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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

‘ ARDS H Acute respiratory distress syndrome, Akutes Atemnotsyndrom
APT Adenosintriphosphat
aPTT Aktivierte Thrombinzeit

‘ BAC H Bilirubin Adsorption Column, Bilirubin Adsorptionsséule ‘
‘ cfHb H Zellfreies Himoglobin ‘
| CO, || Kohlendioxid |
| Covid-19 || SARS CoV-2 Erkrankung 2019 |
‘ DIC H Disseminierte intravasale Gerinnung ‘
| DNA || Desoxyribonucleinsiure |
‘ ECLS H extrakorporale Lebensunterstiitzung ‘
| Fe** || Zweiwertiges Eisenatom |
‘ Fe H Dreiwertiges Eisenatom ‘
‘ Hb H Hiamoglobin ‘
‘ HIV H Humanes—-Immundefizienz—Virus ‘
‘ LE. H Internationale Einheiten ‘
‘ IL H Interleukin ‘
‘ IMHA H Immunmediierte himolytische Andmie ‘
‘ LDH H Laktatdehydrogenase ‘
|MABF || Microbind Affinity Blood Filter; Microbind-Affinitits-Blutfilter |
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‘ NO H Stickstoffmonoxid ‘
|0, || Sauerstoff Molekiil |
| pCO; || Kohlendioxidpartialdruck |
| pO2 || Sauerstoffpartialdruck |
‘ PD H Peritonealdialyse ‘
‘ ROS H Reaktive Sauerstoffradikale ‘
‘ TNF-a H Tumornekrosefaktor o ‘
‘ TPE H Therapeutischer Plasma Austausch ‘
‘ ZVK H Zentraler Venenkatheter ‘
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I. EINLEITUNG

Zellfreies Himoglobin (cfHb) entsteht durch die Lyse von Erythrozyten und kann
toxische Wirkungen entfalten, indem es unter anderem zu oxidativem Stress,
Entziindungsreaktionen und vaskuldrer Dysfunktion fiihrt. Als Folge konnen
Bluthochdruck und Organschéden entstehen (ASCENZI et al., 2005; BORETTI et
al., 2009; GLEASON et al., 2019; VALLELIAN et al., 2022). CfHb kann durch
verschiedene Faktoren freigesetzt werden, wie etwa Autoimmunerkrankungen,
zum Beispiel bei der immunmediierten himolytischen Andmie (IMHA), aber auch
durch Infektionen mit beispielsweise Babesien (GARDEN et al., 2019). Die
Hiamoperfusion ist ein Verfahren, bei dem toxische Substanzen durch Adsorption
aus dem Blut entfernt werden (SCHWEIGHAUSER & FRANCEY, 2017). In der
Humanmedizin wird dieses Verfahren unter anderem zur Behandlung von
Vergiftungen angewendet (GRAFE et al., 2023). Auch in der Veterinirmedizin
findet sie zunehmend Anwendung (COWGILL & GUILLAUMIN, 2013;
SCHWEIGHAUSER et al., 2017; GROOVER et al., 2022a). Der in dieser Studie
eingesetzte Cytosorb®-Adsorber besteht aus biokompatiblen Polymerkiigelchen,
die eine hohe Adsorptionskapazitit aufweisen. In der Folge kann eine Vielzahl von
Molekiilen effektiv aus dem Blutkreislauf entfernt werden (MALARD et al., 2018;
HUBER et al., 2019). In der Humanmedizin zeigte der Cytosorb®-Adsorber
positive Ergebnisse bei der Entfernung von Cytokinen, bei der Behandlung von
Sepsis, Trauma und anderen kritischen Zustinden (CALABRO et al., 2019;
GLEASON et al., 2019; POLI et al., 2019a; MEHTA et al., 2020; PENG et al.,
2022; PIERI et al., 2022). In der Veterindrmedizin befindet sich die Forschung noch
in einer frithen Phase, liefert jedoch vielversprechende Resultate in Bezug auf die
Behandlung schwerkranker Tiere (MEAGHER et al., 2023; OHREM et al., 2023;
SANGER et al., 2024). Die vorliegende Studie zielte darauf ab, die in-vitro-
Adsorptionskapazitit von cfHb aus hamolysiertem Hundeblut mit dem Cytosorb®-
Adsorber zu evaluieren. ErgebnismiBig positive Ausprigungen konnten folglich
als Grundlage fiir weitere klinische Studien dienen und letztlich zu einer neuen
Therapieoption fiir Hunde mit hohen cfHb-Konzentrationen beitragen. Dies konnte
sich positiv auf die Uberlebensrate sowie die Lebensqualitit auswirken. Die
spezifische Anwendung bei Hunden sowie das Entfernen von cfHb sind derzeit

jedoch noch nicht umfassend untersucht.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Hamoglobin

Der Transport von Sauerstoff (O2) im Blut ist die Hauptaufgabe der Erythrozyten.
Dies erfolgt durch eine reversible Bindung des Sauerstoffs an das Himoglobin in

den Erythrozyten (BREVES et al., 2022).

1.1. Aufbau und physiologische Funktion von Himoglobin

Hamoglobin (Hb) setzt sich aus einer sauerstofftragenden prosthetischen Gruppe
(Hadm) und einem tierartspezifischen Proteinanteil (Globin) zusammen. Das Ham,
welches auch die Ursache fiir die rote Farbe des Blutes ist, besteht aus einem
zweiwertigen zentralen Eisenatom (Fe?") und vier substituierten Pyrrolringen, die
einen Protoporphyrinring um das Eisen bilden. Es sind sechs Koordinationsstellen
des zentralen Fe?* zu verzeichnen. Vier werden von dem Protoporphyrinring
besetzt, eine von der Seitenkette des Globins und eine kann das Sauerstoffmolekiil
binden. Die Bindung von Sauerstoff erfolgt mittels einer lockeren, koordinativen

Bindung an das Fe**-Ion (THOMAS & LUMB, 2012).

Abbildung 1: Strukturformel eines Him—Molekiils: Porphyrinring mit zentral
gebundenem Eisen
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Hiamoglobin ist ein Tetramer, welches sich aus vier Untereinheiten zusammensetzt.
Hiamoglobin besteht aus 4 Hidm-Molekiilen, die jeweils zwei Alpha- und Beta-
Polypeptidketten enthalten. Demnach kann ein Himoglobin-Molekiil maximal vier
Sauerstoffmolekiile reversibel binden und transportieren (RANNEY & SHARMA,
2000; SCHECHTER, 2008; THOMAS & LUMB, 2012; KUES W, 2020;
SCHWENDENSCHWEIN I, 2020; BREVES et al., 2022).

Abbildung 2: Quartirstruktur des Himoglobins und schematische
Darstellung von Hamoglobin Molekiilen in einem Erythrozyten

Ham
Beta Kette / Beta Kette 2
el Alpha Kette 2

Fe2*

Die Bindung von Sauerstoff an das Himoglobin wird maBgeblich durch die
Konformation und die Integritdt der umgebenden Polypeptidketten beeinflusst. Nur
in Anwesenheit dieser Proteinketten ist das zentrale Eisenatom des Hams in der
Lage, Sauerstoff reversibel zu binden. Der resultierende Komplex wird als
Oxyhédmoglobin bezeichnet, wobei es sich um das Produkt der Oxygenierung
handelt. Dabei wird das Eisenatom im zweiwertigen Zustand (Fe**) erhalten.
Demzufolge findet keine Oxidation zu dreiwertigem Eisen (Fe*") statt, sodass die
Sauerstoftbindung am Hamoglobin als physiologische Oxygenierung und nicht als
Oxidation zu verstehen ist. Die Transportfdhigkeit des Himoglobins bleibt folglich
vollstdndig erhalten (THOMAS & LUMB, 2012; BREVES et al., 2022).

Es gibt einen signifikanten Unterschied in der Struktur von sauerstofffreiem Hb und
zur Génze oxygeniertem Hb. Die Alpha- und Beta-Dimere liegen bei
sauerstofffreiem Hb iiber Kreuz aufeinander. Der sauerstofffreie Zustand wird als
T-Stellung bezeichnet. In dieser ist die Sauerstoffaffinitit niedrig. Bei der
Oxygenierung dndert sich die innere Struktur der Dimere nur geringfiigig. Die

Dimere rotieren um ca. 15 Grad relativ zueinander. Bei der Oxygenierung nimmt
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es die R-Stellung ein und die Sauerstoffaffinitit ist erhoht (RANNEY & SHARMA,
2000; SCHECHTER, 2008; KUES W, 2020).

Die Beladung des Hémoglobins mit Sauerstoff, die Oxygenierung, ist im
Wesentlichen von dem Sauerstoff- und CO»-Partialdruck im Blut abhéngig.
Zusitzlich sind die Temperatur, der pH-Wert, der Gehalt an 2,3-
Biphosphophoglycerat und die Anzahl der bereits gebundenen Sauerstoffmolekiile
Einflussfaktoren (RANNEY & SHARMA, 2000; KUES, 2020).

Ein niedriger pH-Wert bedingt eine Stabilisierung des Hb in der T-Stellung, was zu
einer Reduktion der Sauerstoffaffinitit fithrt. Dies begiinstigt die Abgabe von
Sauerstoff in den peripheren Geweben. In der Lunge herrscht ein hherer pH-Wert,
wodurch die Stabilisierung in der T-Stellung aufgehoben wird. Dies hat eine
erhohte O—Affinitét des Hbs zur Folge und erleichtert die Aufnahme von O: in der
Lunge (SCHECHTER, 2008; KUES, 2020).

Bei hohen pCO2-Werten ist auch eine kovalente Bindung von CO; an Hb mdoglich
(KUES, 2020). Dies resultiert in einer verminderten Sauerstoffaffinitdt des Hbs und
einer erleichterten Abgabe von Sauerstoff an stoffwechselaktive Gewebe. In der
Lunge findet eine Freisetzung des CO; statt, was wiederum die Aufnahme von

Sauerstoff erleichtert (SCHECHTER, 2008; KUES, 2020).

2,3-Biphosphoglycerat wirkt synergistisch zu CO,. Auch das stabilisiert die T-
Stellung. Dadurch kommt es wie bereits erwdhnt zu einer verminderten
Sauerstoffaffinitit des Himoglobins und damit zu einer erleichterten Abgabe des

Sauerstoffs (SCHECHTER, 2008; KUES, 2020).

Unter physiologischen Bedingungen wird nur verhéltnisméBig wenig Fe** zu
dreiwertigem Eisen (Fe*") oxidiert. Wenn dies dennoch der Fall ist, entsteht
Methdmoglobin (MHb), welches mit dem Fe’" keinen Sauerstoff an seine
Polypeptidketten anlagern kann. Das heif3t, es wird inaktiv fiir den Transport von
Sauerstoff (SCHECHTER, 2008; BREVES et al., 2022). Normalerweise wird dann
durch das MHb-Reduktase—System Fe’* zu Fe?" reduziert. Es kann jedoch auch
durch duflere Faktoren zu einer vermehrten Oxidation kommen. Erwdhnenswert
sind hier vor allem oxidative Stressoren bei Entziindungen oder Hypoxie, aber auch
Chemikalien und Medikamente konnen dazu beitragen. In diesem Zusammenhang
sind insbesondere Lidocain und Sulfonamide zu nennen. Zudem kann dies durch

Intoxikationen verstidrkt werden, insbesondere durch Nitrit-Vergiftungen beim
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Tier IOLASCON et al, 2021; LUDLOW J. T, 2023). Die
Methdmoglobinreduktase ist deswegen ein Schliisselenzym, um das MHbD gering zu
halten, indem sie das Fe**-Ion wieder zum Fe?* reduziert. Methimoglobin tritt in

physiologischer Menge daher nur zu 1-2 % auf (BREVES et al., 2022).

Hb kommt im Blut in sehr hoher Konzentration in den Erythrozyten vor, es bildet
ca. 95 % der Trockensubstanz der Erythrozyten, da eine groe Menge freien
Hiamoglobins zur Erhohung der Blutviskositit fithren wiirde (KUES, 2020;
SCHWENDENSCHWEIN I, 2020; BREVES et al., 2022).

1.2. Abbau von Himoglobin

Erythrozyten verbleiben ca. 120 Tage in der Blutbahn und werden dann in Leber,
Milz oder Knochenmark durch Makrophagen im retikuloendothelialen System
eliminiert (PETER WOHLSEIN, 2020).

Direkt in der Blutbahn freigesetztes cfHb bildet mit dem Glykoprotein
Haptoglob(ul)in einen Komplex und wird dann in die Leber transportiert, um dort
abgebaut zu werden. Die durch den Abbau freigesetzten Him-Gruppen konnen
nicht wieder verwendet werden. Daher werden die Ringsysteme gespalten und
letztendlich zu Bilirubin abgebaut. Die verbleibende Kette mit den vier
Pyrrolringen ist dann Biliverdin und verfdrbt sich blaugriin. Dies wird dann zu
Bilirubin reduziert und hat dann eine orange—gelbliche Farbe. Das Bilirubin wird
anschlieend in die Galle verbracht und letztendlich {iber den Darm ausgeschieden.
Dabei wird das Fe?" freigesetzt, welches in Zellen an Ferritin gebunden wird und

erneut dem Eisenstoffwechsel beigefiihrt wird (KUES, 2020).

1.3. Entstehung von zellfreiem Himoglobin

Zellfreies Himoglobin (cfHb) entsteht im Rahmen einer Himolyse. Dabei werden
Erythrozyten auch intravasal, also direkt in der Blutbahn zerstort und es féllt so viel
cfHb an, dass dieses nicht mehr gebunden und abtransportiert werden

kann (ANKAWT et al., 2019; VALLELIAN et al., 2022)

Firr die Hémolyse gibt es unterschiedliche Ursachen. Zum einen kann diese
infektios bedingt sein. Beim Hund sind als parasitdre Erreger vor allem Babesia
spp., Ehrlichia spp., Hepatozoon spp. und Dirofilaria spp. zu nennen, als bakterielle
Erreger vor allem Leptospiren (MACKIN, 2020). Dabei kommt es entweder zu

einer direkten Zerstorung der Erythrozyten durch die Parasiten beziehungsweise
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Bakterien oder zu einer sekundiren, immunmediierten Zerstérung, wodurch cfHb
freigesetzt wird. Dies fiihrt zur ndchsten moglichen Ursache, den immunmediierten
Ursachen. Diese konnen in assoziiert oder nicht-assoziiert unterteilt
werden (GARDEN et al., 2019). Eine nicht assoziierte immunmediierte Himolyse
kann beispielsweise durch eine immunmediierte hdmolytische Andmie (IMHA)
verursacht werden. Dabei erkennt das eigene Immunsystem fdlschlicherweise
Erythrozyten als korperfremd und zerstort diese durch die Bindung von
Immunglobulinen oder Komplementen an die Erythrozyten-Oberfliche (GARDEN
et al., 2019; MACKIN, 2020). Die assoziierte immunmediierte Himolyse entsteht
dagegen durch verschiedene exogene Faktoren, die zu einer immunvermittelten
Zerstorung der Erythrozyten fiihren. Zum einen sind hier bakterielle Erreger zu
nennen, wobei beim Hund vor allem die verschiedenen Leptospiren erwahnenswert
sind, sowie Parasiten wie Babesia spp., Anaplasma spp. oder Ehrlichia
spp. (GARDEN et al., 2019; MACKIN, 2020). In dem Consensus Statement von
2019 werden auch Fille erwidhnt, in denen Medikamente, vor allem
Cephalosporine, eine assoziierte IMHA auslosen konnen. Es fehlen jedoch noch

ausfiihrliche Studien zu diesem Thema (GARDEN et al., 2019).

Es gibt jedoch auch andere Noxen, die beim Hund zur Zerstdrung von Erythrozyten
und somit zur Freisetzung von cfHb fiihren konnen. Zu den potenziellen
Wirkstoffen zidhlen, wie bereits erwdhnt, unter anderem Arzneimittel, die eine
medikamentenassoziierte hdmolytische Andmie auslosen konnen. Dies ist aber
verhéltnisméBig selten und auch hier ist die Evidenzlage noch gering, es sind aber
vor allem verschiedene Antibiotika erwdhnt (GARRATTY, 2010; GARDEN et al.,
2019). Hierbei sind verschiedene Wirkmechanismen beteiligt. Zum einen konnen
sie arzneimittel-antikdrperabhéngig sein oder auch durch Autoantikorper, die
eventuell durch das Medikament induziert werden, entstehen. Zudem konnen
Hapten-Mechanismen auftreten, bei denen das Medikament sich dann an
Erythrozyten anheftet und dann durch Antikorper erkannt und zerstort wird
(GARRATTY, 2010). Weitere nennenswerte Noxen sind Ethylenglykol, das eine
vergleichbare toxische Wirkung aufweist wie Zwiebeln, Knoblauch, Schlangengift
und auch Schwermetallintoxikationen. Zur Hamolyse kommt es hierbei durch
oxidative Schidden an den Erythrozyten. Diese oxidativen Prozesse destabilisieren
die Zellmembranen der Erythrozyten, was zur Zerstorung der Erythrozyten fiihrt

(SCHWEIGHAUSER & FRANCEY, 2016; MACKIN, 2020). Schlangengifte
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hingegen, insbesondere solche, die Phospholipasen enthalten, greifen direkt die
Phospholipide der Zellmembranen an. Dies hat eine Destabilisierung der
Zellmembranen zur Folge und fithrt zur Hamolyse (CONDREA, 1979;
SLAGBOOM et al., 2017). CfHb kann auch im Rahmen eines paraneoplastischen
Prozesses, beispielsweise bei einer Leukdmie oder einem Hémangiosarkom,
freigesetzt werden. Dieser Prozess wird durch die Zerstérung von Erythrozyten
verursacht (GARDEN et al., 2019). Allerdings kann sich auch durch eine Sepsis
und disseminierte intravasale Gerinnung (BOTTARI et al.) eine hochgradige
Hamolyse entwickeln (BOTTARI et al., 2023). Dieser Prozess wird durch die
Bildung von Mikrothromben in den BlutgefdBen verursacht. Diese zerstoren die
Erythrozyten durch mechanische Schidigung. Zusitzlich tragen die systemische
Entziindungsreaktion und die freigesetzten toxischen Substanzen zur Schidigung
der Erythrozyten bei und kdnnen auch eine assoziierte IMHA auslosen (LEVI &
VAN DER POLL, 2004; GARDEN et al., 2019).

Bei extremer Hitze, zum Beispiel bei einem Hitzschlag, konnen die Zellmembranen
der Erythrozyten geschiddigt werden. Dies kann zur Zerstorung der Erythrozyten
und in der Folge zu einer Hdmolyse fiihren. Dariiber hinaus kann eine erhdhte
Hitzebelastung eine Schidigung des Endothels und eine Aktivierung des
Gerinnungssystems verursachen. Dies fiihrt zur Bildung von Mikrothromben und
zu mechanischen Schdden an den Erythrozyten (BOUCHAMA & KNOCHEL,
2002). Eine weitere nennenswerte Ursache ist die Hypophosphatimie. Diese
beeintrichtigt die Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) in den Erythrozyten.
ATP ist der universelle Energietrager biologischer Systeme (WIEDER & LANG,
2010). Dies resultiert in einer eingeschriankten Energieversorgung der Zellen und
einer Destabilisierung der Membranen der Erythrozyten, was wiederum eine
Hiamolyse begilinstigen kann. Die Instabilitit der Erythrozyten erhoht ihre
Anfilligkeit fiir mechanische und oxidative Schdden. Dies hat eine verstérkte

Zerstorung zur Folge (MILLER & SLOVIS, 2000).
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Tabelle 1: Auflistung verschiedener Ursachen fiir eine
Beispielen (GARDEN et al., 2019; MACKIN, 2020)

Himolyse mit

Ursachen Beispiele
Infektios Leptospirose
Babesiose
Immunmediiert: Nicht assoziiert (idiopathisch) IMHA
Immunmediiert: Assoziiert Leptospirose
(Ausloser vorhanden) Babesiose.
Ehrlichiose
Anaplasmose
Hepatozoonose
Dirofilariose
Leishmaniose
Toxisch Knoblauch
Schlangengifte
Ethylenglykol
Schwermetalle
Zwiebeln
Physikalische Schadigung mechanisch
thermisch
Metabolisch Hypophosphatidmie
paraneoplastisch Leukémie
Hémangiosarkom
1.4. Toxizitit von zellfreiem Himoglobin

CfHb kann auf verschiedene Weisen toxisch fiir den Korper werden. Zum einen hat

sich cfHb als verstdrkend fiir die Aktivierung und Infiltration von Phagozyten

erwiesen. Eine Studie bei Meerschweinchen hat gezeigt, dass es in der Folge zu

Myokardverletzungen mit Endotoxdmie fiihren kann (BAEK et al., 2014). Des

Weiteren erhoht es die Eisenablagerung im Myokard und eine erhdhte Expression
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von Ham-Oxygenase-1. Durch Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS)
kommt es zu oxidativen Desoxyribonucleinsédure (DNA)-Schiaden und Apoptose.
Dariiber hinaus wurden in Studien an Meerschweinchen und Hunden eine Stérung
der Integritdt der endothelialen Barriere sowie eine Verringerung des intrazelluldren
Ascorbat-Gehalts beobachtet. Die endotheliale Barriere iibernimmt eine zentrale
Rolle bei der Aufrechterhaltung der vaskuldren Hédmostase und reguliert den
kontrollierten Austausch verschiedener Substanzen und Molekiile zwischen Blut
und Gewebe. Eine Stérung dessen kann Odeme, Entziindungen, Thrombose bis hin
zu Gewebeschdden und auch Organversagen hervorrufen. Ascorbat ist insofern
relevant, da es ein starkes Antioxidans ist und auch die Bildung von Methdmoglobin
verringern kann, wodurch unter anderem die Sauerstofftransportkapazitit reduziert
werden kann (BAEK et al., 2014; SCHIEBER & CHANDEL, 2014; KUCK et al.,
2018).

Dariiber hinaus kann es zu sauerstoffbezogener Toxizitdt kommen, da cfHb in den
Geweben zu einem unphysiologisch hohen Sauerstoffvorkommen fiihrt. Eine
physiologische Schutzreaktion darauf ist die Vasokonstriktion, was wiederum zu
Hypertension und Ischimie fiihrt (BORETTI et al.,, 2009; WINSLOW, 2013;
SCHIEBER & CHANDEL, 2014). Die Folgen der oxidativen Toxizitét kdnnen bis
hin zu Endorganversagen fiihren, wie zum Beispiel zu akutem Nierenversagen mit
Zerstorung der proximalen Tubuli (OLSSON et al., 2012; DEUEL et al., 2016;
KUCK et al., 2018; SHAVER et al., 2019). Ein weiterer Weg, der zur Schidigung
von Endorganen und auch akuten Nierenschddigungen fiihrt, ist die Ablagerung von
Hamoglobinkonkrementen. Diese konnen eine Deregulierung der Tubulusbarriere
auslosen. Himopexin, ein Him-Fénger, sammelt Hdmoglobin an, das dann im
distalen Nephronsegment ausfillt. Die Ausfillungen bilden intratubuldre
obstruktive Konkremente und kdnnen in der Folge zu einem akuten Nierenversagen
fiihren (OLSSON et al., 2012; DEUEL et al.,, 2016; SHAVER et al., 2017;
SHAVER et al., 2019). Ham, das Abbauprodukt von Hb, ist in der Lage, die
Bildung freier Radikale zu katalysieren, da es die Produktion von freiem NO
ermOglicht. Him ist zudem eine bedeutende Eisenquelle fiir pathogene Organismen
wie gramnegative Bakterien. Diese sind in der Lage, das Him gebundene Eisen
durch Sekretion eines Him—Eisen—Liganden zu binden. Dieser Ligand trennt das
Eisen vom H&m und transportiert es in die Bakterien. Es ist auch eine Quelle fiir

freies Eisen, was eine Verschlimmerung der Eisentoxizitdt in verschiedenen
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Organen bedingt (ASCENZI et al., 2005).

Es konnte zudem nachgewiesen werden, dass hohe Konzentrationen von cfHb,
durch die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen, als endogener Mediator fiir
eine erhohte Sterblichkeit bei Sepsis, systemischen Entziindungen sowie
Lungenentziindungen und auch endotheliale Verletzungen verantwortlich sind.
Dieser Effekt beruht auf der Erhdhung der endothelialen Permeabilitidt durch
Apoptose. Dies wurde unter anderem in Médusen nachgewiesen (BAEK et al., 2014;

KUCK et al., 2018; MEEGAN et al., 2020).

Erhohte Spiegel von cfHb, erneut vor allem durch die Bildung von ROS, kénnen
zudem die vaskuldre Permeabilitdt und die Permeabilitit von mikrovaskuldren
Endothelzellen in isoliert perfundierten menschlichen Lungen erh6hen. In der Folge
kann dies zu einem nicht-kardiogenen Lungenddem und akutem Atemnotsyndrom
(ARDS) fiihren. Erhohte cfHb-Konzentrationen konnen Entziindungen der
Atemwege und eine Dysfunktion der alveolokapilldren Barriere induzieren. Daher
korrelieren hohe Spiegel von cfHb (bis zu 250 mg/dl) in Odem-Fliissigkeit der
Lungen auch nachweislich mit schwerem akutem Lungenversagen und ARDS bei
Menschen. Grund dafiir ist, dass sie induziert (SCHIEBER & CHANDEL, 2014;
KUCK et al., 2018; MEEGAN et al., 2020).

Es konnte in Studien bei Menschen gezeigt werden, dass cfHb einen Einfluss auf
den Stickstoffmonoxid (NO) Haushalt hat. NO spielt eine grundlegende Rolle in
der Aufrechterhaltung eines normalen vasomotorischen Tonus. Das cfHb weist die
Fahigkeit auf, vom Endothel stammendes NO sechshundertmal schneller
abzufangen als Hb. Dies fiihrt zu einer Stérung der NO-Homdostase und kann zu
verschiedenen pathologischen Konsequenzen fithren, wie beispielsweise
Vasokonstriktion, vermindertem Blutfluss, Thrombozyten-Aktivierung, erhohter
Endothelin-1-Expression und Endorganschidden. Es konnte in zahlreichen Studien
nachgewiesen werden, dass sowohl das Himoglobin (Hb) als auch die Erythrozyten
nicht nur als NO—Fénger bei der physiologischen Regulierung der NO—abhéngigen
Vasodilatation eine Rolle spielen, sondern auch die Fiahigkeit besitzen, NO
abzugeben, wenn das Hb desoxygeniert ist. Eine empirische Untersuchung kommt
zu dem Schluss, dass eine Reduktion von desoxygeniertem Hamoglobin (Hb) zu
Nitrit (NO) und in der Folge zu einer Gefillerweiterung entlang des

physiologischen Sauerstoffgradienten fiihrt (GLADWIN et al., 2004).
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CfHb stimuliert zudem das Nod-like-Rezeptor-Familienpyrin-Doménen
enthaltende 3 Protein (NLRP3), ein zytoplasmatisches Protein. Dies ist ein
Inflammasom in Makrophagen. Es fiihrt zu einer erhohten Lungenapoptose,

Odembildung und Entziindungsreaktion in der Lunge (MEEGAN et al., 2020).

2. Extrakorporale Blutreinigungsverfahren

Extrakorporale Blutreinigungsverfahren sind in der Lage, endogene und exogene
Giftstoffe zu eliminieren, wenn korpereigene Prozesse nicht mehr ausreichend sind.
Sie stellen damit eine wichtige therapeutische Option dar, um Endorganschiden zu
verhindern und den Verlauf schwerer Krankheitsbilder giinstig zu

beeinflussen (VIENKEN, 2011).

2.1. Geschichte und Entwicklung

Der Ursprung der extrakorporalen Blutreinigungsverfahren begann 1854 durch den
schottischen Chemiker Thomas Graham. Er demonstrierte, dass eine Diffusion von
Molekiilen durch semipermeable Membranen moglich ist. Diese Erkenntnis wurde
zur spiteren Grundlage fiir die Dialysetechnologie (WETZELS et al., 1986). John
Jacob Abel begann, basierend auf der Grundlage des Chemikers Thomas Graham,
einen Dialyseapparat zu entwickeln. In einem Artikel, der in der Londoner Times
am 11.08.1913 erschien, bezeichnete er den Apparat selbst als kiinstliche Niere.
Daher wird er gemeinhin als Erfinder der Dialyse bezeichnet, obwohl er damit keine
Nierenerkrankungen behandeln, sondern kiinstlichen Urin produzieren wollte. Der
deutsche Arzt Georg Haas fiihrte 1913 die erste erfolgreiche Dialyse am Tier und
dann am Menschen durch, indem er eine experimentelle Dialysemaschine
verwendete. Es handelte sich um den ersten reproduzierbaren Dialyseapparat, den
Vividiffussionsapparat (ABEL et al., 1990; VIENKEN, 2011, 2017). Dieser hatte
viele Ahnlichkeiten mit den heute iiblichen Kapillardialysatoren. Das Geriit bestand
aus einem Hohlzylinder, in dem das einstromende Blut iiber einen Kopf mit acht
beziehungsweise 32 gldsernen Verteilungsrohrchen durch etwa 20 Zentimeter lange
Membranschlduche aus Collodium stromte. Diese wurde dann wieder
zusammengefiihrt (VIENKEN, 2011, 2017). Im Jahr 1943 gelang dem
niederlédndischen Arzt Willem Kolff die Entwicklung des ersten funktionstiichtigen
Dialyseapparats. Dieser wurde als rotierender Trommeldialysator bezeichnet und
verwendete Zellophan—Dialyseschlduche als Membran (VIENKEN, 2011). In den

1950ern wurde das Design Kolffs von zahlreichen Forschern weiterentwickelt. Es
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wurden tragbare und effizientere Dialysemaschinen entwickelt. Baxter
International war einer der ersten Hersteller von kommerziellen Dialysemaschinen.
Die Einfiihrung des ,,Scribner—Shunts® in den 1960ern durch Belding Scribner
ermOglichte die Langzeit-Himodialyse. Diese Methode erlaubte es den Patienten,
regelméBig dialysiert zu werden, ohne dass jedes Mal eine neue Venenpunktion
notwendig war. Die Peritonealdialyse (PD) wurde als Alternative zur Himodialyse
in den 1970ern entwickelt. PD nutzt das Peritoneum als semipermeable Membran,
um Abfallstoffe und iiberschiissiges Wasser aus dem Blut zu entfernen. Baxter
International {ibernahm eine Schliisselrolle bei der Entwicklung und Vermarktung
von PD-Produkten. In den 1980er und 1990er Jahren wurden signifikante
Fortschritte in der Dialysetechnologie erzielt, welche die Entwicklung verbesserter
Dialysatoren, Maschinen und Dialyselosungen umfassten. Die Verwendung von
biokompatiblen Materialien und optimierten Membranen resultierte in einer
Effektivitits- und Schonungssteigerung der Dialysebehandlungen (VIENKEN,
2011, 2017).

Zusitzlich zur kontinuierlichen Weiterentwicklung der Dialyse wurden weitere
extrakorporale Blutreinigungsverfahren entwickelt. Dabei gibt es verschiedene
Ansitze bei den extrakorporalen Blutreinigungsverfahren, aber auch gewisse
Ubereinstimmungen. Das Ziel dieser Verfahren bestand und besteht in der
Reinigung des Blutes von verschiedenen Giftstoffen. Dabei variieren die
Wirkmechanismen der eingesetzten Verfahren jedoch erheblich (GROOVER et al.,
2022b).

2.2. Extrakorporale Blutreinigungsverfahren in der Tiermedizin

Extrakorporale Blutreinigungsverfahren wurden zwar experimentell schon am
Anfang des letzten Jahrhunderts bei Tieren eingesetzt, fanden allerdings erst in den
1990er-Jahren eine klinische Relevanz in der Tiermedizin. Im Unterschied zur
Humanmedizin liegt der Fokus hier auf Kurzzeittherapien wie beispielsweise der
Himodialyse bei akutem Nierenversagen. Auch fiir schwere Intoxikationen werden
die extrakorporalen Blutreinigungsverfahren zunehmend eingesetzt, um gezielt die
Giftstoffe zu eliminieren (GROOVER et al., 2022a). Eine Langzeittherapie, wie sie
in der Humanmedizin bei einem chronischen Nierenversagen praktiziert wird, ist
aufgrund des Aufwandes und der Kosten fiir den Tierbesitzer in den meisten Fillen

nicht realisierbar (SCHWEIGHAUSER & FRANCEY, 2017).
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2.3. Aufbau des extrakorporalen Kreislaufs und Antikoagulation
2.3.1. Komponenten des extrakorporalen Kreislaufs

Extrakorporale Blutreinigungsverfahren basieren auf einem geschlossenen
extrakorporalen Zirkulationskreislauf, der das Blut des Patienten auBerhalb des
Korpers durch eine spezialisierte Filter— oder Adsorptionseinheit leitet und
anschlielend in den Blutkreislauf des Patienten zurilickfiihrt. Die Voraussetzung fiir
eine erfolgreiche Behandlung ist die Anlage eines adiquaten GefdBzugangs. In der
Tiermedizin wird hierfiir in der Regel ein groBlumiger zentralvendser Katheter
(ZVK) in die Vena jugularis des Tieres implantiert. Vor Beginn der Therapie ist
eine sorgfiltige Vorbereitung des extrakorporalen Systems erforderlich. Hierzu
zdhlt das Spiilen des gesamten extrakorporalen Kreislaufs inklusive der
Schlauchsysteme mit isotoner Kochsalzlosung, um die Luft aus dem System zu
entfernen, das Risiko von Gerinnungsreaktionen zu reduzieren und somit eine
reibungslose Zirkulation zu gewdéhrleisten. Der Blutfluss wird durch ein
Pumpensystem, gewihrleistet, das entweder auf dem Prinzip peristaltischer
Rollenpumpen beruht und einen konstanten sowie kontrollierten Blutfluss
sicherstellt. Nachgeschaltet befindet sich die eigentliche Blutreinigungseinheit, die
— je nach gewihltem Verfahren — fiir die Elimination toxischer Substanzen
zustindig ist. Himoperfusionssysteme konnen zudem mit anderen extrakorporalen
Verfahren kombiniert werden, um die Effizienz der Giftstoffe- oder Metaboliten-
Elimination zu optimieren. Nach Abschluss der addquaten Vorbereitung erfolgt die
Verbindung des Systems mit dem Patienten. Moderne Geréte sind mit komplexen
Systemen zur Gewihrleistung der Sicherheit sowie zur Messung und Uberwachung
verschiedener physikalischer GroBen ausgestattet. Zu den zentralen Parametern, die
kontinuierlich iiberwacht werden, zdhlen der intraluminalen Druck, der Blutfluss
sowie die Detektion von Luftblasen. Parallel dazu ist eine engmaschige
Uberwachung physiologischer Parameter wie Blutdruck, Korpertemperatur und
Gerinnungsstatus des Patienten erforderlich, um die Therapie sicher und effektiv zu

gestalten (COWGILL & GUILLAUMIN, 2013; SCHWEIGHAUSER et al., 2017).

2.3.2.  Antikoagulation
Im Kontext extrakorporaler Blutkreislaufe ist die Antikoagulation von
entscheidender Bedeutung, um eine Gerinnung des Blutes wihrend des Aufenthalts

im extrakorporalen System zu verhindern. Ein signifikantes Risiko bei
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extrakorporalen Blutreinigungsverfahren ist die Thrombosierung in den
Schlauchsystemen des extrakorporalen Kreislaufs (SEELIGER et al., 2020). Das
Blut flie3t mehrere Minuten auBlerhalb des Korpers durch das Schlauchsystem, was
die Aktivierung des Gerinnungssystems anregt. Deshalb sind Antikoagulanzien
erforderlich. Wichtig zu erwidhnen ist, dass die Antikoagulation bereits zu

Behandlungsbeginn wirksam sein muss (SCHWEIGHAUSER et al., 2017).

Grundsitzlich existieren zwei Mdglichkeiten, die Antikoagulation durchzufiihren.
Die erste Moglichkeit besteht in einer systemischen Antikoagulation mittels
Heparin. Die initiale Verabreichung erfolgt als intravendser Bolus und wird
anschlieBend als Dauertropfinfusion, wihrend der Behandlung, fortgefiihrt. Im
Rahmen der Behandlung ist eine regelméfige Kontrolle der Gerinnungszeiten
erforderlich. Ziel ist hierbei eine Verldngerung der aktivierten Thromboplastinzeit
(aPTT) um das Eineinhalb- bis Zweifache. Dieses Zielintervall gewihrleistet eine
ausreichende antikoagulatorische Wirkung zur Vermeidung thromboembolischer
Komplikationen, ohne dabei das Risiko schwerwiegender Blutungen
unverhéltnismaBig Zu erh6hen (ACIERNO & LABATO, 2011;
SCHWEIGHAUSER & FRANCEY, 2017). Der Nachteil dieser Methode ist, dass
der Patient auch mehrere Stunden nach der extrakorporalen Behandlung noch
antikoaguliert ist. Dies kann zu einer Verschlimmerung von Blutungen fiihren.
Zudem besteht die Moglichkeit, dass neue, auch kleine, Lasionen, beispielsweise
durch das Legen eines Venenkatheters oder einer Zystozenthese, letal verlaufen

konnen (SCHWEIGHAUSER et al., 2017).

Die zweite Mdoglichkeit besteht in einer regionalen Antikoagulation mit Zitrat.
Dieses wird ausschlieBlich dem extrakorporalen Blutkreislauf zugesetzt. In der
Folge wird das im Blut befindliche Kalzium gebunden und steht dem
Gerinnungssystem nicht zur Verfligung. In diesem Kontext ist es von signifikanter
Relevanz, dass das gebundene Kalzium ersetzt wird. Dieser Prozess findet
unmittelbar, bevor das Blut wieder in den Korper zuriickflieBt, statt. Eine
Hypokalzémie stellt einen potenziell lebensgefahrlichen Zustand dar, da Kalzium
eine zentrale Rolle in der neuromuskuliren Erregungsiibertragung, der
myokardialen Erregungsleitung und der Kontraktilitit sowie als Kofaktor in der
plasmatischen Gerinnung einnimmt. Ein Absinken der Kalziumkonzentration kann
daher zu Muskelkrdmpfen, Krampfanfillen, schweren kardialen Arrhythmien bis

hin zum Herzstillstand sowie zu Storungen der Hidmostase fithren (LANG, 2019).



II. Literaturiibersicht 15

Deswegen muss dies engmaschig iiberwacht werden (SCHWEIGHAUSER et al.,
2017; FRANCEY & SCHWEIGHAUSER, 2018).

24. Klassifikation der extrakorporalen Blutreinigungsverfahren

Extrakorporale Blutreinigungsverfahren konnen nach verschiedenen Kriterien
unterschieden werden. Zum einen unterscheidet man kontinuierliche von
intermittierenden Verfahren. Es wird aber auch nach dem physikalischen
Wirkprinzip unterschieden. Hierbei kann man zwischen Dialyse (Diffusion),
Filtration (Konvektion) und Perfusion (Adsorption) unterscheiden. Auflerdem gibt
es noch den therapeutischen Plasmaaustausch (TPE) sowie Mischformen der eben

aufgefiihrten Varianten (STUMMVOLL, 1993; SCHWEIGHAUSER et al., 2017).

Die  Himodialyse  stellt ~das  wohl  bekannteste  extrakorporale
Blutreinigungsverfahren dar. Dieses Verfahren basiert auf einer membranbasierten
Separation, also Diffusion. Im Dialysator wird das Blut entlang einer
semipermeablen Membran geleitet, wihrend auf der Gegenseite ein Dialysat
(Dialyselosung) stromt. Der Konzentrationsgradient zwischen beiden ermdglicht
die Diffusion von harnpflichtigen Substanzen wie Harnstoff und Kreatinin aus dem
Blut in das Dialysat, welches kontinuierlich erneuert wird (BLOOM & LABATO,
2011; SCHWEIGHAUSER et al., 2017). Dariiber hinaus werden durch Osmose
eine Ultrafiltration sowie eine Volumenregulation induziert, wobei {iberschiissiges
Wasser durch ein transmembrandses Druckgefalle eliminiert wird. Dies ist dann die
Konvektion. Dadurch ist eine Ultrafiltration mdglich und eine Stabilisierung des
Volumenhaushaltes kann erreicht werden. In der Humanmedizin wird die
Hamodialyse bei einem chronischen Nierenversagen regelméBig, das heif3t bis zu
dreimal die Woche, eingesetzt. Zudem wird sie auch bei akuten
Nierenschiadigungen sowie bei Elektrolytstorungen und Intoxikationen mit
beispielsweise Methanol oder Lithium eingesetzt (WIZEMANN, 1993;
LONNEMANN, 2007).

Ein alternativer Ansatz dazu ist die therapeutische Plasmapherese (TPE), bei der
eine Separation der Blutzellen und des Plasmas erfolgt, um das Plasma
anschlielend zu reinigen oder teilweise auszutauschen (PATTEN & BERKMAN,
1986; CRUMP & SESHADRI, 2009). Indikationen hierfiir sind vor allem
Immunerkrankungen, wie zum Beispiel Myasthenia gravis, eine IMHA oder auch

ein Hyperviskosititsyndrom, wie es unter anderem bei Leishmaniose auftreten
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kann. Des Weiteren werden proteingebundene Giftstoffe wie beispielsweise
Fliegenpilzintoxikationen als Indikationen angesehen, da diese auch im Plasma

vorliegen (SCHUTT et al., 2012; SCHWEIGHAUSER et al., 2017).

2.5. Himoperfusion

Eine andere Funktionsweise liegt bei der Hdmoperfusion vor. Hierbei werden
Adsorber verwendet, die Giftstoffe aus dem Vollblut adsorbieren. Daher wird die
Hiamoperfusion teils auch Himoadsorption genannt. Das Prinzip basiert auf dem
direkten Kontakt mit den Adsorptionsmitteln anstelle des Auftrennens von Blut.
Dieses Adsorptionsmittel ist dazu fahig, geldste Stoffe oder Giftstoffe mit einer
spezifischen chemischen Zusammensetzung im Blutkreislauf entweder selektiv
oder nicht selektiv zu binden. Die Hamoperfusion wird vor allem zur Beseitigung
von hochmolekularen, proteingebundenen oder auch lipidloslichen Giftstoffen
sowie Arzneimitteln eingesetzt, die durch eine Hdmodialyse oder Hamofiltration,
also Diffusion und Konvektion, nur miBig oder gar nicht entfernt werden

kénnen (COWGILL & GUILLAUMIN, 2013; RONCO & BELLOMO, 2022).

Hamoperfusion—Adsorbenzien sollten eine hohe Adsorptionskapazitit flir die
Ziellosungsstoffe aufweisen und zudem nicht toxisch und hidmokompatibel sein.
Dariiber hinaus sollten sie, auch im Kontakt mit Vollblut, nur eine minimale
Adsorption fiir physiologische Blutkomponenten aufweisen und nicht kanzerogen
sein sowie eine stabile Zusammensetzung aufweisen (COWGILL &
GUILLAUMIN, 2013). Zudem sind weitere wichtige Eigenschaften, dass sie einen
geringen Totraum aufweisen, um Koagelbildung zu vermeiden, eine geringe
Blutflussresistenz aufzeigen, mit einem kleinen Blutvolumen funktionieren und
eine addquate GroBe haben. Auch chemische und thermische Stabilitdt sind zu

beriicksichtigen (GRAFE et al., 2023).

Die verschiedenen Adsorber dhneln sich in ihrem Aufbau. Essenziell dabei ist, dass
sie eine grofle Oberfliche im Verhiltnis zu ithrem Volumen haben und eine grof3e
Kapazitit aufweisen, bestimmte Molekiile zu binden. Dabei werden beispielsweise
schwache Ionen-Verbindungen, aber auch Van-der-Waals-Krifte und stark
hydrophobe Verbindungen genutzt. Das Adsorbermaterial ist als Granula, Perlen
oder aber auch Fasern erhéltlich. Diese miissen dann in Kartuschen so eingebaut

werden, dass ein Blutfluss hindurch noch moglich ist (RONCO & TETTA, 2007).

Lange Zeit wurden Aktivkohle-Adsorber benutzt, wobei jedoch ein selektives
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Herausfiltern nicht moglich war und die Patienten dadurch teilweise
Panzytopenien, also einen Mangel an Erythrozyten, Leukozyten und
Thrombozyten, entwickelt haben. Daher wird das Blut heute durch beispielsweise
eine vorangegangene Plasmaseparation oft so aufgetrennt, dass die Blutzellen gar
nicht mehr in Kontakt mit den Adsorbern kommen. Alternativ wird der Adsorber
durch verschiedene biomechanische Mechanismen so optimiert, dass nur eine
festgelegte Menge der gewlinschten Zielsubstanz entfernt wird (RONCO &
TETTA, 2007; COWGILL & GUILLAUMIN, 2013). Im Allgemeinen besteht die
Moglichkeit, die  Hadmoperfusion  mit  alternativen  extrakorporalen
Blutreinigungsverfahren, wie etwa der Himodialyse oder der Himofiltration, zu

kombinieren (RONCO & TETTA, 2007; COWGILL & GUILLAUMIN, 2013).

2.5.1.  Himoperfusion in der Tiermedizin

Hamoperfusion ist auch in der Tiermedizin ein wichtiges Verfahren zur
Behandlung von akuten Vergiftungen bei Tieren. Die Hdmoperfusion kann auch
beim Tier endogene sowie exogene Giftstoffe und Substanzen eliminieren
(COWGILL & GUILLAUMIN, 2013). Akute exogene Vergiftungen kénnen zum
Beispiel durch Medikamententiberdosierungen auftreten. Ursache hierfiir kann die
akzidentelle Aufnahme von Humanarzneimitteln wie Schmerzmitteln,
Herzmedikamenten oder Antidepressiva sein, aber auch Vergiftungen mit
Tierarzneimitteln kommen immer wieder vor. Die Himoperfusion kann helfen,
diese Medikamente aus dem Blut des Tieres zu entfernen und die Toxizitdt zu
reduzieren (COWGILL & GUILLAUMIN, 2013; SCHWEIGHAUSER et al.,
2017). Weitere exogene Giftstoffe sind beispielsweise toxische Pflanzen,
Chemikalien oder Schadstoffe wie Reinigungsmittel, Pestizide oder
Schwermetalle, die zu Vergiftungen fiihren konnen (SCHWEIGHAUSER et al.,
2017). Aber die Himoperfusion kann auch dazu eingesetzt werden, um endogene
Giftstoffe aus dem Korper zu eliminieren. Beispiele hierfiir sind gro3e Mengen an
Bilirubin, Myoglobin oder zellfreiem Himoglobin (COWGILL & GUILLAUMIN,
2013; SCHWEIGHAUSER et al., 2017; GLEASON et al., 2019).

2.5.2.  Verschiedene Adsorber in der Himoperfusion
Bei der Hamoperfusion werden verschiedene Absorber verwendet, um Giftstoffe

aus dem Blut zu entfernen.

Zuerst ist der Adsorber aus Aktivkohle zu nennen, der bereits oben erwiahnt wurde.
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Aktivkohle ist ein pordses Material mit einer grolen Oberfldche, das eine effektive
Adsorption von Giftstoffen ermoglicht. Der Aktivkohle-Adsorber wurde hdufig zur
Entfernung von lipophilen (fettloslichen) Substanzen wie Phenolen und
Barbituraten verwendet. Hier muss jedoch beriicksichtigt werden, dass es sich um
eine nicht-selektive Adsorption handelt. Das heif3t, auch essenzielle Molekiile wie
zum einen Erythrozyten und Leukozyten sowie Thrombozyten, aber auch Vitamine
und Elektrolyte, werden ungefiltert aus dem Blut adsorbiert. Dies fiihrt oft zu
unerwiinschten  Nebenwirkungen (COWGILL & GUILLAUMIN, 2013;
SCHWEIGHAUSER et al., 2017).

Als Néchstes sind selektive Adsorber zu nennen. Diese bestehen aus speziell
entwickelten Materialien, die bestimmte Giftstoffe selektiv binden und entfernen
konnen, ohne andere niitzliche Substanzen im Blut zZu

beeintrachtigen (SCHWEIGHAUSER & FRANCEY, 2017).

Ein Beispiel hierfiir ist Toraymyxin® der Firma Toray® zur Endotoxinentfernung
bei Patienten mit gramnegativer Sepsis. Es besteht aus Polystyrol und
Polypropylenfasern, an die kovalent Polymyxin B gebunden ist. Dieses wiederum
kann die Endotoxine binden und dadurch dauerhaft aus dem Blut
entfernen (SHIMOKAWA et al., 2013; SEELIGER et al., 2020; GRAFE et al.,
2023).

Ein weiteres Beispiel sind Resinsduren, die in der Bilirubin Adsorption Column
(BAC) Adsorbern eingesetzt werden. Dieser ist darauf spezialisiert, Bilirubin aus
dem Blut zu adsorbieren (HAWCHAR et al., 2022). Der BAC besteht aus einem
speziellen Harz, das Bilirubin selektiv bindet und aus dem Blutstrom entfernt,
wihrend andere Blutbestandteile, wie Zellen und auch Proteine, unbeeinflusst
bleiben. Die Verwendung von selektiven Adsorbern wie dem BAC erfordert eine
genaue Dosierung und Uberwachung, um sicherzustellen, dass sie effektiv und
sicher angewendet werden. Diese Technologie ist ein Beispiel dafiir, wie selektive
Adsorber in der Hémoperfusion eingesetzt werden konnen, um spezifische
Giftstoffe oder Substanzen gezielt aus dem Blut zu entfernen, ohne andere wichtige
Blutbestandteile zu beeintrachtigen (TAKENAKA, 1998; NAKAJI & HAYASHI,
2003).

Der SERAPH 100®-Adsorber hat einen anderen Ansatz. Er ist ein biometrischer

Pathogen-adsorber, der zur Entfernung von Viren, Bakterien und anderen
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pathogenen Partikeln aus dem Blut verwendet wird. Er basiert auf der Microbind
Affinity Blood Filter® (MABF)-Technologie. Die MABF®-Technologie nutzt
speziell entwickelte Liganden, die auf der Oberfliche des Adsorbers immobilisiert
sind. Diese Liganden haben eine hohe Affinitét fiir bestimmte Zielmolekiile, wie
zum Beispiel virale Partikel, bakterielle Toxine oder inflammatorische Botenstoffe.
Wenn das Blut durch den SERAPH 100®-Adsorber geleitet wird, binden diese
Liganden selektiv die Zielmolekiile an ihre Oberfldche, wodurch sie aus dem Blut
entfernt werden. Der SERAPH 100® -Adsorber ist so konzipiert, dass er eine breite
Palette von pathogenen Partikeln entfernen kann, einschlieBlich Viren wie das
Humanes-Immundefizienz-Virus (HIV), Hepatitis-C-Virus und Influenzaviren
sowie Bakterien und bestimmter inflammatorischer Botenstoffe. Es ist wichtig zu
beachten, dass der SERAPH 100®-Adsorber nur als Erginzung zur
Standardtherapie eingesetzt wird und nicht als Ersatz. Er wird in der Regel in
klinischen Situationen verwendet, in denen eine schnelle und effektive Entfernung
von pathogenen Partikeln aus dem Blut erforderlich ist, wie z.B. bei schweren
Infektionen oder bei Patienten mit Sepsis (OLSON et al., 2020; EDEN et al., 2022;
BECKER et al., 2023).

2.5.3. Immunadsorption

Zusitzlich ist noch die Immunadsorption als ein Verfahren der Himoperfusion zu
nennen. Die Immunadsorption bezeichnet ein Verfahren, bei dem spezifische
schiadliche Substanzen oder Molekiile aus dem Blut entfernt werden, indem sie
gezielt an spezifische Liganden oder Adsorptionsmaterialien gebunden werden.
Diese Liganden oder Adsorptionsmaterialien haben eine hohe Affinitét fiir die zu
entfernenden Substanzen und konnen selektiv mit ihnen interagieren. Die
Immunadsorption wird haufig in der Behandlung von Autoimmunerkrankungen
eingesetzt, bei denen das Immunsystem korpereigene Zellen attackiert. Ein Beispiel
hierfiir ist die immunmediierte himolytische Andmie (IMHA) (MACKIN, 2020).
Durch die Entfernung von IgG- und IgM-Antikdrpern aus dem Blut kann die
Immunadsorption dazu beitragen, die Entziindungsreaktionen zu reduzieren und
das Fortschreiten der Krankheit zu verlangsamen. Erwdhnenswert ist, dass es im
Unterschied zur Humanmedizin in der Veterindrmedizin zum jetzigen Zeitpunkt
keine Standardtherapie ersetzt, sondern in schweren Fillen helfen kann, die
autoimmunen Antikorper akut so zu reduzieren, sodass nachfolgend die

Standardtherapie wirksam werden kann. In der Humanmedizin ist das Ziel, ohne
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Immunsuppressiva arbeiten zu konnen; daher wird eine Heilung mittels der
Immunadsorption angestrebt (TOEPFER et al., 1999; FELIX et al.,, 2008;
RESHETNIK & TOLLE, 2020).

2.54.  Cytosorb®-Adsorber

Der Cytosorb®-Adsorber ist ein Vollblut-Adsorber. Dieser basiert auf der
Hamoperfusion, die speziell fiir die Entfernung von Zytokinen, beispielsweise
Interleukin 2 (IL-2) und Interleukin 6 (IL-6), Bilirubin und Myoglobin in der
Humanmedizin zugelassen ist (ANKAWI et al.,, 2019; HUBER et al., 2019;
MEHTA et al., 2020; KRENN & STELTZER, 2021b). Er wird aulerdem fiir die
intraoperative  Entfernung von Ticagrelor und Rivaroxaban bei einer
kardiopulmonalen Bypass-Operation verwendet. Beides sind Medikamente zur
Hemmung der Blutgerinnung (HASSAN et al., 2019; HARKY & BADRAN, 2021;
MORESCO et al., 2023). Es werden vor allem hydrophobe Molekiile entfernt, mit
einer GréBe von bis zu ca. 60 Kilodalton (SCHUBERT, 2023). Es ist bereits in der
Humanmedizin bekannt, dass auch noch weitere exogene Giftstoffe adsorbiert
werden konnen, wie zum Beispiel Aflatoxin und verschiedene Medikamente
(FRIESECKE et al.,, 2017; LANG et al.,, 2020; MASMOUEI et al., 2021;
PALAND, 2021; PIERI et al., 2022; OHREM et al., 2023; SCHUBERT, 2023).
Der Cytosorb®-Adsorber wurde auch bei kritischen Patienten mit einer Sepsis
sowie bei Patienten, die an Coronavirus SARS-CoV-2 Disease 2019 (COVID-19)
litten, eingesetzt (FRIESECKE et al., 2017; PENG et al., 2022; PIERI et al., 2022;
BOTTARI et al., 2023).

Der Cytosorb®-Adsorber besteht aus hoch porosen High-Tech—Polymerbeads, die
durch ihre Struktur eine grofe Bandbreite an verschiedenen Molekiilen binden
konnen. Die Beads bestehen aus vernetztem Divinylbenzol mit
Polyvinylpyrrolidonbeschichtung. Die Jafron—-HA-330-Tragersubstanz basiert auf
einem neutralen makroporésen Harz mit Kollodiumbeschichtung (KRENN &
STELTZER, 2021b). Das Biosun—-MG350—-Adsorptionsmaterial basiert auf einem
neutralen makropordsen synthetischen Harz. Durch die Polymeren betrigt die
Gesamtoberfldche innerhalb eines Adsorbers ca. 45.000 Quadratmeter (SEELIGER
et al, 2020). Der Cytosorb®-Adsorber arbeitet mithilfe eines
Konzentrationsgradienten. Die genaue physiochemische Funktionsweise ist dabei
noch nicht zur Génze geklart (HOUSCHYAR et al., 2018). Es werden verschiedene

Interaktionen, darunter hydrophobe = Wechselwirkungen, elektrostatische
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Anziehung oder auch van der Waals-Krifte, in Betracht gezogen (WINCHESTER
et al., 2003). In Bezug auf die Zytokin-Entfernung ist es das Ziel, die Zytokine nur
auf ein physiologisches Level zu reduzieren, sodass diese nicht mehr toxisch sind,
aber das Immunsystem intakt bleibt. Dies gilt ebenso fiir andere endogene
Substanzen wie beispielsweise cfHb (HOUSCHYAR et al., 2018; ANKAWI et al.,
2019; HUBER et al., 2019; SCHULTZ et al., 2021).

Der Cytosorb®-Adsorber wurde 2011 in der Humanmedizin in Europa zugelassen
(HOUSCHYAR et al., 2017). In Amerika hat dieser von der Food and Drug
Autorisation (FDA) in der Humanmedizin bis zum jetzigen Zeitpunkt nur die
Emergency Use Autorisation (EUA) und darf somit nur in Notfallsituationen
angewendet werden (SONG et al., 2021). Der Adsorber kann mit standardmiBigen
Himodialyse-, Hdmofiltrations- sowie Herz—Lungen—Maschinen verwendet und

kombiniert werden (TRAEGER K., 2016; ANKAWTI et al., 2019).

In der Tiermedizin ist der Cytosorb®-Adsorber bisher nur einige Male eingesetzt
worden. Eine Fallserie von fiinf Hunden unter Verwendung des Cytosorb®-
Adsorbers demonstrierte dessen Wirksamkeit zur Senkung des Serum-Bilirubins,
wobei die Adsorptionskapazitit fiir cfHb jedoch unbekannt bleibt (OHREM et al.,
2023). Zudem gibt es einen Fallbericht aus der Veterindrmedizin, der den
erfolgreichen Einsatz des Cytosorb®-Adsorbers bei einem Hund zeigt. Dieser
wurde in Kombination mit einer Immunadsorption bei einem Hund mit
Leishmaniose und Glomerulopathie angewendet (SANGER et al., 2024). Zudem
wurde der Cytosorb®-Adsorber erfolgreich in Kombination mit TPE zur
Behandlung einer Ibuprofen-Intoxikation bei einem Hund eingesetzt. Die
Ibuprofen-Konzentration im Blut konnte dadurch um 82 % reduziert werden

(GIANI et al., 2023).

Der ebenfalls von der Firma CytoSorbents® entwickelte VetResQ®-Adsorber hat
den gleichen Aufbau und Wirkmechanismus wie der Cytosorb®Adsorber. Der
VetResQ®-Adsorber ist in verschiedenen GroBen mit geringeren Blutvolumina als
der Cytosorb®-Adsorber erhltlich. Dadurch ist eine bessere Anpassung an die
verschiedenen Gewichte der Patienten in der Veterindrmedizin moglich. Der
VetResQ®-Adsorber ist seit 2017 auf dem Markt, derzeit jedoch nur in
Nordamerika erhdltlich. Dort ist er ausschlieflich fiir die Veterindrmedizin

zugelassen (HOBBS et al., 2024c).
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Der Effekt des VetResQ®-Adsorbers ist, bis auf einige publizierte Fallberichte,
bisher kaum erforscht. Dieser wurde beispielsweise in Kombination mit einer TPE
bei drei Hunden mit einer IMHA angewandt (MEAGHER et al., 2023). Ein weiterer
Fallbericht zeigt den erfolgreichen Einsatz des VetResQ®-Adsorbers in
Kombination mit einer Dialyse bei einem Hund mit Leptospirose (NECTOUX et
al., 2020). AuBBerdem gibt es einen Fallbericht iiber einen Hund mit Hitzschlag, der
an den daraus resultierenden Elektrolytentgleisungen sowie einer akuten
Nierenschiadigung litt. Dort wurden mehrere Dialyse-Sitzungen teils mit dem
VetResQ®-Adsorber kombiniert (TRACY et al., 2022). Zusitzlich beschreibt ein
Fallbericht den Fall, wo der VetResQ®-Adsorber bei einem Pferd, das an einer
perakuten Clostridium difficile—Kolitis litt, eingesetzt wurde. Dazu zeigte es eine
schwere systemische Entziindungsreaktion und akute Nierenschidigung. Aus
diesem Grund wurden zwei Hdmoperfusion-Sitzungen innerhalb von 48 Stunden
durchgefiihrt, wodurch sich die klinischen Parameter stabilisierten (HOBBS et al.,
2024a). In einem anderen ex—vivo-Modell am Pferd reduzierte der VetResQ®—
Adsorber pro— und antiinflammatorische Zytokine signifikant. Zugleich wurden
jedoch auch geringe Mengen von Albumin sowie therapeutisch relevante

Wirkstoffe wie Gentamicin mitadsorbiert (HOBBS et al., 2024Db).



II1. Publikation: Originalartikel

23

I11.

PLO\Sﬁ\;- One

L)

Check for
updates

E OPEN ACCESS

Citation: Spiegel K, Dorfelt R, Hartmann K,
Sanger F (2025) Pilot study: /n vitro reduction
of hemoglobin from canine blood with
hemoperfusion using the Cytosorb® adsorber.
PLoS One 20(7): €0328306. https://doi.
org/10.1371/journal.pone.0328306

Editor: Abbas Farmany, Hamadan University of
Medical Sciences, IRAN, ISLAMIC REPUBLIC
OF

Received: February 9, 2025
Accepted: June 29, 2025
Published: July 28, 2025

Copyright: © 2025 Spiegel et al. This is an
open access article distributed under the terms
of the Creative Commons Attribution License,
which permits unrestricted use, distribution,
and reproduction in any medium, provided the
original author and source are credited.

Data availability statement: Data are
available at figshare: https://doi.org/10.6084/
m9.figshare.29264507.

Funding: The author(s) received no specific
funding for this work.

PUBLIKATION: ORIGINALARTIKEL

RESEARCH ARTICLE

Pilot study: In vitro reduction of hemoglobin from
canine blood with hemoperfusion using
the Cytosorb® adsorber

Kathrin Spiegel, René Dérfelt»*, Katrin Hartmann, Florian Sénger:

LMU Small Animal Clinic, Centre for Clinical Veterinary Medicine, Faculty of Veterinary Medicine, LMU
Miinchen, Munich, Germany

* r.doerfelt@Imu.de

Abstract

Cell-free hemoglobin (cfHb) can be toxic and lead to kidney injury. This study
assessed the in vitro reduction of cfHb from canine hemolyzed blood using hemo-
perfusion with a Cytosorb® cytokine adsorber. Canine whole blood was processed

in linear and circular setups, with three runs each, at 100 mL/min. Hemolysis and
osmolarity adjustments were performed with distilled water and hypertonic saline.
Anticoagulation was optimized with heparin (10,000 IU/L). A median of 3.38 L of
hemoglobin solution was processed in the linear setup. Samples were collected
after the adsorber and from the waste bag. In the circular setup, a median of 2.09 L
was processed, with samples taken before and after the adsorber. CfHb concentra-
tion was measured using the XT-2000iV® hematology analyzer (Sysmex). A control
setup without an adsorber was run for 24 hours to assess cfHb stability. In the linear
setup, cfHb concentration decreased by a median of 17.8% (14.7-26.8%), from 1.7
mmol/L to a minimum of 0.9 mmol/L, with 12.1 g (11.9-23.5 g) of cfHb removed. The
median cfHb concentration after the adsorber displayed a logarithmic increase from
0.9 mmol/L (0.8—-1.2 mmol/L) to 1.6 mmol/L (1.4-2.1 mmol/L). After processing 2.4 L,
no further reduction occurred. In the circular setup, cfHb was reduced by a median of
41.3% (46.1-45.0%), representing 17.4 g (14.6—-19.0 g) removed after 13.0 L (13.0—
14.0 L). The reduction plateau was reached after 13 L. The hemoglobin reduction
ratio in the circular setup at 3 L processed cfHb-solution was 25.0% (23.1-33.3%)
and was not different from the linear setup (p=0.400). The cfHb clearance decreased
in both setups over time. CfHb concentration in the control setup was stable for

24 hours. Hemoperfusion with the Cytosorb® adsorber reduced cfHb in vitro from a
canine blood solution.

PLOS One | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306  July 28, 2025

1713



II1. Publikation: Originalartikel

24

PLO.\S\%- One

Competing interests: The authors have
declared that no competing interests exist.

Introduction

Diseases associated with severe hemolysis, such as babesiosis or immune-mediated
hemolytic anemia, can lead to fatal hemolysis in humans and animals. Physio-
logically, cell-free hemoglobin (cfHb) from hemolysis is bound by different binding
agents, such as haptoglobin. However, in cases of severe intravascular hemolysis,
the binding capacity is exhausted, and cfHb circulates freely in the vascular system,
becoming toxic to the organism in various ways [1-4]. CfHb exerts detrimental effects
on different physiological processes. It contributes to myocardial injuries, endothelial
barrier disruption, and oxidative DNA damage. In guinea pigs with endotoxemia in
combination with lipopolysaccharide, enhanced phagocyte activation, myocardial
iron deposition, and heme-oxygenase-1 expression were demonstrated as a con-
sequence of hemolysis [5,6]. Uncontrolled heme-oxygenase-1 expression leads to
increased iron deposition, which in turn exacerbates oxidative stress and immuno-
suppression. Conversely, enhanced expression of heme-oxygenase-1 can lead to
accelerated destruction of erythrocytes [7,8]. At the same time, cfHb depletes intra-
cellular ascorbate and reduces nitrite to nitric oxide (NO), resulting in vasodilation,
increased blood flow, platelet activation and end-organ injury [9]. Oxygen-related tox-
icity of cfHb leads to elevated oxygen partial pressure in the terminal vessels, trigger-
ing vasoconstriction, hypertension, and ischemia [4,10]. These oxidative effects can
result in organ failure, particularly acute kidney injury, due to proximal tubule destruc-
tion. Hemoglobin deposits in the kidneys can also lead to tubular barrier destruction,
causing acute kidney injury [11-14]. High levels of cfHb (up to 38.76 mmol/L) can
cause enhanced vascular permeability, promoting non-cardiogenic pulmonary edema
and acute respiratory distress syndrome (ARDS) [13,15]. Elevated cfHb concentra-
tions are also associated with higher mortality rates in sepsis, systemic and pulmo-
nary inflammation, and endothelial injury [13,16].

Blood purification techniques, such as hemodialysis, plasmapheresis, and
hemoperfusion, have been developed to eliminate endogenous and exogenous
substances. Some of these techniques are increasingly applied to veterinary
patients [17,18]. Most of these extracorporeal blood purification techniques are
insufficient to remove cfHb. Hemodialysis primarily targets smaller molecules,
such as urea and creatinine. High-molecular-weight substances, such as hemo-
globin, are too large to pass through the dialysis membrane. The molecular weight
decreases the efficacy of conventional dialyzers to eliminate cell-free hemoglobin
from circulation. Also, high-flux dialyzers, which process larger molecules, are still
unsuitable for cfHb elimination [19].

During plasmapheresis, plasma is separated from blood cells and replaced with
donor plasma and other substitute solutions, such as synthetic colloids and albu-
min. It aims to eliminate protein-bound toxins from the circulation but requires large
amounts of donor plasma. Plasmapheresis has limited efficacy for removing cfHb
from the circulation, primarily due to the non-selective nature of the procedure [20].
Plasmapheresis typically removes around 60-70% of substances within the plasma
during a single plasma exchange session, with an exchange of 1.5 times the plasma
volume. However, this efficiency diminishes with each additional plasma volume

PLOS One | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306  July 28, 2025 2/13
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treated, which is insufficient for significantly reducing cfHb levels, especially in severe hemolysis where cfHb is present in
high concentrations. Moreover, during plasmapheresis, a dilution of plasma proteins and coagulation factors with replace-
ment fluids occurs, which makes the complete removal of cfHb even more challenging [21,22].

Hemoperfusion utilizes an extracorporeal circuit with an adsorber, designed for toxin elimination [23]. One recent
adsorber is the Cytosorb™ adsorber, which was developed to eliminate inflammatory mediators and other toxins from the
circulation. It has received emergency use authorization (EUA) from the FDA in the United States for cytokine removal
[24], and anticoagulants (Ticagrelor and Rivaroxaban) elimination for emergent cardiopulmonary bypass surgery [25-27].
The Cytosorb® adsorber has been approved in the European Union since 2011 [28]. The device is a whole blood adsorber
containing polystyrene-divinylbenzene polymer beads, providing a surface area of over 45,000 square meters. A con-
centration gradient of the adsorbed substance and biomechanical mechanisms promote adsorption and ensure that a
physiological amount of endogenous molecules remain in the circulation [29-31]. The Cytosorb® adsorber primarily binds
hydrophobic molecules with a molecular weight of 5-60 kilodaltons (kDa), encompassing both endogenous substances,
such as bilirubin, myoglobin, or cfHb, and exogenous substances, such as drugs or toxins (e.g., aflatoxin) [18,32-38]. Its
efficacy in removing cfHb has been demonstrated in humans during complex cardiac surgery and in critically ill patients
[1,39]. It was also used in humans with severe sepsis, [40,41] systemic inflammation due to COVID-19 [42,43], and
cardiovascular surgery to clear the blood of cfHb and inflammatory mediators, preventing post-surgical organ dysfunction
[25]. A case report highlighted the reduction of cfHb with the Cytosorb® adsorber during extracorporeal life support (ECLS)
in humans within 48 and 87 hours, using multiple adsorbers [44].

Data concerning the application of the Cytosorb® adsorber in veterinary medicine are limited. The VetResQ’ adsorber,
a veterinary brand of the Cytosorb® adsorber, combined with therapeutic plasma exchange, was successfully used to treat
immune-mediated hemolytic anemia in three dogs [45]. A case series of five dogs demonstrated the efficient reduction of
serum bilirubin using the Cytosorb® adsorber, surpassing the effect of hemodialysis alone [46]. However, the adsorption
capacity of the Cytosorb® adsorber on cfHb remains unknown.

This pilot study aimed to evaluate the in vitro adsorption capacity of cfHb from canine hemolyzed blood with the Cyto-
sorb” adsorber during hemoperfusion.

Materials and methods
Ethical approval

This study was approved by the ethics committee of the Centre of Clinical Veterinary Medicine of the LMU Munich
(approval no. AZ 335-19-10-2022).

Study design

Expired canine blood from the in-house veterinary blood bank was used to prepare the cfHb solutions. This decision was
made based on ethical and resource management considerations, not to withhold blood from patients urgently requiring
blood transfusions. Expired blood was still sufficient for the in vitro experimental setup, as only hemoglobin, but not coag-
ulation factors or intact red blood cells, were required. Blood was collected and processed in accordance to the in-house
blood banking standards. A commercial blood bag (Compoflex” CPDA blood bag, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg,
Germany) with an attached 16-gauge needle was used to collect a maximum of 12 mL/Kg of blood, gravity-driven from the
jugular vein of the donor dogs.

The expired canine whole blood, which was stored with Citrate-Phosphate-Dextrose-Adenine at -30°C, was thawed
and mixed with distilled water (aqua ad iniectabilia, B. Braun Vet Care AG, Melsungen, Germany) at a 1:3 ratio to achieve
complete hemolysis, which was confirmed through microscopic evaluation before initiating the procedure. To normalize
the osmolarity of the cfHb solution, 7.5% hypertonic saline (hypertonic NaCl 7.5 g/100 mL, B. Braun Vet Care AG, Melsun-
gen, Germany) was added after hemolysis. Anticoagulation was achieved with 10,000 IU/L of heparin (Heparin-Natrium
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25,000 I.E./5 mL Inj. Lsg., B. Braun Vet Care AG, Melsungen, Germany). The cfHb solution was prepared before each test
run, resulting in different starting concentrations of cfHb. The resulting cfHb solution was stored in a 5-liter bag (Haemo-
tronic S.p.A., Modena, Italy). CfHb content was analyzed using the XT-2000iV* blood analysis device (Sysmex Deutsch-
land GmbH, Norderstedt, Germany).

Hemoperfusion was performed using the blood purification platform Pure Adjust” (Nikkiso Europe GmbH, Langenha-
gen, Germany) with a blood tubing line for apheresis® (Nikkiso Europe GmbH, Langenhagen, Germany) and the Cytosorb’
adsorber (CytoSorbents Inc., New Jersey, United States of America). The extracorporeal circuit was primed with 200 mL
of isotonic saline (NaCl 0.9%, B. Braun Vet Care AG, Melsungen, Germany).

Two distinct experimental setups, linear and circular, were applied. Each of them was conducted three times. Addition-
ally, one run with the circular setup but without the Cytosorb® adsorber was performed to prove the stability of the cfHb
concentration.

The linear setup was the basic setup of the experiment. The aim was to determine the adsorption capacity of the cfHb
with the Cytosorb™ adsorber until a stable cfHb concentration was achieved. The cfHb solution underwent continuous
processing through the adsorber with a flow rate of 100 mL/min in the linear setup (Fig 1). This setup mimics a patient
with a stable cfHb concentration due to a large blood volume and/or ongoing hemolysis. Samples were collected after the
adsorber every 0.1 L of processed cfHb solution volume for the first liter, every 0.2 L from one liter to 1.6 L, and every 0.4
L from 1.6 L of processed blood volume.

The circular setup involved the recirculation of the cfHb solution into the storage bag, using a blood flow of 100 mL/min.
It was designed to mimic hemoperfusion in a patient with a small blood volume and no ongoing hemolysis (Fig 2). Sam-
ples were collected every 0.2 liter, before and after the adsorber, during the first liter passing through the adsorber, and at
1.5 and 2 L. From 3 L on, samples were collected for every liter of processed cfHb solution. This setup was run until the
cfHb concentration in the storage bag was stable for 10 L of processed cfHb solution.

The starting point for cfHb analysis during the procedure in both setups was defined as 0 when 0.2 liters of Hb solution
filled the system, ensuring adequate cfHb concentration at collection ports, as the Cytosorb® adsorber contains a priming
volume of 0.15 L and the tubing system 0.05 L of isotonic saline.

Additionally, a control setup, identical to the circular setup, but without the Cytosorb® adsorber, was run for 24 hours to
exclude spontaneous degradation of cfHb (Fig 3). Samples were collected after 0.5 L, 1 liter, 5L, 10 L, 20 L, 45 L, and
144 L of processed cfHb solution.

Sample collection
before the adsorber cfHb
solution

Pure Adjust® (Nikkiso)
Blood pump
P—=
&/

[—

Sample collection
after the adsorber

cfHb solution

Fig 1. lllustration of the linear setup of a canine cell-free hemoglobin (cfHb) solution processed by hemoperfusion using the Cytosorb®
adsorber. The cfHb solution is passed through the Cytosorb® adsorber of the Pure Adjust” (Nikkiso) blood purification platform and collected in a waste
bag at a blood flow rate of 100 mL/min. Samples are collected at the sample collection port after the adsorber.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306.g001

PLOS One | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306  July 28, 2025 4/13



II1. Publikation: Originalartikel

PLO\S\i\ One
Sample collection
before the adsorber
ure Adjust® (Nikkiso)
Blood pump
®——
—
]
Sample collection after
the adsorber
Fig 2. lllustration of the circular setup of a canine cell-free h globin (cfHb) solution pr d by h perfusion using the Cytosorb®

adsorber. The cfHb solution is processed by the Pure Adjust’ (Nikkiso) blood purification platform and the Cytosorb® adsorber and recirculated into the
same storage bag, with a flow of 100 mL/min. Samples were collected at the collection ports before and after the adsorber.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306.9002

Sample collection ofHb
solution
Pure Adjust® (Nikkiso)
Blood pump
D—=
—

Fig 3. lllustration of the control setup: continuous circulation of canine cell-free h globin (cfHb) solution without the Cytosorb® adsorber
was performed. The cfHb solution was processed using the Pure Adjust’ (Nikkiso) blood purification platform and recirculated into the same storage bag
with a flow rate of 100 mL/min for 24 hours.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306.g003

Statistical analysis

A commercial software (Microsoft Excel’, Microsoft” Corporation, Redmond, USA) was used for data documentation.
Statistical analysis was performed using commercially available software (Prism 5 for Windows®; GraphPad Software,
San Diego, CA). Data are presented as median and range (minimum—maximum). Clearance was calculated with the
following formula: Clearance (mL/min) = flow (mL/min) x extraction coefficient. CfHb reduction ratio was compared using
the Mann-Whitney U-test. The decrease and increase of the cfHb concentrations pre- and post-absorber were compared
using the Friedman test with post-hoc Dunn’s multiple comparison test. P-values <0.05 were considered significant.

Results
Linear setup

The linear setup processed a median of 3.3 L (3.0-3.4 L) of cfHb solution. After calculating the dilutional effect of the
priming solution, the initial cfHb concentration in the canine cfHb solution was reduced by a median of 17.8% (range
14.7-26.8%). A median cfHb reduction of 12.1 g (11.9-23.5 g) was achieved during the three runs (Table 1). The median
cfHb concentration after the adsorber displayed a logarithmic increase from 0.9 mmol/L (0.8—1.2 mmol/L) to 1.6 mmol/L
(1.4-2.1 mmol/L) up to a median blood volume of 2.4 liters of processed cfHb solution (Fig 4). After these 2.4 liters, no
further reduction of the cfHb content was observed. The cfHb concentration differed significantly between the time points
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Table 1. cfHb volume, hemoglobin concentration, and hemoglobin reduction of canine cell-free h globin (cfHb) solution undergoing hemo-

perfusion, applying the Cytosorb® adsorber in the linear and the circular setup and control run without the adsorber. The end hemoglobin
concentration refers to the hemoglobin concentration in the waste bag after processing the whole cfHb solution. The dilutional effect of saline

used for priming was already addressed during the calculation of the h globin reduction.

Test run Volume cfHb Starting hemoglobin End h globi H globin reducti Total hemoglobin
solution (L) concentration concentration (%) reduction

(mmol/L) (mmol/L) (9)

Linear setup

1 3.0 2.3 1.7 26.8 23.5

2 3.4 1.7 1.4 14.7 11.9

3 3.3 1.5 1.2 17.8 12.1

Circular setup

1 2.1 1.3 0.7 36.1 14.6

2 2.0 1.2 0.6 45.0 17.4

3 2.2 1.2 0.7 41.3 19.0

Control setup

1 2.1 0.6 0.6 0 0

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306.t001

259
= 207
°
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E 15] ——
£
£
o
S 1.0
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§ -# Run 2 after adsorber
T 057 - Run 3 after adsorber
0.0: T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 35

Processed hemoglobin solution (1)

Fig 4. Hemoglobin concentration of three canine cell-free h globin (cfHb) soluti undergoing hemoperfusion using the Cytosorb®
adsorber with the linear setup, analyzed after the adsorber.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306.9004

(p<0.001). Due to the low number of samples, no specific time point for the cfHb difference was found during the post-hoc
analysis. The cfHb clearance decreased from 47.8 ml/min (40.0-52.9 ml/min) at 0.1 liters processed cfHb-solution to 6.7
ml/min (5.9-8.7 ml/min) at 3.2 liters processed cfHb solution (Fig 5).

Circular setup

A median of 2.1 L (2.0-2.2 L) of the canine cfHb solution was processed during the circular test runs. The cfHb concen-
tration was reduced by a median of 41.3% (46.1-45.0%). The initial median cfHb concentration of the canine cfHb solu-
tion, of 1.2 mmol/L (1.2—1.3 mmol/L) before the first run, steadily decreased before and increased after passing through
the Cytosorb’ adsorber. This continuous reduction resulted in a minimal cfHb concentration of 0.7 mmol/L (0.6-0.7
mmol/L). This represented an absolute cfHb reduction after calculating the dilutional effect of the priming saline of 17.4
g (14.6-19.0 g; Table 1). This reduction was achieved after a median of 13.0 L (13.0-14.0 L) of processed cfHb solu-
tion (Fig 6). Thereafter, no further decrease in cfHb concentration was observed. The hemoglobin reduction ratio at 3 L
processed cfHb-solution was 25.0% (23.1-33.3%) and did not differ from the linear setup (p=0.400). The pre-adsorber
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Fig 5. Hemoglobin clearance of three canine cell-free hemoglobin (cfHb) solutions undergoing hemoperfusion using the Cytosorb® adsorber
with the linear setup.
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Fig 6. Hemoglobin concentration of three canine cell-free hemoglobin (cfHb) solutions undergoing hemoperfusion using the Cytosorb®
adsorber with the circular setup, analyzed before and after the adsorber. In the circular setup, samples were taken more frequently for the first two
L of processed cfHb solution. The scale on the x-axis is presented in different intervals, as most changes occurred in the first two L of processed cfHb
solution.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306.9006

cfHb concentration decreased, and the post-adsorber cfHb concentration increased significantly between the time points
(p<0.001). Due to the low number of samples, no specific time point for the cfHb difference was found during the post-hoc
analysis. The cfHb clearance decreased from 30.0 mL/min (20.0-36.4 mL/min) at 0.2 L processed cfHb-solution to 11.1
mL/min (0.0-20.0 mL/min) at 3 L to 0.0 mI/min (0.0-0.0 mL/min) at 24 liters processed cfHb solution (Fig 7).

Control setup

A third setup using the circular setup but without a Cytosorb® adsorber was performed for 24 hours to ensure the stabil-
ity of the cfHb solution. A volume of 2.1 L of the cfHb solution was used. The concentration of cfHb in the cfHb solution
remained unchanged at 0.6 mmol/L within 24 hours.
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Fig 7. Hemoglobin clearance of three canine cell-free hemoglobin (cfHb) solutions undergoing hemoperfusion using the Cytosorb® adsorber
with the circular setup.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0328306.9g007

Discussion

In the present in vitro pilot study, the capability and capacity of the Cytosorb® adsorber to reduce cfHb from canine cfHb
solution were examined in two different setups. A median cfHb reduction of 17.8% and 41.3% was achieved in the linear
and circular setups, respectively. The Cytosorb® adsorber appears suitable for cfHb reduction from canine cfHb solution.

The hemoglobin molecule is primarily hydrophilic, with some hydrophobic elements. The hydrophobic parts are especially
responsible for oxygen binding. The hemoglobin’s molecular weight of 64.5 kilodaltons is in the upper range of the adsorption
spectrum of the Cytosorb® adsorber [47]. Thus, hemoglobin barely meets the requirements to be adsorbed by the Cytosorb®
adsorber. The effect of the Cytosorb’ adsorber of cfHb has been demonstrated in humans. One study in humans during
prolonged cardiac surgery has proven a reduction of the cfHb with the Cytosorb® adsorber [1]. Another case series reported
an effective reduction of cfHb in humans undergoing ECLS with the Cytosorb™ adsorber over 24 hours and 4 days [44]. The
findings indicate that the Cytosorb® hemoperfusion can effectively reduce cfHb concentrations in human patients.

In the linear setup of the present study, the strongest post-adsorber cfHb concentration changes occurred during the
first liter of processed cfHb solution. Only minor changes in cfHb were observed after processing the first liter of cfHb
solution. The cfHb clearance of 47.8 mL/min (40.0-52.9 mL/min) at 0.1 L of processed cfHb-solution decreased quickly
after 0.4 L of processed cfHb-solution. This phenomenon can be attributed to the increasing concentration of cfHb within
the Cytosorb® adsorber, resulting in a diminished concentration gradient between the cfHb solution and the adsorber.
Consequently, although the cfHb concentration before the adsorber remained consistent, the adsorption rate gradually
declined as the experiment progressed. The concentration of cfHb within the Cytosorb® adsorber increased as more cfHb
solution was processed, further reducing the concentration gradient. Hence, despite the stable pre-adsorber concentra-
tion, the amount of cfHb adsorbed varied throughout the process. In the first test run of the linear setup, a higher starting
concentration of 2.3 mmol/L was used compared to the other test runs with starting concentrations of 1.7 and 1.5 mmol/L.
In the first test run, a significantly higher amount of cfHb was adsorbed compared to the other two runs. This suggests that
higher starting concentrations and thus a higher concentration gradient of cfHb may lead to a higher adsorption rate. How-
ever, there is currently a lack of comparative studies employing a similar linear setup to substantiate these hypotheses.

The initial sharp decrease in cfHb concentrations suggests a short-term high efficacy of this method. However, the
subsequent decrease of the cfHb clearance during Cytosorb® hemoperfusion highlights the necessity of periodic adsorber
replacement to maintain low cfHb levels over a longer treatment duration, which was already presented in a case report in
humans [44].

PLOS One | https://doi.org/10.137 1/journal.pone.0328306  July 28, 2025 8/13



II1. Publikation: Originalartikel
31

PLO.\S*%- One

In the circular setup of the present study, the strongest decrease in cfHb concentration was observed within the first 2
liters. The circular setup achieved a greater and more sustained cfHb reduction during processing of 13 L of cfHb solu-
tion, before the stabilization of cfHb concentrations before and after the adsorber occurred. This suggests a saturation of
the Cytosorb® adsorber in patients with smaller blood volumes without ongoing hemolysis. The steady decrease followed
by stabilization indicates that adsorption efficiency is closely linked to the concentration gradient between cfHb and the
adsorber, which diminishes over time. Unlike the linear setup, which was limited by rapid saturation of the adsorber, the
circular setup benefited from continuous recirculation, mimicking more realistic in vivo conditions.

In humans undergoing ECLS over 24 hours up to four days, the cfHb concentration decreased within the first 12 hours
but increased again thereafter. Therefore, a new Cytosorb® adsorber was integrated into the setup after 24, 48, 72, and 96
hours. After 36 hours, another hemoglobin increase was recorded. After that, a continuous cfHb decrease, with only a mild
additional peak after 60 hours, was observed. The lowest cfHb concentration was reported after 84 hours [44].

Results of the circular setup in the present study, conducted over an extended duration, suggest that time also influ-
ences the adsorption process. A previous report in humans indicates that the Cytosorb® adsorber, integrated into an ECLS
setup, maintains an effective adsorption of cfHb for up to 24 hours [44]. This prolonged operation duration could account
for the diminished adsorption rate observed in the linear setup, since it was run for a shorter period compared to the
circular setup. Meanwhile, the circular setup was continued until the concentration of cfHb stabilized before and after the
Cytosorb® adsorber, and no changes were observed for 10 L. Initially, a rapid decline in cfHb concentration was evident
in the circular setup until stabilization occurred. After 13 L of processed cfHb solution, no further cfHb reduction occurred.
In this configuration, the adsorption rate diminished in parallel with the decreasing concentration of cfHb, reflecting the
diminishing concentration gradient between the cfHb solution and the adsorber. Once the cfHb concentration before and
after the Cytosorb® adsorber was stable, no further reduction occurred. Similar phenomena have been observed in studies
involving lipopolysaccharides (LPS), interleukins, and tumor necrosis factor (TNF), as well as in human trials using cfHb
in which concentrations declined rapidly initially before leveling off over time [31,44,48]. Additionally, in vivo trials, admin-
istering LPS to stimulate the immune response, revealed effective elimination of interleukins and TNF by the Cytosorb®
adsorber, with concentrations aligning before and after the adsorber over time [31,44,48]. Also, a degradation of the
adsorber beads or clogging of the adsorption material could be a reason for the lower adsorption rate [49].

The key distinctions between the setups were that the linear setup exhibited a rapid but limited cfHb reduction, reaching
a plateau after 2.2 L of processed cfHb solution, demonstrating the adsorbers’ saturation. The linear setup, designed to
mimic conditions of ongoing hemolysis, showed an initial rapid reduction in cfHb concentration but quickly reached satura-
tion, with no further removal after processing 2.2 L. This suggests that for applications where cfHb levels are consistently
high, periodic replacement of the adsorber may be required to maintain efficacy. The rapid saturation in the linear setup
also highlights the impact of high initial cfHb concentrations, where the adsorption rate declines as the concentration gra-
dient diminishes. The circular setup’s extended adsorption capacity suggests that continuous recirculation may be a more
effective strategy for sustained cfHb removal.

In the control setup, the concentration of cfHb remained stable at 0.6 mmol/L for 24 hours. This leads to the conclusion
that cfHb is stable without relevant self-degradation over a long period (24 hours) and demonstrates that the decrease in
cfHb concentration is caused by the adsorber.

The flow rate of the cfHb solution used in the present pilot study was 100 mL/min. This is the minimal flow rate recom-
mended by the Cytosorb® manufacturer. The flow rate might have influenced the adsorption efficiency in different ways.

A higher flow rate leads to a decreased contact time between the cfHb solution and the adsorber, which could reduce the
adsorbed cfHb per liter. On the other hand, a higher blood flow increases the processed cfHb solution volume.

Saturation of the adsorber can also be achieved by substances other than cfHb, such as bilirubin, myoglobin and
cytokines (24). Given the analogous composition of the initial components, it is unlikely that a greater adsorption of other
substances occurred in the second and third runs of the linear setup. If adsorption of other substances occurred, a similar
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adsorption is assumed during all test runs. A higher cfHb starting concentration and therefore a higher concentration gra-
dient are more likely to be the reason for the differences between the test runs.

Anticoagulation was achieved with 10,000 I.U./L of heparin. This is a 10-fold dose that would be administered to a clinical
patient treated with extracorporeal therapies. The Cytosorb® adsorber binds different anticoagulants, such as ticagrelor or
rivaroxaban (25, 26). The potential adsorption of heparin by the Cytosorb® adsorber is an important consideration, particularly
in an in vitro setting where anticoagulation relies solely on external supplementation and no metabolization of heparin occurs.
Although the adsorber is primarily designed to bind hydrophobic substances and is highly polar, its partial adsorption cannot
be fully excluded. While the manufacturer does not list heparin as a common target molecule, clinical observations suggest
that anticoagulation may be affected during extended Cytosorb’ use [50]. Recent studies have shown a significant adsorption
of the anticoagulant Argatroban by the device [51]. In the present study, a high heparin concentration (10,000 IU/L) was used
to ensure adequate anticoagulation. However, as the effect of heparin was not controlled, adsorption of heparin and clotting of
the cfHb solution remain possible influencing factors, despite clotting was not observed in the tubing system.

Currently, no veterinary study evaluates the effect of the Cytosorb® adsorber on cfHb. Two publications report the use
of the Cytosorb® adsorber in veterinary patients. The first case series describes the use of the Cytosorb® adsorber in three
dogs with immune-mediated hemolytic anemia (IMHA) receiving a combination of therapeutic plasma exchange (TPE)
and hemoperfusion. The Cytosorb’ adsorber could be a beneficial additional tool to control severe cases of IMHA [45].
Another case report used the Cytosorb® adsorber in combination with immunoadsorption and hemodialysis in a dog with
Leishmaniosis-induced Glomerulopathy to reduce cytokines and light chain proteins [52].

The present study has some limitations. One is the low number of test runs. Given the most likely stable adsorption
capacity of the adsorber, the authors assume the number of in vitro runs is sufficient to estimate the adsorber capacity.
Further prospective in vivo studies are required to assess the adsorption capacity in vitro with larger numbers of runs and
larger cohorts of different cfHb concentrations, as well as in clinical patients. Furthermore, the time point 0 represents the
situation when the first milliL of the cfHb solution had passed the sampling port. A dilution with residual priming solution
might have led to false low cfHb concentrations during the first 2 sampling time points. The priming solution of a total of
200 ml was also mixed into the hemolyzed blood solution, which decreased the end concentration of the cfHb in the waste
bag in the linear setup and in the reservoir bag in the circular setup. This represented about 10% of the volume of the
cfHb solution in the circular setup and about 6% of the volume of the linear setup and contributed partially to the decrease
of the cfHb concentrations.

The starting concentration of cfHb and the amount of the cfHb solution varied. This was caused by the different vol-
umes and concentrations of the blood bags used to create the cfHb solution and decreases the comparability of the test
runs more difficult. Additional studies with standardized blood volume and cfHb concentration would be beneficial for
more accurate comparison. As a one-compartment model was used, the distribution dynamics of cfHb, as well as ongoing
hemolysis in patients, cannot be addressed in vitro.

It is unclear if the presence of red blood cells, platelets and cytokines in the plasma influences the efficiency of the
Cytosorb® adsorber. Nevertheless, the Cytosorb® adsorber does not affect the albumin concentration or platelet count in
vivo [53-55]. As white and red blood cells are not adsorbed by the Cytosorb® adsorber, they most likely do not influence its
efficiency [34]. On the other hand, the cfHb solution should not contain red or white blood cells. It cannot be excluded that
cell detritus of the hemolyzed cells may influence adsorption capacity due to clogging of the adsorber.

This pilot study shows the potential of the Cytosorb® adsorber to reduce the cfHb concentration from canine blood The
Cytosorb” hemoperfusion for hemoglobin reduction could be clinically used in patients with intravascular hemolysis, due
to immune-mediated hemolytic anemia or Babesiosis. Future studies should focus on in vivo applications, particularly
assessing the effect of blood flow rates, ongoing hemolysis, and adsorption saturation on performance in clinical settings.
Further investigation into optimizing flow rates and adsorber replacement intervals may provide insights into maximizing
cfHb removal in veterinary and human medicine. ' 42
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Conclusions

Hemoperfusion using the Cytosorb® adsorber effectively reduced cfHb from a canine cfHb solution in vitro. Especially in
the circular setup, cfHb-clearance decreased continuously. No further reduction in cfHb was observed after processing
13 L of cfHb solution. The circular setup provided superior and sustained clearance compared to the linear setup, with

adsorption ceasing only after 13 L due to adsorber saturation. These results support the potential clinical utility of Cyto-

sorb” in managing hemolytic diseases such as IMHA or Babesiosis in veterinary medicine. However, additional studies are
needed to evaluate the in vivo efficacy of hemoperfusion using the Cytosorb” adsorber.
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IV. DISKUSSION

In der vorliegenden Studie wurde erstmals die Wirksamkeit des Cytosorb®-
Adsorbers zur Elimination von zellfreiem Hadmoglobin (cfHb) aus Hundeblut in
vitro untersucht. Derzeit ist dieser in der Humanmedizin zur Entfernung von
Zytokinen und bestimmten Medikamenten zugelassen (CALABRO et al., 2019;
HAWCHAR et al., 2022). Fiir die vorliegende Studie wurde abgelaufenes
Hundeblut aus der hauseigenen Blutbank vollstindig hdmolysiert. Im Anschluss
wurde die cfHb-Losung in einem in-vitro-Aufbau durch ein extrakorporales
Blutkreislaufsystem und den Cytosorb®-Adsorber geleitet. Dabei kamen ein
linearer und ein zirkuldrer Versuchsaufbau zum Einsatz. Grundlage der Studie war
der lineare Versuchsaufbau. Die cfHb—L6sung wurde aus einem Beutel durch den
Adsorber geleitet und in einem separaten Beutel gesammelt. Da die
Zulaufkonzentration von cfHb konstant blieb, erfolgte die Probenahme in
definierten Intervallen nach dem Adsorber. Beim zirkuliren Versuchsautbau
zitkulierte die Hundeblutmischung dagegen in einem geschlossenen Kreislauf
wiederholt durch den Cytosorb®-Adsorber. Dieser Aufbau stellt gleichzeitig den
realistischeren Versuchsautbau fiir in-vivo-Verfahren dar. Hierbei wurden in
regelmiBigen Abstinden vor und nach dem Cytosorb®-Adsorber cfHb-Proben
entnommen, bis eine konstante cfHb-Konzentration vor und nach dem Adsorber
erreicht war und sich die cfHb-Konzentration nicht mehr verénderte. Zusétzlich
wurde ein Kontrolldurchlauf ohne Cytosorb®-Adsorber {iber einen Zeitraum von 24
Stunden durchgefiihrt. Damit sollte sichergestellt werden, dass die Reduktion der
cfHb-Konzentration tatsichlich durch den Cytosorb®-Adsorber verursacht wurde
und die cfHb-Konzentration ohne Adsorber konstant blieb. Beim linearen
Versuchsaufbau wurden im Durchschnitt 3,3 Liter verarbeitet und median konnten
12,1 Gramm (11,9—23,5¢g) cfHb entfernt werden. Das entspricht einer
prozentualen Reduktion um median 17,8 %. Im zirkuldren Versuchsautbau betrug
das durchschnittliche Beutelvolumen 2,1 Liter. Dabei wurden median 17,4 Gramm
(14,6 — 19,0 g) cfHb nach einem Durchlauf von 13 Litern (13,0 — 14,0 Liter)
entfernt. Im Kontrolldurchlauf wurde eine unveridnderte cfHb-Konzentration iiber
24 Stunden festgestellt. Die medianen Reduktionen von 17,8 % (14,7 — 26,8 %)
im linearen und 41,3 % (35 —46,1 %) im zirkuldren Durchlauf belegen die

prinzipielle Eignung dieses Systems zur effektiven Reduktion von cfHb in einer
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Hundeblutmischung. Dies ist ein vielversprechender Schritt hin zur
Implementierung  dieser  Technologie in der veterindrmedizinischen

Intensivmedizin.

Die Funktionsweise des Cytosorb®—Adsorbers beruht dabei auf seinem Aufbau aus
porésen Polymerbeads. Durch physikalisch-chemische Adsorption werden
verschiedene Substanzen konzentrationsabhingig aus dem Blut entfernt. Der
Cytosorb®Adsorber adsorbiert vor allem hydrophobe Molekiile mit einer GroBe
von bis zu 60 Kilodalton (kDa) (HOUSCHYAR et al., 2017; ANKAWI etal., 2019;
KRENN & STELTZER, 2021a). Damit liegt cfHb mit 64,5 kDA im oberen Bereich
des Adsorptionsspektrums (PADDON & MARKEN, 2004). Da cfHb jedoch
iiberwiegend hydrophil ist und nur wenige hydrophobe Anteile besitzt, erfiillt es
nur teilweise die Voraussetzungen fiir eine Adsorption mit dem Cytosorb®—

Adsorber.

In der vorliegenden in-vitro-Studie wurden zwei verschiedene Versuchsmodelle
gewihlt. Zum einen der lineare Versuchsaufbau mit einem einmaligen Durchfluss
des Hundeblutes durch den Cytosorb®-Adsorber und zum anderen der zirkulire
Versuchsaufbau mit einer kontinuierlichen Rezirkulation des Hundeblutes durch
den Cytosorb®-Adsorber. Der lineare Versuchsaufbau diente dazu, die sich mit der
Zeit #andernde Reaktion des Cytosorb®-Adsorbers bei konstanter cfHb-
Konzentration vor dem Adsorber aufzuzeigen. Der zirkuldre Versuchsaufbau stellt
dafiir ein realistischeres in-vivo-Modell mit konstanter Rezirkulation durch den
Cytosorb®-Adsorber dar. Die Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede im
Adsorptionsverhalten, die sowohl methodisch als auch klinisch relevante

Implikationen besitzen.

Im linearen Versuchsaufbau zeigte sich eine initial sehr hohe Adsorptionsrate,
insbesondere innerhalb des ersten Liters der cfHb-haltigen Losung. Dieser Effekt
ist hauptséchlich auf den zu Beginn sehr ausgeprigten Konzentrationsgradienten
zwischen der cfHb-Losung und dem Cytosorb®-Adsorber zuriickzufiihren. Nach ca.
2,2 Litern wurde jedoch ein Sittigungsplateau erreicht, sodass kaum weitere
Adsorption  stattfand. Diese Sittigung des Cytosorb®-Adsorbers trotz
gleichbleibender cfHb—Konzentration vor dem Cytosorb®-Adsorber spricht fiir eine
abnehmende Konzentrationsdifferenz innerhalb des Systems, die mit der

fortschreitenden Sattigung des Adsorbers korreliert. Im Gegensatz dazu zeigte der
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zirkuldre Versuchsaufbau eine deutlich lingere Phase effektiver cfHb—Reduktion.
Durch die kontinuierliche Rezirkulation der cfHb-haltigen Losung blieb der
Adsorptionsprozess iiber einen deutlich ldngeren Zeitraum erhalten, obwohl die
Konzentration von c¢fHb vor dem Cytosorb®-Adsorber sank. Allerdings sinkt mit
der Zeit auch die Adsorptionskapazitit und nach der Verarbeitung von ca. 13 Litern
kam es zu einer Stabilisierung der cfHb-Konzentration vor und nach dem Adsorber.
Dies deutet auf eine vollstindige Sittigung des Adsorbers beziehungsweise einen
zu geringen Konzentrationsgradienten zwischen der cfHb—Losung und dem
Adsorber hin. Initial war die Adsorption von cfHb in den ersten 3 Litern deutlich
starker als im Verlauf des Versuchs. Dies entspricht auch den Ergebnissen des

linearen Durchlaufs, der eine stirkere initiale Adsorption nachweist.

Verschiedene Studien aus der Humanmedizin zeigen ebenfalls eine erfolgreiche
Adsorption von cfHb beim Menschen, was die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
unterstiitzt. So konnte beispielsweise wahrend langerer Herzoperationen eine
signifikante Reduktion der cfHb-Konzentration durch den Cytosorb®-Adsorber
nachgewiesen werden (GLEASON et al., 2019). Dies bestitigt die grundsitzliche
Eignung des Adsorbers zur Elimination von cfHb. In einer anderen verblindeten
Studie mit 35 Patienten, die sich einer elektiven kardiopulmonalen Bypass-
Operation unterzogen, zeigte der Cytosorb®-Adsorber jedoch keinen Einfluss auf
die cfHb- und Haptoglobin-Konzentration. —Sekundire Marker wie
Laktatdehydrogenase (LDH) und Bilirubin wiesen jedoch auf einen moderaten
Effekt des Adsorbers auf die Hamolyse hin (BERNARDI et al., 2019). In der
vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Adsorption von cfHb durch
den Cytosorb®-Adsorber vor allem initial effektiv war, dass es dann jedoch zu einer
Séttigung beziehungsweise Erschopfung des Adsorbers kam und keine weitere
Adsorption stattfand. In der Studie von Bernardi et al. wurden intraoperativ keine
cfHb-Proben analysiert, sodass ein moglicher kurzfristiger Effekt des Adsorbers auf
die cfHb-Konzentration unentdeckt blieb (BERNARDI et al., 2019). Fiir die
klinische Anwendung bedeutet dies, dass regelméflige Messungen der cfHb-
Konzentration notwendig sind, um ein rechtzeitiges Austauschen des Adsorbers
stattfinden zu kénnen, um den optimalen Zeitpunkt fiir einen frithzeitigen Wechsel

des Adsorbers zu bestimmen und so eine nachhaltige Senkung zu gewihrleisten.

Eine weitere Fallserie berichtet {iber eine wirksame Verringerung von cfHb-
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Konzentration bei Menschen, die sich einer extrakorporalen Lebensunterstiitzung
(ECLS) mit dem Cytosorb®-Adsorber iiber 120 Stunden unterzogen. Bei den
ECLS-Patienten konnte zundchst eine deutliche Reduktion der cfHb-
Konzentration, gefolgt von einem Wiederanstieg nach ca. 12-24 Stunden,
beobachtet werden. Die Implementierung eines regelméfigen Wechsels des
Cytosorb®-Adsorbers im Abstand von jeweils 24 Stunden konnte hier zu einer
erneuten signifikanten Reduktion fithren (TRAEGER K., 2016). Dabei bezog sich
die Studie auf die Empfehlung des Herstellers, den Adsorber mindestens alle 24
Stunden zu wechseln (MAIR et al., 2022). Sowohl die vorliegende Studie als auch
die ECLS-Studie legen nahe, dass die Adsorptionskapazitit des Cytosorb®-
Adsorbers fiir cfHb vor allem zu Beginn der Behandlung am hdchsten ist und rasch
erschopft sein kann (TRAEGER K., 2016). Die Beobachtungen im linearen
Versuchsaufbau  deuten  zudem  darauf  hin, dass bei  hohen
Ausgangskonzentrationen von cfHb kurzfristig eine hohe Adsorptionsrate erreicht
werden kann. Dies kann insbesondere in Akutsituationen, wie beispielsweise bei
massiver Hémolyse, therapeutisch genutzt werden. Zusammenfassend legen
sowohl die Ergebnisse der vorliegenden Studie als auch die der ECLS-Studie nahe,
dass die Adsorptionskapazitit des Cytosorb®-Adsorbers vor allem zu Beginn hoch
ist und schnell nachldsst (TRAEGER K., 2016). In der vorliegenden Studie zeigte
sich zudem ein deutlicher Riickgang der Eliminationsrate mit steigendem
gereinigtem Blutvolumen. Wéhrend zu Beginn 47,8 ml/min erreicht wurden, lag sie
nach 0,9 Litern nur noch bei 13,3 ml/min. Diese Beobachtung unterstreicht die
Notwendigkeit weiterer Studien, um optimale FEinsatzstrategien und
Wechselintervalle zu definieren. Neben cfHb konnen auch andere Molekiile wie
Bilirubin, Myoglobin oder Zytokine durch den Cytosorb®-Adsorber effektiv
entfernt werden (CALABRO et al., 2019; SCHARF et al., 2021; SONG et al.,
2021). Interessanterweise zeigen sich dabei dhnliche Adsorptionsmuster auch bei
Lipopolysacchariden (LPS), Interleukinen (IL) und Tumornekrosefaktor oo (TNF—
o). Zwar sinken die Konzentrationen zundchst deutlich, jedoch nimmt die Wirkung
mit der Zeit ab (TRAEGER K., 2016; SCHADLER et al., 2017; MALARD et al.,
2018; JANSEN et al., 2023). Dies verdeutlicht, dass die beobachtete Dynamik
vermutlich kein cfHb—spezifisches Phdnomen ist, sondern ein generelles Prinzip
der Adsorberwirkung des Cytosorb®Adsorbers darstellt. In der Veterindrmedizin
wurde der speziell entwickelte VetResQ®-Adsorber eingesetzt. Dieser hat den

gleichen Aufbau wie der Cytosorb®-Adsorber und wurde ebenfalls von der Firma
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CytoSorbents® hergestellt. Bei einem Hund mit Hitzschlag und akutem
Nierenversagen wurde der VetResQ®-Adsorber in Kombination mit einer Dialyse
verwendet. Es wurde zunédchst eine deutliche Reduktion der Zytokin-
Konzentrationen von IL-6, IL-8, IL-10 beobachtet, die dann wieder anstiegen. In
dieser Studie konnte vor allem in den ersten fiinf bis 30 Minuten, bis hin zu 60
Minuten, ein deutlicher Abfall der verschiedenen Zytokine beobachtet werden, die
danach wieder anstiegen. Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen der
vorliegenden in-vitro-Studie zur cfHb-Konzentration. Nach 60 Minuten konnte
teilweise ein erneuter Anstieg einzelner Interleukine beobachtet werden (TRACY
et al.,, 2022). Zum einen kann dies daran liegen, dass die Adsorptionskapazitit
erschopft war, wie es auch in der vorliegenden In-vitro-Studie der Fall war. Der
erneute Anstieg der Zytokin-Konzentrationen ldsst sich jedoch damit erkliren, dass
es sich im Fallbericht um einen lebenden Hund von Tracey et al. handelt. Daher
kann es auch zu einer stirkeren Nachbildung und Freisetzung von Zytokinen
gekommen sein. Eine weitere Moglichkeit wire, dass die Kontaktzeit des Blutes
mit dem Adsorber beziehungsweise die Flussrate nicht ausreichend war (TRACY
et al., 2022). In einer ex-vivo-Studie beim Pferd wurden zudem Zytokin- und LPS-
Konzentrationen unter dem Einfluss des VetResQ®-Adsorbers untersucht. Auch in
dieser Studie war die deutlichste Reduktion der untersuchten Substanzen in der
ersten Stunde zu beobachten (HOBBS et al., 2024b). Zusitzlich zeigen die
Beobachtungen in einem anderen Fallbericht von Hobbs bei einem Pferd mit
Clostridien-Infektion und starker systemischer Entziindungsreaktion ein éhnliches
Muster wie in der vorliegenden in-vitro-Studie mit Hundeblut. In beiden Fillen
konnte zu Beginn eine deutliche Reduktion inflammatorischer Mediatoren
beziehungsweise von cfHb nachgewiesen werden, die jedoch im Verlauf rasch
abnahm (HOBBS et al., 2024b; HOBBS et al., 2024a). Das zeitlich begrenzte
Wirkfenster legt nahe, dass sowohl bei cfHb als auch bei Zytokinen die
Adsorptionskapazitit des Adsorbers schnell erschopft sein kann. Zudem
verdeutlichen die Studien und Fallberichte, dass nach der initialen Phase entweder
ein Wechsel des Adsorbers oder zusétzliche therapeutische MaBnahmen
erforderlich sind, um eine lédngerfristige Senkung der Zielmolekiile zu erreichen. In
einem Fallbericht von Meagher et al. wurden drei Hunde, die an einer schweren
Form einer IMHA litten und nicht erfolgreich auf eine Standardtherapie
ansprachen, mittels einer TPE in Kombination mit dem VetResQ®-Adsorber

behandelt. Es konnte eine Abnahme des CRP-Wertes, der mit Zytokin-
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Konzentrationen korreliert, beobachtet werden, sowie eine Verbesserung der
klinischen Symptome und eine erfolgreiche Reduktion des Bilirubins iiber die
mehrfachen Sitzungen beobachtet werden. Zudem wurde der Cytosorb®-Adsorber
erfolgreich in Kombination mit TPE zur Behandlung einer Ibuprofen-Intoxikation
bei einem Hund eingesetzt. Die Ibuprofen-Konzentration im Blut konnte dadurch
um 82 % reduziert werden (GIANI et al., 2023). Es ist jedoch in beiden
Fallberichten unklar, in welchem Umfang hierfiir die TPE und zu welchem Umfang
der Cytosorb®-Adsorber dafiir verantwortlich sind (GIANI et al., 2023;
MEAGHER et al., 2023). Um dies weiter zu differenzieren, sind Studien, die die
Kombination von TPE mit Hdmoperfusion und Hémoperfusion ohne TPE
untersuchen, notig. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung sowie die
Befunde aus weiteren Studien und Fallberichten stiitzen die Hypothese, dass die
Adsorptionsleistung des Cytosorb® beziehungsweise VetResQ®-Adsorbers initial
besonders hoch ist, jedoch durch eine rasche Sittigung der Bindungskapazitat oder
einen abnehmenden Konzentrationsgradienten schnell an Effektivitit verliert
(HOBBS et al., 2024b; HOBBS et al., 2024a). Diese Beobachtung unterstreicht die
Notwendigkeit eines frithzeitigen und gegebenenfalls wiederholten Wechsels des
Adsorbers, um eine kontinuierliche Wirksamkeit sicherzustellen und den
therapeutischen Nutzen {iiber den gesamten Behandlungszeitraum hinweg
aufrechtzuerhalten. Zukiinftige Studien sollten daher cfHb- und Zytokin-
Messungen in regelmiBigen Abstinden durchfiihren, um den optimalen
Wechselzeitpunkt zu bestimmen. Zudem sollten in-vivo-Modelle genutzt werden,
um die Dynamik zwischen Gewebsfreisetzung und Adsorption besser zu verstehen
sowie die Kombination mit anderen extrakorporalen Verfahren wie TPE oder
Dialyse zu evaluieren, um den Gesamteffekt auf cfHb, Zytokine und klinische
Endpunkte klarer abzugrenzen. Die Ergebnisse der vorliegenden in-vitro-Studie mit
Hundeblut liefern somit eine wichtige Grundlage fiir den zukiinftigen Einsatz dieser
Technologie in der veterindrmedizinischen sowie humanmedizinischen

Intensivmedizin.

Ein wesentlicher limitierender Faktor der Adsorptionskapazitit ist der abnehmende
Konzentrationsgradient zwischen cfHb-Losung und Cytosorb®-Adsorber.
Zusitzlich konnten auch physikalische Verdnderungen des Adsorbermaterials, etwa
die Aggregation von cfHb auf der Oberfliche oder eine mikroskopische Beads-

Degradation zu einem Riickgang der Adsorptionseffizienz fiihren. Es gibt zudem
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Studien, die iiber mogliche Verstopfungsprobleme beziehungsweise
Adsorptionsprobleme des Cytosorb®-Adsorbers berichten, insbesondere bei
lingerer Nutzungsdauer oder hohen Konzentrationen (SCHADLER et al., 2017;
MITZNER et al., 2023). Diese Faktoren konnten die in unserer Studie beobachtete

Abnahme der Adsorptionsleistung zusétzlich erkldren.

Die vorliegende Studie bestitigt, dass der Cytosorb®—Adsorber cfHb wirksam aus
Hundeblut reduzieren kann, auch wenn er sich mit 64,5 kDa an der oberen Grenze
des Adsorptionsspektrums befindet. Dies deckt sich mit den Befunden von Hobbs
et al., die in einem ex-vivo-Modell zeigten, dass groflere Molekiile an der Grenze
des Adsorptionsspektrums weniger effizient adsorbiert werden als kleinere
Molekiile im mittleren Bereich. Damit wird die prinzipielle Funktionsweise des
Adsorbers auch fiir Molekiile im Grenzbereich bestéitigt (HOBBS et al., 2024Db).
Zur weiteren Validierung dieser Hypothese sind jedoch systematische Studien
erforderlich, die den FEinfluss von MolekiilgroBe, Adsorptionsspektrum und
Materialverdnderungen genauer untersuchen. Insbesondere sollte gekldrt werden,
ob und in welchem AusmaBl die Aggregation von cfHb oder strukturelle
Verdnderungen des Adsorbers die Effektivitéit einschranken. Dies bedeutet fiir die
klinische Anwendung, dass insbesondere Molekiile an der oberen Grenze des
Adsorptionsspektrums, wie cfHb, nur eingeschrinkt und vor allem in der
Anfangsphase effektiv entfernt werden konnen. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit eines frithzeitigen und wiederholten Wechsels des Adsorbers, um

eine kontinuierliche Wirksamkeit sicherzustellen.

Da die Zusammensetzung der Ausgangslosungen in den einzelnen Durchlidufen
vergleichbar war, ist es unwahrscheinlich, dass die Unterschiede zwischen den
Laufen auf konkurrierende Substanzen zuriickzufiihren sind. Die Ergebnisse deuten
vielmehr darauf hin, dass unterschiedliche cfHb-Ausgangskonzentrationen iiber
den Konzentrationsgradienten einen wesentlichen Einfluss auf die Adsorptionsrate
hatten. Im linearen Aufbau zeigte der erste Durchlauf mit 2,3 mmol/l eine deutlich
stairkere Reduktion von cfHb als die folgenden Durchldufe mit niedrigeren
Ausgangskonzentrationen. Dies unterstiitzt die Annahme, dass die Wirksamkeit des
Cytosorb®-Adsorbers maBgeblich von der Hohe des Konzentrationsgradienten
abhédngt. Fiir die klinische Praxis konnte dies bedeuten, dass insbesondere in

Akutsituationen mit sehr hohen cfHb-Werten kurzfristig ein hoher therapeutischer
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Effekt erzielt werden kann. Umgekehrt sinkt die Effizienz bei niedrigeren
Ausgangskonzentrationen deutlich, was die Notwendigkeit eines friihzeitigen

Wechsels des Adsorbers unterstreicht.

Ein weiterer kritischer Parameter ist die Flussrate. In der vorliegenden Studie wurde
mit 100 ml/min gearbeitet, was dem vom Hersteller empfohlenen Minimalwert
entspricht (MAIR et al., 2022). Eine hohere Flussrate konnte zwar die Kontaktzeit
zwischen Blut und Adsorber verringern und damit die pro Liter entfernte cfHb-
Menge reduzieren, gleichzeitig jedoch groBere Blutvolumina exponieren und so die
Gesamteffizienz erhohen. Dieser Zusammenhang ist bislang unzureichend
untersucht und sollte in kiinftigen Studien systematisch analysiert werden. In
diesem Kontext sind auch die Unterschiede zwischen linearem und zirkuldrem
Aufbau relevant: Wihrend der zirkuldre Versuchsaufbau durch Rezirkulation die
klinischen Bedingungen realistischer abbildet, erlaubt der lineare Aufbau wertvolle
Einblicke in das Sattigungsverhalten des Adsorbers unter konstanten Bedingungen.
Beide Modelle liefern somit komplementdre Informationen, die fiir die

Interpretation der Ergebnisse entscheidend sind.

Die Antikoagulation mit 10.000 L.LE./1 Heparin lag deutlich iiber der iiblichen
klinischen Dosis. Zwar wurde in der vorliegenden Studie keine Gerinnselbildung
beobachtet, eine mogliche Adsorption von Heparin am Cytosorb®-Adsorber kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Da bekannt ist, dass andere Antikoagulanzien
wie Ticagrelor oder Rivaroxaban adsorbiert werden konnen, stellt Heparin eine
potenzielle EinflussgroBe dar, die in klinischen Settings beriicksichtigt werden

sollte.

Der Kontrolldurchlauf zeigte eine stabile cfHb-Konzentration iiber 24 Stunden.
Dies verdeutlicht, dass cfHb unter den gewihlten Bedingungen nicht spontan
zerfillt und die beobachtete Reduktion ausschlieBlich auf die Adsorberwirkung
zurlickzufiihren ist. Damit liefert die Studie wichtige Hinweise zur klinischen
Relevanz: Zum einen belegt sie, dass der Cytosorb®-Adsorber in der Lage ist, cfHb
wirksam zu entfernen. Zum anderen zeigt sich, dass seine Effizienz stark von den
Ausgangsbedingungen, insbesondere dem Konzentrationsgradienten, der Flussrate

und der mdglichen Adsorption begleitender Substanzen, abhédngt.

Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse besitzen sowohl fiir die Human- als
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auch fiir die Tiermedizin eine hohe praktische Relevanz. Insbesondere in
Situationen mit starker Himolyse konnte der Cytosorb®Adsorber zur Reduktion
toxischer cfHb—Spiegel beitragen und so die klinische Prognose verbessern. Mit
den Ergebnissen dieser in—vitro—Studie erdffnet sich die Moglichkeit, diese
Methode in der Veterindrmedizin zur Behandlung von Patienten mit intravasaler
Hiamolyse, wie sie beispielsweise bei einer immunvermittelten hdmolytischen
Anidmie (IMHA) oder einer Babesiose auftritt einzusetzen. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie sowie die der anderen bereits erwidhnten Studien unterstreichen
die Notwendigkeit eines individualisierten Managements. Dazu miissen
regelméBige Blutuntersuchungen auch wihrend der Hamoperfusion, rechtzeitige
Wechsel des Adsorbers und gegebenenfalls eine Anpassung der Flussraten
durchgefiihrt werden, um eine kontinuierlich hohe Adsorptionseffizienz
sicherzustellen (MEAGHER et al., 2023; HOBBS et al., 2024b; HOBBS et al.,
2024a). Prospektive Studien sind erforderlich, um optimale Therapieprotokolle zu

entwickeln.

Dariiber hinaus konnte der Einsatz des Cytosorb®-Adsorbers in der
Veterindrmedizin liber die Elimination von cfHb hinausgehen. Studien aus der
Humanmedizin belegen eine erfolgreiche Entfernung endogener Substanzen, wie
Zytokine oder Lipopolysaccharide (LPS), sowie exogener Substanzen, wie
beispielsweise toxischen Arzneimittelkonzentrationen (LANG et al., 2020;
JANSEN et al., 2023). Die extrakorporalen Blutreinigungsverfahren gewinnen bei
der Intoxikationsbehandlung zunehmend an Bedeutung (GROOVER et al., 2022a).
Hier sollte auch der Cytosorb®-Adsorber in Zukunft stirker in Betracht gezogen
werden. Zudem deuten auch erste Untersuchungen in der Veterindrmedizin auf eine
erfolgreiche Entfernung von Zytokinen durch den VetResQ®-Adsorber hin
(MEAGHER et al., 2023; HOBBS et al., 2024b; HOBBS et al., 2024a). Das heift,
dass der Cytosorb®-Adsorber auch in der Veterinirmedizin bei Patienten mit Sepsis
in Betracht gezogen werden sollte, um den Zytokinsturm zu reduzieren. Die Studie
von Ohrem et al. konnte zudem zeigen, dass die Hamoperfusion mit dem
Cytosorb®—Adsorber bei Hunden eine deutlich effektivere Reduktion von Bilirubin
ermoglicht als die alleinige Himodialyse (OHREM et al., 2023). Dieses Ergebnis
wird durch den Fallbericht von Meagher et al. unterstiitzt, in dem eine signifikante
Absenkung der Bilirubin-Konzentrationen mithilfe des VetResQ®-Adsorbers

beschrieben wurde (MEAGHER et al., 2023). Zusammengenommen weisen diese
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Befunde darauf hin, dass der Einsatz von Adsorbern nicht nur bei intravasaler
Hiamolyse, sondern auch im Kontext zur Elimination von Bilirubin, beispielsweise
von Leberfunktionsstérungen und gegebenenfalls zur Intoxikationsbehandlung eine
relevante therapeutische Option darstellen konnte. Um dieses Potenzial jedoch
zuverléssig in die klinische Praxis zu iibertragen, sind weitere prospektive Studien
erforderlich, um den optimalen Einsatzzeitpunkt und die Wirksamkeit im Vergleich
zu etablierten Verfahren systematisch zu evaluieren und standardisierte

Behandlungsprotokolle zu entwickeln.

Der Einfluss zelluldrer Bestandteile wie Erythrozyten, Leukozyten und
Zelltrimmer wurde nicht systematisch untersucht. Zwar adsorbiert der Cytosorb®—
Adsorber aufgrund der groBen Molekiilgrofe keine intakten Zellen, jedoch konnte
Zelltrimmermaterial theoretisch zu einer mechanischen Beeintrichtigung der
Adsorberfunktion fiihren (ANKAWTI et al., 2019). Es ist in der vorliegenden Studie
unklar, ob die Anwesenheit von roten Blutkorperchen, Thrombozyten oder
Zytokinen die Effizienz des Cytosorb®Adsorbers beeinflusst. Studien aus der
Humanmedizin haben jedoch gezeigt, dass die Konzentration von Albumin und
Thrombozyten in vivo nicht klinisch signifikant von dem Cytosorb®-Adsorber
beeinflusst wird (SCHADLER et al., 2017; POLI et al., 2019b; MITZNER et al.,
2023). Auch in den bisher vorliegenden veterindirmedizinischen Fallberichten
konnte ein leichter Abfall des Albumins ohne klinische Relevanz festgestellt
werden. Die Leukozyten- und Thrombozytenzahl blieben dabei unbeeinflusst
(MEAGHER et al., 2023; HOBBS et al., 2024c). In der Studie von Hobbs et al.
wurde eine signifikante Reduktion relevanter Medikamente im ex-vivo-Modell,
wie beispielsweise Gentamicin, beobachtet (HOBBS et al., 2024b). Dies ist
therapeutisch relevant, da parallel eingesetzte Medikamente durch die Adsorption
in ithrer Wirkung abgeschwicht werden konnen. Standardisierte Protokolle fehlen

bisher, weshalb weitere Studien dringend erforderlich sind.

Da die extrakorporalen Blutreinigungsverfahren in der Veterindrmedizin allgemein
zunehmend an Bedeutung gewinnen, sollte auch der Einsatz des Cytosorb®—
Adsorbers in Zukunft weiter in Betracht gezogen werden (SCHWEIGHAUSER &
FRANCEY, 2017; GROOVER et al., 2022a). Studien aus der Humanmedizin
zeigen, dass der Cytosorb®-Adsorber auch exogene Giftstoffe aus dem Blut

adsorbieren kann, wie beispielsweise toxische Dosen von Medikamenten. Die
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Substanzen miissen lipophil sein und die weiteren Bedingungen fiir die Adsorption
des Cytosorb®-Adsorbers erfiillen. Beispiele hierfiir sind zum Beispiel MDMA,
Antidepressiva oder Schmerzmittel (LANG et al., 2020; PALAND, 2021,
MITROVIC et al., 2022; REUCHSEL & GONNERT, 2022). Auch in der
Veterindrmedizin kommt es immer wieder zu Intoxikationen mit Drogen oder
Medikamenten in schéidlichen oder sogar letalen Dosen (CHILLA et al., 2010;
GROOVER et al., 2022a). Der Cytosorb®-Adsorber ist aufgrund seines Aufbaus in
der Lage, lipophile Substanzen und Substanzen, die bis jetzt zu grofl waren, um mit
den herkdmmlichen extrakorporalen Blutreinigungsverfahren entfernt zu werden,
zu eliminieren. Dies ist ein wichtiger und interessanter Ansatz flir die
veterindrmedizinische Intensivmedizin. Dazu bedarf es jedoch weiterer Studien, um

dieses Anwendungsgebiet weiter zu erforschen.

Die geringe Anzahl an Versuchsdurchldufen limitiert die Aussagekraft der Studie.
Dennoch ermdglicht das konsistente Adsorptionsverhalten Riickschliisse auf die
Kapazitit des Cytosorb®-Adsorbers. Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse wird
zudem durch Unterschiede in den Startkonzentrationen und Volumina der cfHb-
Losungen eingeschrankt. Fiir zukiinftige Untersuchungen wéren standardisierte
Ausgangsbedingungen mit definierten Blutvolumina und Startkonzentrationen
wiinschenswert. Hinzu kommt, dass der erste Messzeitpunkt durch
Verdiinnungseffekte mit der Spiillésung beeinflusst worden sein konnte. Diese
machte etwa 6-10 % des Gesamtvolumens aus und konnte die initiale cfHb-
Konzentration abgesenkt haben. Der Effekt wurde in den Resultaten berticksichtigt
und entsprechend einberechnet. Da es sich um eine in-vitro-Studie handelt, bildet
das Versuchsdesign nicht die klinische Situation einer dynamischen cfHb-
Freisetzung ab, wie sie bei Patienten mit laufender Hdmolyse zu erwarten ist.
Zudem wurde die Adsorption anderer relevanter Molekiile wie Bilirubin oder
Zytokine nicht beriicksichtigt, obwohl diese bei Hiamolyse hdufig gleichzeitig
erhoht sind. Ein weiteres Limit stellt das Ein-Kompartiment-Modell dar, das keine
Verteilungsvorgénge in verschiedene Korperkompartimente abbilden kann und

somit die Ubertragbarkeit auf die in-vivo-Situation einschrinkt.

Zusammenfassend zeigt die Studie, dass der zirkuldre Versuchsautbau dem linearen
Modell hinsichtlich einer ldngerfristigen cfHb-Reduktion tiiberlegen ist. Die

Adsorptionsleistung erwies sich jedoch als abhingig von mehreren Faktoren,
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darunter die Ausgangskonzentration von cfHb, der Konzentrationsgradient, die
Flussrate sowie potenzielle Interferenzen durch andere Molekiile. Insgesamt legen
die Ergebnisse nahe, dass der Cytosorb®-Adsorber ein vielversprechendes
Instrument zur Reduktion toxischer cfHb-Konzentrationen darstellt — sowohl im
experimentellen als auch im klinischen Kontext. Seine Anwendung erfordert jedoch
ein individualisiertes Management, das auf regelmiBigen Blutuntersuchungen,
rechtzeitigem Wechsel des Adsorbers und einer Anpassung der Flussraten basiert,
um eine kontinuierliche Effektivitét sicherzustellen. Prospektive in-vivo Studien,
insbesondere in der Veterindrmedizin, sind erforderlich, um diese Befunde zu

bestitigen und in standardisierte therapeutische Konzepte zu iiberfiihren.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Zellfreies Himoglobin (cfHb), welches bei Hamolyse entsteht, besitzt potenziell
toxische FEigenschaften und kann insbesondere zur akuten Nierenschidigung
fuhren. Ziel dieser in-vitro-Studie war es, zu untersuchen, inwieweit cfHb aus
hamolysiertem Hundeblut durch Hédmoperfusion mittels eines Cytosorb®-

Adsorbers entfernt werden kann.

Hierzu wurden ein linearer und ein zirkuldrer Versuchsaufbau jeweils mit drei
unabhingigen Durchldufen bei einer konstanten Flussrate von 100 ml/min
eingesetzt. Die Hdmolyse wurde durch die Zugabe von destilliertem Wasser
induziert, die Osmolaritdt durch hypertonische Kochsalzlosung angepasst und die
Antikoagulation durch Heparin (10.000 LE./I) gewéhrleistet. Die cfHb-
Konzentrationen wurden mithilfe eines XT-2000iV®-Hidmatologie-Analyzers
(Sysmex) bestimmt. Ein Kontrollaufbau ohne Adsorber diente der Beurteilung der

cfHb-Stabilitét tiber 24 Stunden.

Im linearen Versuchsaufbau wurde ein medianes Volumen von 3,3 Litern
(3,0 — 3.4 Litern) verarbeitet. Die cfHb-Konzentration sank dabei median um
17,8 % (14,7 — 26,8 %). Das entspricht einer cfHb-Menge von durchschnittlich
12,1 g (11,9 — 23,5 g). Nach der Verarbeitung von 2,4 Litern war keine weitere
Reduktion nachweisbar. Die cfHb-Clearance sank von 47,8 ml/min
(40,0 — 52,9 ml/min) bei 0,1 Litern von verarbeitetem Hundeblut auf
6,7 ml/min (5,9 — 8,7 ml/min) bei 3,2 Litern.

Im zirkuldren System wurde eine hohere Eliminationsrate erreicht. Die cfHb-
Konzentration sank um median 41,3 % (35,0 — 46,1 %), entsprechend 17,4 g
(14,6 — 19,0 g) cfHb nach einem medianen Volumen von 13,0 Litern. Die
maximale Adsorberkapazitit war in diesem Versuchsaufbau nach median 13 Litern
(13 — 14 Liter) erreicht. Die cfHb—Clearance nahm in beiden Systemen {iiber die
Zeit ab. Die cfHb-Clearance sank von 30,0 ml/min /20,0 — 36,4 ml/min) bei 0,2
Litern von verarbeitetem Hundeblut auf 11,1 ml/min (0,0 — 20,0 ml/min) bei 3

Litern und auf 0,0 ml/min (0,0 — 0,0 ml/min) bei 24 Litern.
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Im Versuchsaufbau, der zur Kontrolle ohne Cytosorb®-Adsorber fiir 24 Stunden im
zirkuldren Versuchsaufbau durchgefiihrt wurde, konnte eine stabile Konzentration

von 0,6 mmol/l festgestellt werden.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Himoperfusion mit dem Cytosorb®-Adsorber
unter definierten in-vitro-Bedingungen zur Reduktion von zellfreiem Hédmoglobin
aus hdmolysiertem Hundeblut geeignet ist. Die gewonnenen Erkenntnisse bieten
eine experimentelle Grundlage fiir zukiinftige Untersuchungen zur therapeutischen

Relevanz cfHb-spezifischer Blutreinigungsverfahren.
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VI. SUMMARY

Cellfree hemoglobin (cfHb) exhibits potentially toxic properties and may
contribute to the development of acute kidney injury. The aim of this in vitro study
was to investigate the extent to which cfHb can be removed from hemolyzed canine

blood using hemoperfusion with a Cytosorb® adsorber.

Two experimental extracorporeal circulation setups—a linear and a circular setup—
were used, each with three independent runs at a constant flow rate of 100 ml/min.
The addition of distilled water induced hemolysis, and osmolarity was adjusted with
hypertonic ~ saline. ~ Anticoagulation = was  achieved wusing  heparin
(10,000 international units/l). CfHb concentrations were measured using the XT—
2000iV® hematology analyzer (Sysmex). A control setup without an adsorber was

maintained over 24 hours to assess cfHb stability.

In the linear system, a median volume of 3.3 liters (3.0 — 3.4 1) was processed. The
cfHb concentration decreased by a median of 17.8 % (14.7 — 26.8 %). This
represents an average removal of 12.1 g (11.9—23.5 g) of cfHb. No further
reduction was observed after processing 2.4 liters. The cfHb-clearance decreased
from 47.8 ml/min (40.0 — 52.9 ml/min) at 0,1 liters of processed cfHb solution to
6.7 ml/min (5.9 — 8.7 ml/min) at 3.2 liters. In the circular system, a greater
elimination capacity was achieved: cfHb concentration decreased by a median of
41.3 % (35.0 — 46.1 %), corresponding to 17.4 g (14.6 — 19.0 g) cfHb removal
after a median volume of 13.0 liters (13.0 — 14.01). The maximum adsorber
capacity was reached at approximately 13 liters in this setup. The cfHb clearance
decreased from 30.0 ml/min (20.0 — 36.4 ml/min) at 0.2 liters of processed cfHb
solution to 11.1 ml/min (0.0 — 20.0 ml/min) at 3 liters and to 0.0 ml/min
(0.0 — 0.0 ml/min) at 24 liters. The cfHb concentration in the control setup

remained stable throughout the observation period.

These findings demonstrate that hemoperfusion using the Cytosorb® adsorber can
reduce cell-free hemoglobin from hemolyzed canine blood under defined in vitro
conditions. The results provide an experimental foundation for future investigations

into the therapeutic relevance of cfHb—targeted blood purification technique.
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