, 342, 344) in Frage.
Letztere Methode ist wiederum Teil der in der Studie eingesetzten kombinierten Methode, welche

aufgrund der vorherigen Erfahrungswerte gewahlt wurde.

2.3 Arten von Blutprodukten, deren Herstellung und
Indikationen

Im Folgenden soll auf die gangigsten Blutprodukte eingegangen werden. Neben diesen gibt es weitere
Entwicklungen, die meist Lagerungs- und Herstellungsalternativen darstellen. Auf diese soll nicht
eingegangen werden, da sie zum Verstdandnis der vorliegenden Arbeit nicht von Bedeutung sind und

diesbeziglich sei auf die entsprechende Literatur verwiesen.

Die Gewinnung von Blutprodukten beginnt mit der Blutentnahme bei den Spendertieren. Der genaue
Ablauf eines Blutspendeprozederes wird in ,,3.1.1.4 Gewinnung des Blutprodukts” beschrieben. Hierbei
wird in aller Regel von den Spendertieren Vollblut entnommen (345). Die Verwendung von Apherese-
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Verfahren, die der Entfernung einzelner Blutbestandteile aus dem Gefasystem im Rahmen der
Entnahme dient (346), ist in der Tiermedizin unter anderem fir die Gewinnung von
Thrombozytenkonzentraten (347, 348) und Plasma (349) beschrieben, aber nicht weltweit verbreitet.
Das gewonnene Vollblut kann nach der Entnahme frisch verwendet oder gekihlt und konserviert
gelagert werden. Bei einer Temperatur von 4 + 2 °C ist es bei Hund und Katze bis zu 35 Tagen haltbar
(12, 13). Alternativ kann es zu anderen Blutprodukten weiterverarbeitet werden. Das Vollblut wird
obligatorisch mit Stabilisatoren (Antikoagulation, Membranstabilitat Erythrozyten) versetzt, wobei

haufig CPD(-Adenin (CPDA)) verwendet wird (350, 351).

Frisches und gekihlt gelagertes Vollblut enthélt, falls keine Leukozytendepletion stattfindet, noch alle
Blutbestandteile (Anteil je nach Lagerungsdauer) und wird bei Andmien, akuten Blutungen (im frischen
Zustand insbesondere bei durch Thrombozytopenien bedingten Blutungen) eingesetzt (12). Auch
scheint es bei traumatischen Blutungen besonders gute Effekte zu erzielen (s. 2.5
Verfligbarkeitsprobleme und Logistik von Blutprodukten). Die Ergebnisse der dieser Dissertation
vorangehenden Arbeit zeigen jedoch, dass auch gekihltes Vollblut flinfzehn Lagerungstage lang eine
genligende Thrombozytenfunktion aufweist (32) und somit entsprechende in vivo Studien bei Hunden
vorausgesetzt, zur Thrombozytensubstitution eingesetzt werden konnte. Die nationalen Leitlinien des
BVLs geben fir das Vollblut ebenso wie fiir Erythrozytenkonzentrate, FFP und FP entsprechende,
tiberwiegend auf den Hund zu beziehende Qualitatskriterien an. So muss der Hamatokrit der
Vollblutkonserven wéhrend der gesamten Lagerungszeit mehr als oder gleich 25 % (bzw.
Hamoglobingehalt > 8 g/dl) betragen. Ebenso darf die Hamolyse am Ende der Haltbarkeit nur bei
weniger als 0,8 % der Erythrozytenmasse liegen, die Konserven mussen eine Sterilitdtsprifung
bestehen und zu jeder Zeit ohne makroskopische Auffalligkeiten sein (12). Nach humanmedizinsicher
Definition wird bei einer Lagerung bei Raumtemperatur bis zu 24 Stunden von frischem Vollblut, bei
einer Aufbewahrung in einem Blutproduktkihlschrank nach spatestens acht Stunden auf die Entnahme
folgend von gekiihltem Vollblut gesprochen (352, 353). Eine humanmedizinische Studie konnte aber
auch Hinweise auf eine potenziell mégliche Lagerungsdauer von 72 Stunden als frisches Vollblut finden
(353). Die Haltbarkeit von gekthltem Vollblut wird mit 35 (13) bis 42 Tagen (354) angegeben, wobei die
Haltbarkeit vom verwendeten Stabilisator und/oder der gegebenenfalls eingesetzten Additividsung

abhéangt (353).

Wenn das Vollblut weiterverarbeitet werden soll, muss im nachsten Schritt eine Separierung der
zelluldren und flussigen Anteile voneinander stattfinden. Dies geschieht durch Zentrifugation (in der
Institution des Autors bei 1440 g fur zwanzig Minuten) und anschlieRendes Abpressen des
Erythrozytenanteils und Plasmaanteils, wobei der Leukozyten- und Thrombozyten-haltige , buffy coat”

zuriickbleibt (18, 355). Beim Abpressen mittels Separators wird der Plasmaanteil in einen, ausgehend
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vom Entnahmebeutel oben befindlichen Beutel, die Erythrozyten in einen unten befindlichen Beutel
des Mehrfachbeutelsystems transferiert (Top/Bottom-Methode) (355, 356). Alternativ kann die
Auftrennung von Plasma und Erythrozyten durch alternative Zentrifugations-unabhéngige Systeme
erfolgen, wobei ein solches System in einer Studie mit Hundeblut jedoch keine ausreichende Qualitat

des gewonnenen Plasmas bedingen konnte (357).

Aus dem hergestellten Erythrozytenkonzentrat kann anschlieRend mittels Leukozytenfilter die Zahl an
noch in diesem vorhandenen Leukozyten vor der Lagerung reduziert werden. Alternativ kann dies auch
bereits mit dem Vollblut durchgefiihrt werden (358). Eine Leukozytenreduktion erscheint sinnvoll, da
die Ubertragenen Leukozyten, wie in der Humanmedizin nachgewiesen, Transfusionsreaktionen
(febrile, nicht hamolytische Transfusionsreaktionen) bedingen kdnnen (359-361). Verschiedene
Studien in der Humanmedizin konnten entsprechend eine Reduktion dieser durch eine
Leukozytenreduktion aufzeigen (362, 363). Allerdings wird, auch wenn sich die Reduktion per Filter in
der Entfernung der Leukozyten in der Tiermedizin als effektiv zeigt (364), die Verwendung aufgrund der
zum Zeitpunkt der entsprechenden offiziellen Empfehlung bestehenden geringen Datenlage, die keine
Reduktion des Anteils an Transfusionsreaktionen zeigen konnte, weder empfohlen noch von dieser
abgeraten (358). Es konnte jedoch ein fehlender Anstieg von Entziindungsparametern bei der
verzogerten Autotransfusion von kaninem Erythrozytenkonzentrat bei leukozytendepletierten
Konserven im Vergleich zu nicht entsprechend gefilterten Einheiten gezeigt werden (365). Drei nach
und eine vor der entsprechenden Empfehlung erschienene Studien zeigten wiederum uneinheitliche
Resultate. So konnte eine Reduktion der Frequenz von febrilen, nicht hamolytischen
Transfusionsreaktionen in einer 2022 veréffentlichen Studie von Davidow et al. (366) gezeigt, bei Hall
et al. (367), Radulescu et al. (368) und Bosch Lozano et al. (369) aber wiederum nicht nachvollzogen

werden.

Neben dem moglichen Einfluss der Leukozytendepletion auf die Haufigkeit des Auftretens von
Transfusionsreaktionen hat diese offenbar noch weitere Effekte. So konnte z. B. ein positiver Effekt der
Leukozytendepletion auf den ATP-Gehalt und die Menge an antioxidativen Molekilen in den
Erythrozyten bei kaninen Erythrozytenkonzentraten nachgewiesen werden. Verantwortlich hierfiir war
eine Férderung der entsprechenden Stoffwechselwege (370). Des Weiteren findet sich ein Einfluss auf

die Gerinnung (s. 2.4 Hamostatische Aktivitat des Plasmaanteils von kaninem konservierten Vollblut).

Insgesamt scheint die Leukoreduktion in der Tiermedizin nicht standardmaRig eingesetzt zu werden,
so setzten laut einer entsprechenden Online-Umfrage, die im Jahr 2012 durchgefiihrt wurde, nur vier
Prozent der Institutionen dieses Verfahren ein (371). In der neueren Arbeit von Hall waren ca. 27 % der
Erythrozytenkonzentrate leukozytendepletiert. Zum Vergleich waren in derselben Studie ca. 5 % und

ca. 33 % der Vollblutkonserven bzw. Plasmaprodukte entsprechend gefiltert (367). Zusatzlich kann dem
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Erythrozytenkonzentrat eine weitere Nahrlosung zur Verbesserung der Haltbarkeit der Erythrozyten
zugefugt werden (351). Gangige Beispiele fur diese sind SAGM, Adsol, PAGGS-M und PAGGGM. Wobei
alle Lésungen Dextrose, Adenin und Mannitol sowie mit Ausnahme von PAGGGM Natriumchlorid in
variablen Mengen enthalten. PAGGS-M sowie PAGGGM enthalten dariiber hinaus Guanosin,
Natriumdihydrogenphosphat sowie Dinatriumhydrogenphosphat. PAGGGM wird dariiber hinaus
Natriumgluconat zugesetzt (32, 372). Dextrose unterstitzt als Ausgangsstoff fir die Glykolyse ebenso
wie Adenin die Synthese von ATP, was die Viabilitat der Erythrozyten positiv beeinflusst (373—-379).
Andere Monosaccharide (Fructose, Mannose) bzw. Zuckeralkohole (Sorbitol) kénnten bei niedrigen
intrazelluldren pH-Werten die Glykolyse, durch eine Umgehung der unter diesen Bedingungen
gehemmten Phosphofructokinase, fordern (380-391). Der Wirkmechanismus von Adenin beruht
wahrscheinlich auf der Bereitstellung der Nukleinbase fur die Generierung des Nukleotids
Adenosinmonophosphat (AMP) (392, 393). Dieses wird ebenso wie Adenin wéhrend seines Abbaus
desaminiert, wobei Ammoniak freigesetzt wird (392, 394). Guanosin konnte in humanmedizinischen
Studien die ATP-Produktion zusatzlich unterstiitzen (380, 395). Des Weiteren kompensiert es auch
Adenin-verursachte Verluste an 2, 3-Diphosphoglycerat (2, 3-DPG) (s. u.) (395). Der Wirkmechanismus
basiert hierbei auf dem Abbau des von den Erythrozyten aufgenommenen Guanosins zu Ribose-1-
phosphat und Guanin. Ribose-1-phosphat wird in der Folge zu Ribose-5-phosphat umgewandelt (396).
Das vermehrte Angebot von Ribose-5-phosphat fir den nicht-oxidativen Teil des
Pentosephosphatwegs, bedingt eine  Verschiebung der Reaktionsgleichgewichte des
Pentosephosphatweges in Richtung Glykolyse (395). Infolgedessen schleust dieser vermehrt Fructose-
6-phosphat (und Glycerinaldehyd-3-phosphat) in die Glykolyse ein (397, 398), was die
Phosphofructokinase stimuliert (395, 399). Dies fordert dann schlussendlich die Produktion von ATP
und 2, 3-DPG. Adenin beeinflusst die Auswirkungen des Guanosins. So bedingt Adenin eine
Verschiebung der Guanosinnutzung weg von der Glykolyse hin zum Purinnukleotid-Salvage, was den
Verbrauch von phosphorylierten Ribosen erhéht. Dies reduziert den Zustrom der oben genannten
Intermediate in die Glykolyse (395). Zusatzlich sorgt Adenin wahrscheinlich fur einen bevorzugten
Ablauf der Glykolyse gegeniiber dem Rapoport-Luebering-Zyklus (395, 400—403). In dessen Rahmen 2,
3-DPG entsteht (402, 403), welches die Sauerstoffbindungskurve nach rechts verschiebt (niedrigere
Affinitat des Hamoglobins fir Sauerstoff) und somit die Bereitstellung von Sauerstoff fir das Gewebe
erleichtert (404, 405). Insgesamt sorgt Adenin so als Nebeneffekt in Summe fir die Reduktion der
Menge an 2, 3-DPG im Erythrozyten (395). Mannitol dient wiederum maoglicherweise als Radikalfanger
und reduziert die Volumenzunahme der Erythrozyten durch osmotische Effekte, wobei die Effekte
zusammen den Anteil hamolysierter Erythrozyten verringern (406, 407). Der Ersatz von Natriumchlorid
durch Natriumgluconat bei PAGGGM sorgt fiir eine Alkalisierung des Zytoplasmas der Erythrozyten

durch eine Hemmung des Hamburger-Shifts bzw. dessen Umkehr als Folge des geringen Chlorid-

23



2. Literaturtbersicht

Gehalts des umgebenden Mediums, was sich positiv auf metabolische Vorgange auswirkt (380, 408—
410). So wird die 2, 3-DPG-Bildung durch das alkalische Milieu beginstigt (399). Die Zugabe von
Phosphat dient der Produktion energiereicher Phosphatverbindungen als Puffersubstanz fiir einen
héheren pH-Wert (auch intrazelluldr) und bedingt langer einen hohen 2,3-DPG-Gehalt in den
Erythrozyten (380, 409). Daruber hinaus hat sich auch ein hoheres Volumen der Nahrlésung in der
Humanmedizin als vorteilhaft fur die Lagerungsstabilitit der Erythrozyten erwiesen (411).
Verschiedene nicht gangige Zusdtze wurden bzw. werden in Bezug auf ihren Einfluss auf die
Lagerbarkeit von Blutprodukten getestet. So wurde Vitamin C einzeln (412) und in Kombination mit N-
Acetylcystein (413) als Zusatz in Hinblick auf mogliche positive Auswirkungen der antioxidativen
Wirkungen auf die Lagerung von Erythrozytenkonzentraten untersucht. Vitamin C bedingte hierbei in
einem Mausmodell einen hoheren Anteil viabler Spendererythrozyten post Transfusion sowie einen
niedrigeren Titer an Alloantikérpern beim Empfangertier. Die positive Wirkung zeigte sich allerdings nur
in einem bestimmten Dosisbereich (412). Der Zusatz von N-Acetylcystein und Vitamin C konnte in einer
humanmedizinischen Studie zwar den oxidativen Stress reduzieren und die lagerungsbedingte
Hamolyse reduzieren, hemmte allerdings die Glykolyse (413). Der Einsatz von Apoptose- und Nekrose-
Inhibitoren als Zusatz zu Additiviosungen fir Vollblutkonserven bzw. gekihlt gelagerte
Thrombozytenkonzentrate zur Verbesserung der Haltbarkeit (der Thrombozyten) ist Gegenstand
aktueller humanmedizinischer Forschung (414-416). Beztiglich der Additividsungen sei vermerkt, dass
sich keine gezielten Untersuchungen zu den Auswirkungen der einzelnen Inhaltsstoffe auf gelagerte
Blutprodukte von Hunden finden. Hinsichtlich der weiteren Verbesserung von Additividsungen fir die
Tiermedizin sind diese jedoch vonnéten, da Untersuchungen zu Enzymaktivitaten der Erythrozyten
deutliche Unterschiede zwischen den Spezies aufzeigen (417-422). Entsprechend ist von einer
Erfordernis speziesspezifischer Stoffwechselbeeinflussungen fiir optimale Lagerungsergebnisse
auszugehen. Ebenso missen Unterschiede in der Permeabilitat der Erythrozyten beachtet werden. Die
im Vergleich zum Menschen ineffektive Aufnahme des analogen Purin-Nukleosids Adenosin durch
Hundeerythrozyten macht z. B. eine mogliche Wirkung von zugesetztem Guanosin fraglich (423, 424).
Insofern ist eine sichere Ubertragbarkeit von Effekten der Zusitze bei menschlichen Erythrozyten auf

Erythrozyten von Tieren nicht gegeben.

Auf weitere Ausfiihrungen zum Metabolismus der Erythrozyten wahrend der Lagerung, Einfluss der
Ndhrmedien und dem daraus resultierenden Einfluss auf die Haltbarkeit der Blutprodukte, wird im

Folgenden aufgrund der zuvor erfolgten Ausfiihrungen (32) verzichtet.

Das anschliefend fertiggestellte Erythrozytenkonzentrat wird unter den gleichen Bedingungen wie
Vollblut gelagert, kann aber bis zu 42 Tage fiir die Therapie von Andmien eingesetzt werden (12, 16,

425). Eine Studie an kaninen und humanen Erythrozytenkonzentraten konnte in diesem
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Zusammenhang aber Hinweise darauf finden, dass die Lagerung im niedrigeren Bereich des
angegebenen Temperaturranges eine bessere Haltbarkeit der Erythrozyten sowie hohere

Uberlebensraten der Erythrozyten beim Empfinger bedingt (426).

Aus dem Ubrig gebliebenen ,buffy coat” kann im Folgenden ein Thrombozytenkonzentrat hergestellt
werden. Hierfir wird der Inhalt der urspriinglichen Konserve mit den Thrombozyten und Leukozyten
(,,buffy coat”) sowie Resten von Plasma und Erythrozyten mit Anteilen des Spenderplasmas und/oder
einer Nahrlosung versetzt und anschlieBend bei niedrigen Umdrehungszahlen zentrifugiert (,,soft spin®,
in der Institution des Autors mit 266 g fiir 9,5 Minuten durchgefiihrt (32)). Das aus dem Uberstand zu
gewinnende Plattchen-reiche-Plasma stellt dann die Thrombozytenkonserve dar (427-429). Die
Herstellung der Thrombozytenkonzentrate kann mit einzelnen ,buffy coats” durchgefiihrt oder der
entsprechende Anteil von mehreren Blutgruppen-kompatiblen Konserven kann gepoolt werden (32,
427, 430-434). Alternative Methoden der Gewinnung stellen die Thrombozyten-reiche Plasma-
Methode (427, 435, 436) und die Apherese (347, 348) dar. Die erste Alternativmethode verwendet
hierbei ein umgekehrtes Zentrifugationsschema und beginnt mit einem ,soft spin“ (427, 435, 436).
Aufgrund der hohen Ausbeute bei der Thrombozytengewinnung ist ein Pooling bei der Apherese nicht
notig (436, 437). Es besteht die Mdoglichkeit die Thrombozytenkonzentrate, je nach
Herstellungsmethode, vor oder nach (kurz vor der Transfusion) der Lagerung zu leukodepletieren (362,
431, 438, 439). Wird keine Leukozytendepletierung durchgefiihrt, zeigten in einer Untersuchung die
mit der Thrombozyten-reichem Plasma-Methode im Vergleich zu den per ,buffy coat“-Methode
produzierten kaninen Thrombozytenkonzentrate eine geringere Zellkontamination sowie héhere in
vitro Aggregationsaktivitaten und weniger Hinweise auf Lagerungsschaden ihrer Thrombozyten (440).
Die unabhangig von der Methode gewonnenen Konzentrate werden unter konstanter Bewegung bei
20 - 24 °C gelagert. Unter diesen Bedingungen werden sie in der Humanmedizin gewdhnlich fir 5 Tage
aufbewahrt (427, 441), jedoch gibt es drei Studien an Thrombozytenkonserven von Hunden, die eine
maogliche Lagerungszeit von sieben (442, 443) bzw. dreizehn (444) Tagen aufzeigen konnten. Bei langer
Lagerungsdauer ist jedoch die Funktion der Thrombozyten moglicherweise eingeschrankt (442). Bei 4
°C gekiihlt gelagerte Thrombozytenkonzentrate zeigten hingegen in einer Studie am 7. Tag (445) sowie
in einer anderen Studie auch am 21. Tag (446) der Lagerung noch eine addquate ex vivo Funktion.
Nichtsdestotrotz muss die Transfusionseffektivitdt fir die nach den verschiedenen Protokollen
gelagerten Thrombozytenkonzentrate Uberprift werden (444). Indikationen far
Thrombozytenkonzentrate sind hochgradige (durch Erkrankungen der Thrombozyten verursachte
(436)) Blutungen (447, 448) und mittel- bis hochgradige Thrombozytopenien, je nachdem, ob ein
zusatzlicher zu erwartender Trigger fiir Blutungen vorliegt oder nicht (32, 354). Zusétzlich kdnnen sie

bei Thrombozytopathien eingesetzt werden (354, 436).
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Das von den zelluldren Bestandteilen abgetrennte Plasma (s. 0.) kann im Folgenden auf verschiedene
Arten weiterverwendet werden. So kann es nach der Leitlinie des BVLs innerhalb von sechs Stunden
nach der Blutspende bei -30 °C als FFP oder nach mehr als sechs Stunden aber maximal 24 Stunden
bzw. innerhalb von sechs Stunden bei -20 °C als FP eingefroren werden (12). International werden die
Voraussetzungen fiir die Deklaration des gefrorenen Plasmas als FFP jedoch breiter gefasst. Gleiches
gilt fur die Lagerung, die nach deutschen veterindrmedizinischen Leitlinien bei (-27 —) -30 °C zu erfolgen
hat und eine Haltbarkeit von einem bis zwei Jahr(en) bedingt (12, 449). Andere Angaben geben jedoch
Temperaturen zum Einfrieren innerhalb von acht Stunden bei -18 °C (15) bzw. nach derselben Zeit bei
-20 — -30 °C (19) an, hierbei werden Lagerungstemperaturen zwischen -20 und -30 °C (19, 20, 25)
verwendet. Es finden sich auch mégliche Angaben von der Entnahme des Vollblutes bis zum Einfrieren
von 24 Stunden (450). Normalerweise wird nach einem Jahr Lagerung des FFPs von FP gesprochen,
welches weitere vier Jahre (insgesamt also funf Jahre) haltbar ist (12, 449, 451). Durch das alternative
Einfrierschema nach der deutschen Leitlinie erzeugte FP (s. 0.) ist folglich funf Jahre haltbar. Die
Lagerung erfolgt in diesem Fall bei (-17 -) -20 °C (12). In den beiden oben genannten
Plasmazubereitungen sind pro- und antikoagulatorische Proteine, darunter die Gerinnungsfaktoren
und von-Willebrand-Faktor, sowie Albumin enthalten, wobei der Gehalt an labilen Stoffen
(insbesondere Gerinnungsfaktoren) im FP niedriger ist (354, 452, 453). Zusatzlich enthalten die
Plasmaprodukte Immunglobuline, Elektrolyte und Lipide (354). Koagulopathien besonders bei aktiven
Blutungen sind entsprechend des Gehalts an Gerinnungsfaktoren ein Anwendungsgebiet von FFP und
FP (12, 14, 454-456), wobei sich FP aufgrund des Verlusts von labilem Faktor VIII besonders zur
Substitution der Vitamin K-abhadngigen Gerinnungsfaktoren Il, VII, IX und X eignet (15, 457). Weitere
Indikationen sind die passive Immunisierung (14, 354), der Volumenersatz (14, 354, 367, 456, 458), die
Substitutionstherapie bei Hypoproteinamie (12, 367)/Hypoalbumindmie (367, 455, 456) sowie
extrakorporale Therapieverfahren (367). Der Einsatz von FFP bei Vorliegen einer Hypoalbumindmie
wird aufgrund der geringeren Albumingehalte im Vergleich zu Albuminlésungen und anderen
Plasmaprodukten sowie dem somit fehlenden suffizienten Albuminanstieg post Transfusion kritisch
diskutiert (453, 455, 459). Der Einsatz zum Volumenersatz wird in der Humanmedizin bei schweren
Blutungen empfohlen (447, 460). FFP sollte aufgrund seines recht vollstindigen
Gerinnungsfaktorprofils bevorzugt bei (initial) ursachlich unklaren Koagulopathien eingesetzt werden

(354).

Insgesamt ist der richtige Umgang mit FFP und folglich ableitbar anderen Plasmaprodukten in der
Veterinarmedizin umstritten (461). Wie zuvor erwdhnt geben die oben genannten Leitlinien
Qualitatsstandards fiir FFP und FP an. Neben einer optischen und bakteriologischen Priifung vor dem
Gefrierschritt bzw. zu einem Zeitpunkt wahrend der Haltbarkeit sind auch Obergrenzen an

Zellrestmengen in Anschluss an die Produktion (Leukozyten < 1 * 10%/1 (1.000/ul), Thrombozyten < 30
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* 10°/1 (30.000/ul) sowie Erythrozyten < 3 * 10°/I (3.000/ul)) sowie Mindestgehalte an
Gerinnungsfaktoren sicherzustellen. Bezliglich der Gerinnungsfaktoren ist ein Gehalt von mehr als 50
% des Ausgangswertes von Faktor VIII im auf die Produktion folgenden Monat sowie kurz vor Ablauf
der Konserve festgelegt (12). Faktor VIII wurde hier wahrscheinlich aufgrund seiner Labilitat (462) als
Sentinel-Parameter ausgewdhlt. Nebst der standardmaRigen Tiefkiihlung des vollstandigen Plasmas
kann das Plasma nach der Abtrennung auf weitere Arten weiterverwendet werden. So kann das Plasma
zum einen nicht tiefgefroren und als , Liquid/Never-Frozen-Plasma“ nur gekiihlt gelagert werden, zum
anderen kann nach dem Tiefgefrieren eine Aufbereitung zu Kryoprazipitat und kryoarmem Plasma

erfolgen.

,Liquid Plasma“ wird in der Humanmedizin fir in aller Regel maximal 4 Wochen bei 4 + 2/3,5 + 2,5 °C
gelagert (463, 464). Die exakte Haltbarkeit hdngt von dem Haltbarkeitsdatum des zur Herstellung
verwendeten Vollbluts ab, da das ,Liquid Plasma“ finf Tage Uber dessen Haltbarkeitsdatum hinaus
verwendbar bleibt (464, 465). Wobei die Fraktionierung zu einem beliebigen Zeitpunkt der Haltbarkeit
der Vollblutkonserve liegen kann (464). Die hamostatische Aktivitat (s. 2.4 Hamostatische Aktivitdt des
Plasmaanteils von kaninem konservierten Vollblut) und Indikationen (hier sei auch auf 2.5
Verfligbharkeitsprobleme und Logistik von Blutprodukten verwiesen) werden im weiteren Verlauf der

vorliegenden Dissertation diskutiert.

Eine Lagerung fur 24 bis 120 Stunden (5 Tage) ist dartiber hinaus fiir aufgetaute Plasmaprodukte,
namentlich FFP und innerhalb von 24 Stunden eingefrorenes (-20 °C) Plasma (PF-24) moglich
(aufgetautes Plasma, ,thawed plasma“). Der einzuhaltende Temperaturbereich liegt hierbei bei 3,5 +
2,5°C (427, 463). Dies ist von Bedeutung, da FFP im Zeitraum eines Tages nach erneuter Verflissigung
tibertragen werden sollte, anderenfalls muss es als aufgetautes Plasma umgelabelt werden (464, 465).
Alternativ kdnnen kanine und feline FFPs nach erstmaligem Auftauen erneut eingefroren werden,
sofern die Zeit der flissigen Lagerung eine Stunde nicht Ubersteigt (452). Mit Ausnahme der Korrektur
von Faktor V- und VIlI-Mangelzusténden wird PF-24 bei nicht verzogerter Verwendung, ebenso wie FFP

eingesetzt (465).

Die Aufbereitung zu Kryoprazipitat erfolgt in Anlehnung an die Erstbeschreibung (462, 466) tiber eine
Ausfallung der gewiinschten Inhaltsstoffe durch ein Auftauen bei niedrigen Temperaturen (3,5 + 2,5 °C)
(427, 465). Ausgangsmaterial stellen hierbei FFP, PF-24 oder FP dar (427, 465, 467, 468). Zur Trennung
vom flussigen Anteil (kryoarmes Plasma, ,,cryopoor plasma/plasma cryoprecipitate reduced”) erfolgt
nach der Ausféllung eine Zentrifugation (sechs Minuten bei 5000 g). Das Kryoprazipitat wird (mit einer
kleinen Restmenge Plasma) ebenso wie das kryoarme Plasma innerhalb von einer bzw. 24 Stunden bei
-18 °C oder einer niedrigeren Temperatur eingefroren (465, 468). Bei diesen Temperaturen gelagertes

Kryoprazipitat ist ein Jahr haltbar, wohingegen bei kryoarmem Plasma Haltbarkeiten von sechs Jahren
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beschrieben sind (453, 468, 469). In der Tiermedizin werden mit -10 bis zu empfohlenen -30 - -70 °C
sehr variable Lagerungsbedingungen angegeben (469). Abweichende Herstellungsverfahren sind
moglich (468). So kann das Ausgangsmaterial gepoolt werden (465). In den USA ist auRerdem
lyophilisiertes kanines Kryoprazipitat mit einer Haltbarkeit von 1,5 Jahren kommerziell verfiigbar (469).
Kanines Kryoprazipitat zeigt/enthalt, wie bei der Herstellung aus humanem Blut, hohe
Aktivitaten/Gehalte an Faktor VIII, von-Willebrand-Faktor und Fibrinogen (453, 469). Wobei auch hohe
Aktivitdten/Gehalte an Faktor Xl beschrieben sind (469, 470). Hingegen enthilt kanines Kryoprazipitat
im Vergleich zu FFP niedrigere Aktivitidten/Gehalte an Faktor V, Albumin sowie folglich einen geringeren
kolloidosmotischen Druck (453). Das weniger beachtete kanine kryoarme Plasma weist entsprechend
niedrigere Gehalte/Aktivitdten von Faktor VIl auf. Dariiber hinaus zeigt es eine im Vergleich zu FFP und
Kryoprazipitat niedrigere Aktivitdt von Faktor IX. Dahingegen ist der Gehalt an Albumin im kryoarmen
Plasma hoher als in FFP und Kryoprazipitat und es weist dementsprechend einen hoheren
kolloidosmotischen Druck auf. Demzufolge kann Kryoprazipitat zur Substitution der Faktoren VIII und
IX, von-Willebrand-Faktor sowie Fibrinogen eingesetzt werden (453). Somit kommt in der Tiermedizin
vor allem die Behandlung der von-Willebrand-Krankheit sowie der Hdmophilie A als Indikation in Frage,
besonders, da es veterindrmedizinisch an kommerziell verfligbaren Konzentraten mangelt und das
geringe bendtigte Volumen von Kryopréazipitat im Vergleich zu FFP eine Hypervolamie durch die
Transfusion (Transfusion-assoziierte zirkulatorische Uberladung, ,transfusion-associated circulatory
overload” (TACO)) vermeidet (360, 469, 471, 472). Ausreichende Studien fir prazise Empfehlung
hinsichtlich des Einsatzes zur Substitution von Fibrinogen gibt es in der Tiermedizin nicht (469). Der
Einsatz des kryoarmen Plasmas kann hinsichtlich seiner oben beschriebenen Charakteristika, die
weitestgehend FP entsprechen (473), zur Substitution von Albumin bei vermindertem
kolloidosmotischem Druck sowie zur Behandlung von Vitamin K-Intoxikationen erfolgen, wobei die
entsprechende Evidenz in der Veterindrmedizin gering ist (453, 474-476). Hier werden demzufolge
zwar weitere Studien bendtigt, aber aufgrund des Fehlens von speziesspezifischen
Albuminkonzentraten in Deutschland und anderen Landern (453), der Gefahr fur anaphylaktische
Reaktionen beim Einsatz von humanem Albumin (477-479) und den teils erheblichen unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen von Plasmaexpandern, die an anderer Stelle im Mensch-Tier-Vergleich
aufgearbeitet wurden (480), konnte kryoarmes Plasma eine wertvolle Alternative darstellen.
Insbesondere auch, weil in einer Studie aus dem Jahr 2023 von Terradas Crespo et al. selbst beim
Einsatz von gefriergetrocknetem kaninen Albumin in 20,3 % der Falle Transfusionsreaktionen auftraten
(481). Somit ist dieses nicht risikodrmer als die in zwei Studien mit 4,5 % fir Plasmaprodukte im
allgemeinen (367) und im Schnitt 8,2 % bei FFP sowie 3,8 % fir FP (473) angegebenen Raten an
Transfusionsreaktionen. Hingegen empfehlen die deutschen Leitlinien zurzeit die Verwendung von

Plasmaprodukten nicht zur Korrektur von Hypovoldamien und Verminderungen des kolloidosmotischen
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Drucks (12). Kryoprazipitat und demzufolge kryoarmes Plasma erscheint jedoch generell selten
hergestellt, erworben und verwendet zu werden (367, 371), letzteres konnte auch auf eine seltene bzw.

fehlende Verfuigbarkeit zurtickzufihren sein (482).

2.4 Hamostatische Aktivitat des Plasmaanteils von kaninem
konservierten Vollblut

Zu den Einflussen verschiedener Faktoren auf die hdamostatische Aktivitdt von Vollblut bzw. des
Plasmaanteils von Vollblut gibt es in der human- und tiermedizinischen Literatur verschiedene Studien.
Untersucht wurden (indirekt) exemplarisch beispielsweise der Einfluss der Rasse der Spendertiere (29,
450, 483), einer etwaigen Leukozytenreduktion (30, 484-488), der Lagerungsdauer (28-30), der
Lagerungstemperatur (450, 489, 490), des verwendeten Antikoagulans/Ndhrmediums der Konserven
(32, 416, 491) sowie die verwendeten Blutkonservenbeutel (492).

Beziiglich des Einflusses von Rasseunterschieden sind vor allem Unterschiede von Greyhounds im
Vergleich zu anderen Rassen untersucht worden. Dieser Umstand ist durch die zahlreichen klinisch
pathologischen Besonderheiten (493) der Greyhounds bedingt. Eine Untersuchung aus dem Jahr 2023
(29) konnte zeigen, dass die gekihlten CPD-Vollblutkonserven von Greyhounds (n = 10 vs. zehn
Kontrolltiere) wdhrend einer 42-tdgigen geklhlten Lagerung niedrigere Gerinnungsaktivitaten
aufwiesen. So zeigte deren Vollblut niedrigere Aktivitaten von Faktor 11, V, IX und XIll (Antigen), welche
bei Faktor Il durch einen starkeren Abfall pro Zeit bedingt war. Ein ebenso ausgepragter Abfall fand sich
bei Faktor VIII, was ein friilheres Unterschreiten (3. Tag vs. 7. Tag der Lagerung) der von den Autoren
bei 50 % der Ausgangsaktivitat gesetzten Grenze zur Folge hatte. Die anderen Parameter hatten eine
gleiche Kinetik zwischen den beiden Gruppen. Ebenfalls unterschritten die Faktoren V und XIIl den 50
% Grenzwert, was der bei Kontrollgruppe wahrend der gesamten Lagerung nicht der Fall war. Zudem
lag der Fibrinogengehalt vom Tag der Einlagerung an bei den Greyhounds unterhalb des
Hundereferenzintervalls fur die verwendete Methode. Die durchgefihrten viskoelastischen
Untersuchungen zeigten ebenso eine Hypokoagulabilitdt des Greyhound-Blutes im Vergleich zu den
Tieren der anderen Rassen an. Die zuvor beschriebene Studie deckt sich hinsichtlich des niedrigeren
Fibrinogengehalts im Blut von Greyhounds mit einer Veroffentlichung von Walton et al. (450). In dieser
konnte zudem eine niedrigere Faktor X- und von-Willebrand-Faktor-Aktivitat beobachtet werden. Dies
war in der Studie von Cooper et al. (29) nicht nachweisbar. Interessanterweise zeigten sich hingegen in
der Arbeit von Cooper sogar héhere von-Willebrand-Faktor-Antigen-Werte als in der Kontrollgruppe.
Insgesamt passen die Ergebnisse der beiden Studien aber zu einer weiteren Studie (483), die
Thrombelastographie(TEG)-Untersuchungen bei Greyhounds durchfiihrte und hier im Vergleich zu

anderen Hunderassen hypokoagulable Messverldufe (langere r-Zeit, htherer k-Wert, niedrigerer alpha-
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angle, niedrigere ,,Maximum Amplitude” (MA)) nachwies. Jedoch fanden sich hierbei wiederum keine
niedrigeren Fibrinogen-Werte. Insgesamt besteht bei Greyhounds also eine geringere

Gerinnungsaktivitat von Vollblut im Vergleich zu anderen Hunderassen.

Auch wenn die Leukozytenreduktion, wie zuvor ausgefihrt, in der Tiermedizin eine selten eingesetzte
MaRnahme ist, ist ihr Einfluss auf die Gerinnung von Interesse, denn die Filtration stellt den Kontakt
des Blutes mit einer artifiziellen Oberflache dar. Dieser kann somit zu einer Gerinnungsaktivierung
flhren. In einer tiermedizinischen Studie (30) wurde der Einfluss der Leukoreduktion auf die
Qualitdtsparameter von Vollblutkonserven (CPDA-1) und Erythrozytenkonserven (CPD + SAGM)
wahrend einer 35-tdgigen Lagerung untersucht. Als Gerinnungsprofil wurden die Gerinnungszeiten
(PT/aPTT), die Gerinnungsfaktoren (VII, VIII, IX, Xl und XIl) sowie Fibrinogen gemessen. Im Vergleich der
leukoreduzierten Vollblutkonserven mit den nicht leukoreduzierten Konserven wurden niedrigere
Aktivitaten an Faktor IX, niedrigere Gehalte an Fibrinogen sowie eine verlangerte aPTT beobachtet.
Daruber hinaus zeigten sich die Aktivitdten der Faktoren Xl und XII erniedrigt, welche jedoch aufgrund
einer hohen Variabilitdt zwischen den Konserven nicht statistisch untersucht wurden. Unterschiede in
den anderen Gerinnungsparametern waren nicht nachweisbar. Einschrdnkend muss beziglich der
Studie von Stefani et al. (30) vermerkt werden, dass aufgrund der sehr geringen Zahl an Versuchstieren
(n = 5) die interindividuellen Schwankungen der Gerinnungsfaktoraktivititen mdoglicherweise zu
Verfalschungen der Ergebnisse gefiihrt haben. Eine andere Studie an Probenmaterial von Hunden wies
ahnlich niedrige Zahlen an Individuen auf (n = 8) (485). Zwar wurde bei dieser FFP untersucht, da dieses
jedoch von zuvor leukoreduzierten bzw. nicht leukoreduzierten Vollblut abgetrennt wurde, ist auch
diese Studie geeignet, entsprechende Unterschiede als Folge der Leukozytendepletierung
aufzudecken. Insgesamt fanden sich hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen fir die Faktoren V, VII, VIII, X, XI, Antithrombin, Protein C, den Fibrinogengehalt sowie fir die
Gerinnungszeiten (PT und aPTT). Nebst der geringen Anzahl an Tieren liegt eine wesentliche Limitation
dieser Studie in der Monomorphie der Hundepopulation, da lediglich eine Hunderasse (Treeing Walker
Coonhound) verwendet wurde. Studien aus der Humanmedizin wiesen hinsichtlich des Einflusses der
Leukozytenreduktion von Vollblut teils variable Ergebnisse der hdmostatischen Beeinflussung auf. Zum
Teil decken sich die Ergebnisse mit den Ergebnissen aus der Veterindrmedizin. So zeigten sich analog
Reduktionen der Faktoren IX, XI und XII (487) sowie eine Verlangerung der aPTT (488). Allerdings wurde
hauptsachlich eine negative Beeinflussung von Faktor V und VIII (484, 486, 487) nachgewiesen.
Zusatzlich zeigte sich eine verkiirzte PT in einer humanmedizinischen Studie (488). In der Studie von
Solheim et al. (486) fand sich aber bei den Konserven nach dem initialen filtrationsbedingten Abfall der
Faktor V und VlII-Werte ein geringerer bzw. langsamerer Abfall wahrend der weiteren Lagerung im
Vergleich zu den nicht gefilterten Konserven. Anzumerken ist, dass in den veterinarmedizinischen

Studien immer nur ein Typ Filter verwendet wurde, was mogliche Differenzen der Effekte zwischen
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verschiedenen Filtersystemen (487) vernachldssigt. Hier werden entsprechend weitere Studien mit

einer hoheren Zahl an eingeschlossenen Tieren bendtigt.

Daruber hinaus legen Studien zum Einfluss der Leukozytendepletion auf Erythrozytenkonzentrate nahe,
dass durch den Prozess verursachte Veranderungen der Erythrozyten die Gerinnungswirkung von
leukoreduziertem Vollblut beeinflussen kénnten (494, 495). So wurden in einer wissenschaftlichen
Verdffentlichung aus dem Jahr 2015 (494) im flissigen Kompartiment kaniner Erythrozytenkonzentrate
weniger prokoagulatorische Phospholipide sowie ein geringerer Anstieg dieser in der leukoreduzierten
als in der nicht-leukoreduzierten Gruppe gefunden. Die Unterschiede zeigten sich allerdings nicht initial
und waren durch einen Abfall der Konzentrationen der prokoagulatorische Phospholipide im mittleren
Lagerungszeitraum unterbrochen. Analog konnten Herring et al. (495) eine verminderte Anzahl von
Mikropartikeln, welche das prokoagulatorische Phospholipid Phosphatidylserin enthalten, in
leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentraten nachweisen. Unter Mikropartikeln versteht man
hierbei Membranvesikel, die von Zellen (u. a. Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten) abgeschnirt
werden (495). Unterschiede zwischen den Konserven mit und ohne Leukozytendepletion konnten
hierbei ab dem 14. von 35 Lagerungstagen beobachtet werden. Ebenso war der Anstieg der Anzahl der
Mikropartikel in der gefilterten Gruppe flacher (495). In einer anderen Studie (496), in der u. a. der
Phosphatidylserin-Gehalt der Erythrozytenmembran in Abhangigkeit von der Durchfiihrung einer

Leukozytendepletion untersucht wurde, fand sich hierbei jedoch kein Unterschied.

Verschiedene Studien haben sich mit der hdmostatischen Aktivitdat von kihl gelagertem kaninen
Vollblut beschaftigt und konnten jeweils einen Abfall dieser Uber die Lagerungsdauer (28 bis 42 Tage)
nachweisen (28-30). Nebst den klassischen Gerinnungsanalysen wurde dies auch anhand von
viskoelastischen Tests deutlich. So fiel einerseits die Aktivitdt der Gerinnungsfaktoren 11, V (29), VII (30),
VIIL, IX (29, 30), X (29), XI, Xl (30) sowie XlIl (29) konstant ab. Wobei nur Faktor VIII in der Studie von
Cooper et al. (29) unter die zuvor beschriebene 50 % Grenze fiel. Analog zum Abfall der
Faktoraktivitaten stiegen die Gerinnungszeiten in den Studien an (28-30). Auch der von-Willebrand-
Faktor fiel in der Studie von Cooper et al. im Laufe des beobachten 42 Tage Zeitraums unter die 50 %
Grenze ab (29). Der Fibrinogengehalt verhielt sich in den Studien unterschiedlich. In zwei der drei
Studien sank der Fibrinogengehalt mit der Zeit signifikant ab (29, 30). Konstante Fibrinogengehalte
konnten wiederum in der Studie von Edwards et al. (28), deren Ziel die Untersuchung der
hdmostatischen Kapazitdt von gekihltem Vollblut war, festgestellt werden. Hierzu kamen CPD-
antikoagulierte Vollblutkonserven von zehn Einsatzhunden zum Einsatz, die 28 Tage gelagert wurden.
Die viskoelastischen Tests zeigten andererseits einen erhohten k-Wert (28), einen Abfall des ,alpha-
angles” sowie eine Abnahme der MA/,,Maximum clot firmness” (MCF) (28, 29). Daten zu Inhibitoren

der Gerinnung oder Markern der Fibrinolyse Uber die Lagerungsdauer sind in der
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veterindrmedizinischen Literatur nicht vorhanden. Fir eine Besprechung der humanmedizinischen

Literatur zu diesem Thema sei auf 4.1 Einfluss des zeitlichen Verlaufs der Lagerung verwiesen.

Die Arbeiten zu Abweichungen der Lagerungstemperatur betrachten im Gegensatz zu den Studien, die
den Zeiteinfluss untersuchen, Gberwiegend kiirzere Zeitraume. In der Studie von Walton et al. aus dem
Jahr 2014 (450) wurden aus Uber einen variablen Zeitraum bei Raumtemperatur gelagerten kaninen
Vollblutkonserven Plasmaprodukte hergestellt. Die Dauer bis zur Verarbeitung betrug hierbei ca. acht,
zwoOlf oder 24 Stunden. In dieser Studie wirkte sich eine langere, der Aufbereitung vorangehende
Lagerung positiv auf die Faktor VIII- und X-Aktivitdt der gewonnenen Plasmaprodukte aus. So waren
die entsprechenden Aktivitdten der 24 Stunden gelagerten Konserven hoher als die der acht als auch
zwolf Stunden gelagerten Vollblutkonserven. Der bessere Erhalt der Faktor VIII-Aktivitdat konnte auch
in einer humanmedizinischen Studie (489) mit der Lagerung von Vollblutkonserven bei 22 °C Gber drei
Tage gegenlber einer Lagerung bei 4 °C nachgewiesen werden. Des Weiteren fanden sich mit der
Lagerung bei hoheren Temperaturen ein besser erhaltener ,alpha-angle” sowie ein Anstieg der MCF
im INTEM-Assay (489). Hingegen wurde in den warm gelagerten Konserven tber die Zeit ein leichter
Abfall der MCF des FIBTEM nachgewiesen (489), was durch einen Abfall des Gehalts an
Gerinnungsfaktoren (Faktor XIII (497), extrinsische Faktoren (498)), die Zunahme von
Fibrinspaltprodukten in der Probe (499), einen Anstieg des Hamatokrits (500-502) und/oder ein
Polymerisationsproblem des Fibrinogens (in Anbetracht des konstanten Fibrinogengehalts) (497, 503,
504) bedingt sein kann. Zudem fand sich ein Anstieg der r-Zeit bzw. der ,,Clotting time“ (CT) ebenso wie
eine Aufhebung der Aggregation der Thrombozyten, womit die Aggregation im Vergleich zu den kihl
gelagerten Konserven schlechter erhalten war (489). Ausnahme war die Gber PARs vermittelte
Aggregation (489). In derselben Studie (489) wurde auch der Einfluss einer Lagerung bei 32 °C iber 2
Stunden untersucht. Wobei sich hier neben der Uberwiegenden Abnahme der
Thrombozytenaggregation in einer geringen GroRenordnung (Ausnahme u. a. geringfligige Zunahme
Reaktion auf Stimulation PARs) nur ein geringfugiger Anstieg der CT bzw. r-Zeit zeigte. Insgesamt
wurden die Verdanderungen hier vom Autor der Veroffentlichung als irrelevant eingestuft (489). Eine
andere Studie derselben humanmedizinischen Arbeitsgruppe (490) untersuchte Vollblutkonserven, die
durchgangig bei 4 °C gelagert wurden im Vergleich zu solchen, die wochentlich vier Stunden einer
Temperatur von 28 °C ausgesetzt wurden. Untersucht wurden hinsichtlich der Gerinnung sowohl PT,
aPTT, Faktor VI, Fibrinogen als auch TEG. Nebst dem zu erwartenden Abfall gewisser
Gerinnungsfaktoren in beiden Gruppen, fand sich eine geringere Beeinflussung der Geschwindigkeit
der Gerinnselverfestigung (alpha-angle) an den beiden Beprobungen der Tage 28 und 35 in der zyklisch
erwdrmten Gruppe. Ebenso verhielten sich andere viskoelastische Gerinnungsparameter (k-Wert, MA)
an Tag 35. Die zyklische Erwarmung flhrte transient am 7. Tag zu einem verlangerten r-Wert im

Vergleich zur Kontrollgruppe. Insgesamt zeigen die humanmedizinischen Studien, wie im
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vorhergehenden Abschnitt deutlich wird, gewisse Gemeinsamkeiten. So scheint es bei der Lagerung
mit hoheren Temperaturen nach der viskoelastischen Gerinnungsdiagnostik teils zu einem verstarkten
Verlust an Gerinnungsfaktoren zu kommen, ebenso wie einer reduzierten Thrombozytenfunktion.
Trotzdem konnten tendenziell héhere maximale Amplituden beobachtet werden. Um analog die
Auswirkungen verschiedener Lagerungstemperaturen auf die Gerinnungsaktivitdit von kaninen
Vollblutkonserven zu untersuchen und idealerweise die zugrundeliegenden Mechanismen

aufzudecken, werden weitere tiermedizinische Studien tiber langere Zeitraume benotigt.

Beziiglich der Medienunterschiede fand sich, bis auf die dieser Dissertation vorangegangene Arbeit von
Lehmann (32), keine veterindrmedizinische Arbeit zu dieser Thematik. Besagte Dissertation konnte bis
auf eine geringflgige (ca. 4 %) aber signifikante Erniedrigung des ,alpha-angles” in der VB-PAGGS-
Gruppe gegenlber der VB-Gruppe keine Unterschiede in den  durchgeflihrten
thrombelastographischen ~ Untersuchungen  nachweisen. Darlber hinaus kamen zwei
humanmedizinischen Studien beim Vergleich von Medien ebenfalls nur zum Nachweis geringfligiger
Unterschiede. Eine dritte Studie fand hingegen vereinzelte Unterschiede bei den Faktoraktivitdten und
einzelnen viskoelastischen Parametern. So fanden Meledeo et al. (491) bis auf eine signifikante
Erhéhung der MCF im EXTEM-Assay der Thrombelastometrie von Citrat-Phosphat-Doppeldextrose
(CP2D) im Vergleich zu den anderen untersuchten Antikoagulanzien/Nahrmedien am dritten und 28.
Tag der Lagerung keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der untersuchten Parameter
(Thrombingeneration, Thrombelastometrie (EXTEM, INTEM, FIBTEM), Thrombozytenaggregation und -
Kollagen-Bindungs-Assays). Verglichen wurden hierbei mit CPD, CP2D und CPDA-1 versetzte, gekiihlte
Vollblutkonserven (iber eine 35-tdgige Lagerungsdauer. Die konstanten Werte in den FIBTEM-
Untersuchungen lassen hierbei annehmen, dass die oben beschriebenen Veranderungen durch
Veranderungen der Thrombozytenzahl- bzw. -funktion (491) und nicht durch Verdnderungen der
plasmatischen Gerinnung bedingt sind. Allerdings passt dies weder zu dem in den CP2D-Konserven der
Studie am frithesten (ab dem dritten Tag) auftretenden signifikanten Abfall der Thrombozytenzahl noch
zu der nachgewiesenen reduzierten Thrombozytenaggregation, die sich auch starker bei CP2D und
CPDA-1 zeigte, weshalb die Ursache fiir diese Veranderungen unklar ist. Eine zweite Studie (416) aus
dem Jahr 2023, bei der die Autoren dem mit CPDA-1 versetzten Vollblut zusatzlich zu konventionellen
Zusatzen (eine Puffersubstanz (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure),
Natriumchlorid, Acetylcystein, Mannitol, Adenin), verschiedene Apoptose- und Nekrose-Inhibitoren
zugaben, wies ebenso nur wenige Einflisse auf die untersuchten Parameter nach. Verglichen wurden
die einzelnen zugesetzten Medien mit einer Kontrolle, bei der den Vollblutkonserven statt der
Additiviosungen eine 0,9%ige Natriumchlorid-Losung hinzugefugt wurde. Wahrend der 21-tagigen
Lagerungsdauer wiesen die untersuchten Parameter tUber die Gruppen hinweg sehr dhnliche Profile

ihrer Entwicklung uber die Zeit und folglich keine signifikanten Unterschiede u. a. auch bei den
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angefertigten Thrombelastogrammen mit Kaolin als Aktivator auf. Die Ausnahme hiervon bildeten zum
Teil die Ergebnisse der Untersuchungen an den Thrombozyten. So zeigten die unterschiedlichen
Medien gegeniiber der Kontrolle transient am 14. Lagerungstag signifikant hohere
Thrombozytenzahlen, die Impedanz-Aggregometrie zeigte im Vergleich zur Kontrolle generell
erniedrigte Werte, die allerdings nur an einzelnen Tagen bei der Co-Stimulation mit ADP und Adrenalin
signifikant waren. Auch fanden sich signifikante Veranderungen zur Kontrolle bei den
Oberflichenmarkern der Thrombozyten. So wiesen die Thrombozyten in der Grund-N&hrldsung sowie
den zwei Gruppen mit Apoptose-Inhibitoren am 14. bzw. 14. und 21. Lagerungstag eine signifikant
hohere Expression von GP oy, auf. Dahingegen war die Phosphatidylserin-Prasentation in der
Kontrollgruppe am 14. Lagerungstag signifikant héher. Ausgepragte relevante Unterschiede auf die
plasmatische Gerinnung zwischen den Zusatzen konnten demnach in den beiden Studien nicht
nachgewiesen werden. Die dritte Studie von Schubert et al. (505) verglich als Hauptaspekt nebst dem
Einfluss des Zeitraums zwischen Vollblutentnahme und Leukozytenreduktion, den Einfluss der
Lagerung in CPD vs. CPDA-1 auf die Qualitatsparameter des Vollblutes. Bezlglich der hdmostatischen
Aktivitat fanden sich einzelne Unterschiede zwischen den beiden Medien bei der Messung von Faktor
I, Faktor V, Faktor VIII, der PT sowie bei viskoelastischen Gerinnungsparametern (CT, ,,alpha-angle”, CFT
und MA). Die Veranderungen zeigten hierbei kein einheitliches Muster, so lag der Gehalt von Faktor Il
und V im CPDA-1 konservierten Vollblut hoher. Hingegen war der Gehalt von Faktor VIII in den
Konserven mit CPD hoher, diese wiesen eine kiirzere PT sowie Uberwiegend bessere viskoelastische
Gerinnungsparametern auf. Zusatzlich waren diese Unterschiede wahrend der Lagerung transient,
traten haufig am Anfang der Lagerung auf und variierten zwischen den beiden zeitlichen

Filtrationsgruppen, weshalb die Autoren diese nicht als relevant einstuften.

Veterindrmedizinische Literatur zum Einfluss von unterschiedlichen Blutkonservenbeuteln auf die
hamostatische Aktivitdt von Vollblut und dessen Plasma liegen nach Wissen des Autors dieser Arbeit
nicht vor. Jedoch untersuchte eine humanmedizinische Arbeit zusétzlich im Rahmen einer anderen
Thematik den Einfluss zweier verschiedener Blutentnahmebeutel. Die beiden Beutelgruppen wurden
hierbei jeweils zusétzlich durch die Zeit bei Raumtemperatur zwischen Blutentnahme und
Leukoreduktion (friih/spat) unterteilt. Dariiber hinaus erfolgte eine Einteilung in (filtrierte) bzw. den
Anteil der nur gelagerten (unfiltrierten) Konserven. Nach der entsprechenden Behandlung wurden die
Beutel gekiihlt fur 21 Tage gelagert. Bei besagter Studie von Schubert et al. (492) wurden sowohl die
Gerinnungsfaktoren Faktor I, Faktor V, Faktor VIII und Fibrinogen als auch die PT bestimmt und eine
Thrombelastometrie durchgefiihrt. Allerdings wurden die Gerinnungsfaktoren, Fibrinogen und die PT
nicht in der ungefilterten Gruppe gemessen. Signifikante Unterschiede fanden sich bei diesem
Parameter lediglich in der frih filtrierten Gruppe am 7. und 21. Tag sowie in der spét filtrierten Gruppe

an Tag 21 der Lagerung, die Unterschiede beschrankten sich hierbei auf die CT. Diese gibt den Einfluss
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der Gerinnungsfaktoren an (497, 498, 503, 506, 507), was zu den zuvor beschriebenen Verdnderungen
wahrend der Lagerungszeit passen kdnnte. Da die Veranderungen aber nicht konstant waren, wurden

sie von der Arbeitsgruppe nicht als relevant angesehen (492).

2.5 Verfuigbarkeitsprobleme und Logistik von Blutprodukten

In der Humanmedizin erfolgt die Bereitstellung von Blutprodukten in Deutschland Uber
Spendeeinrichtungen (Blutspendedienste) des Deutschen Roten Kreuzes, staatlich-kommunaler
Dienste, von Universititen, der Bundeswehr, von Krankenhdusern sowie privater Anbieter. Uber diese
Systeme werden die Blutdepots (Blutbanken) der entsprechenden abnehmenden Institutionen
bestlickt und eine ausreichende Versorgung gewahrleistet (508). Trotzdem kommt es saisonal und lokal
zu Engpdssen (509-512). In der Tiermedizin gibt es in Deutschland kein vergleichbares System und die
Blutspenden missen ebenso wie die entsprechenden Blutbanken von den transfundierenden
Tierkliniken und Tierarztpraxen durchgefihrt bzw. aufrechterhalten werden. Auch im
veterindrmedizinischen Sektor kommt es in diesem Rahmen zu zeitweisen Reduktionen der
Spendebereitschaft (513). Zwar gibt es im europdischen Ausland kommerzielle Blutbanken (514, 515),
um etwaige Engpdsse zu mildern, jedoch ist hier mit entsprechenden Lieferzeiten und relativ hohen
Kosten zu rechnen. Dies bedingt einen hohen Aufwand. Zum einen missen die Tiere zur Blutspende
organisiert sowie deren Termine koordiniert werden. Durch die Tierkliniken gehaltene Hunde-
/Katzenkolonien zum Zweck der Blutspende, wie sie in einer Online-Umfrage unter 73, Gberwiegend in
den Vereinigten Staaten von Amerika gelegenen, Tierkliniken durch ca. 11 bzw. 40 % der Kliniken
angegeben wurden (371), sind in Deutschland nach Erfahrung des Autors sehr uniblich. Zum anderen
muss die Verwaltung des vorhandenen Blutproduktebestandes erfolgen. Hinzu kommen je nach
Vorgehensweise in diesen Bereichen rechtliche Voraussetzungen. Diese werden durch eine
entsprechende Leitlinie des BVLs (12), das Tierarzneimittelgesetz (TAMG) (516), die Verordnung der
Europdischen Union (EU) 2019/6 (517) sowie angrenzende Rechtsmaterie festgelegt. Zwar ist die
Leitlinie des BVLs in Bezug auf die Rechtsmaterie veraltet, da sie vor dem Inkrafttreten des TAMG
veréffentlicht wurde, kann/sollte jedoch hinsichtlich der geforderten Qualitdtsanspriiche und
Vorgehensweisen weiter Beachtung finden. Bei den unten genannten Notfallblutspenden gilt/galt die
Leitlinie hingegen ohnehin nicht (12). Wiederum ist unverarbeitetes Blut von den Bestimmungen des
TAMGs und der Verordnung (EU) 2019/6 nach deren Erwagungsgrund 10 sowie Artikel 2 Absatz 7
Buchstabe a) derselbigen ausgenommen, sofern es nicht vermarktet werden soll (517, 518). Die
Weiterverarbeitung zu Blutprodukten ist dariiber hinaus nach § 14 Absatz 2 Nr. 2 TAMG nicht
erlaubnispflichtig, solange die Anfertigung in einer tierdrztlichen Hausapotheke fiir die Patienten des
Tierarztes erfolgt und die Blutprodukte von ihm selbst oder unter Aufsicht durch Dritte angewendet
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werden (516). Zusatzlich missen die Bedingungen der Artikel 103 und 104 der Verordnung (EU) 2019/6
erfullt sein, die den (Versand-)Handel mit Tierarzneimitteln sowie die entsprechende Dokumentation
regeln (516, 517). Ein Inverkehrbringen von Blut und Blutprodukten hingegen bendétigt nach § 22
Absatz 1 TAMG (516, 518) eine Zulassung des Produktes sowie eine Herstellungserlaubnis nach § 28
Absatz 1 TAMG in Kombination mit Artikel 88 Absatz 1 der Verordnung (EU) 2019/6 (516-518).
Andererseits sind die fiir den Betrieb einer Blutbank nétigen technischen Gerate zur Aufbereitung und
Fraktionierung der gespendeten Konserven sowie deren Lagerung (Blutproduktkiihlschranke) mit
hohen (initialen) Investitionen verbunden (12, 18, 19, 21). Indes setzen aber nicht alle Institutionen
auch spezielles Equipment ein. So verwenden 38 % der Tierkliniken (371) bzw. 72 % der Tierarzte (482)
laut zwei Internet-gestiitzten Umfragen z. B. keine speziellen Einrichtungen zur Kihlung von
Blutprodukten.

Aus oben besprochenen Griinden werden in kleineren kurativen Einrichtungen meistens individuelle
Blutspenden von einem in der gegebenen Situation akquirierten Spendertier auf einen vorher
festgelegten Patienten tbertragen (Notfallblutspende) (519). In einer Umfrage unter 199 Tierarzten in
Australien gaben entsprechend ca. 68 % an, entnommenes Blut direkt zu Ubertragen (482). Bei
Notfallblutspenden kommt in aller Regel Vollblut zum Einsatz. Allerdings benétigt dieses Vorgehen Zeit
und ausreichend Personal, um parallel sowohl die Behandlung des Notfallpatienten als auch die
Blutspende zu realisieren (449). Zeitlich kann das Auffinden von Blutspendern schwierig sein.
Verscharft wird diese Problematik bei benétigten seltenen Blutgruppen (z. B. Blutgruppe Dal-negativ
des Hundes (520, 521)). Eine weitere Problematik in diesem Zusammenhang ist der Zeitaufwand von
der Gewinnung des Spenders bis zum fertigen Blutprodukt. Bei perakuten Prozessen (z. B.
Traumapatienten) kann diese Verzdgerung nicht toleriert werden. Chronisch kranke Patienten oder
Tiere vor elektiven Eingriffen erlauben im Gegensatz dazu langere Verzogerungen, was ein solches

Modell bei ihnen weniger problematisch macht.

Auch bei einer vorhandenen Blutbank ist eine durchgehende Versorgung nicht per se einfach. Die
Blutprodukte weisen nur eine begrenzte Haltbarkeit (s. 2.3 Arten von Blutprodukten, deren
Herstellung und Indikationen) auf, nach deren Ablauf die Konserven verworfen werden miissen. Eine
Verringerung des Ausschusses kann Uber ein System mit genereller Priorisierung der Verwendung von
alteren Blutkonserven im Gegensatz zu einem System mit Zustimmung zu alteren Konserven erreicht
werden. Dies fuihrt allerdings auch zum vermehrten Einsatz langer gelagerter Konserven (522).
Andererseits gaben in einer Online-Umfrage unter Tierkliniken 56 % der Hauser an, bei der Behandlung
von Hunden und Katzen grundsatzlich die alteste verfligbare Konserve einzusetzen (371). Die
Verwendung &lterer Blutkonserven bedingte in manchen Studien jedoch hoherer Inzidenzen von

Transfusionsreaktionen und hohere Schweregrade dieser Reaktionen (366, 367, 523) und wurde bei
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Hunden in Verbindung gebracht mit Storungen der Gerinnung sowie darlber hinaus mit einer
verringerten Uberlebensrate beim Vorliegen einer immunmediierten hamolytischen Andmie (524).

Deshalb muss eine bedarfsgerechte Produktion erfolgen, die auch unerwartete Bedarfsspitzen
miteinkalkuliert, ohne jedoch zu viele am Ende der Haltbarkeit zu verwerfende oder alt zu nutzende
Konserven zu generieren. Zur Verbesserung der Planbarkeit wurden in der Humanmedizin bereits
verschiedene Kinstliche Intelligenz-Modelle zur Vorhersage des Bedarfs entwickelt, bisher jedoch mit
maRigem Erfolg (525, 526). Alternativ werden in der Tiermedizin Ersatzprodukte fur herkdmmliche
Blutprodukte getestet, was langfristig die Chance bietet, die Acquisition von Material zu umgehen

(527).

Insgesamt bedingen die oben genannten Punkte wiederkehrende Engpéasse bei der Verfiigbarkeit von

Blutprodukten in der Tiermedizin, speziell im Bereich von Notfallpatienten.

Aus diesem Grund sind Strategien zur bestmoglichen Verfligbarmachung von Blutprodukten sowie
Verwendung der vorhandenen Blutprodukte essenziell. Grundsatzlich senkt ein rationaler Umgang mit
Blutkonserven und entsprechende Vorbereitungen (Unterstiitzung der Himatopoese) der Patienten
den Bedarf an Blutkonserven, wie in der Humanmedizin an Patienten mit herzchirurgischen Eingriffen
gezeigt werden konnte. Die MaRnahmen waren hierbei teils eines Patienten Blut Management
Strategie (528). Eine solche Strategie kann hierbei viele weitere Strategien wie ein
Andamiemanagement oder Optimierungen der Gerinnungsaktivitdit umfassen (529). Auch kdénnen
Autotransfusionssysteme eingesetzt werden. Zwar konnten diese in einer Studie an einer
Uberweisungstierklinik keine Reduktion der homologen kaninen Bluttransfusionen zeigen, jedoch ist
aufgrund eines Anstiegs der Gesamttransfusionszahl bei Konstantbleiben der homologen
Bluttransfusionen von einem insgesamt Bluttransfusions-sparenden Effekt auszugehen (530). Eine
weitere wichtige MalRnahme ist die optimale Ausnutzung jeder gewonnenen Blutspende. Da nicht
jeder Patient grundsatzlich jeden Blutbestandteil des Vollblutes bendtigt, kann mit einer gespendeten
Vollblutkonserve mehreren Tieren mit unterschiedlichen Blutprodukten spezifischer geholfen werden.
Dies erhoht die Effektivitat und senkt zusatzlich das Risiko fir Transfusionsreaktionen (14, 15). Die
Risikoreduktion ergibt sich u. a. durch die reduzierte Transfusionsmenge (15). Einschrankend sei
vermerkt, dass eine Reduktion der Rate an Transfusionsreaktionen in einer kirzlich veroffentlichten
Studie bei Hunden jedoch nicht nachgewiesen werden konnte (367). Zusétzlich steigt die Haltbarkeit
einzelner Komponenten an, wenn sie von den Ubrigen Blutbestandteilen getrennt werden. Besonders
deutlich wird dieser Effekt bei Plasmaprodukten, die danach eingefroren werden und wie oben
angegeben (s. 2.3 Arten von Blutprodukten, deren Herstellung und Indikationen) bis zu mehreren

Jahren haltbar sind. Auch ist eine Verldangerung der moglichen Lagerungsdauer von
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Erythrozytenkonzentraten Uber die Haltbarkeit von konservierten Vollblutkonserven hinaus maglich

(s. 2.3 Arten von Blutprodukten, deren Herstellung und Indikationen).

AuBerdem konnte in einer kirzlich veroffentlichten Studie von Edwards et al. gezeigt werden, dass die
Kombination aus Erythrozytenkonzentrat und FFP im Vergleich zu gekiihltem Vollblut nach Aufhebung
eines hamorrhagischen Schocks bei Hunden signifikant héhere mittlere arterielle Driicke (MADs)
erzeugte. Jedoch fanden sich zum Ende der Beobachtungsperiode bei dem rekonstituierten Blut

niedrigere Alouminkonzentrationen im Blutplasma (531).

Dies scheint im Gegensatz zu Untersuchungen in der Humanmedizin zu stehen, die eine Reduktion der
Mortalitat beim Einsatz von konserviertem Vollblut im Vergleich zu einer Blutkomponententherapie
bei traumatisch bedingten Blutungen zeigen konnten (532, 533) sowie der aus dieser Beobachtung
abgeleiteten veterindarmedizinischen Empfehlung Vollblut als Volumenersatz bei kaninen
hdmorrhagischen Schockzustdnden zu verwenden (458, 534). Wobei letztere Empfehlung auf dem
haufigen Verbluten als Todesursache (folglich einem hamorrhagischen Schockgeschehen) von

Militarhunden fuBt (535).

Die Verwendung von fraktioniertem Blut weist eben jedoch auch Probleme auf. So ist die
Rekonstitution von Vollblut aus einzelnen Blutprodukten teurer (s. 0.). Des Weiteren ist es durch
Wartezeiten (s. u.), den notigen Einsatz von mehr verschiedenen Konserven (352, 536), das hohere
Infektionsrisiko durch den vermehrten Kontakt zu Spendern (536, 537) sowie die unphysiologische
Zusammensetzung des rekonstituierten Blutes (352, 538, 539) aufwandig bzw. nachteilig. Auch werden
normalerweise gefrorene Plasmaprodukte mittels eines Wasserbades oder eines entsprechenden
Gerates unter Einsatz von warmem Wasser in einem geschlossenen System aufgetaut (Trockensystem)
(531, 540), was Zeit in Anspruch nimmt (25). In einer Notfallsituation kann es dabei zu kritischen
Verzoégerungen kommen (20, 541, 542). Aus diesem Grund werden Plasmakonserven teils im Voraus
aufgetaut, was das Risiko eines spateren ungenutzten Verwurfs bedingt (541). Hinzu kommt ein
schnellerer Verlust von hamostatischen Proteinen sowie eine erhohte Gefahr eines Sterilitdtsverlusts
(20, 541). Als Alternative stehen Mikrowellen-basierte Systeme zur Verfugung, welche die
Plasmakonserven schneller auftauen (20, 21, 541, 543). Jedoch zeigten sich variable Ergebnisse
beziglich der hdamostatischen Aktivitat der kaninen Konserven nach dem Auftauen, wobei der
Vergleich zwischen den Studien aufgrund der abweichenden Methodik schwierig ist (21, 543, 544).
Zudem fand sich in einer Studie eine teilweise Triibung der Konserven, die vereinzelt mit der Bildung
von Prézipitaten einherging, was auf eine mégliche lokale Uberschreitung einer kritischen

Temperaturschwelle hinweist (21, 513).
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Ein alternativer Lésungsansatz, um eine Zeitverzégerung durch das Auftauen zu umgehen bzw. eine
Alternative (bis zur Verfugbarkeit der aufgetauten Konserven) zu haben, ist der Einsatz nicht
gefrorener Plasmaprodukte (,Liquid-Plasma“, s. 2.3 Arten von Blutprodukten, deren Herstellung und
Indikationen) (27, 465, 542, 545, 546) oder von aufgetauten und anschlieRend gekuihlt gelagertem FFP
(20) bzw. FP (451)(s. auch 2.3 Arten von Blutprodukten, deren Herstellung und Indikationen). So eignet
sich , Liquid-Plasma“ in der Humanmedizin zum Beispiel zur Behandlung von durch Cumarinderivaten
verursachten Blutungen und wird dariiber hinaus bei aktiven Blutungen z. B. nach Traumata eingesetzt
(465). Dartiber hinaus konnten zwei humanmedizinischen Studien keinen Unterschied in der Mortalitat
innerhalb der ersten 24 Stunden zu aufgetauten Plasmaprodukten finden (545, 546). Eine dieser
Studien konnte auch keinen Unterschied in der Gesamtmortalitdt, nebst anderen wichtigen
Parametern, feststellen (546). In einer 2020 veroffentlichten Studie von Beattie et al. konnten dariber
hinaus bei Massentransfusionen Hinweise auf positive Einflisse hinsichtlich des Outcomes der

Patienten gefunden werden, wenn ,Liquid-Plasma“ statt FFP eingesetzt wurde (542).

Entsprechend der moglichen Herstellung von ,Liquid-Plasma“ aus konservierten Vollblutkonserven
(464, 465) ist die hamostatische Aktivitat des Plasmaanteils dieser von Bedeutung. In der Tiermedizin
gibt es hierzu nach Wissen des Autors nur ganz vereinzelte Studien (28-30), die jedoch die Inhibition
der Gerinnung und die Fibrinolyse nicht betrachten. Darlber hinaus gibt es keine vergleichenden
Untersuchungen beim Einsatz verschiedener Ndahrmedien. Im Rahmen dieser Arbeit sollten diese
Bereiche untersucht werden. Eine Restaktivitdt im Bezug zur Ausgangsaktivitit der pro- und
antikoagulatorischen Proteine von 50 % oder mehr am flinfzehnten Lagerungstag wurde ebenso wie
ein fehlender signifikanter Unterschied der Aktivitaten zwischen den Nahrmedien als Hypothese

angenommen. Die Ausnahme beziiglich Faktor V wurde in der Einleitung entsprechend diskutiert.
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3. Eigene Untersuchungen
3.1 Material und Methoden

Das Probenmaterial der vorliegenden Untersuchungen wurde im Rahmen eines vorangegangenen
Dissertationsprojektes (32) gewonnen. Die entsprechende Studie ist hierbei beim Regierungsprasidium
GieBen unter dem Aktenzeichen V 54 - 19 ¢ 20 15 h 02 Gl 18/17 kTV 16/2020 vermerkt.

Zwischen dem 13. Januar und 1. Mdrz 2021 wurden hierfir im Rahmen des freiwilligen
Blutspendeprogramms der Klinik fir Kleintiere der Justus-Liebig-Universitdt GieRen 21 gesunde Hunde

rekrutiert, deren Besitzer zuvor in das Prozedere eingewilligt hatten.

Ziel der entsprechenden Probenentnahme war, nebst dem eigentlichen Thema der Arbeit, die
Gewinnung von Plasmaproben zur Untersuchung des Einflusses zweier Konservierungsmedien CPD
bzw. PAGGS-M auf die Aktivitdt von Gerinnungsfaktoren und natiirlichen Gerinnungsinhibitoren des
Plasmaanteils von Vollblutkonserven wahrend einer 28-tagigen Lagerung bei vier Grad Celsius (°C).

Um interindividuelle Unterschiede in den Gerinnungseigenschaften der Tiere auszugleichen (15, 21),

kamen Poolproben von jeweils drei Tieren zum Einsatz.

3.1.1 Blutspende
3.1.1.1 Einschlusskriterien
Als Einschlusskriterien der Versuchstiere wurden folgende Voraussetzungen festgesetzt:

1. Hunde zwischen einem (Tier muss ausgewachsen sein) und zehn Jahren

2. Korpergewicht > 27 Kilogramm (kg) (Voraussetzung: physiologischer ,,Body Condition Score”
(BCS))

3. Ruhiger Habitus (Spende ohne Sedation moglich)

4. Ausfuhrliche Anamnese (angelehnt an die Leitlinien zur Gewinnung, Lagerung, Transport und
Verabreichung von Blut und Blutprodukten im Veterinarbereich (12))

5. Impfung nach dem Schema der Standigen Impfkommission Veterinarmedizin (StIKo Vet)
sowie Entwurmung entsprechend der Leitlinien der European Scientific Counsel Companion
Animal Parasites (ESCCAP) Guidelines

6. Klinische Untersuchung ohne besonderen Befund

7. Hamatologie und klinisch chemische Untersuchung (einschlieBlich C-reaktivem Protein) ohne

besonderen Befund
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Als Ausschlusskriterien der Versuchstiere wurden folgende Punkte festgelegt:
1. (Vorangegangene) Trachtigkeit
2. Grunderkrankungen mit Beeinflussung der Gerinnung
3. Vorherige Verabreichung von Blutprodukten
4

Auslandsaufenthalte (nach Abwagung)

Die Festlegung des Gewichts fiir die kaninen Spender auf Gber 27 kg wurde durch die verhaltnismaRig
groRe bendtigte Blutmenge (s. 3.1.1.4 Gewinnung des Blutprodukts) bedingt und stellte eine, wie zuvor

beschrieben, tolerable Kreislaufbelastung der Tiere sicher (345, 547, 548).

Der Ausschluss von trachtigen Tieren zielte darauf ab, diese keiner zusatzlichen, nicht notwendigen
Kreislaufbelastung auszusetzen. Dariliber hinaus diente der Ausschluss von zuvor trachtigen Tieren dem
Ziel, etwaige anhand der Blutgruppe nicht zu erwartende Inkompatibilititen durch eine
Alloimmunisierung wahrend der Trachtigkeit zu vermeiden. Dies hatte beim anschlieBenden Pooling (s.
3.1.2 Erstellung der Probenpools) Probleme verursacht. Allerdings handelte es sich um eine reine
Vorsichtsmalnahme, da eine fetomaternale Alloimmunisierung im Vergleich zum beispielsweise
Mensch (549) und Pferd (550, 551) beim Hund bisher nicht nachgewiesen werden konnte (552-554).

In Hinblick auf mogliche nicht bekannte Blutgruppen-Antigene erschien dies nichtsdestotrotz sinnvoll.

Aufgrund der Gefahr der Alloimmunisierung wurden ebenso Hunde ausgeschlossen, die zuvor
Blutprodukte verabreicht bekamen, da dieses Phdanomen bei selbigen im Rahmen von Transfusionen

gut beschrieben und zu erwarten ist (555-558).

Tiere mit Auslandsaufenthalten sollten zur Risikominimierung von subklinischen Infektionen mit
Vektor-ubertragenen Erkrankungen vermieden werden, stellten jedoch nach Abwagung der zu

erwartenden Expositionsgefahr (Aufenthaltsort, Prophylaxe) keine absolute Kontraindikation dar.

3.1.1.2 Gesundheitspriifung der Versuchstiere

Alle verwendeten Tiere waren bekannte Spender im Rahmen des Blutspendeprogrammes, die an den
Ablauf der Blutspende bereits gewdhnt waren. Um die Belastung der Tiere weiterhin zu reduzieren und
tiberflussige Zeit zwischen Ankunft und den Blutentnahmen zu vermeiden, wurden entsprechend dem
tiblichen Ablauf samtliche Blutspenden nur nach Terminvergabe in einem extra fiir Blutspenden
vorgesehenen Raum durchgefiihrt. Nach Betreten des Raumes erhielten die Tiere eine
GewoOhnungszeit von wenigen Minuten. Zur Bestatigung der Einschlusskriterien wurde vor jeder

Spende von den Besitzern ein Anamnesebogen ausgefiillt.
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Im Anschluss an die Gewdhnungsphase wurden die Tiere klinisch untersucht. Danach wurde bei den
Hunden eine periphere Venenpunktion mittels einer 21 Gauge (G) Kaniile durchgefiihrt. Voraussetzung
hierfir war, dass sich anamnestisch und klinisch keine Hinweise ergaben, die der Blutspende
entgegenstanden. Verwendet wurden die Vena cephalica antebrachii oder die Vena saphena lateralis
nach vorherigen aseptischen MaRnahmen am Ort der Punktion (Scheren, Desinfektion mittels 2-
Propanol*). Die Hunde standen wihrend der Probenentnahme, wobei der Besitzer zur Beruhigung am
Kopf des Tieres positioniert war. Entnommen wurden insgesamt zwolf Milliliter (ml), die sich wie folgt

aufteilten:

2 x 1,3 ml Lithiumheparin-Réhrchen?

2 x 1,3 ml EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)-Réhrchen?
4 x 1,3 ml Citrat-Réhrchen*

1 x 1,6 ml Hirudin Monovette® (32)

Die Abfolge der Blutentnahme entsprach hierbei der Abfolge der Auflistung.

3.1.1.3 Weitere Verarbeitung und Messung der Proben

Das erste der beiden Lithiumheparin-Réhrchen wurde im Rahmen des vorherigen
Dissertationsprojektes initial verwendet, um eine Blutgasanalyse® durchzufiihren. Die Messung erfolgt
hierbei innerhalb von vier Minuten. Der Rest der Probe wurde anschlieRend fir die
Thrombozytenfunktionsanalyse verwendet. Das zweite Rohrchen wurde fir die klinische Chemie

eingesetzt, welche an einem automatisierten klinisch chemischen Analyser’ gemessen wurde.

Eines der EDTA-RGhrchen wurde unverarbeitet belassen. Das zweite Rohrchen wurde zentrifugiert, um
Plasma und die zelluldren Bestandteile voneinander zu trennen. Das unverarbeitete EDTA-R6hrchen
wurde fir die Himatologie verwendet. Zum Einsatz kam hierfiir das Hamatologiesystem ADVIA® 2120i
(Softwareversion 6.11.7)8 (32). Insofern die Blutgruppe bei vorherigen Spenden nicht ermittelt wurde,
wurde diese aus derselben Probe per immunchromatographischem Schnelltest® bestimmt. Aus dem

Plasma der abzentrifugierten Probe wurde im Rahmen der vorherigen Arbeit der Gehalt an freiem

! Isopropyl-Alkohol, Henry Schein VET GmbH, Hamburg, Deutschland

2 Mikro-ProbengefaR 1,3 ml Lithiumheparin, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland
3 Mikro-ProbengefaR 1,3 ml EDTA KE, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

4 Mikro-ProbengefiR 1,3 ml Citrat 3,2%, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

5 S-Monovette Hirudin 1,6 ml, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

6 cobas® b 123 System, Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, Deutschland
7 ABX Pentra 400, HORIBA ABX SAS, Montpellier, Frankreich

8 ADVIA® 2120i, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland

9 Lab Test Blood Typing Canine, Alvedia, Limonest, Frankreich
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Hamoglobin gemessen. Verwendet wurde hierfiir ein Kiivettensystem®® (32). Des Weiteren wurde fiir
die vorherige Arbeit der Ammoniakgehalt des Plasmas bestimmt. Dies erfolgte mittels eines
mehrschichtigen  analytischen  Films!!, welcher mit dem zugehérigen automatisierten
trockenchemischen Analysegerit'? ausgelesen wurde (32). Aufgrund der Labilitit des Ammoniaks

betrug die Zeit zwischen Entnahme und Messung der Probe maximal finf Minuten (32).

Die citrierten Proben wurden auf drei Gruppen aufgeteilt. Ein Citrat-Rohrchen wurde in der vorherigen
Studie fir eine TEG verwendet. Verwendet wurde hierbei das an der Institution zuvor beschriebene
Protokoll (559). Ein weiteres Citrat-Rohrchen wurde wie weiter unten beschrieben fir die
Thrombozytenfunktionsanalyse aufbewahrt. Die zwei librigen Proben wurden fir die weiteren
Untersuchungen asserviert. Hierzu wurden sie mittels zweifacher zehnminiitiger Zentrifugation® bei
806 g und Uberfiihren des Plasmaiiberstandes zwischen den Zentrifugationsschritten in ein neues
Behiltnis** aufbereitet (32). Die doppelte Zentrifugation diente hierbei der méglichst vollstindigen
Entfernung von Thrombozyten und Mikrovesikeln von Thrombozyten (287). Die Zentrifugationskraft
entsprach hierbei nicht den vom CLSI zu diesem Zeitpunkt empfohlenen 1500 g. Jedoch wurde auf die
Moglichkeit der Etablierung alternativer Zentrifugationsprotokolle hingewiesen, solange diese einen
Thrombozytengehalt von < 10 x 10° Thrombozyten pro Liter garantierten (560). Diese
Qualitatsanforderung konnte wie zuvor beschrieben mittels unseres Protokolls eingehalten werden
(561). Nach bis zu 21-tagiger Lagerung bei -30 °C in einem Blutplasmafroster®> wurden die Proben in

einen Gefrierschrank mit -80 °C tiberfihrt (32).

Die hirudinierte Probe wurde im Rahmen der vorangegangenen Studie ebenso fir die
Thrombozytenfunktionsanalyse verwendet. Zum Einsatz kamen bei allen Untersuchungen hierbei ein
auf ADP sowie ein auf Kollagen basierender Test in einem Impedanzaggrometrie-System?® (32). Die

Untersuchungen erfolgten alle nach vierzigminiitigem Ruhen des Blutes (32).

Die Héamatologie, Klinische Chemie sowie die Blutgruppenbestimmung wurden durch die
Mitarbeiterinnen des Zentrallabors der Klinik fiir Kleintiere — Innere Medizin durchgefiihrt. Die TEGs
und Thrombozytenfunktionsanalyse erfolgten durch den Verfasser der vorangehenden Dissertation

(32).

19 HemoCue® Plasma Low Hb Analyser, HemoCue AB, Angelholm, Sweden

1 NH3-PII FUJI DRI-CHEM SLIDE, FUJIFILM Corporation, Tokio, Japan

2 FUJI DRI-CHEM NX500i, FUJIFILM Corporation, Tokio, Japan

13 MIKRO 120, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

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

5 FROSTER BL 730 PRO-ACTIVE, Philipp Kirsch GmbH, Willstitt-Sand, Deutschland

16 Multiplate Analyzer, Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, Deutschland
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3.1.1.4 Gewinnung des Blutprodukts

Fur die eigentliche Blutspende wurde eine der beiden Venae jugulares punktiert, wobei sich das
manuell an den GliedmaRen fixierte Tier in der kontralateralen Seitenlage befand. Um auch im
eigentlichen Prozess der Blutentnahme die Aufregung des Tieres zu reduzieren, erfolgte ein ,,medical
training”; wahrend der Vorbereitung und der Durchfiihrung der Spende wurde/n die Besitzerln des
Tieres erneut am Kopf positioniert, hiermit wurde die Mdoglichkeit einer physischen und verbalen

Interaktion mit dem Tier geschaffen.

Die aseptische Vorbereitung der Punktionsstelle erfolgte dreischrittig. Zunéchst wurde die betreffende
Region ausgeschoren. Im zweiten Schritt wurde das Hautfett sowie Schmutz, der nach dem Scheren
verblieben war, entfernt. Hierfiir wurde erneut 2-Propanol® verwendet. Der letzte Schritt bestand
aufgrund der Herz-nahen GefaRpunktion in einer erneuten Desinfektion. Hierzu wurde zweimal im
Abstand von dreiRig Sekunden eine alkoholische Povidon-Jod-Lésung!’ aufgetragen (32). Nach
anschliefender dreiBigsekiindiger Wartezeit erfolgte die Punktion. Diese stellt den Startzeitpunkt der

Dauer der Blutspende dar.

Hierzu wurde die zu dem Erythrozytenkonzentrat-Inlinesystem®® gehérige Punktionsnadel (16 G) in die
von einer Hilfsperson im Bereich der Apertura thoracis cranialis gestaute Jugularvene eingefihrt (32).
Der ausgepragte Scharfegrad der Kaniile sorgte hierbei fir eine geringe Schmerzhaftigkeit. Ziel war eine
Entnahme von 450 ml Vollblut, was einem Hochstvolumen von fiinfzehn ml pro Kilogramm entsprach.
Zu groRe oder kleine Volumina wurden durch das Wiegen des Blutbeutels wahrend der Spende tber
eine Blutmischwaage'® verhindert. Die Blutspende endete mit dem Ziehen der Kaniile aus der
Jugularvene nach Aufhebung der Stauung des GefdRes. In den letzten Momenten der Blutspende
wurden 0,5 ml fir die Durchfiihrung einer Blutgasanalyse aus einem alternativen Entnahmeweg des
Blutbeutels entzogen. Die Dauer des Prozederes wurde festgehalten. AnschlieRend wurde Druck auf
das Gefdl ausgelbt. Ziel dieser MaBnahme war es, das Austreten von Blut nach auRen oder in das
umliegende Gewebe zu reduzieren (32). Verwendet wurden hierfiir mit einer wassrigen Povidon-Jod-
Loésung® getrankten Kompressen. Die Tiere mussten bis auf die letzten beiden Minuten der
Kompression weiterhin in Seitenlage liegen, danach war eine Positionierung in der Brust-Bauch-Lage
méglich. Die erste Uberpriifung der Punktionsstelle erfolgte fiinf Minuten nach Ende der Entnahme.
Bei ausgepragtem Auftreten der zuvor genannten Verdnderungen wurde dariber hinaus ein

Schutzverband eingesetzt. Der Verband wurde hierbei zwei Stunden belassen.

7 Braunoderm®, B.Braun SE, Melsungen, Deutschland

18 COMPOSELECT 4F T&B 63CPD/SAG-M RCC+PDS-V, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

19 Compoguard®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

20 Braunol®, B.Braun, Melsungen, Deutschland
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Alle Tiere erhielten nach der ersten Kontrolle der Entnahmestelle eine kleine Menge Hundefutter. Dies
sollte eine positive Assoziation zu dem Vorgehen schaffen. Eine zweite Kontrolle der Entnahmestelle
erfolgte im Anschluss an die Verabreichung des Futters. Ebenso schloss sich eine klinische

Untersuchung an.

Um eine zusédtzliche Belastung des Kreislaufsystems nach der groBvolumigen Blutentnahme zu
vermeiden, wurde den Besitzerlnnen abgeraten, den Hund am selbigen Tag schweren korperlichen
Aktivitaten auszusetzen. Dariber hinaus wurde auf die Notwendigkeit einer tierdrztlichen
Untersuchung bei auftretenden Auffalligkeiten hingewiesen. Etwaige Probleme nach der Blutspende

wurden bei den Besitzerlnnen am néchsten Tag abgefragt. Hierzu wurden die Besitzer angerufen.

3.1.2 Erstellung der Probenpools

Die mit ca. 450 ml beflllte Blutkonserve wurde nach der Spende mit dem Ziel einer optimalen
Verteilung des Antikoagulans im Blutvolumen fir weitere finf Minuten auf der Blutmischwaage
belassen und anschlieRend deren Gewicht? und Temperatur bestimmt. Die Umrechnung des
Gewichtes der Konserve auf ein entsprechendes Volumen erfolgte anhand des in der Literatur fir
Vollblut beschriebenen spezifischen Gewichts in Gramm (g) pro Milliliter von 1.058 (562, 563). Mit
einer zeitlich dokumentierten Verzogerung erfolgte die Weiterverarbeitung zu den fur die Studie
verwendeten Gruppen (Pools). Die Weiterverarbeitung ist hierbei zu Ubersichtszwecken in Abbildung
1 dargestellt. In der Zwischenzeit wurde die Temperatur der Konserven ziigig normiert reduziert. Ziel
war eine Konserventemperatur von 20 °C. Wobei die tatsachlich erreichten Temperaturen tGberpriift
und festgehalten wurden. Verwendet wurde hierfir ein fur diesen Zweck vorgesehenes Kiihlsystem fuir

Blutkonserven?2,

Erythrozytenkonzentrat-Inlinesysteme?® wurden im Weiteren fiir die Gruppenbildung von jeweils drei
Tieren verwendet. Das Pooling wurde durchgefiihrt, um wie bereits oben erwahnt (s. 3.1 Material und
Methoden) etwaige interindividuelle Unterschiede in der Thrombozytenfunktion und plasmatischen
Gerinnung auszugleichen. Aus den leeren Blutbeutelsystemen wurden hierflir zundchst die
Stabilisatoren und die N&hrlosung unter sterilen Kautelen entfernt (32). AnschlieRend wurde der
Poolbeutel nacheinander mit den drei von den Spendertieren gewonnenen Blutkonserven verbunden
und jeweils ein Blutvolumen von 220 ml Gbertragen. Es wurden ausschlieflich Hunde mit gleicher

Blutgruppe (Dog Erythocyte Antigen 1.1 (DEA 1.1)) fur einen Pool kombiniert, um immunologische

21 Laborwaage Typ BP6100-0CE, Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG, Géttingen, Deutschland

22 CompoCool Kiihlelement, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

23 COMPOSELECT 4F T&B 70CPD/PAGGSM RCC+PDSV, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
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Reaktionen zu vermeiden. Die Ubertragung wurde hierbei durch sterile Konnektierung des Poolbeutels
mit den Spenderkonserven mittels einer Heidelberger Verlingerung?® erreicht. Die sterile
Konnektierung erfolgte mittels eines kommerziellen Schlauchverbindungssystems®. Nach jeder
Ubertragung wurden die Beutel mit einem Schlauchversiegler wieder voneinander getrennt, bevor der
nachste Beutel angeschlossen wurde. Das Endvolumen des Poolbeutels betrug nach den
Ubertragungen 660 ml. Die vollstindige Vermischung der Blutanteile wurde anschlieRend durch eine
fiinfminitige Lagerung auf einer Blutmischwaage?® sichergestellt. Insgesamt wurden auf diese Weise

sieben Poolbeutel generiert.

AnschlieRend wurden aus jedem Poolbeutel zwei leere 150 ml Transferbeutel?” mit fiinfzig Milliliter des
Poolgemischs gefiillt. Fiir die Ubertragung wurde dasselbe Verfahren verwendet, wie fiir die Befiillung
der Poolbeutel oben beschrieben. Das restliche Volumen der Poolbeutel wurde im Rahmen einer
anderen  Forschungsarbeit verwendet. In die Transferbeutel wurde zusédtzlich ein
Blutentnahmesystem?® integriert, um eine einfache und sterile Probenentnahme im Verlauf des

Versuchs zu ermoglichen.

Jeweils einer der Transferbeutel wurde ohne weitere Aufarbeitung belassen. Dieser Beutel wurde im
Folgenden als VB(-Beutel) gehandelt. Dem zweiten Beutel wurde die Additiviosung PAGGS-M (aus dem
zweitem Mehrfachbeutelsystem entnommen (s. 0.)), mit dem Ziel der Haltbarkeitsverbesserung der
Erythrozyten, zugesetzt und dieser anschlieBend mit VB-PAGGS(-Beutel) gekennzeichnet. Verwendet
wurden elf Milliliter der Additiviosung, deren Zusammensetzung im Folgenden aufgefiihrt ist. Die
zugegebene Menge PAGGS-M entsprach hierbei verhdltnismaRig der Menge, die der
Erythrozytenmasse in einem konventionellen Erythrozytenkonzentrat gewonnen aus der

entsprechenden Vollblutmenge mit CPD als Antikoagulans zugesetzt worden ware.

Zusammensetzung PAGGS-M-Additiviosung auf 100 ml:

— Dinatriumhydrogenphosphat 0,1432 g
— Natriumdihydrogenphosphat 0,1255¢g
— Adenin 0,0194 g
—  Glukose-Monohydrat 0,9400 g
— Guanosin 0,0408 g
— Natriumchlorid 0,4209 g

24 Verlangerungsleitung Typ Heidelberger, 3 x 4,1 mm, 140 cm, B. Braun Deutschland GmbH & Co. KG,
Melsungen, Deutschland

25 CompoDock, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

26 MW5001 electronic, Biotrans GmbH, Dreieich, Deutschland

27 Teleflex Transfer Bag 150 ml Transferbeutel, Terumo Corporation, Tokyo, Japan

28 Sampling Coupler, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

46



3. Eigene Untersuchungen

— Mannitol 1,0000 g

— Aqua ad iniectabilia ad 100 ml

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 Pool 6 Pool 7

VB races
Abbildung 1: Graphische Darstellung der hierarchischen Probenaufbereitung der Blutprodukte. Abkiirzungen:

VB = Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VB-PAGGS = VB mit zusatzlichem/r Phosphat, Adenin,
Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol (PAGGS-M).

3.1.3 Aufbewahrung der Transferbeutel und Probenentnahme

Die unterschiedlich konservierten, mit Vollblut gefillten Transferbeutel wurden ab dem Zeitpunkt ihrer
Herstellung, wie in Blutbanken (blich, vertikal in daflr vorgesehenen Vorrichtungen in einem
Blutkonserven-Kiihlschrank? aufbewahrt. Die Lagerungstemperatur betrug 4 °C, wobei eine konstante

Temperatur durch eine elektronische Programm-basierte*® Uberwachung sichergestellt wurde.

Eine flunfmalige Invertierung der Transferbeutel alle zwei Tage stellte sicher, dass es zu keiner
ausgepragten Sedimentation der zelluldren Blutbestandteile kam. Dies sicherte die Verfugbarkeit der
mit dem Blut zugesetzten N&hrstoffen fir alle Zellen und verhinderte andererseits eine dauerhafte
Kompartimentierung der Zellen. Eine Kompartimentierung hatte zu ungleichmaRigen Einflissen auf die

Zellen geflhrt.

Mittels einer Injektionsnadel (21 G) wurden aus den Entnahmesystemen unter sterilen Kautelen
Blutproben fiir Analysen wahrend der Lagerung entnommen, wobei sich die Zeitpunktangaben auf die
Tage nach der Herstellung der Transferbeutel beziehen. Folgende Untersuchungen wurden im Verlauf
der Tage, wie oben beschrieben (s. 3.1.1.3 Weitere Verarbeitung und Messung der Proben),

durchgefiihrt:

29 Kirsch BL-720, Philipp Kirsch GmbH, Willstitt-Sand, Deutschland
30 Kirsch Datanet, Philipp Kirsch GmbH, Willstitt-Sand, Deutschland
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Probenentnahme- | 0 1 3 5 10 15 21 28
Zeitpunkt (in
Tagen)
Parameter
Ammoniak X X X X X X X X
Blutgasanalyse X X X X X X X X

>
>
>
>
>
>
>
>

Hamatologische
Untersuchung

Freies Himoglobin
Klinische Chemie (s. u.)
Thrombozytenfunktion
Thrombelastographie
Sterilitdtskontrolle
Asservierung Proben
flr vorliegende Arbeit
Tabelle 1: Durchgefiihrte Untersuchungen/Verrichtungen zu den jeweiligen Probenentnahmezeitpunkten.

XX [ XX
XX XX
XX [ XX

XX |X|X|[X|X
XX |X|X|[X|X
XX |X|X[X|X
XX |X|X|[X|X
XX |X|X|X|X

X X X

Fiir die Sterilitatskontrolle wurde jeweils ein steriles ProbengefaR3! mit 0,5 ml des Vollblutes gefiillt.

Detaillierte Beschreibungen zu den einzelnen Verfahren sowie deren Ergebnisse finden sich in der
vorangegangenen Dissertationsschrift. Im Folgenden soll ausschlieRlich auf die Testverfahren
eingegangen werden, die fur die vorliegende Arbeit verwendet wurden. Die hierflr asservierten
citrierten Proben wurden nach einer doppelten Zentrifugation und Umfillung in ein neues
Probenrohrchen erst bei -30 °C eingefroren, bis sie nach spatestens 21 Tagen bei -80 °C bis zur

Gerinnungsanalytik tiefgefroren wurden.

3.1.4 Gerinnungsdiagnostik
Um eine globale Ubersicht {iber die Gerinnungseigenschaften der Blutkonserven zu erhalten, wurden
folgende Parameter aus den flr die Gerinnungsanalytik asservierten Plasmaproben bestimmt:

1. (prokoagulatorische) Faktoren:

a. FaktorV (FV)

b. Faktor VII (FVI)

c. Faktor ViII (FVIN)

d. Faktor IX (FIX)

e. Faktor X (FX)

f.  Fibrinogen (Fib)

g. Von-Willebrand-Faktor-Antigen (VWF-Ag)

31 CryoPure 1,2 ml Réhrchen mit AuRengewinde weiR, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
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2. Gerinnungsinhibitoren/Fibrinolyse

a. Antithrombin (AT)
b. Protein C (PC)
c. Protein$S (PS)
d. D-Dimere (DDIM)

3. Gerinnungszeiten:
a. Prothrombinzeit (PT)

b. Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)

3.1.4.1 Vorbereitung der Proben

Fir die Durchfiihrung der Messungen wurden zunachst die bei -80 °C gelagerten citrierten Proben in
einem Wasserbad® bei 37 °C gruppenweise (drei bis fiinfzehn Proben) verfliissigt, um ein
unvollstandiges Auftauen des Kryoprazipitates zu vermeiden (287). Die maximale Lagerungsdauer
entsprach hierbei ca. 22 Monaten und lag somit unter der Haltbarkeit von mindestens 39 Monaten fir
die Sentinelparamter PT, aPTT, Fib, AT, PC, PS, FVIIl und DDIM, die unsere Arbeitsgruppe zuvor
beschrieben hatte (285). AnschlieRend erfolgte eine Abtrennung nicht I6slicher Stoffe vom Plasma
mittels erneuter Zentrifugation bei 2418 g fur funfzehn Minuten, in Anlehnung an vorherige
Vorgehensweisen in der Arbeitsgruppe (293). Zentrifugiert wurden die Proben mit einer Mikroliter
Zentrifuge®. Die zentrifugierten Probenréhrchen wurden anschlieRend in in unserem Labor
verwendeten Metallhiilsen eingesetzt. Dies dient der LangenvergroBerung der Mikro-Probengefalle,
was den Einsatz der kleineren ProbengefalRe im Vergleich zu den eigentlich vorgesehenen gréReren
humanmedizinischen Blutentnahmerodhrchen erlaubt. AnschlieRend wurden die ProbengefalRe mit den

Metallhilsen an die entsprechenden Probenpositionen des Geréates eingesetzt.

3.1.4.2 STA Compact Max 3°®

Fur die Untersuchungen wurde ein automatisiertes Gerinnungsanalysegerat® verwendet, welches
manuell lediglich mit dem fir die Messungen bendtigen Material (Kalibratoren, Qualitdtskontrollen,
Reagenzien, Patientenproben und Kivetten) bestlickt werden muss. Hierfir stehen im Geréat jeweils
feste Pldtze zur Verfigung. Im Probenrack mit 96 Plitzen werden die zu messenden Proben
untergebracht. Bei den Patientenproben handelt es sich hierbei standardmaRig um Citratplasma. Im

Produktrack finden sich Kalibratoren, Qualitatskontrollen und Reagenzien. Die Messungen des Gerates

32 Wasserbad Typ 1012; LAUDA DR. R. WOBSER GmbH & CO. KG, Lauda-Kénigshofen, Deutschland
33 Mikro 200 (REF 2400), Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland
34 STA Compact Max 3®, DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
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laufen grundsatzlich in Einmalplastikkiivetten® ab, die jeweils eine bewegliche Edelstahlkugel
enthalten. Die Kiivetten sind vor Benutzung in einer Spule im Gerédt angeordnet. Die Klivettenspule fasst
hierbei 1000 Kiivetten. Von der Spule werden die Kiivetten im Bereich der Kiivetten-Ladestation mittels
eines Shuttles zum Messblock (bestehend aus Inkubationszone mit sechzehn Platzen und der Messzone
mit vier Platzen) verbracht. Von hier aus wird die Kivette mittels des Greifkopfes des Gerates in die
Inkubationszone verbracht, in der die Messung vorbereitet wird. Nach der entsprechenden
Vorbereitung wird die Kiivette durch den Greifarm zur Messzone bewegt. Nach der Messung findet
eine Verbringung in den Kivettenabfallbehdlter statt. Der STA Compact Max 3® verfiigt tiber einen
Pipettierkopf mit drei Nadeln. Die Nadeln haben jeweils unterschiedliche Aufgaben. Die Bestlickung
der Kuvetten mit Probenmaterial und Reagenzien findet im Verlauf der Untersuchung je nach
einprogrammierten Testprotokoll mittels bis zu drei dieser Nadeln statt. Nadel 1 dient der Pipettierung
von zu messenden Proben (Kalibrator, Qualitatskontrolle und Patient) in die Kiivetten, die zuvor in eine
Inkubationsposition platziert wurden. Nadel 2 pipettiert Reagenzien, die vor dem ersten
Inkubationsschritt in die Kivette gegeben werden. Inkubiert wird grundsatzlich bei 37 °C. Nadel 3
wiederum wird fur die Reagenzien verwendet, die auf den ersten Inkubationsschritt folgend in die
Kiivette gegeben werden. Bei diesen handelt es sich meistens um die die Gerinnungsreaktion in Gang
bringenden Substanzen. Reagenzien, die mit Nadel 3 pipettiert werden, kénnen darlber hinaus
vorgewdarmt werden. Hierzu dient ein entsprechendes Heizelement. Zwischen den einzelnen

Pipettierschritten werden die Nadeln automatisiert gereinigt (564).

Der STA Compact Max 3® verwendet zwei grundsdtzliche Messmethoden, zum einen eine

chronometrische und zum anderen eine photometrische Messmethode.

Bei der chronometrischen Messmethode wird die Edelstahlkugel, die in den Kivetten auf einer
Leitbahn beweglich ist, auf dieser gleichbleibend oszillierend bewegt. Die Bewegung kommt hierbei
durch zwei sich gegenUberliegende Spulen (Antriebsspulen), die ein paralleles, wechselndes
elektromagnetisches Feld aufbauen und somit eine Kraft auf die Kugel ausiiben, zustande. Die Stérke
des Feldes ist abhdngig von der wahrend des Tests zu erwartenden Gerinnselfestigkeit. Die Auslenkung
der Kugel wird durch ein System aus zwei weiteren, sich gegentberliegende Spulen (Sende- und
Empfangerspule), die orthogonal zu den Antriebsspulen angeordnet sind, erfasst. Das von der
Sendespule ausgesendete elektromagnetische Feld wird je nach Position der Metallkugel
unterschiedlich von der Empfiangerspule detektiert. Dies ermoglicht die Bestimmung der Position der
Kugel. Folglich lasst sich auf die Amplitude der Auslenkung und Gerinnungszeiten zuriickschlieRen. Zu

diesem Zweck wird ein entsprechender Algorithmus verwendet (564). Die Abstraktion der

35 STA-Cuvettes (REF 38669), DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
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Gerinnungszeiten ist moglich, weil bei zunehmender Gerinnselbildung im Rahmen der
Gerinnungsreaktion die Amplitude der Kugelbewegung bei gleichbleibender duRerer Krafteinwirkung
abnimmt. Die chronometrische Messung kann bei einem Fillvolumen der Kivette von 150 — 400

Mikroliter (pul) durchgefiihrt werden (564).

Die photometrische Messung bestimmt die Konzentration bzw. den Gehalt der zu messenden Substanz
iber die Absorption von durch die zu testende Probe geleitetem monochromatischen Licht nach einer
farbgebenden (kolorimetrischen) oder triilbenden (immunologische) Reaktion. Die Absorption wird in
diesem Zusammenhang auch als optische Dichte bezeichnet. Die Lichtquelle stelltim STA Compact Mac
3® eine zum Photometriemodul gehérende Wolfram-Halogen-Lampe dar. Um Licht einer definierten
Wellenlange (405 bzw. 540 Nanometer (nm) je nach Test) zu gewahrleisten, werden bewegliche Filter
verwendet. Das gefilterte Licht (lo) wird anschlieRend Uber einen Lichtleiter zur und durch die zu
testende Probe im Bereich des Messkopfes geleitet. Die optische Dichte wird dann indirekt durch die
Messung des durchgeleiteten (transmittierten) Lichtes bestimmt. Die Messung des transmittierten
Lichtes erfolgt hierbei als Doppelmessung mit kurzem zeitlichen Versatz. Bei der ersten Messung findet
eine Detektion des gesamten transmittierten Lichts (I1) statt, welches sich nebst dem erzeugten, durch
die Probe geleiteten Licht aus dem Licht etwaiger Storlichtquellen (l,) zusammensetzt. Bei der zweiten
Messung wird das einfallende Licht unterbrochen, wodurch nur etwaige Stérquellen gemessen werden.
Die Differenz von I und I, ergibt somit das tatsachlich transmittierte Licht (1), welches eine Fraktion von
lo darstellt. Grundsétzlich wird das transmittierte liber weitere Lichtleiter vom Messbereich zu einem
Sensor der Photometrie-Messkarte geleitet und das Signal anschlieBend von einem Computer
verarbeitet. Zum Photometriemodul gehort auch ein Referenzlichtleiter, der als Vergleichspunkt fiir die
optischen Dichten dient. Die optische Dichte ldsst sich anschlieBend als negativer dekadischer
Logarithmus des Quotienten von | und lo, wobei lo den Divisor darstellt, herleiten. Das Analysegerat
errechnet dann die Konzentration der chromogenen/tribenden Substanz mittels der vom Lambert
Beer'schen Gesetzes beschriebenen Proportionalitit aus der optischen Dichte. Dies erlaubt
anschlieRend Riickschliisse auf die Konzentration/den Gehalt des nachzuweisenden Molekiils. Die
Untergrenze der Kivettenbefillung liegt bei der photometrischen Messung bei 250 pl, die Obergrenze

bleibt bestehen (564).

3.1.4.3 Vorbereitung der bisher nicht etablierten Tests

Nebst den weiter unten beschriebenen (s. 3.1.4.5 Assays), in unserer Arbeitsgruppe bereits etablierten
Tests wurden in der vorliegenden Dissertation auch in unserem Labor noch nicht verwendete Tests
eingesetzt. Dabei handelte es sich um die Tests fiir FV, FVII, FIX, FX und vVWF-Ag. Die Verwendung der

Tests setzte eine Anpassung dieser voraus, insbesondere, weil keine speziesspezifischen Tests sowie
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kein entsprechender Analyzer zur Verfligung standen. Dies ist gerade im Falle von hamostatischen
Untersuchungen von Bedeutung, da hier groRBe Unterschiede in den Faktorenaktivitdt zwischen
unterschiedlichen Spezies bestehen (142, 143, 565). Deshalb wurden initial jeweils Messungen des
Hundepoolplasmas (s. 3.1.4.4 Qualitdtskontrolle) mit den Standardeinstellungen der
humanmedizinischen Tests durchgefiihrt. Da die Ergebnisse hierbei grole Abweichungen von den
erwarteten Werten der humanen normalen Qualitdtskontrolle zeigten, wurde die Kalibrationskurve
durch eine Kalibrationskurve abgeleitet von Verdinnungsstufen von Hundepoolplasma ersetzt.
Unverdiinntes Poolplasma stellte hierbei per Definition eine Aktivitat von 100 % dar. Ziel war es, mit
den gewdhlten Verdiinnungsstufen einen moglichst linearen Zusammenhang zu erzeugen, wobei dies
anhand der Graphen als auch dem jeweiligen Korrelationskoeffizienten (Zielwert : -1) beurteilt wurde.

Die folgenden vier bis sechs Verdiinnungsstufen wurden hierbei fiir die jeweiligen Tests verwendet:

FV: 1:100, 1:80, 1:60, 1 :40

FVII : 1:100,1:80, 1:40,1 :20

FIX : 1:400, 1:200,1:80,1:40,1:15,1:6
FX: 1:80,1:40,1:20,1:10

VWF-Ag : 1:6,1:3,1 :2, Owren-Koller-Puffer3®

Bei jedem Wechsel der Reagenziencharge wurde das Kalibrationsprotokoll mittels Hundepoolplasma
und den oben genannten Verdiinnungen erneut durchgefiihrt. Ebenso wurden alle bereits etablierten
Tests, die auf Hundepoolplasma als Kalibrationsstandard beruhen, entsprechend den fiur sie
festgelegten Verdiinnungen vor den ersten Messungen und bei jedem Chargenwechsel analog
kalibriert. Ersteres erfolgte auch, um etwaige Verdanderungen des Poolplasmas wahrend der Lagerung

zu beriicksichtigen.

3.1.4.4 Qualitadtskontrolle

An den Messtagen wurde fir jeden Parameter Qualitdtskontrollmaterial zu Zwecken der
Qualitatskontrolle untersucht. Wenn die gemessenen Werte hierbei im Rahmen der festgelegten
Grenzen lagen, erfolgten anschlieRend die Messungen der Studienproben. Fur die Parameter, bei
denen humanes Kalibrationsmaterial verwendet wurde, kamen die entsprechenden

Qualitatskontrollen des Herstellers zum Einsatz. Zwei zu rekonstituierende gefriergetrocknete citrierte

36 STA® - Owren-Koller, Owren-Koller-Puffer fiir Gerinnungstests (REF 00360), DIAGNOSTICA STAGO S.A.S,
Asniéres sur Seine, Frankreich
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Humanplasmen3’38 dienten hierbei als Qualitdtskontrollmaterial fiir PT und aPTT sowie fiir Fib und AT.
Die beiden Qualitatskontrollen stellten hierbei eine physiologische bzw. eine pathologische Kontrolle
dar. Die Qualitatskontrolle der DDIM wurden mittels eines Sets mit einem normalen und einem
anormalen Kontrollmaterial (gefriergetrocknete citrierte Humanplasmen®) durchgefiihrt. Als
Qualitdtskontrolle der mittels eines Hundepoolplasmakalibrationsstandards kalibrierten Assays (PC, PS,
FV, FVII, FVII, FIX, FX und vWF-Ag) dienten Aliquote desselben. Wie in zurlckliegenden
Veroffentlichungen unserer Arbeitsgruppe bereits beschrieben (293, 561), wurde ein unverdiinntes
Aliquot des in unserem Haus etablierten Plasmapools als Normalkontrolle (N-Kontrolle) sowie ein 1 :2
mit steriler Kochsalzlésung verdiinntes Aliquot als niedrige/pathologische Kontrolle (1 :2-Kontrolle)
verwendet. Die Aliquote werden bis zur Analyse bei -80 °C Celsius gelagert. An jedem Messtag wurde

jeweils mindestens eine der Qualitdtskontrollen aus Hundepoolplasma gemessen.

3.1.4.5 Assays
Im Folgenden sollen die Testprotokolle fir die im Rahmen der Gerinnungsdiagnostik der Studie

verwendeten Tests beschrieben werden. Die Abldufe liefen hierbei automatisiert im Analysegerat ab.

3.1.4.5.1 Prothrombinzeit und aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Fir die Messung der PT und aPTT wurde jeweils ein vom Hersteller fir jede Charge vorkalibriertes
Reagens***! verwendet, welches die Gerinnungszeiten nach dem chronometrischen Messprinzip

bestimmt. Die Proben wurden hierbei zuvor unverdiinnt in das Gerét eingesetzt (302, 566).

Fur die Bestimmung der PT wurden zundchst 50 pl der Probe in die Kiivette pipettiert und anschlieRend
vier Minuten lang inkubiert, ehe 100 ul des vorgewidrmten PT-Reagenzes*® hinzugegeben wurden, um
die Gerinnung zu aktivieren. Das PT-Reagens besteht hierbei aus einer Mischung zweier Reagenzien;
einerseits einem gefriergetrockneten Thromboplastin, welchem zusatzlich ein Hemmestoff fiir Heparin
zugesetzt ist. Das Ursprungsgewebe des Thromboplastins stellt hierbei Gehirngewebe von Kaninchen
dar. Sowie andererseits aus einem Solvent, welches zur Rekalzifizierung des Citratplasmas Calcium

enthalt (302). Die anschlieRend detektierte Gerinnungszeit wurde in Sekunden reportiert, wobei eine

37 STA® - Quali-Clot I, Normales Kontrollplasma zur Bestimmung von Gerinnungsparametern (REF 00982),
DIAGNOSTICA STAGO S.A.S, Asniéres sur Seine, Frankreich
38 STA® - Quali-Clot Il, Anormales Kontrollplasma zur Bestimmung von Gerinnungsparametern (REF 00988),
DIAGNOSTICA STAGO S.A.S, Asniéres sur Seine, Frankreich
39 STA® - Liatest® Control N+P, Kontrollplasmen fiir die immunologischen Triibungstests (REF 00526),
DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
40 STA® - NeoPTimal 5. Bestimmung der Prothrombinzeit (REF 01163), DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur
Seine, Frankreich
4L STA® - C.K. Prest® 5. Bestimmung der Kaolin-aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (APTT) (REF 00597),
DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
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Mindestmesszeit von drei Sekunden bis zu einer maximalen Messzeit von neunzig Sekunden festgelegt

war.

Die Messung der aPTT (308, 567) startete mit der Vorlage von 50 ul Probenmaterial in die Kuvette,
gefolgt von 50 ul des aPTT-Reagenzes*'. Das aPTT-Reagenz besteht wie das PT-Reagenz aus zwei
gemischten Reagenzien. Eines der Reagenzien enthalt ein gefriergetrocknetes Phospholipid (Cephalin),
das ebenso wie das weiter oben erwahnte Thromboplastin (s. 2.2.2.1 Screeningtests) aus Hirngewebe
von Kaninchen extrahiert wird (566). Es dient dem Ersatz einer Thrombozytensuspension, welche
schwierig konstant herzustellen ist (568). Das zweite Reagenz enthalt Kaolin in einer Konzentration von
funf Milligramm pro Milliliter, welches Faktor XII (FXII) aktiviert (566). Die anschlieRende Rekalzifikation
mittels 50 pl einer vorgewidrmten Calcium-Lésung® aktivierte die Gerinnung, die anschlieRend
detektiert wurde (minimale Messzeit sechs Sekunden, maximale Messzeit drei Minuten). Auch hier

wurde das Ergebnis in Sekunden reportiert.

Sowohl in das Reagenzienbehdltnis des PT- als auch des aPTT-Reagenzes wurde jeweils ein

Magnetriihrer*** eingelegt.

3.1.4.5.2 Gerinnungsfaktoren (Faktor V, Faktor VII, Faktor VIII, Faktor IX, Faktor X)

Fur die Messung von FV, FVII, FVIII, FIX und FX wurde jeweils ein gefriergetrocknetes humanes Plasma,
aus dem jeweils der zu messende Faktor entfernt wurde (Mangelplasma), verwendet*4474849 A|le
anderen fiir die Tests relevanten Faktoren sind in diesen Plasmen jeweils im Uberschuss vorhanden.
Somit hdngt die Geschwindigkeit der Gerinnungsreaktion nur von der Uber die Patientenprobe
zugesetzten Faktorenaktivitdt ab (569-571). Die Messung erfolgte dann nach dem chronometrischen
Messprinzip, wobei je nach Zuordnung des Faktors zum extrinsischen bzw. gemeinsamen (FV, FVII, FX)
oder intrinsischen (FVIII, FIX) Gerinnungssystem, die Gerinnungsreaktion durch das verwendete PT bzw.

aPTT-Reagenz*®* (s. 3.1.4.5.1 Prothrombinzeit und aktivierte partielle Thromboplastinzeit) ausgelést

42 STA® - CaCl2 0.025 M, CaCl2 0.025 M Lésung fiir Gerinnungstests (REF 00367), DIAGNOSTICA STAGO S.A.S.,
Asniéres sur Seine, Frankreich
43 WeiRer Magnetriihrer (REF 27425), DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
4 Roter Magnetriihrer (REF 26674), DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
45 STA® - Deficient V. Substratplasma fiir die quantitative Bestimmung von Faktor V (REF 00744), DIAGNOSTICA
STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
46 STA® - Deficient VII. Immunadsorbiertes Plasma fiir die quantitative Bestimmung von Faktor VII (REF 00743),
DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
47 STA® - Deficient VIII. Immunadsorbiertes Plasma fiir die quantitative Bestimmung von Faktor VIII (REF 00725),
DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
48 STA® - ImmunoDef IX. Immunadsorbiertes Plasma fiir die quantitative Bestimmung von Faktor IX (REF 00734),
DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
49 STA® - Deficient X. Immunadsorbiertes Plasma fiir die quantitative Bestimmung von Faktor X (REF 00738),
DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
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wird. Grundsitzlich werden die Proben fiir diese Tests unverdiinnt in das Gerat eingesetzt (572-576).
Die Ergebnisse wurden als Prozentwerte in Bezug zum unverdinnten Hundepoolplasma (100 %)

angegeben.

Fur die Bestimmung der FV-Aktivitdt wurden entsprechend des von uns festgelegten Testprotokolls,
vom automatisierten Gerinnungsanalysegerit 1,25 ul der Probe mit 48,75 ul Owren-Koller-Puffer®®
versetzt (1 :40 Verdinnung). Dem 50 pl Proben-Puffer-Gemisch wurden anschlieRend 50 pl des
Mangelplasmas® zugesetzt. Daraufhin wurde die Probe fiir vier Minuten inkubiert. Zum Starten der
Gerinnungsreaktion wurden zu dem inkubierten Gemisch dann 100 pl des auf 37 °C vorgewarmten PT-
Reagenzes® pipettiert. Danach schloss sich die Detektion der Gerinnungszeit an. Hierbei wurde eine
Zeitspanne von zehn Sekunden (minimale Messzeit) bis drei Minuten (maximale Messzeit) als Zeitraum
der Messung definiert. Bei Aktivitdten kleiner als 10 % Faktoraktivitat im Vergleich zum unverdiinnten
Hundepoolplasma, erfolgte eine erneute Messung bei reduzierter Verdiinnung (1 :3). Bei Aktivitaten

liber 200 % wurde eine Wiederholungsmessung initialisiert.

Die Bestimmung der FVII-Aktivitat startete mit der Verdiinnung von 2,5 ul der Probe mit 47,5 pl Owren-
Koller-Puffer®® (1 :20 Verdiinnung). AnschlieRend wurden dem 50 pl Proben-Puffer-Gemisch 50 pl des
Mangelplasmas®® hinzu pipettiert. Es schloss sich eine vierminiitige Inkubationszeit an. Der Start der
Gerinnungsreaktion wurde durch Zugabe von 100 ul des auf 37 °C vorgewdrmten PT-Reagenzes®
ausgeldst. Danach erfolgte die Detektion der Gerinnungszeit. Die Messzeitspanne wurde von zehn
Sekunden (minimale Messzeit) bis sechs Minuten (maximale Messzeit) festgelegt. Bei Aktivitaten
kleiner als 15 % Faktoraktivitdt in Bezug zum unverdiinnten Hundepoolplasma, erfolgte eine erneute
Messung bei niedrigerer Verdinnung (1 :5). Bei Aktivitditen Uber 150 % wurde eine

Wiederholungsmessung mit héherer Verdiinnung (1 :40) durchgefihrt.

Die Messung der FVIII-Aktivitat erfolgte analog zu dem zuvor in unserer Arbeitsgruppe beschriebenen
Verfahren (modifizierte ,,one-stage aPTT"“) (293). Zweck war es, wie bei den anderen Faktorentests mit
hohen  Ausgangsverdiinnungen etabliert, der Beeinflussung der humanmedizinischen
Koagulationstests durch die hohen FV- und FVIII-Aktivitdten des kaninen Plasmas entgegenzuwirken
(143). Die vornehmliche Abwandlung bestand hier in der Verwendung der entsprechenden
Nachfolgereagenzien. Wie bereits beschrieben, wurde zunachst eine hohe Verdiinnung (1 :40) des zu
messenden Plasmas durchgefiihrt, die sich aus der Mischung von 1,25 ul der Probe mit 48,75 pl Puffer®
ergab. Zu dem Gemisch wurden anschlieRend 50 pl des Mangelplasmas*’ sowie 50 ul des aPTT-
Reagenzes™ hinzugefiigt. Daraufhin folgte eine vierminiitige Inkubationsperiode, ehe die Gerinnung
mit 50 pl einer Calcium-Lésung®? aktiviert wurde. Die minimale und maximale Messzeit fiir die

Gerinnungsreaktion lagen bei zwanzig Sekunden bzw. zehn Minuten. Automatisierte
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Wiederholungsmessungen erfolgten bei weniger als 10 % (1 :10 Verdiinnung) und mehr als 150 % (1:

60 Verdlinnung) Referenzaktivitat.

Zu Beginn der FIX-Aktivititsbestimmung wurden 5 pl Probenmaterial mit 45 pl Owren-Koller-Puffer®®

versetzt (1 :10 Verdlinnung). Danach wurden analog zu den vorher beschriebenen Faktoranalysen 50
ul des entsprechenden Mangelplasmas*® in die Kiivette pipettiert. Nach dem Mangelplasma wurden,
wie bei der FVIII-Bestimmung, 50 ul des aPTT-Reagenzes*! hinzugegeben und nach der vierminiitigen
Inkubationsperiode die Gerinnungsreaktion mit 50 pl Calcium-Lésung®? gestartet. Die anschlieRende
Periode fir die Erfassung valider Ergebnisse umfasste eine minimale Messzeit von zwanzig Sekunden
sowie eine maximale Messzeit von drei Minuten und zwanzig Sekunden. Wenn sich eine Aktivitat von
weniger als 3,3 % ergab, wurde die Messung mit einer 1 :2-Verdiinnung wiederholt, entsprechend
wurde bei einer Aktivitdt von mehr als 150 % die Messung mit einer 1 :40-Verdiinnung erneut

durchgefihrt.

Die FX-Messung wurde mit einer 1 :10-Verdiinnung (5 pl Probenmaterial und 45 pl Owren-Koller-
Puffer®®) des Probenplasmas gestartet. Zu dieser Verdiinnung pipettierte der Analyzer 50 ul des
entsprechenden Reagenzes fiir die FX-Bestimmung®®, gefolgt von 100 pl vorgewirmter PT-Reagenz®,
nach einer vierminutigen Inkubationsphase. Der Ablauf der Gerinnungsreaktion wurde anschliefend
detektiert, wobei die minimale Messzeit zehn Sekunden und die maximale Messzeit drei Minuten
betrug. Bei einer Aktivitdt von weniger als 10 % im Vergleich zum unverdiinnten Hundepoolplasma

oder mehr als 150 % erfolgte eine erneute Bestimmung mit einer 1 :5 bzw. 1 :40 Verdiinnung.

3.1.4.5.3 Protein C und Protein S

Die Messung von PC und PS erfolgte mit geringfiigigen Abwandlungen im Testablauf im Vergleich zu
den Faktoren chronometrisch. Auch hier wurde das verwendete Hundepoolplasma im unverdiinnten
Zustand als 100 % Aktivitat festgelegt und die Tests wie oben beschrieben (s. 3.1.4.3 Vorbereitung der
bisher nicht etablierten Tests) mit diesem kalibriert. Dartiber hinaus wurden auch die Proben fir die

Bestimmung von PC und PS unverdiinnt in das Gerat eingesetzt.

Die Messung von PC erfolgte in Anlehnung an das bereits zuvor verwendete Prozedere (293), wobei
auch hier unter anderem das Nachfolgereagenz®® verwendet wurde. Der Test verwendet ein
gefriergetrocknetes humanes Mangelplasma, welches kein PC mehr enthélt. Dementsprechend ist der
Gehalt im Testsystem nach Rekonstitution und Zugabe des Testmaterials nur durch den PC-Gehalt der

zu messenden Probe bestimmt. Die Aktivierung des PC durch einen Auszug des Giftes einer

0 STA® - Staclot® Protein C 1. Quantitative Bestimmung der Protein C-Aktivit4t (REF 00747), DIAGNOSTICA STAGO
S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
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Giftschlange (Agkistrodon contortrix contortrix (Stdlicher Kupferkopf)) bedingt dann die proportionale
Spaltung von FV und FVIIl. Der Abbau der Faktoren fiihrt zu einer Beeinflussung der intrinsischen
Gerinnung mit Verldangerung der Gerinnungszeit im aPTT-Assay (293, 577). Anhand der
Kalibrationskurve kann dann, wie zuvor beschrieben, auf die Aktivitdt von PC zurlickgeschlossen
werden. Das Testprotokoll lief wie folgt ab: 10 pl der Probe wurden mit 40 ul Owren-Koller-Puffer®
verdunnt (1 :5 Verdiinnung). Dann wurden nacheinander 50 pl des Mangelplasmas (Reagenz 1) sowie
50 ul des PC-Aktivators (Reagenz 2) in die Klvette pipettiert. Die beiden Reagenzien sind
gefriergetrocknet und miissen vor dem Einsetzen ins Geréat rekonstituiert werden (577). Auf den letzten
Pipettierschritt folgte eine dreimintige Inkubationsphase, ehe die Gerinnung durch die Zugabe von 50
ul einer vorgewidrmten, Calcium-haltigen Lésung®? aktiviert wurde. Die minimale und maximale
Messzeit wurden auf zehn Sekunden bzw. vier Minuten und zehn Sekunden festgesetzt. Bei weniger als
15 % der Referenzaktivitat wurde die Messung mit einer 1 :2-Verdiinnung sowie bei mehr als 150 % mit

einer 1 :20-Verdlinnung wiederholt.

Auch fir PS wurde sich an dem Testprotokoll orientiert, dass zuvor in unserem Labor etabliert wurde
(293). Anpassungen fanden mit der Nutzung des Nachfolgereagenzes®® und der Veridnderung des
Wiederholungsprotokolls statt. Die Bestimmung des PS basierte erneut auf dem Einsatz eines
entsprechenden humanen Mangelplasmas, mit dem die verdiinnte Probe versetzt wird. Das somit nur
vom Gehalt der Patientenprobe abhangige PS aktiviert zugesetztes humanes PC, welches eine Reaktion
entsprechend der Beschreibung beim PC-Test hervorruft. Jedoch stammte hier der aktivierte FV aus
einem Rinderplasma und lag somit im Uberschuss vor (293, 578, 579). Der Testablauf begann mit der
Verdiinnung von 10 pl der zu messenden Probe mit 40 pl Puffer-Lésung (1 :5-Verdiinnung). Daraufhin
wurden 50 pl Mangelplasma ohne PS (Reagenz 1), 50 pl aktiviertes PC (Reagenz 2) gefolgt von 50 pl
aktiviertem FV (Reagenz 3) in die Kiivette hinzu pipettiert. Die drei Reagenzien sind gefriergetrocknet
und mussen vor dem Einsetzen ins Gerat rekonstituiert werden (578). Es schloss sich eine vierminutige
Inkubationsphase, gefolgt von der Zugabe von 50 pl Calciumchlorid*? an. Die Gerinnungszeit wurde
detektiert und die daraus abzuleitende Aktivitdt wie im PC-Assay bestimmt. Minimale und maximale
Messzeit ebenso wie die Wiederholungsgrenzen und die ihnen zugeordneten Verdlinnungen waren

identisch mit dem PC-Test.

51 STA® - Staclot® Protein S. Quantitative Bestimmung der Protein S-Aktivitit (REF 00746), DIAGNOSTICA STAGO
S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
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3.1.4.5.4 Fibrinogen

Die Bestimmung der Fibrinogen-Konzentration erfolgte mittels einer chronometrischen Messmethode
(Clauss-Methode). Der Test beruht auf der Zufuhr von humanem Thrombin (aktivierter Faktor II) mit
Calciumzusatz in groBer Menge. Die Fibrinogen-Konzentration kann dann aus der Gerinnungsdauer
abgeleitet werden, da ein direkter Zusammenhang besteht (324, 580). Die Kalibration des Assays wurde
hierbei mit einem vom Hersteller des Tests®?> produzierten humanen Kalibrator®® durchgefiihrt. Die
Proben werden fir diesen Assay unverdiinnt in das Gerat eingesetzt. Fir den Test wurden 7,5 pl
Probenmaterial mit 142,5 ul Owren-Koller-Puffer®® in die Kiivette pipettiert (1 :20-Verdiinnung) und
anschliefend fir vier Minuten inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von 50 pl des Reagenzes. Die
Gerinnungsdauer wurde detektiert, wobei die minimale Messzeit bei drei Sekunden, die maximale
Messzeit bei einer Minute und zehn Sekunden lag. Die Ergebnisse wurden nach Vergleich mit der
Kalibrationskurve in Gramm pro Liter (g/l) angegeben. Bei weniger als 1 g/l erfolgte eine erneute

Bestimmung mit einer Ausgangverdiinnung der Probe von 1 :8 sowie bei mehr als 8 g/I mit 1 :40.

3.1.4.5.5 Antithrombin
Die Messung des Antithrombins erfolgte ebenso wie die des Fibrinogens mittels eines mit einem

humanen Kalibrator® kalibrierten Tests®* und wurde bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe verwendet
(293). Die verwendete Methode ist hierbei eine kolorimetrische Photometrie, wobei mit Licht der
Wellenlange 405 nm gemessen wird. Die Messung wird mittels der synthetischen chromogenen
Substratmethode (581) durchgefiihrt. Bei dieser wird ein Peptid mit angehangtem Farbstoff
(chromogenes Substrat) enzymatisch durch Thrombin gespalten. Als so freigesetzter Farbstoff dient
hier p-Nitroanilin. Da jedoch das dem zu testenden Plasma im Uberschuss zugesetzte Thrombin durch
das AT im Plasma gehemmt wird, da auch Heparin zugesetzt wird, besteht eine Antiproportionalitat
der AT-Aktivitdt der Probe zu der Konzentration des Farbstoffs. Das verwendete Thrombin wird vom
Rind gewonnen (581, 582). Die ausgepragte Aktivitatssteigerung des AT durch Heparin fiihrt zu einer
Erhohung der Spezifitat des Assays, da der Effekt anderer plasmatischer Inhibitoren hierdurch in den
Hintergrund riickt (340). Die Verwendung von Thrombins bovinen Ursprung verringert die
Empfindlichkeit des Assays gegeniiber dem ebenfalls Heparin-beeinflussten Heparin Cofaktor Il im
Vergleich zum Einsatz von humanem Thrombin in humanmedizinischen Proben (340, 583). Der

Testablauf war wie folgt festgelegt. Zunachst wurde eine 1 :20-Verdiinnung der Probe in der Kivette

52 STA® - Liquid Fib. Quantitative Fibrinogen-Bestimmung nach Clauss (REF 00673), DIAGNOSTICA STAGO S.A.S.,
Asniéres sur Seine, Frankreich

53 STA® - Unicalibrator, Kalibrationsplasma fiir Gerinnungstests (REF 00675), DIAGNOSTICA STAGO S.A.S.,
Asniéres sur Seine, Frankreich

54 STA® - Stachrom® AT IlI 3. Kolorimetrische Bestimmung von Antithrombin (REF 00596), DIAGNOSTICA STAGO
S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
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angelegt (5 pl unverdiinnt eingesetzte Probe und 95 pl Owren-Koller-Puffer3®), dann wurden 100 pl des
im Losungsmittel mit Zusatz von Heparin geldsten Thrombins (Reagenz 1 + 3) hinzugegeben und die
Mischung eine Minute und zwanzig Sekunden inkubiert. Auf die Inkubation folgend wurden 100 pl der
vorgewarmten farbgebenden Substanz (Reagenz 2) hinzu pipettiert. Die Messung erfolgte dann
zwischen zehn und vierzig Sekunden nach der Zugabe von Reagenz 2. Bei Aktivitdten Uber 120 %

erfolgte eine Wiederholungsmessung bei einer Ausgangverdiinnung von 1 :40.

3.1.4.5.6 D-Dimere und von-Willebrand-Faktor-Antigen

Beide Tests verwenden die immuno-turbidimetrische Photometrie. Der Test fiir die Bestimmung der
DDIM® ist bereits vom Hersteller vorkalibriert (584), wohingegen der Test auf VWF-Ag®®, wie oben
beschrieben, mit Hundepoolplasma kalibriert wurde. Die Proben wurden jeweils, wie vom Hersteller

angegeben, unverdiinnt in das Gerét eingesetzt (584, 585).

Zunéchst soll eine Beschreibung des DDIM-Tests erfolgen. Der Vorgédnger Test des verwendeten Assays
auf DDIM wurde in unserer Arbeitsgruppe in einer Vergleichsstudie verwendet (292). In der zuvor
genannten Studie wurde der Test exakt nach den Vorgaben seiner Beschreibung in einer
humanmedizinischen Arbeit (586) eingesetzt. Die Anpassung der neuen Testvariante® besteht lediglich
in Anpassungen der Verhinderung von Kreuzreaktivitaten (s. u.), die eine Verbesserung der Spezifitat
bedingen (584, 587), weshalb eine ausreichende Vergleichbarkeit gegeben war. Das Testsystem beruht
auf zwei Schritten: Zundchst wird die unverdiinnte Probe fiir ein entsprechendes Reaktionsmilieu mit
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Reagenz 1) als Puffer versetzt. Der Puffer enthélt hierbei einen
Inhaltsstoff, der Kreuzreaktivitaten mit Antikérpern in der zu testenden Probe reduziert (584). Die
eigentliche Reaktion wird dann Gber eine Suspension von Latexpartikeln in Rinderalbumin ausgelost.
An die Latexpartikel mit einem Durchmesser von 0,08 bis 0,12 um sind monoklonale Anti-Human-
Antikérper murinen Ursprungs gegen DDIM-Epitope gebunden. Verwendet werden hierbei zwei
verschiedene sich erganzende Antikorper. Die sich bildenden Immunkomplexe fiihren zu einer
reduzierten Transmission, welche vom Analyzer mit Licht einer Wellenldange von 540 nm gemessen
wird. Wobei die Lichtundurchlassigkeit des Mediums proportional zum DDIM-Gehalt ist. Die Ergebnisse
werden in Fibrinogen-dquivalenten Einheiten (FEU) reportiert (292, 584, 586). Die aus einer ein
Milligramm pro Liter (mg/L) Fibrinogen-Lésung hervorgehende Menge an Fibrin-Spaltprodukten

entspricht hierbei einem Mikrogramm FEU pro Milliliter (ug FEU/mI) (292). Der Ablauf des Tests

55 STA® - Liatest®D-Di PLUS. Immunturbidimetrische Bestimmung von D-Dimer (REF 00662), DIAGNOSTICA
STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich

56 STA®-Liatest® VWF:Ag. Immunturbidimetrische Bestimmung des von Willebrand Faktors (REF 00518),
DIAGNOSTICA STAGO S.A.S., Asniéres sur Seine, Frankreich
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erfolgte im Analysegerat genauso wie zuvor beschrieben (586): 50 pl der Probe wurden mit 100 pl des
Puffers in eine Kiivette pipettiert und anschlieBend fiir vier Minuten inkubiert, ehe 150 pl der Latex-
haltigen Suspension zugeben wurden. Die photometrische Messung erfolgte dann zwischen zwolf
Sekunden und zwei Minuten und zwanzig Sekunden nach dem Ausldsen der Reaktion. Bei Werten tber

4 ug FEU/ml wurde die Probe mit einer Ausgangsverdiinnung von 1 :5 erneut gemessen.

Die Messung des VWF-Ag weist viele Ahnlichkeiten zu der Bestimmung der DDIM auf. Auch der Test fiir
die quantitative Bestimmung des vorgenannten Antigens®® verwendet Latex-Teilchen, die in einem
Rinderalbumin-haltigen Medium suspendiert sind (Reagenz 2). Jedoch wird dieses zusatzlich mit einer
Losung mit Glycin (Reagenz 3) verdiinnt. Auch wird hier ein anderer Glycin-haltiger Puffer (Reagenz 1)
verwendet. Die verwendeten Antikérper sind Anti-Human-Antikorper leprinen Ursprungs. Die
Messung der veranderten Lichtleitung erfolgt analog zur Messung der DDIM (585). Das Testprotokoll
wurde wie folgt durchgefiihrt. Zunachst wurde die Probe in der Kiivette 1 :2 verdiinnt (25 pl Probe und
25 ul Puffer®®). Dann erfolgte die Zugabe von 100 pl Reagenz 1 mit einer sich anschlieBenden
vierminitigen Inkubation. Daraufhin wurde mit 150 pl einer Mischung aus Reagenz 2 und 3 die
Messreaktion gestartet. Die photometrische Messung erfolgte zwischen zwolf Sekunden und vier
Minuten und zwanzig Sekunden nach dem Auslésen der Reaktion. Bei Aktivitdten von weniger als 10 %
der Aktivitat des Hundepoolplasmas wurde die Probe ohne eine Vorverdiinnung erneut gemessen. Bei

mehr als 105 % Aktivitat erfolgte eine 1 :8-Verdiinnung.

3.1.4.6 Inter-Assay Variabilitat

Die Inter-Assay Variabilitdt, die im Rahmen einer Langzeit Replikationsstudie bestimmt wird, ist ein
PrazisionsmalR der Messungen. Folglich gibt sie Auskunft tiber den zufalligen Fehler der Messungen
(Reproduzierbarkeit eines Messergebnisses) und macht Aussagen tUber die Performance eines Assays
Uber mehrere Messtage (255, 588, 589). Dies bildet den Ablauf in einem Diagnostiklabor nach. Im
Gegensatz hierzu wird die Intra-Assay Variabilitdit (Kurzzeit Replikationsstudie) Uber
Wiederholungsmessungen wahrend eines Arbeitszyklus bestimmt. Fur die Datengenerierung der Inter-
Assay Variabilitat werden mindestens zwanzig Messungen Uber mindestens flinf Tage empfohlen. Die
Streuung wird dann aus diesen Daten als Standardabweichung in der entsprechenden MaReinheit oder
Variationskoeffizient (CV)) in Prozent ohne MaReinheit (Formel s. 3.1.5 Statistische Analyse)
ausgedrickt. Aus der Inter-Assay Variabilitdt und dem Bias lasst sich sodann der absolut beobachtete
Gesamtfehler (TEqss) berechnen (255). Die Formel fiir den von den spezifischen Gegebenheiten (auch

Hohe des Messwertes) abhédngigen TEqps lautet hierbei wie folgt:
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TE,ps(in %) = 2 = CV (in %) + /Bias/ (in %)
oder

TE,ps(in Einheit der Messung) = 2 * SD (in Einheit der Messung) +/Bias/
(in Einheit der Messung)

TEobs = absolut beobachteter Gesamtfehler; CV = coefficient of variation; SD = Standardabweichung

Wobei der Bias als MaR fiir den systematischen Fehler (Ungenauigkeit) verwendet wird. Der Bias gibt
die Abweichung der Messung zu dem Ergebnis einer Vergleichsmessung an und kann hierbei konstant
und/oder proportional sein. Neben der Moglichkeit des Vergleiches zu einer Standardmethode kann
ein Vergleich zum Zielwert einer Qualitatskontrolle oder eine Wiederfindungsstudie durchgefihrt
werden (255, 588). In der vorliegenden Studie wurde auf die Bestimmung des Bias verzichtet, da wie
oben (s. 3.1.4.3 Vorbereitung der bisher nicht etablierten Tests) und unten beschrieben, weder
kommerzielle Qualitdtskontrollen oder Kalibratoren noch eine entsprechende Referenzmethode zur
Verfligung standen. Zudem wurden alle Messungen mit demselben Assay durchgefiihrt, wodurch sich

insbesondere ein konstanter Bias nicht ausgewirkt hatte.

Nach der Berechnung des TEqs kann dieser, ebenso wie die zuvor berechneten Parameter, mit dem
zuldssigen absoluten Gesamtfehler (TE.) verglichen werden (588). Dieser stellt einen Grenzwert fur
den/die maximal zu tolerierenden Fehler/tolerierende Variation einer Messung fiir einen sinnvollen
klinischen Einsatz dar (590). Die Festlegung kann auf verschiedene Arten erfolgen (Expertenmeinung,
Ableitung von klinischen Entscheidungsgrenzen oder der biologischen Variation) (255, 590). Als

Richtwert fiir den Bezug der Inter-Assay Variabilitdt zum TE, gilt SD < 0,33 * TE, (255).

Fir die PT und aPTT sowie fir Fib, AT, PC, PS, FVIIl und DDIM wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits
Inter (561) - und, mit Ausnahme von Fib, Intra-Assay (292, 293) - Variabilitdten bei vergleichbaren Tests
unter der Verwendung des Vorgangergerates des verwendeten Analysegerdtes bei Hundeplasma
beschrieben. Dariuiber hinaus wurden Intra- und Inter-Assay Variabilitdten fur das Vorgangergerat bei
Katzenproben unter Verwendung der in der vorliegenden Studie eingesetzten Tests flr aPTT, AT, PC, PS,
FVIIl und DDIM bestimmt (591). Jedoch fehlten entsprechende Untersuchungen aufgrund der
Neuetablierung der Parameter im Rahmen der Studie fir FV, FVII, FIX, FX und vVWF-Ag. Deshalb erfolgte
die Berechnung des CV als Ausdruck der Inter-Assay Variabilitdt im normalen (N-Kontrolle) als auch im
niedrigen/pathologischen (1 :2-Kontrolle) Messbereich anhand der verfligbaren Messwerte der
taglichen Kontrollen der Messtage. Fiir die Verwendung der Qualitatskontrollen zur Berechnung der
Inter-Assay Variabilitdt wurde sich aus zwei Griinden entschieden. Zum einen wurden somit zusatzliche

Messungen und folglich Kosten gespart. Zum anderen gibt es kein kommerziell verfigbares kanines

61



3. Eigene Untersuchungen

Kontrollmaterial oder Kalibratoren fir die oben genannten Testsysteme, welche alternativ hatten
verwendet werden konnen. Schlussendlich hatte entsprechend per se auf weitere gepoolte
Patientenproben zuriickgegriffen werden mussen. Allerdings ist eine konstante Versorgung mit
ausreichenden Mengen Probenmaterial von gesunden Tieren, abgesehen vom vorhandenen Pool,
schwierig zu realisieren. Daher wurde entgegen der Empfehlung, keine gleichen Chargen von Kalibrator
und Qualitatskontrollen zu verwenden (255), das Poolplasma sowohl zu Kalibrations-,

Quialitdtskontrollzwecken als auch zur Bestimmung des CVs verwendet.

Die Messungen der Kontrollen erfolgten hierbei ebenso wie die Untersuchung der Studienproben
tiberwiegend durch eine technische Mitarbeiterin des Zentrallabors der Klinik fir Kleintiere — Innere

Medizin.
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3.1.5 Statistische Analyse

Die Messwerte der Gerinnungsanalytik des STA Compact Max 3® wurden im Falle der
Standardparameter des Labors automatisiert und im Fall der neu etablierten Parameter (s. 3.1.4.3
Vorbereitung der bisher nicht etablierten Tests) handisch in das Laborinformationssystem LabMan®>’
libertragen. Aus diesem erfolgte im Nachhinein eine Exportierung der Daten in tabellarischer Form
mittels eines entsprechenden Zusatzprogramms®. Die Bearbeitung der Datentabelle fand dann
manuell in Microsoft® Excel®® statt. Hier wurden die Proben nach Zugehérigkeit zum jeweiligen Pool,
zu den beiden Gruppen VB und VB-PAGGS sowie zum Entnahmezeitpunkt der Proben sortiert.
AnschlieRend wurden AusreiBer mittels Sortierung der Daten nach Héhe der Werte bestimmt und diese
mit den Rohdaten des Systems verglichen. Etwaige Fehllbertragungen wurden in diesem Rahmen
korrigiert, ebenso wie die absoluten Werte der DDIM-Messungen unterhalb des in unserem Labor
festgelegten Cut-offs im niedrigen Bereich (< 0,27 pg FEU/mI) eingefligt. So konnten die realen
Ausreiler bestimmt werden. Bei fehlenden Werten wurde ebenso in den Rohdaten des Gerdtes
kontrolliert, ob es zu Ubertragungsfehlern gekommen war und aufzufindende Werte nachgetragen.
Waihrend der Datendurchsicht wurde in diesem Zusammenhang festgestellt, dass drei der asservierten
Proben fehlten. Hierbei handelte es sich um die Proben des VB- und VB-PAGGS-Beutels von Tag zehn
des dritten Pools sowie die Probe des VB-PAGGS-Beutels von Tag null (Tag der Einlagerung) des ersten
Pools. Darlber hinaus konnten aufgrund einer zu geringen Plasmamenge an Tag zehn im VB-
Transferbeutel des vierten Pools die folgenden Parameter nicht bestimmt werden: Fib, aPTT, AT und
DDIM. Die DDIM konnten auBerdem nicht an Tag drei des VB-PAGGS-Beutels des vierten Pools
bestimmt werden. Zur Ermoglichung einer statistischen Auswertung, trotz Fehlens der entsprechenden
Werte, wurden ZensierungsmalRnahmen angewendet. Aufgrund der groRRen fehlenden Datenmenge im
dritten Pool in Kombination mit dem zufélligen Fehlen der Proben in Bezug der Gesamtprobenzahl
wurde sich dazu entschieden, den dritten Pool im Sinne eines fallweisen Ausschlusses (,listwise
deletion”) vollstandig aus der Analyse auszuschlieRen. Die restlichen fehlenden Werte wurden mittels
einer Substitution durch den Mittelwert (,group mean imputation”) der vorhandenen Werte des

Parameters Uber die Zeit in der jeweiligen Gruppe (gleicher Pool und gleiches Medium) ersetzt.

Die anschlieRende Analyse der Daten fand unter Einsatz des Statistikprogramms GraphPad Prism®®°
statt. Die Normalverteilung der Daten wurde hierbei mittels des Shapiro-Wilk-Tests Giberprift. Lag keine

Normalverteilung vor, wurde eine logarithmische Transformation durchgefihrt, mit dem Versuch, eine

57 LabMan®, INGWIS Software GmbH, Lich, Deutschland
8 EBefEx (1.0.2.2), INGWIS Software GmbH, Lich, Deutschland
9 Microsoft® Excel® 2016 (16.0.5448.1000), Microsoft® Office Professional Plus 2016 (16.0.5452.1000),
Microsoft Corporation, Redmond, USA
0 GraphPad Prism® 6 for Windows (Version 6.01), GRAPHPAD SOFTWARE, LLC, Boston, USA
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Normalverteilung herzustellen. Zum Vergleich der Gruppen wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse
mit Messwiederholung (,Two-way ANOVA with repeated measures”) eingesetzt und als anschlieBende
Post-Hoc-Tests ein Dunnett- bzw. Sidak-Mehrfachvergleichstest verwendet. Das Signifikanzniveau

wurde auf p = 0,05 festgelegt.

Beziiglich der Analyse des Einflusses der Lagerungsdauer wurden die Mittelwerte der Messwerte der
verschiedenen Zeitpunkte Medien- und Pool-ubergreifend mit dem Mittelwert zum Zeitpunkt null
verglichen. Fir die Untersuchung des Einflusses des Mediums wurden die Mittelwerte der abhangigen
Variable Aktivitdt/Gehalt Pool-Ubergreifend zu einem Zeitpunkt zwischen den Medien verglichen.
Fanden sich signifikante Interaktionen zwischen den beiden unabhangigen Variablen Zeit und Medium
wurde zusédtzlich zu den beschriebenen Vergleichen eine nach Medium aufgetrennte Analyse des

Einflusses der Lagerungsdauer durchgefihrt.

Die Berechnung des CV fir die Inter-Assay Variabilitdt erfolgte mittels der folgenden Formel (255)
jeweils fir Werte im physiologischen (N-Kontrolle) als auch im pathologischen (niedrigen)(1 :2-

Kontrolle) Bereich in Excel®®:

CV (%) = % 100

D
Mean

SD = Standardabweichung; Mean = arithmetischer Mittelwert

Die im Ergebnisteil prasentierten Graphen wurden ebenfalls mit Hilfe des Statistikprogramms GraphPad
Prism®% erstellt, wobei zur Darstellung der Daten Box-Whisker-Plots verwendet wurden. Die Plots
bestehen hierbei aus einer Box und den Whiskern. Die Box stellt die mittleren 50 % der Daten
(Interquartilsabstand) dar und reicht entsprechend vom 1. Quartil (25. Perzentil der Daten) bis zum 3.
Quartil (75. Perzentil der Daten). In der Box befindet sich eine horizontale Linie, die den Median
darstellt. Die Whisker stellen den jeweiligen Minimal- bzw. Maximal-Wert dar. Signifikanzen der Analyse
des Einflusses der Lagerungsdauer wurden durch eine liegende eckige Klammer markiert. Das jeweilige
Signifikanzniveau wurde hierbei an der Klammer mittels Asterisken nach dem folgenden Schema

gekennzeichnet: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) bzw. p < 0,0001 (****),

51 Microsoft® Excel®, Microsoft® 365 MSO, Microsoft Corporation, Redmond, USA
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Versuchstiere, Voruntersuchungen sowie Gewinnung der Blutprodukte
3.2.1.1 Hundepopulation und Laboruntersuchungen vor der Blutspende

Nach Ausschluss der drei Spendertiere aus dem dritten Pool wurden in die vorliegende Studie 18 Hunde
eingeschlossen. Das Signalement der Tiere stellte sich hierbei wie folgt dar: Die Tiere waren im Median
4,2 Jahre (Range: 2,2 — 8,0 Jahre) alt. Das mediane Gewicht betrug 34,9 kg (Range: 27,1 — 52,0 kg).
Weiblich-intakt waren 5/18 (ca. 27,8 %), weiblich-kastriert 5/18 (ca. 27,8 %), mannlich-intakt 7/18 (ca.
38,9 %) sowie mannlich-kastriert 1/18 (ca. 5,6 %) Hunde. Die am h&ufigsten vertretene Hunderasse
waren Schaferhunde mit 8/18 Tieren (ca. 44,4 %), gefolgt von 4/18 Alaskan Malamute (ca. 22,2 %)
sowie 2/18 Labrador Retrievern (ca. 11,1 %). Die restlichen Hunderassen (American Staffordshire
Terrier, Golden Retriever, Landseer, Rottweiler) waren jeweils nur einmal vertreten (jeweils ca. 5,6 %).
Die klinische Untersuchung vor der Blutentnahme war bei allen Tieren ohne besonderen Befund. Die
Laboruntersuchungen (Hamatologie, Klinische Chemie, Ammoniak und TEG) waren ebenfalls nach
Interpretation durch den studienleitenden Tierarzt der Vorgangerstudie unauffallig. Im Rahmen der
Gesamtsituation konnten deshalb die vereinzelten moderaten Abweichungen von den vom Labor zu
diesem Zeitpunkt verwendeten Referenzbereichen toleriert werden. In der Hdmatologie bezogen sich
Abweichungen mit gleich oder mehr als 20 % Abweichung Uberwiegend auf fir diese Studie nicht
relevante Thrombozytenparameter. Die niedrige Relevanz ergab sich in diesem Zusammenhang durch
die Entfernung des (berwiegenden Teils der Thrombozyten bei der Plasmaaufbereitung. Die
Abweichung des Ranges (ca. 24 %) der Gesamtleukozytenzahl in den Bereich einer Leukopenie wurde
fur gesunde, unaufgeregte Tiere als nicht relevant befunden. Es handelt sich hierbei nach unserer
Beobachtung um eine haufig auftretende Veranderung. Eine weitere zu detektierende Abweichung war
die Verschiebung des Ranges der Zahl an eosinophilen Granulozyten in den Bereich einer gering- bis
mittelgradigen Eosinophilie (103 %). Die Abweichungen der klinisch chemischen Parameter lagen
tiberwiegend unterhalb von 10 %. GroRere Abweichungen fanden sich bei den Ranges von Bilirubin (ca.
13 % uber dem Referenzintervall), Cholesterin (ca. 86 % liber dem Referenzintervall), Totalprotein (ca.
12 % tiber dem Referenzintervall), Globulin (ca. 24 % tber dem Referenzintervall), Harnstoff (ca. 10 %
Uber dem Referenzintervall), Magnesium (ca. 11 % unter dem Referenzintervall), Triglyceride (ca. 228
% Uber dem Referenzintervall), DGGR-Lipase (182 % Uber dem Referenzintervall) sowie C-reaktives

Protein (31 % Gber dem Referenzintervall).

Die angelegten bakteriologischen Untersuchungen verliefen alle negativ, sodass von keiner bakteriellen

Kontamination der Blutprodukte auszugehen war.
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3. Eigene Untersuchungen

Ausfihrlichere Daten dieses Untersuchungsbereichs kdnnen der vorangegangenen Dissertation

entnommen werden (32).

3.2.1.2 Gewinnung Blutkonserven

Wahrend und nach den Blutspenden kam es zu keinen Zwischenfallen. Die Entnahmemenge an Vollblut
lag im Median bei 454 ml Vollblut (Range: 435 — 464 ml). Bezogen auf das Gewicht der Tiere wurden
somit im Mittel 12,9 ml/kg (Standardabweichung: 2,0 ml/kg; Range: 8,8 — 16,7 ml/kg) gespendet. Die
Zeitspanne vom Einfihren der Entnahmenadel des Blutspendesystems bis zur Beendigung der
Blutspende lag im Median bei sechs Minuten (Range: fiinf bis zehn Minuten).

Die Zeitspanne zwischen der Blutspende und der Herstellung des Pools (im Kiihlsystem gektihlt) betrug

im Mittel 7,1 Stunden (Standardabweichung: 2,7 Stunden; Range: 2,3 — 11,1 Stunden) (32).

3.2.2 Einfluss von Lagerung und Medium

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Lagerung Uber die Zeit sowie des Vergleichs der

Antikoagulanzien/Additiv-Losungen prasentiert werden.
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.1 (Prokoagulatorische) Faktoren
3.2.2.1.1 Faktor V
Die Darstellung der gemessenen Aktivitatswerte von FV mittels Box-Whisker-Plots (Abbildung 2)

offenbarte einen Abfall Uber die Zeit, was durch die entsprechende statistische Analyse gestltzt wurde.
Signifikant zeigten sich hierbei die Werte an Tag 21 (p < 0,01) und 28 (p < 0,01). Auffallig war die im
Median Ubergreifenden Durchschnitt mit ca. 63 % niedrige Ausgangsaktivitdt im Vergleich zum
Poolplasma. Bis Tag 28 fand sich kein Abfall der Ausgangsaktivitat unter 50 % des Ausgangswertes.
Zwischen den VB und VB-PAGGS konnten ebenfalls signifikante Unterschiede gefunden werden (Tag 0
(p<0,05),1 (p<0,05), 10 (p < 0,05) und 15 (p < 0,05)). Die Aktivitdtswerte von VB-PAGGS lagen an den

Tagen mit signifikanten Ergebnissen im Schnitt um 12,75 % niedriger.
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Zeit: F(7,35)=8,112; p<0,0001
Medium: F (1, 5) =86,65; p=0,0002
Interakt: F (7, 35)=0,8747; p = 0,54

Abbildung 2: Faktor V-Aktivitdt zum jeweiligen Entnahmezeitpunkt wahrend der 28-tagigen
Lagerung unter den zuvor genannten Bedingungen. Beide Medien (VB und VB-PAGGS) sind
dargestellt. Abgebildet sind Box-Whisker-Plots. Die mittleren 50 % (1. bis 3. Quartil) der
Daten stellt die Box dar, deren horizontale Unterteilung den Median anzeigt. Die Whisker
reichen bis zum Minimal- bzw. Maximalwert. Angegeben sind die globalen p-Werte fir die
Faktoren ,Zeit”, ,Medium“ und die Wechselwirkung (Interakt) zwischen den Faktoren. Die
Asterisken und liegenden eckigen Klammern zeigen die Ergebnisse des Post-Hoc-Tests fiir
den Faktor ,Zeit” an. Signifikante Unterschiede der Mittelwerte der Aktivitdten der beiden
Medien zwischen zwei Messzeitpunkten sind mit einer liegenden eckigen Klammer
markiert. Das Signifikanzniveau ist hierbei an den Klammern wie folgt gekennzeichnet: p <
0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) bzw. p < 0,0001 (****). Die Signifikanzen fir den Post-
Hoc-Test fiir den Faktor ,Medium“ sind im Text aufgefiihrt. Das Signifikanzniveau liegt bei p
< 0,05. Abktirzungen: VB = Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VB(-)PAGGS = VB
mit zusatzlichem/r Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol
(PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.1.2 Faktor ViI
Der Abfall der FVII-Aktivitat im Medium war, wie in Abbildung 3 zu erkennen ist, geringfligig, trotzdem

fand sich ein signifikanter Abfall am 15. (p < 0,05) sowie am 21. (p < 0,05 ) Lagerungstag. Ein
Aktivitatsverlust von mehr als 50 % fand sich wahrend der 28-tdgigen Lagerung nicht. Signifikante
Unterschiede in der Aktivitdt zwischen den Medien fanden sich am Einlagerungstag (p < 0,01), dem
ersten Tag (p < 0,05) der Lagerung sowie an Tag 28 (p < 0,001). Der Mittelwert der Differenz an den

Tagen mit signifikantem Unterschied betrug ca. 20,11 %.
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Zeitpunkt

Zeit: F(7,35)=4,277; p = 0,0017
Medium: F (1,5) =136,1; p <0,0001
Interakt: F (7, 35)=1,022; p = 0,43

Abbildung 3: Darstellung der nach dem Zeitpunkt der Entnahme aufgegliederten
Aktivitdten von Faktor VII Giber die Lagerungsdauer. Sowohl VB als auch VB-PAGGS sind
abgebildet. Beziiglich der Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fiir den Schlussel
der angegebenen Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen. Abkirzungen: VB =
Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VB(-)PAGGS = VB mit zusatzlichem/r
Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol (PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.1.3 Faktor VIII
Uber die Zeit war ein deutlicher Aktivitatsabfall von FVIII zu erkennen, wobei die deutlich signifikante

Interaktion der unabhéangigen Variablen Zeit und Medium auf einen von einer Kombination der beiden
Faktoren abhangigen Effekt hindeutete. Der signifikante Abfall der Aktivitat vom Einlagerungstag zum
ersten Lagerungstag war hierbei durch einen signifikanten Abfall in der VB-Gruppe getragen, der sich
nicht in der VB-PAGGS-Gruppe fand. Die restlichen Abfille an allen Lagerungstagen waren in beiden
Gruppen signifikant. Ein Abfall tiber 50 % der Ausgangsaktivitat fand sich ab dem 10. Lagerungstag.
Signifikante Unterschiede zwischen den Medien fanden sich am Einlagerungstag (p < 0,0001) sowie an
Tag 28 (p < 0,05), wobei die VB-PAGGS-Gruppe durchgangig niedrigere Aktivititen aufwies. Die
durchschnittliche Differenz der Aktivitdten betrug an den Tagen mit signifikantem Unterschied ca. 19,09

%, wobei sich am Einlagerungstag eine Differenz von 26 % fand.
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Zeitpunkt

Zeit: F (7, 35)=33,22; p < 0,0001
Medium: F (1, 5) =37,92; p =0,0016
Interakt: F (7, 35)=2,931; p = 0,016

Abbildung 4 Prasentation der Messwerte von Faktor VIII nach den Tagen der Lagerung,
an denen Proben entnommen wurden. Beide Blutproduktgruppen sind dargestellt.
Bezliglich der Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fir den Schlissel der
angegebenen Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen. Abkulrzungen: VB =
Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VBPAGGS = VB mit zusatzlichem/r
Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol (PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.1.4 Faktor IX

Wie in Abbildung 5 erkennbar ist, fanden sich signifikante Unterschiede sowohl im zeitlichen Verlauf
der FIX-Aktivitat als auch in der Aktivitat zwischen den Medien. Signifikante Unterschiede im Verlauf
der Zeit fanden sich an Tag 21 (p < 0,01) sowie Tag 28 (p < 0,001). Ein Abfall um tber 50 % der
Ausgangsaktivitat konnte im Beobachtungszeitraum nicht detektiert werden. Die Aktivitaten lagen in
der VB-PAGGS-Gruppe am Tag der Einlagerung (p < 0,05), nach einem (p < 0,05), zehn (p < 0,05) und 28

Tagen (p < 0,001) signifikant niedriger, wobei an diesen Tagen im Schnitt eine Differenz der Aktivitat

von ca. 30,83 % vorlag.

Faktor IX-Aktivitat
in %-Referenzaktivitat

Abbildung 5: Ergebnisse der Messungen der Faktor IX-Aktivitdt nach Beprobungszeitpunkt in
beiden Medien Uber die 28-tagige Lagerung. Bezuglich der Beschreibung der Box-Whisker-
Plots sowie fur den Schlissel der angegebenen Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2
verwiesen. Abkurzungen: VB = Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VBPAGGS = VB
mit zusétzlichem/r Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol
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Zeitpunkt

Zeit: F (7, 35) = 6,056; p = 0,0001
Medium: F (1,5) =225,7; p <0,0001
Interakt: F (7, 35) =1,440; p=0,22

(PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.1.5 Faktor X
FX zeigte in Hinblick auf den zeitlichen Verlauf der Aktivitdten ein dhnliches Bild wie FIX, jedoch liegt

hier ein noch weniger ausgepragter Abfall vor, weshalb die Signifikanzniveaus der im Vergleich der zum
Einlagerungstag signifikant niedrigen Aktivitaten an Tag 21 und 28 mit jeweils p < 0,05 gering ausfielen.
Die Ausgangsaktivitat fiel mit 71 % des Poolplasmas gering aus. Mehr als 50 % Aktivitatsverlust im
Vergleich zum Tag der Einlagerung fanden sich allerdings zu keinem Zeitpunkt. Nur an Tag 28 fand sich
ein signifikanter, jedoch ausgepragter Unterschied zwischen VB und VB-PAGGS (p < 0,001), wobei

letzteres Blutprodukt an diesem Tag im Mittel der Pools ca. 23 % weniger Aktivitat aufwies.
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Zeitpunkt

Zeit: F (7,35)=4,491; p = 0,0012
Medium: F (1, 5) =139,9; p <0,0001
Interakt: F (7, 35) =1,093; p = 0,39

Abbildung 6: Faktor X-Aktivitdt zum jeweiligen Entnahmezeitpunkt wahrend der 28-
tagigen Lagerung unter den zuvor genannten Bedingungen. Beide Medien (VB und VB-
PAGGS) sind dargestellt. Beziiglich der Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fiir
den Schlissel der angegebenen Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen.
Abktrzungen: VB = Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VB(-)PAGGS = VB mit
zusatzlichem/r Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol
(PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.1.6 Fibrinogen

Sowohl im zeitlichen Verlauf als auch zwischen den Medien fanden sich beim Fib-Gehalt signifikante
Unterschiede, wie in Abbildung 7 vermerkt ist. Der Gehalt nahm jedoch nur langsam ab, weshalb eine
signifikante Differenz der medienlibergreifenden Mittelwerte erst an Tag 28 (p < 0,01) nachgewiesen
werden konnte. Ein Abfall des durchschnittlichen Gehalts des Fibs unter 50 % des Ausgangswertes
konnte innerhalb der 28 Tage nicht nachgewiesen werden. Signifikant niedrigere Werte fanden sich bei
VB-PAGGS am Tag der Einlagerung (p < 0,01) sowie einen (p < 0,01), drei (p < 0,05), zehn (p < 0,05) und
flnfzehn (p < 0,05) Tage spater. Der Unterschied lag an diesen Tagen im Schnitt bei ca. 0,32 g/L.
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Zeitpunkt

Zeit: F (7, 35)=3,832; p = 0,0034
Medium: F (1,5) =14,43; p =0,013
Interakt: F (7, 35)=1,124; p = 0,37

Abbildung 7: Ergebnisse der Messungen des Fibrinogengehalts nach
Beprobungszeitpunkt in beiden Medien Uber die 28-tagige Lagerung. Bezlglich der
Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fiir den Schlissel der angegebenen
Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen. Abkiirzungen: g/L = Gramm pro Liter,
VB = Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VB(-)PAGGS = VB mit zusatzlichem/r
Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol (PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.1.7 Von-Willebrand-Faktor-Antigen
Die Aktivitdt des VWF-Ag nahm (ber die Zeit ab, nachdem sich insbesondere zu Beginn in den VB-

Konserven hohe Aktivititswerte gefunden hatten. Die nach Medium getrennte Analyse auf
Signifikanzen der Aktivitaten im Verlauf der Zeit ergab, dass in der VB-Gruppe bereits ein signifikanter
Abfall der Aktivitaten tber die Zeit stattfand, wenn man den 1. (p < 0,001), 3. (p < 0,0001) und 5. (p <
0,0001) Lagerungstag mit dem Einlagerungstag verglich. Bei den VB-PAGGS-Konserven konnte dies
nicht nachgewiesen werden. Die gemittelte Aktivitat der beiden Gruppen fiel ab Tag 21 unter 50 % der
Ausgangsaktivitat. Am Einlagerungstag (p < 0,0001), 1. (p < 0,05), 3. (p < 0,01), 10. (p < 0,01) und 15. (p
< 0,05) Lagerungstag fanden sich signifikant niedrigere Aktivitaten in den Konserven mit VB-PAGGS.

Durchschnittlich betrug die Differenz an diesen Tagen zu VB als Medium ca. 28,67 %.
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Zeitpunkt

Zeit:  F (7, 35)=20,69; p < 0,0001
Medium: F (1, 5) =29,28; p = 0,0029
Interakt: F (7, 35) = 4,636; p = 0,0009

Abbildung 8: Darstellung der nach dem Zeitpunkt der Entnahme aufgegliederten Aktivitaten
von von-Willebrand-Faktor-Antigen tber die Lagerungsdauer. Sowohl VB als auch VB-PAGGS
sind abgebildet. Beztiglich der Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fir den Schliissel
der angegebenen Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen. Abkiirzungen: VB =
Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VB(-)PAGGS = VB mit zusatzlichem/r Phosphat,
Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol (PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.2 Inhibitoren/Fibrinolysemarker
3.2.2.2.1 Antithrombin
Die AT-Aktivitét blieb, wie anhand der Box-Whisker-Plots von Abbildung 9 zu erkennen ist, Gber lange

Zeit relativ konstant. Aufgrund des starkeren Abfalls gegen Ende der Lagerungsdauer konnte trotzdem
ein signifikanter Unterschied im zeitlichen Verlauf aufgezeigt werden. An Tag 28 lag die AT-Aktivitat
signifikant unter der Ausgangsaktivitdt (p < 0,01). Dieser Abfall reichte allerdings nicht fur eine
Unterschreitung der 50 % Marke bezogen auf die Ausgangsaktivitdt. Wie graphisch reprasentiert
fanden  sich  deutliche  Unterschiede in der  Aktivitdit zwischen den  beiden
Konservierungsmedien/Additividsungen. Signifikante Unterschiede fanden sich hierbei bis auf am
flunften Lagerungstag zu allen Messzeitpunkten. Wobei alle Tage ein p < 0,001 aufwiesen, mit
Ausnahme von Tag 21 (p < 0,01). Der Aktivitatsunterschied lag an den Tagen mit signifikantem

Unterschied im Durchschnitt bei ca. 22,88 %.
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Zeitpunkt

Zeit: F(7,35)=5,576; p=0,0002
Medium: F (1,5) =36,19; p=0,0018
Interakt: F (7, 35)=0,5714; p = 0,77

Abbildung 9: Prasentation der Messwerte von Antithrombin nach den Tagen der
Lagerung, an denen Proben entnommen wurden. Beide Blutproduktgruppen sind
dargestellt. Beziiglich der Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fiir den Schlissel
der angegebenen Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen. Abkiirzungen: VB =
Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VBPAGGS = VB mit zusétzlichem/r
Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol (PAGGS-M).

74



3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.2.2 Protein C
Die PC-Aktivitat zeigte bereits am Tag der Einlagerung eine recht niedrige Aktivitat, die im Verlauf der

Zeit signifikant abfiel. Signifikanzen fanden sich an allen Lagerungstagen im Vergleich mit dem
Einlagerungstag mit Ausnahme des ersten Tages (Tag 3 p < 0,05, Tag 5 p < 0,001, Tag 10 p < 0,0001, Tag
15 p < 0,0001, Tag 21 p < 0,0001, Tag 28 p < 0,0001). Ab dem 28. Lagerungstag fand sich hierbei ein
Abfall um mehr als 50 % der Ausgangsaktivitdt. Mit Ausnahme des 5. Lagerungstages fanden sich an
allen Tagen signifikante Unterschiede zwischen den Medien p < 0,05 bzw. p < 0,01 an Tag flinfzehn,

wobei VB-PAGGS niedrigere Aktivitatswerte aufwies. Der mittlere Unterschied lag hierbei bei 13,4 %.
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Zeitpunkt

Zeit: F(7,35)=16,81; p<0,0001
Medium: F (1,5) =32,19; p=0,0024
Interakt: F (7, 35)=0,3644; p =0,92

Abbildung 10: Ergebnisse der Messungen der Protein C-Aktivitdit nach
Beprobungszeitpunkt in beiden Medien Uber die 28-tdgige Lagerung. Bezlglich der
Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fiir den Schlissel der angegebenen
Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen. Abkiirzungen: VB = Vollblut mit Citrat-
Phosphat-Dextrose (CPD), VBPAGGS = VB mit zusatzlichem/r Phosphat, Adenin, Glukose,
Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol (PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.2.3 Protein S

Die PS-Aktivititen zeigte zundchst einen Abfall der Aktivitat bis zur Probenentnahme am 10.
Lagerungstag, wobei sich signifikante Unterschiede zum Beginn der Lagerung am 3. (p < 0,05). 5. (p <
0,001) sowie am 10. Lagerungstag (p < 0,0001) fanden. Danach kam es zwar wieder zu einem leichten
Anstieg der Aktivitat, jedoch pendelte sich diese auf einem signifikant niedrigeren Niveau im Vergleich
zur Ausgangsaktivitdt ein. Die p-Werte des 15., 21. und 28. Lagerungstages betrugen hierbei p < 0,01,
p < 0,01 bzw. p < 0,05. Der 3. Lagerungstag markierte den Punkt, ab dem sich nur noch weniger als 50
% der Ausgangsaktivitat in den Konserven fanden. Signifikante Unterschiede zwischen den mittleren

Aktivitaten der Medien fanden sich nicht.
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Zeitpunkt

Zeit: F (7, 35)=4,992; p = 0,0005
Medium: F(1,5) =1,088;p=0,34
Interakt: F (7, 35)=1,053; p =0,41

Abbildung 11: Protein S-Aktivitdt zum jeweiligen Entnahmezeitpunkt wahrend der 28-
tagigen Lagerung unter den zuvor genannten Bedingungen. Beide Medien (VB und VB-
PAGGS) sind dargestellt. Bezuiglich der Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fiir den
Schlissel der angegebenen Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen.
Abktirzungen: VB = Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VB(-)PAGGS = VB mit
zusatzlichem/r Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol
(PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.2.4 D-Dimere

Die Untersuchung des DDIM-Gehalts der Proben zeigte weder im zeitlichen Verlauf noch zwischen den
Medien signifikante Unterschiede. Wie anhand von Abbildung 12 zu erkennen ist, blieb der Gehalt
entsprechend in beiden Medien iber die Zeit nahezu konstant auf einem niedrigen Niveau. Allerdings
zeigten die Proben der Gruppe VB generell wahrend der Lagerung eine progressiv hohere Variabilitat

der Ergebnisse als die Gruppe mit PAGGS-M Zusatz.
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Zeitpunkt

Zeit: F(7,35)=1,006;, p=0,44
Medium: F (1,5) =1,964; p=0,22
Interakt: F (7, 35) = 0,2952; p = 0,95

Abbildung 12: Darstellung der nach dem Zeitpunkt der Entnahme aufgegliederten
Gehalte an D-Dimeren Uber die Lagerungsdauer. Sowohl VB als auch VB-PAGGS sind
abgebildet. Bezuglich der Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fiir den Schlussel
der angegebenen Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen. Abkiirzungen: pg
FEU/ml = Mikrogramm Fibrinogen Equivalent Units (Fibrinogen-aquivalente
Einheiten) pro Milliliter, VB = Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VB(-)PAGGS
= VB mit zusatzlichem/r Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und
Mannitol (PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.3 Gerinnungszeiten
3.2.2.3.1 Prothrombinzeit

Die PT stieg im zeitlichen Verlauf signifikant an, wobei sich keine Unterschiede hinsichtlich der
Signifikanz zwischen den Medien fanden. Der Anstieg fand vor allem am Ende der Lagerungsdauer statt,
allerdings zeigten die VB-Konserven am 5. Lagerungstag einen leichten Peak bei gleichzeitig leichtem
Abfall der PT in der VB-PAGGS-Gruppe. Entsprechende signifikante Anstiege der zwischen VB und VB-
PAGGS gemittelten PT ergaben sich im Vergleich zur Ausgangszeit an Tag 21 und 28 (p-Wert jeweils p <
0,0001). Unterschiede von durchschnittlich ca. 1,08 Sekunden fanden sich mit Ausnahme des 5.
Lagerungstages an allen Lagerungstagen (Einlagerungstag, 10., 15., 21. und 28. Lagerungstag p < 0,0001
sowie 1. und 3. Lagerungstag p < 0,001). Grundsatzlich lag hier die PT der VB-PAGGS-Konserven uber
denen der VB-Gruppe.
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Zeitpunkt

Zeit: F (7, 35) = 38,29; p < 0,0001
Medium: F (1, 5) =23,72; p = 0,0046
Interakt: F (7, 35) = 2,458; p = 0,037

Abbildung 13: Prasentation der Messwerte der Prothrombinzeit nach den Tagen
der Lagerung, an denen Proben entnommen wurden. Beide Blutproduktgruppen
sind dargestellt. Bezuiglich der Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie flir den
Schlissel der angegebenen Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen.
Abkirzungen: VB = Vollblut mit Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), VBPAGGS = VB
mit zuséatzlichem/r Phosphat, Adenin, Glukose, Guanosin, Kochsalzlésung und
Mannitol (PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.2.3.2 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit
Die aPTT blieb UGber die Zeit relativ konstant. Nur zu einem Zeitpunkt (Tag 15) fand sich ein signifikanter

Anstieg (p < 0,05) im Vergleich zum Einlagerungstag. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Blutprodukten (Haupteffekt Medium) lag nicht vor.
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Zeitpunkt

Zeit: F(7,35)=2,862; p = 0,018
Medium: F (1,5) =5,611; p = 0,064
Interakt: F (7, 35)=1,116; p = 0,38

Abbildung 14: Ergebnisse der Messungen der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit nach
Beprobungszeitpunkt in beiden Medien Uber die 28-tdgige Lagerung. Bezuglich der
Beschreibung der Box-Whisker-Plots sowie fur den Schlissel der angegebenen
Signifikanzniveaus sei auf Abbildung 2 verwiesen. Abkurzungen: VB = Vollblut mit Citrat-
Phosphat-Dextrose (CPD), VBPAGGS = VB mit zusatzlichem/r Phosphat, Adenin, Glukose,
Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol (PAGGS-M).
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3. Eigene Untersuchungen

3.2.3 Inter-Assay Variabilitat

Die Ergebnisse der Berechnung der Inter-Assay Variabilitdten finden sich in Tabelle 2 sowie Tabelle 3.
Des Weiteren enthalten die Tabellen die Mittelwerte und Standardabweichungen, die sich aus den
Messungen der Kontrollen ergeben haben und mit denen die Inter-Assay-Variabilitdten berechnet

wurden. Zudem findet sich die Anzahl der Messungen, aus denen diese bestimmt wurden.

Parameter Anzahl Mittelwert Standardabweichung cv
Messungen (in %-Referenzakt.) (in %-Referenzakt.) physiol. Bereich
N-Kontrolle (in %)

FV 8 67,38 12,81 19,0

FVII 8 54,75 7,32 13,4

FIX 8 113,50 9,32 8,2

FX 8 65,38 6,46 9,9

VWEF-Ag 10 110,10 28,25 25,7

Tabelle 2: CVs der neu etablierten Parameter im physiologischen Bereich (N-Kontrolle). Die Mittelwerte und
Standardabweichungen sind auf zwei, die CVs auf eine Nachkommastelle gerundet angegeben.

Abkirzungen: %-Referenzakt. = Prozent Referenzaktivitat, CV = coefficient of variation (Variationskoeffizient), FV
= Faktor V, FVII = Faktor VII, FIX = Faktor IX, FX = Faktor X, N-Kontrolle = Normalkontrolle/Kontrolle im
physiologischen Bereich, physiol. = physiologisch, vWF-Ag = Von-Willebrand-Faktor-Antigen.

Parameter Anzahl Mittelwert Standardabweichung cv
Messungen (in %-Referenzakt.) (in %-Referenzakt.) pathol. Bereich
1:2- (in %)
Kontrolle

FV 9 15,89 5,28 33,2

FVII 9 22,67 4,42 19,5

FIX 9 47,00 6,78 14,4

FX 8 27,88 2,85 10,2

VWF-Ag 12 54,00 13,86 25,7

Tabelle 3: CVs der neu etablierten Parameter im pathologischen Bereich (1 :2-Kontrolle). Die Mittelwerte und
Standardabweichungen sind auf zwei, die CVs auf eine Nachkommastelle gerundet angegeben.

Abkirzungen: %-Referenzakt. = Prozent Referenzaktivitét, 1 :2-Kontrolle = niedrige Kontrolle/Kontrolle im
pathologischen Bereich, CV = coefficient of variation (Variationskoeffizient), FV = Faktor V, FVII = Faktor VII, FIX =
Faktor IX, FX = Faktor X, pathol. = pathologisch, vVWF-Ag = Von-Willebrand-Faktor-Antigen.

Die gemittelten CVs der Parameter betragen fur FV 26,1 %, FVII 16,4 %, FIX 11,3 %, FX 10,1 % sowie
flr vVWF-Ag 25,7 %.
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4. Diskussion

4. Diskussion

Das in der vorliegenden Dissertation bearbeitete Thema des Einflusses der gekiihlten Lagerung von
Vollblut auf die plasmatische Gerinnungsaktivitét ist beim Hund bisher mit direktem Fokus auf diese
Thematik wenig untersucht worden (28, 29). Erganzend finden sich nur vereinzelte Studien mit
indirekter Betrachtung im Rahmen anderer Forschungsfragen (30, 450) oder bei anderen Tierarten
(592). Der Fokus der Studienlage zur hamostatischen Aktivitdt von Blutprodukten lag/liegt in der
veterindrmedizinischen Literatur hingegen bisher bei Plasmaprodukten. Gefrorene Plasmaprodukte
und insbesondere FFP stellen/stellt den Fokus dar, auch wenn sich in den vergangenen Jahren vermehrt
Arbeiten zu ,Lliquid“- und ,Thawed”- (aufgetautem) Plasma sowie den Lagerungsschdaden von
Erythrozyten finden (20, 25-27, 420, 452). In der Humanmedizin findet hingegen aktuell eine
Verschiebung des Forschungsschwerpunktes von der Blutkomponententherapie hin zu frischem und
gekuhltem Vollblut statt. Vollblut hat sich in neueren Studien vorteilhaft bei der Akutbehandlung des
hamorrhagischen Schocks gezeigt (532, 533). So ging es z. B. in einer frihen Studie mit einer
verminderten Mortalitdt im Vergleich zum Einsatz von Blutkomponenten einher, die nicht von anderen
Faktoren abhangig war (593). Dies stellt einen Paradigmenwechsel dar, galt die Komponententherapie
seit ihrer weitrdumigen Verfligbarmachung Ende der sechziger/Anfang der siebziger Jahre des 20.
Jahrhunderts als bevorzugte Variante der allogenen Bluttransfusion (594, 595). Angetrieben wird der
Trend entsprechend des Einsatzgebietes (s. 0. und s. auch 2.5 Verfiigbarkeitsprobleme und Logistik von
Blutprodukten), vornehmlich durch militérisch subventionierte Forschung (352, 533, 593), aber auch
der zivile Sektor fiihrt Studien zum Einsatz von Vollblut durch (532, 537). Fir die Veterindarmedizin ist
diese Entwicklung als mégliche Therapiestrategie von groBem Interesse, da sich z. B. bei traumatischen
Verletzungen im Kriegseinsatz mit dem Verbluten als Hauptursache fir vermeidbare/absolute
Todesfélle bei Spezialeinheiten (596) bzw. Militarhunden (535), eine entscheidende Parallele findet.
Daruber hinaus zeigen sowohl Menschen (597) als auch Hunde (2, 598-601) im Rahmen von Traumata

eine Trauma-induzierte Koagulopathie.

Um eine entsprechende empirische Verwendung von Vollblut zu ermoglichen bzw. um die
Sinnhaftigkeit von Wirksamkeitsstudien zur evidenzbasierten Verwendung zu belegen, wurden dessen
Aktivitaten von pro- und antikoagulatorischen Faktoren untersucht. Die Hypothese des Autors war, dass
diese Faktoren bis zum 15. Lagerungstag > 50 % ihrer Ausgangsaktivitdt behalten wiirden und somit
weiterhin fir die Behandlung von Koagulopathien eingesetzt werden kdnnten. Die Verwendbarkeit
beziiglich der Qualitat zur Substitution von Erythrozyten und Thrombozyten wurde hierbei bereits im
Vorgdngerprojekt (32) tiberprift. Auch hier fehlen allerdings noch Studien zur Bestatigung der in vivo

Wirkung der Zellbestandteile.
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4.1 Einfluss des zeitlichen Verlaufs der Lagerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum Einfluss des zeitlichen Verlaufs auf die Aktivitdt der
prokoagulatorischen Faktoren (klassische Gerinnungsfaktoren und vWF) decken sich Giberwiegend mit
den bereits publizierten Werten aus den Arbeiten von Cooper et al. (29), Edwards et al. (28) und Stefani
et al. (30). So fielen in den Untersuchungen zu dieser Dissertation analog die Aktivitaten von FV, FVIII,
FIX, FX und vVWF mit der Zeit ab (29, 30). Hierbei deckte sich der Fakt, dass von den prokoagulatorischen
Faktoren nur FVIII und vVWF unter die Grenze von weniger als 50 % der Ausgangaktivitat abfielen (29).
Die 50 %-Grenze unterschritten FVIIl und vVWF in der vorliegenden Studie am 10. bzw. 21. Lagerungstag,
im Gegensatz zum 7. bzw. 24. Lagerungstag (29). Ein direkter Vergleich ist jedoch nicht moglich. Bedingt
ist dies durch unterschiedliche Definitionen. Der Autor dieser Studie definierte die Unterschreitung der
50 %-Schwelle (im Vergleich zur Ausgangsaktivitdt) durch den Abfall des Durchschnittswertes der
Faktoraktivitdten des Lagerungstages unter besagte Grenze. Die Arbeitsgruppe um Cooper hingegen
legte die Unterschreitung eines absoluten 50 %-Wertes durch das unter Ende des 95 %-
Konfidenzintervalls des Mittelwertes fest (29). Allerdings konnen die 50 %-Werte trotzdem
annaherungsweise miteinander verglichen werden, weil die Messwerte von Cooper et al. (29) am
Einlagerungstag in der nicht-Greyhound-Gruppe, sehr genau um 100 % Aktivitat liegen. Folglich stellt
die 50 % -Grenze ndherungsweise eine 50 %-Ausgangsaktivitdtsgrenze dar. Entsprechend des 95 %-
Konfidenzintervalls als Marker erreichen die Werte von Cooper friiher die 50 %-Schwelle, was auch
eine hohere Sicherheit im Hinblick auf die spatere Verwendbarkeit einbaut. Hinzu kommt bei FVIII die
Tatsache, dass sich der Mittelwert der Faktoraktivitdten bereits am 5. Lagerungstag dem Grenzwert
stark annaherte (ca. 54 % der Ausgangsaktivitat), eine erneute Beprobung aber erst am 10.
Lagerungstag stattfand. Folglich kdnnte ein friiherer Abfall unter den Grenzwert, wie er durch eine
friithere Beprobung bei Cooper et al. am 7. Lagerungstag festgestellt werden konnte, libersehen worden
sein. Der frihere Abfall des VWF ist hingegen wahrscheinlich auf die hohen Ausgangsaktivitaten der
VWF-Messungen zurlckzufiihren, die ihrerseits wahrscheinlich Folge der hoch angelegten
Qualitatskontrolle im Normalbereich waren. Ein signifikanter Abfall von FVII im Laufe der
Lagerungsdauer, wie in der vorliegenden Arbeit, fand sich in der vorliegenden Literatur nicht
durchgangig. So konnte in einer Studie (29) kein Abfall detektiert werden. In einer anderen Studie (30)
fand sich wiederum ein Abfall. Allerdings ist der Abfall in den vorliegenden Untersuchungen bezogen
auf die Lagerungsdauer nur transient, gering und zeigt an den beiden Tagen mit signifikantem
Unterschied nur eine niedrige Signifikanz, weshalb der Effekt wahrscheinlich zu vernachlassigen ist.
Ebenso sind variable Ergebnisse hinsichtlich der Lagerung von Fib beschrieben. In unserer

Untersuchung fand sich, wie bei Cooper (29) und Stefani (30), ein Abfall des Fibs tber die Zeit, der
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analog zu erstgenannter Studie am Ende der Lagerungsdauer auftrat. Edwards (28) fand hingegen

wahrend einer 28-tdgigen Lagerung keinen Abfall.

Der Anstieg der Gerinnungszeiten PT und aPTT entspricht ebenfalls den in der Literatur veréffentlichten
Ergebnissen, die jeweils einen Anstieg Uber die Zeit zeigen konnten (28-30). Der Verlauf der Signifikanz
der PT deckt sich hierbei mit den Ergebnissen von Edwards et al., der ebenfalls einen signifikanten
Anstieg an den Tagen der Beprobung ab Tag 21 der Lagerung finden konnte (28). Allerdings zeigte sich
in der vorliegenden Arbeit die aPTT zwar am 15. Lagerungstag signifikant erhoht, im weiteren Verlauf
aber nicht mehr. Weshalb insbesondere aufgrund der deutlich ausgeprégteren Variabilitat in der VB-
PAGGS-Gruppe an Tag flinfzehn der Lagerung, fur die keine Ursache gefunden werden konnte (s. 4.2
Einfluss des verwendeten Antikoagulans bzw. der Additiviésung), sowie der Transienz des Ergebnisses
moglicherweise von einem nicht tatsachlichen vorliegenden Effekt ausgegangen werden muss. Dieser
mogliche Unterschied zwischen den bereits publizierten Studien und der vorliegenden Arbeit kénnte
auf die unterschiedlichen Sensitivititen der verwendeten Assays (29, 30) oder aber eine
unterschiedliche Konservierung der FVIII-Aktivitat (28-30) zuriickzufihren sein. So kihlten die
vorgenannten Autoren ihre Blutbeutel schneller mit 4 °C, was ggf. eine reduzierte FVIII-Aktivitdt im
Vergleich zu unserer Studie und somit eine hohere aPTT bedingen kénnte (s. 2.4 Hamostatische
Aktivitat des Plasmaanteils von kaninem konservierten Vollblut). Dies konnte zu dem oben
angegebenen Unterschied in den FVIIl-Aktivitditen passen. Die niedrige Sensitivitdt der
Gerinnungszeiten bedingt allgemein, dass diese nur eingeschrankt fiir die Uberpriifung der Qualitat der
plasmatischen Gerinnung von Vollblutkonserven lber die Zeit geeignet sind. Zwar detektieren sie in
Kombination die wesentlichen Veranderungen, zeigen aber weder deren Auspragung korrekt (s. 4.2
Einfluss des verwendeten Antikoagulans bzw. der Additiviésung) noch den Abfall von FVIII zuverladssig
an. Allerdings ist die unterschiedliche Sensitivitdt von Reagenzien fir die aPTT bekannt (s. 2.2.2.1

Screeningtests), weshalb andere Reagenzien hier moglicherweise bessere Ergebnisse erzielen konnten.

Zu den Aktivitaten der Inhibitoren der Hdmostase, AT, PC und PS sowie des Fibrinolysemarkers DDIM
in Vollblutkonserven finden sich bisher keine veterindrmedizinischen Arbeiten. Deshalb missen zur
Einordnung der vorliegenden Ergebnisse die entsprechende humanmedizinische Literatur sowie

tiermedizinische Arbeiten zu Plasmaprodukten herangezogen werden.

AT zeigte in der vorliegenden Arbeit einen ab dem 28. Lagerungstag signifikanten, aber geringfiigigen
Abfall Gber die Dauer der Lagerung. Ein Riickgang der Aktivitat konnte nach zwei Wochen ebenfalls in
Vollblutkonserven von humanen Spendern nachvollzogen werden (602). Eine andere
humanmedizinische Studie konnte hingegen zwar einen Abfall im Rahmen der 49-tagigen Lagerung

feststellen, der aber nicht signifikant war (603). Entsprechend der offensichtlich guten Stabilitat von AT
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konnten zwei veterindrmedizinische Studien an , Liquid-Plasma“ (27) und , Thawed-Plasma“ (25) keinen

signifikanten Abfall iber sieben Tage bzw. einen Abfall erst nach 35 Lagerungstagen nachweisen.

Die humanmedizinischen Arbeiten weisen bezlglich des Riickgangs von PC deutlich geringe Werte auf.
So zeigte sich in einer Studie ein Abfall von ca. 20 % wéahrend einer 21-tdgigen Lagerung von
Vollblutkonserven (604) und Bormann et al. (603) wiesen wéhrend einer 49-tagigen Lagerung keinen

signifikanten Abfall nach. Die Ursache fiir diese Differenz ist unklar.

Die Datenlage zu PS in Vollblutkonserven ist sehr eingeschrankt. Eine humanmedizinische Studie von
Huish et al. (605) aus dem Jahr 2019 konnte einen deutlichen Riickgang der PS-Messungen nachweisen,
wobei der Riickgang bei der PS-Aktivitat mit mehr als 50 % am 14. Lagerungstag starker ausgepragt war
als die der PS-Antigen-Messung. Die Differenz fiihren die Autoren hierbei auf eine Inaktivierung von PS
durch Thrombin oder eine Bindung an Erythrozyten zuriick. Bis zum 35. Lagerungstag fand sich sogar
ein Abfall der Aktivitdt auf < 10 % (Detektionslimit) (605). Somit war der Abfall in etwa wie in der
vorliegenden Studie. Ungewohnlich bleibt jedoch der nachgewiesen transiente noch stérkere Abfall am
10. Lagerungstag. Dieser konnte hierbei auf Messvarianzen oder hypothetisch moglicherweise auf eine

vermehrte Freisetzung von gebundenem PS nach dem initialen Abfall zuriickzufiihren sein.

Die Uber die Zeit stabilen DDIM in dieser Arbeit decken sich mit vorangegangen Lagerungsstudien (27,

603, 606).

Die Ursachen der Abfalle der pro- und antikoagulatorischen Proteine in der vorliegenden Dissertation
sind unklar. Hier werden weitere Studien bendtigt. Denkbar wéren als Ursache fiir den Riickgang der
Aktivititen/Gehalte z. B. eine Aktivierung der Gerinnung durch Kélte (,cold activation,
Kélteaktivierung) (605), ein Abbau der Proteine (s. 4.2 Einfluss des verwendeten Antikoagulans bzw.
der Additivlosung) oder ein Einfluss der nachgewiesenen lagerungsbedingten Abnahme des pH-Wertes

in den Konserven (32, 607).

4.2 Einfluss des verwendeten Antikoagulans bzw. der
Additivlosung

Von Interesse sind neben den Einfliissen von Lagerungsdauer und Temperatur auch die verwendeten
Antikoagulanzien bzw. Nahrlésungen, mit denen das Vollblut wahrend der Gewinnung versetzt wird. Es
gibt keinen einheitlichen Konsensus Uber die Verwendung der vielen kommerziell verfligbaren
Antikoagulanzien/N&hrlésungen und somit auch keinen Standardzusatz fiir Vollblut, wobei hdufig CPD
verwendet wird (491). Hinzu kommt, dass die verwendeten Losungen eigentlich zur Reduktion der

Lagerungsschaden (,storage lesion”) der Erythrozyten vorgesehen sind (608). Um einen idealen Zusatz
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fur Vollblut zu finden und Wirksamkeitsstudien durchfihren zu kdnnen, muss hinsichtlich der
Antikoagulanzien und ggf. Nahrldsungen bzw. deren Inhaltsstoffen aber festgestellt werden, wie sich
diese auf die einzelnen Blutkomponenten und somit auch die plasmatische Gerinnung auswirken. Aus
diesem Grund sollte dieser Effekt auch in der vorliegenden Studie betrachtet werden. Die Hypothese
beziglich der beiden verwendeten Blutzusdtze war, dass sich beim Vergleich der Messwerte der
untersuchten Parameter der plasmatischen Gerinnung keine signifikanten Unterschiede zwischen der
VB- und VB-PAGGS-Gruppe finden wiirden. Ausgenommen hiervon war FV aufgrund der in der VB-
PAGGS-Gruppe hoher zu erwartenden (s. 1. Einleitung) Aktivitat. Die Hypothese war hierbei angelehnt
an die Auswertung der Vorgdngerarbeit (32) und die drei bereits erwdahnten humanmedizinischen
Studien (416, 491, 505), die nur geringfligige Unterschiede der plasmatischen Gerinnungsaktivitdt beim
Vergleich unterschiedlicher Medien finden konnten. Umso weniger zu erwarten waren die deutlichen
Unterschiede der Aktivitaten/Gehalte zwischen den beiden verglichenen Gruppen der gelagerten

kaninen Vollblutkonserven.

Bei allen prokoagulatorischen Faktoren fand sich zu mindestens einem Zeitpunkt wahrend der
Lagerung ein signifikanter Unterschied zwischen den Aktivitdten/Gehalten der Faktoren der mit CPD
bzw. CPD und PAGGS-M versetzten Vollblutkonserven. Die mit PAGGS-M-Additividsung versetzten
Konserven zeigten durchgangig niedrigere Werte. Die Lagerungstage mit einem signifikanten
Unterschied verteilten sich hierbei haufig auf den Beginn sowie das Ende der Lagerungsdauer. Dies legt
Uiber den mittleren zeitlichen Verlauf eigentlich eine unterschiedliche Kinetik des Verlaufs nahe, die
gegebenenfalls eine bessere Praservation der Aktivitdit in den mit PAGGS-M versetzten
Vollblutkonserven anzeigen kénnte. Dies gilt insbesondere als zutreffend, sollte sich die Hypothese zum
Verdiinnungseffekt (s. u.) bestatigen. Allerdings konnte bei den prokoagulatorischen Faktoren mit
Ausnahme von FVIII und des VWF in der statistischen Untersuchung kein entsprechend statistisch
signifikanter Interaktionswert detektiert werden. Aufgrund der kleinen ProbengroRRe scheint hier aber
ein Fehler 2. Art moglich (609, 610). Die gegebenen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bei
den prokoagulatorischen Proteinen sind Gberwiegend moderat, wobei sich die groRten Unterschiede
bei FIX und vVWF fanden. Eine Substitution von Faktoren innerhalb des Zeitrahmens des Erhalts von 50
% der gemittelten Ausgangsaktivitat ist auch mit den PAGGS-M versetzten Konserven moglich, jedoch
bieten die ausschlieBlich mit CPD versetzen Konserven aufgrund der héheren Aktivititen/Gehalte der
prokoagulatorischen Proteine ein besseres hamostatisches Profil. Die vermutete Ausnahme beziglich
FV bestatigte sich in den Untersuchungen nur bedingt. Die FV-Aktivitat war entgegen der Hypothese
tiber weite Teile der Lagerung in der VB-PAGGS-Gruppe signifikant niedriger als in der VB-Gruppe, aber
es fanden sich hier im Vergleich zu den (brigen prokoagulatorischen Parametern die geringsten
absoluten Unterschiede an Prozentpunkten der Aktivitdt. Dies kdnnte auf relativ gesehen geringflgig

erhohte Werte in den VB-PAGGS-Konserven hindeuten, insbesondere, da sich die Differenzen zwischen
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den beiden Gruppen am Einlagerungstag im GréRenrahmen eines moglichen Verdiinnungseffekts (s.

u.) befanden.

Die inhibitorischen Proteine AT und PC zeigten im Vergleich zu den prokoagulatorischen Proteinen
ahnliche Verhéltnisse zwischen den beiden Medien. Wobei sie noch frequenter niedrigere Ergebnisse
in der VB-PAGGS-M-Gruppe zeigten. So fanden sich nur an Tag 5 keine signifikanten Unterschiede. Auch
hier waren die absoluten Unterschiede gering (PC) bis moderat (AT). PS hingegen zeigte zwischen den
Medien keine signifikanten Unterschiede Gber die Lagerungsdauer. Die Ergebnisse lassen vermuten,
dass PC und AT noch starker als die prokoagulatorischen Faktoren durch die Lagerung mit Zusatz von

PAGGS-M negativ beeinflusst werden.

Der Fibrinolysemarker DDIM zeigte wéahrend der Lagerung keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen. Allerdings fiel eine hohere Variabilitdt der Messungen in der Gruppe VB, bedingt durch
vereinzelte hohe Werte (besonders an Tag 21 und 28) auf. Die erhhte Variabilitat konnte als Hinweis
auf eine Aktivierung der Gerinnung in vereinzelten Pools interpretiert werden (611). In diesem Sinne
ware ggf. die Verwendung/Etablierung eines sensitiveren Markers der Fibrinolyse in weiteren Studien
von Interesse, um auch sehr dezente Unterschiede zu demonstrieren. Alternativ waren groRere

GruppengroRen eine Option.

Die PT war Uber fasst die gesamte Lagerungszeit (mit Ausnahme der durch die Anndherung der
Messwerte am flinften Lagerungstag bedingten fehlenden signifikanten Unterschied) in der VB-PAGGS-
Gruppe gegenuber der VB-Gruppe signifikant verlangert. Dartber hinaus war die Streuung der
Messwerte in der VB-PAGGS-Gruppe hoher. Die hoheren Werte der PT in den VB-PAGGS-Konserven
lassen sich auf die niedrigeren Faktorenaktivitdten zurtickfiihren. Allerdings zeigt sich hierbei die recht
niedrige, vom verwendeten Test abhangige Sensitivitat fiir Faktorverminderungen (612, 613) durch die
prozentual deutlich geringere Abweichung der GréRenordnung zum Aktivitatsabfall der Faktoren. Dies
wird nochmal durch den erst zum Ende der Lagerung hin signifikanten Anstieg (s. 3.2.2.3.1
Prothrombinzeit und 4.1 Einfluss des zeitlichen Verlaufs der Lagerung) unterstrichen. Die erhohte
Streuung der Messwerte der VB-PAGGS-Gruppe ldsst sich hiermit jedoch nicht erklaren, da sich diese
bei den Faktoraktivitdten nicht findet. Eine Beeinflussung des PT-Reagenzes durch PAGGS-M mit einem

daraus resultierenden CV ist in diesem Zusammenhang denkbar.

Die aPTT zeigte hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Medien, trotz deren
signifikanten Differenzen in den Faktorgehalten. Dies ist wie bereits zuvor aufgefiihrt auf die mangelnde
Sensitivitat der aPTT zurlickzufiihren. Die erhéhten Messvariabilitaten der VB-PAGGS-Gruppe am 15.
Tag bzw. der VB-Gruppe an Tag 21 der Lagerung haben wahrscheinlich unterschiedliche Ursachen. Bei

den Abweichungen an Tag 21 zeigten sich analog bei den Bestimmungen der prokoagulatorischen
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Faktoren, die Einfluss auf die aPTT haben (FIX, FVIII, FX, FV und Fib), vermehrte Messvariabilitdten in
Richtung niedriger Messwerte. Denkbar hierfiir wére eine vorausgegangene Gerinnungsaktivierung, da
die DDIM-Werte, wie oben beschrieben, hier einen Trend zum Anstieg zeigten. Die vermehrte
Messvariabilitat nach fiinfzehn Lagerungstagen beruht auf einzelnen stark bis sehr stark verlangerten
aPTT-Messungen. Griinde fir diese hohen Messwerte konnten nicht identifiziert werden, da sich weder

Abweichungen der Probenqualitdt noch erkennbare Messfehler feststellen lieBen.

Die Ursache furr den negativen Einfluss der Lagerung in PAGGS-M auf die pro- und antikoagulatorischen
Faktoren ist unklar. Denkbar wéren verschiedene Faktoren, einzeln oder in Kombination. In Frage
kdmen beispielsweise Unterschiede im pH-Wert der Konserven mit Beeinflussung der Aktivitat der
Faktoren (s. 4.1 Einfluss des zeitlichen Verlaufs der Lagerung). Zwar zeigten die Vollblutkonserven der
VB-PAGGS-M-Gruppe in der Vorgéngerstudie signifikant niedrigere pH-Werte als die VB-Gruppe, aber
dies war durchgangig und zunehmend der Fall (32), weshalb dies nicht alleinig die variabel signifikanten
Ergebnisse in dieser Studie erklart. Eine weitere mogliche Ursache wére ein hoherer Abbau der pro-
und antikoagulatorischen Proteine, wie anhand der Ammoniakmessungen der Daten von Lehmann (32,
394) vermutet werden kann. Allerdings zeigte sich auch hier ein nicht passendes kontinuierliches und
zunehmendes Muster. Ebenso wenig kann der Unterschied mit einer vermehrten standardmaRigen
Aktivierung der Gerinnung erklart werden, da sich wie oben beschrieben keine statistisch signifikanten
Anhaltspunkte eines Unterschieds des Fibrinolysemarkers DDIM fanden. Die dezenten Hinweise auf
eine Gerinnungsaktivierung in der VB-Gruppe wiirden sich gegenteilig zum beobachteten Trend
auswirken. Der wichtigste, zu diskutierende Faktor ist der Verdiinnungseffekt. Griinde fir den diesen
bedingenden Versuchsaufbau werden in 5. Limitationen ausfiihrlich diskutiert. In Frage kommt dieser
Faktor insbesondere, da der Unterschied der Ausgangsaktivitaten beider Gruppen zueinander (ca. 23 —
27 %) anndhernd der prozentualen Verdinnung durch die Zugabe von PAGGS-M (ca. 22 %) entspricht.
Abweichende Ergebnisse zeigten hierbei FVIII (ca. 37 %), VWF (ca. 50 %), Fib (ca. 30 %) und PS (ca. -19
%), sodass bei ersten drei von zuséatzlichen Mechanismen auszugehen ist. Der héhere, wenn auch nicht
statistisch signifikante PS-Wert Idsst sich nicht mit der Verdiinnungshypothese erkldren. Hier ware ein
Einfluss durch seinen teils gebundenen Zustand denkbar. Ebenso sollte auch der Verdiinnungseffekt
konstante Abweichungen erzeugen, sodass generell von einem multifaktoriellen Geschehen oder auch
hier einem Fehler 2. Art auszugehen ist. Ein weiterer zu diskutierender Punkt ist die bereits oben
erwdhnten (s. 4.1 Einfluss des zeitlichen Verlaufs der Lagerung) Kalteaktivierung, bei der sich

Unterschiede zwischen den Medien zeigen konnten.

Insgesamt werden weitere Studien zur Untersuchung des Einflusses von Antikoagulanzien/Nihrmedien
auf Lagerungsschaden von zelluldren und flissigen Bestandteilen des Vollblutes benétigt. Einerseits um

ein Ndahrmedium zu finden, das mit seinen Eigenschaften allen Blutbestandteilen hinsichtlich ihres
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bevorzugten Milieus gerecht wird und entsprechend keine/zu vernachlissigende negativen/e
Auswirkungen auf einzelne Vollblutbestandteile hat. Andererseits, um die Ursachen etwaiger negativer

wie positiver Einflisse aufzudecken.

4.3 Inter-Assay Variationskoeffizient

Die Inter-Assay Variabilitat wurde zwar im Rahmen der Untersuchungen als Beiprodukt generiert, stellt
aber einen wichtigen Qualitdtsmalstab dar. So erlaubt sie alleinig oder als Teil des TEqbs in Relation zum
TE. die Akzeptabilitat der Messungen sowie deren Beurteilbarkeit einzuschétzen (255). Dies ist wichtig,
weil hohe CV-Werte Aussagen liber den genauen Verlust an Faktoraktivitdt erschweren, da es zu
Interferenzen mit der GroBenordnung kommt. Dies ist umso wichtiger, weil der Effekt durch kleine
GruppengroBe, wie in der vorliegenden Studie, verstarkt wird (15). In der veterindarmedizinischen
Literatur gibt es zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Dissertation allerdings keine auf
Expertenmeinungen basierenden publizierten TE,s fir die in unserer Arbeitsgruppe neu etablierten
Koagulationsparameter, FV, FVII, FIX, FX und vWF. Ebenso fehlt es an Studien zu deren biologischer
Variabilitat bei Hunden und publizierten klinischen Entscheidungsgrenzen. Klinische
Entscheidungsgrenzwerte sind bei diesen Parametern schwierig festzusetzen, da Messungen von
Einzelfaktoren dem klinischen Kontext entsprechend nicht bei Tieren mit normaler oder leicht
reduzierter Hamostase durchgefiihrt werden. Der Einsatz beschréankt sich hingegen in aller Regel auf
den Verdacht auf angeborene Gerinnungsstorungen, bei denen im Allgemeinen (sehr) niedrige
Aktivitaten/Werte gemessen werden (295, 471), weshalb Beurteilungen des Grenzbereiches zwischen
physiologischen und pathologischen Werten bei den Faktorenbestimmungen erschwert sind. Aus
diesem Grund muss flr die Interpretation der CV-Werte auf fiir die Analyten publizierte CVs in der
veterinarmedizinischen Literatur sowie CVs und TE,s aus der Humanmedizin zurlickgegriffen werden.
Eine entsprechende Gegentberstellung findet sich fiir die Werte im physiologischen (Tabelle 4) und
pathologischen (Tabelle 5) Bereich im Folgenden. Die humanmedizinischen Angaben diirfen hierbei nur
als Orientierung gesehen werden. Zum einen da moglicherweise unterschiedliche Matrixeffekte
(Probeneigenschaften unabhéngig von der gemessenen Variable) beim Vergleich von menschlichem
und tierischen Plasma bestehen (292) und zum anderen, weil Hunde, wie oben bereits erwahnt (s. 2.1.2
Sekundare Hamostase), im Vergleich zum Menschen deutlich héhere FV- und FVIII-Aktivitaten

aufweisen. Beides kdnnte erheblichen Einfluss auf die Performance der Assays haben.
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4. Diskussion

Die Performance der in unserem Haus neu etablierten Assays ist insgesamt akzeptabel. Die Faktoren
VII, IX und X zeigen geringe Inter-Assay Variabilitdten im physiologischen Bereich, die mit Ausnahme
von FX im Vergleich zu einer Studie (15) unterhalb der in der veterindrmedizinischen Literatur
publizierten CV-Werte liegen. Zusétzlich ist der Unterschied zwischen dem in der vorliegenden Arbeit
bestimmten und dem CV aus der Studie von Wardrop et al. fir FX nur gering, sodass man von einer
ahnlichen GroRenordnung sprechen kann. Trotzdem sind die ermittelten CVs fur die Faktoren VII, IX
und X deutlich héher als die aufgefiihrten Werte aus einer humanmedizinischen Arbeit (614) und den
Angaben des Herstellers (573, 575, 576). Bezlglich der Differenzen zwischen den humanmedizinischen
Angaben von Chen et al. und den Angaben des Herstellers sei darauf verwiesen, dass es sich bei den
vom Hersteller reportierten Werten nicht nur um die Inter-Assay Variabilitdt, sondern um eine ,Within-
laboratory“-Variabilitat handelt, die auch Replikationsmessungen umfasst (616). Entsprechend sind bei

der ,Within-laboratory“-Variabilitat generell hdhere Werte zu erwarten.

Die Unterschiede zwischen den veterindrmedizinisch und humanmedizinisch beschriebenen CVs
kénnten hingegen z. B. auf etwaige Unterschiede zwischen den betrachteten Spezies (s. 2.1.2
Sekundare Hamostase und 3.1.4.3 Vorbereitung der bisher nicht etablierten Tests) oder aber auf eine
bessere analytische Diagnostik zurlickzufihren sein. Letzteres erscheint moglich, da
humanmedizinische Gerinnungslabore mehr Erfahrung mit der Durchfihrung der Tests und
humanspezifische, kommerziell verfiigbare Qualitatskontrollen zur Verfiigung haben. Nichtsdestotrotz
liegen die von uns fir FVII, FIX und FX bestimmten CV-Werte nah an den mit Hilfe der Leitlinien der
American Society for Veterinary Clinical Pathology (ASVCP) (255), von den TE,-Empfehlungen des Royal
Colleges of Pathologists of Australasia (RCPA) (615) abgeleiteten Ziel-CV-Werten. FIX und FX erfillen
diese, FX liegt trotz Speziesunterschied nur geringgradig dartiber. Im pathologisch niedrigen Bereich
haben FVII, FIX und FX hhere CV-Werte. Ein Vergleich mit anderen publizierten Daten fallt hier schwer,
da in den zuvor herangezogenen veterindrmedizinischen Studien von Cooper et al. (29), Chee et al. (26)
sowie Wardrop et al. (15) keine CVs fiir niedrige Messbereiche bestimmt/angegeben wurden. Ebenso
gibt die oben genannte humanmedizinische Studie keine entsprechenden CVs an, sodass nur ein
Vergleich mit den Angaben des Herstellers und den von den empfohlenen TE,s abgeleiteten Werten
moglich ist. Hierbei zeigen FVII, FIX und FX hohere Abweichungen zu den Angaben des Herstellers und
lediglich FX ist nur geringfligig Giber den Ziel-CV-Wert erhéht, wohingegen beide anderen Parameter
deutlich héher sind als dieser. Beide Veranderungen deuten darauf hin, dass die Prazision der
Messungen bei abnehmender Faktoraktivitdat in der Probe nachldsst. Ein bekanntes Phdnomen,
welches auch durch abweichende TE.s (ca. 30 — 300 %) im sehr niedrigen Messbereich in den
Empfehlungen des RCPAs (615) deutlich wird. Zwar haben die niedrig pathologischen Messungen nicht

in diesem Bereich stattgefunden, doch wurde z. B. bei FVII die Bestimmung des CVs des pathologisch
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niedrigen Bereiches deutlich unterhalb der GréBenordnung der Versuchsanordnung des Herstellers

durchgefiihrt, was die Zunahme von Abweichungen wahrscheinlich macht.

Im Vergleich zu den oben genannten Parametern zeigten FV und vWF-Ag in den Messungen deutlich
hohere CVs. FV hatte in der vorliegenden Untersuchung den hochsten CV der neu etablierten
klassischen Gerinnungsfaktoren im physiologischen wie auch im pathologisch niedrigen Messbereich.
Entsprechend fanden sich bei FV sowohl im physiologischen als auch pathologisch niedrigen
Messbereich groRe Abweichungen zu den humanmedizinisch beschriebenen CV-Werten, die etwas
ausgepragter ausfielen als bei den anderen Faktoren. Sehr ausgepragt war insbesondere im
pathologisch niedrigen Bereich die Uberschreitung des CV-Zielwertes. Trotzdem lag der CV von FV
zumindest im physiologischen Messbereich im veterinarmedizinisch beschriebenen Rahmen bis 20 %
(26). Eine entscheidende Ursache fiir die hohen CVs von FV ist ein Abfall der gemessenen Aktivitédt des
Kontrollplasmas im Verlauf des Messzeitraums. Besonders betont war dieser Abfall im physiologischen
Messbereich. Der Abfall ist hierbei vermutlich nicht durch eine tatsachliche Reduktion der Aktivitdt des
Kontrollpoolplasmas bedingt, da der Messzeitraum in Bezug auf die oben beschriebene Haltbarkeit des
Poolplasmas (s. 3.1.4.1 Vorbereitung der Proben) kurz war. Wahrscheinlicher erscheint eine Interferenz
durch unterschiedliche Chargen der Reagenzien, die im Verlauf der Messungen notig waren. Der Abfall
zeigt sich bei allen Faktoren, ist aber bei FV und dem vWF-Ag besonders ausgepragt. Ein solcher Effekt
ist im Verlauf von Faktormessungen bereits angegeben worden (29, 591). Eine weitere Komponente
des hohen CV im pathologisch niedrigen Bereich ist, wie bei FVII, die Lage der 1 :2-Kontrolle in einem
sehr niedrigen Bereich, was die Prazision zusatzlich niedriger erscheinen lasst. Wie zuvor erwahnt zeigt
das VWF-Ag ebenso einen Abfall der gemessenen Aktivititen der Qualitdtskontrollen (in der
unverdiinnten Poolplasmakontrolle am ausgepréagtesten), dieser ist jedoch von allen gemessenen
Parametern am hochsten. Dies dirfte den Hauptgrund fur die starken Abweichungen von den
reportierten CV-Werten sein und erkldren, weshalb der vVWF der einzige Parameter war, der sich weder
innerhalb des Ziel-CV-Wertes noch in den zuvor publizierten veterindrmedizinischen CVs bewegte.
Allerdings ist die GroRenordnung des CVs nicht deutlich Giber den zuvor reportierten Werten. Hinzu
kommt, dass er als einziger Parameter sowohl in der N- als auch 1 :2-Kontrolle in einer GroRenordnung
rangierte, die deutlich Gber den Versuchsaufbauten des Herstellers und den bei den zuvor publizierten
veterindrmedizinischen Daten zu erwartenden Messwerten lag. Auch diese hohen Werte kénnen die

Streuung der Messwerte und damit den CV erhéhen.

Insgesamt ist die Performance aller Parameter aber, wie oben erwahnt, als mindestens akzeptabel
eingeschatzt worden, da die GréRenordnungen der CVs bei allen Parametern nah genug an den
Literaturwerten lagen und nicht zu erwarten ist, dass die Hohe der CVs ausreichte, um ausgepragte

Abfille der Faktorenaktivititen/-gehalte Gber die Zeit oder Medienunterschiede zu kaschieren.
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Zur Verbesserung der Prazision kdnnte eine weitergehende Standardisierung der Messbedingungen
sinnvoll sein. Des Weiteren sollten etwaige Fehlerquellen gesucht und behoben werden. Um die
Aussagekraft der CV-Werte zu erhohen, konnte eine erneute/weitergehende Bestimmung mit mehr
Wiederholungen erfolgen, wie sie von den entsprechenden Organisationen empfohlen wird (s. 3.1.4.6
Inter-Assay Variabilitdt). Im gleichen Rahmen kdnnten tégliche Replikationsmessungen durchgefiihrt
werden, die auch die Bestimmung einer ,Within-laboratory“-Prézision erlauben wirde. Des Weiteren
waren Studien zur biologischen Variabilitat der Faktoren und Festlegung Spezies-spezifischer TE,s eine

weitere MaRBnahme zur besseren Beurteilung der Akzeptabilitat der Laborperformance.
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5. Limitationen

Die vorliegende Studie weist Limitationen auf, welche zum GroRteil analog zu den Limitationen der
Vorgangerstudie sind (32). Dies ergibt sich durch den bis zur Probenentnahme gleichen

Versuchsaufbau.

In der vorliegenden Studie kam eine recht monomorphe Hundepopulation fiir die Probensammlung
zum Einsatz. Ursachlich hierfiir ist ein hoher Anteil von Zuchttieren im Spenderpool der Klinik far
Kleintiere. Am haufigsten waren hierbei Deutsche Schaferhunde (ca. 44,4 %) vertreten. Dies ist von
Bedeutung, da sich physiologische Variationen der Gerinnungsaktivitat bei gewissen Rassen finden. So
kommen nebst den interindividuellen physiologischen Variationen in der Gerinnungsaktivitat
Besonderheiten z. B. bei Greyhounds vor (29, 450). Ausfiihrliche Untersuchungen zu verschiedenen
Hunderassen fehlen allerdings, weshalb entsprechende Einfliisse nicht ausgeschlossen werden kénnen.
Weitere Untersuchungen zum Einfluss unterschiedlicher Hunderassen auf die plasmatische
Gerinnungsaktivitdt sind dementsprechend n6tig. Auch sind bei Deutschen Schaferhunden
verschiedene hereditdre Gerinnungsstérungen beschrieben (617-620). Insbesondere bei der
Hamophilie A sowie der von-Willebrand-Erkrankung wiesen Populationen Deutscher Schaferhund
friher teils hohe Inzidenzen auf (617, 618). Hinweise auf derartige Gerinnungsstérungen hatten sich
allerdings in den von uns durchgefiihrten Untersuchungen gefunden, sodass von keiner Verfalschung
auszugehen ist. Die Hundepopulation dhnelte insgesamt der Hundepopulationen einer anderen
Arbeitsgruppe im Bereich der Lagerung von Blutkonserven, die einen hohen Anteil an Diensthunden

aufweist (28).

Wie bereits in der vorhergehenden Studie diskutiert, wurde die Zugabe der Nahrlésung PAGGS-M zu
dem bereits mit CPD antikoagulierten Blut so durchgefiihrt, dass das Mischungsverhéltnis dem einer
Konserve mit vorgelegtem PAGGS-M entsprechen wiirde. Dies stellte eine realitdtsnahe
Vorgehensweise dar, da die Konserven so einem etwaig reell verfiigbaren Aquivalent entsprechen. Dies
bedingt allerdings die Verdinnung der Proben. Um entsprechend nur den Effekt der
Antikoagulanzien/N&hrlésungen ohne den Effekt der Verdiinnung miteinander zu vergleichen, hitte
wahlweise das Mischungsverhaltnis angepasst oder die VB-Gruppe mit einer entsprechenden Menge

Flussigkeit gespiked werden missen (32).

Wiahrend der Gewinnung der Untersuchungsproben wurden die Transferbeutel wiederholt der
Raumtemperatur ausgesetzt, was fiir eine begrenzte Erwarmung des konservierten Blutes sorgte (32).
Eine negative Beeinflussung der Gerinnungsaktivitdten im Sinne eines schnelleren Abbaus der Faktoren
ware hierdurch moglich gewesen. Trotzdem schien dies unwahrscheinlich, da in einer Studie an

Vollblutkonserven eine wochentliche vierstiindige Inkubation bei 28 °C zu keiner negativen
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Beeinflussung im Vergleich zur durchgingig bei 4 °C gekiihlten Kontrollgruppe fiihrte. Uberpriift
wurden in diesem Zusammenhang die FVIII-Aktivitdt, der Fib-Gehalt, die PT sowie TEG-Parameter der
von Menschen gewonnenen Blutkonserven (490). Die Exposition der Gruppen VB und VB-PAGGS
unterschied sich nicht, sodass sich selbst bei einer potenziellen Beeinflussung keine Beeintrachtigung
des Gruppenvergleichs ergeben haben sollte (32). Allerdings kénnte das geringfligig groRere Volumen
der VB-PAGGS-Transferbeutel und somit das erhdhte Volumen zu Oberflaichen Verhaltnis zu einer
positiven, geringeren Erwdarmung geftihrt haben. Dies legt u. a. eine humanmedizinische Studie nahe,
die die Taugeschwindigkeit von FFP-Konserven im Vergleich zweier OberflichengréRenordnungen
untersuchte (621). Jedoch kann ebenso anhand der Studie von Podlasek et al. (621) hypothetisiert
werden, dass das durch die Entnahme von Blut Giber den Verlauf der Studie sinkende Volumen-
Oberflachen-Verhaltnis zu einer starkeren Erwdrmung bei den Manipulationen zum Ende der Lagerung
hin gefiihrt haben kénnte. Diese vermehrte Erwarmung konnte den Abfall der Faktorenaktivitaten am
Ende der Lagerung libermaRig verstarkt haben. In weiteren Studien zur Gerinnungsaktivitdt von
Vollblut sollte entsprechend mit groBvolumigeren Konserven gearbeitet werden, um diese Einfliisse zu
minimieren. Ebenso wurde bereits hypothetisiert, dass die haufige Beprobung von Vollblutkonserven
und die damit einhergehende zuséatzliche Agitation und evtl. Gaszufuhr einen Einfluss auf die
Gerinnungsaktivitat haben kénnte, weshalb Konserven mit ausschlieRlicher Beprobung am Ende der

Lagerung erwogen werden sollten, um derartige Effekte aufzudecken (29).

Eine weitere Limitation lag in der nétigen Zensierung der Daten. Ursachlich war ein komplett zufilliges
Fehlen der Proben. Das Fehlen von zwei Proben desselben Pools und Lagerungstages scheint zwar fiir
diese ein vollstandig zufilliges Fehlen unwahrscheinlich zu machen, doch die Proben konnten im
Anschluss an die Messungen wiedergefunden werden. Dies schloss einen systematischen
Entnahmefehler aus. Trotz alledem war eine Messung der Proben aufgrund von Kostengriinden nicht
mehr moglich. Entsprechend konnten von den jeweiligen Proben keine Messwerte gewonnen werden,
was die Zensierung nétig machte. Eine Zensierung kann theoretisch einen Bias einfiihren. Jedoch ist
dies insbesondere bei einem fallweisen Ausschluss (,listwise deletion”) bei einem komplett zufélligen
Fehler nicht gegeben (622). Die Substitution durch den Mittelwert (,mean imputation”) wurde trotz
der Gefahr eines Bias aufgrund ihrer Einfachheit und der verhdltnismaRig geringen Mengen an

fehlenden Daten verwendet.

Die Daten zur Berechnung der Inter-Assay Variabilitdt umfassten nicht die mindestens empfohlenen
zwanzig Messungen pro Level (255), wie anhand der Daten in Tabelle 2 und Tabelle 3 deutlich wird. Die
Abweichung ergab sich hierbei durch mehrere Faktoren. Zum einen wurden die asservierten Proben in
groReren Gruppen gemessen, wodurch sich weniger Messtage und somit weniger als die mindestens

empfohlenen zwanzig Messungen an Qualitdtskontrollmaterial ergaben. Zum anderen waren
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zusatzliche Messungen, ebenso wie die tagliche Messung beider Stufen der Qualitdtskontrolle an
jedem Tag fir jeden Parameter aus Kostengriinden nicht moglich. Aus demselben Grund erfolgte keine
Bestimmung der Intra-Assay Variabilitdt. Erschwert wurde die geringere Anzahl an
Qualitatskontrollmessungen zuséatzlich durch einen Verlust von Qualitatskontrolldaten durch einen
Datenbankfehler. Allerdings findet sich eine Unterschreitung der empfohlenen zwanzig Messungen
auch in anderen Arbeiten zur Hamostasediagnostik (Range finf bis zwanzig Messwiederholungen)
(561, 623) sowie einer entsprechenden Empfehlung aus dem Bereich der Hamatologie (590). Zudem
konnte eine Studie aus dem Jahr 2020 aufzeigen, dass eine tagliche Messung einer Qualitatskontrolle
tiber funf Tage keine signifikanten Unterschiede im CV der Inter-Assay Variabilitdt im Vergleich zum
selben Vorgehen Uber zwanzig Tage zeigte, was abweichende Protokolle zu den oben genannten
Empfehlungen moglich macht. Allerdings galt dieser fehlende Unterschied nicht beim Einsatz von

Poolplasma (624).
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Wie anhand der zeitlichen Verldufe der Aktivititen/Gehalte und des Fibrinolysemarkers DDIM deutlich
wird, ist die Haltbarkeit der pro- und antikoagulatorischen Faktoren bis Tag fiinfzehn mehrheitlich
gegeben, womit die festgelegte Qualitatsrichtlinie teilweise erflllt wird. Wie zuvor aufgezeigt, sind viele
der oben genannten Inhaltsstoffe dartiber hinaus sogar bis zum Ende der 28-tagigen Lagerungsdauer,
gemaR der Qualitatsrichtlinie, ausreichend vorhanden. Somit stellt der Plasmaanteil von entsprechend
gelagerten Vollblutkonserven in diesem Zeitraum eine gute Alternative zu anderen Plasmaprodukten
wie FFP dar. Sollte der Fokus des therapeutischen Einsatzes des Plasmaanteils hingegen auf der
Substitution von FVIIl oder PS liegen, sind die entsprechend kiirzeren Haltbarkeiten zu beriicksichtigen
und gegebenenfalls eine kurz gelagerte Konserve oder alternative Produkte zu verwenden.

PAGGS-M als Additivlosung zeigt im Vergleich zu Standard CPD-Konserven einen negativen Einfluss auf
die Haltbarkeit der prokoagulatorischen und antikoagulatorischen Faktoren, weshalb der Plasmaanteil
von derartig aufbereiteten Vollblutkonserven zur Substitution der oben genannten Bestandteile
moglichst vermieden werden sollte, auch wenn die Unterschiede der Aktivitdten bzw. Gehalte zwar
signifikant niedriger, aber gering sind. Zur Substitution von PS kénnen die VB-PAGGS-Konserven

hingegen verwendet werden.

Welche Ursachen den verringerten Haltbarkeiten zwischen den Gruppen und Uber die Zeit zu Grunde

liegen, ist unklar. Hier werden weitere Studien bendtigt.
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Die tiermedizinische Literatur zur Aktivitat bzw. zum Gehalt von hamostatisch aktiven Proteinen im
Plasmaanteil von kiihl gelagerten Vollblutkonserven ist unzureichend, um Empfehlungen hinsichtlich
des klinischen Einsatzes dieser Blutproduktkomponente als Ersatz fir Plasmaprodukte zu geben.
Ebenso ist unklar, ob es hdmostatisch dquivalent zu frischem Vollblut ist. Insbesondere Proteine der
Fibrinolyse wurden hierbei bisher nicht betrachtet. Auch fehlt die Betrachtung bei Einsatz
unterschiedlicher Antikoagulanzien/Additiviésungen, was aufgrund der in der Veterindrmedizin
bekannten Einflisse auf die zelluldren Bestandteile des Vollblutes und der in der Humanmedizin
nachgewiesenen Veranderungen im Plasma von Interesse ist. Aus diesem Grund sollte die vorliegende
Arbeit den Einfluss der Lagerungsdauer auf Aktivitdten bzw. Gehalte der prokoagulatorischen und
antikoagulatorischen Faktoren bzw. Fibrinolysemarker des Plasmaanteils von Vollblutkonserven
wahrend einer 28-tagigen Lagerung bei 4 °C untersuchen. Darliber hinaus sollte der Einfluss zweier
Antikoagulantien/Additividsungen (Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD)/Phosphat, Adenin, Glukose,
Guanosin, Kochsalzlésung und Mannitol (PAGGS-M) auf die hamostatisch aktiven Proteine betrachten
werden. Die Hypothese beziiglich der Lagerungsdauer war, dass der Gehalt bzw. die Aktivitat der
hamostatisch aktiven Proteine an Tag flinfzehn der Lagerung lber oder gleich flinfzig Prozent des
Ausgangswertes liegen sollte. Dariiber hinaus wurde von einem fehlenden signifikanten Unterschied
der Gehalte bzw. Aktivitdten zwischen den unterschiedlich antikoagulierten/konservierten Konserven
ausgegangen. Mit einer Ausnahme wurde hier bei Faktor V gerechnet. Die fiir die Untersuchungen
benotigten Blutprodukte wurden wahrend eines vorherigen, vom Regierungsprasidium genehmigten
Dissertationsprojektes (V 54 - 19 ¢ 20 15 h 02 GI 18/17 kTV 16/2020) hergestellt. Hierzu wurden 21
Hunde aus dem Blutspenderpool der Klinik wahrend einer Routineblutspende zwischen dem 13. Januar
und 01. Mérz 2021 rekrutiert. Ausgewahlt wurden hierbei ausgewachsene Tiere zwischen einem und
zehn Jahren, die bei physiologischem Body Condition Score ein Korpergewicht von mehr als 27 kg und
einen ruhigen Habitus aufwiesen sowie entsprechend der Empfehlung der zustdndigen
Kommissionen/Fachgesellschaften geimpft und antiparasitdr behandelt waren. Die Tiere wiesen
darliber hinaus eine unaufféllige Anamnese, klinische Untersuchung und Basislabordiagnostik auf.
Trachtige Tiere, Tiere mit die Hdmostase beeinflussenden Grunderkrankungen oder Tiere, die in ihrem
Leben zuvor Blutprodukte erhalten haben, wurden ausgeschlossen. Auslandsaufenthalte wurden nach
Abwagung zugelassen. Den Hunden wurden jeweils ca. 450 ml Blut entnommen und anschlieRend
wurde das Blut von jeweils drei Tieren zu einem Pool kombiniert (220 ml je Tier). Aus den sieben
Poolbeuteln wurden anschlieRend je zweimal fiinfzig Milliliter entnommen und in entsprechende
Transferbeutel tberfihrt. Einer der Transferbeutel wurde nicht weiterverarbeitet und stellte den Beutel

mit CPD (VB) dar. Wohingegen dem anderen Beutel zusatzlich elf Milliliter PAGGS-M zugesetzt wurden
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(VB-PAGGS). Die Transferbeutel wurden anschlieRend fiir 28 Tage bei 4 °C aufrecht gelagert und alle
zwei Tage mehrfach geschwenkt. Probenentnahmen zur Gewinnung des Plasmaanteils zu
Analysezwecken fir die vorliegende Arbeit fanden nach null, einem, drei, fiinf, zehn, fiinfzehn, 21 und
28 Tagen statt. Aus den zuvor bei -80 °C gelagerten Proben wurden anschliefend prokoagulatorische
Faktoren (Faktor V (FV), VII (FVII), VIII (FVIN), IX (FIX), X (FX); Fibrinogen (Fib) und Von-Willebrand-
Faktor-Antigen (VWF-Ag)), Gerinnungsinhibitoren und Fibrinolysemarker (Antithrombin (AT), Protein C
(PC), Protein S (PS), D-Dimere (DDIM)) sowie Gerinnungszeiten (Prothrombinzeit (PT) und aktivierte
partielle Thromboplastinzeit (aPTT)) bestimmt. Verwendet wurde zu diesem Zweck ein automatisiertes
Gerinnungsanalysegerat (STA Compact Max 3® Diagnostica Stago S.A.S., Asniéres-sur-Seine, France).
Wie im Rahmen der Lagerung zu erwarten war, nahm die Aktivitat bzw. der Gehalt der hamostatisch
aktiven Proteine im Verlauf der Lagerung ab. Hierbei fiel der Mittelwert der Pools aller pro- und
antikoagulatorischen Faktoren bis spatestens Tag 28 signifikant (FV, FVIII, vWF-Ag, PC p < 0,0001; FIX p
=0,0001; AT p = 0,0002; PS p = 0,0005; FX p = 0,0012; FVII p = 0,0017; Fib p = 0,0034) ab. Allerdings
blieb mit Ausnahme von FVIIl und PS, die an Tag fiinfzehn 62 bzw. 64 % ihrer Aktivitdt verloren hatten,
bei den anderen hamostatisch aktiven Proteinen mehr als finfzig Prozent der Ausgangsaktivitat bzw.
des Gehalts vorhanden. Bis auf PS, bei dem sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied der
Aktivitat zwischen den VB- und VB-PAGGS-Konserven fand (p = 0,34), zeigten alle anderen Proteine zu
mindestens einem Zeitpunkt signifikant niedrigere Aktivitdten (FVII, FIX, FX p < 0,0001; FV p = 0,0002;
FVIII p = 0,0016; AT p = 0,0018; PC p = 0,0024; VWF-Ag p = 0,0029; Fib p = 0,013) in den VB-PAGGS-
Konserven. Die DDIM zeigten weder Uber die Zeit (p = 0,44) noch zwischen den Medien (p = 0,22) einen
signifikanten Unterschied. Die PT (p < 0,0001) und aPTT (p = 0,018) zeigten einen signifikanten Anstieg
Uiber die Zeit sowie die PT signifikant erhohte Zeiten in den VB-PAGGS-Konserven (p = 0,0046) im
Vergleich zu den VB-Konserven. Im Gegensatz dazu fanden sich bei der aPTT (p = 0,064) keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Zusatzen. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann
der Plasmaanteil von Vollblutkonserven, die analog zu den in der Studie untersuchten Bedingungen
gelagert wurden, als gute Alternative zu anderen Plasmaprodukten eingesetzt werden, insofern das
Ziel nicht die Substitution von FVIII oder PS ist. Die Verwendung von VB-PAGGS-Konserven sollte mit
Ausnahme des Einsatzes zur Substitution von PS, aufgrund der niedrigeren Aktivitaten bzw. Gehalte der

h@mostatisch aktiven Proteine zu diesem Zweck vermieden werden.
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The veterinary scientific literature on the activity/content of hemostatic proteins in the plasma fraction
of chilled whole blood is insufficient to make recommendations regarding the clinical use of this blood
product component as an alternative for plasma products. It is also unclear whether it is
haemostatically equivalent to fresh whole blood. Especially fibrinolytic proteins have not been assessed
in this context. Furthermore, the use of different anticoagulant/additive solutions has not been
examined. This is of interest due to the known influences on the cellular components of whole blood
in veterinary medicine and changes in the hemostatic function of plasma demonstrated in human
medicine. For this reason, the present study aimed to investigate the influence of storage time on the
activities/content of procoagulatory and anticoagulatory factors and fibrinolysis markers in the plasma
content of whole blood units during a 28-day storage period at four degrees Celsius. Additionally, the
influence of two anticoagulants/additive solutions (citrate-phosphate-dextrose (CPD)/phosphate,
adenine, glucose, guanosine, saline, and mannitol (PAGGS-M) on the hemostatic and fibrinolytic
proteins was to be investigated. The hypothesis regarding the storage time was that the
content/activity of hemostatic proteins should be equal to or above fifty percent of the initial value on
day fifteen of storage. In addition, it was assumed that there is no significant difference in the
contents/activities between the differently anticoagulated/preserved whole blood units. Factor V was
anticipated to be an expectation regarding a potential difference. The blood products required for the
investigations were prepared during a previous dissertation project approved by the Regional Council
(V54-19c2015h 02 GI 18/17 kTV 16/2020). For this purpose, 21 dogs were recruited from the clinic's
blood donor pool during a routine blood donation between the 13th of January and the 1st of March
2021. Adult animals between one and ten years of age were selected, which had a body weight of more
than 27 kg with a physiological body condition score, calm habitus, and were vaccinated as well as
treated with antiparasitic agents following the recommendations of the responsible
commissions/specialist societies. The animals also had an unremarkable medical history, clinical
examination, and basic laboratory diagnostics. Pregnant animals, animals with underlying diseases
affecting hemostasis, or animals that had previously received blood products in their lifetime were
excluded. Stays abroad were accepted after consideration. Approximately 450 ml of blood were taken
from each dog and then the blood from three animals was combined into a pool (220 ml per dog). Two
quantities of fifty millilitres were then sampled from each of the seven pool bags and transferred to
corresponding transfer bags. One of the transfer bags was not further processed and represented the
bag with CPD (VB). The other bag was spiked with eleven millilitres of PAGGS-M hereafter referred to
as VB-PAGGS. The transfer bags were then stored in an upright position at four degrees Celsius for 28

days and inverted several times every two days. Samples were taken to produce the plasma fraction
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for analysis in the present study after zero, one, three, five, ten, fifteen, 21, and 28 days. Procoagulatory
factors (factors V (FV), VII (FVII), VIII (FVIII), IX (FIX), X (FX); fibrinogen (Fib) and von Willebrand factor
antigen (VWF-Ag)), coagulation inhibitors and markers of fibrinolysis proteins (antithrombin (AT),
protein C (PC), protein S (PS), D-dimers (DDIM)), as well as coagulation times (prothrombin time (PT)
and partial thromboplastin time (aPTT)), were determined. An automated coagulation analyzer (STA
Compact Max3® Diagnostica Stago S.A.S., Asniéres-sur-Seine, France) was used for this purpose. As
expected during storage, the activity/content of hemostatic proteins decreased. The pool mean of all
pro- and anticoagulatory factors was significantly decreased by day 28 at the latest (FV, FVIII, vVWF-Ag,
PC p < 0.0001; FIX p = 0.0001; AT p = 0.0002; PS p = 0.0005; FX p = 0.0012; FVII p = 0.0017; Fib p =
0.0034). However, except for FVIII and PS, which had lost 62 % and 64 % of their activity at day fifteen,
respectively, the other hemostatic proteins retained more than fifty percent of their initial
activity/content. Except for PS, for whom there was no significant difference in activity between the
VB- and VB-PAGGS units at any time point (p = 0.34), all other proteins showed significantly lower
activities on at least one time point (FVII, FIX, FX p < 0.0001; FV p = 0.0002; FVIIl p = 0.0016; AT p =
0.0018; PC p = 0.0024; vWF-Ag p = 0.0029; Fib p = 0.013) in the VB-PAGGS units. The DDIM did not
show a significant difference over time (p = 0.44) or between media (p = 0.22). The PT (p < 0.0001) and
aPTT (p = 0.018) showed a significant increase over time. The PT showed significantly increased times
in the VB-PAGGS (p = 0.0046) versus the VB units in contrast to the aPTT (p = 0.064). Based on the
findings of this study, the plasma portion of whole blood units, which were stored according to our
study design, can be used as an alternative to other plasma products, as long as substitution of FVIII or
PS isn't the indication. Utilization of VB-PAGGS units should be avoided for this purpose, except for PS

supplementation, due to the lower activity/content of hemostatic proteins.
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10. Anhang

10. Anhang

Nr. | Pool Rasse Alter Geschlecht | Gewicht | Entnommene | Blutgruppe
in Jahren in kg Blutmenge DEA1l.1
in ml*

1 Landseer 2,6 w 46,7 457,1 positiv

1 Rottweiler 8,0 wk 35,0 449,5 positiv

31 Mi]'la:r';au'le 2,4 m 37,0 4533 positiv

4| 2 M/::?asr?u:e 4,2 m 52,0 457,1 negativ

51 2 MAallaasrlw(waurle 7,9 m 32,0 449,5 negativ

6| 2 Alaskan 5,3 wk 46,0 452,4 negativ
Malamute

771 3 DSH 2,5 w 31,0 447,6 negativ

8| 3 DSH 2,8 m 45,0 454,3 negativ

9" | 3 DSH 7,2 w 33,0 459,0 negativ

10 4 DSH 4,2 wk 31,0 454,3 negativ

11 4 DSH 2,2 m 34,8 455,2 negativ

12 4 DSH 3,0 w 30,6 435,2 negativ

13 5 DSH 3,1 w 27,1 453,3 negativ

14 5 DSH 7,8 m 39,6 463,8 negativ

15 5 DSH 3,1 wk 31,5 461,0 negativ

16 6 DSH 6,9 m 35,2 455,2 negativ

17 6 DSH 3,2 m 40,0 4543 negativ
American

18 6 | Staffordshire 3,2 mk 32,0 459,0 negativ

Terrier

19| 7 Labrador 6,5 w 30,0 4533 positiv
Retriever

20| 7 | ‘Labrador 7,0 wk 30,0 450,5 positiv
Retriever

21| 7 | Golden 6,2 w 35,0 454,3 positiv
Retriever

Tabelle A 1: Signalement, Poolzugehdrigkeit, wahrend der Spende entnommene Blutmenge und DEA 1.1 Status
der verwendeten Versuchstiere. Das Alter der Tiere sowie die entnommene Blutmenge sind auf eine
Nachkommastelle gerundet angegeben.

 Fiir endglltige Auswertung aufgrund des Ausschlusses des Pools nicht berlcksichtigt.

* Angabe aus dem vorhergehenden Dissertationsprojekt (32) tbernommen.

Abkiirzungen: DEA 1.1 = Dog Erythocyte Antigen, DSH = Deutscher Schaferhund, kg = Kilogramm, m = mannlich,
mk = mannlich-kastriert, ml = Milliliter, Nr. = Nummer, w = weiblich, wk = weiblich-kastriert.
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