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Einleitung 7

1 Einleitung

Unter der Vielzahl von Faktoren und physiol ogischen Prozessen, die den Stillstand
einer Blutung herbeifihren nehmen die Thrombozyten eine zentrale Rolle ein.
Ausgel 6st durch die Verletzung eines Gefal3es oder Veranderungen am
GeféaRendothel kommt es zur Adhasion von Thrombozyten an subendotheliale
Komponenten der Gefalwand (insbesondere Kollagen). Der thrombozytére
Glykoproteinkomplex (GP) 1b-V-1X ist dabei der wichtigste Adhasionsrezeptor fir
den von-Willebrand-Faktor, der eine molekulare Briicke zwischen den
Geféarkomponenten und dem GP 1b-V-1X bildet. Unmittelbar nach der Adhasion
folgt die Aktivierung der Thrombozyten. Initiiert durch enzymatische Hydrolyse von
M embranphaospholipiden kommt es zur Erhdéhung der Kal ziumionenkonzentration.
Damit ist die Voraussetzung fur die weitere Aktivierung der Thrombozyten
geschaffen. Dieser Prozess besteht im Wesentlichen aus drei einander bedingenden
und teilweise parallel ablaufenden Ereignissen: Sekretion, Formveranderung und
Aggregation. Der erhthte zytoplasmatische Spiegel von freiem Kalzium ermdglicht
mittels Polymerisation von Aktin und Myosin die Formation eines kontraktilen Gels.
Morphologisches Korrelat dieser Vorgange ist der Formwandel ,,shape change™ der
Thrombozyten unter Ausbildung von Pseudopodien. Diese Formveranderung bewirkt
eine Zusammenlagerung von zentralen Zellorganellen und unterstiitzt die Ausbildung
von Membrankontakten, so dass es zur Fusion der Speichergranula mit dem ,,open
canalicular system* (OCS) kommt und Inhaltsstoffe der

Thrombozytenspei chergranula sezerniert werden kénnen. Diese Inhaltsstoffe sind
vasokonstriktorische Faktoren (Serotonin, PDGF), aggregationsfordernde Faktoren
(ADP, Fibrinogen, Thrombospodin), inflammatorische Proteine, Wachstumsfaktoren
(PDGF, Transforming Growth Factor 3 (TGFI3), Fibroblast Growth Factor (FGF)),
Immunglobuline und adhéasive Proteine (Fibronektin, von Willebrandfaktor) (Klinger
1996; Eller 2000). AulRerdem werden Komponenten des Gerinnungsystems
sezerniert (Fibrinogen, Faktor V, VII1), sowie Thromboxan A, und Platel et
Activating Factor (PAF). Das Verschmelzen der Granulamembranen mit dem OCS
hat auch zur Folge, dass sich die Glykoproteinzusammensetzung der
Thrombozytenmembran &ndert und unter anderem das GP I1b/Il1a vermehrt
exprimiert wird (Chernoff et al. 1992; Miller-Berghaus 1998). Bei aktivierten
Thrombozyten kommt es zur intramol ekularen Konformationsanderung des
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GPIIb/Il1a, so dass seine Bindungstelle fir die Adhésivproteine Fibrinogen, das al's
Ligand die bedeutendste Rolle einnimmt, Fibronektin, Vitronektin und von
Willebrandfaktor zuganglich wird (Sims et al. 1991). Die Bindung dieser Liganden
an den I1b/l11a Rezeptor ermdglicht die Interaktion zwischen Thrombozyten und eine
Blutstillung durch die Bildung eines zunéachst noch relativ instabilen
Thrombozytenaggregates (Harbrecht 1998). Dieser bisher beschriebene Prozess wird
als priméare Hamostase bezeichnet.

Abbildung 1-1: Schematisch dargestellte primére Hamostase nach (Mutschler et al. 2001)

ADP, Fg,

Serotonin,
PAF, Ca",
vWEF, etc.
=

Thrombozyt

Fibrinogen Entleerung

der Granula

Endothel

) i 1

Subendothel Endotheldefekt

( §

Legende: VWF = von-Willebrand-Faktor, Fg = Fibrinogen

Das zunéachst entstandene Thrombozytenaggregat ist jedoch instabil und bedarf fir
eine dauerhafte Blutstillung einer Konsolidierung. Dieser Prozess wird als sekundére
Hamostase bezeichnet und gilt als die eigentliche Blutgerinnung (plasmatische
Gerinnung). Er fuhrt zur Ausbildung eines festen Fibrinnetzes, in das Erythrozyten
und Thrombozyten eingebettet sind.

Nach Morawitz unterscheidet man drei Phasen der plasmatischen Gerinnung:
Aktivierungsphase, Koagulationsphase und Retraktionsphase. Im Mittel punkt der
Aktivierungsphase steht die Aktivierung des Faktor X. Diese erfolgt durch ein
kaskadenartig ablaufendes Gerinnungssystem, das aus didaktischen und historischen
Grunden in das extrinsische und das intrinsische System unterteilt wird. Mit der
Bildung des aktivierten Faktors X (Xa) minden beide Systeme in eine gemeinsame
Endstrecke, die Uber die kalziumabhéangige Aktivierung des Faktors X die
Thrombinentstehung bewirkt. Thrombin kann dann Fibrinogen zu Fibrin spalten. Die
Bildung und Polymerisierung dieser Fibrinmonomere wird als K oagulationsphase
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bezeichnet. Induziert durch den Faktor X111 erfolgt dann die Quervernetzung und
Stabilisierung des Fibringerinnsels. Dieses, nun unlésliche Fibrinpolymer stabilisiert
den Thrombozytenthrombus und wird mittels GP I1b/I11a und Fibronektin mit den
Thrombozyten und dem umgebenden Gewebe verankert. Nach Bildung des fertigen
Thrombus ziehen sich die Wundrénder zusammen und pressen im Rahmen der
Retraktionsphase Serum heraus.

Die Thrombozyten nehmen innerhalb der Hamostase eine zentrale Rolle ein, dasie
nicht nur durch Adhasion und Aggregation zum priméaren Wundverschluss fuhren,
sondern auch die Reaktionsoberflache fur die plasmatischen Gerinnungsprozesse
liefern. Die Aktivierung der ruhenden Thrombozyten resultiert in gravierenden
Veranderungen wie Formenwandel, Sekretion prokoagulatorischer Substanzen und
insbesondere der Bereitstellung der Reaktionsoberflache fur den Ablauf der
plasmatischen Gerinnung. Negativ geladene Phospholipide der
Thrombozytenmembran werden dabei im Rahmen der Aktivierung auf der
Thrombozytenoberflache exprimiert und sind Bestandteil sowohl des Faktor X
aktivierenden (Tenase), a's auch des Thrombin aktivierenden (Prothrombinase)
Komplexes. Diese zentrale und aktive Rolle der Thrombozyten innerhalb der
Héamostase wird vor allem bei Thrombozytenpenien oder Thrombozytopathien, die
zu |ebensbedrohlichen Blutungen fuhren kénnen deutlich. Daher ist die
Thrombozytentransfusion unverzichtbarer Therapiebestandteil bei vielen
Erkrankungen, die mit Thrombozytopenien einhergehen. Dies gilt insbesondere fir
intensive zytostatische Behandlungen mit transienter Knochenmarksinsuffizienz
(z.B. bei Stammzelltransplantation), bei DIC und bel Massivtransfusion (Machin et
al. 1995; Kubanek 1999; Bundesarztekammer 2004).

1.1 Herstellung von Thrombozytenkonzentraten

Die Herstellung von Thrombozytenkonzentraten (TK) erfolgt entweder aus
Vollblutspenden oder durch Thrombozytapherese. Bel der Gewinnung von TK aus
Vollblutspenden werden jeweils 450 bzw. 500 ml Blut in 63 ml bzw. 70 ml CPD-
oder CPDA-1-Stabilisatorl6sung aufgenommen. Durch eine erste Zentrifugation wird
dann das Vollblut in zellulére Bestandteile und Plasma aufgetrennt. Das dabei
entstehende Erythrozytenkonzentrat und das Plasma werden in L agerungsbeutel
Ubergeleitet und abgetrennt. Im Ursprungsbeutel verbleibt der so genannte Buffy
Coat (ca. 80 ml). Dieser enthdlt fast alle Leukozyten und Thrombozyten des
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Vollblutes, sowie Erythrozyten und Plasma. Durch erneute Zentrifugation dieses
leukozyten- und thrombozytenhaltigen Buffy Coats wird nun das
thrombozytenreiche Plasma (Thrombozytenkonzentrat) von den im Beutel
verbleibenden Erythrozyten und L eukozyten abgetrennt. In der Regel werden die
Thrombozyten aus 4 bis 6 blutgruppengleichen Einzel spenden zu einem Pool-TK
zusammengefiihrt. Ein gepooltes TK enthalt in der Regel 240 bis 360 x 10°
Thrombozyten, die in 200 bis 300 ml Plasma oder einer Plasmaersatzl sung
suspendiert sind. Der Leukozytengehalt dieser Thrombozytenkonzentrate liegt
unterhalb von 1 x 10°pro TK.

Durch die Verwendung von speziellen Zellseparatoren kdnnen
Thrombozytenkonzentrate mit mehr als 200 x 10° Thrombozyten auch von einzelnen
Blutspendern gewonnen werden. Bel dieser Technik wird das Blut des Spenders
bereits bei der Spende aufgetrennt und das thrombozytenreiche Plasmain einem
Beutel gesammelt. Alle nicht benétigten Bestandteile des Blutes werden dem
Spender unverziglich noch wahrend der Apheresespende wieder retransfundiert. Mit
diesem Verfahren kénnen von einem einzelnen Spender grof3ere Mengen an
Thrombozyten gewonnen werden. Die Gewinnung dieser
Thrombozytapheresekonzentrate erfolgt unter Verwendung des Stabilisators ACD.
Die Thrombozytapheresekonzentrate von einem Einzelspender enthalten in der Regel
200 bis 400 x 10° Thrombozyten in etwa 200 bis 300 ml Plasma. Auch diese
Praparate enthalten weniger als 1x 10° Leukozyten (Miiller-Eckhardt 1998).

1.2 Beeinflussung der Thrombozytenkonzentratqualitat

Durch die Gewinnung und wahrend der Lagerung von Thrombozytenkonzentraten
werden die Thrombozyten physikalischen (z.B. Zentrifugationskrafte, Scherkrafte)
und chemischen (z.B. Ansauerung durch Citratbeimengung) Reizen ausgesetzt.
Dadurch kann es zur Aktivierung von Thrombozyten sowie zu strukturellen und
chemischen Veranderungen in den Thrombozyten kommen. Diese Aktivierung der
Thrombozyten kann zu einer Abnahme der Thrombozytenfunktion und der in vivo
Uberlebensdauer nach Transfusion fiihren und damit den Transfusionserfolg
schmélern (Schiffer et al. 1986; Fijnheer et al. 1990; Rinder et al. 1991). Die
Betrachtung der Glykoproteinzusammensetzung der Thrombozytenmembran
wahrend der Herstellungs- und Lagerungszeit der Préparate sowie die Beobachtung
der Ultrastruktur der Thrombozyten und der metabolischen Parameter im TK erklart
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diese, unter den Begriff ,,platelet storage lesion™ (Lagerungsschaden)
zusammengefassten, Verdnderungen im TK (Bode 1990; Chalandon et al. 1999). Der
Lagerungsschaden im TK ist ein multifunktionaler Prozess. Er basiert auf
Aktivierung, metabolischen Veranderungen und der physiologischen Seneszenz der
Thrombozyten (Klinger 1996).

Als mal3gebliche Voraussetzung fir die gute Funktion der Thrombozyten im TK und
auch damit nach der Transfusion wird deren Ausgangssituation und eine ungestorte
Funktionsfahigkeit der Thrombozyten im Spenderblut angesehen (Jilma-Stohlawetz
et al. 2001). Paglieroni et a. vertffentlichten jedoch im Jahr 2004, dass 38% der
Vollblutspenden, aus einer Gruppe von freiwilligen, qualifizierten Vollblutspendern,
abnorme Werte in Thrombozytenfunktionstests und/ oder einen verénderten
Thrombozytenaktivationszustand aufweisen (Paglieroni et al. 2004). Die Liste der
fur diese Verédnderungen in Frage kommenden Ursachen ist umfangreich.

Flavinoid reiche Kost wie Rotwein, Grapefruitsaft, griiner Tee und einige
Schokoladen- und Kakaosorten kénnen die Thrombozytenfunktion voribergehend
behindern (Rein et al. 2000; Kang et al. 2001; Pearson et al. 2002). Dieser Zustand
wird a's Aspirin-like-Effekt bezeichnet. Fettreiche Kost, Rauchen oder die

Sichel zellanamie hingegen setzten den Aktivierungszustand der Thrombozyten
herauf (Nair et al. 2001; Hyson et al. 2002).

Eine besondere Rolle spielt in diesem Zusammenhang die Einnahme von

M edikamenten, welche die Thrombozytenfunktion beeinflussen. Dies betrifft
insbesondere die Einnahme von Aspirin® (ASS, Acetylsalicylsaure), welche von
vielen Blutspendern im Rahmen der Spenderuntersuchung vor Spende nicht richtig
angegeben wird (Paglieroni et al. 2004). Von Sharon et al. vorgelegte Daten
beziffern bei zirka 6% der Blutspender eine vorausgegangenen ASS-Einnahmeim
Sinne einer Schmerztabl ette, die trotz sorgfaltiger Anamnese und

Aufklarungsgesprach von den Spendern nicht angegeben wird (Sharon et al. 1980).
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1.3 Acetylsalicylsiure (ASS, Aspirin®)

1.3.1 Indikation

ASSist das weltweit meist genutzte Schmerzmittel (Hein et al. 1998). Neben der
anal getischen, antipyretischen und antiphlogistischen Wirkungen besitzt ASS auch
thrombobzytenaggregationshemmende Eigenschaften und wird deshalb auch als
Thrombozytenaggregationshemmer eingesetzt. Gesicherte Indikationen zur
Anwendung des Wirkstoffes als Thrombozytenaggregationshemmer sind z.B.
instabile Angina pectoris, akuter Myokardinfarkt, PTCA, Stentimplantation,
Sekundarprophylaxe der KHK, Sekundéarprophylaxe und Rezidivprophylaxe einer
zerebralen Ischamie (Karow et al. 2004).

1.3.2 Wirkungsweise

1.3.2.1 DieWirkung von ASS auf die Cyclooxygenase 1

Die in Thrombozyten und in Endothel zellen enthaltende Cyclooxygenase 1

(COX 1) fuhrt zur Entstehung von zyklischen Endoperoxiden, einer Vorstufe, aus der
im Thrombozyten Thromboxane und in der Endothel zelle Prostaglandine entstehen.
ASS greift in diesen Prozess ein, in dem es den Serinrest in der Position 530 der
COX 1 alkyliert und damit die Synthese von Thromboxanen sowie Prostaglandinen
inaktiviert. Im Gegensatz zur Endothel zelle besitzt der reife Thrombozyt jedoch
keinen Zellkern, kann die einmal durch ASS inhibierte Cyclooxygenase nicht
nachsynthetisieren und es unterbleibt die Thromboxansynthese Uiber seine gesamte,
verbleibende L ebensdauer (Harbrecht 1998; Mutschler et al. 2001).
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Abbildung 1-2: Eingreifen von ASSin die Synthese von Thromboxanen und Prostaglandinen
nach (Mller-Berghaus 1998)

Membran-
Phospholipide

Phospholipase C
Phospholipase A, Dlacylglycerol
DG-Lipase

Arachldonsaure |

\/
(ass)

Cyclooxygenase
(Thrombozyten und
Endothelzellen)

Lipoxygenase
(Leukozyten)

PGG, 5-HPETE
PGH, LTA,
Prostacyclinsynthetase Thromboxansynthetase
(Endothelzellen) / \ (Thrombozyt) / \
PGI, TXA, LTB, LTC,
l l LTD,
LTE,
6-Keto-PGF, TXB,
Prostaglandine Thromboxane Leukotriene

Die Abbildung stellt schematisch die Bildung von Prostaglandinen, Thromboxanen und Leukotrienen
ausihren Vorstufen dar. Die Einnahme von ASSfihrt zu Hemmung der Cyclooxygenase, die in den
kernlosen Thrombozyten nicht nachsynthetisiert werden kann. DG=Diacylglycerin; PGlI,
=Prostacyclin; PGG, =Hydroperoxyendoperoxid; PGH, = Endoperoxid; TXA, TXB =Thromboxane;
LTA, = Epoxid; LTC,4, LTD,, LTE, = Cysteinyl-Leukotriene; LTB, = cysteinylfreie Peptoleukotrien;
HPETE = Hydroxy-Peroxy-Eicosatetransauren

1.3.2.2 Thromboxan

Thromboxan gilt al's einer der stérksten Thrombozytenagonisten. Die Entstehung von
Thromboxan und dessen Bindung an seinen G-Protein-gekoppelten-Rezeptor bewirkt
einen Anstieg des zytoplasmatischen Kalziums, Proteinphosphorylierung,
Phosphoinositidhydrolyse, ,,Shape Chance, Sekretion und Aggregation der
Thrombozyten. Das im Thrombozyten gebildete Thromboxan A, (TXA2) vermag die
Thrombozytenmembran zu passieren und andere Thrombozyten zu aktiveren

(Harbrecht 1998). Schwachere Thrombozytenagonisten wie Epinephrin, ADP,
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Kollagen und PFA aber auch potente Agonisten wie Thrombin aktivieren die
Phospholipase A,. Damit kann Arachidonsdure freigesetzt werden und die Synthese
von Thromboxan fortgefiihrt werden (Rao et al. 1993). Dies verdeutlicht die zentrale
Rolle die Thromboxan in der Funktion der Thrombozyten spielt.

Grundsétzlich kénnen jedoch auch andere Thrombozytenagonisten, wie zum Beispiel
Thrombin in entsprechend hoher Dosis eine Thrombozytenstiumlierung und
Aggregation bewirken (Muller et al. 1997). Epinephrin vermag gelagerte, durch

M edikamente geschadigte Thrombozyten zu stimulieren, so dass diese ihre
Reaktionsweise auf andere Agonisten wiedererlangen (Rao et al. 1985). ASS gilt als
schwacher Antagonist am Thrombozyten. Klinisch verdeutlicht wird in einer Studie
von Ardekian et al. die belegten, dass eine Niedrig-Dosis Therapie mit Aspirin vor
einem oralchirugischen Eingriff nicht abzusetzen ist, da die lokal wirkende
Hamostase so suffizient arbeitet, dass sie die Blutung kontrolliert (Ardekian et al.
2000).

1.4 Fragestellung

Unter der Pramisse, dass Thrombozytenspender keine eingeschrénkte
Thrombozytenfunktion aufweisen sollen, werden Spender nach der Einnahme von

M edikamenten befragt und von der Thrombozytenspende ausgeschlossen, wenn sie
in den Tagen vor der Spende z.B. ASS eingenommen haben (Bundesarztekammer
2004). Trotz sorgfaltiger Anamnese und Aufkl&rungsgesprach ist jedoch bel zirka
6% der Blutspender mit einer vorausgegangenen ASS-Einnahme (als Schmerzmittel)
zu rechnen, ohne dass dies bei der Spenderbefragung berichtet wird (Sharon et al.
1980). Systematische Arbeiten, die untersuchen, ob es durch die ASS-Einnahme von
Thrombozytenspendern zu einer relevanten Beeintréchtigung der klinischen
Wirksamkeit der Thrombozytentransfusion kommt, gibt es bisher nicht.
Andererseits liegen Arbeiten aus der Aortokoronaren Venenbypass-Chirugie vor, in
denen partielle Inhibition der Thrombozytenfunktion mittels Ticlopidin Uberleben
und Funktion der Thrombozyten nach der Operation verbesserte und zu weniger
postoperativen Blutungen und einem geringeren Bedarf an Blutprodukten fiihrte
(Hiramatsu et al. 1997; Bizzarri et al. 2001).

Esist vorstellbar, dass die partielle Thrombozyteninaktivierung mit dem COX-
Hemmer ASS auch bei der Herstellung und Lagerung von
Thrombozytenkonzentraten zu solch einem positiven Effekt fuhrt, wenn diese
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wahrend der Herstellung und Lagerung nicht so sensibel auf aktivierende Reize
reagieren und damit Lagerungsschéden in geringerem Mal3e ausgebildet werden. Es
stellt sich die Frage, ob die Einnahme von ASS zu einer Verringerung der

L agerungsschéaden bei Thrombozyten fihrt und die Thrombozyten im Laufe der
Lagerung nicht sogar eine besser konservierte Funktion aufweisen, oder ob sich die
seit Jahrzehnten allgemein bestehende M einung bewahrheitet, dass durch ASS
geschadigte Thrombozyten auch in Thrombozytenkonzentraten so deutliche
Funktionseinbuf3en aufweisen, dass der Ausschluss von Spendern nach ASS-
Einnahme gerechtfertigt ist. In dem Bewusstsein, dass die Transfusion von intakten
und interaktionsfahigen Thrombozytenkonzentraten in vielen Fallen ein notwendiger,
|ebensrettender Therapiebestandteil ist, stellt sich die wichtige Aufgabe eine Aussage
Uber die Auswirkungen von ASS auf die Thrombozyten im Thrombozytenkonzentrat
zu treffen, die die Herstellung sowie die 5-téagige Lagerungszeit umfasst.

Mit der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden ob die Einnahme von ASSin
einer Dosierung wie sie Ublicherweise in Schmerztabl etten verwendet wird, zu einer
messbaren Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion in
Thrombozytenkonzentraten fuhrt oder ob nicht sogar ein protektiver Effekt resultiert,
welcher dazu beitragt L agerungsschaden im Thrombozytenkonzentrat vorzubeugen

und/ oder diese zu verringern.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Die Studie wurde von der Ethikkommission des Klinikums der Philipps-Universitét
beurteilt und positiv beschieden. Die Spender wurden vor Beginn der Studie
ordnungsgemal’ aufgeklart und unterschrieben eine Einwilligungserklérung. In einem
gepaarten Studienansatz wurden bei 10 gesunden, freiwilligen Blutspendern jeweils
zwel Thrombozytapheresen durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Apheresen fand
unter fast identischen Separationsbedingungen (Uhrzeit, Maschine, Set,
Separationsparameter) statt. Jeweils eine der beiden Apheresen erfolgte nachdem der
Spender am V orabend 500 mg ASS eingenommen hatte, die andere Apherese
erfolgte ohne vorherige ASS-Einnahme. Die Reihenfolge dieser Spenden wurde von
der Studienleitung nach dem Zufallsprinzip festgelegt. Der Untersuchende wusste
nicht, ob der Spender zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt ASS eingenommen
hatte oder nicht. Um eine Beeintréchtigung durch Medikamente oder
vorausgegangene Blutspenden bzw. Thrombozytapheresen zu vermeiden durften die
Spender in den der Spende vorausgegangenen 28 Tagen weder Medikamente
eingenommen, noch Blut bzw. Thrombozyten gespendet haben. Der Mindestabstand
zwischen den beiden Untersuchungsterminen betrug somit mindestens 28 Tage.

Den Spendern wurden jeweils vor und nach der Thrombozytapherese Blutproben zur
Untersuchung entnommen. Die Untersuchungen aus dem
Thrombozytapheresekonzentraten erfolgten am Herstellungstag, sowie am dritten
und fiinften Lagerungstag.

2.2 Spender

Die Auswahl der Spender entsprach den in Deutschland glltigen Richtlinien fur die
Auswahl von Thrombozytenspendern (Bundesérztekammer 2004).
Die Geschlechts- und Altersverteilung der Spender ist in der Tabelle 2-1 aufgefihrt.
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Tabelle 2-1: Alter und Geschlechtsverteilung der Spender

Alter in Jahren Min Max Median Mittelwert
25 48 39 36
Geschlechtsverteilung | Mannlich Welblich
8 2

2.3 Herstellung der Thrombozytapher esekonzentrate

2.3.1 Zéellseparation

Die Gewinnung der Thrombozyten wurde mittels automatisierter
Thrombozytapherese in einem geschlossenen System durchgefiihrt. Dabei wird dem
Spender Uber Punktion einer Cubitalvene entnommenes Vollblut unmittelbar nach
der Entnahmekanule antikoaguliert, in einem geschlossenem Schlauchsystem zur
Separationskammer geleitet und dort mittels Zentrifugation in die einzelnen
Fraktionen aufgetrennt. Wahrend der groféte Teil der Thrombozyten mit ca. 300 m
Plasmain einem Beutel gesammelt wird, werden die Ubrigen zelluldren und
plasmatischen Blutbestandteile dem Spender unverziiglich Uber eine zweite
Venenkantile am kontralateralem Arm zurtickgegeben (extrakorporale Zirkulation).

2311 COM TEC

In dieser Arbeit erfolgten alle Thrombozytenapheresen mit dem Zellseparator COM
TEC® der Firma Fresenius HemoCare unter Verwendung der Software PLT-5d und
dem C5L-Aphereseset (Moog et al. 2003). Die Thrombozytapheresekonzentrate
wurden in grof3volumigen, aus einer gasdurchléssigen Speziafolie bestehenden,
Beuteln gelagert, die die Lagerungsfahigkeit des Thrombozytapheresekonzentrats
Uber 5 Tage gewahrleisten.

Zu Beginn des Verfahrens wurden Hamatokrit, Thrombozytenzahl im Spenderblut,
GrofiRe, Gewicht und Geschlecht des Spendersin die COM TEC®-Software
eingegeben. Das Programm errechnet daraus die Separationsparameter (zu
prozessierendes V ol Iblutvolumen, benttigte Separationszeit, Zellenfluss, bendtigtes
ACD-A Volumen).

Uber eine bereits am Set vorkonnektierte, groflumige Punktionskaniile wird dem
Spender aus einer Cubitalvene kontinuierlich Blut entnommen. Dieses Blut wird mit

ACD-A antikoaguliert und durch ein Schlauchsystem, das zuvor mit isotoner
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K ochsal zl6sung und Antikoagul ans gefillt worden ist zur Separationskammer
geleitet. Verschiedene Pumpen bewerkstelligen den Transport der verschiedenen
FlUssigkeiten im Set.

Die einstufige starre Separationskammer C5 besteht aus Kunststoff und hat die Form
einer progressiv ansteigenden Spirale. In der Separationskammer erfolgt die
Auftrennung des antikoagulierten Spenderblutes in thrombozytenreiches Plasma,
thrombozytenarmes Plasma und die restlichen zelluléren Bestandteile durch
Zentrifugation. Die Zentrifugenkammer verflgt Uber getrennte Abflusskanéle fur die
unterschiedlichen, die Kammer wieder verlassenden, aufgetrennten
Blutkomponenten. Das thrombozytenreiche Plasmawird in einem Lagerungsbeutel
gesammelt wahrend die restlichen, nicht benttigten Blutbestandteile wieder
zusammengefuhrt und dem Spender Gber eine Cubitalvene am kontralateralen Arm
zuriickgegeben werden.

Fur die Herstellung qualitativ hochwertiger Produkte sind konstante
Strémungsverhdtnisse in der Separationskammer nétig. Diese
Stromungsverhdaltnisse werden dadurch erreicht, dass eine zusétzliche Pumpe den
Hamatokrit des in die Zentrifugenkammer gelangenden Bluts durch
Plasmarezirkualtion konstant bei 37 % halt.

Die Steuerung der Pumpen und Ventile wahrend der Zellseparation wird komplett
automatisch durchgefihrt. Eine Kamera detektiert bel jeder Umdrehung die
Trenngrenze zwischen den lichtundurchl&ssigen zelluléren Bestandteilen und dem
lichtdurchlassigen Plasmain der Zentrifugenkammer. Abwei chungen werden durch
Veranderung der Plasmaflussrate kompensiert.

Nach einer kurzen Verweildauer in der Zentrifuge werden die Thrombozyten aus der
Zentrifugenkammer in einen Lagerungsbeutel gepumpt und dort gesammelt. Das
Verfahren wird beendet sobald der gewiinschte Ertrag an Thrombozyten erreicht
wurde. Die Dauer der Separation ist vom Thrombozytengehalt im Spenderblut
abhangig (Moog, Zeiler, Heuft, Stephan, Fischer, Kretschmer, Rodel-Spieker,
Strasser, Zingsem, 2003).
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Tabelle 2-2: Parameter am Zellseparator

Basislosung 0,9% NaCl

Antikoagulans ACD-A:
Natriumcitrat 22,0 g/L
Zitronensaure 7,3 g/L
Glucose-Monohydrat 24,5 g/L
Aqua ad iniectabiliaad 1000 ml

Zentrifugendrehzahl 2200U/min

Trenngrenzenposition 31

Abbildung 2-1: Schematisch dargestellte Separationskammer C5 nach Fresenius HemoCare
2001
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Legende: PLS= thrombozytenarmes Plasma; RBC = Erythrozyten, WB = Vollblut; PLT =
Thrombozyten (thrombozytenreiches Plasma)

Nach Beendigung der Zellseparation wurde das Thrombozytapheresekonzentrat vom
Set entfernt und 30 min bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Anschlief3end wurde es
gewogen (Waage: Satorius®) und danach auf dem Flachbettagitator (Firma: Helmer)
bei 30 horizontalen Schiittel bewegungen pro Minute bei Raumtemperatur gelagert.




Material und Methoden 20

2.4 Berechnung der Separationseffizienz

Die Berechnung der Separationseffizienz erfolgte nach der Formel:

Gesamtthrombozytengehalt im Thrombozytapher esekonzentrat (x 10*) x 100

(Thrombozytenzahl im Spenderblut vor der Apherese (x 10™/L) + Thrombozytenzahl im

Spenderblut nach der Apherese (x 10™ L) / 2 x prozessiertes Blutvolumen (ml)

2.5 Probenentnahme

2.5.1 Proben von den Spendern

Vor und nach der Zellseparation wurde den Spendern durch Punktion einer
Cubitalvene Blut in jeweils eine 3,2 ml EDTA Monovette (Sarstedt®), eine 5 ml und
eine 10 ml Citratmonovette (Sarstedt®) entnommen.

Das a's Antikoagulans verwendete Citrat wurde im Verhaltnis von 9 Teilen Blut und
einem Teil Natriumcitrat (0,11 mol/L) gemischt, wie es fir

gerinnungsphysi ol ogische Untersuchungen allgemein gebrauchlich ist (Dorer 2001).

2.5.2 Proben aus den Thrombozytapher esekonzentraten

Die Probenentnahme aus den Thrombozytapheresekonzentratbeuteln erfolgte Gber
einen pyrogenfreien, sterilen Verbindungsdorn mit Injektionsanschluss (Firma
Baxter). Dieser wurde vor und nach jeder Entnahme mit Kodan® Tinktur forte
sorgféltig desinfiziert. Bei der Probenentnahme wurde darauf geachtet eine
artifizielle Thrombozytenaktivierung durch hohe Stromungsgeschwindigkeit und
Turbulenzen zu vermeiden.

Die Probenentnahmen am Herstellungstag, sowie am 3. und 5. Tag nach der
Herstellung wurden immer zur gleichen Uhrzeit (13 Uhr) durchgefihrt. Am
Herstellungstag verblieb das Praparat nach der Herstellung zunédchst 2 h auf dem
Flachbettagitator. Wahrend dieser Zeit konnten sich bei der Herstellung des Préparats
entstandene Thrombozytenaggregate wieder |6sen. Anschlief3end wurden die Proben
entnommen.

Pro Untersuchungstag wurden jeweils 5 ml Thrombozytapheresekonzentrat in 2
Polystyrolréhrchen und 2 ml Thrombozytapheresekonzentrat einem PICO™
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Probennehmer (Firma Radiometer Copenhagen; enthalt 80 1U Lithium/ Natrium-
Trocken-Heparin) entnommen.
Um artifizielle pH-V erschiebungen durch Gasaustausch zu vermeiden, wurden die

Probenrdhrchen nach dem Befillen sofort verschl ossen.

2.6 Methodenuberblick

2.6.1 Untersuchungen aus Spenderblut

Die folgenden Tabellen stellen alle Untersuchungen dar, die aus dem vor und nach

der Zellseparation gewonnenem Spendervollblut erfolgten.

Tabelle 2-3: Untersuchungen aus Vollblut, dass vor der Zellseparation gewonnen wurde

Spender vor Separation

Untersuchungsmaterial Untersuchung
3,2ml EDTA-BIut Zahlhdmatologie am Sysmex
5 ml Citratblut Durchfluf3zytometrie

PFA 100 Messung
10 ml Citratblut Thrombozytenaggregation

Tabelle 2-4: Untersuchungen aus Vollblut, dass nach der Zellseparation gewonnen wurde

Spender nach Separation

Untersuchungsmaterial Untersuchung

3,2 ml EDTA-Blut Zahlhdmatol ogie am Sysmex
5 ml Citratblut Durchfluf3zytometrie

10 ml Citratblut Thrombozytenaggregation

Das nach den Untersuchungen in den Citratmonovetten verbleibende Blut wurde
scharf abzentrifugiert (Zentrifuge: Heraus Instruments, 1984). Das nun gewonnene,
sich im Uberstand befindende plattchenarme Plasma (PAP) wurde vorsichtig
abgehoben, in Eppendorfhitchen geflllt und bei —70°C eingefroren.
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2.6.2 Untersuchungen aus dem Thrombozytapher esekonzentr at

Die folgende Ubersicht gibt einen Uberblick tiber alle Untersuchungen, diein dieser

Arbeit am Thrombozytapheresekonzentrat angewandt wurden.

Tabelle 2-5: Uberblick tber die am Thrombozytapheresekonzentrat durchgefiihrten

Unter suchungen am Her stellungstag, sowie am 3. und 5. Tag nach Herstellung

Untersuchung Herstellungstag 3. Tag nach 5. Tag nach
Herstellung Herstellung
Gewichtsermittlung v
Swirling v v v
Zellzahlung | Thrombozyten | v v v
Erythrozyten v
Leukozyten v
Stoffwechsel parameter (LDH,
Laktat, pH, pCo,, Glukose) v 4 v
Aggregation v v v
Durchflul3zytometrie v v v
Morphologie v v v

Legende: v= Untersuchung wurde durchgeftihrt

2.6.3 Herstellung von pléattchenar men Plasma (PAP) aus

Thrombozytapher esekonzentr at

An jedem Untersuchungstag wurden zirka 8 ml des Thrombozytapheresekonzentrats
10 min bei 3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert (Zentrifuge: Heraus
Instruments, 1984). Der Uberstand (PAP) wurde abpippetiert und zur Einstellung der
Plétchenanzahl in den Aggregationsmessungen verwendet. An jedem
Untersuchungstag wurden auf3erdem 4 ml PAP bei -70°C eingefroren.



Material und Methoden 23

2.7 Zdlzahlung

2.7.1 Automatische Zellzéhlung

Die Bestimmung des Blutbildes der Spenderblutproben vor und nach der
Zéllseparation, sowie die Bestimmung der Thrombozytenzahl im
Thrombozytapheresekonzentrat wurde mit dem automatisierten Zahlgerét Sysmex
K-1000 (TOA Medica Electronics Company, Kobe, Japan) durchgefiihrt.

2.7.2 Material und Reagenzien

Material : Sysmex K-1000

Reagenzien: Cellpack (Verdinnungsmittel)
Cellclean (Detergenz)
Lysemittel: Stromatolyser-3WP; Stromatolyser-C
Qualitéatskontrolle: Sysmex Eightcheck-3WP

2.7.3 Mikroskopische Zellzahlung

Die Leukozyten- und Erythrozytenzahlen in den Thrombozytapheresekonzentraten
wurden jeweils am Herstellungstag mikroskopisch bestimmit.

2.7.3.1 Mikroskopische Zellzdhlung Erythrozyten

2.7.3.1.1 Material und Geréte:

Neubauer-Kammer

Mikroskop (Carl Zeiss, Jena) mit 10er Objektiv

HAY EM’sche LAsung (Merck, Artikel-Nummer: 1.09260)
Feuchte Kammer

Rollagitator

Eppendorfhitchen

2.7.3.1.2 Durchfihrung

Die zu messende Probe wird in einem Eppendorfhitchen 1:4 mit HAY EMscher
L 6sung verdinnt. Nachdem die Suspension gut durchmischt worden ist, 10 min
geruht hat und anschlief3end 15 min auf dem Rollagitatior verbracht hat, wird die

Neubauer-Kammer mit 2 mal 10 ul der Suspension beschickt.
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Nach 10 min Sedimentationszeit erfolgt das Auszahlen von 5 Gruppenquadranten
unter dem Mikroskop mit dem 10er Objektiv.
Ist die Anzahl der gezdhiten Zellen kleiner 10 oder grof3er 30 wird eine weitere
Kammer ausgezahit.
Zur Berechnung der Erythrozytenzahl (bel Auszahlung von 5 Gruppenquadraten) gilt
folgende Formel:

Erythrozyten/ul Probe = gezahlte Erythrozyten x 200
Die untere Nachweisgrenze fir dieses Verfahren liegt bei 200 Erythrozyten/l.

2.7.3.2 Mikroskopische Zellzéhlung Leukozyten

2.7.3.2.1 Material und Geréte:

TURKsche Losung ( Merck, Artikel-Nummer: 1.09277.0500)
Mikroskop (Carl Zeiss, Jena) mit 20er Objektiv
Nageottekammer

Rollagitator

Feuchte Kammer

Eppendorfhittchen

2.7.3.2.2 Durchfuhrung

100 pl der Probe (siehe 2.5.2) werden zunéchst in einem Eppendorf Hitchen 10 min
auf dem Rollagitator gut durchmischt und dann mit 400 pl TURK scher Lésung
aufgefillt. Die verdinnte Probe wird nochmal s grindlich auf dem Probenroller
durchmischt. Anschlief3end wird die Nageottekammer beschickt. Zum Sedimentieren
der Leukozyten wird die Nageottekammer fur 10-30 min in die feuchte Kammer
gelegt. Die Auszahlung erfolgt unter dem Mikroskop mit dem 20er Objektiv. Unter
Fokussierung des Zahlnetzes werden die Leukozyten reihenwei se ausgezahlt. Sofern
in maximal 40 Reihen weniger a's 10 Leukozyten gezdhlt werden, wird ein

kompl ettes zweites Z&hlnetz ausgezahit.

Zur Berechnung der Leukozytenanzahl gilt folgende Formel:

Leukozytenzahl/ul Probe = gezahlte Zellen x Verdinnung
Gemessenes Volumen

Ein Zahlnetz, das entspricht 40 Reihen, misst einen Inhalt von 50 .
Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bel Auszéhlung von 2 Zahinetzen bei 0,05
Zéllen pro pl der unverdiinnten Probe.
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2.8 Platelet Function Analyser

Die Uberprifung der ASS-Einnahme, bzw. der Ausschluss einer anderweitigen
Thrombozytenfunktionsstorung erfolgte an einer Citratblutprobe mit dem PFA-
100™ (Dade Behring). Diesesin vitro Analysensystem ist geeignet
Thrombozytenfunktionsstérungen zu erkennen (Kretschmer et al. 1989; Kundu et al.
1995; Harrison et al. 2002). Zum Nachweis der durch ASS induzierten
Thrombozytenfunktionsstorung wurden die mit Kollagen/ Epinephrin beschickten
Messzellen eingesetzt (Marshall et al. 1997; Harrison et al. 1999). Marshall et al.
(Marshall et al. 1997) beschrieben, unter Anwendung von Epinephrin as Agonisten,
statistisch signifikante Verlangerungen der Verschlusszeit nach ASS-Einnahme bel
gesunden Probanden.

Der PFA-100™ zeichnet sich neben einer hohen Sensitivitét fur
Thrombozytenfunktionsstérungen auch durch eine hohe Spezifitét fir regelrechte

Thrombozytenfunktionen aus (Mammen et al. 1998).

2.8.1 Funktionsweise

Das Gerét simuliert die Gerinnungsvorgange an einer verletzten Kapillare. Dafur
wird Citratblut aus einer Einmalmesszelle Uber eine Stahlkapillare bis zu einer
perforierten, mit Kollagen beschichteten Membran angesaugt. Der Durchmesser der
Appertur betrégt 147 pm. Die Membran ist mit einem Thrombozytenaggreganz
benetzt. Dabel kann zwischen dem vom Hersteller angebotenem Epinephrin-Bitartrat
(10 pg) und Adenosin Diphosphat (50 pg) gewahlt werden.

Gemessen wird der initiale Blutfluss (d.h. Geschwindigkeit des Blutflusses zu
Beginn der Messung), die Zeit bis zum Verschluss der Membranapperturporen durch
den Thrombozytenpfropf (Verschlusszeit) und das Blutvolumen, das bis zu diesem
Zeitpunkt die Kapillare durchflossen hat (Blutungsvolumen BV). Diese Parameter
werden wahrend der Messung in einem Diagramm des Blutflusses gegen die Zeit
aufgetragen. Der integrierte Nadeldrucker gibt diese Daten, sowie die, Uber eine
Tastatur eingegebene, Probenidentifikation aus.

2.8.2 Reagenzien

Dade® PFA Messzelle Kollagen/ Epinephrin
O-Ring Reinigungspad

| sopropanol
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2.8.3 Durchfihrung

Vor Beginn der Messungen wurden die, bel 7°C gelagerte, Einmalmesszel le auf
Raumtemperatur gebracht. Danach wird die Siegelfolie entfernt und die Messzelle
wird in die Kassette an Position A gesteckt. Nach mehrmaligem, vorsichtigem
Kippen der Citratmonovette werden 800 pl Vollblut blasenfrel in die Messzelle
pipettiert.

Anschlief3end werden Messzelle und Kassette im Gerét platziert. Mit Betétigen der
Funktionstaste ,, Test” beginnt der Testslauf. Wahrend der 3-minitigen
Inkubationszeit erfolgte die Eingabe der Probenidentifikationsnummer in das Gerét.
Zu Beginn jedes Arbeitstages wurde, als Teil der Routinequalitétskontrolle, der vom
Hersteller vorgeschlagene ,,Sel bsttest™ ausgefuhrt.

2.8.4 Auswertung

Zur Auswertung dieser Testergebnisse wurden dieim Institut fur
Transfusionsmedizin und Hamostaseologie von Moller (Moller 2004) ermittelten
Normalwerte zugrunde gelegt.

2.9 Thrombozytenaggregation

Zur Messung der Thrombozytenaggregation wurde die turbidimetrische Methode
angewandt. Diese Methode misst die Lichttransmission eines waagrecht zur
FlUssigkeit einfallenden Lichtstrahls (Mitchell et al. 1994). Dabei besitzt PAP die
grofdte Durchlassigkeit fur Licht (100 %) und pléttchenreiches Plasma (PRP) die
geringste Durchlassigkeit (0 %).

Nach Zugabe eines Aggreganz zur plé&ttchenreichen Suspension lagern sich
funktionsfahige Thrombozyten zusammen (aggregieren). In Abhangigkeit vom
Auspragungsgrad der Aggregatbildung klart die Zellsuspension auf und die
Transmission nimmt zu (Born et al. 1963). Gemessen wird die, in Prozent
angegebene, Transmissionsdifferenz vor und nach der Aggreganzienzugabe.

Die Messung der Thrombozytenaggregation erfolgte aus den, vom Spender vor und
nach der Thrombozytenapherese gewonnenen, Citrat-Blutproben, sowie aus den
Thrombozytapheresekonzentratproben.

Das Aggregationsergebnis erteilt Auskunft tber die Funktionstiichtigkeit der
Thrombozyten, ist aber auch von methodischen Faktoren wie Temperatur, pH-Wert,
Thrombozytenzahl und Geschwindigkeit des Rihrvorganges abhangig (Patscheke et
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al. 2000). Daher wurden die Untersuchungen unter Standardisierung der genannten

Faktoren durchgefihrt.

2.9.1 Materialen und Ger ate

Platelet Aggregation Profiler, Modell PAP-3 ( Bio Data Corporation/ Hatboro)

Paraflim (American National Can™)

Aggreganzien (s.u.)
0,1 M NaOH
0,1 M HCI

Silikonisierte Glaskuvetten, 7,25 x 55 mm (Bio Data Corporation/ Hatboro)

Digital-pH-Meter (Knick, Hamburg)

Zentrifuge: Heraus Instruments, 1984

Tabelle 2-6: Aggreganzien: Bezugsquelle und Endkonzentration

Aggreganz Bezugsquelle Endkonzentration
ADP4 Sigma Diagnostics 10 pmol

APD 2 Sigma Diagnostics 4 pmol

Kollagen Sigma Diagnostics 4 pg/mi
Arachidonsdure Molab 500 pg/ml
Kollagen/ADP Mischaggreganz Sigma Diagnostics 4 pg/ml/ 10 pmol

2.9.2 Durchfihrung der Aggregation aus Blut

2.9.2.1 Herstellung von PRP/ PAP

Nach der Blutentnahme ruhte das Citratblut zunéchst fir 30 min. Dann erfolgte eine
erste, 15-miniitige Zentrifugation (750 U/min ohne Bremse). Der Uberstand (PRP)
wurde vorsichtig abgehoben und in einem verschlossenen Polystyrolréhrchen
aufbewahrt. Anschlief3end wurde die Citratmonovette ein zweites Mal zentrifugiert
(10 min, 3000 U/min mit Bremse). Im Uberstand befand sich nun PAP. Dieses wurde
vorsichtig abgehoben und in ein weiteres Polystyrolréhrchen Uberfiihrt. Die
Thrombozytenzahl im PRP wurde mit dem Sysmex ermittelt und anschlief3end
wurde, durch Mischen von PAP und PRP 2,5 ml einer Suspension mit einer
Thrombozytenkonzentration von 250 000/ul hergestellt.

Anschlief3end ruhte die Thrombozytensuspension 30 min bei Raumtemperatur. Diese

Zeit dient der Ruckkehr aktivierter Thrombozyten in den Ruhezustand. Alle Proben
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wurden vor der Messung mit 0,1 M NaCl oder 0,1 M HCI auf einen pH-Wert von 7,4
eingestellt.

2.9.2.2 Messen der Tribungsdifferenz

Zur Ermittlung der maximalen Transparenz (Standard = 100 %) im Zweikanal -
Aggregometer dienten 250 pl PAP, in einem silikonisierten Glasrohrchen.
Anschlief3end wurde ein silikonisiertes Glasréhrchen mit 225 l des eingestellten
PRPs (und einem magnetischen Ruhrstabchen) in den Strahlengang gebracht.
Die Induktion der Aggregation erfolgte durch Zugabe von 25 il des frisch
aufgetauten Aggreganz. Die Anderung der Transmission wurde (iber 7 min unter

sténdigem Rihren gemessen.

2.9.3 Durchfuhrung der Aggregation aus Thrombozytapher esekonzentr at

Die Probe aus dem Thrombozytapheresekonzentrat wurde mit autologem PAP,
dessen Herstellung der V orgehensweise Punkt 2.6.3 entspricht, auf eine
Konzentration von 250.000 Thrombozyten/pl eingestel|t.

Die Suspension wurde verschlossen in einem Schnittger-Rohrchen aufbewahrt und
mit 0,1 M NaCl oder 0,1 M HCI auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Nach einer Ruhezeit von 30 min wurden 200 pl des PRP zur Messung in ein
silikonisiertes Glasrohrchen gegeben.

Die weitere Verfahrensweise entspricht 2.9.2. Als Aggreganz wurde 50 pl eines
frisch aufgetauten Mischaggreganzes verwendet. Dieses enthalt im Ansatz

4 mmol/L ADP und 4 mg/ml Kollagen - im Verhdtnis 1:1 gemischt.

2.9.4 Auswertung

Das Gerét stellt die Aggregation der Thrombozyten graphisch mittels einer Kurve
dar. Die Berechnung der Aggregation erfolgt anhand der prozentualen Anderung der
Transmission nach Zugabe des Aggreganz (Sigma Diagnostics 1994; Kolde 1995).
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2.10 Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung aktivierungsbedingter Veranderungen der Thrombozytenoberflache
wurden durchflusszytometrische M essungen durchgefiihrt. So konnten Anderungen
der Glykoproteinzusammensetzung auf der Thrombozytenoberflache, die durch die
Zellseparation, wahrend der Lagerung der Thrombozyten oder nach Zugabe von
Stimulanzien auftraten, gemessen und quantifiziert werden.

2.10.1 Aufbau und Funktionsweise

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann innerhalb sehr kurzer Zeit eine Vielzahl
von Zellen auf Einzelzellniveau beziglich ihrer biochemischen und physikalischen
Eigenschaften charakterisiert werden. Hierflr werden Einzelzellen (ggf. nach
Farbung mit einem fluorochrom markierten Antikérper) in Suspension an einem
Laser (fokussiertem monochromen Lichtstrahl) vorbeigefihrt. Sowohl die Streuung
und Brechung des Laserstrahles, a's auch die Lichtemission durch die Fluorochrome
nach Anregung durch das Laserlicht kdnnen gemessen und quantifiziert werden
(Eckhardt 1991).

Dasin dieser Arbeit verwendete System besteht aus einer Messeinheit (FACSscan)
und der Workstation, dem Computer (Apple Macintosh Power PC) mit
entsprechender Software (CEL L Quest; Becton Dickinson, Heidelberg) zur
Speicherung und Auswertung der Messdaten.

Die zu analysierende Zellsuspension wird mittels Uberdruck durch eine
Stahlkapillare in die Messkammer transportiert, in der es zur Vereinzelung der Zellen
des Probenstroms (,,hydrodynamische Fokussierung*) und einer Beschleunigung des
Zellstroms kommt. Anschlief3end passieren die Zellen einzeln den Analysepunkt, an
dem sie durch den einfallenden Laserstrahl (Wellenlange 488 nm) erfasst werden
(Longobardi-Givan 1992). Trifft der Laserstrahl auf die Zelle, so wird der grofdte
Teilsdes Lichtsin Richtung des einfallenden Strahls gebeugt. Das so entstehende
Streulicht erhdlt die Bezeichnung Forward Scatter (FSC) und gibt Auskunft Gber die
Zellgrofie. Dieinnere Struktur der Zelle (Zellgranularitét und Membranfaltung)
bricht und reflektiert das einfallende Licht des Lasers ebenfalls (Schmitz 1994).
Dieses, als Side Scatter (SSC) bezeichnete Licht, wird rechtwinklig zum einfallenden

L aserstrahl gemessen.
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Trifft der Laserstrahl auf eine mit Fluorochrom markierte Zelle, so wird das vom
entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff emittierte Fluoreszenzlicht gemessen und 1&sst
damit Rickschltsse auf die Stérke der Markierung zu. In dieser Arbeit wurden as
Fluorochrome FITC (Emissionsmaximum 525 nm, Absorptionsmaximum 488 nm)

und PE (Absorptionsmaximum 488 nm, Emissionsmaximum 575 nm) verwendet.

2.10.1.1 Datenverarbeitung

Mit Hilfe des Datenverarbeitungsprogramm CellQuest werden die Daten am
Computer ausgewertet. Dabei bieten sich zwel Darstellungsformen an. Das
Histogramm, bei dem die Zahl der Zellen (Ordinate) gegen die Lichtintensitét der
betreffenden Einzelzelle (Abszisse) aufgetragen wird und das Punktehistogramm
(Dot Plot). Der Dot Plot bietet als Zweiparameterdarstellung die Méglichkeit zwel

Zelleigenschaften miteinander zu korrelieren.

2.10.1.2 Gating

Bel der Messung werden alle, sich in der Probe befindenden, Zellen als Punkt im Dot
Plot Diagramm dargestellt. Im Rahmen dieser Arbeit sollen nur Thrombozyten
hinsichtlich bestimmter Eigenschaften untersucht werden. Darum wurde nach
Identifikation der Thrombozytenpopulation ein Software-Fenster um die Zellwolke
der Thrombozyten gelegt. Diese Vorauswahl bestimmter Zellpopul ationen oder
Eigenschaften wird als,,Gating* bezeichnet und bietet die Mdglichkeit einzelne
Zellpopulationen zu markieren und unabhangig von anderen Zellen und Partikeln zu
zahlen (Nebe 1996).

Die Eingrenzung der Thrombozytenpopulation erfolgte in dieser Arbeit anhand der
Expression des Thrombozytenmarkers CD41 und des FSC im Dot Plot Diagramm
(Shattil et al. 1985; Nebe 1996).

Je 5000 sich in diesem Fenster befindende Thrombozyten wurden gezahlt und fir die

weitere Auswertung herangezogen.

2.10.1.3 Voreinstellung am Geréat

Vor jedem Messtag wurden die Fluoreszenzeinstellungen des Geréts, die Detektoren
und Photomultiplyer mit CaliBRITE™ Beads und dem Software Pogramm
FACScomp uberpriuft. AuRerdem wurde mit Hilfe dieser CaliBRITE™ Beads die
Sensitivitét der Instrumente Uberpriift und das Instrumentensetting eingestellt.
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2.10.2 Gerate, Antikorper und Chemikalien

FACSCalibur mit Cell Quest Software (Becton Dickinson, Heidelberg)
Falcon® 5 ml Rundbodenrshrchen, Polystyrol
PBS Phosphate Buffer Concentrate (Dade Behring); pH: 7,4
Bestehend aus: NaCl: 137 mM
KCl: 2,6 mM
NapHPO,4: 8,0 mM
KH.PO4: 1,4 mM
PBS +1 % Foetal Bovine Serum (FBS), (GibcoBRL, Karlsruhe)
PBS +1 % Parafomaldehyd (PFA)
TRAP-6 (Bachem, Heidelberg) bestehend aus 6 Aminosauren: Serin-Phenylalanin-
Leucin-Leucin-Aginin-ASN; 0,1 mmol/L
CaliBRITE™3 Beads (Becton Dickinson, Heidelberg)
FACSlyse™ (Becton Dickinson, Heidel berg)
FACSscan™ (Becton Dickinson, Heidel berg)
FACSflow™ (Becton Dickinson, Heidel berg)

2.10.2.1 Antikorper

Zur Charakterisierung bzw. Erkennung der Thrombozyten wurden PE-konjugierte
Antikorper gegen die thrombozytaren Glykoproteine [1b/111a (CD 41) verwendet. Als
Aktivierungsmarker wurden FITC-konjugierte Antikorper gegen p-Selectin (CD 62p)
und Fibrinogen eingesetzt. Zusétzlich wurde eine FITC-konjugierte Isotypkontrolle
zur Abgrenzung unspezifischer Antikdrperbindung eingesetzt.

Tabelle 2-7: Verwendete Antikor per

Antigen Klon Konjugation Bezugsquelle

CD 41 P2 PE Coulter Immunotech
CD 62P CLB-Thromb/6 FITC Coulter Immunotech
Isotypkontrolle 1gG1 FHTC Coulter Immunotech
Anti-Fibrinogen Chicken WL — 51 FITC WAK Chemie
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2.10.3 Durchfihrung

Gemessen wurden nicht stimulierte, fixierte Proben (A) und stimulierte, nichtfixierte
Proben (B).

2.10.3.1 Messung der Vollblutproben vom Spender
Da bereits 10 min nach der Blutentnahme eine vermehrte Aktivierung der
Thrombozyten nachweisbar ist (Shattil et al. 1985), erfolgte die Fixierung bzw. die

Stimulierung der Thrombozyten innerhalb 5 min nach der Blutentnahme.

A - fixierte Probe

Die Fixierung von Thrombozyten erfolgte durch Zugabe von 0,1 ml PBS/ PFA zu
0,1 ml Citratblut, welches sich in einem silikonisiertem Reagenzglas befand.
Anschlief3end wurde die Probe vorsichtig durchmischt und nach 15 min
Inkubationszeit bei Raumtemperatur mit PBS/ FBS auf eine Thrombozytenzahl von
20.000/ul eingestellt. Von dieser Probe wurden 30 pl in ein FALCON-Testrohrchen

gegeben, in das zuvor die Antikdrper vorgelegt wurden.

Tabelle 2-8: Pipettierschema nicht stimulierte, fixierte Probe (A)

Rohrchen Probe A Antikorper

1 30u 10 pl anti-CD 41(PE); 10 pl Isotypkontrolle
(FITC)

2 30u 10 yl anti-CD 41(PE); 5 pl anti-CD 62p (FITC)

3 30u 10 pl anti-CD 41(PE); 5 Wl anti-Fibrinogen
(FITC)

B - stimulierte Probe

Zur Herstellung einer Probe mit stimulierten Thrombozyten wurden zunéchst

0,1 ml Citratblut mit PBS FBS auf eine Thrombozytenzahl von 20.000/ul
eingestellt. Aus diesem Gemisch wurden 200 pl entnommen und mit 100 p
TRAP-6 fur 10 min inkubiert. Anschlief3end erfolgt die Zugabe dieser Probein die
FALCON-Testrohrchen, in die zuvor entsprechend dem Pipettierschema Antikorper
vorgelegt wurden.
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Tabelle 2-9: Pipettierschema stimulierte, nichtfixierte Probe (B)

Rohrchen Probe B Antikorper

5 30u 10 pl anti-CD 41(PE); 10 pl Isotypkontrolle
(FITC)

6 30 10 Wl anti-CD 41(PE); 5 Wl anti-CD 62p
(FITC)

7 30u 10 Wl anti-CD 41(PE); 5 Wl anti-Fibrinogen
(HTC)

Die Proben wurden durch leichtes Schwenken der Testréhrchen (1-7) durchmischt
und bei Raumtemperatur 10-15 min im Dunklen inkubiert. Wéahrend der
Inkubationszeit wurden die Proben zweimal durch leichtes Schwenken durchmischt.
Die Inkubation wurde durch die Zugabe von 0,5 ml kiihlschrankkalter PBS
abgestoppt.

2.10.3.2 Messung der Proben aus den Thrombozytapheresekonzentraten

Da die Thrombozytenkonzentration im Thrombozytapheresekonzentrat deutlich
hoher alsim Vollblut ist (ca. 1 100 000 Thrombozyten/ul), wurden die Proben aus
den Thrombozytapheresekonzentraten in einem ersten Schritt mit zuvor hergestellten
(siehe 2.6.3) autologem PAP 1.5 verdunnt. Die weitere Verfahrenswei se entsprach
der der Vollblutproben.

2.10.3.3 Messung der Proben
Die Messung der Proben am Durchfluf3zytometer geschah innerhalb von 1,5 Stunden

nach deren Fertigstellung. Alle Messungen erfolgten mit der geringsten Flussrate.
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2.11 Morphologieder Thrombozyten

In Abhangigkeit von ihrem Aktivierungszustand verandern Thrombozyten ihre Form,
so dass anhand der morphol ogischen Beschreibung der Thrombozyten Rickschllisse
auf deren Qualitéat gezogen werden kann. Frische, ruhende Thrombozyten nehmen
eine diskoide Form ein. Mit zunehmender Aktivierung andern sie ihre Form, bilden
Dendriten und schwellen zuletzt an (Ballons) (Kunicki et al. 1975, Wagner et al.
2002).

2.11.1 Material

Glutarydialdehydgemisch bestehend aus: 1 ml Glutraydialdehyd (25%) +
4 ml Phosphatpuffer (0,1 M; pH 7,2)

Objekttrager, 76 x 26 mm (Menzel Glaser)
Deckgléaschen (Menzel Gléser)
Parafilm (American National Can™)
Silikonisierte Glasréhrchen, 8,75 x 50 mm (Bio Data Corporation)
Phasenkontrastmikroskop (Firma: Leitz, Wetzlar)

Okular 16-mal

Filter 3; Phaco 3; Scheibe 3, Grinfilter

Olimersion, 100 fache VergroRerung

2.11.2 Durchfihrung

Ein Milliliter einer Thrombozytapheresekonzentratprobe wird mit zuvor
gewonnenem autologem PAP (siehe 2.6.3) 1:10 verdinnt. Anschlief3end werden
500 ul des Gemischesin ein silikonisiertes Réhrchen gegeben, mit Parafilm
verschlossen und fur 60 min bel 37°C inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubationszeit, welche die Riuckbildung praparationsbedingter thrombozytarer
Reizformen ermdglicht, werden 20 pl des zur Fixierung dienenden

Glutarydial dehydgemisches hinzu gegeben und vorsichtig gemischt. Anschlief3end
werden auf 2 Objekttrégern je 20 pl des hergestellten Gemisches gegeben, mit einem
Deckgléschen verschlossen und fir eine Zeit von mindestens 20 min in die feuchte
Kammer, zum Sedimentieren, gelegt.

Das so gelagerte Praparat ist bis zu 12 h haltbar (Kunicki et al. 1975).
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2.11.3 Auszahlen und Auswertung

Eswerden 2 mal 100 Zellen ausgezéhlt. Dabei unterscheidet man zwischen
Diskoiden, Spharozyten, Dendriten und Ballons.

Zur Bestimmung des Morphologie Score wird jede Zelle der hundert gezdhiten
Zellen mit dem fir ihre Gruppe geltenden Faktor multipliziert. Die erhaltenen Werte
werden addiert (Kunicki et al.1975).

Tabelle 2-10: Einteilung der Thrombozyten und Multiplikationsfaktor

Zéllart Beschreibung Faktor

Diskoide scheibenférmig, scharf begrenzt, glatt, 4
maximal eine leichte Ausbuchtung

Sphérozyt 1-2 lang gezogene Aud aufer 2

Dendrit mehrere Ausléufer, ausgebreiteter 1
Thrombozyt, unscharfe Begrenzung

Ballon sehr grof3e wolkige Zelle unscharfer 0
Begrenzung, funktionsunttichtig

Normalwert nach Kunicki (Kunicki et al. 1975) am Herstellungstag je nach
Methode: 340-370.

2.12 Stoffwechselparameter

Die Anderung der Stoffwechsel parameter (pH, LDH, Laktat, Glucose, pCO,) im
Thrombozytapheresekonzentrat wahrend der 5-Tages-Lagerung sind Ausdruck der
Thrombozytenstoffwechsellage im Préparat (Bock et al. 1993). Darum wurden die

folgenden, verénderlichen Groéf3en an jedem Untersuchungstag gemessen.

2.12.1 pH

Niedrige pH-Werte im Thrombozytapheresekonzentrat entstehen vor alem durch
anaeroben Stoffwechsel im Konzentrat (Ogawa et al. 1988). Sinkt der pH auf einen
Wert < 6,8 schwellen die Thrombozyten an und verlieren ihre diskoide Form. Dieser
Vorgang ist bis zu einem pH-Wert von 6,1 reversibel. Sinkt der pH-Wert noch
weiter, so ist die Thrombozytenschadigung irreversibel und es resultiert eine
verminderte Uberlebenszeit der Thrombozyten (Solberg et al. 1986).
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2.12.2 pCo2

Bei der Energiegewinnung der Thrombozyten entstehen saure Stoffwechsel produkte,
deren Akkumulation der K ohlendioxid-Bikarbonatpuffer verhindert. Das dabel
gebildete CO, kann die gaspermeablen Lagerungsbeutel passieren und entweichen.
Hohe Kohlendioxidpartialdriicke im Thrombozytapheresekonzentrat sprechen fur
einen ungeniigenden Gasaustausch, begriinden niedrige pH-Werte und erteilen
Auskunft Gber die Stoffwechsellage im Praparat (Bock et al.1993; Mitchell et al.
1994).

2.12.3 Laktat

L aktat entsteht aus Pyruvat und ist ein Stoffwechsel produkt der anaeroben
Glykolyse. Reguliert wird die Laktatbildung von der Pyruvatkonzentration, dem
zellularem Redoxstatus und der aktuellen Wasserstoffionenkonzentration. Das
anfallende Laktat kann Gber den Cori-Zyklus sauerstoffabhangig oxidiert
(Laktatdehydrogenase) und somit weiterverarbeitet werden (Koolmann et al. 1998).
Eine Erhéhung der Laktatspiegels weist auf einen vermehrten Anfall oder eine
verminderte (infolge von Sauerstoffmangel) Welterverarbeitung hin.

Wahrend der Lagerung von Thrombozytapheresekonzentraten wird in der Regel ein
L aktatanstieg von 2,5 mM pro Tag ermittelt (Bertolini et al. 1993).

Falt dieser Anstieg stérker aus, so ist das ein Hinweis auf eine schlechte
Stoffwechsellage und eine schlechte Sauerstoffversorgung im
Thrombozytapheresekonzentrat.

2.12.3.1 Durchfihrung

Die Bestimmung von pH, Laktat, pCo, erfolgte am Radiometer ABL 700.

Hierzu wurden je 2 ml Thrombozytapheresekonzentrat in den PICO™
Aspirationsnehmer (Firma Radiometer Copenhagen) gefillt. Um

Wertverfa schungen (besonders pO, und pCO,) zu vermeiden wurden in der Probe
enthaltene Luftblasen vorsichtig entfernt. Die Messung der Parameter fand

unmittelbar nach der Probenentnahme statt.

2.12.4 Laktatdehydrogenase
Die Laktatdehydrogenase (LDH) befindet sich als zytoplasmatisches Enzym in allen

Korperzellen, in denen sie die reversible Oxidation von Milchsaure zu
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Brenztraubensdure katalysiert. Bei Zelluntergangen und Zellschaden tritt das Enzym
vermehrt ins Plasma Uber und Aktivitétssteigerungen sind messbar.

1993 zeigten Bock et al. einen deutlichen LDH-Anstieg im Verlauf der Lagerung von
Thrombozytapheresekonzentraten (Bock et al. 1993). Der im Uberstand gemessene
LDH-Wert der Thrombozytapheresekonzentrate gilt als Marker fur

Thrombozytenschaden und -untergange.

2.12.4.1 Testprinzip
Die Laktatdehydrogenase katalysiert die NADH,- abhéngige Reduktion von Pyruvat
zu Laktat.

Pyruvat + NADH + H* <> L-Laktat + NAD"

Gemessen wird (bei 37°C) die Geschwindigkeit der Abnahme von NADH,, die sich
proportional zur LDH-Aktivitét verhalt.

2.12.4.2 Durchfthrung

Der gewonnen Uberstand wurde in eine 4,7 ml Li-Heparin-Gel Monovette (Firma
Sarstedt) gefullt.

Die Laktatdehydrogenasebestimmung erfolgte im Labor der Klinischen Medizin der
Universitatsklinik Giessen und Marburg, Standort Marburg am automatischen
Analyser Hitachi 917 der Firma Roche Diagnostik GmbH.

2.13 Swirling

Treffen Lichtstrahlen auf kolloidale Lésungen, so wird der Gang der Lichtstrahlen
sichtbar. Dieses, nach dem englischem Physiker und Entdecker benannte,
Tyndallphdnomen ist auch bei Thrombozytapheresekonzentraten intakter
Thrombozyten vorhanden. Verlieren die Thrombozyten ihre diskoide Form, so lasst
sich auch der Tyndalleffekt zunehmend weniger beobachten. Bertolini et al.
beschrieben einen Zusammenhang zwischen pH-Wert und Swirling. Befand sich der
pH zwischen 6,7 und 7,5 so fanden sie bei 94% aller Thrombozytenkonzentrate
Swirling (Bertolini et al. 1996). Uber- oder unterschritt der pH diese Werte, so
konnte bei einem Grof3teil der Praparate kein Tyndalleffekt mehr nachgewiesen
werden.

Da grof3e multizentrische Untersuchungen der BEST working party dem Swirlingtest
die Eignung zur Routinequalitatskontrolle bestétigt haben, wurde er auch in dieser
Arbeit als einfacher, visueller Test an jedem Untersuchungstag durchgef iihrt
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(Bertolini et al. 1994). Dabei wurde zwischen dem Vorhandensein des ausgepragten
Swirlingphénomens (2fach positiv), ein er Zwischenstufe (positiv) und dem Fehlen

des Swirlingphanomens (negativ) unterschieden.

2.14 Statistische M ethoden

Insgesamt wurden bei 10 Spendern jeweils 2 Thrombozytapheresen durchgefihrt.
Eine Apherese erfolgte nach ASS-Einnahme am Abend vor der Spende (Gruppe A)
und eine ohne vorherige ASS-Einnahme (Gruppe B). Zur Darstellung und
Auswertung der Daten wurden die Programme Microsoft Office Standart Edition,
Excel 2003 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) und SPSS 11.5.1. fir Windows
(SPSS Inc. Chicago, USA) verwendet.

Zur Beschreibung der Daten wurden zunéachst deskriptive Mal3zahlen: Median,
Minimum, Maximum, Mittelwert, Standartabweichung verwendet. Um signifikante
Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Gruppen (mit ASS/ ohne ASS) zu
untersuchen wurde der Vorzei chenrangtest nach Wilcoxon flr zwel abhangige
Stichproben benutzt.

Bel Erreichen eines Signifikanzniveaus von p < 0,05 wurde das Ergebnis as
signifikant bewertet. Eine Korrektur fir die Durchfihrung multipler Tests wurde
nicht durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden bei 10 Spendern jeweils 2 Thrombozytapheresen durchgeftihrt.
Eine Apherese erfolgte nach ASS-Einnahme am Vorabend der Spende (Gruppe A),
die andere ohne vorherige ASS-Einnahme am Spendevorabend (Gruppe B). Die
Kennzeichnung der beiden Gruppen A und B wird im Folgenden sowohl fir die
vergleichenden Untersuchungen der Spender, als auch der

Thrombozytapheresekonzentrate verwendet.

3.1 Kontrolleder ASS-Einnahme

Die ASS-Einnahme wurde mittels der am PFA ermittelten Verschlusszeiten
kontrolliert. Eine Verlangerung der Verschlusszeit galt als Ausdruck der durch ASS
induzierten Thrombozytenfunktionsstérung (,,Aspirineffekt*) und diente as
Indikator fir eine stattgefundene ASS-Einnahme. Die ASS-Einnahme konntein
jedem Fall entsprechend der vorgesehenen Randomisierung der Spender bestétigt

werden.

Tabelle 3-1: Auflistung der am PFA ermittelten Verschlusszeiten. Der obere Grenzwert fir
die Verschlusszeit lag bei 300 sek.

Verschlusszeit in Sekunden

Spender Gruppe A Gruppe B
1 164 105

2 155 83

3 192 159

4 >300 105

5 >300 95

6 >300 92

7 >300 149

8 135 99

9 149 92

10 >300 82
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Tabelle 3-2: Mittelwerte der am PFA ermittelten Verschlusszeiten

Gruppe
A B
Mittelwert + SD Mittelwert + SD
Verschlusszeit (S) - | yo95+ 75,65 106,1 + 26,51

3.2 Spenderblutbild und Separ ationsver lauf

In Bezug auf die, die Separation beeinflussenden Parameter Thrombozytenzahl,
Héamoglobingehalt und Hamatokrit im Spenderblut gab es weder vor noch nach der
Apherese statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Wilcoxon-
Test).

Tabelle 3-3: Separationsbeeinflussende Blutparameter

Gruppe
A B
Mittelwert + SD Mittelwert + SD
Hb-vor (g/L) 146,50 + 14,39 146,80 + 10,89
Hb-nach (g/L) 140,20 + 15,94 142,50 + 12,80
PLT-vor (/nl) 256,70 + 61,60 251,00 + 68,12
PLT-nach (/nl) 194,30 + 57,45 189,00 + 68,02
Z'_%atomt'vor 0,42 + 0,04 042+ 0,03
(ngamkm'nam 041+ 0,05 0,41+ 0,04

Auch in Bezug auf Separationsdauer, Separationseffizienz und prozessiertem
Blutvolumen ergaben sich im Wilcoxon-Test keine signifikanten Differenzen
zwischen Gruppe A (ASS) und B.
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Tabelle 3-4: Separationsparameter

Separationsdauer (min)
Separationseffizienz (%)
Proz. Blutvolumen (ml)

ACD-Gehdlt im TKZ (ml)

Gruppe
A B
Mittelwert + SD Mittelwert + SD
53,3+ 14,8 56,7 + 20,4
531+4 52,7+4
2845,5 + 586,5 3137,7 £ 1033,7
59,50+ 7,79 55,00 + 13,56

3.3 Funktionelle Unter suchungen der Spender blutproben vor und nach

der Apherese

3.3.1 Thrombozytenaggregation

Hinsichtlich der Thrombozytenaggregation zeigte sich in allen Fallen eine signifikant

verminderte Aggregation durch die ASS-Einahme bei allen verwendeten

Aggreganzien (p < 0,005). Die Apherese jedoch fuhrte in keiner der Gruppen zu

einer signifikanten Veranderung der Thrombozytenfunktion im Vergleich der ,,pr&*

und ,,post* Werte.

Tabelle 3-5: Aggregation aus Blut vor und nach der Thrombozytapherese

Vor der Apherese Nach der Apherese

Mittelwert (%) £ SD Mittelwert (%) £ SD
Aggreganz Gruppe A Gruppe B Gruppe A Gruppe B
ADP (4 umol) 39+ 10 73+ 10 34+ 14 77+8
ADP (10 pmol) 50+ 9 77+7 48 + 13 76+ 6
Kollagen (4 pg/ml) 63+6 76+5 62 + 12 77+7
Arachidonsdure

10+ 2 70+ 19 10+ 2 70+ 19

(500 pg/ml)
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Abbildung 3-1: Aggregation vor (A) und nach (B) der Thrombozytapherese
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Die waagerechte Linie in der Box gibt den Wert des Medians an. Das obere und das untere Quartil

bilden die Begrenzung der Box, von denen ausgehend als Whisker-Enden, Maximum und Minimum

dargestellt werden. Das Aggregationsvermégen der Thrombozyten der Gruppe A ist mit allen

Aggreganzien gegeniiber dem Aggregationsver migen der Thrombozyten der Gruppe B statistisch
signifikant eingeschrankt (p < 0,005). n = 10; * = Extremwert

3.3.2 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrisch ermittelte Expression der thrombozytéren

Oberflachenantigene CD 41, CD 62p und die Fibrinogenbindefahigkeit (d.h. die
Aktivierung) des Glykoproteinrezeptors I1b/l11a zeigte sich von der ASS-Einnahme
unbeeinflusst. Weder in den vor der Thrombozytapherese abgenommen Blutproben
noch in den nach der A pherese gewonnenen Blutproben fanden sich zwischen
Gruppe A (ASS) und Gruppe B signifikante Unterschiede in der Expression von CD
41 und CD 62p sowie der Fibrinogenbindung. Innerhalb der Gruppen bestand in
Gruppe A ebenso wie in Gruppe B eine signifikante Erniedrigung der CD 41-
Expression nach dem Aphereseverfahren (Gruppe A: p = 0,009; Gruppe B:

p = 0,005). Die Apherese fhrte jedoch weder in Gruppe A noch in Gruppe B zu
signifikanten Veranderungen in der Expression des Aktivierungsmarkers CD 62p
und der Fibrinogenbindefahigkeit. Auch die Stimulierbarkeit der Thrombozyten mit

TRAP-6 zeigte sich von der Apherese sowie von der ASS-Einnahme unbeeinflusst.



Ergebnisse 43

Tabelle 3-6: Expression von CD 41, CD 62 und Fibrinogenbindefahigkeit auf der
Thrombozytenober flache vor und nach der Thrombozytapherese, nativ und nach Simulation
mit TRAP-6 (MFI = Mittlere Fluoreszenzintensitét)

Vor der Apherese Nach der Apherese
MFI +SD MFI + SD

Gruppe A Gruppe B Gruppe A Gruppe B

Ch 4l 537+140 474+ 76 438 + 99 407 + 72

CD 62p 227+06  22+03 243+08  22%02
CD 62p + TRAP-6 163+172 136+89 |[147+150 143+68
Fibrinogen 237+57  200+27 |219+64  227+33
Fibrinogen + TRAP-6 | 203+171 | 125+ 80 161+193 | 169+ 115

Abbildung 3-2: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) des Aktivitatsmarkers CD 62p (A) und
Fibrinogenbindefahigkeit des GPIIb/lI1a (B) vor der Thrombozytenapherese
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Die waagerechte Linie in der Box gibt den Wert des Medians an. Das obere und das untere Quartil
bilden die Begrenzung der Box, von denen ausgehend al's Whisker-Enden, Maximum und Minimum
dargestellt werden Zwischen Gruppe A (ASS) und Gruppe B gibt es keine signifikanten Unter schiede.
n= 10; * = Extremwert
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Abbildung 3-3: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) des Aktivierungsmarkers CD 62p (A)
und Fibrinogenbindefahigkeit des GPIIb/Il1a (B) nach der Thrombozytenapherese
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Die waagerechte Linie in der Box gibt den Wert des Medians an. Das obere und das untere Quartil
bilden die Begrenzung der Box, von denen ausgehend als Whisker-Enden, Maximum und Minimum
dargestellt werden Zwischen Gruppe A (ASS) und Gruppe B gibt es keine signifikanten Unterschiede.

n= 10; * = Extremwert

Abbildung 3-4: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der CD 41-Expression auf der

Thrombozytenoberfléache vor und nach der Thrombozytenapherese
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Die waagerechte Linie in der Box gibt den Wert des Medians an. Das obere und das untere Quartil
bilden die Begrenzung der Box, von denen ausgehend als Whisker-Enden, Maximum und Minimum

dargestellt werden. n= 10; * = Extremwert
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3.4 Untersuchungen der Thrombozytapher esekonzentrate

Die Thrombozytapheresekonzentrate unterschieden sich in Bezug auf Gewicht/
Volumen, Thrombozytengehalt und Leukozytenkontamination nicht signifikant.
Auch fur den, wéhrend der gesamten L agerungsdauer dokumentierten, Verlauf des
Thrombozytengehalts ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen.

Tabelle 3-7: Mittelwerte der Anzahl und Konzentration der Thrombozyten, Leukozyten und
Erythrozyten im Thrombozytapher esekonzentrat sowie Gewicht des
Thrombozytapher esekonzentrats am Her stellungstag (Tag 1)

Gruppe
A B
Mittelwert + Mittelwert +
Standardabweichung Standardabwei chung
Thrombozytengehalt 3,22 x 10" + 0,3x 10" 3,20 x 10" + 0,3 x 10"
Leukozytengehalt 094x10°+ 1,64x 10° 0,47 x 10° + 1,00 x 10°
PLT/ul 1100 x10° + 99 x 10° 1068 x 10° + 105x 10°
Leukozyten/ul 0,32+ 0,56 0,16+ 0,34
Erythrozyten/ul 580,00 + 1076,83 260,00 + 267,50
Gewicht (g) 293,80+ 7,76 294,40 + 4,88

Abbildung 3-5: Verlauf der mittleren Thrombozytenkonzentration im

Thrombozytapher esekonzentrat wahrend der Lagerungsdauer
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3.5 Thrombozytenaggregation, Thrombozytenaktivierung und
Stoffwechselparameter im Thrombozytapher esekonzentr at

Esfolgt die Darstellung der Ergebnisse der Untersuchungen zur
Thrombozytenaggregation und Thrombozytenaktivierung sowie die ermittelten
Stoffwechsel parameter im Thrombozytapheresekonzentrat am Herstellungstag
(Tag 1) und wahrend der Lagerungsdauer zu den Messpunkten am 3. und 5. Tag
nach Praparatherstellung.

3.5.1 Stoffwechselparameter und Thrombozytenmor phologieim

Thrombozytapher esekonzentr at

Die Ergebnisse der Stoffwechsel parameter pH-Wert, LDH, Laktatkonzentration
sowie Morphologie und Swirling lagen von Untersuchungsbeginn an in beiden
Gruppen im selben Grundbereich und zeigten wahrend der Lagerungsdauer eine
nahezu identische Entwicklung. Diese umfasst eine deutliche Zunahme des

L aktatspiegels, des mittleren L aktatdehydrogenasegehalts und des pH-Wertes, sowie
eine Abnahme des Morphol ogie Scores. Das Swirling-Phanomen war wahrend der
gesamten Lagerungsdauer in alen Praparaten vorhanden. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen bestanden weder zu Beginn, noch im

weiteren Verlauf der Lagerung.

Abbildung 3-6: Darstellung der Soffwechselparameter pH (A), Laktat (B), LDH (C) und
Morphologie Score (D) am Herstellungstag (Tag 1), 3.Tag und 5.Tag nach Herstellung
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Die waagerechte Linie in der Box gibt den Wert des Medians an. Das obere und das untere Quartil
bilden die Begrenzung der Box, von denen ausgehend als Whisker-Enden, Maxi mum und Minimum
dargestellt werden. Fur die einzelnen Parameter ergeben sich im Lagerungsverlauf keine

signifikanten Unter schiede zwischen den Gruppen.

n=10; *=Extremwert

3.5.2 Durchflusszytometrie

Am Herstellungstag (Tag 1) wiesen die Aktivierungsmarker CD 62p und
Fibrinogenbindung keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Thrombozytapheresekonzentraten beider Gruppen aus. Die
Thrombozytapheresekonzentrate der Gruppe B vermégen jedoch nach Stimulation
mit TRAP-6 CD 62p in einem signifikant grofRerem Mal3e zu exprimieren (p < 0,02).
Im weiteren Verlauf der Lagerungsdauer waren dann jedoch weder im nativen noch
in stimuliertem Zustand signifikante Differenzen beziglich der
Thrombozytenaktivierung zwischen der Gruppe A (ASS) und der Gruppe B
nachzuweisen (siehe Abbildung 3-7). Innerhalb jeder der beiden Gruppen fand
wahrend der Lagerungsdauer eine signifikant verstérkte Expression des
Aktivierungsmarkers CD 62p statt (p = 0,005), siehe Abbildung 3-8.

Auf der Thrombozytenmembranoberflache nahm die Anzahl der Glykoproteine
[1b/I1a (CD 41) wahrend der Lagerungszeit in beiden Gruppen signifikant zu

(p < 0,01). Die Fibrinogenbindefahigkeit der Thrombozyten nach Stimulation mit

TRAP-6 verringerte sich in beiden Gruppen mit zunehmender Lagerungsdauer.
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Abbildung 3-7: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von CD 62p, Fibrinogenbindefahigkeit
und CD 41 am Herstellungstag und wahrend der Lagerungsdauer im nativen Zustand (A, C,
E) sowie nach Stimulation mit TRAP-6 (B, D, F)
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Die waagerechte Linie in der Box gibt den Wert des Medians an. Das obere und das untere Quartil
bilden die Begrenzung der Box, von denen ausgehend al's Whisker-Enden, Maximum und Minimum
dargestellt werden. Am Herstellungstag (Tag 1) zeigen die Praparate der Gruppe B nach Simulation
ein statistisch signifikant groferes Vermogen CD 62p zu exprimieren (B).

n=10; * = Extremwert

Abbildung 3-8: Entwicklung des Aktivierungsmarkers CD 62p auf der Oberflache der

gelagerten, nicht mit TRAP -6 stimulierten Thrombozyten im Laufe der Lagerungsdauer.
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3.5.3 Thrombozytenaggregation

Das Vermogen der Thrombozyten nach Zugabe des ADP/ Kollagen-Reagenz zu
aggregieren sank in beiden Gruppen mit zunehmender Lagerungszeit signifikant. Fur
die Gruppe A (ASS) sowie fir Gruppe B gilt die Differenz der
Aggregationsfahigkeiten am Herstellungstag im Vergleich zum 5. Lagerungstag mit
p = 0,005 asnicht zuféllig.

Am Herstellungstag (Tag 1) waren die Thrombozytapheresekonzentrate der Gruppe
B denen der Gruppe A hinsichtlich dieser funktionellen Leistung signifikant
Uberlegen (p = 0,01). Am 3. und 5. Tag existiert jedoch kein statistisch signifikanter
Unterschied mehr zwischen der Thrombozytenaggregation der Préparate der
Gruppen A und B.
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Abbildung 3-9: Thrombozytenaggregation aus den Thrombozytapher esekonzentraten der
Gruppe A (ASS) und B am Herstellungstag (Tag 1) sowie am 3. Tag und 5. Tag der
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Die waagerechte Linie in der Box gibt den Wert des Medians an. Das obere und das untere Quartil

bilden die Begrenzung der Box, von denen ausgehend als Whisker-Enden, Maximum und Minimum

Gruppe

dargestellt werden. Am Herstellungstag (Tagl) sind die Praparate der Gruppe B den Préparaten der
Gruppe A statistisch signifikant Uberlegen. Am 3. und 5. Tag nach Herstellung ist dieser Effekt nicht
mehr nachweislich. n = 10; * =Extremwert
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4 Diskussion

Die Herstellung und Lagerung von Thrombozytenkonzentraten fuhrt zu
morphologischen Veranderungen, funktionellen Einschrénkungen und
Vitalitétsverlusten der Thrombozyten des Thrombozytenkonzentrats gegentiber den
im Blut zirkulierenden Thrombozyten des Spenders (Klinger 1996). Die Summe
dieser Schaden wird unter dem Begriff ,,Platelet Storage Lesion™ (PSL)
zusammengefasst.

Ein mal3geblicher Ausldser der PSL ist die Aktivierung der Thrombozyten wéhrend
der Herstellung der Thrombozytapheresekonzentrate. Die Zell separation kann dabel
einen starken Aktivierungsreiz fir die Thrombozyten darstellen. Zentrifugal- und
Scherkrafte kénnen zur Aktivierung der Thrombozyten fuhren. Anhand der
Phosphorylierungschemata zeigte Estebanell (Estebanell et al. 2000), dass die
Zellseparation die Thrombozyten des Thrombozytenkonzentrats in einen
Aktivierungszustand versetzt, der bis zu 24 Stunden anhdlt und die Thrombozyten
daran hindert auf weitere Stimuli adaguat zu reagieren.

Die Aktivierung von Thrombozyten wirkt sich jedoch nicht nur negativ auf die
Qualitét der gesammelten Thrombozyten aus. Auch der Separationserfolg kann durch
die Aktivierung von Thrombozyten geschmalert werden, wenn diese an den
kinstlichen Oberflachen der Separationskammer und im Schlauchsystem des
Zellseparators adhdrieren, im Zellseparator verleiben und damit nicht im Produkt zur
Verfligung stehen (Holme et al. 1997; Gutensohn et al. 1997).

Auch Arbeiten aus der kardiovaskuldren Chirurgie beschreiben die Aktivierung von
Thrombozyten und ihre Neigung an den kiinstlichen Oberflachen der
Schlauchsysteme der Herz-L ungen-Maschine zu adharieren und zu aggregieren.
Insbesondere unter zusétzlich verwendetem Heparin entsteht eine grof3e Zahl
verformter und zerstérter Thrombozyten, die fir die Umsetzung einer suffizienten,
postoperativen Hamostase nicht mehr zur Verfigung stehen (Ellison et al. 1978;
Khuri et al. 1995).

Eine Moglichkeit, diesen Aktivierungsprozess zu verringern zeigten Hiramatsu et al.
(Hiramatsu et al. 1997) in einem tierexperimentellen Ansatz. Sie verringerten
wahrend der ACVB-Operation an Pavianen unter Verwendung des reversiblen GP

I1b/Illa-Hemmers Tirofiban die Thrombozytenreagibilitét fir den Zeitraum der
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Intervention. Der Erfolg dieser Methode, die sie,,platel et anesthesia™“ nannten, zeigte
sich an der, zur Vergleichsgruppe signifikant beschleunigten, Wiederherstellung
einer im Normbereich liegenden Blutungszeit nach der Operation. Weiterhin wiesen
die Versuchstiere in der Interventionsgruppe postoperativ signifikant hhere
Thrombozytenzahlen auf. Die Autoren interpretierten ihre Ergebnisse dahingehend,
dass die Inhibition der Thrombozyten wahrend der extrakorporalen Zirkulation sich
positiv auf die postoperative Thrombozytenzahl und Thrombozytenfunktion
auswirkt.

Unter der Vorstellung, dass der Lagerungsschaden, die ,,Platelet Storage Lesion®,
von Thrombozytapheresekonzentraten ein Sprossling der Thrombozytenaktivierung
ist, zu der es wahrend der Herstellung und Lagerung von
Thrombozytapheresekonzentraten kommt (Snyder 1992), stellte sich uns die Frage
ob eine Steigerung der Separationseffizienz und der Qualitét der gewonnenen
Thrombozyten bei Thrombozytapheresekonzentraten durch eine pharmakol ogische
Thrombozytenaggregationshemmung (,,platel et anesthesia”®) wahrend der Separation
erreicht werden kann. Ein zu diesem Zweck geeigneter
Thrombozytenfunktionshemmer konnte moglicherweise ASS sein. Uber die
Auswirkung einer ASS-Einnahme auf die Qualitét von Thrombozyten in
Thrombozytapheresekonzentraten liegen bisher keine Erfahrungswerte vor.

ASSist, wie bereits eingangs beschrieben, ein irreversibler Aggregationshemmer,
der einige klassische Thrombozytenaktivierungswege blockiert. Aufgrund seiner
anal getischen und antipyretischen Wirkung wird ASS von einer Vielzahl von
Personen - und natirlich auch von Blutspendern - zur Selbstmedikation
eingenommen. Dies wird insbesondere dadurch, dass es sich hierbei um ein frei
zugangliches, nicht verschreibungspflichtiges Medikament handelt, gefordert.

Da eine routineméafdige Testung der Thrombozytenfunktion von Blutspendern nicht
durchgefihrt wird, werden Blutspender, bei denen ein Anhalt fir eine eingeschrankte
Thrombozytenfunktion vorliegt tblicherweise von der Thrombozytenspende
ausgeschlossen (Jilma-Stohlawetz et al. 2001). Hierfir werden die Spender nach der
Einnahme von Medikamenten befragt. Die Angabe der Einnahme ASS-haltiger
Medikamente in den Tagen vor einer geplanten Spende fuhrt aufgrund der
mutmal3ichen Thrombozytenfunktionshemmung meist zum Spenderausschluss
(Bundesérztekammer 2004). Beachtenswert ist hierbei die oft unterschétzte Anzahl

der Spender, die vor der Thrombozytenspende ASS as Schmerzmittel eingenommen
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haben, dies jedoch bei der Spenderbefragung nicht angeben. Aufgrund vorliegender
Studien (Sharon et al. 1980; Jilma-Stohlawetz et al. 2001) muss man davon
ausgehen, dass eine nicht unbetrachtliche Zahl von Thrombozytenkonzentraten von
Blutspendern stammt, die ASS eingenommen haben ohne dies zu berichten. Diese
Tatsache steht in einem interessanten Widerspruch zum génzlichen Fehlen von
Studien oder anderen Berichten Uber negative Auswirkungen der ASS-Einnahme von
Thrombozytenspendern auf die hamostyptische Wirkung der von ihnen gewonnenen
Thrombozytenkonzentrate. Auch zeigten eigene Erfahrungen im Blutspendedienst in
Einzelfallen einen adaquaten, hamostyptischen Effekt nach Transfusion von
Thrombozytenkonzentraten, deren Spender ASS eingenommen hatten.

Somit stellte sich die Frage, ob die ASS-Einnahme womaéglich tatsachlich keine
derart grof3e Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion im
Thrombozytenkonzentrat darstellt, um den Ausschluss der betreffenden Spender zu
rechtfertigen, oder aber sogar durch eine Verminderung der Pléttchenaktivierung im
Rahmen der Herstellung und Lagerung die Qualitét der Thrombozyten positiv
beeinflusst.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden in der vorliegenden Arbeit in einem
gepaarten Versuchsansatz bei 10 gesunden Probanden jeweils 2
Thrombozytapheresen durchgefiihrt, wobei alle Bedingungen bis auf die Einnahme
von 500 mg ASS am Vorabend von einem der beiden Spendetermine identisch
waren. Untersucht wurden dann sowohl die Thrombozytenfunktion der Spender vor
und nach Separation, als auch die gewonnenen Thrombozytapheresekonzentrate

wahrend der gesamten Lagerungszeit.

4.1 Auswirkungen der ASS-Einnahme auf dieim Spenderblut

zirkulierenden Thrombozyten

Die Kontrolle der ASS-Einnahme in der Interventionsgruppe mit Hilfe des Platel et
Function Analysers (PFA) zeigte bel allen Probanden die durch ASS verursachten,
typisch verlangerten in-vitro-Blutungszeiten. Wie zu erwarten fuhrte die verminderte
Thromboxansynthese der Thrombozyten in der ASS-Gruppe auch im
Aggregationstest zu einer signifikanten Verminderung der Thrombozytenaggregation
(Samraet al. 1991). Am stérksten ausgepragt war die verminderte Aggregation
erwartungsgemal3 nach Zugabe des Aggreganz Arachidonsdure (Gruppe A: 9,60 £
1,96 % versus Gruppe B: 70,80 £19,42 %), daja hier spezifisch die Metabolisierung
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des zugesetzten Aggreganz, der Arachidonsaure, blockiert war. Aber auch die
Aggregation mit ADP (in beiden Konzentrationen) und Kollagen war bei den
Blutproben, vor deren Abnahme die Spender ASS einnahmen gegeniber der
Vergleichsgruppe zwar in geringerem Ausmal3, aber immerhin noch signifikant
vermindert.

Morphologische und funktionelle V erénderungen der Thrombozyten spiegeln sich
auch in der Glykoproteinzusammensetzung der Thrombozytenmembran wieder. In
den durchflusszytometrischen Untersuchungen ergaben sich jedoch hinsichtlich der
Expression von CD 41 und CD 62p bei unstimulierten Thrombozyten keine
Unterschiede zwischen den im Blut zirkulierenden Thrombozyten der gesunden
Spender mit und ohne ASS-Einnahme. Auch die durchflusszytometrisch bestimmte
Reaktion (Expression von CD 62p und Fibrinogenbindung) auf Stimulation der
Thrombozyten mit TRAP-6 wurde durch die ASS-Einnahme nicht beeinflusst. Trotz
der, im Aggregationstest und im PFA nachgewiesenen, Funktionseinschrénkung
durch ASS konnte mit dem starken Agonisten TRAP-6 durchaus noch eine deutliche
Stimulationsantwort erreicht werden. Diese Unabhangigkeit der a-Granulasekretion
von einer Blockierung des Arachidonsduremetabolismus steht im Einklang mit
Untersuchungen von Rinder und Michelson (Rinder et al. 1993; Michelson et al.
1999). Wobei Rinder et al. diesen Effekt dahingehend deuteten, dass die
Funktionsfahigkeit der Na'/H" Transporter und damit der intrazellul&re pH-Wert
grundlegende V oraussetzung fur die a-Granulasekretion ist. Dies unterstreicht, dass
ASS lediglich zu einer partiellen Thrombozytenfunktionsstérung fuhrt und die
Thrombozyten durchaus noch in der Lage sind, auf bestimmte Stimulationsreize zu
reagieren.

Somit konnte die ASS-Einnahme bei allen Probanden der ASS-Gruppe verifiziert
werden und verursachte die bekannten, partiellen Thrombozytenfunktionsstérungen
(Samraet al. 1991; Marshall et al. 1997; Michelson et al. 1999).

4.2 Effekt der Zellseparation auf die Thrombozytenfunktion und

Auswirkungen von ASS auf Parameter der Zellseparation

Anders a's Gutensohn (Gutensohn et al. 1997, Gutensohn et al. 2000) und Wun
(Wun et al. 1992), diein Arbeiten mit Zellseparatoren dterer Bauart eine mit der
Separationsdauer zunehmende Ausschiittung der thrombozytéren, intrazelluléaren o-

Granulaim Sinne einer Thrombozytenaktivierung der beim Spender zirkulierenden
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Thrombozyten beschrieben, konnte in der vorliegenden Studie anhand des
Aktivierungsmarkers CD 62p in keiner der beiden Gruppen eine Aktivierung der im
Spenderblut zirkulierenden Thrombozyten zum Ende der Thrombozytapherese
nachgewiesen werden. Auch die Reaktionsfahigkeit der Thrombozyten (CD 62p-
Expression und Fibrinogenbindung) auf Stimulation mit TRAP-6 wurde durch die
Apherese, unabhangig von der ASS-Einnahme, nicht beeinflusst. Analog dazu zeigte
sich auch die Thrombozytenaggregation vom Separationsprozess unbeeinflusst.

In beiden Gruppen konnte jedoch ein signifikantes Absinken der CD 41-Expression
auf der Thrombozytenoberflache des Spenders nach der Thrombozytapherese
beobachtet werden. Dieses Phanomen ist sowohl fir Thrombozytapheresen
(Gutensohn et al. 1997) als auch fir Hamoperfusion und ACVB-Operationen
beschrieben worden (Musial et al. 1985; Rinder et al. 1991). CD 41 reprasentiert das
calciumabhéngige Glykoprotein I1b/I11a. Die Ursachen der Verringerung der CD 41-
Expression auf der Membranoberfléache im Verlauf der Thrombozytapherese sind
vielfaltig zu erkléaren. So spaltet bei spiel sweise das aktivierte Komplementsystem
den Rezeptor. AulRerdem erschwert die zunehmende Internalisation von CD 41 durch
Aktivierung den monoklonalen Antikérpern den Zugang zu ihren Epitopen. Auch
Thrombozyten-Biomaterial -1 nteraktionen und hamodynamische Scherkréfte wahrend
der Apherese, Thrombozytenaggregation und —Adhasion und die Fragmentierung
von Thrombozyten kdnnen den Verlust von CD 41 auf der Thrombozytenoberflache
erklaren (Musial et al. 1985; Wenger et al. 1989). AulRerdem gilt es auch zu
bedenken, dass das wahrend der Apherese zur Antikoagulation verwendete Citrat
Calcium bindet. Dieses wird anschlief3end nicht substituiert und steht somitin
geringer Konzentration zur Briickenbildung zwischen den beiden Untereinheiten des
GPllb/lllazur Verfigung (De Groot et al.1998). Insofern stellt die Abnahme der CD
41-Expression womdglich einen empfindlicheren Marker fir eine stattgehabte
Thrombozytenaktivierung dar, als ein Anstieg der CD 62p-Expression. Aber auch
bezlglich dieses méglicherwel se empfindlichen Aktivierungsmarkers, der
Verringerung der CD 41-Expression auf den Thrombozyten, zeigte sich kein
protektiver Effekt der ASS-Einnahme in der Interventionsgruppe.

Damit ist anhand der in dieser Studie erhobenen Daten nicht davon auszugehen, dass
die Einnahme von ASS zu einer Verringerung der Thrombozytenaktivierung der im
Spender verbleibenden Thrombozyten im Rahmen der Apherese fihrt.
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Weiterhin sprechen die in dieser Arbeit erhobenen Daten auch gegen eine
Beeinflussung der Separationseffizienz durch ASS. Weder die Effizienz der
Separation, noch der Thrombozytengehalt oder die Zahl der im Praparat
verbleibenden L eukozyten unterschied sich bei identischen Ausgangswerten der
Spender zu beiden Spendeterminen zwischen den Gruppen signifikant. Auch die
Separationsdaten wie Separationsdauer und prozessiertes Blutvolumen werden von
der, der Zellseparation vorausgegangenen, ASS-Einnahme der Spender nicht
beeinflusst.

4.3 Auswirkungen von ASS auf die Qualitat der Thrombozyten im
Thrombozytapher esekonzentrat im Verlauf der Lagerung

4.3.1 Ultrastrukturelle Veranderungen und Thrombozytenfunktion

Die Zunahme CD 62p positiver Thrombozyten im Thrombozytenkonzentrat mit
zunehmender Lagerungsdauer ist eine Beobachtung, die in unterschiedlich starkem
Ausmal3, von verschiedenen Autoren berichtet wurde (Rinder et al. 1991; Holme et
al. 1997) und sich auch in den Untersuchungsergebnissen dieser Arbeit in beiden
Gruppen zeigt.

Curvers (Curvers et al. 2004) fand, dass aktivierte, CD 62p positive Thrombozyten
aus gelagerten Thrombozytapheresekonzentraten in geringerem Mal3e Fibrinogen
binden als aktivierte, frische, aus Blut stammende Thrombozyten. Sie schlussfolgerte
daraus, dass die Eigenschaften von Thrombozyten, die durch Lagerung oder
Herstellung aktiviert wurden den Eigenschaften von Thrombozyten, die durch
Agonisten aktiviert wurden ahnlich, aber nicht identisch seien und dass die wahrend
der Lagerungsdauer, ansteigende CD 62p-Expression auf einem anderen
Mechanismus zu beruhen scheint, als die durch Agonisten induzierte CD 62p-
Expression.

Nach Stimulation der Thrombozyten mit Thrombozytenagonisten bewerkstelligt die
Tyrosinphosphorylierung von Molektlen die Signaltransduktion durch die
Zellmembran. Verschiedene aktivierte Signal proteine haben dabei die Méglichkeit in
das Zytoskel ett eingebunden zu werden. Das submembrandse Zytoskel ett
kommuniziert mit den extrazelluléren Rezeptoren und mit den intrazellulér

gel egenen zytoplasmatischen Elementen (Fox et al. 1993; Morgenstern 1998 &
1978). Die Umbauten in der Zytoskel ettstruktur, die auch die Polymerisation von
kontraktilen Proteinen beinhaltet, spielen eine zentrale Rolle in der Pléttchenfunktion
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und bedingen die Thrombozytenaggregation (Lazarus et al. 2003). Herstellung und
Lagerung der Thrombozytenkonzentrate fihren zu Verdnderungen in der

Signal tbermittlung (Tyrosinphosphorylierung) und zu einer Vielzahl von Umbauten
im Zytoskelett (Estebanell et al. 2000). Mit zunehmendem Grad der zytoskel ettalen
Polymerisation verlieren die Thrombozyten die Fahigkeit weitere kontraktile
Proteine, wie Aktin, in das Zytoskelett zu integrieren und verlieren so die Fahigkeit
sich nach Zugabe von Thrombozytenagonisten zu verformen und zu aggregieren
(Estebanell et al. 2000). Diese strukturellen VVeranderungen gelagerter Thrombozyten
erklaren das Phanomen, dass obwohl die Anzahl der aggregationvermittelnden
GPlla/lllb Rezeptoren (CD 41) auf der Thrombozytenoberflache mit der
Lagerungszeit signifikant ansteigt, gleichzeitig die Einschrankungen in der
Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten mit der Lagerungsdauer signifikant
fortschreiten. Estebanell (Estebanell et al. 2000) zeigte, dass Thrombozyten, die drei
Tage oder langer gelagert wurden, kaum noch aktivierungsfahig sind, da die Zugabe
von Stimulanzien bei den gelagerten Thrombozyten nur noch in sehr geringen Mal3e
zu Proteinphosphorylierung fuhrte. Dieser Funktionsverlust, der auch durch Murphy
(Murphy et al. 1994) beschrieben wurde, betraf in der vorliegenden Studie die durch
ASS geschadigten Thrombozyten in gleichem Ausmal3 wie die Kontrollgruppe.
Unterschiede in der Thrombozytenfunktion zwischen den
Thrombozytapheresekonzentraten der Gruppen A und B fanden sich nur am
Herstellungstag (Tag 1). Im ruhenden Zustand zeigten die Préparate beider Gruppen
ein fast identisches Aktivierungsniveau (CD 62p Gruppe A: 2,2 +0,25; Gruppe B:
2,38 £0,63). Nach Stimulation mit TRAP-6 reagierten jedoch die Thrombozyten der
Gruppe B, gegenuber den durch ASS geschéadigten Thrombozyten der Gruppe A, in
einem signifikant (p < 0,02) grofRerem Umfang und exprimierten deutlich mehr CD
62p an der Oberflache. Auch in der Aggregationsfahigkeit waren die Thrombozyten
der Gruppe B denen der Gruppe A (ASS) lediglich am Herstellungstag deutlich
Uberlegen. Ein Aggregationsdefizit der durch ASS geschéadigten Thrombozyten war
in dhnlichem Ausmal3 auch schon bei den im Spenderblut zirkulierenden
Thrombozyten nachweisbar.

Hinsichtlich der CD 62p-Expression nach TRAP-6 Stimulation waren die im Blut
zirkulierenden Thrombozyten der Gruppe A nach der Apherese denen der Gruppe B
ebenbirtig. Im Thrombozytapheresekonzentrat besteht jedoch am Tag 1 nach TRAP-
6 Stimulation eine deutliche Einschrankung der CD 62p-Expression in der Gruppe A.
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Hier scheint also ein zusétzlicher Effekt vorzuliegen, der zusammen mit dem ASS-
Effekt nun doch - zumindest am Herstellungstag - auch zu einer verminderten

Stimul ationsantwort auf TRAP-6 fuhrt. Dies konnte auf den etwas geringeren pH in
den frischen Thrombozytapheresekonzentraten, aber auch auf eine leichte
Aktivierung durch die Zentrifugation zurtickzufiihren sein. Esist vorstellbar, dass die
Zellseparation bel durch ASS geschéadigten Thrombozyten zu einem anderen
Phosphorylierungschema fhrt als bel nicht geschadigten Thrombozyten und somit
die Reagibilitdt der Thrombozyten herabsetzt.

4.3.2 Metabolismus

Im Metabolismus des Thrombozyts stellt die Verwertung von Glukose, unter Bildung
von Laktat, die Hauptenergiequelle dar. Zur Charakterisierung der metabolischen
Funktion der Thrombozyten eignet sich die Ermittlung von Laktatproduktion,
Glucoseverbrauch und Sauerstoffverwertungskapazitét der Thrombozyten. Unter
optimaler Oxygenierung des Thrombozytenkonzentrats sollte die Anreicherung von
Laktat im Praparat die Rate von 2,5 mM pro Tag nicht Ubersteigen (Murphy et al.
1982). In dieser Arbeit wurde diese L aktatproduktionsrate in keiner der beiden
Gruppen tberschritten. Die Vermeidung der Akkumulation von sauren Substanzen
im Thrombozytenkonzentrat wahrend der Lagerungszeit erfordert Pufferkapazitdten
und einen suffizienten Gasaustausch. Die gute Gaspermeabilitét der Lagerungsbeutel
gewdhrt die Funktionstiichtigkeit des Kohlendioxid-Bikarbonat-Puffers, dem
wichtigstem Puffersystems des Plasmas. Die Abgabe von CO; Uiber den

L agerungsbeutel kompensiert die Bildung von sauren Stoffwechsel produkten und
fuhrt zu einem stabilen Zustand, der vom pH-Wert im Préparat angezeigt wird. Initial
liegt der pH-Wert zwischen 7,0 und 7,3 und wird primér von der Blut-
Antikoagulanzien-Ratio wahrend der Apherese und dem Hamatokritwert des
Spenders beeinflusst (Dumont et al. 2003). Wéahrend der gesamten L agerungsdavier
sollte der pH-Wert zwischen 6,8 und 7,4 liegen (Council of Europe 2004).
Insbesondere bei einem starken Absinken des pH-Wertes als Ausdruck einer
schlechten Stoffwechsellage muss mit schwerwiegenden, ultrastrukturellen
Umbauten der Thrombozyten und einer verringerten posttransfusionellen
Uberlebenszeit der Thrombozyten gerechnet werden (Holme et al. 1978; Solberg,
Holme and Little 1986). In der vorliegenden Studie verlief die Entwicklung der

L aktat- und pH-Werte wahrend der Lagerung in Gruppe A und Gruppe B fast
identisch. Insbesondere die unteren Grenzwerte wurden in beiden Gruppen niemals
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unterschritten. Auch beziiglich der weiteren gemessenen Marker der
Thrombozytenqualitét (LDH, Laktat, Swirling, Morphologie, Thrombozytenzahl)
(Solberg et al. 1986; Holme et al. 1990; Bertolini and Murphy 1994; Bertolini and
Murphy 1996) ergaben sich zwischen beiden Gruppen keine Unterschiede. Hier
zeigte sich also kein Einfluss der ASS-Einnahme auf den Stoffwechsel der gelagerten
Thrombozyten. Ein Vor- oder Nachteil der ASS-Einnahme konnte aus den

Untersuchungen zum Metabolismus nicht abgel eitet werden.

4.4 Schlussfolgerungen und kritische Beurtellung der M ethodik

Die Ergebnisse dieser Studie lassen nicht auf einen protektiven Effekt von ASS auf
die funktionelle Qualitét der Thrombozyten im Thrombozytapheresekonzentrat
schlief3en. Auch auf das Herstellungsverfahren der Thrombozytapheresekonzentrate
(insbesondere hinsichtlich Effizienz der Sammlung und L eukozytenkontamination)
Ubte ASS keinen Einfluss aus. Die Ausbildung von Thrombozytenfunktionsdefiziten
und Lagerungsschaden im Verlauf der Lagerung vom dritten bis zum finften
Lagerungstag betraf die Thrombozytapheresekonzentrate beider
Untersuchungsgruppen in gleichem Umfang. Ein nachteiliger Effekt von ASS auf die
Funktion der Thrombozyten war nur in wenigen Testsystemen und dann auch nur bel
frisch hergestellten Thrombozytenkonzentraten am Herstellungstag nachweisbar.
Bereits am dritten Lagerungstag erschien der ASS-Effekt a's unerheblich und war
weder in Funktion, Morphologie oder Metabolismus mit den angewandten
Untersuchungsmethoden nachweisbar. Damit ergab sich, zumindest im Verlauf der
Lagerung ab dem dritten Tag kein Anhalt fir eine wesentliche funktionelle
Beeintréchtigung der Thrombozyten durch die ASS-Einnahme des Spendersim
Vergleich zu Thrombozyten, die ohne vorherige A SS-Einnahme gewonnen wurden.
Grundsétzlich muss bei der Interpretation dieser Ergebnisse berticksichtig werden,
dass es sich um eine in vitro Untersuchungsreihe handelt. Letztendlich zahlt fur die
Beurteilung der Qualitét transfundierter Thrombozyten der Transfusionserfolg beim
Patienten, also die hdmostyptische Wirkung und die Anzahl funktionsttichtiger und
in vivo Uberlebensfahiger Thrombozyten. Die Beurteilung desin vivo
Transfusionserfolgsist jedoch dadurch erschwert, dass insbesondere die
posttransfusionelle Wiederfindungsrate und die Uberlebensfahigkeit der
transfundierten Thrombozyten in sehr grof3em Ausmal3 von empfangerspezifischen
Faktoren (z.B. Fieber, Sepsis, Splenomegalie, Blutung, Medikamente) abhangig ist
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(Norol et al. 1998; Snyder et al. 2000, Rinder et al. 2003). Daher wird fir die
Beurteilung der Thrombozytenqualitét meist auf in vitro Tests zurtickgegriffen.
Relativ gute Korrelationen mit der in vitro Uberlebenszeit konnten fiir die Parameter
pH, Morphologie und Swirling nachgewiesen werden (Owens et al. 1992). Bisher ist
es allerdings noch nicht gelungen einen einzelnen in vitro Test zu entwickeln der den
so genannten ,,Gold-Standard* darstellt, also als Einzeltest zuverlassig die in vivo
Funktion transfundierter Thrombozyten voraussagen konnte (Rinder 2003).
Ublicherweise wird daher wird auf eine Reihe verschiedener in vitro Testmethoden
zuruickgegriffen (Schmitz et al. 1998; Holme 1998). Aus der Summe der
Untersuchungen, die die verschiedenen Aspekte der Thrombozytenfunktion erfassen
lasst sich dann die zu erwartende Qualitét der transfundierten Thrombozyten gut
abschétzen. Dieses Verfahren wurde auch in der vorliegenden Untersuchung
angewendet. Somit ist den Ergebnissen der Studie auch bel kritischer Beurteilung
durchaus erhebliche Relevanz beizumessen.

Unter Berlicksichtigung der allgemeinen und seit Jahrzehnten bestehenden Meinung,
dass durch ASS geschédigte Thrombozyten von minderer Qualitét seien, und dass
der zu erwartende Nutzen beim Empfanger geringer sei als die Transfusionsrisiken
und moglichen Transfusionskomplikationen, sind die Ergebnisse der Studie
Uberraschend, denn in den vorliegenden Daten erscheint eine einmalige ASS-
Einnahme der Spender am Spendevorabend, zumindest in gelagerten
Thrombozytenkonzentraten, als nicht relevant. Lediglich bei frischen
Thrombozytapheresekonzentraten zeigte sich eine Beeintrachtigung der
Thrombozytenfunktion durch ASS, die jedoch offenbar so gering ist, dasssieim
Verlauf der Lagerung von den auftretenden Lagerungsschaden tberdeckt wird.
Generell gilt jedoch, dass diese Annahmen auf in vitro Untersuchungen beruhen.

Bewahrheitet werden kdnnen sie letztendlich nur durch einein vivo Studie.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der Gewinnung und Lagerung von Thrombozyten fir
Transfusionszwecke kommt es zu einer Beeintrachtigung der Funktion der
Thrombozyten im Konzentrat. Diese strukturellen und biochemischen
Veranderungen werden unter dem Begriff ,,platelet storage lesion* (PSL)
zusammengefasst. Von entscheidender Bedeutung fuir die Entwicklung der PSL
scheint die Thrombozytenaktivierung im Rahmen der Thrombozytapherese zu sein.
Eine Pravention der Thrombozytenaktivierung wéhrend der Thrombozytapherese,
bei spiel sweise durch den Thrombozytenfunktionshemmer ASS, kénnte
moglicherweise das Ausmal? der PSL verringern und den Transfusionserfolg
vergrofern. Andererseits gilt die Einnahme des Cyclooxygenasehemmers ASS, da
sie eine partielle Inhibierung der Thrombozytenfunktion bewirkt, allgemein als
Spenderausschlusskriterium. Diese Einschatzung ist jedoch bisher nicht durch
Literaturdaten belegt.

Ziel der vorliegenden Studie war daher zu untersuchen, ob durch ASS partiell-
inhibierte Thrombozyten aufgrund ihrer eingeschrankten funktionellen Aktivitét
wahrend der Thrombozytapherese und Lagerung eine geringere PSL und damit
moglicherwel se eine bessere Funktion nach Transfusion aufweisen oder ob
tatséchlich die Einnahme von ASS die Thrombozytenfunktion im Konzentrat so stark
beeintréchtigt, dass sie den Ausschluss von Spendern nach ASS-Einnahme
rechtfertigt. Hierzu wurden in einer randomisierten crossover Studie bei 10 gesunden
Spendern je 2 Thrombozytenapheresen durchgefihrt. Eine Apherese erfolgte jeweils
12 Stunden nach einer einmaligen Einnahme einer Dosis von 500 mg ASS (Gruppe
A), die andere fand ohne vorausgegangene Medikamenteneinnahme statt (Gruppe B).
In in vitro Untersuchungen wurden Separationsdaten und Thrombozytenfunktion im
Spenderblut vor und nach der Apherese ermittelt. Im Thrombozytapheresekonzentrat
wurden am Herstellungstag (Tag 1) und wahrend der Lagerungsdauer (Tag 3 und 5)
Thrombozytenfunktion, Morphologie und Stoffwechsel parameter bestimmt.

Die Ergebnisse zeigten die zu erwartende signifikante Abnahme der
Thrombozytenaggregationsfahigkeit der mit ASS partiell inhibierten Thrombozyten
im Spenderblut (p < 0,005). Auch in den Thrombozytapheresekonzentraten der
Gruppe A war am Tag 1 diese signifikante ASS induzierte Reduktion der
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Thrombozytenaggregation belegbar (p < 0,01). Eine signifikante durch das
Apheresverfahren hervorgerufene, Aktivierung der Thrombozyten im Spenderblut
oder in den Thrombozytapheresekonzentraten war jedoch nicht nachweisbar. Auch
fUr die Separationseffizienz und Separationsdaten ergaben sich zwischen den
Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Im Verlauf der Lagerung nahm in den
Thrombozytapheresekonzentraten beider Gruppen die Thrombozytenaktivierung in
gleichem Ausmal3 zu. Signifikante Unterschiede der in vitro Funktion fanden sich
lediglich am ersten Lagerungstag. Zu diesem Zeitpunkt war das Vermogen der
Thrombozyten der Gruppe A auf TRAP-6 Stimulierung mit CD 62p-Expression zu
reagieren signifikant vermindert (p < 0,02). Im weiteren Verlauf der
Thrombozytapheresekonzentratlagerungsdauer wiesen die untersuchten Parameter
zur Beurteilung von Thrombozytenqualitdt (LDH, pH, Laktat, Morphologie) und in
vitro Thrombozytenfunktion (CD 62p-Expression, Fibrinogenbindeféhigkeit,
Aggregationsfahigkeit) jedoch keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen
Gruppe A und Gruppe B aus. Die am Herstellungstag noch nachweisbare
Verminderung der Thrombozytenfunktion in der ASS-Gruppe trat im Verlauf der
Lagerung hinter der in beiden Gruppen nachweisbaren, progredienten Verringerung
der in vitro Funktion zuriick.

Schlussfolgernd zeigen die vorliegenden Daten keinen nachweisbar vorteilhaften
Effekt der ASS-Einnahme auf eine Verringerung der PSL. Diese kann also durch die
ASS-Einnahme nicht vermieden oder verringert werden. Andererseits erscheint der
negative Effekt einer ASS-Einnahme durch den Blutspender geringer als allgemein
angenommen zu sein und ist in gelagerten Thrombozytenkonzentraten bereits am
dritten Tag -zumindest in in vitro Untersuchungen- nicht mehr nachweisbar. Dies
stellt Spenderauswahlverfahren, bei denen eine einmalige ASS-Einnahme innerhalb
der letzten 7 Tage vor der Spende zum Spenderausschluf3 fihrt, zumindest in Frage.
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10 Anhang

10.1 Daten

10.1.1 Untersuchungen aus Spender blut

Tabelle 10-1: Uberblick tber Alter (ain Jahren) und Geschlecht (M = Méannlich, W=
Weiblich) der Sender, sowie die vom Spenderblut am PFA ermittelten Verschlusszeiten in
Sekunden (s) mit (Gruppe A) und ohne (Gruppe B) ASS-Einnahme

Spender Alter (a) Geschlecht Verschlusszeit ()
Gruppe A Gruppe B
1 38 M 164 105
2 40 M 155 83
3 28 M 192 159
4 48 M >300 105
5 42 w >300 95
6 32 w >300 92
7 39 M >300 149
8 21 M 135 99
9 25 M 149 92
10 43 M >300 82
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Tabelle 10-2: Hamatol ogieparameter (Hamoglobingehalt (Hb in g/L), Hamatokrit (Hkt in
L/L) und Thrombozytenzahl (PLT pro nl)) des Spenderbluts der Gruppen A (ASS) und B vor

der Spende
Spender Gruppe A Gruppe B
Hb (g/L) | Hkt(L/L) | PLT (/nl) Hb(g/L) | Hkt(L/L) | PLT (/nl)

1 148 40,6 210 145 39,1 201
2 155 46,2 340 157 46,1 346
3 136 39,9 347 138 40,1 357
4 147 42,8 219 145 41,9 210
5 138 39,9 314 139 40,1 292
6 114 34,3 189 13,2 38,6 175
7 148 41,6 213 137 39,1 203
8 164 46,2 238 162 45,8 217
9 157 45,1 300 13,6 46,5 311
10 158 45,2 200 150 43,7 198

Tabelle 10-3: Hamatol ogieparameter (Hamoglobingehalt (Hb in g/L), Hamatokrit (Hkt in
L/L) und Thrombozytenzahl (PLT pro nl)) des Spenderbluts der Gruppen A (ASS) und B

nach der Spende

Spender Gruppe A Gruppe B
Hb (g/L) | HKkt(L/L) | PLT (/nl) Hb(g/L) | Hkt(L/L) | PLT (/nl)

1 136 38,1 163 140 37,7 153
2 150 45,0 273 154 45,6 279
3 133 38,9 280 135 39,7 308
4 139 40,4 152 141 40,1 144
5 128 374 237 132 38,4 215
6 109 324 129 123 36,0 109
7 135 38,8 154 134 28,1 142
8 165 47,3 176 166 46,8 162
9 154 45,3 241 155 44,3 244
10 143 44,0 138 145 41,8 134
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Tabelle 10-4: Aggregation (in %) mit den Reagenzien ADP 2, ADP 4, Kollagen und
Arachidonsdure aus Spenderblut der Gruppe A (ASS) vor und nach der Zellseparation

Spender ADP 2 (%) ADP 4 (%) Kollagen (%) Arachidonsédure
(%)

Vor Nach Vor Nach Vor Nach Vor Nach
1 43 40 33 52 62 56 10 8
2 38 31 50 45 62 79 12 12
3 53 34 54 42 65 64 11 11
4 40 37 59 57 70 58 11 13
5 48 44 61 53 61 58 11 9
6 27 64 55 75 70 80 7 10
7 29 25 38 35 57 58 10 6
8 46 26 47 52 67 74 8 10
9 41 28 58 44 51 52 10 10
10 23 13 45 36 64 42 6 6

Tabelle 10-5: Aggregation (in %) mit den Reagenzien ADP 2, ADP 4, Kollagen und

Arachidonsdure aus Spenderblut der Gruppe B vor und nach der Zellseparation

Spender ADP 2 (%) ADP 4 (%) Kollagen (%) Arachidonsdure
(%)

Vor Nach Vor Nach Vor Nach Vor Nach
1 80 71 78 70 79 82 84 77
2 76 83 89 82 80 84 73 67
3 84 83 77 81 77 85 93 84
4 69 75 83 78 73 80 76 79
5 56 70 82 79 72 75 75 68
6 67 82 66 70 76 82 77 74
7 63 65 77 72 78 70 28 55
8 20 83 76 84 82 78 82 74
9 77 85 76 79 76 70 75 73
10 76 68 69 65 65 65 45 23
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Tabelle 10-6: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fur CD 41 an unstimulierten (nativ) und
mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Soenderbluts der Gruppe A (ASS) und
Gruppe B vor und nach der Zellseparation

CD 41 (MFI)
Gruppe A Gruppe B
Vor der Spende | Nach der Spende Vor der Spende Nach der Spende
Nativ TRAP- Nativ TRAP- Nativ TRAP- Nativ TRAP-
6 6 6 6
1 632,00 | 442,63 | 316,00 | 455,95 | 546,00 | 339,00 | 469,76 | 595,22
2 398 504,69 | 3832 | 429,52 | 382,68 | 393,28 | 346,35 | 379,17
3 549 631,62 | 498,6 | 493,26 | 389,62 | 104,45 | 341,35 | 462,28
4 596 607,00 | 442,42 | 430,98 | 450,01 | 582,15 | 385,28 | 526,71
5 335,27 | 26545 | 371,37 | 336,06 | 5124 | 553,55 | 462,59 | 486,92
6 801,02 | 1060,82 | 658,46 | 921,86 | 535,08 | 637,9 | 439,78 | 593,96
7 491,22 | 424,47 | 448,53 | 339,72 | 486,69 | 424,42 | 387,55 | 324,714
8 494,23 | 598,31 | 455,03 | 422,73 | 614,62 | 705,26 | 393,71 | 326,37
9 695,25 | 578,84 | 484,44 | 644,31 | 421,81 | 583,78 | 396,91 | 504,95
10 336,49 | 283,87 | 250,29 | 252,29 | 409,24 | 393,42 | 307,82 | 360,77

Tabelle 10-7: Mittlere Fluoreszenzintensitéat (MFI) fir CD 62p an unstimulierten (nativ) und
mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Spenderbluts der Gruppe A (ASS) und
Gruppe B vor und nach der Zellseparation

CD 62 (MFI)
Gruppe A Gruppe B
Vor der Spende Nach der Spende Vor der Spende Nach der Spende
Nativ | TRAP- Nativ | TRAP- Nativ | TRAP- Nativ | TRAP-
6 6 6 6

1 7,64 15,89 3,21 8,91 4,56 4.6 3,16 21,34
2 14,26 26,78 1,95 16,67 1,94 10,06 31 11,97
3 2,82 13,29 3,87 17,87 2,88 14,9 3,62 18,76
4 2,05 10,1 2,31 9,15 3,94 17,97 2,88 17,59
5 3,36 5,60 3,50 3,85 2,03 7,07 3,94 8,51
6 2,21 65,79 6,29 56,76 6,65 33,48 2,49 29,42
7 3,83 13,31 22,01 9,37 9,22 14,76 2,29 10,3
8 4,53 9,06 2,68 4,69 3,54 9,94 2,23 14,56
9 5,15 16,27 2,66 25,25 2,35 23,69 2,13 8,93
10 2,33 7,00 521 7,97 2,78 7,23 1,95 6,18
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Tabelle 10-8: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fur Fibrinogen an unstimulierten (nativ)
und mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Spenderbluts der Gruppe A (ASS)
und Gruppe B vor und nach der Zellseparation

Fibrinogen (MFI)
Gruppe A Gruppe B

Vor der Spende Nach der Spende Vor der Spende Nach der Spende

Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6
1 135,37 | 419,68 | 140,7 | 196,21 271 209,1 | 129,12 | 487,36
2 98,97 | 225,18 | 61,95 2276 | 107,72 | 164,82 | 160,76 | 127,18
3 52,94 2249 | 150,32 | 250,76 | 183,36 | 179,64 | 126,72 | 362,86
4 67,11 | 570,17 | 182,78 | 201,11 | 83,34 | 326,97 | 186,36 | 694,36
5 118,11 | 165,21 | 216,15 | 161,21 | 79,08 | 375,86 | 112,37 | 180,87
6 153,52 | 550,79 | 386,85 | 620,66 90,4 254,23 | 139,3 | 401,95
7 234,16 | 309,69 | 238,76 | 132,72 | 297,38 | 317,75 | 170,46 | 626,22
8 626,95 | 456,16 | 338,44 | 654,45 164 520,59 | 17533 | 74,44
9 382,73 | 472,14 | 286,7 | 354,22 | 85,33 325,2 | 348,71 | 542,7
10 144,32 | 15354 | 14151 | 271,18 92,4 245,17 | 2054 | 181,56

10.1.2 Separationsparameter

Tabelle 10-9: Separationszeit (in min) und prozessiertes Blutvolumen (in ml) der Gruppe A
(ASS) und Gruppe B

Spender Gruppe A Gruppe B
Separationszeit Prozessiertes Separationszeit Prozessiertes
(min) Blutvolumen (min) Blutvolumen
(ml) (ml)
1 57,00 3144 56,00 3149
2 34,00 2069 33,00 1985
3 33,00 2018 31,00 1916
4 62,00 3240 67,00 3495
5 47,00 2311 49,00 2418
6 78,00 3580 95,00 3907
7 55,00 3375 57,00 3522
8 56,00 2974 67,00 3462
9 41,00 2403 36,00 2204
10 66,00 3341 69,00 3553
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10.1.3 Untersuchungen ausdem Thrombozytapher esekonzentr at
10.1.3.1 Herstellungstag (Tag 1)
Tabelle 10-10: Volumen (Tk-Voal.), Gewicht (Tk-Gewicht) und ACD-Gehalt der
Thrombozytapher esekonzentrate der Gruppe A (ASS) und Gruppe B
Spender Gruppe A Gruppe B

Tk-Vol. Tk- ACD- Tk-Vol. Tk- ACD-

(ml) Gewicht Gehalt (ml) Gewicht Gehalt
(9) (ml) (9) (ml)

1 307,00 299,00 55,00 295,00 299,00 54,00
2 296,00 299,00 37,00 302,00 299,00 68,00
3 288,00 300,00 55,00 297,00 299,00 55,00
4 294,00 299,00 60,00 289,00 300,00 58,00
5 296,00 299,00 56,00 295,00 299,00 57,00
6 277,00 299,00 43,00 285,00 300,00 54,00
7 292,00 299,00 59,00 291,00 300,00 54,00
8 294,00 299,00 68,00 298,00 299,00 67,00
9 294,00 299,00 68,00 297,00 299,00 70,00
10 300,00 299,00 66,00 295,00 299,00 57,00

Tabelle 10-11: Im Thrombozytapher esekonzentrat enthaltene Thrombozytenzahl (PLT),
Leukozytenzahl (Leuko) und Erythrozytenzahl (Ery) pro il Thrombozytapher esekonzentrat
der Gruppe A (ASS) und GruppeBamTag 1

Gruppe A Gruppe B
PLT Leuko/ul Ery/ul PLT Leuko/pl Ery/ul
x10%/l x10° pl
1 932 0 400 915 0 200
2 1251 0 0 1158 0,8 0
3 1078 0,8 600 1158 0 600
4 1233 0 200 1220 0 0
5 1154 0 200 1188 0 200
6 1028 1,6 3600 919 0 800
7 1032 0,8 200 1078 0,8 400
8 1134 0 0 1069 0 0
9 1175 0 400 1038 0 200
10 1084 0 200 1125 0 200
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Tabelle 10-12: Soffwechsel parameter (pH-Wert, LDH (in U/L) und Laktat (in mmol/L)) in
den Thrombozytapher esekonzentraten der Gruppe A (ASS) und Gruppe Bam Tag 1

Spender Gruppe A Gruppe B
pH LDH L aktat pH LDH L aktat
(U/L) (mmol/L) (U/L) (mmol/L)

1 7,18 117 1,0 7,14 152 1,0
2 7,05 103 1,3 7,07 105 11
3 7,17 113 14 7,12 106 1,2
4 7,17 63 16 7,04 74 2,1
5 7,1 101 1,0 7,11 109 14
6 7,07 131 2,0 7,07 180 2,0
7 7,06 106 1,2 7,08 118 15
8 7,08 116 1,6 7,03 120 1,7
9 7,15 102 1,2 7,11 106 15
10 7,15 111 13 7,04 107 1,8

Tabelle 10-13: Thrombozytenfunktion (Swirling, Morphologiescore und Aggregation (in %))

in den Thrombozytapheresekonzentraten der Gruppe A (ASS) und Gruppe Bam Tag 1

Spender Gruppe A Gruppe B
Swirling | Morphologie | Aggregation | Swirling | Morphologie | Aggregation
(%0) (%0)
1 ++ 335 37 ++ 338 80
2 ++ 341 44 ++ 340 78
3 ++ 332 58 ++ 346 81
4 ++ 319 14 ++ 348 81
5 ++ 346 41 ++ 326 63
6 + 306 57 ++ 322 32
7 ++ 338 28 ++ 347 71
8 ++ 351 19 ++ 351 68
9 ++ 332 41 ++ 340 70
10 ++ 349 10 ++ 351 41
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Tabelle 10-14: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fur CD 41 an unstimulierten (nativ) und
mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Thrombozytapher esekonzentrats der
Gruppe A (ASS) und Gruppe B am Tag 1

CD 41 (MFI)
Spender Gruppe A Gruppe B
Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6

1 395 325,38 446,04 4119
2 394,53 277,98 332,67 280,68
3 463,73 322,39 371 272,97
4 453,42 303,09 440,2 295,03
5 333,69 236,37 339,49 251,92
6 539,26 407,49 671,5 485,93
7 415,45 257,81 393,55 293,56
8 365,15 243,33 393,71 326,37
9 442,65 320,25 451,98 498,19
10 271,39 212,88 377,36 326,83

Tabelle 10-15: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fir CD62p an unstimulierten (nativ)
und mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Thrombozytapher esekonzentrats
der Gruppe A (ASS) und GruppeBamTag 1

CD 62p (MFI)
Spender Gruppe A Gruppe B
Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6

1 3,44 79 2,53 17,34
2 2,53 5,81 3,88 30,55
3 3,84 7,31 2,03 13,65
4 2,65 3,44 2,17 5,48
5 1,99 2,42 2,73 343
6 3,34 3,96 6,29 23,13
7 4,56 4,47 391 18,54
8 2,11 4,19 2,23 14,56
9 1,86 12,03 2,18 35,95
10 4,49 6,17 7,12 17,97
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Tabelle 10-16: Mittlere Fluoreszenzintensitéat (MFI) fir Fibrinogen an unstimulierten (nativ)
und mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Thrombozytenkonzentrats der
Gruppe A (ASS) und Gruppe B am Tag 1

Fibrinogen (MFI)
Spender Gruppe A Gruppe B
Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6

1 95,21 98,54 95,17 109,62
2 94,86 90,75 80,4 98,12
3 1455 177,27 43,84 294,64
4 99,35 66,86 46,00 87,60
5 44,93 55,03 100,14 63,11
6 244,15 91,15 328,02 264,24
7 81,81 48,97 87,02 111,43
8 217,04 100,9 175,33 74,44
9 22,4 172,03 158,51 164,09
10 56,00 83,93 315,11 222,97

10.1.3.2 3. Tag nach Herstellung (Tag 3)

Tabelle 10-17: Im Thrombozytapheresekonzentrat enthaltene Thrombozytenzahl (PLT) pro
M Thrombozytapheresekonzentrat der Gruppe A (ASS) und Gruppe Bam Tag 3

Spender PLT x10%ul
Gruppe A Gruppe B

1 911 931
2 1240 1168
3 1070 1162
4 1090 1286
5 1157 1138
6 1018 913
7 1028 1101
8 1231 1069
9 986 1165
10 1050 1082
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Tabelle 10-18: Soffwechsel parameter (pH-Wert, LDH (in U/L) und Laktat (in mmol/L)) in
den Thrombozytapher esekonzentraten der Gruppe A (ASS) und Gruppe B am Tag 3

Spender Gruppe A Gruppe B
pH LDH L aktat pH LDH L aktat
(U/L) (mmol/L) (U/L) (mmol/ L)

1 7,33 134 2,6 7,36 154 2,6
2 7,21 103 3,0 7,26 109 2,3
3 7,28 117 4,0 7,29 107 3,7
4 7,28 70 4,0 7,22 75 4,4
5 7,29 105 29 7,31 115 3,0
6 7,10 131 6,4 7,17 198 4,7
7 7,24 108 3,3 7,14 126 5,4
8 7,26 123 3,2 7,26 122 31
9 7,27 109 3,2 7,30 110 33
10 7,21 114 4,4 7,15 108 51

Tabelle 10-19: Thrombozytenfunktion (Swirling, Morphologiescore und Aggregation (in %))

in den Thrombozytapheresekonzentraten der Gruppe A (ASS) und Gruppe B am Tag 3

Spender Gruppe A Gruppe B
Swirling | Morphologie | Aggregation | Swirling | Morphologie | Aggregation
(%0) (%0)
1 ++ 292 6 ++ 279 31
2 ++ 275 3 ++ 272 7
3 ++ 272 7 ++ 291 18
4 ++ 260 12 ++ 292 8
5 ++ 280 5 ++ 280 17
6 + 282 10 + 270 30
7 ++ 292 5 ++ 277 17
8 ++ 308 8 ++ 307 3
9 ++ 281 8 ++ 280 6
10 ++ 303 6 ++ 297 7
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Tabelle 10-20: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fur CD 41 an unstimulierten (nativ) und
mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Thrombozytapher esekonzentrats der
Gruppe A (ASS) und Gruppe Bam Tag 3

CD 41 (MFI)
Spender Gruppe A Gruppe B
Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6

1 603,08 336,34 492,64 300,90
2 523,41 237,95 327,43 236,75
3 425,92 242,63 510,00 281,72
4 584,74 298,31 516,00 299,29
5 411,94 244,97 500,98 302,08
6 645,43 683,57 685,19 402,97
7 536,12 402,56 414,02 330,94
8 467,92 240,18 483,98 258,07
9 423,83 267,37 436,75 297,37
10 389,65 207,21 542,55 288,06

Tabelle 10-21: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fir CD 62p an unstimulierten (nativ)
und mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Thrombozytapher esekonzentrats
der Gruppe A (ASS) und Gruppe BamTag 3

CD 62p (MFI)
Spender Gruppe A Gruppe B
Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6

1 3,15 7,52 5,12 16,19
2 4,85 4,55 2,62 5,99
3 2,92 10,39 2,96 4,74
4 6,10 7,90 5,14 7,79
5 2,78 5,21 3,69 5,79
6 3,06 73,62 4,64 13,42
7 7,59 31,04 4,26 10,28
8 5,69 7,38 2,25 5,87
9 3,74 6,77 3,28 11,01
10 5,43 12,16 3,04 9,54
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Tabelle 10-22: Mittlere Fluoreszenzintensitéat (MFI) fur Fibrinogen an unstimulierten (nativ)
und mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Thrombozytapher esekonzentrats
der Gruppe A (ASS) und Gruppe Bam Tag 3

Fibrinogen (MFI)
Spender Gruppe A Gruppe B
Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6

1 125,99 89,53 281,19 139,19
2 142,22 133,97 93,47 36,43
3 50,88 93,03 62,5 93,45
4 89,36 93,35 171,2 164,67
5 126,47 221,45 87,95 61,95
6 170,3 327,26 440,4 118,61
7 111,65 322,18 112,89 137,29
8 124,88 35,03 291,91 257,27
9 88,44 203,43 379,28 49,92
10 55,78 41,719 220,6 81,12

10.1.3.3 5. Tag nach Herstellung (Tag 5)

Tabelle 10-23: Im Thrombozytapher esekonzentrat enthaltene Thrombozytenzahl (PLT) pro

p Thrombozytapheresekonzentrat der Gruppe A (ASS) und Gruppe Bam Tag 5

Spender PLT x10%ul
Gruppe A Gruppe B

1 859 900
2 1191 1158
3 1054 1140
4 1044 1185
5 1119 1129
6 1005 868
7 1038 1071
8 1080 1037
9 1009 1163
10 1060 1099
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Tabelle 10-24 Soffwechsel parameter (pH-Wert, LDH (in U/L) und Laktat (in mmol/L)) in
den Thrombozytapher esekonzentraten der Gruppe A (ASS) und Gruppe Bam Tag 5

Spender Gruppe A Gruppe B
pH LDH L aktat pH LDH L aktat
(U/L) (mmol/L) (U/L) (mmol/L)

1 7,35 118 4,3 7,35 160 4,6
2 7,21 105 4,7 7,26 113 2,3
3 7,25 119 6,9 7,26 109 6,6
4 7,25 70 59 7,18 79 6,5
5 7,29 106 4,8 73 124 4,6
6 7,13 135 79 7,16 212 7,3
7 7,24 110 51 717 128 6,9
8 7,26 128 4,7 7,28 124 4,6
9 7,23 111 55 7,26 109 54
10 7,17 119 7,8 7,11 110 8,1

Tabelle 10-25: : Thrombozytenfunktion (Swirling, Mor phol ogiescore und Aggregation (in
%)) in den Thrombozytapher esekonzentraten der Gruppe A (ASS) und Gruppe Bam Tag 5

Spender Gruppe A Gruppe B
Swirling | Morphologie | Aggregation | Swirling | Morphologie | Aggregation
(%) (%)
1 ++ 235 15 + 240 56
2 ++ 243 7 ++ 249 17
3 + 223 17 + 255 13
4 241 8 ++ 257 11
5 ++ 244 3 ++ 256 7
6 + 255 16 + 249 15
7 ++ 249 4 ++ 233 7
8 + 249 4 ++ 250 11
9 248 5 ++ 232 10
10 248 8 + 250 6
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Tabelle 10-26: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fur CD 41 an unstimulierten (nativ) und
mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Thrombozytapher esekonzentrats der
Gruppe A (ASS) und Gruppe B am Tag 5

CD 41 (MFI)
Spender Gruppe A Gruppe B
Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6

1 618,88 330,99 679,19 459,07
2 472,00 310,01 496,43 238,00
3 483,47 308,00 386,16 274,84
4 578,93 329,76 452,9 287,91
5 363,22 191,94 427,44 257,40
6 684,69 426,87 430,56 490,15
7 452,17 249,53 446,84 325,01
8 507,91 260,82 481,89 270,93
9 568,79 328,03 457,01 276,06
10 371,80 241,44 462,58 166,97

Tabelle 10-27: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fir CD62p an unstimulierten (nativ)
und mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Thrombozytapher esekonzentrats
der Gruppe A (ASS) und Gruppe Bam Tag 5

CD 62p (MFI)
Spender Gruppe A Gruppe B
Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6

1 3,33 6,42 6,90 9,13
2 8,41 25,94 5,06 14,41
3 4,38 8,83 10,50 13,28
4 5,66 13,56 6,45 7,10
5 4,47 5,65 3,88 6,62
6 6,99 16,99 22,14 37,48
7 3,37 8,22 8,13 20,85
8 5,56 7,04 4,77 11,76
9 4,46 17,23 9,34 17,61
10 6,80 19,52 5,22 11,47
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Tabelle 10-28: Mittlere Fluoreszenzintensitéat (MFI) fur Fibrinogen an unstimulierten (nativ)
und mit TRAP-6 stimulierten (TRAP-6) Thrombozyten des Thrombozytapher esekonzentrats
der Gruppe A (ASS) und Gruppe B amTag 5

Fibrinogen (MFI)

Spender Gruppe A

Nativ TRAP-6 Nativ TRAP-6
1 110,28 155,06 110,65 206,86
2 97,53 148,94 165,95 244,05
3 113,70 56,85 74,49 54,37
4 113,92 111,11 205,58 70,02
5 69,10 71,59 77,79 69,79
6 103,35 150,51 197,70 295,93
7 170,14 91,56 96,83 62,01
8 219,66 181,27 92,72 175,43
9 64,95 132,11 235,85 120,59
10 2112,6 115,8 104,67 235,96
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10.2 Probandeninformation

Institut fiir Transfusionsmedizin

und Himostaseologie F KLINIKUM
Universitdts-Blutbank Anstalt des ffentlichen Rechts, Sitz Marburg

3 Philipps-Universitit Marburg

Direktor: Univ.-Prof. Dr. Volker Kretschmer Studienleiter: Prof. Dr, V. Kretschmer
ConradistraBe, 35043 Marburg
Telefon: 06421-2864491/2864492

EINFLUSS DER EINNAHME VON AZETYLSALIZYLSAURE (ASS, ASPIRIN®) AUF
DIE QUALITAT VON THROMBOZY TENKONZENTRATEN

Sehr geehrte Frau, Sehr geehrter Herr,

wie siewissen, ist Ihre Thrombozytenspende notwendig zur Behandlung von
Patienten, die einen Mangel an eigenen Thrombozyten z.B. durch eine
Chemotherapie haben, und dadurch gefahrdet sind, geféhrliche Blutungen zu
erleiden. Wenn ein Thrombozytenspender ASS eingenommen hat, kann die
Funktionsfahigkeit seiner Thrombozyten eingeschrankt sein. Wie ausgepragt diese
Beeintrachtigung ist, soll durch die oben genannte Studie untersucht werden.

Wir mochten Sie daher bitten, an dieser Studie teilzunehmen.

Was bedeutet die Teilnahme an der Studie fir Sie und was miissen Sie beachten?

Bei Ihnen wird an zwel Terminen im Abstand von 4 Wochen eine
Thrombozytenspende am Zellseparator durchgefiihrt. Am Vorabend einer dieser
Spenden miissen Sie eine Tablette mit 500 mg ASS einnehmen. Vor welcher Spende
Sie die Tablette einnehmen miissen, wird von uns festgelegt. Um Wechselwirkungen
mit anderen Medikamenten dirfen sie bis eine Woche vor der ersten Spende keine
Medikamente, gleich welcher Art, insbesondere keine fiebersenkenden Mittel oder
Schmerzmittel genommen haben. Eine Einnahme von ASS-haltigen Mitteln solltein
den letzten vier Wochen vor der ersten Spende unterbleiben.

Die Einnahme von ASS kann zu Nebenwirkungen fuhren. Die wichtigsten sind: Eine
erhohte Blutungsbereitschaft, Forderung von asthmatischen Beschwerden,
Schédigung der Schleimhaut von Magen und Darm bis zur Geschwirbildung. Daher
durfen Sie nicht an der Studie teilnehmen, wenn bei Ihnen eine erhohte
Blutungsneigung, eine Asthma-Erkrankung oder eine Neigung zu Magen-
/Darmerkrankungen besteht oder in der Vergangenheit bestanden hat!

Im Unterschied zu normalen Thrombozytapheresen, bei denen Ihre Spende bei
Patienten angewendet wird, werden die beiden hier gewonnenen Spenden vollstandig
fUr Untersuchungen zur Beantwortung von Fragestellungen dieser Studie verwendet.
Es werden Ihnen auf3erdem pro Spende mehr Blutproben als tblich in einer
zusétzlichen Menge von ca. 10 ml abgenommen.

Die von Ihnen gewonnenen Daten werden in einer EDV gespeichert, nachdem sie
anonymisiert wurden (d.h. die Untersuchungsdaten sind nicht mehr mit Ihren
personlichen Daten verbunden). Die Teilnahme an der 0.g. Studie ist freiwillig. Sie
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konnen jederzeit ohne Angabe von Grinden Ihre Einwilligung widerrufen bzw.
zurlickziehen, ohne dass das Verhétnis zu den Sie betreuenden Arzten und
Mitarbeitern in irgendeiner Weise leidet oder dieses nachteilige Folgen fir weitere
Blutspenden hat.

10.3 Einwilligungserklarung

Institut fiir Transfusionsmedizin A Philipps-Universitit Marburg

und Himostaseologie KLINIKUM
Universitdts-Blutbank Anstalt des ffentlichen Rechts, Sitz Marburg

Direktor: Univ.-Prof. Dr. Volker Kretschmer Studienleiter: Prof. Dr, V. Kretschmer
ConradistraBe, 35043 Marburg
Telefon: 06421-2864491/2864492

EINFLUSS DER EINNAHME VON AZETYLSALISYLSAURE (ASS, ASPIRIN®) AUF
DIE QUALITAT VON THROMBOZY TENKONZENTRATEN

Ich (Name des Probanden/ der Probandin) bin tUber

Wesen, Bedeutung und Tragweite der 0.g. Studie aufgeklart worden und habe die
Probandeninformation gelesen und verstanden. Bei mir bestehen, soweit mit bekannt
ist, keine Blutungsneigung und keine Neigungen zu Magen-/ Darmgeschwiiren oder
Asthma. Alle Fragen zu dieser vorgesehen Studie wurden von Herrn/ Frau Dr. med.

zu meiner Zufriedenheit beantwortet.

Ich hatte geniigend Zeit fir meine Entscheidung und bin bereit, an der 0.g. Studie
teilzunehmen. Ich bin mit der im Rahmen der Studie erfolgenden Aufzeichnung von
Spendedaten und ihrer Weitergabe entsprechend der Probandeninformation
einverstanden.

Ich weil3, dass ich jederzeit und ohne Angabe von Grinden mein Einwilligung zur

Teilnahme an dieser Studie widerrufen kann, ohne dass mir daraus Nachteile
erwachsen.

Eine Ausfertigung der Probandeninformation und Einwilligungserkl&rung habe ich
erhalten.

Marburg, den Marburg, den

Unterschrift des Arztes Unterschrift des Probanden/
der Probandin



Anhang 97

10.4 Danksagung

Mein Dank gilt Herrn PD Dr. Th. Zeiler, von dem ich wéhrend der Laborzeit und bei
der Erstellung der Dissertation sehr viel lernen und dessen Unterstiitzung ich mir
stets gewiss sein durfte. Herzlichen Dank auch besonders fiir die weit reichende und
geduldige Korrektur der Arbeit.

Besonders danken méchte ich Herrn Prof. Dr. V. Kretschmer fiir die Uberlassung des
Themas und die Erméglichung der Durchfihrung der Studie.

Fur die gute Zusammenarbeit méchte ich mich bel allen Mitarbeitern des Instituts fr
Transfusionsmedizin und Hamostaseol ogie — Universitatsbultbank — bedanken.
Insbesondere gilt mein Dank Herrn Dr. R. Karger, fur die Unterstiitzung wéhrend der
Durchfihrung und Auswertung Studie, Frau D. Lehmann und Frau R. Marschall, die
mich so freundlich in ihrem Labor auf genommen haben und mir stets mit Rat und
Tat zur Seite standen und Herrn G. Friedrich fur die Koordination und Durchfiihrung
der Zellseparationen.

Bel allen Thrombozytenspenderinnen und —spendern, ohne die die Durchfiihrung der
Untersuchungen nicht moglich gewesen wére, méchte ich mich herzlich bedanken.
Samuel, danke fur die bedingungslose Unterstiitzung in jeglicher Hinsicht!

Danke, meinen lieben Eltern, Dietmar und Dorothea, die mir das Studium und so

vieles mehr ermoglicht haben. Danke, Familie!



Anhang 98

10.5 Akademische Lehrer

Meine akademischen Lehrer in Marburg waren die Damen und Herren:

Arnold, Aumdiller, Barth, Basler, Baum, Behr, Bertalanffy, Bien, Daut,
Eilers, Fruhstorfer, Gemsa, Geus, Gorg C., Gorg K., Gotzen, Griss, Grzeschik,
Gudermann, Happle, Hasilik, Heeg, Hoffken, Hofbauer, Hofmann, Jones,
Jungclas, Kern, Klenk, Klose, Koolman, Kretschmer, Krieg, Kroll, Lammel,
Lang, Lennartz, Leppek, Lill, Loffler M., Lorenz, Maisch, Moll, Moosdorf,
Miuller, Mueller, Mutters, Neubauer, Oertel, Remschmidt, Renz, R6hm,
Rothmund, Schéfer, Schmidt, Schiiffel, Schwarz, Seitz, Seyberth, Siegel,
Steiniger, Sturm, Sundermeyer, Vogelmeier, Vohland, Voigt, Walter, Weihe,
Werner, Westermann, Wulf

M eine akademischen Lehrer in Fulda waren die Damen und Herren:

Arps, Behr, Bohner, Bonzel, Czernik, Draf, Fassbinder, Feldmann, Greim, Hellinger,

Hertel, Hoffkes, Hofman, Jaspersen, Kélble, Langohr, Manke, Radziwill, Repp,
Schneider, Spétling, Stegmann, Wéachter, Walter, Worsdorfer



Anhang 99

10.6 Ehrenwortliche Erklérung

Ich erklare ehrenwortlich, dassich die dem Fachbereich Medizin Marburg zur
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