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I. Einfithrung

Die Transfusionsmedizin ist sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin ein
wichtiger Bestandteil der Intensiv- und Notfallbehandlung.

Obwohl die Verabreichung von Blutprodukten durch das zunehmende Wissen {iber
immunologische Zusammenhénge und durch die Anwendung diverser Screeningtests zur
Minimierung des Infektionsrisikos sicherer geworden ist, besteht die Gefahr, dass adverse
Reaktionen oder Komplikationen auftreten. In der Tiermedizin sind zudem die Standards von
Technik und Uberwachung geringer als in der Humanmedizin.

Dennoch iiberwiegen die Vorteile der Anwendung von Blutprodukten die Nachteile bei
weitem, zumal meist keine Alternative zur Verfiigung steht. Durch korrekte Spenderauswahl,
sachgerechte Abnahme, Auftrennung, Lagerung und Verabreichung konnen viele
Komplikationen vermieden werden.

In der Humanmedizin ist ein Zusammenhang zwischen bioaktiven Substanzen und der
Entwicklung von Tumorrezidiven bei Empfingern von Blutprodukten festgestellt worden.
Eine Substanz, die von verschiedenen humanen Tumoren exprimiert wird und in gelagerten
Blutprodukten sowie in Serum und Plasma transfundierter Patienten akkumuliert, ist der
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Es wird vermutet, dass VEGF, der
physiologisch vor allem von Geféflendothelzellen sezerniert wird, durch seine angiogene und
permeabilititssteigernde Wirkung die Ausbreitung und Implantation von Mikrometastasen
fordert. Auch von caninen Tumoren wird VEGF freigesetzt.

Ziel dieser Arbeit war zum einen, einen umfassenden Uberblick iiber die Transfusionsrisiken
und dabei einen Vergleich zwischen Mensch und Hund zu liefern.

Zum anderen sollte durch eigene Untersuchungen iiberpriift werden, ob eine Akkumulation
von VEGEF in caninen Erythrozytenkonzentraten und in frisch gefrorenem Plasma stattfindet.
Da ein Anstieg der VEGF-Konzentration durch den Einsatz von Leukozytenfiltern bei
humanen Blutprodukten vermindert werden konnte, wurde die Hélfte der Vollblutkonserven
vor der Auftrennung leukozytendepletiert. Weiterhin wurde die Plasma-VEGF-Konzentration
bei Hunden vor und nach Transfusion von Erythrozytenpridparaten bestimmt. AuBerdem
erfolgte die Messung im Plasma von Hunden mit Verdacht auf Hamangiosarkom, die
aufgrund der entarteten GefaBBendothelzellen eine besonders hohe Konzentration von VEGF

vermuten lief3en.



II. Literaturiibersicht

1. Grundlagen der Transfusionsmedizin

1.1. Geschichte

Blut wird schon in der Bibel und in diversen Mythen und Sagen als Lebenselixier betrachtet.
So beschrieb Ovid in seinem Werk Metamorphosis, dass die Hexe Medea Jasons Vater durch
den Austausch seines Blutes durch ein Gemisch aus Kréuterextrakten verjiingt haben soll
(GREENWALT 1997). Die oft zitierte erste Transfusion soll bei dem alternden Papst Innocent
VIII 1492 durchgefiihrt worden sein, der das Blut dreier Jungen erhalten haben und so seine
Jugend zuriickerlangt haben soll (MATHEW 1912). Im 15. und 16. Jahrhundert wurde die
Moglichkeit einer Blutiibertragung durch verschiedene Autoren beschrieben, jedoch
wahrscheinlich nicht praktiziert (GREENWALT 1997). Nachdem William Harvey (1578-1657)
1628 als erster Wissenschaftler das Prinzip des Blutkreislaufs beschrieben und publiziert
hatte, erschien 1680 das erste Buch tiber Transfusionen von Francesco Folli (FOLLI 1680).

Die erste Blutiibertragung von einem Hund zum anderen mittels einer Spritze wurde 1664 von
Wilkins, Hooke, Petty, Cox und Willoughby durchgefiihrt, das Ergebnis ist jedoch nicht
iiberliefert (MYHRE 1989).

Die erste erfolgreiche Transfusion von einem Tier zum anderen erfolgte im Rahmen einer
Demonstration in Oxford im Februar 1665 durch Richard Lower (1631-1691), der einen
mittelgroBen Hund bis zur Bewusstlosigkeit ausbluten lieB, um ihn dann durch das Blut
zweier Mastiffs wiederzubeleben, wobei er eine Verbindung schuf zwischen den zervikalen
Arterien der Mastiffs und den Jugularvenen des ersten Hundes (SMITH et al. 1989).

Die erste intravendse Injektion bei einem Menschen erfolgte 1664 durch den Leipziger
Johann-David Major, der nach Ansicht einiger Autoren moglicherweise 1666 bei seinem
Lehrer die erste Transfusion beim Menschen durchfiihrte (GREENWALT 1997).

Belegt sind Transfusionen bei einem Menschen durch Ubertragungen von Schafblut, die
Denys (1635-1704) 1667 durchfiihrte und die trotz méaBiger Transfusionsreaktionen
erfolgreich verliefen. Als jedoch ein Jahr spiter ein Todesfall nach der Ubertragung von
Kélberblut auf einen Menschen (das Blut sollte dessen Temperament ziigeln) zu verzeichnen
war, fihrte das zum gesetzlichen Verbot von Transfusionen in Frankreich durch das Edict de
Chatelet, das einen Stillstand der Forschung flir nahezu 150 Jahre zur Folge hatte (MYHRE
1989). In der Zwischenzeit stellte Michele Rosa 1788 fest, dass die Transfusion von Serum
Tiere, die sich im schweren Schock befinden, nicht retten kann. Diese Untersuchungen

wurden gestiitzt von Joseph Priestly (1733-1804), der die Wichtigkeit von Sauerstoff fiir alles



Leben propagierte. 1777 wurde durch Lavoisier gezeigt, dass es sich bei dem Gas um eine
definierte Substanz handelt (BROCK 1997).

Erst Anfang des 19. Jahrhunderts erlebte die Transfusionsmedizin ihren néchsten
Aufschwung. Der Gynikologe James Blundell (1790-1877) experimentierte zundchst mit
Tieren, bevor er 1888 Frauen mit schweren postpartalen Blutungen transfundierte. Er sprach
sich erstmals gegen die Verwendung speziesfremden Blutes aus, jedoch ist ein Fall von 1889
dokumentiert, in dem der Patient nach der Verabreichung des Blutes mehrerer verschiedener
Spender nach anfénglicher klinischer Besserung verstarb (MYHRE 1989).

Die Blutgerinnung stellte ein groes Problem bei der Durchfiihrung von Transfusionen dar.
Die franzosischen Biochemiker Prévost (1790-1850) und Dumas (1800-1884) stellten 1821
fest, dass Defibrination die Blutgerinnung verhindert, die Effektivitit der Transfusion aber
nicht mindert (HOSGOOD 1990).

Natrium-Phosphat als Antikoagulans wurde 1868 von Hicks verwendet, welches jedoch durch
seine Toxizitdt in hoheren Dosen zum Tod seiner Patienten fiihrte. 1890 entdeckten die
Schweizer Professoren Artus und Pages die Hemmung der Blutgerinnung durch
Natriumoxalat und —zitrat. Der New Yorker Lewison beschrieb 1915, dass nicht-toxische
Dosen von Zitrat als Antikoagulans effektiv seien, wofiir er 40 Jahre spéter den renommierten
Landsteiner Award der American Association of Blood Banks erhielt (DIAMOND 1980;
GREENWALT 1997).

Rous und Turner berichteten 1916, dass humane Erythrozyten in isotonischem Natriumzitrat
innerhalb von einer Woche hidmolysierten, jedoch iiber vier Wochen intakt blieben, wenn zu
drei Teilen Blut zwei Teile Zitrat (3,8%) und flinf Teile isotonische Glukose (5,4%)
verwendet wurde (ROUS und TURNER 1916).

Im Jahr 1943 optimierte Loutit die Gerinnungshemmung und Lagerungsfahigkeit von
Blutkonserven durch die Entwicklung von Acid Citrate Dextrose (ACD), das eine
unbedenkliche Lagerung bis zu 21 Tagen ermdglicht (LOUTIT et al. 1943).

Weitere Fortschritte stellten die Entwicklung von Citrate Phosphate Dextrose (CPD) 1957
und von Citrate Phosphate Dextrose Adenine (CPDA-1) 1978 dar, zu Beginn der 90er Jahre
wurden verschiedene Additivldsungen zur weiteren Verbesserung entwickelt, die heute auch
in der Veterindrmedizin Verwendung finden (WARDROP et al. 1997b).

Als schon kein Tierblut mehr zur Ubertragung auf den Menschen verwendet wurde, stellte
sich die Frage, warum es trotzdem hédufig zu Unvertraglichkeitsreaktionen kam. Ein wichtiger
Schritt war dabei die Entdeckung des humanen ABO-Systems durch Landsteiner im Jahre

1900 (DiaMOND 1980), kurz darauf wurde von Decastello und Sturli ebenfalls in Wien die



noch fehlende Blutgruppe AB beschrieben (DECASTELLO und STURLI 1902), die Vererbung
wurde von Epstein und Ottenberg vermutet und von Bernstein bewiesen (GREENWALT 1997).
1937 wurde die erste Blutbank in Chicago gegriindet ( FANTUS 1937). Durch die Entwicklung
von Blutbeuteln aus Plastik im Jahre 1947 wurde die Auftrennung erleichtert, und der Weg
fir die Komponententherapie war frei (COHN 1947). Die Verabreichung von
Blutkomponenten hat Vollbluttransfusionen gegeniiber den entscheidenden Vorteil, dass
lediglich die bendtigte Fraktion verabreicht wird und somit weniger adverse Reaktionen
entstehen, auBerdem wird die einzelne Spende effizienter genutzt (HOHENHAUS 2006; KOHN
und GIGER 2006). Zudem sind die optimalen Lagerungsbedingungen fiir die einzelnen
Komponenten sehr verschieden und kdnnen so optimiert werden (HOHENHAUS 2006).

In der veterindrmedizinischen Transfusionstherapie stellte sich der Fortschritt nur sehr
langsam ein. 1910 fand die Beschreibung der ersten vier caninen Blutgruppen statt, das
System wurde jedoch erst in den 50er und 60er Jahren von Swisher und Young (SWISHER und
YOUNG 1961), sowie Eyquem (EYQUEM et al. 1962) weiter erforscht. Seit den 1950er Jahren
wurden Bluttransfusionen bei Hunden mit nichttypisiertem, nicht kreuzgetesteten Blut
durchgefiihrt. Heute wird in der Terminologie der Begriff DEA (dog erythrocyte antigen)
verwendet, es werden inzwischen mehr als ein Dutzend Antigene benannt.

Ende der 1980er Jahre flihrte die Vergabe eines Fiinfjahresstipendiums vom National Institute
of Health an filinf veterindrmedizinische Fakultéten in den USA zu groflen Fortschritten in der
Forschung und Entwicklung. Es entstanden Blutbanken an amerikanischen
Universititskliniken und 1988 auch einige kommerzielle Blutbanken, die den Einsatz von
Blutprodukten durch niedergelassene Tierdrzte ermoglichen (SMITH 1991; HOHENHAUS
2006).

1.2. Einsatz von Blutprodukten

1.2.1. Erythrozytensubstitution

Die Substitution von Erythrozyten dient in erster Linie der Verbesserung der Sauerstoff-
Transportkapazitidt und kann mit Vollblut oder mit durch Zentrifugation und Abpressen des
Plasmas entstandenen Erythrozytenkonzentraten (Ec-Konzentraten) gewéhrleistet werden.
Vollblut kann frisch oder gelagert verwendet werden. Es enthdlt bis zu einer Lagerungszeit
von 4 bis 6 Stunden alle Blutbestandteile. Danach nimmt die Konzentration der
Gerinnungsfaktoren V und VIII ab, nach 2-3 Tagen sind auch keine ausreichenden Mengen
funktionstiichtiger ~Thrombozyten mehr vorhanden (BUNTE und LUDWIG 1994).

Untersuchungen beim Hund haben eine deutliche Abnahme der Aggregationsfahigkeit von



Thrombozyten in Vollblut bei 4-6°C schon nach 6 Stunden gezeigt (NOLTE und MISCHKE
1995).

Eine Indikation fiir die Verabreichung von frischem Vollblut besteht in der Substitution
grofler Mengen Blut nach akutem Verlust. Nachteilig ist, dass zum Ausschluss iibertragbarer
Erkrankungen lediglich Schnelltests durchgefiihrt werden kdnnen (BUNTE und LUDWIG 1994).
Bei chronischen Anidmien sind Erythrozytenprdparate wegen der Gefahr der
Volumeniiberladung der Verabreichung von Vollblut vorzuziehen. Ein weiterer Vorteil der
Erythrozytenkonzentrate ist, dass durch die Abtrennung des Plasmas weniger immunologisch
wirksame Bestandteile transfundiert werden (CALLAN 2000).

In der Humanmedizin wurde der Einsatz von Vollblut fast vollstindig durch die Verwendung
von Blutfraktionen verdringt. Ec-Konzentrate konnen in CPDA mit entsprechenden Zusétzen
bei 4°C iiber 5 Wochen gelagert werden. Unter Zusatz von kryoprotektiven Agentien wie
Glycerol ist die Aufbewahrung in gefrorenem Zustand bei -80°C bzw. -150°C iiber mehrere
Jahre moglich (BEUTLER 2005). AuBerdem wird die Erythrozytensubstitution durch autologe
Blutprodukte im Rahmen der so genannten Eigenbluttransfusion oder durch entsprechende
Einzelkomponenten wie Hidmoglobin oder Perfluorokarbone vorgenommen (BEUTLER 2005;
BUNDESARZTEKAMMER 2008).

In der Veterindrmedizin werden Ec-Konzentrate unter Anpassung an die Humanmedizin
hergestellt und gelagert, in der Praxis wird aber teilweise noch frisches Vollblut verwendet
(LANEVSCHI und WARDROP 2001). Die Hauptindikationen stellen schwere Andmie oder
Gewebehypoxie durch Blutverlust, mangelnde Erythropoese und Hiamolysen dar (Toccrt und
EwiNH 2009). Auch Himoglobin-basierte Sauerstofftriger aus der Humanmedizin
(Oxyglobin, Biopure Corporation, Cambridge, USA) finden in der Veterindrmedizin

Verwendung (HOHENHAUS 2005).

1.2.2. Thrombozytensubstitution

Fir die Substitution von Thrombozyten stehen in der Humanmedizin Frischblut, aus
Frischblut hergestelltes thrombozytenreiches Plasma, Thrombozytenkonzentrate und am
Zellseparator gewonnene Einzelpriparate (Apherese) zur Verfiigung.

Die Gabe wird bei Thrombozytopenien durch Bildungsstérungen des Knochenmarks wie bei
aplastischer Andmie, im Rahmen einer Chemotherapie oder bei infiltrativen malignen
Erkrankungen empfohlen. Angeborene und erworbene Thrombozytopathien verlangen eine
genaue Indikationsstellung, die Gabe bei Immunthrombozytopenien (ITP), thrombotisch-

thrombozytopenischer Purpura (TTP), hdmolytisch-urdmischem Syndrom (HUS) und bei



disseminierter intravasaler Gerinnung (DIC) wird auller zur prédoperativen Substitution oder
bei schwerer Blutungen durch die Erkrankung nicht empfohlen (BUNTE und LUDWIG 1994;
SLICHTER 2007).

Die Transfusion muss nicht zwangsldufig blutgruppenkompatibel erfolgen, jedoch fiihren
Priparate der passenden Blutgruppe bei einzelnen Patienten zu einem besseren
Thrombozytenanstieg (HEAL et al. 1987; FRIEDBERG et al. 1993).

Die Lagerung von Thrombozytenpréparaten sollte bei Raumtemperatur (20-24°C) unter
staindiger Bewegung in sauerstoffdurchldssigen Behiltern erfolgen und ist mdglichst kurz zu
halten, abhingig vom Herstellungsverfahren maximal 5 bis 7 Tage. Auch die Lagerung in
gefrorenem Zustand mit dem Zusatz von Dimethylsulfoxid (DMSO) ist moglich.

In der Veterindgrmedizin wird die Thrombozytensubstitution durch Frischblut,
thrombozytenreiches Plasma oder durch Apherese gewonnene Thrombozytenkonzentrate
vorgenommen (LANEVSCHI und WARDROP 2001). Allerdings ist die Gabe von Frischblut bei
nicht-andmischen thrombozytopenischen Patienten kontraindiziert (BCSH 2004).

Zur Thrombozytensubstitution durch die Verabreichung von Vollblut beim Hund wird die
Aufbewahrung bei Raumtemperatur iiber maximal 8 Stunden empfohlen (TSUCHIYA et al.
2003). Thrombozytenkonzentrate sollten nicht gekiihlt und nicht gelagert werden, die
Verabreichung muss innnerhalb von wenigen Stunden nach der Herstellung erfolgen
(HOHENHAUS 2005). Die Aufbewahrung bei -80°C mit DMSO oder Thrombosol ist moglich

(APPLEMAN et al. 2009, CALLAN 2009), wird in der Praxis aber kaum angewendet.

1.2.3. Substitution von Plasma und Plasmafraktionen

Zu den definitiven Indikationen fiir die Verabreichung von frisch gefrorenem Plasma (FFP)
gehoren in der Humanmedizin lebensbedrohliche Blutungen bei angeborenem Faktormangel
oder oraler Antikoagulation, Vitamin-K-Malabsorption, Lebererkrankungen, Mangel an
Protein C und S, akute DIC, Gerinnungsstorungen infolge von Massivtransfusionen und die
Behandlung von TTP/HUS in Verbindung mit Plasmaaustausch. Volumenersatz,
Immunglobulinsubstitution und Eiweifmangel bzw. —verlust gehdren bei Vorhandensein
entsprechender Einzelfaktorenpréparate nicht dazu (BCSH 2004). Fiir eine addquate
Beeinflussung der Gerinnung miissen einem Erwachsenen initial 12-15 ml/kg Korpergewicht
FFP verabreicht werden. FFP kann, wenn es innerhalb von 6 Stunden nach der Spende
tiefgefroren wird, bei -30°C maximal 12 Monate gelagert werden. Nur wenn die Transfusion

innerhalb von 2 Stunden nach dem Auftauen erfolgt, ist auch Faktor V noch enthalten. Wegen



der im Plasma vorhandenen Antikorper sollte die Transfusion blutgruppenkompatibel
erfolgen (BCSH 2004, BUNDESARZTEKAMMER 2008).

Bei Hunden stellen aufgrund des Mangels an Einzelprdparaten neben erworbenen (DIC,
Kumarinintoxikationen, Koagulapathie aufgrund von Lebererkrankungen) auch angeborene
Gerinnungsstorungen (Hamophilie A, von Willebrand-Erkrankung, Mangel an Faktor VII, IX,
X oder Prothrombin) wichtige Indikationen dar (BROOKS 2000). Weitere mdgliche
Indikationen sind der Ersatz von al-Makroglobulin bei akuter Pankreatitis oder die Zufuhr
von Immunglobulinen bei Parvovirose (LOGAN 2001). Zur Therapie einer Hypoalbumindmie
z.B. durch renale oder gastrointestinale Verluste ist Plasma weniger geeeignet, da das
zugefiihrte Protein bzw. Albumin schnell wieder verloren geht. FFP wird mit 6-10 ml/kg
verabreicht. Erfolgt die Gabe wegen einer gestorten Hamostase, kann sie so oft wiederholt
werden bis die Blutung unter Kontrolle ist (HOHENHAUS 2006). Wird die Auftrennung des
Vollblutes in Plasma und Ec-Konzentrat nicht innerhalb der ersten 6 Stunden nach der Spende
vorgenommen, kann das Plasma nicht als FFP, sondern nur als GP (gefrorenes Plasma)
bezeichnet werden und ist bis zu 5 Jahren haltbar. Einige Gerinnungsfaktoren sind dann nicht
mehr enthalten, es eignet sich jedoch zur Substitution Vitamin K-abhédngiger Faktoren (I,
VII, IX, X), Albumin und Immunglobulin (BCSH 2004). Auch wenn FFP aufgetaut und nicht
innerhalb von 24 Stunden verwendet wird, kann es als GP wieder eingefroren werden
(MOONEY 1992; KRISTENSEN und FELDMAN 1995).

Sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin findet Kryoprézipitat (Kryo)
Anwendung. Es entsteht durch partielles Auftauen von FFP und enthilt eine hdohere
Konzentration an Gerinnungsfaktoren wie Faktor VIII, von Willebrand-Faktor, Faktor XIII,
Fibronektin und Fibrinogen pro Milliliter als FFP. Nach Abtrennung des Prézipitats bleibt
Kryo-armes Plasma {ibrig, welches EiweiBfraktionen, aber nur wenige Gerinnungsfaktoren
enthdlt (BCSH 2004; KoHN und GIGER 2006).

In der Humanmedizin stehen weiterhin Einzelprdparate aus Gerinnungsfaktoren, Albuminen
und Immunglobulinen zur Verfiigung (BUNTE und LUDWIG 1994; BUNDESARZTEKAMMER
2008).

1.3. Bluttransfusionen bei Hunden

1.3.1. Spender

Als Quelle caniner Blutprodukte stehen klinikeigene Spender, nicht-klinikeigene Spender,
autologe Spenden vor geplanten Operationen, intraoperative Autotransfusionen,

Exsanguination und kommerzielle Blutbanken zur Verfligung, auch Kombinationen sind



moglich (HOHENHAUS 2006). RoutineméBig werden in den meisten veterindrmedizinischen
Kliniken klinikeigene Hunde, die den Vorteil der schnellen Verfiigbarkeit haben, oder nicht-
klinikeigene Tiere als Blutspender herangezogen.

Viele Einrichtungen wie die beiden 1988 und 1990 erdffneten kommerziellen Blutbanken in
Californien, Kliniken in Massachusetts sowie die Universitétsklinik in Pennsylvania und die
1996 eingefiihrte Blutbank der Klinik fiir kleine Haustiere der Freien Universitidt Berlin
nutzen ebenfalls nicht-klinkeigene Hunde als Blutspender. Hunde von Kunden oder
Angestellten als Spender zu nutzen ldsst den grofften Kostenfaktor entfallen: die
Unterbringung, Versorgung und Pflege der Tiere. Wichtig sind dabei ein einigermallen fester
Stamm von Spendern sowie die Empathie der Hundehalter (KOHN und GIGER 2006).

Die Spender sollten klinisch gesund und regelméBig geimpft und entwurmt sein, ein ruhiges
Temperament haben und auBler der Ekto- und Endoparasitosepridvention zeitnah keine
Medikamente erhalten haben (LUCAS et al. 2004; KOHN und GIGER 2006). AuBBerdem sollten
sie ausgewogen geflittert werden, niemals selbst eine Bluttransfusion erhalten haben und je
nach Endemiegebiet negativ auf Anaplasmose, Babesiose, Brucellose, Ehrlichiose,
Leishmaniose, Borreliose und Dirofilariose getestet worden sein (siche Kap. 2.3.2.2.3.).

Die untere Gewichtsgrenze der Spender wird meist mit 25 kg angegeben, das ideale Alter
zwischen 1 und 8 Jahren. Oft sind Hiindinnen, die nicht kastriert sind und/oder schon einmal
trachtig waren, von der Spende ausgeschlossen (FELDMAN und KRISTENSEN 1995). Auch die
Rasse des Spenders kann von Bedeutung sein, so haben Erythrozyten von Greyhounds
nachgewiesenermallen eine kiirzere Lebensspanne als die Erythrozyten anderer Rassen

(NOVINGERN et al. 1996).

1.3.2. Blutgruppen

Die Bestimmung der Blutgruppe von Spender und Empfinger kann mittels verschiedener
Schnelltests erfolgen, deren Prinzip auf der Agglutination von Antikdrper und Antigen beruht.
Mittlerweile sind mehr als 20 verschiedene canine Antigene beschrieben (ABRAMS-OGG
2000). Ein Hund kann fiir jedes der DEA (dog erythrocyte antigen) positiv oder negativ sein.
Das DEA 1-System ist anhand der verschiedenen Allele weiter unterteilt (BELL 1993). Es ist
nicht praktikabel und nicht nétig, auf alle bekannten Antigene zu testen, da vermutlich
lediglich DEA 1.1 klinisch von groBer Bedeutung ist (HALE 1995; HOHENHAUS 2006). Die
anderen Blutgruppen stehen in Verdacht, bei Inkompatibilititen die Lebensspanne der
transfundierten Erythrozyten zu verkiirzen (SMITH 1991), es stehen jedoch nur sehr wenige

Daten zur Verfiigung (GIGER et al. 1995).



Da Hunde anders als Menschen kaum préiformierte Antikdrper besitzen, ist eine
Ersttransfusion ohne Blutgruppenbestimmung relativ gefahrlos moglich (YOUNG et al. 1952).
Ein idealer Universalspender sollte DEA 1.1-, 1.2-, 3-, 5- und 7-negativ und DEA 4-positiv
sein (HALE 1995; HOHENHAUS 2006).

Die meisten Hunde sind positiv fiir DEA 4, doch da die Reaktion von DEA 4 mit den
entsprechenden Antikorpern keine Hamolyse verursacht, ist diese Blutgruppe von geringer
Bedeutung fiir die Transfusionsmedizin (ABRAMS-OGG 2000; ANDREWS 2000; HOHENHAUS
2006).

Ublicherweise wird auf das Vorhandensein von DEA 1.1 getestet. DEA 1.1-negative Hunde
sollten wegen der Gefahr der Sensibilisierung und des Auftretens von akuten oder
chronischen Transfusionsreaktionen bei einer Zweit- oder Mehrfachtransfusion nur DEA 1.1-
negatives Blut erhalten (siche Kap. 2.2.1.1. und Kap. 2.3.1.1.), wihrend DEA 1.1-positive
Hunde DEA 1.1-negatives oder —positives Blut erhalten konnen (GIGER 2009). DEA 1.2
verursacht bei sensibilisierten DEA 1.2-negativen Hunden eine schwichere hdmolytische
Reaktion als DEA 1.1. DEA 1.3-positive Hunde sind negativ fiir DEA 1.1 und DEA 1.2. Ein
DEA 1.1-, 1.2- und 1.3-negativer Empfénger reagiert mit der Bildung von Antikdrpern gegen
alle 3 Antigene. Es gibt einen Fallbericht, in dem DEA 1.1-kompatibel transfundiert wurde
und eine hdmolytische Reaktion vermutlich auf ein anderes Antigen als DEA 1.1 eintrat
(CALLAN et al. 1995).

Generell ist wegen der Antikorperbildung gegen nicht-getestete Antigene die Durchfiihrung
einer Kreuzprobe erforderlich, wenn ein Hund mehr als 4 Tage zuvor bereits transfundiert
wurde (GIGER 2009). AuBlerdem sollte sie durchgefiihrt werden, wenn der Patient zuvor eine
Transfusionsreaktion zeigte, wenn die Krankengeschichte des Patienten nicht bekannt ist oder
wenn eine zu transfundierende Hiindin einmal tragend war (ABRAMS-OGG 2000).

Auch eine Sensibilisierung gegen DEA 3, 5 und 7 ist moglich, zuséatzlich existieren natiirliche

Antikorper gegen DEA 3, 5 und wahrscheinlich 7 (ABRAMS-OGG 2000).

1.3.3. Entnahme

Als Vorbereitung auf die Spende wird der Bereich der Vena jugularis geschoren und
desinfiziert. Wéahrend der Blutentnahme kann sich der Hund in Seitenlage oder Brust-Bauch-
Lage auf dem Tisch befinden (SCHNEIDER 2000; LUCAS et al. 2004).

Zwischen 2 Spenden sollten mindestens 8 Wochen liegen, im Notfall kann das Intervall auf 2
Wochen verkiirzt werden. Bei sehr frequent eingesetzten Spendern sollte Eisen substituiert

werden (HOWARD et al. 1992). Andere Autoren sprechen von 15-20 ml gespendetem Blut/kg



Korpergewicht alle 3 Wochen (LANEVSCHI und WARDROP 2001), bzw. bei entsprechender
Supplementierung sogar 22 ml/kg alle 10-21 Tage (AUTHEMENT 1991). In der Klinik fiir
kleine Haustiere der Freien Universitit Berlin werden maximal 10 ml/kg alle 3 Monate
entnommen. Die Standardspende umfasst 450 ml und erfolgt innerhalb von 20-30 Minuten
mittels eines kommerziellen humanen Entnahmesystems (REITEMEYER et al. 2000). Wird eine
geringere Menge abgenommen, muss vor der Spende ein entsprechender Anteil an
Antikoagulans abgelassen werden.

Frither wurden Vacuumflaschen aus Glas bei der Blutgewinnung verwendet, doch durch den
Luftkontakt ist die Lagerungsfihigkeit auf 24 Stunden beschrdnkt, zumal es durch die
Nutzung des Vakuums zu einer vermehrten Erythrozytenschiddigung kommt. Zudem bedingt
die Aktivierung einiger Gerinnungsfaktoren deren Verlust fiir das Blut, und es ist keine
Auftrennung moglich (KAUFMANN 1992). Die Alternative stellen die heute genutzten
Mehrbeutelsysteme dar: der Donor- oder Primirbeutel, der das Antikoagulans enthélt,
verschieden viele Satellitenbeutel, die eine Erythrozytennihrlosung enthalten kdnnen und mit
dem Donorbeutel ein geschlossenes System bilden, und Transferbeutel, die kein
Antikoagulans enthalten und iiber einen Spike mit dem Donorbeutel verbunden werden
konnen, um z.B. eine Konserve zu teilen. Heute genutzte Blutbeutel bestehen aus
Polyvinylchlorid (PVC), das durch bestimmte Zusitze weich und atmungsaktiv wird. Dadurch
wird die Lebensfahigkeit der Erythrozyten verbessert (KAUFMANN 1992).

Das Blut gelangt je nach Entnahmesystem durch Unterdruck oder Gravitation in den
Primirbeutel. Die Spende sollte, vor allem wenn die Schwerkraft genutzt wird, unter stetigem
Blutfluss erfolgen, um eine Aktivierung von Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren zu
verhindern (SCHNEIDER 2000). Durch vorsichtiges Schwenken des Primirbeutels wird die
Durchmischung von Blut und Antikoagulans erreicht. Um die bereits entnommene Menge
ermitteln zu konnen, kann eine Kiichen- oder Federwaage genutzt werden (SCHNEIDER 2000).
Nach Beenden der Spende wird die Entnahmenadel aus der Vene gezogen und die

Einstichstelle komprimiert, um eine Nachblutung zu verhindern.

1.3.4. Auftrennung
Die Auftrennung von Vollblut in Komponenten kann zu jedem Zeitpunkt zwischen Abnahme
und Verfallsdatum vorgenommen werden (MOONEY 1992). Durch Zentrifugation bei 4°C mit
2000 g iiber 30 Minuten entstehen Erythrozytenkonzentrat (Ec-Konzentrat) und gefrorenes
Plasma (GF) (MOONEY 1992). Andere Autoren verwenden 5000 g iiber 5 Minuten
(SCHNEIDER 2000).
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Zur Herstellung von Ec-Konzentrat und frisch gefrorenem Plasma (FFP) muss die
Auftrennung zeitlich so vorgenommen werden, dass das Plasma innerhalb von 6 Stunden
vollstdndig durchgefroren ist (BROOKS 2000).

Die Gewinnung von thrombozytenreichem Plasma (PRP) muss innerhalb von 8 Stunden
abgeschlossen sein. Dazu erfolgt die Zentrifugation bei 20-24°C mit 2000 g {iber 2,5 Minuten
(SCHNEIDER 2000).

Kryoprézipitat (Kryo) kann zu jedem Zeitpunkt bis zum Ablauf der Haltbarkeit aus FFP
hergestellt werden. Dabei wird FFP bei 1-6°C angetaut bis noch ca. 1/10 des Inhalts gefroren
ist. Der Plasmaiiberstand wird als Kryo bezeichnet und enthélt viel Fibrinogen und Faktor
VIII sowie vonWillebrand-Faktor (MOONEY 1992; SCHNEIDER 2000).

Die Auftrennung in Komponenten wird wegen der hohen Kosten, die die Anschaffung einer
Kiihlzentrifuge mit sich bringt, in veterindrmedizinischen Praxen selten vorgenommen.
Alternativ sind die passive Separation oder die Mitnutzung der Ausstattung einer

Humanklinik moglich (FELDMAN und KRISTENSEN 1995).

1.3.5. Lagerung

Erythrozytenhaltige Préparate werden bei 1-6°C gelagert, Plasmaprodukte bei -18°C oder
weniger (SCHNEIDER 2000).

Als Antikoagulantien stehen Zitrat, Heparin und Ethylendiamin-Tetraacetic (EDTA) zur
Verfiigung. Zitrat ist in den heute verwendeten Antikoagulantien enthalten, die beiden
letztgenannten werden nicht mehr eingesetzt. Angewendet werden Citrat-Phosphat-Dextrose-
Adenin (CPDA-1) 14 ml/100 ml Blut fiir die Lagerung von Vollblut und
Erythrozytenkonzentrat bis zu 35 Tage, Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD), zu verwenden wie
CPDA-1 mit bis zu 21 Tagen Lagerungszeit und Acid-Citrat-Dextrose (ACD) 15 ml/100 ml
Blut bis zu 21 Tage. Adenin als Bestandteil 1dsst eine ATP-Synthese durch die Erythrozyten
zu, wodurch es zu einer verbesserten Uberlebensfihigkeit von Erythrozyten verglichen mit
CPD als Antikoagulans kommt (AKERBLOM und KREUGER 1975). Mit dem Zusatz von
Additivlosungen wie den kommerziell erhidltlichen Losungen Adsol und Nutricel kann die
Lagerungszeit um weitere 7 Tage verliangert werden (KAUFMANN 1992), da ein Abfall der
ATP-Konzentration und der Lebensfdhigkeit der Erythrozyten verzogert eintritt (WARDROP
1995).

In der Klinik fiir kleine Haustiere der Freien Universitdt Berlin wurde die maximale

Lagerungsdauer fiir Ec-Konzentrate in CPD+Adsol bei 4°C von 35 Tagen auf 30 Tage
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verkiirzt, um die Wahrscheinlichkeit einer lagerungsbedingten Hémolysereaktion

herabzusenken (KOHN et al. 2000b; REITEMEYER et al. 2000).

1.3.6. Transfusion

Um die bei 4°C gelagerte Erythrozytenkonserve anzuwirmen, darf keine Mikrowelle
verwendet werden, da bei einem schnellen Temperaturanstieg ein hohes Risiko einer klinisch
relavanten bakteriellen Kontamination besteht. Die Erwdrmung bei Raumtemperatur ist
ausreichend, 30 min erhéhen die Temperatur auf 6-10°C. Bei Plasmapréparaten ist darauf zu
achten, dass der Port im Wasserbad nicht nass wird (MOONEY 1992). Wenn mdoglich, sollte
die Transfusion von Ec-Konzentraten blutgruppenkompatibel erfolgen, zum einen, um
adverse Reaktionen zu vermeiden und zum anderen, um einer moglichen Sensibilisierung
vorzubeugen (HOHENHAUS 2006). Bei humanen Plasmaprédparaten ist dies ebenfalls
erforderlich (Bundesdrztekammer Novelle 2005). Liegt die erste Transfusion ldnger als 4
Tage zuriick, sollte vor jeder weiteren Transfusion eine Kreuzprobe durchgefiihrt werden, um
das Risiko moglicher Transfusionsreaktionen zu senken (WARDROP 2000). Die
Administration von Blutprodukten kann intravends, intramedulldr oder intraperitoneal
erfolgen (HOHENHAUS 2006). In das Transfusionsbesteck sollte ein Filter zum Riickhalt der
Aggregate integriert sein (HOHENHAUS 2006). Die Porengrof3e dieser Filter betrdgt nach der
DIN 58360 170-230 um (Bundesirztekammer Novelle 2005). Innerhalb von 4 Stunden sollte
das Priparat vollstindig verabreicht werden. Beschddigte oder verfirbte Blutkonserven
sollten nicht verwendet werden (SCHNEIDER 2000). Wichtig ist die Uberwachung des
Empfingers wihrend und nach der Transfusion, erstens in Bezug auf den gewiinschten Erfolg
und zweitens im Hinblick auf adverse Reaktionen (HOHENHAUS 2006).

In den USA fiihrten in einer Untersuchung von 1990/91 lediglich 25, also 1/5 der
Kleintierpraxen/-kliniken mit mindestens 3 Kleintiermedizinern regelmifBig Transfusionen
durch (HOWARD et al. 1992). Die Abnahme der Spende erfolgte meist fiir einen konkreten
Fall, nur eine Praxis nutzte die Blutbank einer benachbarten Universititsklinik. Uberwiegend
erfolgte die Transfusion von Frischblut, selten wurde das Vollblut in Komponenten aufgeteilt.
Die Kosten fiir eine 500ml-Einheit lagen zwischen 25 und tiber $300, mit {iber 3/4 unter $100,

wobei iiber 80% der Praxen ihre Kosten mit mehr als 25% bei der Abrechnung unterschritten.
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2. Komplikationen und Risiken von Bluttransfusionen

2.1. Aligemeines

Als adverse Transfusionsreaktion wird jedes unerwiinschte Ereignis bezeichnet, das nach dem
Erhalt von Blut oder Blutkomponenten eintritt (SNYDER 1994).

Gegen Ende des 19. Jahrhunderts rieten viele Wissenschaftler von der Durchfiihrung von
Transfusionen dringend ab. Zunichst erkannte man, dass die Verabreichung artfremden
Blutes (zunichst liberwiegend von Lidmmern stammend) die hohe Rate an Komplikationen
bedingen konnte, doch stellte sich die Transfusion menschlichen Blutes nicht wesentlich
erfolgreicher dar. Als Ausweg bei schweren Blutverlusten wurde auf die Moglichkeit der
Durchfiihrung einer 1879 von Hugo Kronecker und J. Sander eingefiihrten Kochsalzinfusion
hingewiesen. In Tierexperimenten hatte man herausgefunden, dass das Aufrechterhalten eines
addquaten Volumens wichtiger war als die Zufuhr von Erythrozyten. Nach der Entdeckung
der Blutgruppen nahm die Hé&ufigkeit von oft tddlich endenden Zwischenfillen ab, die
Grundlagen unerwiinschter Ereignisse bildeten fortan vor allem immunologische und
infektiose Prozesse (GREENWALT 1997). In einer retrospektiven Studie (VAMVAKAS und
TASWELL 1994), die sich mit der Uberlebenszeit von 802 Transfusionspatienten verschiedener
Humankliniken des Jahres 1981 beschiftigte, wurde eine mittlere Uberlebenszeit von 95 (+/-
2,5) Monaten ermittelt. 24% der Patienten starben innerhalb des ersten Jahres, 30% in den
ersten zwei Jahren, 40% innerhalb von 5 Jahren und 52% nach 10 Jahren. Unter Einbeziehung
des Risikos durch Alter, Geschlecht und Lange des vorherigen Klinikaufenthaltes erhohte sich
das Mortalitdtsrisiko um 4,1% pro Einheit Ec-Konzentrat, um 1,2% pro
Thrombozytenkonserve und um 7,3% bei Erhalt einer FFP-Einheit.

Obwohl heutzutage Transfusionen routinemdfig durchgefiihrt werden und durch die
verbesserte HIV-Diagnostik risikodrmer wurden, sind sie noch immer mit erheblichen
Schwierigkeiten und Komplikationen verbunden (VINCENT et al. 2002).

In der Veterindrmedizin sind zudem die technische Ausstattung, die allgemeinen Standards
und die rechtlichen Vorschriften weniger weit entwickelt als in der Humanmedizin, dennoch
ist das Auftreten von Komplikationen relativ selten. In einer Studie iiber akute adverse
Transfusionsreaktionen bei Hunden wurde in dem 2jdhrigen Untersuchungszeitraum eine
Rate von 2,2% (4/186 Erythrozyten-Transfusionen) ermittelt, bzw. 3,9% (4/103) Hunde hatte
eine transfusionsbedingte Komplikation. Ein Hund hatte eine allergische Reaktion, 3 weitere
Hunde reagierten mit einer Himolyse mit Fieber (REITEMEYER et al. 2000).

Jede allogene Transfusion entspricht einer intravendsen Transplantation mit den damit

verbundenen Risiken (NUSBACHER 1994). Auch bei der Verabreichung autologer, also
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korpereigener Blutprodukte besteht das Risiko adverser Reaktionen wie Hypotension,
bakterieller Kontamination, Volumeniiberladung, Luftembolie und Hdmolyse (DOMEN 1998).
Sowohl in der Human- als auch in der Veterinirmedizin ist die Verabreichung von
Blutkonserven hiufig ohne Alternative, und der Nutzen {iberwiegt bei verantwortungsvollem
Umgang bei weitem das Risiko (PRITTIE 2010). Daher sollten die Indikation und mdgliche
Alternativen zu einer Transfusion vor der Verabreichung sorgfiltig iiberdacht werden
(WHITSETT 1995), weiterhin sind eine gute Voruntersuchung der Spender und die sorgfiltige
Abnahme, Préparation, Lagerung und Verabreichung von Blutprodukten wichtig
(HOHENHAUS 2006). Zudem dient die Existenz von Gremien dazu, Standards festzulegen,
Qualititskontrollen durchzufiihren und die Transfusionspraxis stetig zu verbessern (MINTZ
1995). In Deutschland ist das Paul-Ehrlich-Institut die fiir die Bewertung von
Nebenwirkungen zustindige Bundesbehdrde (FOLSCH und CASSENS 2009).

Bei den adversen Reaktionen, die transfusionsbedingt auftreten, kommen verzogerte
Komplikationen mit {iber 1% der Patienten zwar hédufiger vor als die akuten mit <1:1000
Transfusionen, jedoch nehmen letztgenannte hdufiger einen fatalen Verlauf (EDER und

CHAMBERS 2007).

2.2. Akute Reaktionen

2.2.1. Akute immunbedingte Reaktionen

2.2.1.1. Akute hdmolytische Reaktion

Akute Reaktionen treten innerhalb von Minuten bis zu einige Tage nach der Transfusion ein.
Hiamolytische Transfusionsreaktionen stellen eine Komplikation nach der Verabreichung von
Erythrozytenprdparaten dar. Sie laufen als Antigen-Antikorper-Reaktion ab und werden als
Typ II Hypersensitivitdtsreaktion klassifiziert (TiZARD 2006a). Doch auch inkompatible
Plasmaprodukte mit entsprechenden Antikorpertitern konnen Hidmolyse ausldsen
(HENDRICKSON und HILLYER 2009).

Klinisch kann es zur Ausbildung von Fieber, Bewusstseinstriibung, Schmerzen im unteren
Riicken, Druckgefiihl in der Brust, Hypotension, Ubelkeit und Erbrechen kommen. Die
Hiamolyse kann intravaskulidr als Folge einer Inkompatibilitdt im ABO-System oder extravasal
im Makrophagensystem von Milz, Leber und Knochenmark auftreten. Die Mechanismen der
intravasalen Hdmolyse sind neben der Antigen-Antikdrper-Reaktion disseminierte intravasale
Gerinnung (DIC) und himodynamische Storungen, die zu ischdmischer Gewebsnekrose v.a.
der Nieren fiihren. Hdmoglobindmie und -urie konnen bei mildem Verlauf ohne eine

messbare Antikorpererhohung als einzige Symptome auftreten. Bei schweren Verldufen
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konnen jedoch Schocksymptome, akute Blutungen, akutes Nierenversagen und Todesfille
vorkommen (BEUTLER 2005). Eine intravasale Himolyse kann innerhalb von Minuten nach
Beginn der Transfusion eintreten, eine extravasale Hidmolyse nimmt meist weniger
dramatische Formen an und zeigt sich in Hyperbilirubindmie und —urie (TizARD 2006a). Um
eine solche Reaktion auslésen zu konnen, miissen einem Menschen mindestens 200ml Blut
verabreicht werden (BEUTLER 2005).

Ursdchlich ist die Verabreichung einer nicht-kompatiblen Konserve fiir die Reaktion
verantwortlich, wobei meist eine Verwechslung von Patienten oder Blutprodukten zugrunde
liegt (BUNDESARZTEKAMMER 2008). Bei Patienten, die bereits mehrfach transfundiert wurden,
entsteht ein komplexes Antikorperprofil, das die Auswahl der ndchsten Konserve schwierig
gestalten kann (WIN et al. 2010). Beim Menschen sind biochemische Vorgéinge bei ABO-
Inkompatibilitidten gut untersucht (DAVENPORT et al. 1993; CAPON und GOLDFINGER 1995).
Grad und Zeitpunkt des Auftretens der akuten hidmolytischen Transfusionsreaktion ist
abhingig von der Antikorperklasse, der Temperatur, bei der die Antikérper an die
Oberflachenantigene binden, dem Grad der Komplementbeteiligung und dem Vorhandensein
von Bindungsstellen fiir phagozytierende Zellen (TizARD 2006b). Wéhrend ein einzelner
IgM-Antikorper in der Lage ist, Komplement zu binden, bendtigen IgG-Antikdrper zur
Aktivierung des Komplementsystems eine relativ hohe Konzentration. Die Aktivierung durch
IgM bewirkt die Lyse der Erythrozytenmenbran, es kommt zur intravasalen Hdmolyse, die
wiederum das hdmostatische System aktiviert. Die Folge ist eine DIC, die einen umso
schwereren Verlauf nimmt, wenn die Transfusion mit hoher Geschwindigkeit erfolgte
(HARDAWAY et al. 1956; BRECHER und TASWELL 1991). Weiterhin werden vasoaktive
Substanzen wie Serotonin, Histamin und Bradykinin freigesetzt, die durch Dilatation der
Arteriolen und Erhdhung der Gefillpermeabilitit zu einer systemischen Hypotension fiihren.
Zur Gegenregulation bewirken Katecholamine eine Vasokonstriktion in Lunge, Niere,
Gastrointestinaltrakt und in der Haut (BRECHER und TASWELL 1991). Zusammen mit
ebenfalls freigesetzten Zytokinen kdnnen diese Mechanismen Schock, akutes Nierenversagen
und andere Organschiden nach sich ziehen.

IgG-Antikodrper konnen die Komplementkaskade in Gang setzen, jedoch nur bis zu einer
bestimmten Stufe. Die Himolyse findet intravaskuldr oder héufiger etwas verzogert
extravaskuldr in Leber und Milz statt, in dem Fall konnten die Antikérper das
Komplementsystem nicht aktivieren, regen jedoch durch ihr Haften an der
Erythrozytenmembran die Phagozytose durch das retikuloendotheliale System an (RAMSEY
1994; TizARD 2006b).
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Die canine Blutgruppe DEA 1.1 ist die am stédrksten antigen wirkende Blutgruppe beim Hund,
wie experimentell (YOUNG et al. 1949; YOUNG et al. 1952) und klinisch (GIGER et al. 1995)
gezeigt werden konnte. Wird einem DEA 1.1-negativen Hund DEA 1.1-positives Blut
verabreicht, kommt es zur Bildung von Alloantikdrpern, die lebenslidnglich persistieren
konnen. Eine erneute inkompatible Transfusion nach mindestens 4 Tagen fiihrt meist zu einer
akuten hdmolytischen Transfusionsreaktion innerhalb von 12 Stunden, unter Umstdnden
liegen Jahre zwischen der ersten Transfusion und der die Reaktion auslosenden zweiten
Transfusion (GIGER et al. 1995). Innerhalb von 10 Minuten werden etwa 84% der
transfundierten Erythrozyten zerstdrt (YOUNG et al. 1949). Andere Inkompatibilititen wie
DEA 1.2- und 7- negative Hunde, die positives Blut erhielten, fithrten allenfalls zu milden
Symptomen, die Effektivitdt von Erythrozytenkonserven konnte jedoch vermindert werden
(YOUNG et al. 1949; YOUNG et al. 1952). Allerdings gibt es einen Fallbericht, in dem eine
hédmolytische Reaktion nach der Verabreichung einer DEA 1.1-kompatiblen Transfusion
auftrat und somit vermutlich auf ein anderes Antigen zuriickzufiihren ist (CALLAN et al.
1995). Bei 20% der DEA 3-negativen und bei 10% der DEA 5-negativen Hunde wurde tiber
natiirlich vorkommende Antikdrper berichtet (SWISHER et al. 1962), deren klinische
Bedeutung jedoch bisher unbekannt ist. Symptome treten wihrend oder kurz nach der
Transfusion auf und sind in erster Linie Ubelkeit, Odeme, Hyperthermie, Zittern, Salivation
und Dyspnoe. Das beim Menschen gefiirchtete Vorkommen von akutem Nierenversagen
scheint beim Hund keine grofe Rolle zu spielen (YUILE et al. 1949; GOLDFINGER 1977,

CAPON und SACHER 1989; RAMSEY 1994; CAPON und GOLDFINGER 1995).

2.2.1.2. Akute Hypersensitivititsreaktion

Akute Hypersensitivititsreaktionen kdnnen anaphylaktischer oder anaphylaktoider Natur sein
(GREENBERGER 1991; RAMSEY 1994). Sie treten nach 1-3% aller Transfusionen als Urtikaria
und bei 1/20000 bis 1/50000 Transfusionen als Anaphylaxie mit Bronchospasmus,
Hypotension und gastrointestinalen Symptomen auf (HENDRICKSON und HILLYER 2009). Sind
Mastzellen und IgE-Antikorper beteiligt, handelt es sich um eine anaphylaktische und somit
allergische Reaktion. Durch die Bindung von Antigenen an Mastzell-gebundene IgE-
Antikorper werden verschiedene Mediatoren wie Proteasen, Serotonin, Histamin und
Kallikrein freigesetzt, wodurch es zu einer Aktivierung des Komplementsystems und zur
Bildung der Anaphylaxine C3a und C5a kommt (GREENBERGER 1991; ISBISTER 1993; TIZARD

2006a). Die klinischen Symptome konnen innerhalb von Sekunden bis 45 Minuten nach
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Beginn der Transfusion auftreten, wobei die Schwere von dem Grad der Mastzelldegeneration
und Mediatorenfreisetzung abhédngt (GREENBERGER 1991; ISBISTER 1993; RAMSEY 1994).

Durch in Plasmatransfusionen enthaltene Alloantigene wie Albumin, potentielle Allergene
wie Antibiotika oder  Zusatzstoffe sowie Spender-IgE konnen akute
Hypersensitivititsreaktionen ausgelost werden (GREENBERGER 1991; ISBISTER 1993). 90%
der allergischen Reaktionen sind auf Plasma- oder Thrombozytentransfusionen
zuriickzufithren (BUNDESARZTEKAMMER 2008). In der Humanmedizin sind Félle beschrieben,
in denen Menschen mit IgA-Mangel und IgA-Antikdrpern auf Spender-IgA mit akuten
Uberempfindlichkeitsreaktionen reagierten (GREENBERGER 1991; RAMSEY 1994; JETER und
SPIVEY 1995). Bei Hunden kénnten Rassen mit Prédisposition fiir eine IgA-Defizienz sowie
Atopiker und Mehrfachtransfundierte ein groBeres Risiko besitzen, jedoch gibt es dafiir bisher
keine konkreten Anhaltspunkte (ISBISTER 1993). Klinische Folgen kdnnen neben Pruritus und
Urtikaria auch eine erhohte Permeabilitit von Membranen, Bronchokonstriktion und

Hypertension darstellen (HARRELL et al. 1997).

2.2.1.3. Leukozyten- und Thrombozytenhypersensitivitatsreaktion

Die febrile nicht-hdmolytische Transfusionsreaktion (FNTR) ist definiert als eine Erhohung
der inneren Korpertemperatur des Empfingers um mindestens 1°C mit oder ohne
Schiittelfrost und Gelenksteifigkeit, wenn sie in zeitlicher Ndhe zu der Verabreichung einer
Transfusion auftritt und andere Ursachen fiir das Fieber ausgeschlossen werden konnten
(WALKER 1993; BUNDESARZTEKAMMER 2008). Solche Reaktionen kamen mit etwa 1-3% der
verabreichten Transfusionen in den 1990er Jahren in der Humanmedizin relativ hiufig vor.
Durch den Einsatz von Leukozytenfiltern ist die Inzidenz aber stark zuriickgegangen
(HENDRICKSON und HILLYER 2009). FNTR sind meist nicht schwerwiegend oder
lebensbedrohend und lassen sich gut durch die Verabreichung von Antipyretika unter
Kontrolle bringen (KEVY et al. 1962; MENITOVE et al. 1982; WALKER 1987; MILLER und
MINTZ 1995). Allerdings kann es durch die Freisetzung bestimmter Mediatoren zur
Akkumulation von neutrophilen Granulozyten in der Lunge und somit zu schweren
respiratorischen Symptomen oder zum Schock kommen (RAMSEY 1994). Die Bedeutung liegt
einerseits natiirlich in den Unannehmlichkeiten fiir die Patienten, andererseits aber auch in
den erhohten Kosten, die durch den Ausschluss anderer Ursachen fiir das Fieber entstehen
(MILLER und MINTZ 1995).

Dass Leukozyten an der Entstehung dieser Reaktionen beteiligt sind, ist schon seit vielen

Jahrzehnten bekannt (BRITTINGHAM und CHAPLIN 1957; PERKINS et al. 1966). Weiterhin sind
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Pyrogene wie Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-8 (IL-8) aus Spenderleukozyten und die
Aktivierung des Komplementsystems, die durch eine Antigen-Antikorper-Interaktion eintritt
und zu einer Freisetzung weiterer Pyrogene aus Monozyten des Empféngers fiihrt, als
Verursacher zu nennen (BRUBAKER 1990; SNYDER und STACK 1991; BRAND 1994c¢; SNYDER
1995). Empfinger werden klassisch in ,,Responder* und ,,Non-Responder* unterteilt, da nicht
alle Menschen immunologisch gleich reagieren. Dabei scheint es auch eine Rolle zu spielen,
ob der Empfinger schon vor der Transfusion einen erhdhten Spiegel an inflammatorischen
Agentien aufweist (HENDRICKSON und HILLYER 2009).

Dass auch Spenderzytokine als Pyrogene eine Ursache fiir eine febrile Reaktion darstellen,
zeigt sich darin, dass Risiko und Schwere der Reaktionen mit der Dauer der Lagerung der
Konserve zunehmen (MUYLLE et al. 1992; HEDDLE et al. 1993) und besonders ausgeprigt bei
Thrombozytenprédparaten, die bei Raumtemperatur aufbewahrt werden, auftreten (HEDDLE et
al. 1993; OKSANEN et al. 1994; AYE et al. 1995). Die Hohe der Konzentrationen von IL-1,
Tumornekrosefaktor (TNF), IL-6 und IL-8 korreliert mit dem Auftreten febriler
Transfusionsreaktionen und steigt zum Teil mit der Lagerungsdauer (MUYLLE et al. 1993;
SACHER 1993; STACK et al. 1995; LIN et al. 2002). Andere Entziindungsmediatoren wie
Histamin, Serotonin und Saure Phosphatase sind ebenfalls beteiligt (RAPAILLE et al. 1997).
Als involvierte Antikorper werden anti-HLA- (human leukocyte antigen) und spezielle
Granulozyten-Antikdrper vermutet, die bei Frauen durch die Priaformierung wéhrend
vorangegangener Schwangerschaften haufiger zu Komplikationen fiihren als bei Ménnern
(BRUBAKER 1990). Auch von Thrombozyten werden HLA exprimiert, jedoch im Vergleich zu
den Leukozyten wesentlich schwécher (MINTZ 1991; DziK et al. 1994). Die Antikorper als
immunologischer Faktor werden neben den klinischen Faktoren Splenomegalie, Fieber und
der Verabreichung bestimmter Antibiotika mit dem Nichtansteigen der Thrombozytenzahl
trotz Thrombozytentransfusion (Refraktion) in Verbindung gebracht (BOCK et al. 1996). In
einer Untersuchung wurden bei 54% der transfundierten Patienten thrombozytenreaktive
Antikorper gefunden, am hiufigsten gegen HLA I-Antigene (KURZ et al. 1996). Auch hier
zeigte sich ein gehduftes Auftreten bei Empfingern mit einer moglichen vorherigen
Immunisierung durch nicht-leukozytenreduzierte Blutpréparate und/oder Schwangerschaften.
Diese Beobachtung wurde auch in anderen Studien gemacht (NOVOTNY et al. 1995).

In der Humanmedizin stellt die Refraktionsreaktion auf transfundierte Thrombozyten eine
weitere gefiirchtete Folge von Alloimmunisation dar (SAARINEN et al. 1990; ALCORTA et al.
1996), wiahrend Studien mit Tieren gezeigt haben, dass die alleinige Verabreichung von

Thrombozytenprdparaten kaum immunogen wirkt (LANE et al. 1992). In einem Fall von
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Thrombozytopenie nach Transfusion bei einem Hund stellte die Reaktion mit
kreuzreagierenden Antikdrpern die vermutete Ursache dar (WARDROP et al. 1997a).

Bei Hunden wird die Hypersensitivitdtsreaktion dhnlich wie in der Humanmedizin auf das
Vorhandensein von Pyrogenen zuriickgefiihrt und als eine haufige Ursache fiir einen Anstieg
der Korpertemperatur nach Transfusion angesehen (HOHENHAUS 2000). Die Patienten sind
jedoch deutlich weniger krank als Hunde, die mit vergleichbar hohem Fieber auf eine
bakteriell kontaminierte Konserve reagieren. Die beim Menschen beschriebene Entstehung
von Thrombosen aufgrund der forcierten Thrombozytenaggregation kommt selten vor oder
kann selten mit der Verabreichung von Blutprodukten in Verbindung gebracht werden
(BRANDT et al. 1996a).

Beim Hund trat eine Thrombozytopenie als Nebenwirkung von thrombozytengebundenen
Antikorpern in einem Fall nach der Verabreichung von Vollblut und in einem anderen nach
der Transfusion einer Erythrozytenkonserve auf (LEWIS et al. 1995; KOHN et al. 2000a).

Zur Verringerung des Risikos sollte die Verabreichung einer weiteren Konserve desselben
Spenders vermieden werden. Durch die prophylaktische Verabreichung von Antihistaminika
kann die febrile Reaktion nicht verhindert werden, jedoch durch die Gabe von Dexamethason

oder einem nicht-steroidalen Antiphlogistikum (ABRAMS-OGG 2000).

2.2.1.4. Graft-Versus-Host Disease und Acute Lung Injury

Auch die so genannte transfusionsassoziierte Graft-Versus-Host Disease (GVHD) beim
Menschen soll auf das Vorhandensein von Leukozyten und HLA zuriickzufiihren sein
(MINCHEFF 1998). Dabei richten sich die transfundierten T-Lymphozyten gegen den
Empfinger mit hdufig letalem Verlauf durch Multiorganversagen, die Letalitdtsrate liegt um
die 90% (KLEIN 1992; WILLIAMSON und WARWICK 1995). Die akute Form betrifft meist
Haut, Darm, Leber und Auge, je nach Anzahl der beteiligten Organe und nach Schweregrad
werden 4 Grade unterschieden. Klinisch treten Fieber, Leberversagen, Kolitis und
Panzytopenie auf manchmal erst 1-6 Wochen nach der Transfusion auf. Bei ca. 50% der von
der akuten GVHD betroffenen Patienten kann sich die chronische Form entwickeln
(JACOBSOHN und VOGELSANG 2007). Risikofaktoren seitens des Empféngers fiir die akute
GVHD stellen intensive Chemotherapie, bestimmte Medikamente wie Fludarabine,
Immundefizienz, Hodgkin-Erkrankung, Stammzelltransplantate, intrauterine Transfusion und
Erythroblastosis fetalis dar (HENDRICKSON und HILLYER 2009).

Die Schidigung kommt dadurch zustande, dass die Lymphozyten nicht als korperfremd

erkannt und somit zerstort werden, besonders wenn Spender und Empfinger einen
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gemeinsamen homozygoten HLA-Haplotyp besitzen, wie das zum Beispiel unter Verwandten
vorkommt (JETER und SPIVEY 1995). Die transfundierten Antikorper befinden sich in hoher
Konzentration in Konserven multiparer Spenderinnen (JETER und SPIVEY 1995).

Ahnliches ereignet sich bei der selten auftretenden transfusionsassoziierten Acute Lung Injury
(TRALI), wobei Spendergranulozyten mit Granulozyten des Empfingers reagieren. So
entstehen Granulozytenaggregate, die sich in Lungenkapillaren festsetzen und dort zur
Schadigung des Lungenparenchyms fiihren (POPOVSKY et al. 1992; BARRETT und KAM 2006).
Antineutrophile Antikorper und antiHLA-Antikdrper sollen ebenfalls beteiligt sein, das
Plasma multiparer Frauen scheint solche Reaktionen besonders héufig auszuldsen
(HENDRICKSON und HILLYER 2009). Auch antithrombozytire Antikdrper werden in der
Humanmedizin mit vermehrter Thrombozytenaggregation mit potenziell nachfolgender
thrombotischer Tendenz vor allem nach schneller Verabreichung von Blutprodukten in
Verbindung gebracht (BRANDT et al. 1996).

Bei Hunden kommen thrombembolische Erkrankungen vergleichsweise selten vor, doch es
besteht eine Korrelation zwischen multiplen Transfusionen und dem Auftreten von
pulmonéren Thrombembolien bei Patienten mit immunhdmolytischer Andmie (KLEIN et al.
1989). Auch Patienten, die an einem Hyperadrenokortizismus, Diabetes mellitus,
Glomerulonephropathien oder Vaskulitis leiden, sind mdglicherweise pridisponiert fiir
Thrombembolien.

Beim Menschen sind auch andere Préddispositionen seitens des Patienten beschrieben wie
Sepsis oder andere Entziindungsprozesse (SILLIMAN 1999). So kann durch eine vorherige
Sensibilisierung der eigenen Granulozyten durch eine entsprechende Grunderkrankung eine
Reaktion auf Membranproteine aus einer gelagerten Blutkonserve ausgeldst werden, die nicht
immunvermittelt und meist milder verlduft als die immunvermittelte TRALI (FOLSCH und
CASSENS 2009). Klinisch ldsst sich TRALI nicht von einem Adult Respiratory Distress
Syndrom (ARDS) durch andere Ursachen wie pulmonidre Infektion, Aspiration oder
Toxininhalation unterscheiden. Sie tritt jedoch in engem zeitlichen Zusammenhang zu einer
Transfusion (innerhalb von 1-6 Stunden) auf und zeigt bei unterstiitzter Ventilation durch die
Gabe von Sauerstoff und gegebenenfalls Beatmung meist eine schnelle Besserung wéhrend
der ersten 48-96 Stunden nach Einsetzen der Symptome. Die Mortalitétsrate liegt bei etwa 5%
(PorPovskYy et al. 1992; RAMSEY 1994; BEUTLER 2005).

Der Einsatz immunsuppressiver Medikamente hat nicht zu dem gewiinschten Erfolg gefiihrt,
durch die Bestrahlung der Konserven vor der Transfusion kann das Risiko einer GVHD

jedoch weitestgehend verhindert werden. Eine absolute Indikation fiir die Verwendung
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bestrahlter Blutprodukte stellen Patienten mit kongenitaler Immundefizienz, AIDS- und
Chemotherapie-Patienten, Empfinger von Knochenmarktransplantaten, intrauterine und
postpartale Transfusionen dar (ANDERSON et al. 1991a). Zudem werden alle Blutkomponenten
aus gerichteten Blutspenden von Blutsverwandten, alle HLA-ausgewihlten Blutkomponenten
sowie alle Granulozytenpréparate bestrahlt (BUNDESARZTEKAMMER Novelle 2005). Die

Durchfiihrung der Bestrahlung erfolgt auf Anforderung (Information DRK 2009).

2.2.2. Akute nicht immunbedingte Reaktionen

2.2.2.1. Hamolyse

Die Lyse von Spendererythrozyten vor oder wiéhrend der Transfusion kann bei dem
Empfinger klinische Anzeichen einer Himolyse und entsprechende Laborwertverédnderungen
hervorrufen. Liegt eine bakterielle Kontamination zugrunde, sind die Komplikationen oft
schwerwiegend, wihrend eine Héamolyse durch andere Ursachen meist nicht
behandlungswiirdig ist und lediglich die Effektivitit der transfundierten Blutkonserve
verringert (CAPON und SACHER 1989).

Mogliche andere Ursachen stellen Verdiinnung mit hyper- oder hypotonen Losungen,
iiberlagerte Konserven, falsche Lagerung wie Einfrieren (<-3°C) oder Uberhitzen (>46°C)
und mechanische Traumata durch abgeknickte Transfusionsbestecke, verstopfte Filter,
kleinlumige Nadeln oder {iberméBig schnelle Transfusionen dar, sowohl beim Hund (COTTER
1988; COTTER 1991; HARRELL und KRISTENSEN 1995) als auch beim Menschen

(BUNDESARZTEKAMMER 2008; HENDRICKSON und HILLYER 2009).

2.2.2.2. Kreislaufiiberlastung

Durch schnelle Transfusion groBer Volumina kann es bei normovoldmischen, z.B. nicht
blutenden Patienten zur Kreislaufiiberlastung kommen. Es kann zum kongestiven
Herzversagen und zur Ausbildung eines lebensbedrohlichen Lungenddems kommen. Wichtig
ist deshalb die Uberwachung des Blutdrucks vor, wihrend und nach der Transfusion
(BEUTLER 2005; KATZ 2009). Prophylaktisch sollte das transfundierte Volumen auf 2-4 (bei
besonderem Risiko auf 1) ml/kg Korpergewicht und Stunde beschrinkt werden
(BUNDESARZTEKAMMER 2008).

Besonders gefdhrdet sind auch in der Veterindrmedizin Patienten mit kardialen Erkrankungen,
mit chronischer Andmie sowie oligo- oder anurische Patienten (COTTER 1991). Bei Hunden
tritt diese Komplikation, die mit Tachypnoe, Tachykardie oder Husten einhergeht, relativ

hiufig auf. Wird sie nicht schnell behandelt, kann es zur Ausbildung von Lungenédemen und
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einem kongestiven Herzversagen kommen (SNYDER und STACK 1991). Patienten, die
indikationsgemdfl Massentransfusionen erhalten und entsprechend {iberwacht werden,
tolerieren diese ohne die Komplikation der Kreislaufiiberlastung (BUCKLEY und ROZANSKI
2009).

2.2.2.3. Bakterielle Kontamination

Mit der Verwendung geschlossener Blutspende-Systeme und mit der autkommenden AIDS-
Problematik wurde das Augenmerk von der Gefahr der bakteriellen Kontamination primér
auf die Ubertragung von Viren gerichtet (BLAICHMAN et al. 1994), doch das Risiko einer
Transmission von Bakterien liegt nach wie vor hoher als das einer Ubertragung viraler
Erreger (BRECHER und HAY 2005). Das Risiko einer bakteriell kontaminierten Konserve liegt
bei Ec-Konzentraten bei 2/1Millionen Einheiten, bei Thrombozytenpriparaten allerdings bei
1/2000 Einheiten. Schon 10ml Blut reichen, um eine Reaktion auszulésen. Eine schnelle
Diagnosestellung ist essentiell, und trotzdem ist der Verlauf oft fatal (BEUTLER 2005).
Obwohl der Nachweis einer transfusionsassoziierten Sepsis in vielen Féllen nicht gelingt,
wurde in den 1990er Jahren angenommen, dass sie nach Verabreichung von
Thrombozytenpraparaten Ursache fiir bis zu 30% der schweren febrilen Reaktionen beim
Menschen ist (CHIU et al. 1994; OLSEN und SANDLER 1996). Andere Untersuchungen
sprachen von 1 von 700 Empfingern von Thrombozyten mehrerer Spender, 1 von 400
Empfingern von Thrombozyten eines Spenders und 1 von 31000 Patienten, die
Erythrozytenkonzentrate erhalten (MORROW et al. 1991; BARRETT et al. 1993). Vor allem
Thrombozytenpréparate, die bei Raumtemperatur gelagert werden, bergen die Gefahr einer
bakteriellen Kontamination (MORROW et al. 1991; YOMTOVIAN et al. 1993; BLAJCHMAN et al.
1994). Zudem erhidlt ein humaner Patient durchschnittlich 6 Thrombozytenkonserven pro
Transfusion, so dass das Risiko einer Bakteridmie nach Transfusion sehr hoch liegt (CHIU et
al. 1994). Allerdings hat die Rate wieder abgenommen, indem Maflnahmen ergriffen wurden,
um kontaminierte Thrombozytenprdparate zu erkennen, wie sensiblere Kulturmethoden
und/oder die Messung des aeroben Metabolismus in den Konserven (TORMEY et al. 2009).
Bei Vollblut wire eine wirksame MaBnahme zur Verminderung der bakteriellen
Kontamination das Verwerfen der ersten 10ml der Spende (DE KORTE et al. 2002).

Die febrile Reaktion erklirt sich nicht allein durch die Reaktion des Empfangerimmunsystems
auf die Erreger, es werden zum Beispiel durch Yersinien in kontaminierten

Erythrozytenprédparaten auch proinflammatorische Zytokine aus den Leukozyten frei, die mit
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der Konserve verabreicht werden und mdglicherweise mit anderen Zytokinen pyrogen wirken
(STACK et al. 1995).

Als Symptome beim Menschen kommen nach der Verabreichung kontaminierter
Blutprodukte innerhalb von 30 Minuten nach Beginn der Transfusion Schiittelfrost,
Gelenkksteifigkeit und manchmal gastrointestinale Symptome vor (KRISHNAN und BRECHER
1995). Wenn die Transfusion nicht abgebrochen wird, treten weiterhin hohes Fieber,
Blutdruckabfall, Himoglobinurie, DIC, Nierenversagen und kongestives Herzversagen auf
(WALKER 1993).

Die Hauptquelle der Erreger stellt einerseits die Kontamination der AuBenseite des
Sammelsystems und das durch das weiche Material evaporierte Wasser wihrend des
Herstellungsprozesses dar (HELTBERG et al. 1993; HOGMAN et al. 1993). Andererseits ist die
Haut des Spenders wihrend der Punktion der Vene eine Erregerquelle, vor allem vernarbte
Einstichstellen, die sich schlecht desinfizieren lassen. Das durch die Phlebotomie
ausgestochene Hautareal mit Haarwurzeln und Driisen gilt als hochkontaminiert (BLAJICHMAN
et al. 1994). Hautkommensalen wie Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus und
Bacillus cereus dominieren vor allem in Thrombozytenpriaparaten (GOLDMAN und
BLAJCHMAN 1991; BLAJCHMAN et al. 1994). Allerdings gibt der Nachweis bei septischen
Patienten mittels einer Blutkultur keine Aussage tiber die Herkunft der Keime, zum Beispiel
kann der Eintritt iiber einen zentralvendsen Katheter dabei nicht ausgeschlossen werden
(WILLIAMSON 2000). Andererseits treten auch héufig psychrophile Keime auf wie z.B.
Yersinia enterocolitica, die in kiihl gelagerten Erythrozytenkonzentraten vermehrungsfahig
bleiben, auch Pseudomonas und Enterobacter spp. kommen vor (RAMSEY 1994; SAzAMA
1994; WILLIAMSON et al. 1999).

Obwohl eine minimale auslosende Dosis nicht bekannt ist, ist ab einer Keimkonzentration
von 10® koloniebildenden Einheiten (KBE)/ml mit fatalen Reaktionen zu rechnen (KRISHNAN
und BRECHER 1995).

Visuell lassen sich mit Yersinien kontaminierte Préiparate ab einer Konzentration von 10°
KBE/ml durch Verfirbung erkennen (KiM et al. 1992), durch Gramfirbung kann eine
Konzentration von etwa 10°-10° KBE/ml entdeckt werden, moderne Detektionssysteme
finden schon 10 KBE/ml (YOMTOVIAN et al. 1993).

Plasmapriparate fiihren wegen ihrer Gefrierlagerung nur selten zu bakterieller Sepsis,
beschrieben sind Kontaminationen mit Pseudomonas spp. wihrend des Auftauens im

Wasserbad, wenn der Port mit dem Wasser in Kontakt kommt (WAGNER et al. 1994).
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Zu den Faktoren, die iiber das Outcome des Patienten entscheiden, dem eine kontaminierte
Blutkonserve verabreicht wurde, gehoren die Virulenz des Erregers, der Immunstatus und der
Allgemeinzustand des Patienten, die Konzentration der transfundierten Bakterien, die
Intensitdt der Patienteniiberwachung und Medikamente, die der Patient bekommt, z.B.
Antibiotika (KRISHNAN und BRECHER 1995).

Auch beim Hund stellen bakteriell kontaminierte Konserven ein groes Risiko dar. Viele
Autoren empfehlen die Gram-Fiarbungen und kulturelle Anziichtung bei verddchtigen
Blutprodukten, z.B. bei Vorhandensein einer Dunkelfirbung, Luftblasen oder festen
Bestandteilen wie Blutkoagula (PICHLER und TURNWALD 1985; TURNWALD und PICHLER
1985). In der aktuellen Veroffentlichung einer experimentellen Studie wird das Achten auf
Farbverdanderungen, mikroskopische Kontrolle der bakteriellen Besiedlung und Testung auf
16sRNA bei allen Ec-Konzentraten empfohlen, zudem die aseptische Gewinnung,

temperaturkontrollierte Lagerung und regelmifige visuelle Kontrolle (KESSLER et al. 2010).

2.2.2.4. Koagulopathie

In der Humanmedizin tritt eine erhohte Blutungsneigung entweder im Zusammenhang mit
einer DIC als Folge einer Unvertriglichkeitsreaktion auf oder durch die Gabe gelagerter
Blutprodukte, in denen Thrombozyten und/oder Gerinnungsfaktoren bereits abgebaut wurden
(BEUTLER 2005).

Werden Hunden gelagerte Blutprodukte, die wenig Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten
enthalten, transfundiert, kann auch hier eine Verdiinnungskoagulopathie entstehen (BRECHER
und TASWELL 1991).

Durch Rekalzifizierung des Antikoagulans durch Verdiinnung mit kalziumhaltigen
Infusionslosungen besteht das Risiko, dass das Blutprodukt gerinnt, weshalb lediglich mit

NaCl-Losung verdiinnt werden sollte (TURNWALD und PICHLER 1985).

2.2.2.5. Hypotension

Obwohl Hypotension meist eine Folge von verschiedenen Transfusionskomplikationen wie
hédmolytischen und allergischen Reaktionen, Septikdmien und der transfusionsassoziierten
Acute Lung Injury (TRALI) ist, wird sie als eigenstindige Transfusionsreaktion betrachtet
(HUME et al. 1996). Seit The American Association of Blood Banks 1993 erste Berichte
erhielt, beschéftigt sich das Transfusion Practices Committee mit den mdglichen Ursachen. In
dem Report wurden 24 gemeldete Fille untersucht, von denen 17 keiner bekannten Reaktion

zugeordnet werden konnten und primir durch das Vorkommen eines pldtzlichen
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Blutdruckabfalls wihrend einer Thrombozytentransfusion bestimmt war (HUME et al. 1996).
Die Reaktion trat iiberwiegend innerhalb der ersten Stunde nach Transfusionsbeginn ein
(88%), ging mit Dyspnoe (82%) und z. T. mit Fieber einher und verschwand schnell nach
Aussetzen der Transfusion (82%). 88% der verabreichten Blutkomponenten waren durch
Filtration leukozytenreduziert.

Ob die Reaktion auf das Vorhandensein von Zytokinen, auf allergene Komponenten, das
Filtermaterial, eine durch Antibiotikatherapie abgeschwéchte Reaktion auf kontaminierte
Konserven oder die iiberwiegend maligne Grunderkrankung zuriickzufiihren war, konnte
bisher nicht geklart werden (SREELAKSHIMI und ELDRIDGE 2009).

Beim Hund ist Hypotension nicht als eigenstandige Transfusionsreaktion beschrieben.

2.2.2.6. Zitratintoxikation

Das Zitrat aus dem Antikoagulans bindet Kalzium und fiihrt so zu einer Hypokalzémie des
Empfingers von Blutprodukten, wenn zu schnell grole Mengen transfundiert werden. Beim
Menschen muss einem Erwachsenen mehr als 1 Liter innerhalb von 10 Minuten transfundiert
werden, um EKG-Verdnderungen bedingt durch eine Abnahme des ionisierten Kalziums
auszuldsen (BEUTLER 2005).

Da in der Veterindrmedizin Massentransfusionen selten sind und Zitrat in der Leber
metabolisiert wird, sind hier Patienten mit Leberfunktionsstorung besonders gefihrdet
(HOHENHAUS 2006). Die Zitratkonzentration in Vollblut, frisch gefrorenem Plasma und
thrombozytenreichem Plasma ist besonders hoch (COTTER 1988). Durch die Zitratbindung
kann aufler der Hypokalzdmie auch eine Hypomagnesidmie entstehen (SNYDER und STACK
1991). Klinische Anzeichen einer Hypokalzimie stellen bei Mensch und Hund Unruhe,
Tremor, Hypotension, ventrikuldre Arrhythmien, Erbrechen und Kriampfe dar (TURNWALD

und PICHLER 1985; COTTER 1988; COTTER 1991; SNYDER und STACK 1991).

2.2.2.7. Hyperammonémie

In gelagerten Blutprodukten steigt der Ammoniakgehalt proportional mit der Lagerungsdauer,
so dass die Verabreichung {iberlagerter Konserven bei Mensch und Hund eine
Hyperammondmie verursachen kann (COTTER 1991; SNYDER und STACK 1991). Da
Ammoniak in der Leber verstoffwechselt wird, sind Patienten mit einer gestorten
Leberfunktion besonders gefdhrdet (AUTHEMENT 1991) und sollten nach Mdglichkeit nur

frische oder kurz gelagerte Erythrozytenpriparate erhalten (TURNWALD und PICHLER 1985).
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Klinische Anzeichen einer Hyperammondmie stellen beim Hund Ataxie, Anpressen des

Kopfes, Zwangsbewegungen, Kriampfe und andere zentralnervése Symptome dar.

2.2.2.8. Hyperkalidmie

Aus Erythrozyten wird wihrend der Lagerung Kalium freigesetzt. Bei Menschen kann die
schnelle Verabreichung mehrerer Ec-Konserven (>60ml/h) zu einer Hyperkalidmie fiihren,
vor allem, wenn der Patient an einem Nierenversagen leidet (BUNDESARZTEKAMMER 2008;
HENDRICKSON und HILLYER 2009).

Bei Hunden ist die Gefahr einer transfusionsbedingten Hyperkalidmie gering, da die caninen
Erythrozyten im Vergleich zu den humanen einen geringeren Kaliumgehalt aufweisen. Eine
Ausnahme stellen Akita und Shiba Inu, Shar Pei sowie Chow Chow und deren Mischlinge
dar, bei denen héufig neben einer (Pseudo)Hyperkalidmie auch eine Mikrozytose auftritt
(DEGEN 1987; GOOKIN et al. 1998; ABRAMS-OGG 2000; BATTISON 2007). Daher sind diese

Rassen als Spender nicht ideal.

2.2.2.9. Hypothermie

Diese Komplikation ist in der Humanmedizin kaum beschrieben, obwohl eine Erwidrmung bei
Verabreichung normaler Volumina (<31) mit normaler Geschwindigkeit (<100ml/min) nicht
erforderlich ist, bei Massentransfusionen werden Infusionswarmer verwendet (BEUTLER 2005;
HENDRICKSON und HILLYER 2009). Allerdings kann die Ko&rpertemperatur bei schneller
Substitution von 50% des Blutvolumens auf lebensbedrohliche 32-34°C abfallen
(BUNDESARZTEKAMMER 2008).

Bei jungen, schwerkranken, andsthesierten oder kleinen Tieren kann die Verabreichung von
kalten Blutprodukten zu einer Hypothermie fiihren (BRECHER und TASWELL 1991;
KRISTENSEN 1996). Dadurch ist der Ablauf des Zitratmetabolismus gestort, es kommt zu einer
Linksverschiebung der Sauerstoffdissoziationskurve und somit zu einer verringerten Abgabe
von Sauerstoff an das Gewebe sowie zu einer gestorten Thrombozytenfunktion (POHLMAN
und CARRICO 1992). Eine schwere Hypothermie kann bei schwerkranken Patienten zu
Arrhythmien und zum pl6tzlichen Tod fiihren (SNYDER und STACK 1991), was durch

vorsichtiges Erwirmen der Blutprodukte vor der Verabreichung verhindert werden kann.

2.2.2.10. Luftembolie
Die Gefahr einer Luftembolie besteht bei der Transfusion groBer Mengen Luft. In der

Humanmedizin ist das Vorkommen durch die modernen Transfusionsbestecke sehr selten.
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Der betroffene Patient hat Schmerzen, Husten und plotzlich einsetzende Dyspnoe (BEUTLER
2005).
Auch in der Veterindrmedizin ist bei der Verwendung geschlossener Systeme das Risiko

gering (TURNWALD und PICHLER 1985; HARRELL und KRISTENSEN 1995).

2.2.2.11. Pulmonire Mikroembolie

Bei lidnger als 7 Tage gelagerten Konserven von Mensch und Hund bilden sich
Mikroaggregate aus Thrombozyten, Fibrin und Leukozyten, die zu klein sind, um von
Standardfiltern erfasst zu werden (BEUTLER 2005). Dass diese Aggregate jedoch tatséchlich
pulmonére Mikroembolien mit klinischer Bedeutung verursachen konnen, ist sowohl in der
Humanmedizin (CONNELL und SWANK 1973; BARRETT et al. 1975a; BARRETT et al. 1975b)

als auch in der Veterindrmedizin unwahrscheinlich (COTTER 1991; HARRELL et al. 1997).

2.2.2.12. Azidose

Der Glukosemetabolismus in den gelagerten Erythrozytenprodukten ldsst Laktat und Pyruvat
entstehen und bedingt somit einen Abfall des pH-Wertes. Bei Mensch und Hund kénnte durch
die Verabreichung von Ec-Konzentraten eine Azidose entstechen (WARDROP et al. 1994).
Patienten mit normaler Leberfunktion koénnen diese Stoffwechselprodukte schnell zu
Bikarbonat metabolisieren. Liegt jedoch eine Leberfunktionsstorung vor, besteht bei

Verabreichung groBerer Transfusionsmengen die Gefahr einer metabolischen Azidose

(COTTER 1991).

2.3. Verzogerte Reaktionen

2.3.1. Verzdgerte immunbedingte Reaktionen

2.3.1.1. Verzogerte hamolytische Reaktion

Eine verzogerte hdmolytische Reaktion tritt erst 3 Tage bis 3 Wochen nach Transfusion in
Erscheinung. Sie stellt eine Reaktion auf Antigene von Spenderzellen dar, wenn der
Empfinger durch frilhere Transfusionen oder Schwangerschaften sensibilisiert wurde. Die
Antikorper sind soweit dezimiert, dass im Kreuztest keine Inkompatibilitéit ersichtlich wird.
Sie entstehen jedoch durch den Memory-Effekt und fiihren nach 3 bis 21 Tagen zur
Zerstorung der transfundierten Erythrozyten . Die Antikorper richten sich beim Menschen
meist gegen Erythrozytenantigene des Rh- oder Kidd-Systems (HENDRICKSON und HILLYER
2009). Klinisch tritt nicht der gewlinschte Himatokritanstieg ein, der Patient zeigt Schwéche

und Ubelkeit, manchmal tritt auch Fieber auf. Die Symptome sind jedoch meist mild,
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Todesfdlle kommen nicht vor (BEUTLER 2005). In der Humanmedizin werden in
Abhidngigkeit von den beteiligten IgG-Antikdrpern hdmolytische oder serologische, also
klinisch inapparente Transfusionsreaktionen unterschieden. Eine hdmolytische Reaktion tritt
nach Inkompatibilitdten unter komplementbindenden Jk- und Fy-Antikérpern auf, wihrend
serologische Reaktionen auf Rh- und andere nicht-komplementbindende Antikorper
zuriickgefithrt werden konnen (VAMVAKAS et al. 1995). Da es sich bei den beteiligten
Antikorpern vor allem um solche der Klasse IgG handelt, findet die Himolyse in erster Linie
extravaskuldr statt (TIZARD 2006a).

Auch bei Hunden tritt die verzogerte Hamolyse nach 3 bis 21 Tagen in Erscheinung (PICHLER
und TURNWALD 1985; OAKLEY und SHAFFRAN 1987). Experimentell konnte dieser Effekt bei
DEA 1.1-negativen Hunden ausgelost werden, die DEA 1.1-positives Blut erhielten (YOUNG
et al. 1949; YOUNG et al. 1952), klinisch ist das Vorkommen jedoch unzureichend
dokumentiert (HOHENHAUS 2000). Klinische Hinweise wéren ein plotzlicher
Hiamatokritabfall, Hyperbilirubindmie und —urie (AUTHEMENT et al. 1987), sowie ein positiver
Coombs’-Test (COTTER 1988). Weiterhin kann es zu Anorexie und Ikterus kommen

(TURNWALD und PICHLER 1985).

2.3.1.2. Transfusionsbedingte Purpura

Transfusionsbedingte Purpura durch Thrombozytopenien kommen mit weniger als 300
bekannten Fillen bei Menschen relativ selten vor (LAU et al. 1980; HENDRICKSON und
HILLYER 2009). Sie treten 5 bis 12 Tage nach der Transfusion auf und wurden nach der
Verabreichung von Vollblut, Erythrozytenkonzentrat und Plasma festgestellt (SHULMAN und
REID 1994). Die Aggregation und Zerstdorung der transfundierten und kdorpereigenen
Thrombozyten erfolgt durch Thrombozytenantikdrper, wobei HLA der Klasse I die hdaufgsten
antithrombozytéren Antikorper multitransfundierter Patienten darstellen (BRANDT et al.
1996a). Fast ausschlieflich sind Frauen im mittleren oder héheren Lebensalter betroffen, die
eine Schwangerschaft oder Transfusion in ihrer Anamnese aufweisen (BUNDESARZTEKAMMER
2008). Die Thrombozytopenie kann bis zu 2 Monate bestehen bleiben, ist jedoch nur selten
mit klinischen Symptomen wie Petechien, skleralen Blutungen oder Hématurie verbunden
(SHULMAN und REID 1994). Die Entstehung von Thrombosen aufgrund der forcierten
Thrombozytenaggregation kommt selten vor oder kann selten mit der Verabreichung von
Blutprodukten in Verbindung gebracht werden (BRANDT et al. 1996a).

In der Veterindrmedizin ist bisher nur ein Fallbericht verdffentlicht worden von einem Hund

mit Himophilie (WARDROP et al. 1997a).
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2.3.1.3. Neonatale Isoerythrolyse

Schwangere Frauen mit plazentaren Abnormalititen bilden die Risikogruppe der
Schwangeren, die am héufigsten auf eine Bluttransfusion angewiesen ist (WIDMAN 1993).
Waihrend fiir die Frau die Gefahr einer hdmolytischen Transfusionsreaktion besteht, kann der
Fetus anschlieend eine neonatale Isoerythrozytolyse entwickeln. Diese Komplikation ist
auch bei Hundewelpen beschrieben (PARADIS 1991). Wenn DEA 1.1-positive Erythrozyten
einer DEA 1.1-negativen Hiindin transfundiert werden, bildet diese Antikdrper gegen DEA
1.1. Wird die Hiindin trichtig, konnen diese Antikorper in hohen Konzentrationen in das
Kolostrum gelangen und iiber mehrere Wochen persistieren. Durch die Aufnahme des
Kolostrums in den ersten 24 Stunden nach der Geburt durch die DEA 1.1-negativen Welpen
tritt bei diesen 3 bis 10 Tage spdter eine hdmolytische Andmie auf. Die betroffenen Welpen
zeigen Schwiche, eine geringe Gewichtszunahme, Andmie, Ikterus und Himoglobinurie, in
schweren Fillen sterben sie innerhalb der ersten 2 bis 3 Lebenstage (YOUNG et al. 1951;
HARRELL et al. 1997). Im Gegensatz zum Menschen scheint beim Hund keine plazentare
Passage von Antikorpern moglich zu sein, so dass eine Immunisierung der Hiindin gegeniiber
den Erythrozyten der Welpen wéhrend der Trichtigkeit nicht stattfinden kann (YOUNG et al.
1952; BLAIS et al. 2009).

2.3.1.4. Immunsuppression

Viele humanmedizinische Studien zeigen eine kurzzeitige oder ldngerfristige
Immunsuppression, die sich bei Empfiangern einer Bluttransfusion einstellt (GEORGE und
MORELLO 1986; BLUMBERG und HEAL 1989; BLUMBERG und HEAL 1990; BRUNSON und
ALEXANDER 1990; VAN TWUYVER et al. 1991), wobei dieser Effekt meist auf die Anwesenheit
von Leukozyten (GASCON et al. 1984; BORDIN et al. 1994b; DzIK 1994b; NUSBACHER 1994),
aber auch auf Erythrozyten (KEOWN und DESCAMPS 1979; HOUBIERS et al. 1997) und Plasma
(MARSH et al. 1990) zuriickgefiihrt wurde. In einer Studie konnte der immunsuppressive
Effekt iiber 30 Tage nachgewiesen werden, wenn wéhrend einer Operation die Transfusion
von Vollblut erfolgte (JENSEN et al. 1992), andere Autoren sprechen von Jahren oder sogar
Jahrzehnten (TARTTER et al. 1989).

In einer Studie zeigten Patienten, die durchschnittlich 14 Jahre vor ihrer
Wirbelsdulenoperation eine allogene Bluttransfusion erhielten, eine Woche postoperativ einen
deutlichen Abfall der B-Lymphozyten, der bei Patienten ohne Transfusionen in der
Vergangenheit nicht vorkam (TRIULZI et al. 1992). Allerdings fiihrt auch ein chirurgischer

Eingriff alleine zu einer Immunsuppression iiber 6 bis 9 Tage (HAMMER et al. 1992).
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In einem Mausmodell wurde die Auswirkung der Transfusion von Erythrozyten, Leukozyten
und Plasma auf die bakterielle Translokation aus dem Darm, die Uberlebensrate der
translozierten Bakterien und die Mortalititsrate durch Infektionen verglichen. Dabei zeigte
sich, dass Leukozyten die Komponente in transfundiertem Blut darstellen, die fiir adverse
Effekte auf die Abwehrkrifte des Empfingers gegen mikrobielle Translokation aus dem
Darm mit einer entsprechend niedrigen Uberlebensrate verantwortlich ist (GIANOTTI et al.
1993).

Eine andere Untersuchung zeigte bei Tumorpatienten, die leukozytenreduziertes Blut
erhielten, eine Inzidenz postoperativer Infektionen von 2% verglichen mit 33% bei der
Gruppe, der Vollblut verabreicht wurde (JENSEN et al. 1992). Donorleukozyten kdnnen bis zu
8 Wochen nach der Transfusion noch im Blut der Patienten nachgewiesen werden
(VERVOORDELDONK et al. 1998).

Ein positiver Aspekt der Immunsuppression ist die dadurch bedingte lingere Uberlebenszeit
von Nierentransplantaten bei Mensch (OPELZ et al. 1973; PERSUN et al. 1979; OPELZ et al.
1997) und Hund (VAN DER LINDEN et al. 1982; FINCO et al. 1985; CROWELL et al. 1987). Auch
Patienten, die an IBD (Inflammatory Bowel Disease) leiden, konnten durch die
transfusionsassoziierte Immunsuppression profitieren (PETERS et al. 1989; WILLIAMS und
HUGHES 1989), ebenso Frauen, die wiederholt eine spontane Fehlgeburt durchlebten (TAYLOR
et al. 1985). Die Konserve darf allerdings nicht élter als 72 Stunden sein, wenn es zur
Immunsuppression kommen soll (BRAND 1994b). Als negativer Effekt der Immunsuppression
tritt eine hohere Rate an postoperativen (Wund-)Infektionen nach abdominalen, kardialen
oder orthopddischen Eingriffen auf (MIHOLIC et al. 1985; TARTTER 1988; BRUNSON und
ALEXANDER 1990; MURPHY et al. 1991; BRAGA et al. 1992; FERNANDEZ et al. 1992b; JENSEN
et al. 1992; MEZROW et al. 1992; TRIULZI et al. 1992; HOUBIERS et al. 1994a; VAMVAKAS und
MOORE 1994; BORDIN und BLAJCHMAN 1995; VIGNALI et al. 1996; HOUBIERS et al. 1997;
EDNA und BJERKESET 1998a; CARSON et al. 1999; MYNSTER und NIELSEN 2000). Auch die
schnellere Entstchung von Tumorrezidiven nach der Verabreichung von nicht-
leukozytendepletierten Blutprodukten (TARTTER et al. 1986; BURROWS et al. 1987; FRANCIS
1991; MODIN et al. 1992; NEss et al. 1992; CHUNG et al. 1993; LEITE et al. 1993; BLUMBERG
und HEAL 1994; BORDIN und BLAJCHMAN 1995; VAMVAKAS 1995) sowie eine erhohte
postoperative Morbiditdtsrate wurden beschrieben (BRAGA et al. 1992; JAHNSON und
ANDERSSON 1992; TANG et al. 1993; WHEATLEY und VEITCH 1997; FRANSEN et al. 1999). Es
wurden insbesondere Patienten mit kolorektalen Tumoren untersucht, eine Gruppe, die

besonders hdufig Transfusionen erhélt (HALLISSEY et al. 1992; JENSEN et al. 1992) und oft
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postoperative Infektionen entwickelt (JENSEN et al. 1992; HOUBIERS et al. 1994a). Auch nach
Trauma (EDNA und BJERKESET 1992; AGARWAL et al. 1993) oder Verbrennung (GRAVES et
al. 1989; NIELSEN et al. 1997b) verabreichte Transfusionen flihren zu einer erhéhten Rate an
bakteriellen Infektionen. Bei der Untersuchung von Patienten mit Magenkarzinomen zeigte
sich eine Dosisabhéngigkeit zwischen den verabreichten Blutkonserven und dem Auftreten
postoperativer Infektionen (PINTO et al. 1991). In einem Review der 1995 im Massachusetts
General Hospital durchgefiihrten Bypass-Operationen zeigte sich ein um 5% erhohtes Risiko
einer postoperativen Pneumonie je erhaltener nicht-leukozytenreduzierter Erythrozyten- oder
Thrombozytenkonserve (VAMVAKAS und CARVEN 1999).

Die dafiir wahrscheinlich mitverantwortliche Immunsuppression zeigt sich in einem
verringerten ~ CD4:CD8—Verhiltnis, einer  verringerten = Lymphozytenproliferation,
Makrophagenaktivitdt und Antigenprdsentation und einer gesteigerten Freisetzung von
Prostaglandinen, Thromboxanen, Prostacyclin, IL-2, sIL-2R (soluble interleukin 2 receptor)
und IL-6 (GASCON et al. 1984; KAPLAN et al. 1984; NIELSEN et al. 1989; FERNANDEZ et al.
1992a; GAFTER et al. 1992; JENSEN et al. 1992; BORDIN und BLAJCHMAN 1995; JENSEN et al.
1996).

Andere bioaktive Substanzen, die in diesem Zusammenhang untersucht wurden, sind unter
anderem Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) (MUYLLE et al. 1993; STACK und SNYDER 1994;
AYE et al. 1995; FLEGEL et al. 1995), Histamin (FREWIN et al. 1984; NIELSEN et al. 1996a;
NIELSEN et al. 1997a; EDVARDSEN et al. 1998; MUYLLE et al. 1998; EDVARDSEN et al. 2001),
Serotonin (EDVARDSEN et al. 1996), Myeloperoxidase (MPQO) (NIELSEN et al. 1996a;
HAMMER et al. 1997; NIELSEN et al. 1997a; NIELSEN et al. 1997b; EDVARDSEN et al. 1998),
Eosinophil Cationic Protein (ECP) (NIELSEN et al. 1996a; HAMMER et al. 1997; NIELSEN et al.
1997a; NIELSEN et al. 1997b), Eosinophil Protein X (EPX) (NIELSEN et al. 1996a; NIELSEN et
al. 1997a; NIELSEN et al. 1997b), Plasminogen Activator Inhibitor—1 (PAI-1) (NIELSEN et al.
1996a; HAMMER et al. 1997; EDVARDSEN et al. 1998; NIELSEN et al. 1999; EDVARDSEN et al.
2001), Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1 (TIMP-1) (HOLTEN-ANDERSEN et al. 2002),
YKL-40 (CINTIN et al. 2001), IL-1 (MUYLLE et al. 1993; STACK und SNYDER 1994; AYE et al.
1995; STACK et al. 1995) und IL-8 (STACK und SNYDER 1994; AYE et al. 1995; STACK et al.
1995).

Dass Histamin zu den beteiligten Zytokinen gehdrt, zeigt sich in der Reduktion der
postoperativen Immunsuppression nach Vollblut-Transfusion durch die Gabe von Ranitidin,
welches als H,-Rezeptor-Antagonist die Histaminwirkung teilweise authebt (NIELSEN et al.

1989). Histamin ist unter anderem an der Regulation der Freisetzung angiogener Substanzen
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beteiligt (GOSH et al. 2001). Eine Studie belegt, dass durch den Einsatz von Ranitidin als H,-
Rezeptor-Antagonist lediglich bei Patienten, die vor ihrer kurativen Tumor-Operation keine
Bluttransfusion erhielten und postoperativ keine Infektionen zeigten, eine Verldngerung des
Uberlebensintervalls durch die Verabreichung erreicht werden konnte (NIELSEN et al. 2001).
So vermuten die Autoren, dass die Ranitidin-Wirkung durch hohe Konzentrationen bioaktiver
Substanzen abgeschwicht werden konnte.

Der Anstieg von IL-6 konnte wihrend der Lagerung bei 21°C, sofern Leukozyten anwesend
waren, nicht aber bei 4°C gezeigt werden (NIELSEN et al. 1996a). Auch PAI-1 und TNF-a
akkumulierten, es wurde eine fortgesetzte Synthese wahrend der Lagerung vermutet (MUYLLE
et al. 1993; EDVARDSEN et al. 1996). Da wihrend des Préparationsprozesses Histamin- und
MPO-Konzentrationen stiegen ohne eine weitere Erh6hung im Lagerungsverlauf, kann ein
groler Anteil des Zytokinanstiegs auf die Zerstdorung von Zellen zuriickgefiihrt werden
(EDVARDSEN et al. 1998).

In einer Untersuchung erhielten Patienten, die aufgrund eines kolorektalen Tumors operiert
wurden, entweder allogene oder autologe Transfusionen (HEISS et al. 1997). Als Indikatoren
fiir ein supprimiertes Immunsystem dienten die Aktivititen von natiirlichen Killerzellen (NK)
und von lymphokinaktivierten Killerzellen (LAK). In der Gruppe, der allogene Blutprodukte
transfundiert wurden, verringerte sich die Aktivitdit von NK um ca. 50%, wihrend die der
LAK um 60,7% abnahm. Die Patienten, die autologe Transfusionen erhielten, zeigten einen
nicht-signifikanten Abfall der NK-Aktivitdt um 33,7%, die Aktivitdt der LAK erhohte sich
sogar um 17,4%, so dass auch allogenen Transfusionen ein immunmodulatorischer Effekt
zugeschrieben werden kann. Die NK-Aktivitét korrelierte in Studien mit Tiermodellen mit der
Tumorprogression (CLARKE et al. 1993; OKUNO 1994), ebenso in einer klinischen
humanmedizinischen Studie (TARTTER et al. 1987). Ein moglicher Grund fiir die
unterschiedlichen Killerzellaktivititen konnte die gesteigerte Zytokinexpression der T,-
Helferzellen mit erhdhten IL-10- und IL-4-Werten durch allogene Blutprodukte und die
Modulation der T;-Helferzellen mit verminderten IL-10- wund erhdhten IL-2-
Plasmakonzentrationen nach autologen Transfusionen sein (KIRKLEY et al. 1995a; KIRKLEY et
al. 1995b; VAMVACAS 2002).

Eine andere Studie wies eine frithe postoperative Lymphopenie bei orthopéddischen Patienten
nach der Verabreichung von 3 oder mehr Einheiten Erythrozytenkonzentrat nach, die bei
nicht-transfundierten Patienten und solchen, die vor der Lagerung gefilterte Konserven

erhielten, nicht auftrat (BORDIN et al. 1999).
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Eine andere Untersuchung zeigte dagegen eine Verringerung der Aktivitit von natiirlichen
und lymphokinaktivierten Killerzellen durch orthopddische chirurgische Eingriffe ohne
signifikante Unterschiede zwischen der Patientengruppe, die transfundiert wurde und der, die
keine Blutkonserve erhielt (CORDINGLEY et al. 1994).

Im Tiermodell zeigten Méuse, die Milzzellen zuvor transfundierter Méuse erhielten, eine
hohere Rate an pulmondren Metastasen als die Miuse, denen Zellen von nicht-transfundierten
Miusen injiziert wurden. Entscheidend fiir die Tumorpromotion war dabei die Ubertragung
von T-Zellen, wahrend von den B-Zellen lediglich eine unterstiitzende Wirkung auf die
konditionierten T-Zellen ausging (BLAJCHMAN et al. 1993). In einem weiteren Experiment
wurden konditionierte Milzzellen intraperitoneal in Diffusionskammern eingebracht, die
lediglich die Freisetzung l6slicher Substanzen wie Zytokine zulieB. Auch hier fand eine
verstdrkte Implantation von Mikrometastasen statt (BLAJCHMAN et al. 1993).

Fir die Erklirung des Zusammenhangs zwischen Transfusion und Tumorrezidivrate auf
immunologischer Ebene gibt es noch andere Ansidtze. In einer Studie mit murinen
endothelialen Zellkulturen fiihrte der Zusatz von Lungenkarzinom-Zellen bei der Gruppe, der
um den Erhalt einer Transfusion zu simulieren allogene Leukozyten zugesetzt wurde, zu
einem hoheren Grad an Tumoradhision an die Endothelzellen als bei der Gruppe, der keine
Leukozyten zugesetzt worden waren (QUINGLEY 1996).

Andere Autoren sehen die Ursache in der schlechteren Ausgangsposition der Patienten, die
aufgrund ihres Zustands eine Transfusion bendtigen (VAMVAKAS 1995).

Eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von postoperativen Komplikationen nach
Transfusionen féllt dem Zeitpunkt der Verabreichung des Blutproduktes in Bezug auf den
chirurgischen Eingriff zu (NIELSEN et al. 1991; HAMMER et al. 1992; LEITE et al. 1993;
BENOY et al. 2006), wobei die prdoperative im Gegensatz zu der intra- oder postoperativen
Gabe keinen FEinfluss zu haben scheint (JENSEN und KISSMEYER-NIELSEN 1996). Andere
Autoren raten, wenn medizinisch vertretbar, zu der Verabreichung von Transfusionen erst ab
dem 3. postoperativen Tag, wenn die operationsbedingte Immunsuppression iiberstanden ist
(NIELSEN 1995).

Einige Reviews und Meta-Analysen beschéftigen sich mit der Prognose von Patienten mit
kolorektalen Tumoren in Abhédngigkeit von Bluttransfusionen, die liberwiegend zeigen, dass
ca. 2/3 der Studien, die sich mit dem Effekt von Transfusionen auf Patienten mit kolorektalen
Tumoren beschiftigen, adverse Effekte in Bezug auf Uberlebens- und Rezidivrate sowie
postoperative Komplikationen nachweisen (BORDIN und BLAJCHMAN 1995; VAMVAKAS

1995; AMATO und PESCATORI 1998; MCALLISTER et al. 1998; WILLIAMSON 2000). Die
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Zusammenfassung der analysierten Studien ergab eine deutliche Korrelation, vor allem wenn
die Patienten mehr als eine (BLUMBERG et al. 1988; BEYNON et al. 1989; LEITE et al. 1993),
mindestens 2 (BRAGA et al. 1992) (Untersuchung von Patienten mit gastrointestinalen
Tumoren), mindestens 3 (WOBBES et al. 1990; HOUBIERS et al. 1997; AMATO und PESCATORI
1998; EDNA und BJERKESET 1998a), mindestens 4 (JAHNSON und ANDERSSON 1992) bzw. 6
oder mehr (WOBBES et al. 1989) Konserven erhielten. Eine Untersuchung bestétigte einen
Zusammenhang zwischen postoperativen Infektionen und Bluttransfusionen mit einer
signifikant hoheren Rate ab 1 Konserve mit signifikanter Entwicklung bei steigender Anzahl
der verabreichten Konserven (VIGNALI et al. 1996).

Bei Tumoren anderer Lokalisationen liel sich ein das Tumorwachstum fordernder Effekt
nach der Verabreichung von Blutprodukten nur bei etwa jeder zweiten Studie nachweisen
(WILLIAMSON 2000).

Verschiedene Studien, die sich mit den Folgen von autologer versus allogener Transfusion
(HE1ss et al. 1992; NEss et al. 1992; BUSCH et al. 1993; HEISS et al. 1994a; BUSCH et al.
1995b) bzw. zwischen leukozytenarmen und leukozytenfreien Blutpridparaten (HOUBIERS et
al. 1994a) befassen, kommen iliberwiegend zu dem Ergebnis, dass die Verabreichung einer
Transfusion an sich (oder die Umstidnde, die zu dem Bedarf fiithren) (BUSCH et al. 1995b) zu
einer schlechteren Prognose des Tumorpatienten fiihren unabhidngig von der Art der
Transfusion. Einer Studie, die der autologen Transfusionsgruppe eine geringere postoperative
Infektionsrate zuschreibt (HEISS et al. 1993), wird entgegengesetzt, dass die Unterschiede zu
der allogenen Gruppe nur marginal signifikant und wahrscheinlicher auf Unterschiede in
Alter, Tumorstadium und Transfusionsdosis zuriickzufiihren waren (BUSCH et al. 1993;
HOUBIERS et al. 1994b). Allerdings kommen auch andere Autoren zu dem Ergebnis, dass
autologe Transfusionen weniger Infektionen bedingen, vergleichbar mit nicht-transfundierten
Patienten (MURPHY et al. 1991; FERNANDEZ et al. 1992b; MEZROW et al. 1992; TRIULZI et al.
1992). Bei dem Einsatz autologer Blutprodukte muss allerdings auch bedacht werden, dass
Untersuchungen einen immunsuppressiven Effekt durch Entnahme der Eigenblutspende
festgestellt haben, der bei Tumorpatienten ausgeprégter als bei gesunden Blutspendern ist und
sich somit zusitzlich negativ auf das Outcome auswirken konnte (MARQUET et al. 1993).
Andere Autoren sehen die Durchfilhrung von Bluttransfusionen bei anidmischen
Tumorpatienten als so risikoreich an, dass iiber Alternativen wie die Verabreichung von
Erythropoetin auch bei nicht-myeloischen Tumoren nachgedacht wird, vor allem wenn der

Patient durch Chemotherapie myelosupprimiert ist (MOHANDAS und ALEDORT 1995).
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Heutzutage stehen Autoren den Erythropoese stimulierenden Faktoren nicht zuletzt wegen der
hohen Kosten kritisch gegeniiber (KLARENBACH et al. 2010).

Es wurde beobachtet, dass Patienten, die aufgrund von benignen Erkrankungen transfundiert
wurden, ein erhohtes Risiko aufwiesen, in den folgenden 3-9 Jahren eine maligne Erkrankung
wie ein Non-Hodgkin Lymphom oder ein Nierenkarzinom zu entwickeln (BLOMBERG et al.
1993; CERHAN et al. 1993; BRANDT et al. 1996b; MYNSTER et al. 1998). Dies ist auch durch
Immunsuppression anderer Genese wie durch eine HIV-Infektion (BERAL et al. 1991), eine
Transplantation (KINLEN et al. 1983) oder unter immunsuppressiver Therapie (PENN 1986)
beschrieben.

Durch Transfusion ausgeloste Immunsuppression wird heute im Rahmen der
transfusionsassoziierten Immunmodulation gesehen, die neben suppressiven auch pro-

inflammatorische Mechanismen umfasst (VAMVACAS und BLAJCHMAN 2007; MARIK 2009).

2.3.2. Verzdgerte nicht immunbedingte Reaktionen

2.3.2.1. Ubertragung von Infektionserregern beim Menschen

2.3.2.1.1. Viren

Das Zytomegalievirus (CMV) gehort zu der Gruppe der Herpesviren, kommt ubiquitér vor und
ist flir Menschen pathogen. Es stellt die am héufigsten auftretende transfusionsassoziierte
Infektion in den USA dar (PREIKSAITIS 1991). Zwar verlduft die Infektion meist
asymptomatisch, jedoch kommt es hdufig zur Latenz mit einer Serumprivalenz von 30-80%
in den USA (PREIKSAITIS 1991), und Schwangere, immunsupprimierte oder schwerkranke
Personen und Neonaten konnen durchaus schwere Symptome wie Leukopenie, Pneumonie,
Gastroenteritis, Hepatitis, Retinitis und gelegentlich Enzephalitis entwickeln, das Risiko der
TransplantatabstoBung erhdht sich (MILLER und MINTZ 1995). CMV-assoziierte Pneumonien
betreffen bis zu 20% der Empfanger von Knochenmarktransplantaten und nehmen bei nahezu
85% einen fatalen Verlauf (SAYERS 1994). Die Ubertragung findet iiber Blut und
Blutprodukte, Transplantationen, aber auch iiber die Plazenta, Muttermilch, Urin und andere
Korperfliissigkeiten statt. Spendet ein positiv getesteter Spender Blut, liegt die
Wahrscheinlichkeit bei etwa 10%, dass die Konserve infektios ist (SMITH et al. 1993; SAYERS
1994). Ein seropositiver Empfinger unterliegt einer hoheren Wahrscheinlichkeit, eine
schwere Infektion zu entwickeln als ein seronegativer Patient (BOWDEN 1995). Besonders
gefdhrdet sind Neonaten mit einem Gewicht unter 1250g seronegativer Miitter, die
Morbidititsrate liegt bei 38% (ADLER et al. 1983). Die Pridvalenz reicht von 20% der

Bevdlkerung in wenig besiedelten Industriestaaten bis zu 100% in dicht bevdlkerten
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Entwicklungsldndern (BOWDEN 1995). Weltweit werden Blutkonserven in vielen Kliniken auf
die Prasenz von Antikdrpern gegen CMV getestet, da diese Viren eine hohe Morbiditits- und
Mortalititsrate bei Transfusionsempfingern nach sich ziehen kdnnen (SMITH et al. 1993).
Doch auch seronegative Spender konnen Virustrdger sein (LARSSON et al. 1998). In der
Latenzphase kann sich der Erreger vermutlich in hématopoetische Vorlduferzellen im
Knochenmark zuriickziehen. Reifen diese Zellen zu Makrophagen und Monozyten heran,
besteht die Moglichkeit der Ubertragung. Der Triger kann in der Latenzphase bleiben oder
eine klinische Erkrankung entwickeln (ZHURAVSKAYA et al. 1997). Da das Virus
leukozytenassoziiert vorkommt, findet die Ubertragung vor allem iiber Erythrozyten- und
weniger liber Thrombozytenkonserven und nicht iiber Plasmapréparate statt (BOWDEN 1995).
Andere zellassoziierte Viren wie das humane Immundefizienzvirus (HIV), das Epstein-Barr-
Virus (EBV) oder die humanen T-Zell-lymphotrophen Viren I und I (HTLV I/Il), welche zu
den Retroviren zéhlen, werden seit der Einfithrung von Screeningtests kaum mehr durch
Transfusionen {ibertragen (SANDLER et al. 1991; SNYDER und DoDD 2001). Interessanterweise
nimmt das Risiko der Retrovirusinfektion mit dem Alter der Blutprodukte ab, da die Viren
lebende Leukozyten zu bendtigen scheinen (KLEINMAN et al. 1993; DONEGAN et al. 1994;
WILLIAMSON 2000).

Jedoch konnen latente Virusinfektionen wie mit HIV oder CMV bei Empfingern durch
Transfusionen reaktiviert werden (BUSCH et al. 1992; KLEIN 1992; SLOAND et al. 1994).
Findet eine Ubertragung von HIVI-Viren durch Transfusion statt, kommt es schneller zu dem
Ausbruch des Acquired Immundefizienzsyndroms (AIDS), als wenn die Infektion auf
anderem Weg erfolgte, zudem sind die Inzidenz opportunistischer Infektionen und die
Sterblichkeitsrate hoher (GIESECKE et al. 1988; VAMVAKAS und KAPLAN 1993; SLOAND et al.
1994). Allerdings wird die Aussage, dass die Transfusion HIV-positiver Patienten eine
Krankheitsprogression bewirkt, auch kritisch beurteilt, da die Erforderlichkeit einer
Transfusion allein schon fiir das Vorliegen einer schwereren Erkrankung spricht (BALFOUR
1993).

Retroviren steht als einziger Virusgruppe eine reverse Transkriptase zur Verfiigung, die sie in
die Lage versetzt, DNA nach ihrer RNA-Vorlage zu synthetisieren, die dann in das Genom
des Wirtes eingebaut werden kann. Seit 1980 werden 3 Kategorien von Retroviren
unterschieden: das zu den Oncornaviren gehorige HTLV, das durch seine Eigenschaft
charakterisiert wird, zelluldre Transformation, insbesondere Leukdmie und Lymphome,
auslosen zu konnen, Lentiviren inklusive die AIDS-auslosenden HI-Virus-1 und -2 und

drittens das humane Foamy Virus, dessen klinische Bedeutung und Ubertragbarkeit iiber
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Transfusionen im Gegensatz zu den beiden erstgenannten Kategorien ungeklart ist (WILLIAMS
und SULLIVAN 1995).

Die Privalenz transfusionsassoziierter HIV-Ubertragungen und AIDS-Erkrankungen ist ab
1983 durch Aussonderung von Spendern, die einer der Gruppen mit erh6htem HIV-Risiko
wie die Konsumenten injizierbarer Drogen, homo- oder bisexuelle Méanner oder Personen mit
hiufig wechselnden Sexualpartnern angehdren, stark zuriickgegangen. Nach Einfiihrung von
Antikorper-Screeningtests 1985 nahm die Anzahl in den Industriestaaten weiter ab, seit 1986
besteht fiir Spender in einigen Blutspendezentren weiterhin die Moglichkeit, ihre abgegebene
Spende durch eine Markierung auf dem vor der Spende ausgeteilten Formular von der
Anwendung auszuschliefen. Seit 1992 wird ein kombinierter Antikorpertest verwendet, der
Antikorper sowohl gegen HIV-1 als auch gegen HIV-2 detektiert, obwohl HIV-2 im
Gegensatz zu HIV-1 eine sehr niedrige Privalenz hat, zu weniger virusassoziierten
Erkrankungen fiihrt und lediglich im westlichen Afrika endemisch ist (WILLIAMS und
SULLIVAN 1995). Die transfusionsassoziierte Ubertragung von HIV-1 ist durch diese
MaBnahmen selten geworden und liegt bei etwa 1 von 60 000 bis 1 von 250 000
transfundierten Einheiten (DONAHUE et al. 1991; DODD 1992; NELSON et al. 1992).

Seit Screeningtests zur Verfligung stehen, wurde versucht, riickblickend die Spender und
Empfinger HIV-infizierter Blutprodukte zu ermitteln (GILL et al. 1997), gleiches fand in
Bezug auf HTLV-Infektionen statt (KLEINMAN et al. 1993).

Das Vorkommen von HTL-Viren und ihre Ubertragung durch Blutprodukte wurden zunichst
in Japan und in der Karibik beobachtet. Seit 1988 werden Blutpriparate mittels eines
indirekten Immunfluoreszenzassays (EIA) auf das Vorhandensein von HTLV-I getestet
(WILLIAMS und SULLIVAN 1995). Zu HTLV-II besteht nur ein gewisser Grad an
Kreuzreaktivitit (KLEINMAN et al. 1993), so dass heute die zusétzliche Anwendung von
Antikorperscreeningtests auf Antikdrper gegen beide Viren erfolgt (WILLIAMS und SULLIVAN
1995). HTLV-I wird neben Transfusionen auch iiber infizierte Nadeln und Spritzen sowie
sexuelle Kontakte iibertragen und kann zu adulter T-Zell-Leukdmie (ATL) und HTLV-I-
assoziierter Myelopathie/Tropischer Spastischer Paraparese (HAM/TAP), einer chronischen
neurodegenerativen Erkrankung, fithren. Die Transmission von HTLV-II verlduft dhnlich,
jedoch sind die Vorgidnge nicht im Einzelnen bekannt. Auch das Hervorrufen von
neoplastischen und neurologischen Erkrankungen infizierter Patienten kann im Moment nur
vermutet werden (WILLIAMS und SULLIVAN 1995).

Das Risiko der Ubertragung von HTLV-I(-II) durch Transfusionen liegt gegenwirtig bei

weniger als 1 zu 50 000, von den Empféngern, die serokonvertieren, erfahren nur wenige
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klinische Konsequenzen (DODD 1992). Die Virustransmission von seropositiven Spendern lag
in einer Studie bei 30%, allerdings handelt es sich um einen Riickblick, die Spender hatten in
den Jahren 1983-1989 Blut gespendet, doch der Infektionstyp stimmte bei jedem Spender-
Empfinger-Paar iiberein (KLEINMAN et al. 1993).

Eine andere Untersuchung zeigte eine Ubertragungsrate der HTL-Viren von 27% bei
zelluldren Blutprodukten im Verglich zu 89% bei zelluldren und azelluldren Blutprodukten
das HI-Virus betreffend (DONEGAN et al. 1994).

Das HI-Virus, aber auch andere Viren wie die Verursacher von Hepatitis B (HBV) und C
(HCV) und das humane Herpesvirus 6 kommen nicht nur zellassoziiert sondern ebenso im
Plasma vor (LANE et al. 1992).

Hepatitis stellt die erste virale Erkrankung dar, deren Ubertragung durch Transfusion erkannt
wurde. In den 1950er Jahren erfolgte die Unterscheidung in Hepatitis A als klassische
infektiose Form und Hepatitis B als parenteral {ibertragbare Form. 1975 wurde eine weitere
Form bei Empfiangern von Blutprodukten unterschieden, die zunéchst die Bezeichnung non-
A, non-B-Hepatitis erhielt, bis 1989 das Hepatitis C-Virus als das wichtigste auslosende
Agens entdeckt wurde. Inzwischen werden viele weitere Hepatitisviren unterschieden, und
man weif}, dass das HBV zu den Hepadnaviren gehort und dass auch das zu den Picornaviren
gehorige Virus der Hepatitis A durch Transfusion iibertragen werden konnte (DODD 1995).
Die Ubertragung findet iiberwiegend iiber Blut oder andere Kérperfliissigkeiten auf verletzter
Haut oder intakter Schleimhaut statt, eine Impfung ist moglich. In den USA und Deutschland
wird eine Rate von HBV-kontaminierten Blutprodukten von 2,05-4,88/1 Million Spenden
angenommen, wiahrend sie in Hong Kong bei bis zu 200/1 Million Spenden liegt. Die
Privalenz variiert stark in verschiedenen demographischen Gruppen (CANDOTTI und ALLAIN
2009). Bei der Ubertragung von der infizierten Mutter auf das Kind wihrend der Geburt
bleibt das Kind oft lebenslang Carrier und der Zyklus setzt sich von Generation zu Generation
fort (DoDD 1995). Eine frithe Infektion bei Neonaten oder in frither Kindheit nimmt oft einen
chronischen Verlauf. Das Antigen bleibt in der Zirkulation, ein Antikérpernachweis gelingt
nicht, da diese mit dem Antigen Komplexe bilden. Bei einer akuten Infektion wie sie meist
bei Erwachsenen eintritt ist zundchst das Antigen nachweisbar, spiter konnen nur noch die
Antikorper bestimmt werden. Beide Infektionsformen konnen asymptomatisch bis fatal
verlaufen, aus der chronischen Form kann ein priméres hepatozelluldres Karzinom entstehen
(DopD 1995; CANDOTTI und ALLAIN 2009).

Durch Screeningtests auf Antigen und Antikorper, die Anamneseerhebung in Hinblick auf

Hepatitis auch im Umfeld, neue Piercings und Tatoos, Drogenkonsum und dadurch, dass in
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den USA keine Gefingnisinsassen und bezahlte Spender mehr spenden, meldet das
amerikanische Rote Kreuz weniger als 100 Fille von transfusionsassoziierter Hepatitis B von
jéhrlich etwa 2 Millionen Empfangern von Blutkonserven (DoDD 1995).

Die Ubertragung des Hepatitis C-Virus erfolgt ebenfalls parenteral, jedoch weniger iiber
sexuellen Kontakt als {iber Spritzbesteck von Drogenkonsumenten. Die Gefahr, sich iiber eine
infizierte Nadel anzustecken liegt jedoch im Vergleich zu 30% bei HBV hier nur bei 3%.
Hepatitis C verlduft meist mild mit der Gefahr eines spidten Leberversagens und meist
chronisch mit zirkulierenden Antikdrpern und einer erhohten Alaninaminotransferase (ALT).
Durch die routinemifige quantitative ALT-Bestimmung sank das Infektionsrisiko Mitte der
1980er Jahre von 0,45% auf 0,06% pro Konserve (DoODD 1995), heute werden Antikdrpertiter
ermittelt, da eine erhohte ALT hdufig andere Ursachen hat und sich nicht in der frithen
Infektionsphase zeigt (BUSCH et al. 1995a; CANDOTTI und ALLAIN 2009).

Die anderen Hepatitisviren wie das der Hepatitis D, E und Non A, non B, non C scheinen bei
der transfusionsassoziierten Hepatitis so gut wie keine Rolle zu spielen (DODD 1995).
Lipidumhiillte Viren, zu denen HIV, HBV, HCV und CMV gehoren, konnen durch die
Behandlung von FFP mit der Solvens-Detergens(SD)-Methode oder der Photoinaktivierung
mit Methylenblau oder anderen Zusitzen inaktiviert werden, wodurch das Ubertragungsrisiko
gegen null geht. Allerdings sind die Verfahren sehr kostenintensiv, und es kommt zur
Inaktivierung von Gerinnungsfaktoren. Unbehiillte Viren wie das Hepatitis A- und das
Parvovirus werden nicht erfasst (GURTLER und SCHRAMM 1993; WIEDING et al. 1993; LIN et
al. 1994; TAKAHASHI et al. 1994; PEREIRA 1999). Zu den erst kiirzlich entdeckten Viren
gehoren das 77-Virus (SIMMONDS et al. 1998) und das SEN-Virus (UMEMURA et al. 2001), die
jedoch nur bei mit anderen Viren co-infizierten Menschen klinisch relevant werden.

Das einzige klinisch relevante humane Parvovirus ist das Parvovirus BI19. Die Infektion
verlauft bei gesunden Kindern und Erwachsenen meist mild, lediglich bei Schwangeren und
schwerkranken Patienten kann sie lebensgefihrlich werden. Die Ubertragung durch
Blutkomponenten ist nur in Einzelfdllen beschrieben, meist erfolgt sie {ber
Tropfcheninfektion (LUBAN 1994; KLEINMAN et al. 2009).

In den USA ist die Transmission des West Nile Virus, dem Erreger des West Nile Fiebers,
von Bedeutung (BIGGERSTAFF und PETERSON 2003).

Weiterhin steht das humane Herpesvirus 8, das an der Pathogenese von Kaposi Sarkomen
beteiligt sein soll, in Verdacht, {iber Blutprodukte iibertragen werden zu konnen. Der

Vermutung liegt die Virusisolation aus mononukledren Zellen eines gesunden Blutspenders
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zugrunde (BLACKBOURN et al. 1997). Bisher konnte jedoch lediglich die Ubertragung via
Organtransplantationen nachgewiesen werden (PARRAVICINI et al. 1997).

Viele weitere Viren sind mdglicherweise iiber Blutprodukte iibertragbar, so auch das Dengue-
Virus oder das Chikungunya-Virus und andere iiber Vektoren iibertragene Erreger. Bisher
wurde kein Fall der Transmission durch Transfusion beschrieben, jedoch werden auch stetig
neue Vieren entdeckt (ALLAIN et al. 2009).

In den USA wird jeder Spender auf HIV, HBV, HBC, Treponema und HTLV-I und —II
Antikorper, bei Spende fiir immunsupprimierte Empfanger auch auf CMV getestet
(McCuULLOUGH 2005), auBBerdem auf Antikorper gegen das West Nile Virus (seit 2003) und
Trypanosoma cruzi (seit 2007) (DoDD 2009). In Deutschland wird jede Blutspende seit Mitte
der 1990er Jahre mittels PCR auf HIV, HBV und HCV untersucht (Information DRK 2009).

2.3.2.1.2. Prionen, Protozooen, Bakterien

Neben Viren konnen auch abnormale Prionen, die im Gegensatz zu den Verursachern der
klassischen Creutzfeldt-Jakob Erkrankung (CJD) in lymphatischen Zellen vorkommen, durch
die Verabreichung von Blutprodukten auf den Empfénger iibertragen werden (TURNER 1999).
Diese Prionen stehen in Verdacht, die neue Variante der CJD auszuldsen. In GroBbritannien
sind bisher 166 Patienten mit dieser Krankheit beschrieben worden, in dem Rest der Welt 39
Félle vor allem in Frankreich, gefolgt von Irland (ALLAIN et al. 2009). Vier Patienten in
GroBbritannien haben sich mit dem Erreger durch Blutprodukte bisher infiziert (BROWN 2007;
FOLscH und CASSENS 2009). Weitere Empfinger konnen sich zur Zeit in der
Inkubationsphase befinden, da deren Lidnge nach wie vor nicht bekannt ist und vermutlich
zwischen 5 und 25 Jahren liegt (COUSENS et al. 1997; BARCLAY et al. 1999). Zudem wurden
normale zellgebundene Prionen, deren Konformationséinderung die Erkrankung ausmacht, auf
Thrombozytenoberflichen und frei im Plasma nachgewiesen (PERINI et al. 1996; BARCLAY et
al. 1999). Auch eine Studie mit einem Mausmodell sowie humanem Blut, welches mit
lysierten Scrapie-infizierten Gehirnzellen von Hamstern versehen wurde, zeigt eine
potentielle Gefahr der Ansteckung tiiber zellulare Blutkomponenten, Plasma und
Plasmafraktionen (BROWN et al. 1998).

AuBerdem ist die Ubertragung von Protozoen wie Babesia microti, Plasmodium falciforme,
dem Erreger der Malaria, und Trypanosoma cruzi, dem Erreger der Chagas Krankheit,
beschrieben (SMITH et al. 1986; MINTZ et al. 1991; POPOVSKY 1991; DOBROSZYCKI et al.
1999; WILLIAMSON et al. 1999; McQISTON et al. 2000; CANGELOSI et al. 2008; CASTRO

2009). Weiterhin ist die Transmission von Leishmania tropica, Leishmania donovani und
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Toxoplasma gondii moglich (GERBER et al. 1994; ARGUIN et al. 1999; SNYDER und DODD
2001; LEIBY und GILL 2004).

Das bekannteste transmissible Bakterium ist 7reponema pallidum, der Erreger der Syphilis,
doch seit 1969 ist in den USA keine Ubertragung durch Transfusion mehr beschrieben
worden (SNYDER und DobDD 2001). Ehrlichien wie FEhrlichia chaffeensis, Ehrlichia
phagozytophila und Ehrlichia ewingii sowie Rickettsia rickettsii als Erreger des Rocky
Mountain Spotted Fever stellen mdgliche iibertragbare Erreger dar (WELLS et al. 1978;
MCKECHNIE et al. 2000; SNYDER und DoDD 2001), zu Ehrlichia chaffeensis gibt es einige
Veroffentlichungen iiber die Transmission via Transplantation (SADIKOT et al. 1999; TAN et
al. 2001; LIDDELL et al. 2002; SADFAR et al. 2002). Die Ubertragung mittels Transfusion von
Anaplasma phagozytophilum wurde in mehreren Fallberichten beschrieben (EASTLUND et al.
1999; WAXMAN 2009). Zu den iiber Blut transmissiblen Erregern nimmt in Deutschland der
Arbeitskreis Blut des Bundesministeriums fiir Gesundheit Stellung. So wird bestimmten
Arbobakterien eine gewisse Gefdhrdung wunter transfusionsspezifischen Aspekten
zugestanden, ein routinemifiges Screening deutscher Blutspender auf Anaplasma
phagocytophilum, Anaplasma marginatum, Bartonella henselae, Borrelia burgdorferi,
Borrelia afzelii, Borrelia garinii, Coxiella burneti, Ehrlichia chaffeensis, Francisella
tularensis, Rickettsia prowazekii, Rickettsia akari, Rickettsia rickettsii und Yersinia pestis
jedoch derzeit nicht empfohlen (BUNDESGESETZBLATT 2007).

In der Transfusionsmedizin spielen vor allem Bakterien wie Yersinia enterocolitica (MILLER
und MINTZ 1995), Serratia spp., Pseudomonas spp. und Enterobacter spp. als iiber
Transfusionen {iibertragbare Erreger eine groBe Rolle, wobei deren Vorhandensein in
Blutprodukten meist auf Kontamination und weniger auf eine Infektion des Spenders
zuriickzufiihren ist (WILLIAMSON 2000). Um das Risiko der Ubertragung einer transienten
Bakteridmie zu minimieren, werden Spender umfangreich befragt, besonders in Bezug auf
Infektionen in den letzten 4 Wochen, Zahnbehandlungen, gastrointestinale Endoskopien,
Untersuchungen des Urogenitaltraktes und Stillzeit (HOPPE 1992; KRISHNAN und BRECHER
1995).

Auch Bakterien, die sich wie Bartonella henselae, bekannt als Erreger der Katzen-Kratz-
Krankheit, in Erythrozyten asymptomatischer Tréger authalten kdnnen, stellen eine mogliche

Gefahr fiir Empfénger von zellhaltigen Blutpraparaten dar (MAGALHAES et al. 2008).
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2.3.2.2. Ubertragung von Infektionserregern beim Hund

2.3.2.2.1. Protozoen und andere Parasiten

Bei Hunden stellen Babesien die wichtigsten durch Transfusion {ibertragene Erreger dar,
wobei Babesia canis und Babesia gibsoni weltweit vorkommen (JERANT und ARLINE 1993;
BIRKENHEUER et al. 1999). Natiirlicherweise findet die Ubertragung iiber verschiedene
Zeckenspezies wie Dermacentor reticulatus und Rhipicephalus sanguineus als Vektor statt,
auch die perinatale Transmission oder die direkte Ubertragung mittels mechanischer Vektoren
ist moglich. Die durch Erythrozytendestruktion charakterisierte Erkrankung kann perakut
(Hypothermie, Schock, Koma, DIC, Tod), akut (hdmolytische Andmie, Ikterus,
Splenomegalie, Lymphadenopathie, Vomitus), chronisch (intermittierende Fieberphasen,
Anorexie, Konditionsverlust) oder subklinisch verlaufen. Greyhounds zeigen eine hohe
Serumprivalenz von B. canis (BREITSCHWERDT et al. 1983), wihrend American Pitbull
Terrier und American Staffordshire Terrier mittels PCR besonders hdufig positiv auf B.
gibsoni getestet wurden (MACINTIRE et al. 2002). In Deutschland ist die Infektionsgefahr
sowohl mit B. canis als auch mit B. gibsoni gegeben (HARTELT et al. 2007). Babesien kdnnen
durch canine Blutprodukte iibertragen werden und zu schweren Erkrankungen fiihren
(FREEMAN et al. 1994; STEGEMANN et al. 2003).

Leishmanien werden durch Sandmiicken der Gattungen Phlebotomus und Lutzomyia
iibertragen und kommen weltweit in warmen Gebieten vor. Empféinglich fiir die Infektion
sind Menschen, Haustiere und verschiedene Wildtiere. Beim Hund ist Leishmania infantum
das wichtigste Agens. Es befindet sich bei infizierten Hunden in den Makrophagen, die tiber
Hautldsionen von Sandfliegen aufgenommen werden. Die Freisetzung und Replikation erfolgt
im Gastrointestinaltrakt der Sandfliege. Durch Regurgitation wiahrend der Nahrungsaufnahme
wird der nidchste Wirt infiziert. Beim Menschen werden in Abhédngigkeit von der
Manifestation die kutane, die mukokutane und die viszerale Leishmaniose unterschieden,
wihrend bei der caninen Leishmaniose meist Haut und Organe involviert sind. Die
Erkrankung beim Hund verlduft chronisch und immer systemisch, wobei die Symptome sehr
variabel sind. Zu den Beschwerden gehdren Hautldsionen mit Ulzerationen an Nase, Pinnae
und mukokutanen Ubergiingen, Belastungsintoleranz, Gewichtsverlust, Polydipsie, Anorexie,
Konjunktivitis, abnormes Krallenwachstum, Bewegungsstorungen, Vomitus, Diarrhoe,
Polyphagie, Epistaxis, Rhinitis, Meléna oder okuldre Symptome. Durch eine immunkomplex-
bedingte Glomerulonephritis kann sich ein nephrotisches Syndrom entwickeln (TABOADA und

LOBETTI 2006).
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Die Transmission von Leishmania infantum Uber canine Blutprodukte wurde anhand natiirlich
infizierter z.T. asymptomatischer Hunde gezeigt (OWENS et al. 2001; DE FREITAS et al. 2000).
Auch Mikrofilarien des Herzwurms konnen durch Transfusionen {ibertragen werden, jedoch
besteht hierzulande keine Gefahr fiir den Empfanger, da Moskitos fiir die Entwicklung der
adulten Form obligatorisch sind (HARRELL und KRISTENSEN 1995).

Trypanosoma cruzi, der Erreger der Chagas Krankheit kann beim Hund akute oder chronische
Myokarditiden hervorrufen und ist theoretisch iiber canine Blutprodukte iibertragbar (REINE

2004; WARDROP et al. 2005), es liegen jedoch keine experimentellen Studien vor.

2.3.2.2.2. Bakterien, Pilze und Viren

Anaplasmataceae sind gram-negative, obligat intrazelluldr vorkommende Organismen, die in
Leukozyten, Erythrozyten, Endothelzellen oder Thrombozyten parasitieren (GREIG und
ARMSTRONG 2006). Die Ubertragung erfolgt in erster Linie {iber bestimmte Zeckengattungen.
Die fir den Hund bedeutsamen Spezies stellen Anaplasma phagozytophilum (USA,
Stidamerika, Asien und Europa) sowie 4. platys (USA, Australien, Siideuropa, Siidamerika,
Asien und Afrika) dar. Wahrend A4. platys thrombozytotroph ist und sich vor allem durch eine
Thrombozytopenie mit meist milden Symptomen &uflert, ist A. phagozytophilum vor allem in
den neutrophilen Granulozyten lokalisiert und geht mit unspezifischen, z.T. schweren
Symptomen wie Fieber, Lethargie und Anorexie einher (GREIG und ARMSTRONG 2006).
Rickettsia rickettsii ist ein obligat intrazelluldr lebendes Bakterium und Erreger des in den
USA bei Mensch und Hund vorkommenden Rocky Mountain Spotted Fever (RMSF). Die
Ubertragung auf Hunde findet vornehmlich iiber Zecken der Gattungen Dermacentor und
Rhipicephalus statt. Durch die Replikation des Erregers in den Endothelzellen kleiner
Arteriolen und Venen mit Plittchenaktivierung geht die Infektion mit einer immunbedingten
Thrombozytopenie und einer nekrotisierenden Vaskulitis einher, die vor allem Haut, Gehirn,
Herz und Nieren betrifft. Bevor jedoch organspezifische Symptome wie Hautnekrosen oder
Meningoenzephalitiden auftreten, sind meist unspezifische Anzeichen wie Fieber,
Gewichtsverlust, Lethargie, Anorexie, Erbrechen und Durchfall vorhanden. Akutes
Nierenversagen als fatale Komplikation tritt beim Hund wesentlich seltener als beim
Menschen auf (GREENE und BREITSCHWERDT 2006).

Ehrlichien gehdren wie Neorickettsien zu den durch Zecken iibertragenen gram-negativen
obligat intrazellulir lebenden kokkoiden Bakterien, die primédr Leukozyten (Monozyten,
Makrophagen) infizieren. Beim Hund sind vor allem Ehrlichia canis (weltweit in warmen

Gebieten), E. chaffeensis (USA), E. ewingii (USA) und Neorickettsia risticii (USA, Canada)
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von Bedeutung. Infizierte Hunde zeigen meist unspezifische Symptome wie Fieber,
Lethargie, Gerinnungsstdrungen, Lymphadenomegalien, neuromuskuldre oder okuldre
Symptome. Auch chronische Verldufe sind moglich. Labordiagnostisch liegt meist eine
Anédmie, Thrombozytopenie oder Panzytopenie (v.a. E. canis) vor. Infektionen mit E. ewingii
oder N. risticii gehen hiufig mit Polyarthritiden einher, wihrend die Blutbildverdnderungen
meist eher mild sind (NEER et al. 2002; NEER und HARRUS 2006).

Die Ubertragung von (Neo)Rickettsien durch canine Blutprodukte ist nur theoretisch denkbar,
es gibt dazu bisher keine Daten. Da es jedoch einen Bericht iiber die experimentelle Infektion
von Katzen mit Neorickettsia risticii gibt (DAWSON et al. 1988), konnte die Ubertragung auch
fiir den Hund moglich sein. In einer Untersuchung wurde das Vorkommen von Anaplasma
phagozytophilum bei 10/254 gesunden Hunden, die Deutschland nie verlassen hatten, mittels
PCR gezeigt. Es gab einen Fall der Ubertragung durch Transfusion (GALKE 2009).

Borrelia burgdorferi gehort zu den Spirochdten und wird tiber Zecken der Gattung Ixodes
iibertragen. Bei Hunden verlduft die Infektion hdufig klinisch inapparent, doch in einigen
Fillen wird die Lyme Disease ausgelost, die sich in systemischen Symptomen wie Fieber,
wechselnder Lahmheit durch Arthritiden, Anorexie und Lymphknotenschwellung &ufert.
Auch Protein-Verlust-Glomerulopathien, Meningitiden oder andere Manifestationen kommen
vor (GREENE und STRAUBINGER 2006). Borrelien iiberleben nachweislich in bei 4°C
gelagerten Erythrozytenkonzentraten und sogar in bei -18°C gefrorenem Plasma; es ist also
theoretisch moglich, bei dem Empfinger die Lyme Disease hervorzurufen (AOIKI und
HOLLAND 1989; BADON et al. 1989). Im ACVIM Consensus Statement wird ein Screening
gesunder Blutspender nicht empfohlen (WARDROP et al. 2005), da in einer Studie nur 1,6%
von 576 Blutproben experimentell infizierter Hunde positiv mittels PCR auf Borrelia
burgdorferi getestet wurden. Wahrscheinlich ist die Phase der Bakteridmie zu kurz
(STRAUBINGER 2000).

Brucellose wird beim Hund durch Brucella canis, ein kokkoides gram-negatives aerobes
Bakterium, hervorgerufen. Die natiirliche Eintrittspforte stellen die Schleimhdute von
Gastrointestinal- und Genitaltrakt dar, wo die Erreger von Makrophagen und anderen
phagozytierenden Zellen aufgenommen werden. In diesem Stadium ist eine Ubertragung via
Blutkonserve theoretisch moglich. Erwachsene Hunde bleiben meist klinisch unauftillig,
Storungen der Tréchtigkeit, Aborte, Testikulitiden und Uveitiden sind jedoch mdglich
(GREENE und CARMICHAEL 2006).

Auch Mycoplasma canis und Bartonella vinsonii scheinen durch Transfusion iibertragen

werden zu konnen (LESTER und HUME 1995; PAPPALARDO et al. 2001).
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In Amerika werden canine Blutspender abhingig von der geographischen Lokalisation
(Stidwesten der USA, Mexiko) teilweise auch auf endemisch vorkommende mykotische
Erreger wie Coccidioides immitis, der sich vornehmlich in einer okuldren Infektion zeigt,
getestet (HOWARD et al. 1992).

Das West Nile Virus ist ein seit 1937 in Afrika bekanntes zu den Flaviviren gehorendes Virus,
das durch Culex spp. und seltener durch Zecken {ibertragen wird. Seit einem Ausbruch in
New York 1999 bei Vogeln, Pferden und Menschen wurden auch Fille bei Hunden und
anderen Haustieren in den USA gemeldet. Die Infektion kann bei Hunden klinisch inapparent
bis todlich verlaufen, wobei Enzephalitis, Myelitis und Myokarditis vorkommen. Das Virus
ldsst sich in multiplen, auch nicht entziindeten Organen nachweisen. Da beim Menschen die
Transmission iiber Blutprodukte beschrieben wurde, ist die Moglichkeit der Ubertragung

mittels caniner Konserven theoretisch moglich (LICHTENSTEIGER und GREENE 2006).

2.3.2.2.3. Spenderscreening

Antigennachweise und serologische Untersuchungen des Spenderblutes bei Hunden werden
von verschiedenen Autoren empfohlen (COTTER 1991; BUCHELER und COTTER 1992; REINE
2004; HOHENHAUS 2006).

Im ACVIM Consensus Statement, welches von den Arbeitsgruppen fiir Infektionskrankheiten
und Hématologie und Transfusionsmedizin gemeinsam erarbeitet wurde, wird zwischen 2
Gruppen von Erkrankungen unterschieden (WARDROP et al. 2005). Die erste Gruppe umfasst
empfohlene Tests auf Erkrankungen, die mindestens 3 der folgenden Kriterien erfiillen: 1. das
Agens verursacht klinische Infektionen bei Empfingern durch die Ubertragung von Blut, 2.
das Agens verursacht subklinische Infektionen, so dass moglicherweise Carrier Blut spenden,
3. das Agens kann aus dem Blut eines infizierten Tieres kultiviert werden, 4. die beim
Empfinger ausgeloste Erkrankung ist schwerwiegend oder schwierig zu behandeln. In der
zweiten Gruppe werden Krankheiten erfasst, deren Testung unter Vorbehalt empfohlen wird
und folgende Kriterien erfiillen: 1. die experimentelle Ubertragung ist dokumentiert, aber
klinische Transmission iiber Blutprodukte ist nicht beschrieben, 2. die Erkrankung stellt keine
Bedrohung fiir einen GroBteil der Empfanger dar oder ist leicht zu behandeln. Zu der ersten
Gruppe mit Erregern, deren Testung empfohlen wird, zéhlen Babesia canis (IFA, ggf. PCR)
und Babesia gibsoni (IFA, ggf. PCR), Leishmania donovani bei Hunden aus endemischen
Gebieten oder Hunden, die sich dort aufhielten (IFA, ggf. PCR), sowie Ehrlichia canis (IFA,
ELISA, ggf. PCR), Anaplasma phagozytophilum (IFA, ggf. PCR), Anaplasma platys (IFA,
ggf. PCR), Neorickettsia risticii und Neorickettsia helmintheca (Antikorper, ggf. PCR).
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Brucella canis (Agglutinationstest) ist hier ebenfalls zu nennen, obwohl dessen Ubertragung
via Transfusion bisher beim Menschen nicht aber beim Hund beschrieben wurde. Die zweite
Gruppe enthélt Erreger, deren Testung mdglich ist und unter Vorbehalt empfohlen wird:
Trypanosoma cruzi (IFA) bei Hunden aus endemischen Gebieten, Ehrlichia ewingii (PCR),
Ehrlichia chaffeensis (PCR), Bartonella vinsonii (IFA) und Mycoplasma haemocanis (friiher:
Hamobartonella canis, Mikroskopie, PCR). Erreger, deren Testung moglich ist, aber bei
gesunden Blutspendern nicht empfohlen wird, sind Borrelia burgdorferi und der Erreger des
Rocky Mountain Spotted Fever Rickettsia rickettsii. Um {iber den Einsatz fakultativer Tests
zu entscheiden, gehdoren zu der Anamnese des Blutspenders die Fragen nach der

Zeckenprophylaxe und nach Auslandsaufenthalten in Bezug auf endemische Gebiete.

2.3.2.3. Himosiderose

Die Hamosiderose ist beim Menschen eine Folge der Eiseniiberladung, die auftreten kann,
wenn Patienten, die nicht bluten und keine Erythrozytensubstitution brauchen, mehrfach
erythrozytenhaltige Blutkonserven zugefiihrt werden (BOTTOMLEY 1998). Patienten mit
chronischem Transfusionsbedarf sind ab etwa 100 transfundierten Ec-Konzentraten gefahrdet
und meist auf Chelatbildner angewiesen (BUNDESARZTEKAMMER 2008).

Auch beim Hund kann Hidmosiderose auftreten (HARRELL et al. 1997). Das Vorkommen
dieser Komplikation ist &ufBerst selten und kann effektiv vermieden werden, indem
Blutkomponenten Verwendung finden, deren Einsatz vorher sorgfiltig iiberdacht wird

(COTTER 1991).

2.3.2.4. Toxizitdt des Weichmachers

Um moglichen Schiden v.a. bei Frilh- und Neugeborenen durch den in den
Transfusionsbeuteln enthaltenen Weichmacher Diethylhexylphthalat vorzubeugen, werden
heute zitratbasierte Substanzen als Weichmacher verwendet (SNYDER et al. 1993;

BUNDESARZTEKAMMER 2008).

3. Lagerung von Blutkonserven

3.1. Verinderungen an Erythrozyten

Die Lagerung von Blutkonserven geht mit diversen physikalischen und biochemischen
Verdnderungen der Zellen einher, die als Lagerungsschiden (,,storage lesions®)
zusammengefasst werden. Dadurch, dass sich die Zellmorphologie verdndert, die ATP-

Konzentration abnimmt und 2,3-DPG an eine Hidmoglobinuntereinheit bindet, nehmen die
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Elastizitit und die Sauerstoffaffinitdt der Erythrozyten ab (WOLFE 1985; CARD 1988;
TINMOUTH und CHIN-LEE 2001). Es besteht eine geringe Regenerationsfihigkeit innerhalb der
ersten Stunden nach Transfusion (STUART und NASH 1990). Die Verdnderungen in der
Membranstruktur und die Deformierung sind jedoch irreversibel, und auch die reversiblen
Schiden stellen erhohte metabolische Anspriiche an einen geschwichten Patienten
(AKERBLOM und KREUGER 1975).

Im Hundemodell wurde gezeigt, dass die Sauerstoffabgabe bei der Reperfusion ischdmischen
Gewebes durch frisches Blut wesentlich effektiver erfolgt als durch gelagertes (YHAP et al.
1975). Zudem wird Stickoxid freigesetzt, das an H&dmoglobin bindet und somit seine
vasodilatative Wirkung verliert, wodurch es zur Minderdurchblutung von Organen kommen
kann (J1A et al. 1996), zumal deformierte Erythrozyten auch die Viskositét des Blutes erhdhen
(STUART und NASH 1990). In einer Studie konnte aulerdem in vitro gezeigt werden, dass im
Verlauf einer vierwochigen Lagerung von Erythrozytenkonzentrat der Grad der Adhésion
von Erythrozyten an endotheliale Zellen zunimmt (LUK et al. 2003). Laut FDA-Standard fiir
gelagertes humanes Vollblut sollen die Erythrozyten eine Posttransfusions-Lebensfahigkeit
(PTV) von 75% aufweisen (WALKER 1993). Zur Ermittlung der PTV von Hunde-
Erythrozyten stellt die Biotinylierung eine anwendbare Technik dar (WARDROP et al. 1998).
Canine Erythrozyten wiesen wie humane Blutzellen nach 35tigiger Lagerung in Citrat-
Phosphat-Dextrose-Adenin mit dem Additiv Saline-Adenin-Glukose eine akzeptable Qualitét
auf (WARDROP et al. 1997b).

In einer neuen  humanmedizinischen = Studie = waren  leukozytenreduzierte
Erythrozytenkonzentrate iiber eine Lagerungszeit von 7 Wochen nur minimal in ihren
rheologischen Eigenschaften wie Aggregabilitit, Deformabilitdt und osmotische Fragilitét

beeinflusst, lediglich die ATP-Konzentration sank um 54% (HENKELMAN et al. 2010).

3.2. Verinderungen an Leukozyten

Leukozyten haben in gelagerten Blutprodukten eine geringere Stabilitdt als Erythrozyten, sie
verlieren zunichst ihre Funktion und zerfallen dann wihrend zunehmender Lagerungsdauer
(HUMBERT et al. 1991; MEMKE-MOLLERS et al. 1992; MINCHEFF 1998).

In Abhingigkeit von dem Gehalt an Leukozyten féllt der pH-Wert im Lagerungsverlauf ab,
dagegen nehmen der Glukoseverbrauch, die Laktatproduktion und die Freisetzung von
Laktatdehydrogenase zu, so dass der Leukozytenwert in Thrombozytenpriparaten nicht hoher
als 107 Zellen pro Einheit liegen sollte (PIETERSZ et al. 1988). Hundeleukozyten dienen dabei

héufig als Modell fiir die Humanmedizin (JEMIONEK et al. 1983).
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Leukozyten setzten im Zuge ihres Zerfalls Zytokine und anderen bioaktive Substanzen frei
(FREWIN et al. 1984; STACK und SNYDER 1994; FEDEROWICZ et al. 1996; NIELSEN et al.
1996a; NIELSEN et al. 1996b; NIELSEN et al. 1997a), die zu nicht-hdmolytischen febrilen
Transfusionsreaktionen fithren konnen (MUYLLE et al. 1993; HEDDLE et al. 1994; SNYDER
1995; MUYLLE et al. 1996; SARKODEE-ADOO et al. 1998; LIN et al. 2002). Eine Studie ergab,
dass mit zunehmender Lagerungsdauer von Thrombozytenpraparaten die Inzidenz von nicht-
hédmolytischen Transfusionsreaktionen stieg, sofern die Prdparate nicht gefiltert wurden,
wihrend sich das Risiko einer allergischen Reaktion nicht erhdhte und auch die Effektivitét
der Transfusion unbeeinflusst blieb (SARKODEE-ADOO et al. 1998). Ein positiver Aspekt des
Lymphozytenzerfalls stellt das mit zunehmendem Alter der Blutprodukte abnehmende Risiko
der Retrovirusinfektion dar, da die Viren lebende Leukozyten zu bendtigen scheinen, HTLV

mehr als HIV (KLEINMAN et al. 1993; DONEGAN et al. 1994; WILLIAMSON 2000).

3.3. Verinderungen an Thrombozyten

Auch Thrombozyten unterliegen lagerungsbedingten Verdanderungen in Abhédngigkeit von
vielen Faktoren wie Temperatur, pH-Wert, umgebendem Medium, Leukozytenprisenz,
mechanischem Stress und Beschaffenheit des Plastikbeutels (CHERNOFF und SNYDER 1992).
Wenn Plasma einen GrofBiteil des umgebenden Mediums darstellt, unterliegen die
Thrombozyten dem Einfluss von Thrombin und Faktoren des Komplementsystems. Thrombin
induziert die Sekretion von Granula, die Entwicklung neuer Oberflichenantigene und die
Lyse vorhandener Glykoproteine. Teilweise konnen diese Aktivititen durch bestimmte
Zusitze wie Theophyllin oder Aprotinin und ein geringes Oberfldchen-Volumen-Verhéltnis
unterbunden werden. Komplementaktivierung bedingt Verdnderungen, die letztlich zu einer
gesteigerten Adhdsion und zur Aggregation fithren (CHERNOFF und SNYDER 1992). Auch die
Herstellungsmethode spielt eine entscheidende Rolle. In einer Untersuchung wurden die 3
wichtigsten Verfahren verglichen: Thrombozytenkonzentrat aus thrombozytenreichem Plasma
(PRP-PC), aus dem Buffy coat (BC-PC) und Apherese (AC-PC) (METCALEE et al. 1997). Alle
filhrten zu Verdnderungen, die auf eine Thrombozytenaktivierung hinwiesen, wobei PRP-
Thrombozyten am stérksten und die Buffy coat Thrombozyten am wenigsten betroffen waren.
Je deutlicher sich die Verdanderungen der Marker nach der Pridparation zeigten, desto groBer
war am Ende der Lagerungszeit der Grad an aktivierten Thrombozyten.

Lagerungsschidden von Thrombozyten konnen in 4 Kategorien eingeteilt werden (LI et al.
2005). Die erste betrifft den Metabolismus, es kommt zu einem gesteigerten

Glukoseverbrauch und einer vermehrten Laktatproduktion, um die ATP-Konzentration unter
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Ausschluss von Sauerstoff konstant zu halten. Die zweite Kategorie umfasst morphologische
Verdnderungen von einer diskoiden zu einer sphérischen Form. Thrombozytenaktivierung als
die dritte Kategorie zeigt sich in gesteigerter P-Selektin-Expression, Degranulation und
Formierung von Mikropartikeln. Die vierte Kategorie entspricht dem Apoptosevorgang, der
als normale Lagerungsfolge auftritt und durch eine Lagerung bei 37°C beschleunigt wird.
Diese Vorginge konnen experimentell durch UV-Licht forciert und durch den Zusatz von 2-
DOG in Bezug auf die erste Kategorie reduziert werden (LI et al. 2005). Somit werden die
Veranderungen der Kategorien 2 bis 4 nicht durch die gesteigerte Glykolyse oder die daraus
entstehenden Endprodukte bedingt. Bei dem Vergleich von Plasma und einer additiven
Losung (glukosefreies Zitrat-Acetat-NaCl) als umgebendes Thrombozytenmedium zeigten die
in Plasma gelagerten Zellen eine groflere Stabilitét, die sich unter anderem in einer geringeren
Freisetzung von VEGF und weniger morphologischen Verdnderungen duflerte (WAGNER et al.
2002).

Die Maoglichkeit, durch in vitro Untersuchungen von Thrombozyten eine Aussage iiber die
Uberlebensfihigkeit und Funktionalitit in vivo erhalten zu kénnen, wird kontrovers diskutiert
(MurPHY 2004), ein Fluoreszeintest zur Beurteilung der Membranintegritit und die
Biotinylierung scheinen jedoch aussagekriftig zu sein (HEILMANN et al. 1993; REID et al.
1999).

3.4. Verinderungen in der Plasmafraktion

Sowohl in Thrombozyten- (EDVARDSEN et al. 1996) als auch in Erythrozytenkonzentraten
(NIELSEN et al. 1996a; NIELSEN et al. 1996b) und sogar Plasmapriparaten (NIELSEN et al.
1997a) findet die Freisetzung bioaktiver Substanzen statt. Die in nicht-gefilterten
Plasmakonserven enthaltenen Leukozyten zerfallen unabhéngig von der Lagerung durch die
Einfrier- und Auftau-Vorgénge, die zu der Freisetzung von Zytokinen fithren (NIELSEN et al.
1997a), auch Lipide sammeln sich in der Plasmafraktion (SILLIMAN et al. 1996).
Plasmaprodukte bleiben im Verlauf der Lagerung ein relativ stabiles Produkt. Eine Studie mit
caninem Plasma zeigte wihrend einer 30tdgigen Lagerung keine signifikanten Verdnderungen
in Bezug auf seine hdmostatischen Parameter, unabhingig davon, ob die Aufbewahrung bei
2°C oder -30°C erfolgte (IAzBIK et al. 2001).

Die Lagerung von caninem FFP bei -18°C bis zu einem Jahr ist Standard, wihrend in der

Humanmedizin -30°C vorgeschrieben sind (HEMATOLOGY 2004).
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3.5. Folgen der lagerungsbedingten Verinderungen

Die Folgen von transfundierten morphologisch verdnderten Erythrozyten und Zytokinen
konnen gerade bei schwerkranken Patienten fatal sein (PURDY et al. 1997), zumal die
Veranderungen iiberproportional mit der Lagerungsdauer zunehmen (SHANWELL et al. 1997).
So kann es bei der Verabreichung von Erythrozytenprodukten nach einer Lagerung von mehr
als 15 Tagen bei Intensivpatienten mit Sepsis zu einer verminderten Gewebedurchblutung
kommen (MARIK und SIBBALD 1993). Bypass-Patienten haben nach dem Erhalt einer dlteren
Konserve ein signifikant hoheres Mortalititsrisiko (VAN DE WATERING et al. 1998), ihr Risiko,
an einer postoperativen Pneumonie zu erkranken, steigt um etwa 1% je Lagerungstag der
jeweiligen Blutkonserve (VAMVAKAS und CARVEN 1999). Eine andere Studie ldsst jedoch
keinen Zusammenhang zwischen postoperativer Infektionsrate und der Lagerungsdauer
erkennen (EDNA und BJERKESET 1998a).

In Erythrozytenkonzentraten unterliegt das mikrobielle Wachstum einer 2l1tégigen
Verzogerung, bei ldngerer Lagerungsdauer steigen Bakterienanzahl und Endotoxinspiegel
rapide (ARDUINO et al. 1989).

Eine Studie zeigte eine steigende mitogene Aktivitdt von gelagerten Blutprodukten ab Tag 1
mit einem Plateau nach 2 Wochen Lagerung (HOH et al. 1990), wahrscheinlich durch die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren. Eine andere Untersuchung beschéftigte sich mit
Patienten, die wegen eines kolorektalen Tumors operiert und transfundiert wurden (MYNSTER
und NIELSEN 2000). Die Gruppe, die postoperative Infektionen entwickelte, hatte zu 60%
Konserven erhalten, die 21 Tage oder ldnger gelagert worden waren, wihrend der Anteil bei
Patienten ohne Infektion bei 25% lag. Somit erwies sich das Lagerungsintervall der
Blutkonserve als einer der Risikofaktoren bei der Entwicklung postoperativer infektidser
Komplikationen. Weiterhin soll die Lagerungszeit von Erythrozytenprodukten mit
anaphylaktoiden Reaktionen, Minderdurchblutung der Milz und Tumorrezidiven in
Verbindung gebracht werden konnen (FREWIN et al. 1989; HOH et al. 1990; HEDDLE et al.
1993; MARIK und SIBBALD 1993).

Eine Verdffentlichung liefert einen Uberblick iiber klinische Studien im Hinblick auf negative
Auswirkungen durch die Verabreichung gelagerter Ec-Konserven. Die Autoren kommen zu
dem Schluss, dass die Minderzahl der Untersuchungen und keine der prospektiv
durchgefiihrten Studien einen Zusammenhang zwischen schlechterem Outcome der Patienten
und der Verabreichung lidnger gelagerter Konserven herstellen konnten (ZIMRIN und HESS
2008).
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In einer retrospektiven Untersuchung adverser Reaktionen erfolgte die Herstellung von
Thrombozytenprédparaten aus dem Buffy coat (RICCARDI et al. 1997). Es zeigte sich einerseits
eine Beeinflussung durch die Zeitspanne zwischen der Gewinnung des Buffy coats und der
Herstellung der Thrombozytenkonserven und andererseits durch die Lagerungszeit und den
Zeitpunkt der Filtration. Die Inzidenz einer adversen Reaktion (febril, nicht hdmolytisch
n=23, allergisch n=5, febril und allergisch n=2, andere n=7) lag bei der Herstellung aus dem
Buffy coat nach 2 Tagen Lagerung 1,98mal hoher als bei der Verarbeitung innerhalb des
ersten Tages. Thrombozytenpriparate brachten nach Stdgiger Lagerung ein 10,7mal hoheres
Risiko als die 1 Tag alten Konserven mit sich. Die bei der Herstellung und nach der Lagerung
gefilterten Einheiten zeigten ein Risiko mal 0,65 und 1,87 verglichen mit nicht-gefilterten
Préaparaten.

In anderen Studien fithrte die Verabreichung {iber léngere Zeit gelagerter
Thrombozytenpréparate selbst dann zu einer hheren Rate an adversen Reaktionen, wenn die
Leukozyten friih entfernt wurden (MUYLLE et al. 1992; HEDDLE et al. 1993). Auflerdem stieg
mit zunehmender Lagerungsdauer von Thrombozytenpréparaten das Risiko einer bakteriellen
Kontamination und damit die Gefahr einer Sepsis des Empfangers (MORROW et al. 1991;
CHIU et al. 1994; WAGNER et al. 1995). Eine Untersuchung an Thrombozytenprédparaten ergab
eine Kontaminationsrate von 1,8 pro 10 000 Einheiten nach 4tdgiger Lagerung versus 11,9

pro 10 000 Einheiten nach einem Lagerungsintervall von 5 Tagen (YOMTOVIAN et al. 1993).

4. Vascular endothelial growth factor (VEGF)

4.1. Molekularbiologie und Funktion

VEGF (alt: vascular permeability factor, VPF) ist ein Wachstumsfaktor aus dimeren
glykosilierten Polypeptiden mit einem Molekulargewicht von ca. 45 000 KD (DVORAK et al.
1995; SCHEIDEGGER et al. 1999), der para- und autokrin von der glatten Muskulatur (TISCHER
et al. 1991; STAVRI et al. 1995) und den endothelialen Zellen (SEGHEZzI et al. 1998) von
Gefdflen unter bestimmten Bedingungen sezerniert wird. Auch mesangiale Zellen (INTAMA et
al. 1993), Perizyten (NOMURA et al. 1995) und Pneumozyten (MURA et al. 2010) kdnnen
VEGF exprimieren. Fibroblasten kdnnen zur VEGF-Produktion angeregt werden durch den
Austritt von Serum aus BlutgefiBBen von Tumoren (IYER et al. 1999) und Keratinozyten
wihrend der Wundheilung (BROWN et al. 1992). Zudem findet in den Hepatozyten gesunder
Rattenlebern die Expression von VEGF statt, das auf die Rezeptoren der sinusoidalen
Endothelzellen wirkt (YAMANE et al. 1994). Die Synthese wird aulerdem von Thrombozyten

(MOHLE et al. 1997; BANKS et al. 1998; WARTIOVAARA et al. 1998), Lymphozyten (FREEMAN
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et al. 1995; IIAMA et al. 1996), neutrophilen (GAUDRY et al. 1997; MCCOURT et al. 1999)
und eosinophilen Granulozyten (HORIUCHI und WELLER 1997), Makrophagen (BERSE et al.
1992; HARMEY et al. 1998) und Megakaryozyten (MOHLE et al. 1997) durchgefiihrt.

Das VEGF-Gen ist schon seit mehreren Jahren gut erforscht (TISCHER et al. 1991). Es besteht
aus acht Exons und sieben Introns, durch alternatives Splicing der messengerRNA entstehen
fiinf Isoformen aus 121, 145, 165, 189 oder 206 (nur in der fetalen Leber) Aminosduren.
VEGF s stellt die wichtigste Isoform dar, es bindet an Heparin und Proteoglykane von
Zelloberflachen und liegt wie das nicht-heparinbindende VEGF);; in einer 16slichen Form
vor, wihrend die anderen Isoformen an Zelloberflichen gebunden sind (HOUCK et al. 1991).
Alle Isoformen des Menschen kommen auch beim Hund vor, allerdings wie bei den meisten
untersuchten Sédugetieren mit einer Aminosdure weniger. Canines VEGFe ist zu 95%
identisch mit dem humanen VEGF¢s. In der Loopregion, die fiir die Rezeptorbindung
verantwortlich ist, besteht kein Unterschied in der Aminosduresequenz, und so kommt es bei
der Stimulation humaner und avidrer Zelllinien durch humanes und canines VEGF in vitro zu
derselben biologischen Antwort (SCHEIDEGGER et al. 1999).

Die Effekte von VEGF ;45 und VEGF,; werden durch die Bindung an die Tyrosinkinase-
Rezeptoren VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/FIk/KDR und VEGFR-3/Flt-4 vermittelt, zusétzlich
existieren noch VEGF;¢s spezifische Neuropillin-Corezeptoren (NEUFELD et al. 1999;
VEIKKOLA et al. 2000; SHIBUYA 2006).

Vor allem VEGFR-1 spielt eine wichtige Rolle bei der morphologischen Organisation von
Gefdflendothel und erfdhrt bei Hunden und Menschen dasselbe alternative Splicing
(SCHEIDEGGER et al. 1999). Dadurch existieren alternativ eine membrangebundene
vollstdndige Form und eine 16sliche, die zwar die VEGF-Bindungsregion enthilt, nicht aber
das transmembrane Segment und die Kinase-Domine. So ist eine negative Riickkopplung der
VEGF-Aktivitit gewihrleistet (KENDALL und THOMAS 1993).

Der VEGFR-2 ist strukturell bei Menschen und Hunden ebenfalls identisch, es existieren
keine alternativen Varianten (SCHEIDEGGER et al. 1999).

Zudem scheinen erst kiirzlich entdeckte purinergische Rezeptoren VEGFR-2 in Abwesenheit
von VEGF aktivieren zu kdnnen (RUMJAHRN et al. 2009).

VEGEF ist an verschiedenen physiologischen und pathologischen Vorgédngen, die mit Mitose
und Angiogenese assoziiert sind, beteiligt (DVORAK et al. 1995; ZACHARY 1998).

In gesundem Gewebe ist Angiogenese in ihrer Geschwindigkeit durch ein

Erneuerungsintervall endothelialer Zellen von mehr als 1000 Tagen stark limitiert. Sind
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jedoch schnell neue Gefdlle erforderlich wie z.B. wihrend der Wundheilung, kann das
Erneuerungsintervall auf fiinf Tage reduziert werden (DAMERON et al. 1994).

VEGF wirkt angiogen, mitogen und permeabilititssteigernd spezifisch auf GefdaBendothel
(CONNOLLY et al. 1989; FOLKMAN 1990; KENNETH 1996; O'REILLY et al. 1996; FERRARA und
DAVIS-SMYTH 1997; MANIWA et al. 1998; MCNAMARA et al. 1998; ZACHARY 1998; DVORAK
et al. 1999) und ist einer der wirksamsten angiogenen Faktoren (KLAGSBURN und SOKER
1993; DVORAK et al. 1995; MUKHOPADHYAY et al. 1995; SCHEIDEGGER et al. 1999). Die
Proliferation der vaskuldren Endothelzellen bewirkt eine Ausbreitung neuer Gefifle von
praexistierenden GefdBen, doch auch fiir das Bestehen bereits vorhandener Gefdfle kann
VEGF unter Umstdanden von Bedeutung sein (FERRARA et al. 1992). Gleichzeitig erhoht sich
die Permeabilitit durch Fenestration des Gefdfendothels sowie durch die Produktion von
vesikulo-vakuolédren Organellen, die Kanéle zur Ausschleusung von Proteinen wie Fibrinogen
bilden (ROBERTS und PALADE 1997; DVORAK und FENG 2001). An der dafiir notwendigen
Energiebereitstellung scheint VEGF durch Stimulation des Hexose-Transportes unmittelbar
mitzuwirken (PEKALA et al. 1990). Die Aktivierung und Chemotaxis von Monozyten (CLAUSS
et al. 1990; SHEN et al. 1993; BARLEON et al. 1996) und Mastzellen (GRUBER et al. 1995)
durch VEGF scheint sich ebenfalls positiv auf die Angiogenese auszuwirken.

Physiologisch zirkuliert eine geringe Menge von VEGF im Blut, beim Hund liegt der
Durchschnittswert bei <1pg/ml (CLIFFORD et al. 2001; WERGIN et al. 2004), beim Menschen
dagegen mit 0 — 38 (HYoDO et al. 1998), 17,7 +/- 5,4 (JINNO et al. 1998), 0 — 42 (BANKS et al.
1998), Median 9,0 (GEORGE et al. 2000), 13 — 37 (NIELSEN et al. 1999), 17 — 38 (EDVARDSEN
et al. 2001) pg/ml Plasma bzw. von 20 bis 1000 mit einem Median von 120 (WERTHER et al.
2001), bis zu 500 (DIrIX et al. 1997), 44 — 450 (HyoDoO et al. 1998), 75 — 609 (WYNENDAELE
et al. 1999), 76 — 854 (BANKS et al. 1998), Median 151,5 (GEORGE et al. 2000), 20 — 303
(NIELSEN et al. 1999) pg/ml Serum deutlich héher. Es scheint tageszeit- und aktivitdtsbedingte
Schwankungen zu geben (HETLAND et al. 2008).

Ab einer Menge von Ing/ml wurde experimentell ein signifikanter Effekt auf die endotheliale
Proliferation beobachtet (SHEN et al. 1993). Die Halbwertszeit von VEGF in der Zirkulation
liegt bei 3 Minuten (FOLKMAN 1995a).

In Zusammenhang mit der Reproduktion zeigen murine (SHWEIKI et al. 1993) und humane
(CHARNOCK-JONES et al. 1993) endometriale Zellen sowie humane (YAMAMOTO et al. 1997)
und canine (MARIANI et al. 2006) und andere (PLENDL 2000; KAESSMEYER und PLENDL 2009)
Ovarien eine hormon- und zyklusabhingige VEGF-Produktion. Wihrend der

Schwangerschaft erhoht sich die Serum-VEGF-Konzentration (EVANS et al. 1997; HOLTAN et
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al. 2009). Wihrend der Entwicklung menschlicher Embryonen kann VEGF-Expression schon
wenige Tage nach der Implantation gezeigt werden (BREIER et al. 1992), im weiteren Verlauf
wurde VEGF mRNA-Expression in allen untersuchten Geweben, in erster Linie Lunge, Niere
und Milz nachgewiesen (SHIFREN et al. 1994).

In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass transgene Méuse mit einer monoallelen
Ausschaltung des VEGF-Gens schon in der frilhen embryonalen Entwicklung sterben
(FERRARA et al. 1996).

Die Aktivierung der VEGF-Expression kann direkt oder indirekt erfolgen (SHWEIKI et al.
1992; PARK et al. 2001). Die direkte Stimulation scheint an die Aktivierung der
mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK) gekoppelt zu sein, die sehr schnell oder verzogert
eintreten kann. Die Differenzierungsvorginge von Geweben scheinen indirekt bei der VEGF-
Gen-Expression eine Rolle zu spielen (CLAFFEY et al. 1992), ebenso wie verschiedene
Zytokine (PERTOVAARA et al. 1994; FRANK et al. 1995; SALGADO et al. 1999; GOSH et al.
2001), Lipopolysaccharide (MCCOURT et al. 1999) und Glutamin (BOBROVNIKOVA-MARJON
et al. 2004; MARJON et al. 2004). Die Wirkung von VEGF wird auch durch den pH-Wert
beeinflusst (GOERGES und NUGENT 2004). Ist er niedrig, erhoht sich die Bindungsféhigkeit
von VEGF an das fiir die Angiogenese wichtige Fibronektin (MONTESANO 1992). Dieser
Effekt wird durch die Anwesenheit von Heparin verstiarkt, neben VEGF¢s ist unter
azidotischen Bedingungen auch VEGF;»; in der Lage, Heparin zu binden (GOERGES und
NUGENT 2004).

Hypoxie und oxidativer Stress gehdren zu den indirekten Stimuli, die die Bildung von VEGF
anregen, sowohl in vitro (SHWEIKI et al. 1992; MICHENKO et al. 1994; LEVY et al. 1995; LiuU et
al. 1995; NAMIKI et al. 1995) als auch in vivo (BECKER et al. 2001). So erhoht sich die
Plasma- bzw. Serumkonzentration nach chirurgischen Eingriffen, Wunden, Verbrennungen,
Infarkten und anderen mit verminderter Sauerstoffversorgung einhergehenden Ereignissen
(BROWN et al. 1992; BANAI et al. 1994; FRANK et al. 1995; NISSEN et al. 1996; MANIWA et al.
1998; ZACHER et al. 1998). Auch bei Retinopathien (AIELLO et al. 1994), rheumatoiden
Erkrankungen (MCNAMARA et al. 1998), Endometriose (MCLAREN et al. 1996), chronischen
Lebererkrankungen (JINNO et al. 1998), Inflamatory Bowel Disease (IBD) (SCHURER-MALY
et al. 1997), Morbus Crohn (NIELSEN et al. 2001), Psoriasis (FOLKMAN 1995a), bestimmten
Autoimmunerkrankungen (BROWN et al. 1995b) und Neoplasien (SHWEIKI et al. 1992) wird
vermehrt VEGF exprimiert. Einige Autoren vermuten eine Erhdhung der Konzentration bei

Vorliegen einer Andmie aufgrund der dadurch entstehenden hypoxischen Zustinde (SHWEIKI



et al. 1992; DUNST et al. 1999), schon eine milde Andmie kann die Oxygenierung
vorhandener Tumoren verschlechtern (DUNST et al. 2001).

Die Erhohung der VEGF-Konzentration bei Hypoxie wird durch den Hypoxia-Inducible
Faktor-1 (HIF-1) vermittelt (LU et al. 1995). HIF-1 besteht aus zwei Untereinheiten, HIF-1a
und HIF-1B. Unter normalen Bedingungen wird HIF-la durch Proteosomen schnell
inaktiviert. Bei hypoxischen Zustinden ist HIF-1a jedoch stabil und bindet an HIF-1f. Die
vereinigten Untereinheiten binden in hypoxischen Zellen an bestimmte DNA-Regionen, den
sogenannten Hypoxia-Responsive FElements (HRE). Somit erfolgt die Transkription
bestimmter Gene, so auch die des Gens fiir die VEGF-Expression.

Bei der stimulierten Expression der kodierenden Gene fiir VEGF und Erythropoetin (EPO)
konnten viele Gemeinsamkeiten nachgewiesen werden (GOLDBERG und SCHNEIDER 1994; Liu
et al. 1995). So findet eine Verstirkung der mRNA-Expression durch Hypoxie und die
Anwesenheit von Kobaltchlorid, das bei Hypoxie die Chemorezeptoren im Aortenbogen
stimuliert, statt, wiahrend Kohlenstoffmonoxid hemmend wirkt. Cycloheximid wirkt ebenfalls
hemmend, wenn es vorab anwesend ist, verlingert jedoch die Halbwertszeit der mRNA, wenn
der hypoxische Zustand bereits besteht. Das ldsst das Vorhandensein eines gemeinsamen
Regulationsmechanismus fiir die Gene von EPO und VEGF wahrscheinlich erscheinen

(GOLDBERG und SCHNEIDER 1994).

4.2. VEGF und Tumoren

4.2.1. Allgemeines

Tumoren kdnnen sich iiber einen langen Zeitraum unbemerkt in einer prévaskuldren Phase
befinden. Bei einer GroBe von 2-3mm’ entspricht die Replikationsrate der der sterbenden
Zellen. Bei dem Ubergang zur angiogenen Phase 4ndert sich Verhiltnis zwischen positiven
und negativen Wachstumsregulatoren von Blutgefilen (FOLKMAN 1995b). Es werden
proangiogene Faktoren wie VEGF freigesetzt, wihrend die Expression der hemmenden
Faktoren abnimmt (MARME 1996). So kann der Tumor Mikrogefdf3e bilden, Anschluss finden
an das existierende GefiaBsystem und damit seine eigene Versorgung mit Sauerstoff und
Néhrstoffen verbessern und durch die erhohte GefdBpermeabilitit auch die lokale und
metastatische Ausbreitung erleichtern (LIOTTA et al. 1974; FOLKMAN 1990; FOLKMAN 1996;
MARME 1996; O'REILLY et al. 1996; FERRARA und DAVIS-SMYTH 1997; SKOBE et al. 1997;
MANIWA et al. 1998; MCNAMARA et al. 1998). Gleichzeitig kommt es durch VEGF zu einer
Hemmung der antigenprasentierenden dendritischen Zellen, zu einer Verschiebung der T-/B-

Lymphozyten zugunsten der B-Lymphozyten (GABRILOVICH et al. 1998; ISHIDA et al. 1998)
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und so zu einer Verminderung der Tumorzellentdeckung durch das Immunsystem (ALMAND
et al. 2000). Die ebenfalls durch VEGF verursachte Chemotaxis und Aktivierung von
Monozyten scheint sich positiv auf die Tumorentwicklung auszuwirken (CLAUSS et al. 1990;
BARLEON, S0zZZANI et al. 1996). Doch nicht nur Hypoxie ist der auslosende Faktor fiir die
VEGF-Produktion von Tumorgewebe (NEUFELD et al. 1999), auch die Mutation bestimmter
Tumor-Suppressorgene kann mdglicherweise zu einer forcierten Angiogenese fithren (KIESER
et al. 1994; MUKHOPADHYAY et al. 1995; SIEMEISTER et al. 1996), obwohl dies nicht in allen
Untersuchungen nachvollzogen werden konnte (PLATE et al. 1994).

Die Inhibition von VEGF durch monoklonale Antikérper ist in der Lage, das Wachstum
verschiedener Tumorgewebe in vitro und in vivo zu hemmen (KiM et al. 1993; GERBER et al.
2009). Tumoren, die viel VEGF produzieren, zeigen eine schnellere Angiogenese und ein
expansiveres Wachstum als Tumoren aus Zelllinien, die wenig VEGF bilden (CLAFFEY und
ROBINSON 1996), und fiihren somit zu einem schlechteren Outcome der Patienten (BERGER et
al. 1995).

Die permeabilititssteigernde Wirkung von VEGF ist mdoglicherweise ein an malignen
Ergiissen und tumorassoziiertem Aszites beteiligter Faktor (SENGER et al. 1983; NAGY et al.

1989; DONOVAN et al. 1997; LUO et al. 1998).

4.2.2. VEGF in Tumorgewebe

In der Humanmedizin wurden Gewebe diverser Tumoren auf VEGF und seine Rezeptoren
untersucht. In den Zellen endometrialer Karzinome (CHARNOCK-JONES et al. 1993; ANTHONY
et al. 1996) (im Gegensatz zu Zellen aus benignen endometrialen Hyperplasien) (GUIDI et al.
1996) konnte eine gesteigerte Expression nachgewiesen werden, ebenso wie in Tumorzellen
anderer Herkunft (DVORAK et al. 1991; BERSE et al. 1992) wie aus Ovar (OLSON et al. 1994;
Boocock, CHAROCK-JONES et al. 1995; ABU-JAWDEH et al. 1996), Zervix (GUIDI et al. 1995),
Brust (Tor et al. 1994; BROWN et al. 1995a; ANAN et al. 1996; GREENBERG und RUGO 2010),
Schilddriise (VIGLIETTO et al. 1995), Gastrointestinaltrakt (BROWN et al. 1993a; WERTHER et
al. 2002; CHIN et al. 2003; SVENDSEN et al. 2004) incl. Osophagus (INOUE et al. 1997) und
Leber (Suzuki et al. 1996), Niere (BROWN et al. 1993b), Harnblase (BROWN et al. 1993b),
Lunge (MATTERN et al. 1996), Vestibularapparat (CAYE-THOMASEN et al. 2005), Angiomen
im Kopf-/Nackenbereich (CAI et al. 2010) und ZNS (PLATE et al. 1992; BERKMAN et al. 1993;
SAMOTO et al. 1995). In Gliomazellen kommt die Expression der VEGF-Rezeptoren nicht bei
gesunden Erwachsenen vor, jedoch im entarteten Zustand (PLATE et al. 1994). Unbestritten ist

die Beteiligung von VEGF an der Vaskularisation von Tumoren, inwiefern jedoch andere
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Angiogenesefaktoren eine obligatorische Rolle spielen, ist bisher ungeklért, da Angiogenese
in Tumorgewebe ein komplexes Geschehen darstellt (FOLKMAN und SHING 1992; FIDLER und
ELLIS 1994; MCNAMARA et al. 1998).

4.2.3. VEGF in Serum, Plasma und Thrombozyten

Die Bestimmung der Serum-VEGF-Konzentration bei Tumorpatienten wurde erstmals 1994
beschrieben, sie erfolgte mittels eines Enzym-Immunoassay (KONDO et al. 1994). Seitdem
entstanden viele Untersuchungen, die sich mit dem erhdhten Serum- (YAMAMOTO et al. 1996;
DIRIX et al. 1997; SALVEN et al. 1997a; SALVEN et al. 1997b; KITAMURA et al. 1998; KUMAR
et al. 1998; SALVEN et al. 1998; TEMPFER et al. 1998; CHEN et al. 1999; GADDUCCI et al.
1999; GRAEVEN et al. 1999; Li et al. 1999; MIYAKE et al. 1999; MOLICA et al. 1999; SALGADO
et al. 1999; SALVEN et al. 1999b; SATO et al. 1999; JONES et al. 2000; QIAN et al. 2000;
TAKEDA et al. 2000; WERTHER et al. 2000; BECKER et al. 2001; POON et al. 2001b; WERTHER
et al. 2001; CHIN, GREENMAN et al. 2003; HARLOZINSKA et al. 2004) bzw. Plasmagehalt
(Hyopo et al. 1998; JINNO et al. 1998; DUQUE et al. 1999; DAVIES et al. 2000; YOSHIKAWA et
al. 2000) oder beidem (WYNENDAELE et al. 1999; GEORGE et al. 2000; HORMBREY et al.
2003) von VEGF bei Patienten mit verschiedenen neoplastischen Erkrankungen
beschéftigten. Neben der Produktion von VEGF durch Tumorzellen erfolgt die Freisetzung
proangiogener Faktoren auch aus aktivierten Thrombozyten, die durch Bildung von
Mikrothromben den metastatischen Zellen die Moglichkeit zur Adhidsion bieten (KORTE
2000). AuBerdem entstehen durch expansives Tumorwachstum Gefdlschidden, die auch
wiederum zu der Aktivierung von Thrombozyten und damit zur Freisetzung von VEGF
fiihren (GASIC 1984; MAHALINGAM et al. 1988; MALONEY et al. 1998; HORMBREY et al.
2003).

Bei Patienten mit malignen Erkrankungen werden hdhere Gesamtthrombozytenzahlen bzw.
VEGF-Gehalte in Thrombozyten gemessen (VERHEUL et al. 1997; SALGADO et al. 1999;
SALVEN et al. 1999a). In einer Untersuchung wird die mittlere VEGF-Konzentration mit 0,56
pg/10° Thrombozyten im Vergleich zu 0,3 pg/10°® Thrombozyten bei gesunden Probanden
angegeben (WYNENDAELE et al. 1999). In anderen Studien wurden 2,51 — 2,39 pg/10°
Thrombozyten gemessen (GUNSILIUS et al. 2000) bzw. ein theoretischer Gehalt von 0,16 —
3,64 (Median 1,37) pg/10° Thrombozyten errechnet, der desto hoher liegt, je mehr

Interleukin-6 im Serum der Patienten vorhanden ist (SALGADO et al. 1999). In einer anderen
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Untersuchung wurden 0,16 — 4,96 (Median 1,39) pg/10° Thrombozyten ermittelt (VERMEULEN
et al. 1999).

In einer Untersuchung wurde die VEGF-Konzentration von gesunden Menschen und
Tumorpatienten in Serum, in Plasma in verschiedenen antikoagulatorischen Medien, in
thrombozytenarmem  Plasma  und in  thrombozytenreichem  Plasma  nach
Thrombozytenaktivierung bestimmt. Die VEGF-Konzentration war in allen Medien bis auf
das thrombozytenreiche Plasma signifikant hoher in der Patientengruppe, zur Unterscheidung
von den gesunden Probanden eignete sich am besten das thrombozytenarme Plasma
(WYNENDAELE et al. 1999).

Eine andere Studie zeigte eine deutliche Korrelation der Thrombozytenzahl mit der Plasma-
VEGF-Konzentration, die bei Patienten mit hepatozelluldren Karzinomen, nicht jedoch bei
Patienten mit chronischer Hepatitis, Leberzirrhose und der gesunden Kontrollgruppe bestand
(JINNO et al. 1998). Auch in anderen Untersuchungen bestand diese Korrelation, wenn
maligne Erkrankungen vorlagen (BANKS et al. 1998; O'BYRNE et al. 1999; SALGADO et al.
1999; VERMEULEN et al. 1999; GEORGE et al. 2000).

Bei Patienten mit malignen Mesotheliomen wurden im Vergleich zu Patienten mit
kolorektalem oder Brustkrebs zweifach hohere VEGF-Konzentrationen im Serum gemessen
(KUMAR-SINGH et al. 1997). Bei Mesotheliom-Patienten liegt eine besonders hohe Inzidenz
an Thrombozytose vor (NAKANO et al. 1998). Einige Autoren vertreten die Theorie, dass
Thrombozyten zirkulierendes VEGF aufnehmen und speichern (GEORGE et al. 2000), bisher
bleibt es aber eine Vermutung.

Es scheint weiterhin ein Zusammenhang zu bestehen zwischen hohen VEGF-Konzentrationen
im Serum von Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen und einem verkiirzten
rezidivfreien Intervall bzw. einer verkiirzten Uberlebenszeit, so dass die prioperative VEGF-
Konzentration als guter Prognosefaktor geeignet zu sein scheint (SALVEN et al. 1997b;
SALVEN et al. 1998; GADDUCCI et al. 1999; SALVEN et al. 1999b; WERTHER et al. 2001;
WERTHER et al. 2002b; CHIN et al. 2003). Patienten mit kolorektalen Tumoren und weniger
als 575 pg/ml Serum-VEGF wiesen ein lingeres krankheitsfreies Intervall auf als Patienten
mit einem dariliberliegenden Wert (WERTHER et al. 2002b). Bei Brustkrebspatienten gab es
einen signifikanten Zusammenhang zwischen hohen Plasma-VEGF-Konzentrationen und
einem verkiirzten Uberlebensintervall und einer verringerten rezidivfreien Zeit (WU et al.
2002; NAKAMURA et al. 2003). Einige Untersuchungen zeigten eine positive Korrelation
zwischen = VEGF-Konzentration und Schwere der Erkrankung bezogen auf

Malignitétskriterien des Tumors bzw. Ansprechen auf Therapie (DIRIX et al. 1996;
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YAMAMOTO et al. 1996; DIRIX et al. 1997; HYoDO et al. 1998; KUMAR et al. 1998; KRAFT et
al. 1999; OEHLER und CAFFIER 1999; GEORGE et al. 2000).

Es bleibt schwierig, einen direkten Zusammenhang zwischen Tumorverhalten und VEGF-
Werten in Serum oder Plasma herzustellen. Zum einen kann die lokale Kumulation des VEGF
dabei nicht beriicksichtigt werden. So zeigte eine Studie eine um mehr als 900% hohere
VEGF-Konzentration in der Wundfliissigkeit als im Blut nach Brustoperationen, was eine
Gewebebarriere vermuten lasst (HORMBREY et al. 2003). Zum anderen stellt Angiogenese ein
komplexes Funktionsgeschehen dar (HANNAHAN und FOLKMAN 1996) und schon geringe,
nicht-signifikante Erhoéhungen der VEGF-Konzentration konnen das Wachstum von
Mikrometatsasen einleiten, wenn das Gleichgewicht zugunsten der Angiogenese kippt
(MANIWA et al. 1998), indem Angiogenese hemmende Faktoren gleichzeitig supprimiert
werden (FOLKMAN 1995a).

Andere bioaktive Substanzen, die im Zusammenhang mit Tumorvaskularisierung untersucht
wurden und zum Teil synergistisch mit VEGF wirken, sind zum Beispiel Basic Fibroblast
Growth Factor (bFGF) (GoOLD et al. 1994; DIrRix et al. 1997; SALGADO et al. 1999),
Transforming Growth Factor-f (TGF-B) (GOLD et al. 1994; HARMEY et al. 1998; CHIN et al.
2003), Transforming Growth Factor-a (TGF-o) (MUYLLE und PEETERMANS 1994; SANTINI et
al. 1994; ANAN et al. 1996), Epidermal Growth Factor (EGF) (SANTINI et al. 1994),
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) (GARCIA et al. 1994; ANAN et al. 1996), Hypoxia-Inducible
Faktor 1o (HIF-1) (ZHONG et al. 1999; COUVELARD et al. 2005a), YKL-40 (CINTIN et al.
1999; CINTIN et al. 2002), Carcinoembryonic Antigen (CEA) (HOLTEN-ANDERSEN et al.
2006), Soluble Urokinase-Plasminogen-Aktivator (STEPHENS et al. 1997; BRUNNER et al.
1999; STEPHENS et al. 1999; RusBRrO et al. 2001), IL-6 (MUYLLE und PEETERMANS 1994;
SALGADO et al. 1999; BENOY et al. 2002) und Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) (ANAN
et al. 1996), auBBerdem Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1 (TIMP-1) (HOLTEN-ANDERSEN
et al. 2000; HOLTEN-ANDERSEN et al. 2002b; HOLTEN-ANDERSEN et al. 2004; HOLTEN-
ANDERSEN et al. 2006; MOLLER SORENSEN et al. 2006) und Plasminogen-Aktivator Inhibitor
(PAI) als hemmende Faktoren der Angiogenese (NIELSEN et al. 1998). Im Gegensatz zu den
Untersuchungen mit VEGF liegen zu den anderen Faktoren weniger Daten vor und ihre

klinische Relevanz scheint begrenzt zu sein (POON et al. 2001a).
4.2.4. Einfluss von Chirurgie, Chemo- und Bestrahlungstherapie, therapeutische Optionen

Da in Bezug auf die Angiogenese bei der Wundheilung und bei Tumoren viele Prozesse

gleich ablaufen, bieten chirurgische Wundgebiete Tumorzellen ein gilinstiges Medium
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(EGGERMONT et al. 1987; EGGERMONT et al. 1988; DA CoSTA et al. 1996). Die erhohte
Konzentration von angiogenen Faktoren ist in den ersten 7 Tagen postoperativ im Wundsekret
nachzuweisen (NISSEN et al. 1996; NISSEN et al. 1998). Miuse zeigen nach Laparotomie im
Vergleich zu Miusen, die laparoskopiert wurden, ein stirkeres Tumorwachstum (DA COSTA et
al. 1996). In Anastomose- und Laparotomiewunden besteht fiir neoplastische Zellen innerhalb
einer bestimmten Frist eine im Vergleich zu normalem Gewebe 1000fach hohere
Wabhrscheinlichkeit, zu Mikrometastasen zu werden (SKIPPER et al. 1989). Wie operative
Eingriffe kann auch die Translokation von Endotoxinen und Lipopolysacchariden z.B. durch
eine Laparotomie eine erhohte VEGF-Expression bedingen (PIDGEON et al. 1999; NIELSEN et
al. 2001). Ein weiterer Aspekt der verbesserten Situation fiir Mikrometastasen nach
chirurgischen Eingriffen ist die Produktion von angiostatischen Zytokinen wie Angiostatin
und Endostatin durch den Primidrtumor, die nach dessen Entfernung als Hemmung der
Angiogenese wegfillt (FOLKMAN 1995a). Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass
Patienten, die aufgrund von Lungenmetastasen operiert wurden, anschlieBend einen Anstieg
der VEGF-Serumkonzentration mit Peak nach 12 Stunden aufwiesen, der eine mehr als
dreifache Erh6hung im Vergleich zu der Messung unmittelbar postoperativ darstellte (33,1 +/-
19,9 pg/ml im Vergleich zu 10,8 +/- 2,8 pg/ml unmittelbar postoperativ und 12,9 +/- 3,9
pg/ml préoperativ) (MANIWA et al. 1998). In einem zweiten experimentellen Teil der Studie
lassen intravends verabreichte Mikrotumoren bei Maiusen, die sich als schlafende
Mikrometastasen in der Lunge etablierten, unter VEGF-Einfluss ein starkes Wachstum
erkennen, was die Autoren als Erkldrung der hohen Rate von 10% an Patienten, die sekundére
Lungenmetastasen entwickelten, vermuten. Dass das chirurgische Trauma die VEGF-
Konzentration in Plasma und Serum erh6ht unabhéngig von der Art der Operation, zeigten
Untersuchungen, in denen auch Patienten, die aufgrund benigner Erkrankungen operiert
wurden, diesen Anstieg 4-6 Stunden postoperativ und nach 14-20 Stunden wieder normale
Werte aufwiesen (GEORGE et al. 2000).

Die Bestrahlung von Tumoren kann die VEGF-Expression in verschiedenen Tumorgeweben
verstirken (GORSKI et al. 1999), eine erhohte VEGF-Konzentration korreliert mit einer
verminderten Effizienz von Bestrahlungstherapie bei fortgeschrittenem Zervixkarzinom
(LONCASTER et al. 2000), da VEGF endotheliale Zellen vor bestrahlungsinduzierter Apoptose
schiitzt (VEIKKOLA et al. 2000). Umgekehrt kann durch eine Blockade von VEGF durch
neutralisierende Antikorper der Antitumor-Effekt der ionisierenden Strahlung erhdht werden,
sogar deutlicher als es die additive Wirkung von Bestrahlung und VEGF-Neutralisation

erwarten lassen wiirde (GORSKI et al. 1999).
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Auch die Effizienz einer Chemotherapie kann durch hohe VEGF-Werte eingeschrankt werden
(HyoDo et al. 1998; SALVEN et al. 1998).

So wie untersucht wird, ob bei Gefdllbildungsstorungen VEGF therapeutisch genutzt werden
kann (FERRARA und DAVIS-SMYTH 1997; BURNOUF et al. 2010), gibt es Uberlegungen, bei
der Tumortherapie selektive Angiogenese-Inhibitoren einzusetzen, die direkt angiostatisch
wirken wie Angiostatin und Endostatin (O'REILLY et al. 1996; O'REILLY et al. 1997) oder
indirekt wie Thalidomid, Tamoxifen, Interferon-alpha 2b, AGM-1470 oder
Matrixmetalloproteinase- oder Thyrosinkinasechemmer (MANIWA et al. 1998; GASPARINI
1999; BRASTIANOS und BATCHELOR 2009). Eine Schwierigkeit stellt dabei die Mdglichkeit
von Tumoren dar, ihren angiogenen Phinotyp wihrend der Therapie umzustellen (LINDER et
al. 1998; MOSERLE et al. 2009), aber als Erginzung zu Chirurgie, Chemo- und
Bestrahlungstherapie konnte sich eine solche Strategie als sinnvoll erweisen (MCNAMARA et
al. 1998; KORPANTY et al. 2010). Neuere Ansétze stiitzen sich auf die Expression kiinstlicher
Transkriptionsfaktoren, die in hypoxischem Milieu, also in hypoxischen Tumoren, die VEGF-
Expression unterdriicken sollen (MoORI et al. 2010). Auch Augenerkrankungen wie die
altersbedingte Makuladegeneration durch Neovaskularisation scheint eine Indikation fiir
VEGF-Inhibitoren zu sein (FERRARA 2009).

Dennoch ist es zur Zeit noch schwierig, die Patientengruppe zu definieren, die von einer
solchen Anwendung profitiert, sowie ein Vorgehen zu entwickeln, den Therapieerfolg

kontrollieren zu konnen (MURUKESH et al. 2010).

4.2.5. Untersuchungen in der Veterindirmedizin

Bei einer Untersuchung an Hunden war der VEGF-Anstieg nach Bestrahlung erst ab einer
gewissen kumulativen Dosis signifikant (WERGIN et al. 2004). Eine andere Untersuchung
zeigte eine hohere Effizienz der Bestrahlungstherapie bei einer Plasmakonzentration von
VEGF <5pg/ml (WERGIN et al. 2006). Das Tumorverhalten scheint dabei in Zusammenhang
mit der Oxygenierung des Tumorgewebes zu stehen (ACHERMANN et al. 2004). Je hoher die
Dichte der MikrogefiaB3e ausgeprégt ist, desto besser ist die Oxygenierung und desto geringer
ist die VEGF-Expression (COUVELARD et al. 2005b).

Es gibt verschiedene veterindrmedizinische Studien, in denen die Plasma-VEGF-
Konzentration bei Hunden mit Tumoren bestimmt wurde. Bei der Untersuchung von 30
Hunden mit makroskopisch sichtbaren inoperablen Tumoren lagen 10 Hunde unter dem
Referenzwert von 1pg/ml, die mittlere Konzentration betrug 7,7 +/- 11,1pg/ml. Die hochsten

Konzentrationen wurden bei Melanomen bestimmt, auch Karzinome und Osteosarkome
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wiesen hohe Werte auf, geringe Konzentrationen zeigten Hunde mit Fibrosarkomen. Es lagen
jedoch keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Histologie, Ausdehnung und Stadium
des Tumors vor, die Autoren fiihrten die geringe Patientenanzahl und das fortgeschrittene
Stadium der meisten Neoplasien als mogliche Erklarung an (WERGIN et al. 2004). Eine Studie
derselben Autoren mit 70 Hunden kam zu signifikanten Unterschieden der VEGF-
Konzentration in Abhéngigkeit des Tumortyps. Es wurde eine mittlere Plasmakonzentration
von 7.2 +/- 7.8 pg/ml ermittelt, orale Melanome als besonders aggressive Tumoren zeigten
mit 12,4 pg/ml die hochste mittlere VEGF-Konzentration (WERGIN und KASER-HOTZ 2004).
Auch andere Untersuchungen ergaben bei Hunden einen Zusammenhang zwischen der
VEGF-Expression und der Schwere der Erkrankung, die sich in Histologie und Tumorstadium
ausdriickt (MAIOLINO et al. 2000; RESTUCCI et al. 2002; GENTILINI et al. 2005; PLATT et al.
2006; WERGIN et al. 2006).

In einer Untersuchung wurde VEGF sowohl im Plasma als auch im Serum von gesunden
Hunden und caninen Patienten mit Mammatumor bestimmt. Das VEGF im Plasma aller
gesunder (n=19) und 13/28 Hunden mit Mammatumor lag unterhalb der Nachweisgrenze von
1 pg/ml, wihrend die Serum-Konzentration nur bei 2 gesunden und einem Hund mit Tumor
nicht nachweisbar war. Die Tumorpatienten wiesen einen medianen Plasma-Wert von 2,1 (<1
— 895,7) pg/ml und eine mediane Serum-Konzentration von 14,85 (<1 — 992,9) pg/ml auf. Die
gesunden Hunde zeigten eine mediane Serum-Konzentration von 8,3 (<1 — 27,5) pg/ml.
Sowohl im Plasma als auch im Serum lagen die VEGF-Werte der Hunde mit Tumoren
signifikant hoher als bei den gesunden Hunden. Zwischen der Patientengruppe mit benigen
und der mit maligenen Tumoren waren die Unterschiede ebenfalls signifikant. Zudem wurde
eine Korrelation von hohen VEGF-Werten mit Tumorgrée und der postoperativen
Entwicklung von Lungenmetastasen festgestellt (KATO et al. 2007).

Eine andere Studie beschéftigte sich mit der Serumkonzentration von VEGF bei gesunden
Hunden, Hunden mit Tumoren und Hunden mit nicht-neoplastischen Erkrankungen. Von den
gesunden Hunden konnte bei 3/44 (7%) eine VEGF-Konzentration oberhalb der unteren
Referenzgrenze von 2,5 pg/ml nachgewiesen werden. Die Hunde mit Tumoren hatten bei
24/54 (44%) messbare VEGF-Konzentrationen im Bereich von 2,5 — 274 pg/ml, wihrend von
den 42 Hunden mit nicht-malignen Erkrankungen nur einer eine messbare
Serumkonzentration von VEGF aufwies. Die Schwere der neoplastischen Erkrankung wurde
in dieser Untersuchung jedoch nicht berticksichtigt (TROY et al. 2006).

Eine Studie an 60 Hunden mit verschiedenen Tumoren ermittelte eine mittlere

Plasmakonzentration von 5,2 pg/ml. Die Patienten mit einem VEGF-Wert <5 pg/ml hatten ein
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signifikant besseres Outcome als die Hunde mit Werten >5 pg/ml, wobei die Effekte
unabhingig von Art und Stadium des Tumors waren (WERGIN et al. 2006).

In einer weiteren Studie wurden die VEGF-Konzentrationen von Patienten mit
Hiamangiosarkom mit denen gesunder Hunde verglichen (CLIFFORD et al. 2001). Das
Himangiosarkom ist eine maligne Neoplasie des Gefdendothels, die mit einer Pravalenz von
0,3-2% aller caniner Tumoren beim Hund relativ haufig vorkommt. Die 17 gesunden Hunde
wiesen bis auf einen Hund mit einer Plasmakonzentration von 17,7 pg/ml VEGF-
Konzentrationen unterhalb des kleinsten messbaren Wertes von 1 pg/ml auf. Von 16 Hunden
mit Hdmangiosarkomen lagen 4 unterhalb des Referenzwertes, die mittlere Konzentration
betrug 17,2 pg/ml mit einer Breite von <1 — 66,7 pg/ml. Es konnte keine Korrelation zwischen
der VEGF-Konzentration und dem Tumorstaging, dem Hamatokrit, der Leukozyten- oder
Thrombozytenzahl hergestellt werden. Bei einem Cutoff-Wert von 1 pg/ml betrug die
Sensitivitit fiir die Entdeckung eines Hdmangiosarkoms 76,5%, die Spezifitit 94,1%. Die
Autoren gaben als Begriindung fiir die relativ niedrigen VEGF-Werte eine mdgliche
Sensibilisierung des Himangiosarkom-Gewebes gegeniiber niedrigen VEGF-Konzentrationen
zu bedenken. Auch dass VEGF¢s bei der Angiogenese in manchen Féllen nicht die
Hauptrolle spielt, sondern diese durch andere Wachstumsfaktoren oder lokal wirkende
VEGF-Isoformen gefordert wird, erscheint mdglich (CLIFFORD et al. 2001).

Nach der subkutanen Applikation von caninen Hidmangiosarkomzellen bei Mdusen wurden
dort verschiedene Wachtumsfaktoren wie VEGF, deren Rezeptoren und Gene exprimiert
(KoDpAMA et al. 2009).

Eine weitere Studie beschéftigt sich mit der VEGF-Konzentration in Kdrperhdhlenergiissen
von 35 Hunden (CLIFFORD et al. 2002). Es wurden neoplastische und nicht-neoplastische
Ergilisse von Perikard, Pleura und Peritoneum untersucht. In 37 von 38 untersuchten
Ergussfliissigkeiten konnte VEGF nachgewiesen werden in einer medianen Konzentration
von 754 (18-3669) pg/ml. Damit lag die Konzentration wesentlich hoher als bei zuvor
ermittelten Werten von gesunden Hunden (Median <1, <1-17,7 pg/ml) und Hunden mit
Hiamangiosarkom (Median 17,2, <1-66,7 pg/ml). In der genannten Studie zeigten 4 Hunde mit
Hiamangiosarkom eine wesentlich geringere VEGF-Konzentration im Plasma als im Erguss.
Perikardiale und pleurale Fliissigkeiten wiesen signifikant hohere Werte auf als abdominale
Ergiisse. Es gab keine Unterschiede zwischen benignen und malignen Ergiissen und keine
Korrelation zwischen VEGF-Werten und Zellzahl, Proteingehalt oder Fliissigkeitsmenge.
Andere Untersuchungen, die sich mit der VEGF-Expression in verschiedenen caninen

Tumoren beschéftigen, lassen diese als prognostischen Faktor mdglich erscheinen
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(ANDERSON et al. 1998; MAIOLINO et al. 2000; RESTUCCI et al. 2002; PLATT et al. 2006;

ROSSMEISL et al. 2007).

4.3. VEGF in Blutkonserven

VEGF wird nicht nur von endothelialen und muskulédren Zellen von Blutgefdlen, Fibroblasten
und Tumorzellen exprimiert, die Produktion und Freisetzung erfolgt auch durch bestimmte
Leukozytenfraktionen (BERSE et al. 1992; FREEMAN et al. 1995) und Thrombozyten z.B.
physiologisch wéhrend der Blutgerinnung (MOHLE et al. 1997; VERHEUL et al. 1997; BANKS
et al. 1998; MALONEY et al. 1998; WARTIOVAARA et al. 1998; WEBB et al. 1998; SALGADO et
al. 1999; SALVEN et al. 1999a; VERMEULEN et al. 1999; WELTERMANN et al. 1999;
WYNENDAELE et al. 1999; GUNSILIUS et al. 2000; LEE et al. 2000).

Die VEGF-Konzentration in Thrombozyten gesunder Menschen wird in einer Untersuchung
mit 0,3 bzw. 0,56 pg/10° Thrombozyten angegeben (BANKS et al. 1998; WYNENDAELE et al.
1999).

Wiéhrend der Lagerung von Blut oder Blutkomponenten werden durch den Zerfall
verschiedener Zellen, in erster Linie Leukozyten und Thrombozyten, diverse bioaktive
Substanzen freigesetzt, zudem findet durch Leukozyten auch die Produktion von Zytokinen
statt, die extrazelluldr kumulieren (FREWIN et al. 1984; STACK und SNYDER 1994; STACK et
al. 1995; EDVARDSEN et al. 1996; NIELSEN et al. 1996a; NIELSEN 1998; REID et al. 1999).

In einer Studie wurde die VEGF-Konzentration nach 35tigiger Lagerung verschiedener
humaner Blutpriparate gemessen. In Vollblut stieg der Wert von 35,86 pg/ml auf 126,9
pg/ml, das Ergebnis bei thrombozytenreichem Plasma war vergleichbar, die Untersuchung
von leukozytenreichem Plasma, erythrozytenreichem Plasma und zellfreiem Plasma ergab
jedoch einen Abfall von Median 35,86 pg/ml auf nichtmessbare Werte nach 15tdgiger
Lagerungsdauer (PATEL 2002).

Eine andere Untersuchung beschéftigte sich ebenfalls mit der VEGF-Konzentration in
verschiedenen Blutprodukten wie Vollblut (VB) gefiltert und ungefiltert, Blut in Salin-
Adenin-Glukose-Mannitol (SAGM) nach Entfernung des Buffy coats, thrombozytenreichem
Plasma (PRP) und Thrombozytenkonzentrat aus dem Buffy coat (BC-PC) (NIELSEN et al.
1999). Fiir die Bestimmung des Gesamtgehalts wurden Proben der jeweiligen Blutkonserve
verdiinnt und fiinfmal eingefroren und aufgetaut, um eine vollstindige Zellzerstérung zu
erreichen. Ungefiltertes SAGM-Blut enthielt 25,3 (3,3-48,4) ng VEGF pro Konserve, nach
Filtration lag die Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze, ebenso gefiltertes VB.

Ungefiltertes VB enthielt 141,9 (64,4-174,9) ng pro Konserve, gefiltertes und nicht gefiltertes
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PRP enthielt 29,2 (24,8-124,9) bzw. 28,7 (24,5-118,6) ng VEGF pro Konserve, nicht-
gefiltertes BC-PC 127,2 (54,6-198,0) ng/Konserve, nach Filtration 73,9 (50,4-128,4) ng pro
Konserve. Eine signifikante Akkumulation von VEGF trat wihrend der 35tigigen Lagerung
von VB und SAGM-Blut und im BC-PC im Lagerungsverlauf {iber 5 Tage ein.

Auch in durch Apherese gewonnenen Thrombozytenpriparaten findet ein Anstieg der VEGF-
Konzentration statt (KANTER et al. 2008).

Weiterhin wurde in einer Untersuchung der Anstieg von VEGF (durchschnittlich um 118
pg/ml) und der Abfall von Endostatin als Zeichen einer Imbalanz angiogener Faktoren bei
Empfingern von leukozytenreduzierten Erythrozytenpriparaten 24 Stunden nach Ende der
Transfusion bestimmt (PATEL et al. 2004). Dieser Effekt zeigte sich bei 73% bzw. 70% der
Patienten und war besonders deutlich, wenn 2 oder mehr Konserven verabreicht worden
waren. Zudem zeigte sich eine Steigerung der Angiogenese in in vitro Assays. Die Konserven
waren durchschnittlich 12 Tage alt.

Die Erhohung der VEGF-Konzentration in Blutprodukten im Verlauf der Lagerung ist
vermutlich in erster Linie auf den Zerfall von Thrombozyten zuriickzufiihren. Zwar enthalten
auch neutrophile Granulozyten hohe Konzentrationen an VEGF (NIELSEN et al. 1999), doch
zeigte sich in Konserven , deren Buffy coat entfernt worden war, eine stirkere Akkumulation
von VEGF von Tag 0 nach der Préparation bis Tag 3, obwohl der Gesamtleukozytengehalt
und der prozentuale Anteil an neutrophilen Granulozyten geringer war als in Konserven, die
eine Apheresetechnik durchliefen (EDVARDSEN et al. 2001).

Neben Immunsuppression und erhdhtem Risiko fiir postoperative Infektionen gehort auch ein
schlechteres Outcome von Tumorpatienten zu den negativen Folgen von Bluttransfusionen,
die diskutiert werden (siche Kapitel 2.3.1.4). Experimentelle Studien belegen, dass
Leukozyten und von ihnen freigesetzte bioaktive Substanzen mitotische Zellaktivitit und das
Wachstum von Tumoren anregen konnen (HOH et al. 1990; BLAJCHMAN et al. 1993). In einer
Studie konnten vergleichbare VEGF-Konzentrationen, die sich in einer einzigen Buffy coat-
depletierten Thrombozytenkonserve nach 7 Tagen Lagerung befanden, experimentell
metastatische Prozesse stimulieren (MANIWA et al. 1998).

In humanmedizinischen Studien konnte gezeigt werden, dass Tumorpatienten, die im
perioperativen Zeitraum eine Bluttransfusion erhielten, ein signifikant hoheres Risiko, an
einem Rezidiv zu erkranken, bzw. ein verkiirztes Uberlebensintervall aufwiesen (TARTTER
1992; BUSCH et al. 1993; HOUBIERS et al. 1994a; MAETA et al. 1994; AMATO und PESCATORI
1998; EDNA und BJERKESET 1998b; MYNSTER et al. 2000; WERTHER et al. 2001). Das

Uberlebensintervall war im Vergleich von Patienten, die autologe Blutprodukten erhielten,
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mit denen, die allogene Konserven bekamen, ebenfalls verkiirzt (BUSCH et al. 1993; MYNSTER
und NIELSEN 2000). Worauf genau diese Effekte zuriickzufiihren sind und inwiefern VEGF
eine Rolle spielt, kann noch nicht im Detail festgelegt werden, jedoch scheint eine
Herabsetzung der Immunantwort in Kombination mit der Freisetzung von bioaktiven
Substanzen aus Leukozyten und Thrombozyten wichtig zu sein (GAFTER et al. 1992; JENSEN
et al. 1992; MAETA et al. 1994; JETER und SPIVEY 1995; NIELSEN 1995; DZIK et al. 1996;
MYNSTER et al. 1998; NIELSEN 1998). Somit ist wahrscheinlich auch das Lagerungsintervall
der Blutkonserve mitentscheidend (MYNSTER et al. 1998). So zeigte eine Studie eine
steigende mitogene Aktivitdt von gelagerten Blutprodukten ab Tag 1 mit einem Plateau nach
2 Wochen Lagerung (HOH et al. 1990).

Eine Untersuchung ergab eine Korrelation der Uberlebensrate mit dem perioperativen Erhalt
von Blutprodukten fiir Patienten mit rektalen Tumoren (WERTHER et al. 2001). Bei Patienten
mit Kolonkarzinomen bestand jedoch kein Zusammenhang. Die Autoren geben als mogliche
Erkldrungen an, dass Patienten mit rektalen Tumoren mehr Blut erhielten und zudem meist
préoperativ transfundiert wurden, wéhrend die Patienten mit Kolontumoren die Blutprodukte
eher intra- und postoperativ erhielten. Nachweislich bedingten prdoperative Transfusionen
einen hoheren praoperativen VEGF-Wert, der in dieser und in anderen Studien mit einer
schlechteren Prognose korrelierte (GADDUCCI et al. 1999; SALVEN et al. 1999; WERTHER et al.
2001; WERTHER et al. 2002b; CHIN et al. 2003). Bluttransfusionen sind dabei nur einer von
verschiedenen Faktoren wie die Entfernung des angiogenesehemmenden Primédrtumors, das
chirurgische Trauma mit der anschlieBenden Wundheilung und die Prasens von bakteriellen
Bestandteilen, die den postoperativen VEGF-Wert beeinflussen und dadurch zu einem
besseren Milieu fiir Mikrometastasen fithren konnen (WERTHER et al. 2001).

Auch in der Tiermedizin ist Andmie und damit die Erforderlichkeit einer Transfusion in
Verbindung mit Tumorerkrankungen beschrieben (MADEWELL und FELDMAN 1980; OLVER
2006).

5. Leukozytenfilter

5.1. Griinde fiir den Einsatz

5.1.1. Allgemeines

Die erste Erwéhnung findet sich 1962, als der Leukopak Filter von Baxter zur Vermeidung
febriler Transfusionsreaktionen eingefiihrt wurde (GREENWALT et al. 1962). Seit November
1999 werden diese Filter in Grofbritannien flichendeckend eingesetzt, als unmittelbarer

Ausloser dafiir ist die neue Variante der Creutzfeld-Jakob Erkrankung (CJD) zu sehen.
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Léander wie Irland, Frankreich, Portugal und Canada folgten, etwas spéter unter anderem auch
die USA, die Schweiz, die Niederlande und Deutschland (WILLIAMSON 2000). Zwar ist die
Ubertragung der Prionen iiber transfundierte Leukozyten nicht gesichert, jedoch wurde
befiirchtet, dass sich junge gesunde Blutspender in der Inkubationszeit der neuen Variante der
CJD befinden kénnten, zumal 15% der in Grof3britannien erkrankten Personen nachweislich
Blut gespendet hatten (ESMONDE et al. 1993).

Vor diesen neuen Uberlegungen wurden nur die Konserven gefiltert, die fiir besonders
gefdhrdete Patienten gedacht waren (BRAND 1994b). Die Filtration fand in den frithen 90ern
vornehmlich wéhrend der Verabreichung des Blutproduktes statt (WILLIAMSON et al. 1994),
wihrend heutzutage der Filter in erster Linie vor der Lagerung der einzelnen Komponenten
eingesetzt wird.

Viele Studien beschéftigten sich mit den Unterschieden zwischen der Anwendung von
Filtersystemen vor und nach der Lagerung von Blut oder Blutkomponenten (DzIK et al. 1992;
Dzik 1994a; LEDENT und BERLIN 1994b; MUYLLE und PEETERMANS 1994; STACK und
SNYDER 1994). Eine Studie zeigte dabei, dass qualitativ lediglich das etwas hohere
Endvolumen des vor Auftrennung und Lagerung gefilterten Blutes einen deutlichen
Unterschied darstellt, Leukozyten- und Thrombozytenreduktion sowie das Vorhandensein
diverser Gerinnungsfaktoren war vergleichbar (RIGGERT et al. 1995). Auch qualitativ wurden
in einer Studie mit Thrombozytenpriparaten weder in vitro noch in vivo signifikante
Unterschiede zwischen vor der Lagerung gefilterten und nicht gefilterten Konserven
festgestellt (DzIK et al. 1992; SWEENEY et al. 1995). In einem Tiermodell konnte gezeigt
werden, dass Filtration vor der Lagerung eine lingere Uberlebensrate der
Spenderthrombozyten zur Folge hatte als die Filtration nach der Lagerung (BLAJCHMAN et al.
1992). Eine andere Untersuchung zeigte eine signifikant geringere Anzahl an febrilen
Transfusionsreaktionen bei Filtration vor der Lagerung im Vergleich zu der Gruppe, die nach
der Lagerung filtrierte Thrombozyten- und Erythrozytenkonzentrate erhielten (FEDEROWICZ et
al. 1996). Auch andere Autoren sprechen sich fiir die Filtration vor der Lagerung aus, da so
die Freisetzung von Zytokinen aus Leukozyten verhindert wird (BORDIN et al. 1994a;
SPROGOE-JAKOBSEN et al. 1995; NIELSEN et al. 1996a).

The American Association of Blood Banks (AABB) definiert leukozytenreduzierte
Erythrozytenpréparate als weniger als 5x10° Leukozyten pro Einheit enthaltend (WIDMAN
1991).

Die International Society of Blood Transfusion (ISBT) griindete die Arbeitsgruppe

Biomedical Excellence for Safer Transfusion (BEST), die Richtlinien fiir die Beurteilung und
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Kontrolle von leukozytenreduzierten Blutprodukten aufstellte (DUMONT et al. 1996). Darin
wird die gemeinsame Verantwortung von Hersteller und Anwender der
leukozytenreduzierenden Filter- oder Apheresesysteme betont. Neben der -effektiven
Leukozytendepletion stellen auch der Verlust an Erythrozyten und Thrombozyten zu

beurteilende Qualitdtsmerkmale dar.

5.1.2. Bioaktive Substanzen

Bioaktive Substanzen wie Interleukine, die vornehmlich von Leukozyten gebildet werden,
waren in der Humanmedizin einer der Griinde, Leukozytenfilter einzufiihren, so dass die
Haufigkeit bestimmter Komplikationen verringert werden konnte (HEDDLE und BLAJCHMAN
1995; JENSEN und KISSMEYER-NIELSEN 1996; UPILE et al. 2008). Der Anstieg der
Konzentration bestimmter Zytokine wihrend der Lagerungszeit kann durch Filtration oder
Entfernung des Buffy coats vor der Lagerung tatsdchlich verhindert werden, wobei die
Zytokinkonzentration in Erythrozytenprdparaten von vornherein geringer ist als in
Thrombozytenkonserven (MUYLLE und PEETERMANS 1994; STACK und SNYDER 1994; STACK
et al. 1995; HAMMER et al. 1997; NIELSEN et al. 1997; HAMMER et al. 1999). Allerdings gibt
es eine Untersuchung, in der nach der Verabreichung von Blutprodukten, in denen kaum
Leukozyten enthalten waren, eine erhohte Serumkonzentration von VEGF feststellbar war,
vermutlich durch die Freisetzung aus Thrombozyten (PATEL et al. 2004). Eine andere
Untersuchung ergab eine Verhinderung des VEGF-Anstiegs wahrend der Lagerung, die
Autoren sehen die Begriindung in dem Filtersystem, das nicht nur Leukozyten, sondern auch

einen erheblichen Anteil der enthaltenen Thrombozyten entfernt (NIELSEN et al. 1999).

5.1.3. Ubertragung von Infektionserregern

5.1.3.1. Viren

Ein weiterer groBer Aspekt ist die Ubertragung von Infektionserregern durch die
Verabreichung von Transfusionen. Der Sepacell R-500CS-Filter von Hemonetics Corporation
Brain-Tree, USA, der laut Beschreibung >99,5% der Granulozyten und >99% der
Lymphozyten aus der Blutkonserve entfernt, filhrt zu der Entfernung von Zytomegalieviren
aus dem Blut positiv getesteter Spender. Dies konnte anhand von PCR-Untersuchungen bei
fiinf Konserven nachgewiesen werden (SMITH et al. 1993). Auch andere Studien zeigen den
Effekt der Leukozytenreduktion auf die Ubertragungsrate von CMV (MURPHY et al. 1988;
GILBERT et al. 1989; BOWDEN et al. 1991; EISENFELD et al. 1992; BOWDEN 1995; BOWDEN et

al. 1995; Wu et al. 2010). Bei der Verabreichung von Blutkomponenten an CMV-seropositive
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Herztransplantationspatienten infizierten sich aus der Gruppe, die nicht-leukozytenreduzierte
Konserven erhielt, 14 von 36 Patienten (43%), wihrend sich von den 17 Personen, denen
gefilterte Konserven verabreicht worden waren, niemand infizierte (THOMPSON et al. 1992).
The Council of Europe, The American Association of Blood Banks und The British
Committee for Standards in Hematology setzt zur Sicherung von zytomegalievirusfreien
Blutprodukten die Methode der Leukozytendepletion vor der Auftrennung der Spendertestung
gleich (WILLIAMSON 2000). Dennoch werden die Screeningtests nach wie vor routineméafig
durchgefiihrt. In einer Studie konnte die Ubertragung trotz Leukozytenreduktion
nachgewiesen werden (BOWDEN et al. 1995). Allerdings fand die Filtration erst nach der
Lagerung statt, und Untersuchungen haben gezeigt, dass CM-Viren lediglich in gelagerten
Blutprodukten, wenn ein Teil der Leukozyten bereits fragmentiert ist, nicht aber in frischen
Konserven nachweisbar sind (JAMES et al. 1997).

Auch die Ubertragung anderer zellassoziierter Viren wie EBV oder HTLV I/II scheint durch
die Filtration verhindert werden zu konnen, wéhrend das Ergebnis bei HIV-infizierten
Konserven unbefriedigend ausfiel (BRUISTEN et al. 1990). Andererseits konnte eine
Leukozytenreduktion die Virusreaktivierung bei HIV-positven Empfingern verhindern
(MINTZ 1991; KLEIN 1992). Diese Beobachtung wird gestiitzt durch eine Untersuchung an
HIV-infizierten Zellkulturen, bei denen durch die Zugabe von allogenen Leukozyten, nicht
jedoch durch den Zusatz von Erythrozyten oder Thrombozyten, die Virusexpression stimuliert
werden konnte (BUSCH et al. 1992). Ein Argument fiir den Einsatz eines Filtersystems bei
jeder Konserve und nicht nur bei Konserven, die z.B. HIV-positiv getesteten Patienten
zugedacht sind, ist die relativ hohe Anzahl an Menschen, denen ihre HIV- oder sonstige

Virusinfektion nicht bekannt ist.

5.1.3.2. Bakterien

Die Ubertragung von Bakterien kann verhindert werden, wenn den Leukozyten vor der
Entfernung eine 2-8stiindige Frist gewéhrt wird, in der die Bakterien phagozytiert werden
konnen, bei Thrombozytenpraparaten empfiehlt sich allerdings eine frithzeitige Filtration
(NUSBACHER 1992; BLAJCHMAN et al. 1994).

Ohne Leukozytenreduktion kann das Vorliegen einer Kontamination bis zu einer gewissen
Lagerungsdauer, nach der die Leukozyten fragmentieren und die phagozytierten Bakterien
frei geben, verschleiert werden (HOGMAN 1993). Auch die Entfernung freier Bakterien mittels

Leukozytenfilter erscheint moglich (AUBUCHON und PICKARD 1993; BLAJCHMAN et al. 1994),
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Filtration vor der Lagerung vermindert bakterielles Wachstum in den Praparaten (WENZ et al.
1992; BUCHHOLZ et al. 1994).

Bei routineméBiger Filtration vor der Lagerung sollte das Auftreten febriler
Transfusionsreaktionen einen eindeutigeren Hinweis auf das Vorliegen einer bakteriellen
Kontamination liefern, da die Wahrscheinlichkeit, dass Leukozyten und/oder Zytokine die

Ursache darstellen, relativ gering ist (WILLIAMSON 2000).

5.1.4. Mikroaggregate

Auch dass die Infusion von Mikroaggregaten, die wahrend der Lagerung von Blutpriparaten
entstehen, verhindert wird, wird als Argument fiir die Verwendung von Filtern angefiihrt
(BRAND 1994b). Diese bestehen aus Thrombozyten, Leukozyten und Fibrin und sind zu klein,
als dass die Ubertragung durch die Verwendung von Standardfiltern wihrend der
Verabreichung des Blutes verhindert werden konnte. Inwiefern diese Aggregate klinisch
relevant sind und z.B. mit dem Auftreten von pulmonédren Mikroembolien einhergehen, ist

jedoch nicht eindeutig geklart.

5.1.5. Febrile Transfusionsreaktionen, Alloimmunisation und Thrombozytenrefraktion

Eine konventionelle humane Erythrozytenkonserve enthélt durchschnittlich etwa 2-5 x 10°,
eine Thrombozytenkonserve ca. 4 x 10’ Leukozyten (MILLER und MINTZ 1995).

Das Auftreten febriler Transfusionsreaktionen sowie die Alloimmunisierung, die definiert ist
als das Vorhandensein von antiHLA- oder anderen Leukozytenantikorpern im Plasma des
Empfingers, kann durch eine Reduktion auf weniger als 5 x 10° Leukozyten verringert
(ANDREU et al. 1988; SNIECINSKI et al. 1988; SAARINEN et al. 1990; VAN MARWIIK KOOIJ et
al. 1991; KLEIN 1992) und durch eine Reduktion auf weniger als 5 x 10° Zellen vermutlich
sogar verhindert werden (OKSANEN et al. 1991; VAN MARWIK Koow et al. 1991; BRAND
1994b). Vorraussetzung ist, dass die Filtration vor der Lagerung erfolgt, da andernfalls das
Risiko mit zunehmender Lagerungsdauer zunimmt, doch die Mehrzahl der Studien zeigt die
positiven Effekte durch Leukozytendepletion (MANGANO et al. 1991; HEDDLE et al. 1993;
MUYLLE und PEETERMANS 1994; WILLIAMSON et al. 1994; FEDEROWICZ et al. 1996; KILLICK
et al. 1997). Andere Autoren sehen nur einen kleinen positiven Effekt durch die
Leukozytenreduktion vor allem bei Thrombozytenkonserven auf die Rate der
Transfusionsreaktionen (MANGANO et al. 1991; GOODNOUGH et al. 1993) oder schreiben der
Leukozytendepletion durch Entfernung des Buffy coats einen groBeren Effekt als durch

Filtration zu vor allem bei Anwendung vor der Lagerung (OKSANEN et al. 1994). Zu der
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erstgenannten  Untersuchung muss erwdhnt werden, dass die Filtration der
Thrombozytenpréparate erst wihrend der Transfusion erfolgte (GOODNOUGH et al. 1993).

Auch die gefiirchtete Zerstorung von korpereigenen und transfundierten Thrombozyten nach
Transfusion kann durch Leukozytenreduktion vermindert werden (SCHIFFER 1991),
insbesondere, wenn sie vor der Lagerung erfolgt (BLAJCHMAN et al. 1992). In einer Studie
konnte das Vorkommen der Thrombozytenrefraktion durch den Einsatz von
leukozytenreduzierten Thrombozytenkonserven von 22 auf 3% gesenkt werden (OKSANEN
und ELONEN 1993), andere Autoren berichten von dhnlichen Erfolgen (NOVOTNY et al. 1995).
Die Thrombozytenrefraktion stellt mit den febrilen Transfusionsreaktionen die bekannteste
Komplikation dar, die zusammen bei bis zu 50% der Empfanger auftreten und zum gréften
Teil auf HLA zuriickzufiihren sind (BORDIN et al. 1994b). Allerdings treten
Alloimmunisation, febrile Transfusionsreaktionen und Thrombozytenrefraktion als Reaktion
trotz Leukozytenreduktion bei bis zu 10-15% der Empfanger von Blutpréparaten auf
(EERNISSE und BRAND 1981; ANDREU et al. 1988; SNIECINSKI et al. 1988; SAARINEN et al.
1990; OKSANEN et al. 1991; vAN MARWDK Koo et al. 1991; WILLIAMSON et al. 1994;
DzIECZKOWSKI et al. 1995; NOVOTNY et al. 1995; TRAP 1997). Dies ist wahrscheinlich unter
anderem auf die antiHLA-Antikorper zuriickzufithren, die auf Klasse I HLA reagieren,
welches von Thrombozyten exprimiert wird, jedoch im Vergleich zu dem der Leukozyten
wesentlich schwécher ist (MINTZ 1991). Die Begriindung liegt darin, dass Thrombozyten
lediglich Klasse I HLA exprimieren, wéihrend bei Leukozyten Klasse I und IT HLA entstehen,
die von derselben Zelle exprimiert einen starken Stimulus zur Produktion von Alloantikdrpern
darstellen (LANE et al. 1992; MILLER und MINTZ 1995). In einer der oben genannten Studien
wurde das Blut allerdings erst nach der Lagerung gefiltert (WILLIAMSON et al. 1994). Somit
stethen auch von Leukozyten freigesetzte  Substanzen in  Verdacht, zur
Thrombozytenrefraktion beizutragen (MUYLLE und PEETERMANS 1994; STACK und SNYDER
1994). Die Konzentration an HLA verédndert sich jedoch nicht im Verlauf der Lagerung (DzIK
et al. 1994), so dass es sich bei den beteiligten Plasmakomponenten um Zytokine wie
Interleukine und Tumornekrosefaktor und andere bioaktive Molekiile handeln diirfte
(MuUYLLE et al. 1992; HEDDLE et al. 1994). Die Konzentration von IL-6 in
leukozytenreduziertem thrombozytenreichen Plasma korrelierte stark mit dem Auftreten
febriler Transfusionsreaktionen (MUYLLE et al. 1996). Eine Studie zeigte, dass sowohl die
Entfernung des Buffy coats als auch die Verwendung von Leukozytenfiltern vor der Lagerung
den Anstieg von IL-1B, IL-6, IL-8 und TNF in Konserven nach 5 Tagen Lagerung

gleichermallen verhindert (FLEGEL et al. 1995). Andere Untersuchungen kamen zu &hnlichen
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Ergebnissen (MUYLLE et al. 1993; STACK und SNYDER 1994; AYE et al. 1995; FEDEROWICZ et
al. 1996).

Plasmalosliche Molekiile scheinen der Grund dafiir zu sein, dass durch Leukozytendepletion
allergischen Transfusionsreaktionen nicht vorgebeugt werden kann (ANDERSON et al. 1991b;
FEDEROWICZ et al. 1996), allerdings gibt es auch eine Untersuchung, in der die Reduktion
allergischer Reaktionen gelang (MUYLLE et al. 1996).

Altere Studien, in denen noch eine wenig effektive Leukodepletion angewendet wurde, zeigen
schlechtere Ergebnisse in Bezug auf den Effekt der Leukozytenreduktion auf
Thrombozytenalloimmunisation und Thrombozytenzerfall im Vergleich mit neueren Studien,
die einen hoheren Grad an Leukozytenreduktion erreichen (MILLER und MINTZ 1995).
Vielleicht ist neben den HLA der Thrombozyten und den préformierten Antikdrpern durch
frithere Transfusion oder Schwangerschaft der Grad der Leukozytenreduktion durch
konventionelle Filter noch immer nicht ausreichend fiir besonders kritische Patienten (SEMPLE
et al. 1999).

Bei einer prospektiven Untersuchung auf die Konzentration von antiHLA-Antikorpern,
Abfall der Thrombozytenzahlen und febrilen Transfusionsreaktionen bei Patienten, die an
einer malignen hdmatologischen Erkrankung litten und Erythrozyten- und Thrombozyten-
Priparate erhielten, fiihrte eine Filtration nach der Lagerung zu einer verminderten
Ausbildung von antiHLA-Antikérpern (WILLIAMSON et al. 1994). Diese war besonders
deutlich bei Patienten mit akuter Myeloid-Leukémie, jedoch auch hier nicht signifikant. Ein
Unterschied in Bezug auf febrile Transfusionsreaktionen oder Thrombozytenzerfall konnte
nicht festgestellt werden.

Eine andere Studie, in der Frauen mit akuter Leukdmie und vorangegangenen
Schwangerschaften Thrombozytentransfusionen erhielten, kam zu &hnlichen Ergebnissen
(SINTNICOLAAS et al. 1995). Obwohl hier die Filtration innerhalb von 36 Stunden nach
Abnahme des Blutes erfolgte, zeigte die Gruppe der Frauen, die gefilterte Konserven
bekamen, keine signifikant geringere Rate an Thrombozytenzerfall und der Konzentration an
antiHLA-Antikorpern. Die letztgenannte Studie zeigte aullerdem, dass sich die Antikorper
schneller entwickeln und Thrombozytenzerfall 6fter auftritt bei Frauen mit vorangegangenen
Schwangerschaften als bei Frauen, die nie schwanger waren. Daraus ergibt sich eine
Risikogruppe fiir die Entwicklung von Transfusionsreaktionen. Fraglich bleibt, ob die
wenigen verbliebenen Leukozyten fiir die Wiedererkennung und damit fiir die Bildung der
Antikorper verantwortlich sind oder Leukozytenfragmente, die in Plasmapréparaten enthalten

sein konnen.
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Auch der Freisetzung von Histamin wéhrend der Lagerung von Blutkomponenten und damit
dem Vorkommen von allergischen Reaktionen auf Transfusionen kann durch den Einsatz von

Leukozytenfiltern vorgebeugt werden (FREWIN et al. 1991).

5.1.6. Graft-Versus-Host Disease

Die Graft-Versus-Host Disease (GVHD) kann durch 10° Leukozyten (BRAND 1994b) bzw. 10
x 10° Leukozyten (ANDERSON und WEINSTEIN 1990) ausgelost werden, bei gefihrdeten
Patienten schon durch 10" Leukozyten /kg Korpergewicht des Empfingers (KLEIN 1992). Es
wurde auch ein Fall von GVHD beschrieben, in dem der Patient ausschlielich
leukozytenreduzierte Blutkomponenten erhielt (AKAHOSHI et al. 1992). Die Beurteilung von
Transplantationspatienten ist in diesem Zusammenhang schwierig, da sie unter dem Einfluss
starker immunsuppressiver Medikamente stehen (BRAND 1994b), jedoch scheint die
effektivste Methode zur Prophylaxe der GVHD in der Bestrahlung zu bestehen (WALKER
1993). In der Humanmedizin wird bei besonderer Indikation (siche Kap. 2.2.1.4.) mit 30 Gy
bestrahlt (BUNDESARZTEKAMMER Novelle 2005).

Bei Hunden hat sich dariiber hinaus die Bestrahlung mit ultraviolettem Licht als wirkungsvoll

erwiesen (DEEG et al. 1989).

5.1.7. Immunsuppression

Einige Studien belegen, dass die Konzentration der fiir die in Kap. 2.3.1.4. beschriebenen
Vorginge mitverantwortlich gemachten Zytokine in gelagerten Blutkonserven im Verlauf der
Lagerung ansteigt, nicht aber in leukozytenreduzierten Priparaten (DzIK et al. 1992; MUYLLE
und PEETERMANS 1994; FLEGEL et al. 1995).

Eine Studie wies eine frithe postoperative Lymphopenie bei orthopéddischen Patienten nach
der Verabreichung von 3 oder mehr Einheiten Erythrozytenkonzentrat nach, die bei nicht-
transfundierten Patienten und solchen, die vor der Lagerung gefilterte Konserven erhielten,
nicht auftrat (BORDIN et al. 1999).

Die suppressive Wirkung von Transfusionen auf das Immunsystem des Empféangers ist umso
deutlicher, wenn Spender und Empféanger {iber ein gleiches HLA (human leukocyte antigen)
verfligen (LAGAAY et al. 1989), da dieses zu einer Verringerung der spenderspezifischen T-
Zell-Antwort fiihrt, wenn durch manuelles Abklemmen ca. 70% der Leukozyten entfernt

werden (VAN TWUYVER et al. 1991). Findet jedoch eine Entfernung von >97% durch ein
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kommerzielles Filtersystem statt, um einer HLA-Alloimmunisation vorzubeugen, ist dieser
Effekt, der sich positiv auf Transplantationspatienten auswirken wiirde, nicht mehr
nachweisbar (VAN PROOIJEN et al. 1995).

Allerdings ist von einer bewusst ausgelosten Immunsuppression durch die Verabreichung
einer nicht-gefilterten Blutkonserve dringend abzuraten (BRAND 1994b).

Bei Patienten, denen Stammzellen transplantiert wurden, scheint leukozytenreduziertes Blut
dagegen zu einer besseren Annahme der fremden Zellen und zu einer Verbesserung der

Uberlebensrate zu fithren (HEISS et al. 1993).

5.1.8. Postoperative Infektionen

Transfusionen ziehen eine erhdhte Rate an postoperativen Infektionen nach sich (VAMVAKAS
und MOORE 1994; BORDIN und BLAJCHMAN 1995) und viele Studien beschéiftigen sich mit
dem Einsatz von Filtern und dessen Auswirkung (JENSEN et al. 1992; BUSCH et al. 1993;
HEIsS et al. 1993; JENSEN und KISSMEYER-NIELSEN 1996; HOUBIERS et al. 1997; TARTTER et
al. 1998; VAN DE WATERING et al. 1998). In einem Mausmodell wurde die Auswirkung der
Transfusion von Erythrozyten, Leukozyten und Plasma auf die bakterielle Translokation aus
dem Darm, die Uberlebensrate der translozierten Bakterien und die Mortalititsrate durch
Infektionen verglichen. Dabei zeigte sich, dass Leukozyten die Komponente in
transfundiertem Blut darstellen, die flir adverse Effekte auf die Abwehrkrifte des Empfangers
gegen mikrobielle Translokation aus dem Darm verantwortlich ist, mit einer entsprechend
niedrigen Uberlebensrate (GIANOTTI et al. 1993).

In verschiedenen Berichten wurden Gruppen verglichen, von denen die eine
Erythrozytenkonzentrat erhielt, bei dem der Buffy coat entfernt worden war, die andere
gefiltertes Erythrozytenkonzentrat (HOUBIERS et al. 1994b; JENSEN und KISSMEYER-NIELSEN
1996; HOUBIERS et al. 1997). Als einander widersprechende Ergebnisse ist festgestellt
worden, dass sowohl die Entfernung des Buffy coats als auch die Filtration einer erh6hten
postoperativen Infektionsrate durch Transfusion vorbeugt bzw. eine vergleichbare erhohte
Rate im Vergleich zu nicht-transfundierten Patienten bedingen (HOUBIERS et al. 1997).
Andererseits zeigten beide Gruppen eine erhohte Rate im Vergleich zu nicht-transfundierten
Patienten, bei der Verabreichung gefilterter Konserven jedoch geringer als bei Priparaten,
deren Buffy coat entfernt wurde (JENSEN und KISSMEYER-NIELSEN 1996).

In einer Studie konnte ein positiver Effekt auf Uberlebensrate oder postoperative
Infektionsrate durch Leukozytendepletion nicht nachgewiesen werden (HOUBIERS et al.

1994a), doch andere Autoren kritisierten die Untersuchung, in erster Linie wegen des
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multizentrischen Ansatzes und der damit verbundenen hohen Anzahl an Variablen (HEISS et
al. 1994b; JENSEN 1994). Um das Argument, dass Empfianger von Blutkonserven aufgrund
der Schwere ihrer Grunderkrankung eine hohere Rate an postoperativen Wundinfektionen
aufweisen, zu entkréften, wurden Patienten in zwei Gruppen eingeteilt, von denen die erste
autologe und die zweite allogene Blutprodukte erhielt (MURPHY et al. 1991). Die Gruppe, der
korpereigene Transfusionen verabreicht wurden, wies eine Infektionsrate von 3% auf, die
zweite Gruppe dagegen eine Rate von 32%. Auch die Anzahl der verabreichten Konserven
spielt eine Rolle (AGARWAL et al. 1993; JENSEN und KISSMEYER-NIELSEN 1996). So wurde
festgestellt, dass die Verabreichung von mehr als 3-4 Einheiten leukozytenreduzierten Blutes
eine vergleichbare Infektionsrate nach sich zieht wie die nach Erhalt einer Vollblutkonserve

(EDNA und BJERKESET 1998a).

5.1.9. Tumorrezidive

In einer Studie wurde gezeigt, dass nach Verabreichung von nicht oder erst nach der Lagerung
gefilterten Konserven im Tiermodell bei Méusen und Kaninchen intravends verabreichte
Fibrosarkomzellen zu einer signifikant hoheren Rate an pulmonéren Metastasen fiihrten als
die Verabreichung von vor der Lagerung gefiltertem Blut (BORDIN et al. 1994a). In einer
anderen Studie wurden Méusen Milzzellen zuvor transfundierter Mause injiziert (BLAJICHMAN
et al. 1993). Hatten die Spenderméuse ungefiltertes Blut erhalten, zeigte sich eine hohere Rate
an pulmondren Metastasen als bei den Maiusen, deren Spendertiere mit gefiltertem Blut
transfundiert worden waren.

Viele Untersuchungen zeigen eine erhdhte Tumorrezidivrate nach Transfusion ungefilterter
Konserven im Vergleich zu der von Patienten, die gefiltertes Blut erhielten. Es gibt jedoch
auch Studien, in denen dieser Effekt durch Filtration nicht zu erzielen war (BUSCH et al. 1993;
HOUBIERS et al. 1994a). Die Autoren fithren die Durchldssigkeit der Filter fiir
Leukozytenfragmente als mogliche Ursache an, jedoch ist hier auch der Zeitpunkt der
Filtration, die nach der Lagerung erfolgte, zu bedenken. Die transfusionsassoziierten Effekte
auf das Tumorwachstum konnten im Tiermodel durch nach der Lagerung filtriertes Blut,
jedoch nicht durch vor der Lagerung leukozytenreduzierte Konserven gezeigt werden
(BORDIN et al. 1994a). Der Teil der Studien, der den Zusammenhang zwischen der
Verabreichung eines ungefilterten Blutpriparates und einer erhdhten Tumorrezidivrate
vermuten ldsst, tiberwiegt deutlich (MILLER und MINTZ 1995).

Bei dem Vergleich von gefiltertem mit Buffy coat-reduziertem Blut konnte keine erhdhte

Rate an Tumorrezidiven oder tumorbedingter Mortalitidt nachgewiesen werden (HOUBIERS et
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al. 1994b). Eine andere Untersuchung kam sogar zu dem Ergebnis, dass die Verabreichung
von gefiltertem Blut bei Leukémiepatienten zu einem ldngeren krankheitsfreien Intervall fiihrt
(OKSANEN und ELONEN 1993). Allogene Leukozyten sollen andererseits dem Graft-Versus-
Leukemia-Effekt, der als Komplikation nach Knochenmarktransplantationen bekannt ist,
vorbeugen. Positive Auswirkungen auf die Uberlebensrate durch die Verabreichung von
leukozytenreduzierten Blutkonserven konnten jedoch nicht nachgewiesen werden (MUYLLE et
al. 1993). Eine Studie zeigte einen positiven Effekt durch Leukozytendepletion, der sich auf
das mediane krankheitsfreie Intervall, die hdmatologische Regeneration und eine geringere

Infektionsrate nach Knochenmarktransplantation bezieht (OKSANEN und ELONEN 1993).

5.1.10. Weitere Aspekte

Ein weiterer Aspekt des Einsatzes von Leukozytenfiltern ist der erhdhte Grad der Adhésion
von Erythrozyten an endotheliale Zellen, der sich im Verlauf der Lagerung von nicht-
leukozytenreduziertem Erythrozytenkonzentrat einstellt, jedoch nur in geringerem Malle nach
Einsatz eines Filters (LUK et al. 2003). Bypass-Patienten haben eine signifikant hohere
Mortalititsrate, wenn sie ungefiltertes Blut erhalten (VAN DE WATERING et al. 1998), durch
Filtration wird die Rate an Lungenschiden bei Operationen am offenen Herzen reduziert
(KoMaAl et al. 1994) und das Risiko des akuten Nierenversagens vermindert (ROMANO et al.
2010). Die Reperfusion von ischdmischem Myokard in der Herzchirurgie fiihrt zu weniger
Nekrosen und zu einer verbesserten kardialen Funktion, wenn das Blut vor der Reperfusion
durch einen Leukozytenfilter lduft (APPLEYARD und COHN 1993). Eine Meta-Analyse hat
ergeben, dass besonders Patienten mit kardialer Operation ein schlechteres Outcome haben,
wenn sie ungefilterte Ec-Konzentrate erhalten (VAMVACAS 2003).

Eine Untersuchung mit Friihgeborenen hat ergeben, dass die Kinder, die gefilterte Ec-
Konzentrate erhielten, keine verminderte Rate an Bakteridmie oder Sterblichkeit aufwiesen
als die Patienten, denen nicht-gefilterte Blutprodukte transfundiert wurden. Allerdings war die

Rate an klinischen Komplikationen wesentlich geringer (FERGUSSON et al. 2003).

5.1.11 Zusammenfassung

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass sich die hohen Kosten, die durch die Verwendung
von Filtern entstehen, durch die Verringerung von Transfusionsreaktionen, Infektions-
libertragungen, Virusreaktivierungen und moglicherweise postoperativen Infektionen,
Tumorrezidivraten und Verbrauch an Thrombozytenpriaparaten (wegen der stirkeren

Thrombozytenrefraktion nach Verabreichung ungefilterter Konserven) durchaus rechnen
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(BRAND 1994b; BRAND 1994a; MILLER und MINTZ 1995; BLUMBERG und HEAL 1996;
BLAJCHMAN 1999). So wurden in GrofBbritannien jdhrlich 40-50 Millionen Pfund fiir die
Anschaffung von Filtern ausgegeben, zum Ausgleich dieser Summe wiirde ein Riickgang der

postoperativen Infektionsrate um 1-2% geniigen (MURPHY et al. 1998; WILLIAMSON 2000).

5.2. Unerwiinschte Nebeneffekte

Unerwiinschte Nebeneffekte durch die Filtration sind kaum beschrieben. Untersuchungen
berichten allerdings von hypotensiven Reaktionen bei Patienten, die ACE-Hemmer und
wihrend der Verabreichung gefilterte Blutprodukte erhielten (HUME et al. 1996; MAIR und
LEPARC 1998). Eine Erkldrung bietet die Bindung und Aktivierung von Bradykinin durch die
negativ geladene Filteroberfliche, dessen Katabolismus aufgrund der Medikation verlangsamt
ist. Gestiitzt wird diese Theorie durch eine Studie, die eine Beeinflussung der Bradykinin- und
Prekallikreinspiegel bei der Verwendung von Filtern mit negativ geladener Oberfliche zeigte,
wihrend die Werte bei dem Einsatz positiv geladener Filter unbeeinflusst blieben (SHIBA et
al. 1997). Bei normaler Enzymaktivitit findet der Abbau von Bradykinin durch Peptidasen so
schnell statt (Halbwertszeit 15 sec), dass es nicht zu entsprechenden Reaktionen kommen
kann. Auch bei der Verabreichung von vor der Lagerung gefilterten Komponenten finden
wegen der Kurzlebigkeit von Bradykinin solche Zwischenfille nicht statt.

Weiterhin wurde iiber ein ,;red eye syndrome* berichtet, das mehr als 100 Patienten in den
USA innerhalb weniger Stunden nach der Transfusion betraf. Die Pathogenese ist bisher nicht
geklart (Williamson 2000). Neu auftretende Komplikationen werden durch das Serious
Hazards of Transfusion (SHOT) Meldesystem gesammelt und jdhrlich verdffentlicht
(WILLIAMSON 2000).

5.3. Leukozytenfilter bei Hunden

Uber den Einsatz von Leukozytenfiltern bei Hunden liegt bisher nur eine einzige Studie vor,
die zudem mit 5 Hunden eine geringe Probenzahl beinhaltet (BROWNLEE et al. 2000). Die
Untersuchung zeigte die Effektivitdt von humanen Leukozytenfiltern durch Zellzéhlung vor
und nach Filtration bei Raumtemperatur innerhalb von einer halben Stunde nach Entnahme
und nach 4stiindiger Kiihlung bei 4°C. Die sofortige Filtration fithrte zu einer
Leukozytenreduktion von log)o, die Filtration nach der Kiihlung zu einer Verminderung von 4
logio, so dass nach der Filtration von gekiihltem Blut eine Einheit ca. 1 x 10° Restleukozyten
enthielt. Die Dauer der Filterpassage betrug durchschnittlich 7 min bei frischem und 15,6 min

bei gekiihltem Blut, der Verlust an Blut lag unabhéngig von der Temperatur bei 51-52 ml. In

77



der Humanmedizin betrdgt der durchschnittliche Verlust bei Verwendung desselben
Filtermodells nur 35ml, da nach der Filtration Luft in den ersten Beutel zuriickgepresst wird,
um das filtrierte Volumen zu erhdhen (RAPAILLE et al. 1997). Auch der Verlust an
Thrombozyten zeigte keinen temperaturabhéngigen Unterschied und lag bei 2 logjo. Die
untersuchten Parameter lassen einen Einsatz ohne Qualitdtseinbulen in Bezug auf
Lebensfdhigkeit der Erythrozyten, biochemische Eigenschaften und Lagerungsfihigkeit

moglich erscheinen.

5.4. Technik

Eine Einheit Vollblut enthilt etwa 3 x 10° Leukozyten, die sich zu 40-70% aus Granulozyten,
zu 20-50% aus Lymphozyten, zu 2-10% aus Monozyten und <1% aus dendritischen Zellen
zusammensetzen (BRAND 1994b). Die Trennung der Erythrozyten von den Leukozyten kann
durch Waschung, Einfrieren nach Deglycerolisierung, Entfernung des Buffy coats nach
Zentrifugation oder Mikroaggregatfiltration (zweite Filter-Generation) oder Adhésion (dritte
Filter-Generation, Tab. 1) erreicht werden (MERYMAN und HORNBLOWER 1986; LANE et al.
1992). Eine vierte Generation ist bereits entwickelt worden, routineméfig werden
gegenwirtig noch Filter der dritten Generation eingesetzt. Filter der 4. Generation entfernen 4

log der Leukozyten (TRINDADE et al. 2003).

Tabelle 1: Filter verschiedener Generationen (nach Lane, 1992)

Generation Porengrofie Filtermechanismus | Bemerkungen
(microns)

Erste 170-260 Siebfilter Entfernt lediglich
groben Debris,
Standardfilter fiir alle
Blutkomponenten

Zweite 20-40 Mikroporensiebfilter, Entfernt 75-90% der
Mikroaggregatfilter Leukozyten, nur fiir
Erythrozytenpriparate
geeignet

Dritte Nicht zutreffend Adhisionsfilter, Entfernt 99-99,9% der
Adsorptionsfilter Leukozyten, fiir
Erythrozyten- und
Thrombozytenpraparate
geeignet
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Als Filtermaterial wurden Baumwolle, Zellulose-Acetat und Polyesterfasern entwickelt, die
zum Teil gute bis sehr gute Ergebnisse erzielten (CALLAERTS et al. 1993). Heute finden
synthetische Materialien wie Fleece aus Polyester, oberflichen-modifiziertes Polyester,
Polyurethan oder Polypropylenfasern Anwendung (CALLAERTS et al. 1993).

Polyesterfilter wirken durch verschiedene Mechanismen, zum einen durch eine gewisse
Siebfunktion, zum anderen durch direkte Adhésion von Leukozyten an das Filtermaterial und
besonders die Granulozyten betreffend durch indirekte Adhésion an haftende Thrombozyten
(STENEKER et al. 1992). Somit besteht neben der Temperaturabhingigkeit auch ein
Zusammenhang zu der Anzahl an Thrombozyten, wodurch der Grad an Leukozytenreduktion
beeinflusst wird (VAN DER MEER et al. 1999). Abhéngig vom Material gibt es jedoch auch
Filter, die Leukozyten entfernen und Thrombozyten passieren lassen (DzIK 1993).

Die Filtration kann an dem entnommenen Vollblut oder an den aufgetrennten Komponenten
vor oder nach der Lagerung (bedside filtration) vorgenommen werden. Die heute eingesetzten
Filter der dritten Generation entfernen dabei 3-4 log (99,9%) der Leukozyten. Die Depletion
lisst unabhingig vom Hersteller weniger als 5 x 10° Leukozyten zuriick, der Gehalt in
Priparaten, die bei 4°C durch Polyesterfilter filtriert wurden ist jedoch noch geringer als wenn
die Filtration bei Raumtemperatur erfolgte. Bei Polyurethanfiltern dagegen spielt die
Temperatur keine Rolle, da sie durch ihre noch geringere Porengrdfe in erster Linie {iber die
Siebfunktion und kaum tiber den Adhésionsmechanismus wirken (VAN DER MEER et al. 1999).
Weitere Einflussfaktoren konnen die Leukozytenzahl (STENEKER et al. 1993; KAo et al.
1995), der Plasmagehalt (LEDENT und BERLIN 1994a) und andere Eigenschaften (DUMONT et
al. 1996) des zu filternden Blutes darstellen. Auch der Filtrationsdruck (LEDENT und BERLIN
1994b), die Zeitspanne zwischen Blutentnahme und Auftrennung in die einzelnen
Komponenten (Bos et al. 1994) sowie der Grad an Turbulenzen in der Bremsphase der
Zentrifuge und dem Transfer von der Zenrifuge zur Plasmapresse scheinen dabei eine Rolle
zu spielen (CHAMPION und CARMEN 1985).

Bei der Filterung von Vollblut werden gleichzeitig etwa 2 log Thrombozyten entfernt,
weshalb sich als alternative Technik die Entfernung der Leukozyten durch Apherese anbietet
und auch genutzt wird (MOOG und MULLER 1999; WILLIAMSON 2000). Eine andere
Alternative zur Filtration bietet die Bestrahlung z.B. mit UV-Licht zur Zerstorung der
Leukozyten (ANDREU et al. 1988; BUCHHOLZ et al. 1988; MENITOVE et al. 1990; PAMPHILON
und BLUNDELL 1992).

Als Vorteil der Filterung von Vollblut vor der Auftrennung in die einzelnen Komponenten

zeigt sich der wesentlich geringere Verlust der Gesamtmasse, der bei jeder Filtration bis zu
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10% betriagt (WILLIAMSON 2000). Der Verlust an Erythrozyten liegt zwischen 2 und 10%, der
an Thrombozyten zwischen 5 und 20% (LANE et al. 1992).

Bei der Herstellung von thrombozytenreichem Plasma durch sanfte Zentrifugation verbleiben
>80% dieser Zellen bei den Erythrozyten. In der Humanmedizin findet noch eine zweite
Methode mit hérterer Zentrifugation Verwendung, bei der je nach Weiterverarbeitung durch
Entfernung des Buffy coats mittels Separation oder Extraktion 40% bzw. weniger als 20% der
Leukozyten bei dem Erythrozytenkonzentrat verbleiben. In dem endgiiltigen
Thrombozytenpréparat befinden sich schlieBlich <10’-10° Leukozyten. Nach Filtration
enthalten sowohl das thrombozytenreiche Plasma als auch das Erythrozytenkonzentrat
weniger als 5 x 10° Leukozyten pro Einheit (BRAND 1994b). Die Filtration bewirkt keine
Thrombozytenaktivierung, beugt jedoch auch Lagerungsschiden von Thrombozyten nicht vor
(BERTOLINT et al. 1990; PEDIGO et al. 1993; METCALFE et al. 1997), wobei beachtet werden
muss, dass Qualitit und Anzahl verbliebener Leukozyten in Thrombozytenpridparaten stark
variieren (SOWEMIMO-COKER et al. 1998).

Die Filtration von Vollblut oder Erythrozytenkonzentrat findet routineméfig direkt nach der
Entnahme oder nach einer Nacht bei 4°C statt, die Filtration von Thrombozytenpriparaten
erfolgt wihrend des Herstellungsprozesses am Tag nach der Abnahme (WILLIAMSON 2000).
Bei der Filtration von Blutprodukten kommen héufig Zellulose-Acetat-Filter zum Einsatz
(Cellselect, NPBI, Emmer-Compascuum, The Netherlands). In einer Studie wird die
Aktivierung der Thrombozyten verhindert, indem vor der Filtration der pH-Wert auf zwischen
6,5 und 6,8 gesenkt wird oder indem 12,5 pg Prostacyclin zugegeben werden (SINTNICOLAAS,
etal. 1995).

QualititseinbuBBen der Erythrozyten und Thrombozyten durch die Filterpassage wurden nicht
festgestellt (SWEENEY et al. 1995), durch die friihzeitige Entfernung der granulozytdren
Proteasen konnte sogar ein protektiver Effekt auf die Erythrozyten gezeigt werden (HEATON
etal. 1997).

FFP kann vor der Separation als Vollblut oder durch spezielle Plasmafilter filtriert werden,
wobei der Grad an verloren gehenden Gerinnungsfaktoren bis auf den Komplementfaktor C3a
sehr gering ist (WILLIS et al. 1998; CARDIGAN et al. 1999a; CARDIGAN et al. 1999b).
Allerdings stellt die Uberpriifung der Rate an Leukozytenreduktion ein Problem dar, weil
viele Gerdte wie elektronische Zellzdhler, konventionelle Hidmozytometer oder Flow
Zytometrie Techniken fiir die Erfassung einer so geringen Anzahl nicht geeignet sind (MASSE

et al. 1992). Dennoch sind Kontrollen notwendig, da die Depletion durch Filter in einigen
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Fillen ineffektiv ist (BODENSTEINER 1994). Als sehr sensitiv hat sich die automatische
volumetrische kapilldre Zytometrie erwiesen (ADAMS et al. 1997).

In der einzigen Studie zum FEinsatz von Leukozytenfiltern bei Hunden wurde ein
Entnahmesystem mit einem zusdtzlichen Beutel verwendet, der Leukozyten und
Thrombozyten einerseits durch Zuriickhaltung mittels einer Barriere und andererseits durch
Adsorption der Zellen an die Membran zuriickhdlt. Der Masseverlust betrug durchschnittlich
52ml pro 450ml-Einheit, wobei der Héamatokrit kaum beeinflusst wurde. Die

Erythrozytenzahl wurde jedoch nicht bestimmt (BROWNLEE et al. 2000).
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I1I. Eigene Untersuchungen

1. Studiendesign

Die vorliegende Arbeit hatte als Teilziel, die Anreicherung von VEGF in caninen
Blutkonserven zu untersuchen. Dazu wurden als Ausgangswerte Zitratplasmaproben von
Blutspendern entnommen und mittels ELISA untersucht. Direkt nach der Auftrennung der
Vollblutspenden wurde die VEGF-Konzentration in den Erythrozytenkonzentraten (Ec-
Konzentraten) und im frisch gefrorenen Plasma (FFP) bestimmt. Ein Teil der
Vollblutprdparate wurde vor der Auftrennung gefiltert, um zu untersuchen, ob durch
Leukozytendepletion ein lagerungsbedingter Anstieg der VEGF-Konzentration in Ec-
Konzentraten vermindert oder verhindert werden kann. In wochentlichem Abstand {iber
insgesamt 3 Wochen wurden Proben aus Aliquoten der Ec-Konzentrate entnommen und nach
Zentrifugation untersucht. Die Untersuchung des FFP erfolgte bei allen Proben direkt nach
der Auftrennung und bei je 2 Proben nach ca. 4 bzw. 6 Wochen, von denen jeweils eine Probe
der 4 Wochen alten und der 6 Wochen alten Proben nicht-gefiltert und jeweils eine gefiltert
worden war.

In einem zweiten Teil erfolgte die Messung von Plasma-VEGF bei 5 Patienten, die erstmals
transfundiert wurden, vor und direkt nach der Transfusion sowie 6, 12 und 24 Stunden nach
deren Ende. Da bei Hédmangiosarkompatienten erhohte VEGF-Werte zu erwarten waren,
wurden weiterhin 8 Héamangiosarkom-verddchtige Patienten mit ultrasonographisch
festgestellter rupturierter abdominaler Masse in Milz (n=7) oder Leber (n=1) untersucht, die
weder transfundiert noch operiert worden waren. Die Messungen fanden in Plasma und

soweit verfiigbar im abdominalen Erguss statt.

2. Material und Methoden

2.1. Bestimmung der VEGF-Konzentration

Die Messungen der VEGF-Konzentration wurden im Institut fiir Erndhrungswissenschaften
der Universitdt Potsdam durchgefiihrt. Verwendet wurde ein humanmedizinischer ELISA
(VEGF, R&D Systems, Abingdon, UK), der bereits durch andere Studien zur Bestimmung
von caninem VEGF etabliert wurde (CLIFFORD et al. 2001; CLIFFORD et al. 2002; WERGIN et
al. 2004; WERGIN und KASER-HOTZ 2004; WERGIN et al. 2006).

Den Angaben des Herstellers entsprechend wurden 100 pl des Diluents in jede Kavitét der
Mikrotiterplatte gegeben, welche mit monoklonalem anti-VEGF-Antikorper versehen war.

100 pl der jeweiligen Plasmaprobe wurden hinzugefiigt und 2 Stunden bei Raumtemperatur
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inkubiert, um die Bindung zu ermdoglichen. Fiir jede Probe wurden jeweils 2 Kavititen
angesetzt, spater wurde automatisch ein Mittelwert gebildet. Nach dreimaliger Waschung mit
Pufferlosung (Columbus-Washer, Firma Tecan, Mannedorf, Switzerland) zur Entfernung des
ungebundenen VEGF, wurden 200 pl eines polyklonalen anti-VEGF-Antikorpers
hinzugegeben. Die folgende zweistiindige Inkubationszeit bei Raumtemperatur diente zur
Bindung des immobilisierten VEGF. Nach erneuter Waschung wurden 200 pl Enzymsubstrat
zugegeben. Nach 25 min bei Raumtemperatur wurden 50 pl einer Stop-Losung hinzugefiigt.
Anschlieffend erfolgte die Messung der optischen Dichte bei 490 nm (Mikroplate-Reader,
Bio-Rad Model 680 XR, UK). Fiir jede Mikrotiterplatte wurde durch die Erstellung einer
siebenstufigen Verdiinnungsreihe automatisch eine FEichkurve erstellt. Die kleinste

nachzuweisende Konzentration lag bei 9 pg VEGF/ml.

2.2. Untersuchung von Blutkonserven

2.2.1. Blutspender

Es wurden 10 Hunde im Zeitraum vom 03/2007 bis 09/2007 zufillig ausgewdhlt, die zur
Blutspende in der Klinik fiir kleine Haustiere der Freien Universitdt Berlin vorgestellt
wurden. Es waren 7 verschiedene gro3e Rassen vertreten, darunter 2 Labrador Retriever und 2
Mischlinge. Das Alter betrug zwischen 2 und 11 Jahren (Median 6 Jahre). Von den 8
Hiindinnen waren 3 kastriert, von den 2 Riiden einer. Das Kdrpergewicht lag zwischen 25 und
46 kg (Median 28 kg) (Tab. 2 und 3). Alle Spendertiere waren anamnestisch gesund und
zeigten keine  Auffdlligkeiten bei der klinischen Untersuchung und keine
Laborwertverdnderungen in Hédmatologie (Tab. 4 und 5) und klinischer Chemie. Die Hunde
wogen mindestens 25 kg, waren nie im Ausland gewesen, bekamen in den letzten 3 Monaten
vor der Spende und zum Zeitpunkt der Spende keine Medikamente ausser Antiparasitika,
waren niemals selbst transfundiert worden und wurden regelméBig geimpft und entwurmt.

Die Einteilung in Gruppe 1 und 2 ergab sich aus der Auftrennung der Vollblutspende ohne
(Gruppe 1) bzw. mit Filtration (Gruppe 2). Die Auswahl der eingeschlossenen Blutspender
erfolgte zufillig. Die Gruppeneinteilung ergab sich aus dem Vorstellungsdatum, da zunédchst
5 ungefilterte Vollblutspenden (Gruppe 1) untersucht wurden. Das Probenschema beider
Gruppen ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Tabelle 2 Signalement der Blutspender aus Gruppe 1, deren Vollblut nicht gefiltert wurde

S1 S2 S3 S4 S5 Median
Rasse Rottweiler| Hovawart | Neufund- Labrador Labrador
lander Retriever Retriever
Alter (J) 6 7 8 2 2 6
Geschlecht m w wk w w
Gewicht (kg) 46 31 55 26 28 31
Blutgruppe ([DEA 1.1+] DEA1.1- | DEA1.1- | DEA1.1+ | DEA1.1-

S1—S5: Spender 1 — 5; J: Jahre; kg: Kilogramm; m(k): ménnlich(kastriert); w(k): weiblich(kastriert);
DEA: dog erythrocyte antigen

Tabelle 3 Signalement der Blutspender aus Gruppe 2, deren Vollblut gefiltert wurde

Se S7 S8 S9 S10 Median
Rasse Golden [Border Collie|Golden Retr.- DSH Boxer-
Retriever Mischling Mischling
Alter (J) 11 6 4 7 3 6
Geschlecht wk w w wk mk
Gewicht (kg) 28 31 25 32 26 28
Blutgruppe [DEA 1.1+| DEA1.1+ | DEA1.1+ | DEA1.1- | DEA1.1-

S6 — S10: Spender 6 — 10; J: Jahre; kg: Kilogramm; Retr.: Retriever; DSH: Deutscher Schiferhund,
m(k): mannlich(kastriert); w(k): weiblich(kastriert); DEA: dog erythrocyte antigen

Die Leukozytenzahl der Spender lag zwischen 7,22 und 15,9 G/l (Median: 11,2), die der
Erythrozyten zwischen 6,06 und 7,66 T/l (Median: 6,9). Der Hamatokrit reichte von 0,39 bis
0,51 I/l (Median: 0,46), der Himoglobingehalt von 14,4 bis 17,6 mmol/l (Median: 16,4) und
die Thrombozytenzahl von 256 bis 500 G/l (Median: 315).

Die Referenzwerte der Tabellen 4, 5, 7 und 10 entstammen der Dissertation von S. Roleff

(ROLEFF 2005).



Tabelle 4 Hamatologische Parameter der Blutspender aus Gruppe 1, deren Vollblut nicht gefiltert wurde

Referenz S1 S2 S3 S4 S5 Median
Leukozyten 5,614 12,9 7,22 13,2 11,2 10,1 11,2
(GN)
Erythrozyten| 5,9-8,3 7,33 7,08 6,99 6,43 7,66 7,08
(TN)
Hématokrit | 0,42 - 0,56 0,48 0,46 0,47 0,44 0,51 0,47
an
Himoglobin | 9,1 -124 16,5 16,2 16,4 15,2 17,6 16,4
(mmol/l)
Thrombozyten| 165 —400 496 407 312 317 256 317
(GN)
S1—S5: Spender 1 -5
Tabelle 5 Hamatologische Parameter der Blutspender aus Gruppe 2, deren Vollblut gefiltert wurde
Referenz Sé S7 S8 S9 S10 Median
Leukozyten 5,6-14 9,08 11,2 15,9 12,1 11 11,2
(GN)
Erythrozyten | 5,9-8,3 6,06 6,81 7,36 6,19 6,63 6,63
(TN)
Hématokrit | 0,42 - 0,56 0,42 0,44 0,47 0,39 0,45 0,44
an
Himoglobin | 9,1 -124 15,3 16,6 17,2 14,4 16,4 16,4
(mmol/l)
Thrombozyten| 165 —400 295 344 500 274 293 295

(G/uD)

S6 — S10: Spender 6 - 10
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10 Blutspender
(10 Plasmaproben)

Ohne Leukozytenreduktion Mit Leukozytenreduktion
5 Ec-Konzentrate 5 Ec-Konzentrate
5 FFP 5 FFP
davon davon
gelagert gelagert
5 Ec-Konzentrate 5 Ec-Konzentrate
2 FFP 2 FFP

Abbildung 1 Probenentnahmeschema fiir die Messung der VEGF-Konzentration im Plasma von Blutspendern,

nicht-gefilterten und gefilterten Ec-Konzentraten und FFP

2.2.2. Durchfiihrung der Spende

2.2.2.1. Blutgruppenbestimmung

Die Blutgruppenbestimmung erfolgte mittels eines auf Agglutination beruhenden
Schnelltestes (DiaMed Vet, 51120, DiaMed AG, Cressier s/Morat, Switzerland). Dazu wurde
eine 5%ige Erythrozytensuspension mit dem dem Testsystem zugehdrigen Diluent hergestellt
und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 12,5 pl der Suspension
auf 2 Mikrotubes der Gel-Karte aufgetragen. Eines der beiden enthélt Antikorper gegen DEA
1.1, das andere dient als Kontrolle. Durch Zentrifugation bilden nicht-agglutinierte Zellen ein
Sediment, wihrend agglutinierte Zellen an der Oberfldche bleiben. So kann zwischen DEA
1.1-positiven (Zellen sowohl im Sediment als auch an der Oberfldche) und -negativen Hunden

(Zellen im Sediment und nicht an der Oberfldche) unterschieden werden.

2.2.2.2. Entnahme
Zur Entnahme der Blutspende wurde der Spender auf dem Behandlungstisch in Brust-Bauch-
Lage manuell fixiert und am Hals geschoren und desinfiziert, bevor der Einstich in die Vena

jugularis erfolgte (Abb. 2).
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Bei der Spende wurden jeweils 10 ml Vollblut pro kg Koérpermasse abgenommen, maximal
jedoch 450 ml. Die Entnahme des Vollblutes erfolgte bei 5 Hunden mit einem 3-Beutel-
System (Fenwal, PL 146, REF 6113, Baxter, Unterschleiheim) (Gruppe 1, Tab. 2, Abb. 3)
und bei 5 Hunden mittels eines 4-Beutel-Systems mit integriertem Filter (PL 146, REF
R8483, Baxter, UnterschleiBheim) (Gruppe 2, Tab. 3, Abb. 6). Das Vollblut gelangte durch
die Schwerkraft in den ersten Beutel, der 63 ml Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD) als
Antikoagulans und Erythrozytenstabilisator enthielt. Wurden weniger als 450 ml Blut
gespendet, wurde vor der Spende die entsprechende Menge CPD aus dem Beutel abgelassen.
Der sich fiillende Beutel hing zur Kontrolle der entnommenen Menge an einer Federwaage
(Pesola AG, Baar, Switzerland) und wurde, um eine Durchmischung mit dem Antikoagulans
zu erreichen, vorsichtig geschwenkt. Bei Erreichen der zuvor errechneten Menge wurde die
Nadel aus der Vene gezogen, die Punktionsstelle komprimiert, der Entnahmeschlauch incl.
Kaniile mit dem daran befindlichen Plastikclip abgeklemmt und die Entnahmenadel entfernt.
Die Filtration der Vollblutspenden der Gruppe 2 erfolgte unmittelbar vor der Auftrennung in

Ec-Konzentrat und FFP (siehe Kap 2.2.3.).

Abb. 2 Durchfiihrung der Blutspende Abb. 3 3-Beutelsystem (Fenwal, PL 146,
REF6113, Baxter, Unterschlei3heim)
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2.2.2.3. Auftrennung und Lagerung

Die Auftrennung des Vollblutes erfolgte direkt nach der Spende oder bis zu 2 Stunden spéter
nach Aufbewahrung bei 4°C im Kiihlschrank, die zu filternden Konserven wurden sofort
weiterbehandelt. Die Auftrennung wurde mit einer Kiihlzentrifuge (Cryofuge 6000, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte, Abb. 4) bei 3600 g iiber 15 min durchgefiihrt. AnschlieBend
wurde das gesamte Plasma durch eine Plasmapresse (Fenwal Plasma Extractor FDR 4414,
Travenol Laboratories, Lessines, Belgien, Abb. 5) tiber den Verbindungsschlauch in den dafiir
vorgesehenen Beutel geleitet. Der Verschluss des Plasmabeutels erfolgte mit einem
Aluminiumclip, ebenso der des Beutels mit Ec-Konzentrat, nachdem das Additiv SAG-
Mannitol hinzugefiigt wurde. Nach Beschriftung der Konserven wurden die Beutel mit Ec-
Konzentrat bis zu ihrem Verbrauch bei 4°C maximal 30 Tage und die FFP-Beutel bei -33°C

maximal 1 Jahr gelagert.

Abb. 4 Kiihlzentrifuge (Cryofuge 6000, Thermo Fisher Abb. 5 Plasmapresse (Plasma
Scientific, Schwerte) Extractor, FDR 4414, Traveno

Laboratories, Lessines, Belgien)

2.2.3. Filtration

Die Filtration der Konserve erfolgte unmittelbar vor der Auftrennung des ungekiihlten
Vollblutes in Ec-Konzentrat und FFP direkt nach der Abnahme der Blutspende. Die
Leukozytenreduktion fand mittels eines Polyesterfilters der 3. Generation (Sepacell RS-2000,
Baxter, UnterschleiBheim, Abb. 7) statt. Der Donorbeutel mit dem Blut und dem
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Antikoagulans wurde an einem Haken befestigt, so dass der Filter und die nachfolgenden
Beutel auf einer Lange von ca. 1 m frei hiangen konnten (Abb. §). Durch das Knicken einer

integrierten Vorrichtung zwischen Donorbeutel und Filter wurde der Blutfluss durch den

Filter ermoglicht.

Sepacell

Abb. 6 4-Beutelsystem mit integriertem Filter (PL 146, Abb. 7 Leukozytenfilter (Sepacell RS-
REF R8483, Baxter, Unterschleiheim) 2000, Baxter, UnterschleiBheim)

Abb. 8 Leukozytenfilter (Sepacell RS-2000, Baxter, UnterschleiBheim) frei hingend wiahrend der Passage des
Vollbluts
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Das zwischen Filter und Zweitbeutel im Schlauch verbliebene Vollblut wurde zur
Zellzahlanalyse genutzt. Die Zellzdhlung erfolgte mittels des CELL-DYN 3500 CS (Abbott,
Wiesbaden), dessen Detektionsgrenzen bei der optischen Zahlung fiir Leukozyten bei 0 bis

250 000 Zellen/ul und fiir Thrombozyten bei 0 bis 2 000 000 Zellen/ul liegen. Die
Auftrennung in Komponenten wurde nach Abtrennung des Filters durch einen Aluminumclip

wie mit dem System ohne Filter durchgefiihrt (siehe Kap. 2.2.2.3.).

2.2.4. Probengewinnung und -bearbeitung

Die Messung von VEGF in Blutkomponenten erfolgte in FFP und Ec-Konzentrat in CPD +
Additiv, da das die am hdufigsten verwendeten Blutkomponenten sind (KOHN et al. 2000b).
Als Ausgangswerte vor der Lagerung wurden Zitratplasmaproben der 10 Blutspender vor der
Spende und Proben aus dem Ec-Konzentrat und dem noch nicht gefrorenen FFP direkt nach
der Auftrennung herangezogen. Die Entnahme von 3 ml Vollblut der Spender erfolgte in
Zitratrohrchen mit Zusatz von Theophyllin, Adenosin und Dipyridamin (Vacuette CTAD,
Greiner Bio-One GmbH, Preanalytics, Essen, Abb. 9). Die Substanzen wirken maximal
stabilisierend auf die Thrombozyten (WYNENDAELE et al. 1999; WERGIN et al. 2004).

Die Proben aus den gelagerten Blutpriparaten wurden in Rohrchen aus Plastik (Sarstedt
AG&Co, Niimbrecht) ohne weiteren Zusatz gegeben, da sie bereits Antikoagulans enthielten.
Zur Untersuchung der VEGF-Konzentration im Verlauf der Lagerung wurden Proben aus den
10 Ec-Konzentraten an Tag 0, 7, 14 und 21 entnommen und jeweils zweifach untersucht.

Die Entnahme der Probe aus den gelagerten Ec-Konzentraten erfolgte aus einem dem System
zugehorigen Beutel, der nach dem Hinzufiigen des Additivs befiillt wurde und in der
Humanmedizin zur Durchfiihrung von Kreuzproben genutzt wird. So war eine sterile
Entnahme moglich, und die Konserve musste nicht bis zum Ende der Haltbarkeit
zuriickgehalten werden (Abb. 10). Die identische Konzentration von Antikoagulantien und
Additiv war dadurch gewihrleistet, dass die Abtrennung erst nach dem Hinzufiigen des
Additivs durch ein steriles Umfiillen erfolgte. Die Aufbewahrung von Blutkonserve und
Aliquot fand bei 4°C unter gleichen Bedingungen in demselben Kiihlschrank statt, beide
wurden regelmiBig wahrend der Lagerungszeit geschwenkt.

Nach der Entnahme aus dem Aliquot wurde das Plasma aus dem Ec-Konzentrat durch
Zentrifugation mit 3500 g iiber 5 min gewonnen, anschlieBend der Uberstand bei -78 °C bis
zur Untersuchung aufbewahrt.

Um das FFP nicht auftauen und verwerfen zu miissen, wurden hier nur an zwei Zeitpunkten

Untersuchungen vorgenommen, nimlich nach Préparation vor dem Einfrieren und nach dem
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Auftauen unmittelbar vor Verabreichung. So wurde auch in einer Studie vorgegangen, die
eine signifikante Erhohung diverser bioaktiver Substanzen zeigen konnte (HAMMER et al.
1997). Nach Ablauf der Lagerung standen jedoch nur 4 FFP, jeweils 2 gefiltert und ungefiltert
zur Verfiigung.

Die Plasmagewinnung durch Zentrifugation der Blut- und Ec-Konzentrat-Proben erfolgte

innerhalb von 20 Minuten nach Gewinnung der Proben. Wie oben beschrieben wurde die

VEGF-Konzentration in den Proben gemessen (siche Kap. 2.1.).

Abb. 9 Probenentnahmeréhrchen (Vacuette, Abb. 10 Aliquot zur sterilen Probenentnahme aus Ec-
CTAD, Greiner Bio-One GmbH, Preanalytics Konzentrat
Essen)

2.3. Untersuchungen an Patienten

2.3.1. Transfundierte Patienten

In die Gruppe der transfundierten Patienten wurden 5 Hunde eingeschlossen, die niemals
zuvor transfundiert worden waren, sich wéhrend des Untersuchungszeitraums stationdr in der
Klinik aufhielten, nicht wihrend des Untersuchungszeitraums operiert wurden und nicht an
einer bekannten Tumorerkrankung litten.

Jeweils 2 Patienten hatten eine primire bzw. sekunddre Immunhédmolyse, ein weiterer wurde
durch ein Himoabdomen nach Autounfall transfusionsbediirftig (Patient 1) (Tab. 6).

Bei den Patienten mit Himolyse wurden das Vorhandensein von himolytischem Plasma, die
Stirke der Agglutination (1+ bis 4+) sowie die Anzahl der Spharozyten (1+ bis 3+) beurteilt.

Die Agglutination wurde erneut beurteilt, nachdem die Erythrozyten jeweils dreimal nach
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Zentrifugation mit 0,9%iger Kochsalzlosung gewaschen wurden. War die Agglutination
anschliessend noch nachweisbar, wurde sie als persistierend bezeichnet.

Patient 2 hatte hamolytisches Plasma und Agglutination 1+ (brach auf nach Waschen) und
Sphérozyten 1+ im Ausstrich.

Patient 3 hatte ebenfalls hdmolytisches Plasma und Agglutination 2+ (brach auf nach
Waschen).

Patient 4 hatte hamolytisches Plasma, Agglutination 2+ (brach nicht auf nach Waschen) und
Sphérozyten 2+.

Patient 5 hatte kein hdmolytisches Plasma, Agglutination 4+ (brach nicht auf nach dem
Waschen) und Sphérozyten 2+.

Der Coombs-Test wurde im Institut fiir Immunologie der Tierdrztlichen Hochschule
Hannover durchgefiihrt, wobei auf das Vorkommen von IgG, IgM und C3b untersucht wurde.
So wurde bei den Patienten 2, 4 und 5 die Diagnose immunh@molytische Anédmie verifiziert.
Bei Patient 3 blieb es eine Verdachtsdiagnose.

Die Hunde erhielten zwischen 8,4 und 15 (Median 10) ml Ec-Konzentrat / kg Korpergewicht
(Tab. 6).
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Tabelle 6 Signalement, Diagnose und Transfusionsparameter von 5 transfundierten Patienten, deren Plasma —

VEGF bestimmt wurde

Konserve (d)

P1 P2 P3 P4 P5 Median
Rasse Jagdhund Terrier-Mix | Dackel-Mix WHWT Dackel-Mix
Alter (J) 5 8 10 10 11 10
Geschlecht w w w wk m
Diagnose Hémo- IHA Pyometra, IHA IHA
abdomen nach| (sekunddr) [Ketoazidose, (primér) (primér)
Unfall (V.a. sek. IHA)
Coombs-Test Nicht positiv Nicht positiv positiv
durchgefiihrt durchgefiihrt
Blutgruppe DEA 1.1 - DEA 1.1 + DEA 1.1 + Nicht Nicht
bestimmbar’ | bestimmbar’
Menge Ec- 160 150 120 125 125 125
Konz. (ml)
Menge Ec- 8,4 7,5 15 10 11 10
Konz. (ml/kg)
Alter der 1 7 12 11 2 7

P1 — P5: Patient 1 — 5; J: Jahre; m(k): ménnlich (kastriert); w(k): weiblich (kastriert); WHWT: West Highland
White Terrier; V.a.: Verdacht auf; sek.: sekundér; IHA: immunhdmolytische Andmie; DEA: dog erythrocyte
antigen; Ec-Konz.: Erythrozytenkonzentrat;; ml: Milliliter; kg: Kilogramm; d: Tag(e)

* persistierende Agglutination auch nach dreimaliger Waschung der Erythrozyten, die eine Bestimmung der

Blutgruppe unmoglich machte

An dem Tag, an dem die Transfusion erfolgte, wurde fiir jeden Patienten ein Blutbild erstellt

(Tab. 7). Zusitzlich wurde der Mikro-Hamatokrit bestimmt, indem ein Kapillarrérchen mit

Vollblut gefiillt und in einer speziellen Zentrifuge (Biofuge haemo, Heraeus instruments,

Thermo Fisher Scientific, Schwerte) zentrifugiert wurde. Alle 5 Patienten hatten eine Andmie

und alle bis auf Patient 1 eine Leukozytose. Patient 5 hatte zusitzlich eine Thrombozytopenie.
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Tabelle 7 Laborwerte transfundierter Patienten, deren VEGF bestimmt wurde

Referenz P1 P2 P3 P4 Ps Median
Leukozyten 56-14 4,96 78,58 21,9 24,04 30,86 24,04
(GN)
Erythrozyten | 5,9 -8,3 5,41 3,29 2,4 1,49 0,43 2,4
(T/n)
Héamatokrit 0,42 -0,56| 0,21/0,21 | 0,25/0,25 | 0,16/0,15 | 0,12/0,13 | 0,5/0,18 | 0,16/0,18
(/1) / Mikro-
Héamatokrit (/1)
Hiimoglobin | 9,1 -12,4 12,6 6,6 54 34 5,7 5,7
(mmol/l)
Thrombozyten | 165 —400 174 484 830 282 85 282
GN

P1 —P5: Patient 1 -5

Die Blutentnahmen fiir die VEGF-Messungen erfolgten direkt vor der Transfusion, direkt
nach deren Ende und 6, 12 und 24 h nach Ende der Transfusion (Abb. 11). Es wurden jeweils

3 ml Blut in Zitratrohrchen entnommen, denen Theophyllin, Adenosin und Dipyridamin

zugesetzt worden war (Vacuette CTAD, Greiner Bio-One GmbH, Preanalytics, Essen, Abb.

9). Nach der Gewinnung des Zitratplasmas durch Zentrifugation bei 3500 g iiber 5 min

wurden die Proben innerhalb von 30 min bei -78 °C bis zur Untersuchung eingefroren und

wie oben beschrieben mittels ELISA untersucht (siehe Kap. 1.1.).

!

<+“—>

Transfusion

Abbildung 11 Probenentnahmeschema bei transfundierten Patienten: vor Transfusion, direkt nach deren

Abschluss und 6, 12 und 24 Stunden spéter
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2.3.2. Patienten mit abdominaler Masse

Die Gruppe der Patienten mit rupturierter abdominaler Masse in Milz (n=7) oder Leber (n=1)
umfasste 8 Hunde (Tab. 8). Den Hunden wurde einmalig eine 3 ml Blutprobe in
Zitratrohrchen mit Zusatz (Vacuette, CTAD, Greiner Bio-One, Preanalytics, Essen, Abb. 9)
entnommen. Nach der Gewinnung des Plasmas durch Zentrifugation bei 3500 g iiber 5 min
wurde die Probe innerhalb von 30 min bei -78 °C bis zur Untersuchung eingefroren und wie
oben beschrieben untersucht (siche Kap. 2.1.). Die Patienten wurden ausgeschlossen, wenn
sie vor Entnahme der Blutprobe transfundiert oder operiert worden waren oder wenn keine
histopathologische Untersuchung oder zumindest zytologische Untersuchung (Patient 9 und
10) der Umfangsvermehrung erfolgte. Alle Patienten bis auf Patient 9 hatten
ultrasonographisch eine milzassoziierte Masse und bis auf Patient 8 freies Blut im Abdomen.
Patient 9 hatte im Ultraschall HAS-verdidchtige Umfangsvermehrungen in der Leber. Das
Staging der Tumoren wurde anhand des histopathologischen Berichtes vorgenommen (Tab.
9). Da die regiondren Lymphknoten nicht gesondert untersucht wurden, erfolgte die
Klassifizierung nur anhand der T- und M-Werte.

Bei 2 Hunden konnte neben der Blutprobe eine Probe des freien Blutes aus der Bauchhdhle
entnommen und untersucht werden (Patient 1 und 4). Die Entnahme erfolgte intraoperativ zu
Beginn des Eingriffs. Zur Gewinnung des Plasmas wurden die Proben sofort zentrifugiert. Bei
2 der 8 Patienten wurde histopathologisch kein HAS diagnostiziert, sondern ein rupturiertes

Héamatom (Patient 12) bzw. eine rupturierte noduldre Hyperplasie (Patient 13).
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Tabelle 8 Signalement und Diagnose von Patienten mit rupturierter abdominaler Masse, deren VEGF bestimmt

wurde
P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 Median
Rasse DSH- Boxer- DSH- Terrier- | WHWT Puli DSH- [Kromfohr-
Mischling | Mischling | Mischling | Mischling Mischling| lénder
Alter (J) 7 6 8 7 13 12 12 4 7,5
Geschlecht m w m w mk m w m
Gewicht 31 41 38 17 10 20 31 10 25,5
(kg)
Himo- ja ja ja ja ja ja ja nein
abdomen
Diagnose HAS HAS HAS HAS HAS HAS |Hématom| Hyper-
plasie
Staging I II II I I II I I
T3 MO T2MO0 | T2 MO | T3 MO | T3 M1 | T2MO | TOMO T0 MO
Diagnose- | Histo- Histo- Histo- | Zytologie | Zytologie | Histo- Histo- Histo-
stellung |pathologie|pathologie|pathologie pathologie|pathologie|pathologie

P6 — P13: Patient 6 — 13; J: Jahre; kg: Kilogramm; DSH: Deutscher Schiferhund; m(k): ménnlich(kastriert);
w(k): weiblich(kastriert); HAS: Himangiosarkom
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Tabelle 9 TNM-Staging-System fiir canine Himangiosarkome (nach Bergman, 2005)

TNM: Klinisches Staging-System fiir canine Himangiosarkome

T = Tumor (Primértumor)

TO = kein Tumor

T1 = Tumor begrenzt auf eine Lokalisation und/oder Haut und <Scm Durchmesser
T2 = Tumor dringt in subkutanes Gewebe ein und/oder >5cm Durchmesser

T3 =T1 oder T2 und Tumor dringt in angrenzende Strukturen und/oder Muskulatur ein

N = Node (regionale Lymphknoten)
NO = kein Lymphknoten betroffen
N1 =regionaler Lymphknoten involviert

N2 = entfernter Lymphknoten involviert

M = Metastasen (Fernmetastasen)
MO = keine Fernmetastasen

M1 = Fernmetastasen

Auf TNM-gestiitzte Einteilung in Stages
I =TO0 oder T1, NO, MO

II =T1 oder T2, NO oder N1

IIT = T2 oder T3, NO oder N1 oder N2, M1

Bei allen Patienten mit rupturierter abdominaler Masse wurde am Tag der Probenentnahme

ein Blutbild erstellt (Tab. 10). Sieben der 8 Patienten hatten eine Andmie und 6 der Hunde

eine Thrombozytopenie. Fiinf der andmischen Patienten hatten

Thrombozytopenie. Weiterhin wurde bei 5 der 8 Patienten eine Leukozytose festgestellt.

eine
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Tabelle 10 Laborwerte der Patienten mit rupturierter abdominaler Masse, deren VEGF bestimmt wurde

Referenz | P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 | Median
Leukozyten | 5,614 | 21,61 | 17,58 | 21,1 18,44 | 11,71 | 54,81 9,58 11,98 | 18,01
GN
Erythrozyten| 59-83 | 3,76 | 6,46 3,77 5,14 3,32 2,92 5,43 5,65 4,45
(Th)
Héamatokrit [0,42 -0,56| 0,24 | 0,43 0,26 0,31 0,25 0,23 0,37 0,40 0,28
an
Hiamoglobin | 9,1-124 | 84 15,1 8,8 10,8 8,1 6,6 13,1 13,3 9.8
(mmol/T)
Thrombozyten| 165 -400| 42 101 68 218 12 106 71 227 86
GN

P6 —P13: Patient 6 — 13
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3. Ergebnisse

3.1. VEGF im Plasma gesunder Hunde

Vier der 5 Blutspender aus Gruppe 1, deren Vollblut vor der Auftrennung nicht gefiltert
wurde, wiesen eine Plasma—Konzentration von VEGF unterhalb der Nachweisgrenze von 9
pg/ml auf (Tab. 11). Eine Probe (Spender 1) enthielt 12,4 pg/ml. Bei dem Spender handelte es
sich um einen 6jdhrigen ménnlichen Rottweiler, der wie die anderen Spender klinisch gesund
war, aber mit 12,9 G/l die dritthochste Leukozyten- und mit 496 G/I die zweithdchste
Thrombozytenzahle aller Spender aufwies. Spender 8 hatte mit 15,9 G/l und 500 G/l sowohl
die hochste Leukozyten- als auch die hochste Thrombozytenkonzentration, sein VEGF-Wert

lag jedoch unterhalb der Nachweisgrenze.

Tabelle 11 VEGF (pg/ml) im Plasma der Spender S1-S5 (Gruppe 1)

S1 S2 S3 S4 SS Median

Plasma 12,4 <9 <9 <9 <9 <9

S1—S5: Spender 1 — 6

Das Plasma-VEGF aller 5 Spender der Gruppe 2 lag unterhalb der Nachweisgrenze von 9
pg/ml (Tab. 12).

Tabelle 12 VEGF (pg/ml) im Plasma der Spender S6-S10 (Gruppe 2)

Sé S7 S8 S9 S10 Median

Plasma <9 <9 <9 <9 <9 <9

S6 — S10: Spender 6 — 10

Somit lag die Konzentration des Plasma-VEGF bei 9 von 10 gesunden Hunden unterhalb der
Nachweisgrenze und bei einem Spender (Spender 1) mit 12,4 pg/ml geringgradig dariiber
(Tab. 11 und 12).
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3.2. VEGF¥ in nicht-gefilterten Blutprodukten

3.2.1. VEGF-Messung direkt nach der Auftrennung

Nach der Auftrennung in Ec-Konzentrat und FFP war in der Plasmaprobe keiner Konserve
ein Wert oberhalb der Nachweisgrenze messbar. Auch die Messungen in Ec-Konzentrat und

FFP von Spender 1 ergaben einen Wert unterhalb der Nachweisgrenze von 9 pg/ml (Tab. 13).

Tabelle 13 VEGF (pg/ml) in nicht - gefilterten Konserven nach Auftrennung

S1 S2 S3 S4 S5 Median
Ec-Konz. <9 <9 <9 <9 <9 <9
FFP <9 <9 <9 <9 <9 <9

S1—S5: Spender 1 — 5

3.2.2. VEGF-Messung in nicht-gefilterten Ec-Konzentraten im Verlauf der Lagerung

Tabelle 14 zeigt die VEGF-Konzentration in den nicht-gefilterten Ec-Konzentraten im
Verlauf der dreiwochigen Lagerungszeit, graphisch ist die Entwicklung in Abbildung 11
dargestellt. Bis auf die Probe von Spender 2 wiesen 4 von 5 Proben einen Anstieg der
Konzentration auf Werte oberhalb der Nachweisgrenze bereits nach einer Woche Lagerung
auf. Ein messbarer Wert ergab sich bei Spender 2 erst nach dreiwdchiger Lagerungszeit.
Dieser Spender wies mit 7,22 G/l zwar die niedrigste Leukozyten-, aber mit 407 G/I die
dritthdchste Thrombozytenzahl aller Spender auf. Die niedrige Leukozytenzahl stellt eine
mogliche Erkldrung dar. Bei Spender 1 und 3 stieg die VEGF-Konzentration wihrend der
Lagerungszeit kontinuierlich an, wiahrend in den Proben von Spender 4 und 5 zwischen den
Probenentnahmen nach 2 und nach 3 Wochen ein geringgradiger Abfall zu verzeichnen war.
Alle Proben zeigten bereits nach einer Woche Lagerung Anzeichen von Hdmolyse, deren

Grad sich makroskopisch zwischen den einzelnen Proben nicht unterschied.
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Tabelle 14 VEGF (pg/ml) in nicht - gefilterten Ec-Konzentraten im Lagerungsverlauf

S1 S2 S3 S4 SS Median
Ec-Konz. <9 <9 <9 <9 <9 <9
nach 1Wo 139,4 <9 10,2 36,9 19,2 36,9
nach 2Wo 333,1 <9 192,8 101,5 163,9 163,9
nach 3Wo 357,6 36,9 2574 88,1 110,4 110,4

S1—S5: Spender 1 — 5; Wo: Wochen
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Abbildung 11 VEGF (pg/ml) in nicht-gefilterten Ec-Konzentraten im Lagerungsverlauf

3.2.3. VEGF-Messung in FFP nach Ablauf der Lagerungszeit
Von Spender 2 stand das FFP nach sechswochiger Lagerungszeit zur Untersuchung zur
Verfiigung, von Spender 4 nach vierwochiger Lagerung. Die VEGF-Konzentration beider

Proben lag unterhalb der Nachweisgrenze (Tab. 15).

101



Tabelle 15 VEGF (pg/ml) in nicht - gefiltertem FFP vor und nach der Lagerung

S1 S2 S3 S4 S5 Median
FFP <9 <9 <9 <9 <9 <9
FFP <9 nach 6 <9 nach 4
gelagert Wo Wo

S1—S5: Spender 1 — 5, Wo: Wochen

3.3. Laborwerte im Vollblut nach Filtration
Um den Grad der Leukozytendepletion und den Verlust an Thrombozyten zu iiberpriifen,

wurde das gefilterte Vollblut erneut hdmatologisch untersucht und mit dem Blutbild des

jeweiligen Spenders verglichen (Tab. 16).

Wihrend die Konzentration der Erythrozyten bei 4 der 5 Spender durch die Filtration sogar
leicht anstieg, fand eine deutliche Reduktion von Leukozyten und Thrombozyten statt.
Leukozyten waren nur in der Probe von Spender 10 in einer Konzentration von 0,2 G/I
nachweisbar, die anderen 4 Proben zeigten keine messbaren Werte.

Die Thrombozytenzahl war in allen 5 Proben deutlich reduziert, wobei sich Reduktionswerte

zwischen Faktor 34 (Spender 7) und Faktor 293 (Spender 10) ergaben. Die Probe von

Spender 9 ergab keinen messbaren Wert.
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Tabelle 16 Laborwerte im Vollblut vor und nach Filtration

S6 S7 S8 S9 S10 Median
Leukozyten (G/1) 9,08 11,2 15,9 12,1 11,0 11,2
vor Filtration
Leukozyten (G/1) 0 0 0 0 0,2 0,0

nach Filtration

Erythrozyten 6,06 6,81 7,36 6,19 6,63 6,63
(x10"1)

vor Filtration

Erythrozyten 7,4 6,42 8,66 7,66 7,14 7,14
(x10"/1)

nach Filtration

Thrombozyten (G/1) 295 344 500 274 293 295

vor Filtration

Thrombozyten (G/1) 2 10 5 0 1 2

nach Filtration

S6 — S10: Spender 6 — 10

3.4. VEGF in gefilterten Blutprodukten
3.4.1. VEGF-Messung direkt nach der Auftrennung

Nach der Auftrennung in Ec-Konzentrat und FFP lagen wie in Gruppe 1 alle Werte unterhalb
der Nachweisgrenze (Tab. 17).

Tabelle 17 VEGF (pg/ml) in gefilterten Konserven nach Auftrennung

S6 S7 S8 S9 S10 Median
Ec-Konz. <9 <9 <9 <9 <9 <9
FFP <9 <9 <9 <9 <9 <9

S6 — S10: Spender 6 — 10
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3.4.2. VEGF-Messung in gefilterten Ec-Konzentraten im Verlauf der Lagerung
Wihrend der dreiwochigen Lagerungszeit der gefilterten Ec-Konzentrate fand im Gegensatz
zu den nicht-gefilterten Priparaten kein Anstieg der VEGF-Konzentration statt. Alle Werte

lagen unterhalb der Nachweisgrenze (Tab. 18).

Tabelle 18 VEGF (pg/ml) in gefilterten Ec-Konzentraten im Lagerungsverlauf

Se S7 S8 S9 S10 Median
Ec-Konz. <9 <9 <9 <9 <9 <9
nach 1Wo <9 <9 <9 <9 <9 <9
nach 2Wo <9 <9 <9 <9 <9 <9
nach 3Wo <9 <9 <9 <9 <9 <9

S6 — S10: Spender 6 — 10; Wo: Wochen

3.4.3. VEGF-Messung in FFP nach Ablauf der Lagerungszeit
Von 2 Spendern konnte FFP nach vierwochiger (Spender 8) bzw. sechswochiger (Spender 10)
Lagerungszeit untersucht werden. Beide Proben ergaben VEGF-Werte unterhalb der

Nachweisgrenze (Tab. 19).

Tabelle 19 VEGF (pg/ml) in gefiltertem FFP vor und nach der Lagerung

S6 S7 S8 S9 S10 Median
FFP <9 <9 <9 <9 <9 <9
FFP <9 nach 4 <9 nach 6 <9
Gelagert Wo Wo

S6 — S10: Spender 6 — 10; Wo: Wochen
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3.5. Untersuchungen an Patienten

3.5.1. VEGF im Plasma transfundierter Patienten

Tabelle 20 gibt die VEGF-Konzentrationen der Patienten vor und nach Transfusion wieder.
Patient 1, der aufgrund eines Himoabdomens nach Unfall transfusionsbediirftig wurde, zeigte
mit 154,0 pg/ml eine sehr hohe Ausgangskonzentration, die im Verlauf der Messungen von
direkt nach der Transfusion bis 24 h nach deren Ende kontinuierlich zuriickging.

Die beiden Patienten mit primédrer immunhdmolytischer Andmie (Patient 4 und 5), sowie der
Patient mit sekunddrer immunhidmolytischer Andmie, der nach Schussverletzung eine
Infektion entwickelt hatte (Patient 2), wiesen weder vor noch nach der Transfusion messbare
Plasma-VEGF-Werte auf.

Patient 3, der an einer Ketoazidose, einer Pyometra und vermutlich an einer sekundiren
Immunhdmolyse litt, zeigte einen schwankenden Verlauf der VEGF-Messungen mit einem

stark erhohten Wert 6 Stunden nach der Transfusion.

Tabelle 20 Plasma - VEGF bei transfundierten Patienten vor und nach Transfusion

P1 P2 P3 P4 P5

vor T. 154,0 <9 <9 <9 <9

direkt nach 142,0 <9 <9 <9 <9
T.

nach 6h 74,4 <9 175,8 <9 <9

nach 12h 67,2 <9 <9 <9 <9

nach 24h 52,7 <9 74,4 <9 <9

P1 —P5: Patient 1 — 5; T: Transfusion; h: Stunden

3.5.2. VEGF im Plasma von Patienten mit abdominaler Masse

Tabelle 21 zeigt die VEGF-Konzentrationen der Patienten mit rupturierter abdominaler
Masse in Milz (n=7) oder Leber (n=1).

Die Messungen des Plasma-VEGF ergaben bei den beiden Patienten mit benignen

Milzverdnderungen (Patient 12 und 13) Werte unterhalb der Nachweisgrenze.
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Drei der 6 Patienten mit histopathologisch nachgewiesenem HAS wiesen ebenfalls nicht
messbare VEGF-Werte auf.

Patient 10 zeigte mit 105,8 pg/ml den hochsten VEGF-Wert im Plasma. Patient 6 und 9 hatten
beide Konzentrationen um die 33 pg VEGF/ml. Bei beiden Hunden standen jedoch auch
Proben des freien abdominalen Blutes zur Untersuchung zur Verfiigung, deren VEGF-
Konzentration mit 624,7 pg/ml (Patient 9) bzw. 1616,6 pg/ml (Patient 6) deutlich hoher lag.
Zwischen den HAS-Patienten mit Werten oberhalb bzw. unterhalb der Nachweisgrenze von 9
pg/ml bestanden keine Unterschiede in Bezug auf TumorgroBBe oder Zustand des Patienten,
jedoch wurden alle drei Patienten mit Werten unterhalb der Nachweisgrenze in Stage II

eingestuft, wihrend die Patienten mit messbaren Werten als Stage 11l bewertet wurden.

Tabelle 21 Diagnose und Plasma-VEGF-Konzentration bei Patienten mit rupturierter abdominaler Masse

P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
|(Abdomen) |(Abdomen)
Diagnose HAS HAS HAS HAS HAS HAS Hématom | Hyper-
plasie
VEGF 33,4 <9 <9 33,0 105,8 <9 <9 <9
(pg/ml) | (1616,6) (624,7)

P6 — P13: Patient 6 — 13; HAS: Hdmangiosarkom
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1V. Diskussion

1. VEGF im Plasma gesunder Hunde

Der hier verwendete humanmedizinische ELISA (VEGF, R&D Systems, Abingdon, UK) zur
Bestimmung von VEGF bei Hunden wurde bereits in verschiedenen Studien etabliert
(CLIFFORD et al. 2001; CLIFFORD et al. 2002; WERGIN und KASER-HOTZ 2004; WERGIN et al.
2006). Das humane zirkulierende VEGF ist zwar eine Aminosdure ldnger als das canine, die
Rezeptorbindungsregion ist jedoch identisch, so dass canines VEGF 45 mit gleicher Intensitit
auf humane wie auf canine Zellen wirkt und somit auch auf den humanen ELISA
(SCHEIDEGGER et al. 1999).

Die Untersuchung von Plasma ist der von Serum vorzuziehen, da bei der Serumgewinnung
deutlich mehr Thrombozyten aktiviert werden und damit ihr VEGF abgeben als bei der
Herstellung von Plasma (BUSCH et al. 1993; VERHEUL et al. 1997; GEORGE et al. 2000;
MYNSTER und NIELSEN 2000; BECKER et al. 2001). In einer Studie konnte gezeigt werden,
dass der VEGF-Gehalt in Serum zwischen den ersten 30-60 min nach der Entnahme deutlich
ansteigt und auf hohem Niveau bleibt, wihrend der von Plasma {iber mehr als 480 min
konstant bleibt (HYoDO et al. 1998).

Die Zusédtze von Theophyllin, Adenosin und Dipyridamin in den Zitratréhrchen, die zur
Entnahme der Blutproben genutzt wurden, dienen der maximalen Thrombozytenstabilitéit
(WERGIN et al. 2004).

Die in der vorliegenden Untersuchung gemessenen VEGF-Konzentrationen im Plasma lagen
bei 9 von 10 gesunden Hunden unterhalb der Nachweisgrenze von 9 pg/ml. Dieses deckt sich
mit den Ergebnissen anderer Studien, die Werte bei einem Grofiteil der untersuchten
gesunden Hunde unterhalb der jeweiligen Nachweisgrenze angeben (CLIFFORD et al. 2001;
WERGIN et al. 2004; KATO et al. 2007). Die Hunde, deren Werte nicht unterhalb der
Nachweisgrenze lagen, hatten Konzentrationen von bis zu 17,7 pg/ml (CLIFFORD et al. 2001).
In der vorliegenden Untersuchung lag ein Hund mit 12,4 pg/ml nur knapp oberhalb der
Nachweisgrenze. Dieser Hund wies von den 10 untersuchten Blutspendern die zweithochste
Leukozytenzahl und die dritthochste Thrombozytenzahl auf. Ein Zusammenhang zwischen
der hohen Thrombozytenzahl und dem hdchsten gemessenen VEGF-Wert ist moglich.
Aufgrund der nur geringgradigen Abweichung und weil es sich nur um einen einzigen Hund
handelte, ist dies jedoch spekulativ. Zudem wurde auch in anderen Studien eine Streuung der
Normalwerte bei Mensch und Hund festgestellt. In der Untersuchung, in der ein Hund als

einziger von 17 gesunden Hunden mit 17,7 pg/ml im Plasma eine messbare VEGF-
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Konzentration aufwies, konnte keine Korrelation zwischen VEGF-Wert und Héamatokrit,
Leukozyten- oder Thrombozytenzahl festgestellt werden (CLIFFORD et al. 2001).

In humanmedizinischen Studien wurde eine mogliche Korrelation zwischen
Thrombozytenzahl und zirkulierendem VEGF in Erwégung gezogen. Dabei scheint auch der
VEGF-Gehalt in den Thrombozyten zu variieren. In einer Untersuchung wird die mittlere
VEGF-Konzentration mit 0,56 pg/10° Thrombozyten bei Tumorpatienten im Vergleich zu 0,3
pg/10° Thrombozyten bei gesunden Probanden angegeben (WYNENDAELE et al. 1999). In
anderen Studien wurden 2,51 +/— 2,39 pg/10° Thrombozyten gemessen (GUNSILIUS et al.
2000) bzw. ein theoretischer Gehalt von 0,16 — 3,64 (Median 1,37) pg/10° Thrombozyten
errechnet, der desto hoher liegt, je mehr Interleukin-6 im Serum der Patienten vorhanden ist
(SALGADO et al. 1999). In einer anderen Untersuchung wurden 0,16 — 4,96 (Median 1,39)
pg/10° Thrombozyten ermittelt (VERMEULEN et al. 1999).

Eine Studie zeigte eine deutliche Korrelation der Thrombozytenzahl mit der Plasma-VEGF-
Konzentration, die bei Patienten mit hepatozelluldren Karzinomen, nicht jedoch bei Patienten
mit chronischer Hepatitis, Leberzirrhose und der gesunden Kontrollgruppe bestand (HyoDo et
al. 1998). Auch in anderen Untersuchungen bestand diese Korrelation, wenn maligne
Erkrankungen vorlagen (BANKS et al. 1998; O'BYRNE et al. 1999; SALGADO et al. 1999;
GEORGE et al. 2000).

Theoretisch wire hier auch eine abnahmebedingte Freisetzung von VEGF moglich, jedoch
wurde bei diesem Blutspender genauso vorgegangen wie bei den anderen. Auch eine
Akkumulation vor der Zentrifugation erscheint unwahrscheinlich, da diese bei allen Spendern
innerhalb von 20 Minuten nach der Abnahme erfolgte.

Durch die ermittelten VEGF-Werte konnten Studien bestdtigt werden, die zeigten, dass
gesunde Menschen im Durchschnitt eine hohere Plasma-Konzentration von VEGF aufweisen
als gesunde Hunde. Beim Hund liegt der Durchschnittswert des physiologisch zirkulierenden
VEGF bei <lpg/ml (CLIFFORD et al. 2001; WERGIN et al. 2004; KATO et al. 2007), beim
Menschen dagegen mit 0 — 38 (Hyopo et al. 1998), 17,7 +/- 5,4 (HYoDO et al. 1998), 0 — 42
(BANKS et al. 1998), Median 9,0 (GEORGE et al. 2000), 13 — 37 (BRUNNER et al. 1999) bzw.
17 — 38 (EDVARDSEN et al. 2001) pg/ml Plasma deutlich hoher.
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2. VEGEF in nicht-gefilterten Blutprodukten

Wiéhrend der Lagerung von Blut oder Blutkomponenten werden durch den Zerfall
verschiedener Zellen, in erster Linie Leukozyten und Thrombozyten, diverse bioaktive
Substanzen wie VEGF freigesetzt. Zudem findet durch Leukozyten auch die Produktion von
Zytokinen statt, die extrazelluldr kumulieren (FREWIN et al. 1984; STACK und SNYDER 1994;
STACK et al. 1995; EDVARDSEN et al. 1996; EDVARDSEN et al. 1998; REID et al. 1999).

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass wihrend der Lagerung caniner Ec-Konzentrate ein
Anstieg der VEGF-Konzentration im Plasma stattfindet wie es in der Humanmedizin
beschrieben wurde. Eine Untersuchung beschéftigte sich mit der VEGF-Konzentration in
verschiedenen humanmedizinischen Blutprodukten (BRUNNER et al. 1999). Zunichst wurde
der Gesamtgehalt an VEGF durch eine Messung nach vollstdndiger Zelllyse bestimmt, dann
die Konzentration im Verlauf der Lagerung. Ungefiltertes Blut in Salin-Adenin-Glukose-
Mannitol (SAGM), ungefiltertes Vollblut und nicht-gefiltertes Thrombozytenkonzentrat aus
dem Buffy coat (BC-PC) enthielten nach einem bestimmten Lagerungsintervall eine hohere
VEGF-Konzentration als vor Lagerungsbeginn. Die Messung der VEGF-Konzentration
erfolgte wie in der vorliegenden Untersuchung im Plasma nach Zentrifugation. Zusitzlich
fand eine Messung des Gesamtgehaltes an VEGF statt, indem die Zellen durch mehrere
Zyklen von Einfrieren und Auftauen vollstindig lysiert wurden. Dieser Schritt wére in der
vorliegenden Untersuchung ebenfalls interessant gewesen, um einen unterschiedlichen
Ausgangsgehalt in den Zellen der einzelnen Spender aufdecken zu konnen (ggf. in
Abhidngigkeit von der Leukozyten- oder Thrombozytenzahl).

Die Erhohung der VEGF-Konzentration in zellhaltigen Blutprodukten im Verlauf der
Lagerung ist vermutlich in erster Linie auf den Zerfall von Thrombozyten zuriickzufiihren.
Diese unterliegen wihrend der Lagerung in Blutkomponenten einem Apoptosemechanismus,
der dem von kernhaltigen Zellen vergleichbar ist (L1 et al. 2000) und zeigen einen
lagerungsbedingten Verlust der Membranintegritit sowie eine Aktivierung, die zur
Freisetzung der gespeicherten Substanzen fithrt (CHERNOFF und SNYDER 1992; REID et al.
1999). Zwar enthalten auch neutrophile Granulozyten hohe Konzentrationen an VEGF
(GAUDRY et al. 1997; BRUNNER et al. 1999), doch zeigte sich in Konserven, deren Buffy coat
entfernt worden war, eine stirkere Akkumulation von VEGF von Tag 0 nach der Préparation
bis Tag 3 als in Konserven, die eine Apheresetechnik durchliefen, obwohl der
Gesamtleukozytengehalt und der prozentuale Anteil an neutrophilen Granulozyten in diesen
Konserven hoher waren (EDVARDSEN et al. 2001). An Tag 5 und 7 bestanden signifikante

Unterschiede nur im Vergleich zu der Konzentration im Plasma der Spender. Es liegt die
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Vermutung nahe, dass der Anstieg der VEGF-Konzentration in den Konserven nach Buffy
coat-Entfernung auf die Zerstérung von Leukozyten, der weitere Anstieg im Verlauf der
Lagerung jedoch auf den der Thrombozyten zuriickgefiihrt werden kann.

Direkt nach der Auftrennung lagen alle VEGF-Werte in den nicht-gefilterten Ec-Konzentraten
und FFPs unterhalb der Nachweisgrenze, so dass davon auszugehen ist, dass die Zelllyse, die
wihrend der Bearbeitung des Vollblutes stattfinden konnte, unerheblich ist, ebenso wie eine
mogliche Zellzerstorung wihrend der Plamagewinnung aus dem Ec-Konzentrat durch
Zentrifugation. Ein weiterer Hinweis auf den Zellzerfall als Ursache fiir den Anstieg ist der
unterhalb der Nachweisgrenze gemessene VEGF-Wert in gelagerten FFPs, obwohl hier nur 2
Proben fiir die Messung zur Verfiigung standen.

In einer Studie wurde die VEGF-Konzentration in je 12 Einheiten verschiedener humaner
Blutprodukte nach 35tégiger Lagerung gemessen. In Vollblut stieg der Wert von 35,86 (21,0
- 49,94) pg/ml auf 126,9 (116,36 - 150,35) pg/ml, das Ergebnis bei thrombozytenreichem
Plasma war vergleichbar, die Untersuchung von leukozytenreichem Plasma,
erythrozytenreichem Plasma und zellfreiem Plasma ergab jedoch einen Abfall von median
35,86 pg/ml auf nichtmessbare Werte nach 15tigiger Lagerungsdauer (PATEL 2002).

Der stirkste Anstieg der VEGF-Konzentration in humanen Blutprodukten konnte in einer
Studie zwischen Tag 5 und Tag 21 gezeigt werden. Das Entnahmeschema sah Proben an Tag
0,2,5,9, 14, 21, 28 und 35 fiir das Salin-Adenin-Glukose-Mannitol-Blut und Vollblut vor
(BRUNNER et al. 1999). In der vorliegenden Untersuchung wurden Proben an Tag 0, 7, 14 und
21 genommen. Vier von 5 Proben lagen nach einer Woche Lagerungszeit oberhalb des
Referenzwertes, die fiinfte Probe wies lediglich nach 3 Wochen Lagerungszeit einen erhdhten
VEGF-Wert auf. Bei 2 der 4 nach einer Woche angestiegenen Proben stiegen die Werte
zwischen der 1. und 2. Woche weiter an und fielen zwischen der 2. und 3. Woche wieder
geringgradig ab. Diese Schwankungen sind wahrscheinlich zu vernachlédssigen. Die anderen
beiden Proben wiesen einen kontinuierlichen Anstieg der VEGF-Konzentration auf.

In einer humanmedizinischen Studie wurden bioaktive Substanzen in FFP untersucht
(HAMMER et al. 1997). Histamin, Eosinophil Cationic Protein (ECP), Eosinophil Protein X
(EPX) und Myeloperoxidase (MPO) zeigten in FFP signifikant hohere Werte als im Plasma
der entsprechenden Blutspender, wobei die Konzentrationen in gefilterten Konserven mit
denen der Blutspender vergleichbar waren. Die Konzentrationen an Histamin, ECP und MPO
lagen in FFP, welches eingefroren und wieder aufgetaut worden war, signifikant hoher als in
unbehandeltem FFP. Somit wurde gezeigt, dass bioaktive Substanzen in FFP vorkommen und

teilweise durch den Vorgang des Einfrierens und Auftauens akkumulieren. Wahrscheinlich
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erscheint den Autoren eine Freisetzung aus verbliebenen Leukozyten, da die
leukozytenreduzierten Einheiten geringere Konzentrationen aufwiesen. Moglicherweise ist
die Lagerungsdauer bei der Akkumulation von untergeordneter Bedeutung.

Die beiden FFP-Proben der vorliegenden Untersuchung zeigten keinen Anstieg der VEGF-
Konzentration nach 4 bzw. 6wochiger Lagerung, die Messungen lagen wie die

Ausgangswerte unter der Nachweisgrenze von 9 pg/ml.

3. VEGEF in gefilterten Blutprodukten

3.1. Leukozytenreduktion

In einer humanmedizinischen Studie wurde wie in der vorliegenden Untersuchung Vollblut
bei Raumtemperatur vor der Lagerung mittels eines Filters leukozytendepletiert (HAMMER et
al. 1997). Das Gesamtvolumen der 8 Einheiten wurde von 518 (507 — 521) ml/Konserve auf
489 (480 — 492) ml/Konserve reduziert, die Erythrozytenzahl blieb mit 1,97 (1,87 — 2,34) x
10" Zellen/Konserve vor Filtration und 1,88 (1,88 — 2,19) x 10" Zellen/Konserve nach
Filtration nahezu konstant. Die Leukozytenzahl dagegen sank signifikant von 2,5 (1,8 —3,2) x
10° Zellen/Konserve auf 24124-25x 10° Zellen/Konserve, ebenso die Thrombozytenzahl,
die vor Filtration 110 (80 — 146) x 10’ und nach Filtration 3 (1-4) x 10° Zellen/Konserve
betrug.

Die Leukozytenreduktion durch den Einsatz des routinemédBig in der Humanmedizin
verwendeten Filters (Sepacell RS-2000, Baxter, UnterschleiBheim) wurde bei caninen
Blutprodukten bereits durchgefiihrt (BROWNLEE et al. 2000).

In der vorliegenden Untersuchung wies eine Probe eine Leukozytenzahl von 200 Zellen/pl
auf, wihrend in den anderen 4 Proben nach der Filtration die Zellzahl unterhalb der
Nachweisgrenze lag. Die Erythrozytenwerte dagegen hielten sich in einem vergleichbaren
Bereich, wobei mehrere Proben nach der Filtration sogar hohere Zellzahlen aufwiesen. Bei
den Thrombozytenzahlen dagegen zeigten alle untersuchten Proben einen deutlichen Abfall
durch Filtration. Es handelt sich zwar um sehr kleine Zellen verglichen mit Erythrozyten und
Leukozyten, doch die Entfernung erfolgt bei den Filtern der 3. Generation nicht wie bei den
Vorgédngermodellen durch Poren, sondern nur untergeordnet iiber eine mechanische
Siebfunktion und vornehmlich durch die adhdsive Wirkung des Materials. Somit ist nicht die
GroBe der Zellen, sondern deren Ladung von Bedeutung. Da Thrombozyten mit den
zuriickgehaltenen Leukozyten interagieren, werden sie auf diese Weise indirekt durch
Adhésion zurlickgehalten (CALLAERTS et al. 1993; STENEKER et al. 1993; VAN DER MEER et
al. 1999).
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In der einzigen veterindrmedizinischen Studie zur Verwendung von Leukozytenfiltern bei
caninen Blutprodukten wurde 5 Hunden im Abstand von 8§ Wochen je 450 ml Vollblut
entnommen (BROWNLEE et al. 2000). Je eine Konserve wurde direkt im Anschluss an die
Entnahme gefiltert und je eine erst nach 4 Tagen Lagerung bei 4°C, um den Effekt der
Kiihlung auf die Effizienz der Filtration zu untersuchen. Bei dem Filtersystem handelte es
sich um den Filter der 3. Generation, der auch in der vorliegenden Studie verwendet wurde.
Die Dauer der Filterpassage betrug 7 min bei dem ungekiihlten und 15,6 min bei dem
gekiihlten Blut. Die Temperatur hatte keinen Einfluss auf den durchschnittlichen Blutverlust,
der bei ca. 52 ml lag. Die Zellzahlen vor und nach Filtration sind in Tabelle 22 dargestellt. Sie
unterscheiden sich nicht wesentlich von den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung,
interessant ist jedoch, dass der Grad der Leukozytenreduktion bei vorheriger Kiihlung des
Vollblutes effektiver ist. In ungekiihltem Blut erfolgte eine log;o-Reduktion fiir Leukozyten
und eine 2 logjo-Reduktion fiir Thrombozyten, wéahrend in gekiihltem Blut eine 4 logo-
Reduktion fiir Leukozyten und eine 2 logjo-Reduktion fiir Thrombozyten erreicht wurden.
Eine mogliche Erkldrung ist die erhohte Viskositidt des gekiihlten Blutes, die zwar die
Adhésion nicht beeinflusst, aber durch eine verlangsamte Fliessgeschwindigkeit die

mechanische Siebfunktion verstarkt (VAN DER MEER et al. 1999).

Tabelle 22 Zellzahlen vor und nach Filtration von gekiiltem und ungekiihltem Blut (Brownlee et al, 2000)

Leukozyten x |[Thrombozyten x | Himatokrit (%)
10%Konserve [10°/Konserve
Nicht gekiihlt Vor Filtration 3728 +/- 1734 120,8 +/- 40,6 37,0 +/-2,0
Nach Filtration | 326,3 +/- 136,5 6,17 +/- 2,79 37,5+/-2,0
Reduktion (%) 88,9 +/- 3,8 95,4 +/-3,3
Gekiihlt Vor Filtration 3368 +/ 378 109 +/- 23 41,6 +/- 2,6
Nach Filtration 0,16 +/- 0,12 3,80 +/- 1,48 41,9 +/-2,2
Reduktion (%) | 99,996 +/- 0,004 96,4 +/- 2,0
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In der vorliegenden Studie wurden, obwohl keine vorherige Kiihlung erfolgte, ebenfalls ein
Grossteil der Leukozyten und Thrombozyten entfernt (Tab. 16). Vier der 5 Proben zeigten
keine messbare Leukozytenzahl, die Thrombozyten waren um den Faktor 34 bis 293
reduziert, eine Probe wies keinen messbaren Wert auf. In einer humanmedizinischen
Untersuchung wurde die Filtration von Vollblut und bereits durch Zentrifugation gewonnene
Blutkomponenten im Hinblick auf Verlust an Leukozyten und Thrombozyten verglichen. Die
nach der Auftrennung gefilterten Blutprodukte zeigten ein signifikant kleineres
Gesamtvolumen, die Effektivitdt der Entfernung von Leukozyten und Thrombozyten war
jedoch gleich (RIGGERT et al. 1995).

In Bezug auf einige Vorteile des Filtereinsatzes wie Vorbeugung der Freisetzung von
bioaktiven Substanzen und Hypersensitivitdtsreaktionen ist der Verlust von Thrombozyten
durchaus erwiinscht. Soll dieser jedoch vermindert werden, steht zum Beispiel die
Apheresetechnik als leukozytenreduzierende Massnahme alternativ zur Filtration zur
Verfiigung (MOOG und MULLER 1999). Ausserdem existieren auch Filtersysteme, die zum
Beispiel fiir die Herstellung von Thrombozytenpraparaten geeignet sind und einen geringeren
Thrombozytenanteil zuriickhalten bei vergleichbarer Leukozytenreduktion (SWEENEY et al.
1995).

In der oben genannten veterindrmedizinischen Studie wurde ausser dem Volumenverlust und
den Zellzahlen die Lebensfdahigkeit der gefilterten Erythrozyten nach 35tigiger
Lagerungsdauer in vivo mittels Biotinylation untersucht (BROWNLEE et al. 2000). Weder der
Vitalititsindex (Posttransfusion viability, PTV), noch die ATP-Konzentration und der
Hiamoglobingehalt der gefilterten Ec-Konzentrate zeigten signifikante Abweichungen von
bereits ermittelten Werten von nicht-gefilterten gelagerten Ec-Konzentraten und {ibertrafen
die Mindestanforderungen der Food and Drug Association (FDA) (WALKER 1993).

In der vorliegenden Untersuchung konnte wie in der oben genannten Studie gezeigt werden,
dass die Leukozytenreduktion durch humanmedizinische Filter in der caninen

Transfusionsmedizin erfolgreich durchgefiihrt werden kann.

3.2. VEGF nach der Auftrennung in Ec-Konzentrat und FFP und im Verlauf der
Lagerung

Der Anstieg von VEGF in den ungefilterten Ec-Konzentraten konnte durch
Leukozytendepletion in den gefilterten Konserven verhindert werden. Keine Probe wies im

Verlauf der dreiwochigen Lagerung eine messbare VEGF-Konzentration auf.
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Eine humanmedizinische Untersuchung beschéftigte sich mit der VEGF-Konzentration in
verschiedenen Blutprodukten wie Vollblut (VB) gefiltert und ungefiltert, Blut in Salin-
Adenin-Glukose-Mannitol (SAGM) nach Entfernung des Buffy coats, thrombozytenreichem
Plasma (PRP) und Thrombozytenkonzentrat aus dem Buffy coat (BC-PC) (BRUNNER et al.
1999). Fiir die Bestimmung des Gesamtgehalts wurden Proben der jeweiligen Blutkonserve
verdiinnt und fiinfmal eingefroren und aufgetaut, um eine vollstindige Zellzerstérung zu
erreichen. Ungefiltertes VB und ungefiltertes SAGM-BIlut enthielt 141,9 (64,4-174,9) ng bzw.
25,3 (3,3-48,4) ng VEGF pro Konserve, nach Filtration lag die Konzentration unterhalb der
Nachweisgrenze. Gefiltertes und nicht gefiltertes PRP enthielt 29,2 (24,8-124,9) bzw. 28,7
(24,5-118,6) ng VEGF pro Konserve, nicht-gefiltertes BC-PC 127,2 (54,6-198,0)
ng/Konserve, nach Filtration 73,9 (50,4-128,4) ng pro Konserve. Die nicht-gefilterten
Blutprodukte zeigten nach 35tigiger (SAGM-BIlut und VB) bzw. 7tigiger Lagerungszeit (BC-
PC) eine deutliche Akkumulation der VEGF-Konzentration, die gefilterten Konserven wurden
jedoch nicht im Lagerungsverlauf untersucht. In einer anderen Studie betrug die VEGF-
Konzentration in leukozytenreduziertem Vollblut 25,06 (19,02 — 44,89) pg/ml vor der
Lagerung und 23,32 (17,44 — 28,8) pg/ml nach 5 Tagen, wéhrend in nicht-gefiltertem Vollblut
eine signifikante Akkumulation von VEGF stattfand (PATEL 2002).

Auch die vorliegende Untersuchung zeigt, dass eine mogliche Freisetzung von VEGF durch
die Aktivierung von Thrombozyten wihrend des Filtrationsprozesses nicht stattzufinden
scheint. Dieses deckt sich mit einer humanmedizinischen Studie, die eine relevante
Thrombozytenaktivierung durch Filtration ausschliesst (METCALFE et al. 1997).

Da schon bei den nicht-gefilterten FFPs kein Anstieg der VEGF-Konzentration messbar war,
war wie zu erwarten auch in den beiden gelagerten FFPs keine Akkumulation von VEGF
nachzuweisen. In einer humanmedizinischen Studie wurde zwar gezeigt, dass FFP
keineswegs azellulér ist und relevante Leukozytenzahlen aufweisen kann (WILLIS et al. 1998),
die eine Filtration rechtfertigen, jedoch scheinen diese zumindest beim Hund keine
Auswirkung auf die Freisetzung von VEGF wéhrend der Komponentenpriparation oder der
Lagerung zu haben.

Prinzipiell kann die Filtration vor der Lagerung oder wéhrend der Transfusion stattfinden.
Viele Autoren sprechen sich fiir die Leukozytendepletion vor der Lagerung aus, da so die
Freisetzung von Zytokinen aus Leukozyten verhindert wird (BORDIN et al. 1994a; MUYLLE
und PEETERMANS 1994; SPROGOE-JAKOBSEN et al. 1995; EDVARDSEN et al. 1996). Die
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bestitigen eine Verhinderung des VEGF-Anstiegs

in gelagerten Ec-Konzentraten durch Filtration vor der Lagerung.
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Die Filtration von Blutprodukten vor der Lagerung birgt durch die Verringerung diverser
unerwiinschter Transfusionsreaktionen, Infektionsiibertragungen, Virusreaktivierungen und
moglicherweise postoperativen Infektionen, Tumorrezidivraten und Verbrauch an
Thrombozytenprédparaten viele Vorteile (BRAND 1994b; BRAND 1994a; MILLER und MINTZ
1995; BLUMBERG und HEAL 1996; BLAJCHMAN 1999) (sieche Kap. 5.1.). In der
humanmedizinischen Transfusionspraxis rentieren sich die mit ca. 40€ pro Beutel
vergleichsweise hohen Kosten. Fiir die canine Transfusionsmedizin sind &hnliche Vorteile
der Leukozytendepletion denkbar, in der vorliegenden Untersuchung konnte die
lagerungsbedingte Akkumulation von VEGF in gelagerten Ec-Konzentraten verhindert
werden. Allerdings existieren kaum Daten zum Einsatz von Filtern und den Folgen, die durch
die Gabe von ungefilterten Blutprodukten entstehen sowie zur Auswirkung von
zitkulierendem VEGF beim Hund. Der routineméfige Einsatz in der veterindrmedizinischen
Praxis ist durch den hohen Aufwand, den Volumenverlust und nicht zuletzt die hohen Kosten

derzeit eher unwahrscheinlich.

4. Untersuchungen an Patienten

4.1. VEGF im Plasma transfundierter Patienten

Immunsuppression, ein erhdhtes Risiko fiir infektiose Komplikationen und ein verkiirztes
Intervall fiir Tumorrezidive sind bekannte adverse Effekte von Bluttransfusionen. Der
Mechanismus beruht wahrscheinlich auf dem Vorhandensein von bioaktiven Substanzen wie
VEGF, die wihrend der Lagerung von Blutkomponenten aus Thrombozyten und Leukozyten
freigesetzt werden und so das sensible Gleichgeweicht der Angiogenesefaktoren beeinflussen
(siche Kap. 4.3). Der immunmodulatorische Effekt sowie das Auftreten unerwiinschter
Nebeneffekte scheinen mit der Liange der Lagerungszeit der entsprechenden Blutkomponente
zu korrelieren (MYNSTER et al. 1998; ZALLEN et al. 1999; MYNSTER und NIELSEN 2000).

In einer humanmedizinischen Studie wurde ein Anstieg der VEGF-Konzentration
(durchschnittlich um 118 pg/ml) und der Abfall von Endostatin im Serum als Zeichen einer
Imbalanz angiogener Faktoren bei Empfangern von leukozytenreduzierten Ec-Préparaten 24
Stunden nach Ende der Transfusion festgestellt. Dieser Effekt zeigte sich bei 73% bzw. 70%
der transfundierten Patienten und war besonders deutlich, wenn 2 oder mehr Konserven
verabreicht worden waren. Zudem zeigte sich eine Steigerung der Angiogenese durch Zugabe
von gelagertem Blut in in vitro Assays. Die Konserven waren durchschnittlich 21 Tage alt.

Auch hier galten eine bekannte Tumorerkrankung und ein chirurgischer Eingriff weniger als
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24 Stunden vor Transfusion als Ausschlusskriterien (PATEL et al. 2004). Fiir den Hund
existieren bisher keine entsprechenden Daten.

Bei den vorliegenden Untersuchungen blieb ein solcher Anstieg der Plasmakonzentration von
VEGF aus, bei 2 der 5 Patienten fielen die Werte sogar ab. Da als einzige Ausschlusskriterien
festgelegt wurden, dass die Hunde niemals zuvor transfundiert worden waren und wéhrend
der Untersuchung nicht operiert wurden, stellte sich die Patientengruppe sehr heterogen dar,

so dass im Folgenden auf jeden Patienten einzeln eingegangen wird:

Patient 1 (Himoabdomen nach Autounfall)

Patient 1 zeigte mit 154,0 pg/ml einen sehr hohen Ausgangswert der VEGF-Konzentration.
Nach der Transfusion fielen die Werte kontinuierlich von 142,0 pg/ml direkt nach deren Ende
auf 74,4 pg/ml nach 6 Stunden iiber 67,2 pg/ml nach 12 Stunden auf 52,7 pg/ml nach 24
Stunden ab. Der hohe Ausgangswert kann mit der Freisetzung von VEGF durch das Trauma
bzw. durch die Koagulation erkldart werden, da aktivierte Thrombozyten VEGF im
abdominalen Blut freisetzen (WARTIOVAARA et al. 1998). Die folgenden Messungen wurden
somit wahrscheinlich durch die Transfusion nicht beeintrichtigt und ergaben sich aus der
Resorption bzw. dem Abbau des durch die Blutgerinnung und das vorausgegangene Trauma
freigesetzten VEGF, zumal die verabreichte Konserve lediglich einen Tag alt war und die
transfundierte Menge Ec-Konzentrat mit 8,4 ml/kg Korpergewicht vergleichsweise gering.
Patient 2 (sekundédre Immunh@molyse nach Schussverletzung)

Der Patient zeigte zu keinem Zeitpunkt eine messbare VEGF-Konzentration im Plasma. Das
Trauma sowie die durchgefiihrte Operation hétten durch verstiarkte Thrombozytenaktivierung
eine erhohte Ausgangskonzentration von VEGF im Plasma erklidren konnen. Zudem zeigte
der Patient hohe Leukozyten- (78,58 G/1) und Thrombozytenzahlen (485 G/1), die jedoch
ebenfalls keine Rolle gespielt zu haben scheinen.

Die verabreichte Konserve war eine Woche alt, und es wurden 7,5 ml/kg Korpergewicht Ec-
Konzentrat transfundiert, also ebenfalls eine relativ geringe Menge.

Patient 3 (V.a. sekunddre Immunhédmolyse nach Ketoazidose und Pyometra)

Bei diesem Patienten ergaben sich messbare VEGF—-Konzentrationen nach 6 Stunden (176,0
pg/ml) und nach 24 Stunden (74,4 pg/ml); die Werte vor Transfusion, direkt danach und 12
Stunden nach Ende der Transfusion lagen unterhalb der Nachweisgrenze.

Der Patient erhielt von allen untersuchten Hunden die dlteste Konserve (12 Tage) und die

groBBte Menge Ec-Konzentrat (15 ml/kg KG), so dass ein Anstieg der VEGF-Konzentration
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durch die Transfusion erkldrt werden konnte. Eine hohe Konzentration nach 6 Stunden deckt
sich auch mit den Ergebnissen einer anderen Untersuchung.

Da der 12 Stunden-Wert jedoch unterhalb der Nachweisgrenze lag, muss an eine
Verunreinigung gedacht werden, zumal der ELISA sehr sensitiv ist und auf kleinste Mengen
VEGEF reagiert (Herstellerangabe), die unter Umstdnden {iber den Speichel der Mitarbeiter,
die ohne Mundschutz arbeiteten, in die Probe gelangt sein konnte.

Andererseits wire auch ein Fehler bei der 12 Stunden-Messung denkbar.

Patient 4 (primire [HA)

Bei diesem Hund lagen alle erhobenen VEGF-Werte unterhalb der Nachweisgrenze.

Der Patient erhielt mit 11 Tagen Lagerungszeit nach Patient 2 das zweitilteste Ec-Konzentrat
und mit 10 ml/kg Korpergewicht eine durchschnittliche Menge, so dass ein Anstieg von
VEGF im Plasma denkbar gewesen wire.

Nach Ende der Transfusion erhielt der Patient einmalig ein Kortisonprdparat mit dem
Wirkstoff Prednisolon-21-hydrogensuccinat (SoluDecortin® 10 mg/kg, Merck Pharma
GmbH, Darmstadt) intravends, sowie vor der 24 Stunden-Messung 0,8 mg/kg KG
Prednisolon per os.

Es ist beschrieben, dass Kortison die Freisetzung von VEGF unterdriickt. Dazu gibt es eine
Studie im Kaninchenmodell zur Untersuchung von VEGF als Ursache fiir ein Versagen der
Blut-Retina-Schranke, welches durch die Gabe von Dexamethason verhindert werden konnte
(EDELMAN et al. 2005). In zwei anderen Untersuchungen an Zellkulturen wurde festgestellt,
dass der Stimulus durch den Platelet-activating factor (PAF) und verschiedene Isoformen des
Platelet-derived growth factor (PDGF) zur Transkription von VEGF durch die Anwesenheit
von Kortison, Hydrokortison, Dexamethason und Prednisolon in nanomolaren Mengen
verhindert wird (NAUCK et al. 1997; NAUCK et al. 1998). Somit ist die Kortisongabe
moglicherweise eine Erkldrung flir die niedrigen VEGF-Werte in der vorliegenden
Untersuchung.

Patient 5 (primére [HA)

Das verabreichte Ec-Konzentrat war lediglich 2 Tage gelagert worden, die transfundierte
Menge mit 11 ml/’kg KG durchschnittlich.

Alle untersuchten Proben dieses Hundes ergaben ebenfalls Werte unterhalb der
Nachweisgrenze.

Auch diesem Patienten wurden am Tag der Vorstellung einmalig etwa 10 mg/kg KG
Prednisolon-21-hydrogensuccinat (SoluDecortin®, Merck Pharma GmbH, Darmstadt) i.v.

verabreicht, sowie in den folgenden Tagen 2x tdglich 0,9 mg/kg Korpergewicht Prednisolon
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per os. Der Patient stand also zu Beginn der Probennahme bereits 2 Tage unter Kortison,
wodurch dhnlich wie bei Patient 4 eine mogliche Erklarung fiir den ausbleibenden Anstieg der
VEGF-Konzentration gegeben ist.

Insgesamt erscheint die untersuchte Patientengruppe zu heterogen und zu klein, um eine
Aussage liber VEGF bei transfundierten caninen Patienten treffen zu kénnen. Zudem waren
bei allen untersuchten Hunden die Lagerungszeit des Ec-Konzentrats sehr kurz und die
verabreichte Menge im Vergleich zu humanmedizinischen Patienten relativ gering. In der
oben genannten humanmedizinischen Studie erhielten die Patienten 2-4 (Median 2) Einheiten
eines SAGM (Saline, Adenin, Glukose, Mannitol)- Erythrozytenkonzentrates, die
Lagerungsdauer wird jedoch nicht erwéhnt (PATEL et al. 2004).

Interessant wiren  Untersuchungen {iber den Einfluss von Leukozyten- und

Thrombozytenzahlen sowie Therapeutika wie Kortison auf die Freisetzung von VEGF.

4.2. VEGF im Plasma von Patienten mit abdominaler Masse

Das Hédmangiosarkom (HAS) stellt einen hochmaligenen Tumor des Gefdfendothels dar. Es
kommt mit 2% aller Tumoren besonders haufig beim Hund vor und geht meist von der Milz
aus. Andere Lokalisationen stellen rechter Vorhof, Perikard, Leber, Muskulatur, Lunge, Haut,
Unterhaut, Knochen, Niere, ZNS, Peritoneum oder Maulhohle dar. Man geht davon aus, dass
zwei Drittel aller Milzmassen maligne sind und von denen wieder zwei Drittel HAS.
Besonders betroffen sind dltere Hunde mit einem medianen Alter von 9-10 Jahren und
Deutsche Schéferhunde (DSH), aber auch andere groBe Rassen wie Labrador Retriever
erscheinen iiberrepriasentiert (BERGMAN 2005).

In der vorliegenden Untersuchung wurden 8 Patienten ausgewihlt, die bei der
sonographischen Untersuchung des Abdomens eine Umfangsvermehrung in der Milz und bis
auf Patient 13 freie Fliissigkeit aufwiesen. Bei den 6 bestitigten HAS-Patienten handelte es
sich um 3 groBle Mischlinge (2 x DSH, 1 x Boxer), 2 mittelgroe Hunde (Terrier-Mischling,
Puli) und einen kleinen Hund (West Highland White Terrier). Das mediane Alter betrug 7,5
(6 — 13 Jahre). Somit sind zwar auch hier in erster Linie groe und dltere Hunde betroffen,
allerdings ist die Patientenzahl gering und die Auswahl der Hunde nicht reprisentativ.

In einer Studie wurden die VEGF-Konzentrationen im Plasma von Patienten mit HAS
untersucht (CLIFFORD et al. 2001). Bei den 16 Hunden waren 7 verschiedene grof3e Rassen
vertreten, davon 7 Mischlinge (1 x DSH, 1 x Labrador Retriever, 5 andere), 3 Golden
Retriever, 3 DSH, 1 Husky, 1 Labrador Retriever und eine Dénische Dogge. Das mediane
Alter betrug 10 (5-12) Jahre.
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In der vorliegenden Studie wurde von allen 6 Patienten ein Blutbild gemacht. Es ergab sich
ein medianer Hdmatokrit von 0,26 (0,32 - 0,49) 1/, 5 Patienten waren anidmisch. Bei
CLIFFORD et al. (2001) wurde bei 15/16 Patienten ein Blutbild erstellt. Der mediane
Héamatokrit lag bei 0,36 (0,20 - 0,57) I/l, 8 Hunde hatten eine Andmie. Die Thrombozytenzahl
wurde bei 12 Hunden bestimmt. Der mediane Wert betrug 44 (8,6 — 210) G/1, wihrend in der
vorliegenden Studie die Thrombozytenzahl bei 84,5 (12 — 218) G/1 lag. Ein Vergleich der
Werte ist aufgrund der geringen Fallzahl in der vorliegenden Studie und wegen der
unterschiedlichen Zellzéhlgerdte mit verschiedenen Referenzwerten nicht moglich. Bei der
Untersuchung auf VEGF lagen in der oben genannten Studie von 16 Hunden mit HAS 4
unterhalb des Referenzwertes, die mittlere Konzentration betrug 17,2 pg/ml mit einer Spanne
von <1 — 66,7 pg/ml. Es konnte keine Korrelation zwischen der VEGF-Konzentration und
dem Tumorstaging, dem Hadmatokrit, der Leukozyten- oder Thrombozytenzahl hergestellt
werden. Auch in der vorliegenden Studie lag die Plasma-Konzentration von VEGF bei 3/6
Hunden unterhalb der Nachweisgrenze. Die anderen 3 Patienten wiesen Werte von 33,4 (P6),
33,0 (P9) und 105,8 pg/ml (P11) auf. Auch hier konnte kein Zusammenhang zwischen den
Laborwerten hergestellt werden, jedoch eine Korrelation zum Tumorstaging, wobei eine
statistische Aussage wegen der geringen Patientenzahl nicht zu treffen ist. Auch die
Feststellung, dass die beiden Patienten mit einem rupturierten Himatom (P12) bzw. einer
noduldren Hyperplasie (P13), also benignen Erkrankungen, keine messbaren VEGF-Werte
aufwiesen, erscheint schliissig, aber aufgrund der geringen Fallzahl nicht représentativ. In der
Studie von CLIFFORD et al. 2001 betrug bei einem Cutoff-Wert von 1 pg/ml die Sensitivitdt
fiir die Entdeckung eines Hamangiosarkoms 76,5 %, die Spezifitit 94,1 %. Die Autoren
gaben als Begriindung fiir die relativ niedrigen VEGF-Werte eine mogliche Sensibilisierung
des Himangiosarkom-Gewebes gegeniiber niedrigen VEGF-Konzentrationen zu bedenken.
Auch dass VEGF 65 bei der Angiogenese in manchen Fillen nicht die Hauptrolle spielt,
sondern diese durch andere Wachstumsfaktoren oder lokal wirkende VEGF-Isoformen
gefordert wird, erscheint moglich (CLIFFORD et al. 2001).

Beim Menschen entspricht das Angiosarkom (AS) dem HAS des Hundes. In einer
Untersuchung wurde VEGF bei 2 AS-Patienten gemessen. Die Serum-Werte waren nicht
erhoht im Vergleich zu Gesunden, und das Tumor-Gewebe zeigte keine deutlichere VEGF-
Expression als benigne vaskuldre Lasionen oder hypervaskularisierte Tumoren (FUJIMOTO et
al. 1998).

Eine weitere veterindrmedizinische Studie beschéftigt sich mit der VEGF-Konzentration in

Korperhdhlenergiissen von 35 Hunden (CLIFFORD et al. 2002). Es wurden neoplastische und
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nicht-neoplastische Ergiisse von Perikard, Pleura und Peritoneum untersucht. In 37 von 38
untersuchten Ergussfliissigkeiten konnte VEGF nachgewiesen werden in einer medianen
Konzentration von 754 (18-3669) pg/ml. Perikardiale und pleurale Fliissigkeiten wiesen
signifikant hohere Werte auf als abdominale Ergilisse. Es gab keine Unterschiede zwischen
benignen und malignen Ergiissen und keine Korrelation zwischen VEGF-Werten und
Zellzahl, Proteingehalt oder Fliissigkeitsmenge. Von den 35 Patienten wurde bei 3 Patienten
mit einem perikardialen und 5 Patienten mit einem peritonealen Erguss ein Himangiosarkom
diagnostiziert. Diese Hunde wiesen einen medianen VEGF-Wert von 579 (18 — 3459) pg/ml
auf.

In einer anderen Studie zeigten 4 Hunde mit Himangiosarkom eine wesentlich hohere VEGF-
Konzentration im Erguss als im Plasma (KUHNEN et al. 2000).

Auch in der vorliegenden Studie wiesen 2 intraoperativ aus der Bauchhohle entnommene
Ergussproben wesentlich hohere VEGF-Konzentrationen als die zugehdrigen Plasmaproben
auf. So enthielt die Plasmaprobe von Patient 6 33,4 pg/ml und die abdominale Probe 1616,6
pg/ml, die Plasmaprobe von Patient 9 33,0 pg/ml und die abdominale 624,7 pg/ml.

Eine mogliche Erkldrung konnte das durch die Ruptur des Tumors freigesetzte intratumorale
VEGF oder das durch Mikrometatsasen produzierte VEGF sein. Hétte man vergleichbare
Proben von den Patienten mit benignen Milzmassen, wire noch eine Freisetzung aus den an
der Koagulation beteiligten Thrombozyten zu diskutieren.

Obwohl wenig iiber die Resorption von VEGF aus Ergiissen bekannt ist, sprechen diese und
andere Untersuchungsergebnisse dagegen, dass diese in groBem Male stattfindet
(HARLOZINSKA et al. 2004).

Insgesamt ldsst sich sagen, dass die vorliegenden Ergebnisse mit einer hoheren VEGEF-
Konzentration im Plasma von einigen aber nicht allen HAS-Patienten und einem hdheren
Wert in Ergiissen im Vergleich zum Plasma trotz der geringen Patientenzahl anderen Studien
entsprechen. Weitere Untersuchungen von Patienten mit malignen und benignen
Erkrankungen wiren jedoch wiinschenswert. So konnte eine Anpassung der Zuordnung von
Patient und Konserve vorgenommen werden, indem Patientengruppen mit hohen VEGF-
Konzentrationen im Plasma bzw. mit neoplastischen Erkrankungen gefilterte oder frische

Konserven erhalten.
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V. Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation hatte zum Ziel, einen Literaturiiberblick {iber
Transfusionsrisiken bei Mensch und Hund zu geben. Dabei wurde die Akkumulation von
Vascular endothelial growth factor (VEGF) in gelagerten Blutkonserven genauer betrachtet.
VEGEF ist einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren fiir Gefdfle und somit wichtig wihrend
Embryonalentwicklung und Wundheilung. Zudem erméglicht VEGF Tumoren den Anschluss
an das Gefdllsystem und erleichtert durch seine permeabilititssteigernde Wirkung die
metastatische Ausbreitung. Die Bildung von VEGF findet nicht nur in Endothel- und
Tumorzellen, sondern auch in Thrombozyten und Leukozyten statt. Da diese in
Blutkonserven zerfallen, stieg in humanmedizinischen Studien die VEGF-Konzentration in
gelagerten Blutprodukten wie Vollblut und thrombozytenreichem Plasma an. Durch den
Einsatz von Leukozytenfiltern vor der Lagerung kann diese Anreicherung vermindert werden.
Die Freisetzung von VEGF aus Tumorgewebe ist bei Hunden beschrieben, doch es gibt bisher
keine Daten zur Akkumulation von VEGF in Blutkonserven. Der Einsatz von
Leukozytenfiltern bei Vollblut vor der Auftrennung und Lagerung bei Hunden wurde bereits
beschrieben.

Ziel des experimentellen Teils der Dissertation war es, die Anreicherung von VEGF in
caninen Blutkonserven wihrend des Lagerungsverlaufs sowie den Einfluss von
Leukozytenfiltern zu untersuchen. Dazu wurden Plasmaproben von 10 caninen Blutspendern
entnommen und mittels eines humanen ELISA, der bereits fiir canines VEGF etabliert worden
war, untersucht. Die Proben wurden in Zitratplasmardhrchen gesammelt, die durch den Zusatz
von Theophyllin, Adenosin und Dipyridamin eine maximale Thrombozytenstabilitéit
gewihrleisteten. Fiinf der 10 Vollblut-Spenden wurden vor der Auftrennung in
Erythrozytenkonzentrat und frisch gefrorenes Plasma durch einen Filter der 3. Generation
(Sepacell RS-2000, Baxter, UnterschleiBheim) leukozytenreduziert. Direkt nach der
Auftrennung erfolgte die Probenentnahme aus Erythrozytenkonzentrat und frisch gefrorenem
Plasma, und in wochentlichem Abstand wurden Aliquoten der Erythrozytenkonzentrate
untersucht. Frisch gefrorene Plasma-Proben, von denen je 2 gefiltert und nicht-gefiltert
waren, wurden nach ca. 4 bzw. 6 Wochen untersucht.

Es gab keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Erythrozytenzahl zwischen gefilterten
und ungefilterten Konserven. Durch die Leukozytenfilter wurden jedoch sowohl Leukozyten

als auch Thrombozyten effektiv entfernt (Leukozytenzahl 0 — 0,2 G/I und Thrombozytenzahl
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0 — 10 G/I nach Filtration). Die VEGF-Konzentration lag im Plasma von 9 der 10 Blutspender
unterhalb der Nachweisgrenze von 9 pg/ml, in einer Plasmaprobe betrug die Konzentration

12 pg/ml. Der VEGF-Wert war < 9 pg/ml in allen Erythrozytenkonzentraten und frisch
gefrorenen Plasma-Konserven direkt nach der Auftrennung. Nach 1 Woche Lagerungszeit lag
die mediane VEGF-Konzentration der 5 ungefilterten Ec-Konzentrate bei 37 (0-139) pg/ml,
nach 2 Wochen bei 164 (0-333) pg/ml und nach 3 Wochen bei 110 (37-358) pg/ml. In den 5
gefilterten Erythrozytenkonzentraten und in allen gelagerten frisch gefrorenen Plasma-
Konserven blieb die VEGF-Konzentration wéihrend der gesamten Lagerungszeit unterhalb der
Nachweisgrenze.

In einem zweiten Teil der Arbeit erfolgte die VEGF-Messung im Plasma von 5
transfundierten Hunden, die niemals zuvor eine Transfusion erhalten hatten und wahrend des
Probenentnahmeintervalls nicht operiert wurden. Die Untersuchung wurde vor, direkt nach
und 6, 12 und 24 Stunden nach Ende der Transfusion durchgefiihrt. Die VEGF-Konzentration
von 3 der 5 Patienten lag zu jedem Zeitpunkt unterhalb der Nachweisgrenze. Bei einem Hund
fiel der VEGF-Wert von 154 pg/ml vor Transfusion auf 53 pg/ml 24 Stunden nach
Transfusion ab. Ein weiterer Hund zeigte nach 6 Stunden (176 pg/ml) und nach 24 Stunden
(74 pg/ml) messbare Werte. Die Patientengruppe war fiir ein aussagekriftiges Ergebnis
jedoch zu klein und zu heterogen.

Weiterhin wurde 8 Hémangiosarkom-verddchtigen Hunden mit rupturierter abdominaler
Masse in Milz (n=7) oder Leber (n=1) einmalig eine Plasmaprobe entnommen und untersucht.
Zwei Patienten, deren Milzmassen sich als benigne herausstellten, zeigten Werte <9 pg/ml,
ebenso wie 3 von 6 Patienten mit bestdtigtem Hamangiosarkom. Bei den anderen 3 Patienten
ergaben sich Werte zwischen 33 und 106 pg/ml, wobei 2 Aszitesproben wesentlich hohere
Werte (625 bzw. 1617 pg/ml) aufwiesen als die entsprechenden Plasmaproben.
Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Transfusionsmedizin ein wichtiger Bestandteil
der Human- sowie der Veterindrmedizin ist. Viele Risiken konnen durch sorgfaltige Abnahme
und Herstellung, einen verantwortungsvollen Umgang mit Blutprodukten und die
Weiterentwicklung des Zubehérs minimiert werden. Leukozytenfilter werden in der
Humanmedizin routineméBig verwendet. Sie sind geeignet, auch in caninen Blutprodukten die
Freisetzung von VEGF wéhrend der Lagerung zu verhindern. Die im Vergleich zu den
iiblichen Mehrbeutelsystemen hohen Kosten konnten jedoch die routinemifBige Anwendung
in der Veterindrmedizin limitieren. Allerdings sollte die Verwendung leukozytenreduzierter

oder frischer Erythrozytenkonzentrate aufgrund des VEGF-Anstiegs bei der Transfusion von
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Hunden mit Himangiosarkom oder anderen Tumorerkrankungen in Erwdgung gezogen

werden.
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VI. Summary
Transfusion risks in humans and dogs focussing on vascular endothelial growth factor

(VEGF) in blood products

The objectives of this study were to review the literature of transfusion risks in humans and
dogs, and to determine the accumulation of vascular endothelial growth factor (VEGF) in
stored blood products. VEGF is one of the most potent factors involved in angiogenesis and
essential for embryonic development and wound healing. It is also secreted from different
tumor cells, thereby promoting tumor angiogenesis and metastatic spread. VEGF is not only
produced in endothelial and tumor cells but also in platelets and white blood cells. In stored
human blood products such as whole blood and platelet-rich plasma the VEGF concentration
increases due to the disintegration of these blood cells. This accumulation can be reduced by
prestorage leukoreduction of blood products. The secretion of VEGF from tumor tissue has
been reported in dogs; but there are no publications describing its accumulation in canine
blood products. The use of a prestorage leukoreduction filter in dogs has been reported
recently.

The goal of this study was to evaluate the accumulation of VEGF in filtered and non-filtered
canine blood products during storage as well as to evaluate the impact of leukocyte filters.
VEGF measurements were performed using a human ELISA which has been evaluated for the
detection of canine VEGF recently. VEGF was determined in plasma samples of 10 canine
blood donors before donation. Samples were collected in tubes containing sodium citrate,
theophyllin, adenosine and dipyridamine allowing maximal platelet stabilisation. Five of the
10 whole blood units were leukocyte-reduced with a 3" generation filter (Sepacell RS-2000,
Baxter, UnterschleiBheim) before separation into packed red blood cell units and fresh frozen
plasma. Packed red blood cell and plasma samples were taken immediately after separation;
further aliquots of the packed red blood cell units were examined at weekly intervals. Fresh
frozen plasma samples of 2 filtered and 2 non-filtered units were examined after storage for 4
to 6 weeks.

There was no significant difference regarding the red blood cell counts between filtered and
non-filtered units. However the leukoreduction filter effectively removed white blood cells
and platelets (WBC count 0 — 0.2 G/1 and platelet count 0 — 10 G/I after filtration). The VEGF
concentration was below the detection limit of 9 pg/ml in plasma samples of 9 of the 10 blood
donors. The VEGF concentration in one dog was 12 pg/ml. VEGF concentration was < 9

pg/ml in all pRBC and FFP units immediately after separation. The median VEGF

124



concentration in the 5 non-filtered packed red blood cell units was 37 (0 — 139) pg/ml after 1
week, 164 (0 —333) pg/ml after 2 weeks and 110 (37 — 358) pg/ml after 3 weeks. During the
entire storage time the 5 filtered packed red blood cell units and all fresh frozen plasma units
had VEGF concentrations below the detection limit.

Furthermore, plasma VEGF of 5 transfused patients were taken. The patients were not
transfused previously and there was no surgery performed during the time of sample
collection. The samples were examined before transfusion, immediately and 6, 12 and 24
hours after the transfusion. The VEGF concentration of 3 of the 5 dogs was below the
detection limit at all time points. In one patient the concentration of VEGF decreased from
154 pg/ml before transfusion to 53 pg/ml 24 hours after transfusion. Another dog had
messurable VEGF concentrations after 6 hours (176 pg/ml) and after 24 hours (74 pg/ml).
One of the disadvantages of this study was the small and heterogenous study population.
Furthermore 8 single plasma samples of dogs with a suspected hemangiosarcoma and
abdominal bleeding from spleen (n=7) or liver (n=1) were taken and examined. Two dogs
with benign tumors and 3 of 6 patients with verified hemangiosarcoma had concentrations < 9
pg/ml. The concentration of the other 3 hemangiosarcoma patients ranged from 33 to 106
pg/ml; 2 samples of abdominal blood showed much higher contents (625 and 1617 pg/ml
respectively) than the corresponding plasma samples.

In conclusion transfusion medicine is an important part in human medicine and veterinary
practice. Many risk factors may be limited by a responsible use of blood products and
development of fittings. Leukocyte-reduction filters are routinely used in human medicine. Its
use is effective in preventing the release of VEGF during the storage of canine blood
products. The higher costs of leukoreduction filters compared to standard multiple pack
systems might reduce its routine use in veterinary practice. However the use of leukoreduced
or fresh red blood cell products should be considered when transfusing dogs with

hemangiosarcoma or other tumors.
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