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1 Einleitung

Noch heute ist menschliches Blut in der medizinischen Therapie unersetzlich. Blut, von
freiwilligen Spendern gewonnen, ist fir die Medizin ein sehr wertvoller und bisher un-
verzichtbarer Rohstoff, aus dem Blutkomponenten (Erythrozytenkonzentrat, Thrombo-
zytenkonzentrat) und Blutprodukte (Plasma, Albumin, Immunglobuline) gewonnen
werden.

Erythrozytenkonzentrate sind die am héufigsten eingesetzten Hamotherapeutika. Ihre
wirksamen Bestandteile sind die lebensfahigen Erythrozyten, hochspezialisierte kern-
und mitochondrienlose Zellen mit eingeschrénktem Stoffwechsel (Hogman, C. F.,
Meryman, H. T. 1999). Erythrozyten sind Trager des Hamoglobins, das fur Austausch
und Transport der Atemgase, insbesondere von Sauerstoff, in Lunge und Geweben

unverzichtbar ist.

1.1 Entwicklung der Blutkomponententherapie

Die Blutkomponententherapie als Grundlage der Hamotherapie nach Mal3 gilt derzeit
als Stand der Wissenschaft.

Die Einzelkomponenten kdnnen in speziellen Nahrlésungen lagerungsfahig aufbereitet
und artspezifisch gelagert werden. Das ermdglicht eine 6konomische Nutzung des
knappen Rohstoffs Blut und eine bessere Standardisierung der Blutkomponenten.

Fir den Patienten bedeutet das weniger Volumenbelastung und Vermeidung unnétiger,
maoglicherweise schadlicher Infusionen durch Uberzahlige Blutbestandteile (Dorner, R.
1990).

1.1.1 Blutkonservierung

Erst Anfang des 20. Jahrhunderts wurden Vorgang und Bedeutung der Blutgerinnung
verstanden. Es gelang die systematische Unterbindung der Blutgerinnung und damit
auch die Blutkonservierung. Parallel zu der Ublichen direkten Frischblutlibertragung
von Mensch zu Mensch bildeten sich Blutdepots und Blutspenderzentralen (Leikola, J.
1996).



Bewahrt als Antikoagulans hat sich Zitrat, welches durch die hohe Bindungsfahigkeit an
Kalzium (Chelatbildung) die Blutverklumpung verhindert, da Kalzium zur Aktivierung
der meisten Gerinnungsfaktoren notwendig ist (Benedum, J. 2004).

Als Energielieferant fur die Erythrozyten wurde Glukose (Dextrose) zugesetzt. Um die
Karamellisierung der Glukose wahrend der Sterilisation zu verhindern, setzte man
Zitronensaure zu und entdeckte, dass dadurch die Lebensfahigkeit der Erythrozyten
verlangert wurde. Das fuhrte zur Entwicklung von Stabilisatorldsungen mit verbesserter
Uberlebensrate und -zeit von Erythrozyten.

1.1.2 Stabilisatorlésungen

In den ersten Jahrzehnten kamen die ACD-Ldsungen (Aqua, Citrat, Dextrose) zum
Einsatz, die in den 70er Jahren durch die CPD-L6sung (Citrat, Phosphat, Dextrose) mit
etwas niedrigerem pH-Wert abgelost wurden (Sachs, U., Bux, J. 2004). Zitrat ist das
eigentliche Antikoagulans. Zur Abpufferung des wahrend der Lagerung abfallenden pH-
Wertes setzte man Phosphat zu. Dextrose (Glukose) ist Energielieferant. Zitronensaure
bewirkt durch die Ansiuerung zu Beginn der Lagerung giinstigere Uberlebenschancen
fur Erythrozyten bei Lagertemperaturen von 4°C. Die Ubliche Lagerungszeit von

Vollblut- oder Erythrozytenkonserven betragt hiermit 21 Tage.

Tabelle 1. Zusammensetzung der Stabilisatorlésungen ACD und CPD je 100 ml H,O

Bestandtell ACD |CPD
Glucose in mg 2450 | 2550
Natriumcitrat in mg 2200 | 2630
Citronensaure in mg 800 327
Natriumphosphat in mg - 2220
pH 50 | 5,6-5,8

Zunéchst wurde Vollblut in Stabilisatorlésung gel agert. Lagerungstemperaturen um 4°C
verhinderten die Ubertragung von Syphiliserregern, alerdings war der Verlust an
funktionsttichtigen Gerinnungsfaktoren betrachtlich, obwohl der Bedarf an bestimmten



Plasmafaktoren zunahm. So konnte sich in den achtziger Jahren des 20. Jahrhunderts
die Blutkomponententherapie durchsetzen.

Bis in die 70er Jahre hinein waren Glasflaschen als Lagerungsbehéltnis fir Blut tblich
(Sachs, U., Bux, J. 2004). Mit der Einfuhrung von Plastikbeuteln wurde die Trennung
der Blutkomponenten optimiert. Kunststoffbeutel konnen stéarker zentrifugiert werden
mit schérferer Trennung der einzelnen Komponenten. Hierdurch gelingt eine bessere
Fraktionierung. Das durch Schlduche miteinander verbundene Mehrfachbeutelsystem
ermdglicht die geschlossene und damit sterile Préparation. Aufgrund ihrer glnstigen
Eigenschaften wie Verformbarkeit, Temperaturvertraglichkeit und Blutkompatibilitat

werden Kunststoffbeutel bis heute verwendet.

1.1.3 Additividsungen

Zunéchst wurden Erythrozytenkonzentrate in resuspendiertem Plasma-Stabilisator-
Gemisch gelagert, da bei hohem Hamatokrit die L ebensféahigkeit der Erythrozyten stark
absinkt und die Hamolyse zunimmt (Hogman, C. F. et a 1981). Durch Zusatz erythro-
zytenspezifischer Konservierungslosungen, sogenannter Additivisungen, nach voll-
standiger Abtrennung des Plasmas, wurde die Uberlebensfahigkeit der Erythrozyten
welter verlangert. Zudem erh@lt man eine konzentrierte Zellsuspension mit niedriger
Viskositdt, weniger Mikroaggregaten und geringem Gehalt an Plasmaproteinen. Das
mindert die Kreislaufiiberlastung bei der Bluttransfusion und die Uberempfindlichkeits-
reaktionen gegen Plasmabestandteile beim Blutempfénger. Mit dem geringen Rest-
plasma liegt ein zu vernachldssigender | soagglutiningehalt vor, seitdem gilt Blut mit der
Blutgruppe 0 als Universalblut.

Typischerweise bestehen Additivliosungen aus Purinnukleotiden, Glukose, Phosphat und
Mannitol oder Sorbitol in Kochsalzldsung.

Die Zugabe von Purinnukleotiden wie Adenin, Guanosin oder Inosin bessert die
Synthese von ATP (Adenosintriphosphat) und 2,3-DPG (2,3-Diphosphoglycerat) im
Laufe der Lagerung, dadurch wird die Lebensfahigkeit der Erythrozyten weiter
verlangert. Vermutlich wird der ATP- und GTP-Abbau (Guanosintriphosphat) Uber die
Zwischenstufen AMP (Adenosinmonophosphat) und GMP (Guanosinmonophosphat)
blockiert (Sibrowski, W., Cassens, U. 1998).



Die Phosphate wirken als Puffer, die wahrend der Lagerung eine Uberméallige
Ansduerung der Erythrozytenkonzentrate durch die bei der Glykolyse gebildete Milch-
saure verhindern. Die Zuckeraustauschstoffe Mannitol oder Sorbitol bleiben als nieder-
molekulare Stoffe in der extrazelluléren Lésung, mindern dadurch den osmotischen
Gradienten extra-/ intrazellul&r und verhindern einen stérkeren Einstrom von LOsung in
die Erythrozyten mit Schwellung und moglicher Hamolyse (Hogman, C. F. et al 1978).
Am haufigsten werden SAGM-L6sung und PAGGSM-L 6sung angewendet.

Die von Lovric und Hogman entwickelte SAGM-L 6sung besteht aus Sodium, Adenin,
Glukose und Mannitol. Die 24-Stunden-Uberlebenszeit der Erythrozyten nach der
Transfusion betragt hiermit mehr als 73,3% nach einer Lagerungszeit von 6 Wochen
(Hogman, C. F. et al 1983). Nach 4 Wochen Lagerung ist der ATP-Gehalt (Adenosintri-
phosphat) noch ausreichend und Hamolyse und morphologische Verénderungen sind
gering, danach steigt das freie Hamoglobin jedoch so an, dass eine Lagerungszeit von 5
Wochen empfohlen wurde. Im Vergleich zu Erythrozyten in PAGGSM-L6sung tritt
eine stérkere Schwellung der roten Blutkorperchen ein, begleitet von einer erhéhten
Kaliumfreisetzung und einer Abnahme der Zelldeformierbarkeit (Zilow, E. P. e 4
1996).

Tabelle 2: Zusammensetzung der Additiviésungen SAGM und PAGGSM je 100 ml H,0

Bestandtell SAGM |PAGGSM
Natriumchlorid in mg 877 421
Glucose in mg 900 940,5
Adenininmg 16,9 194
Guanosinin mg - 40,8
Mannitol in mg 525 1000
Dinatriumphosphat in mg - 114
Natriumphosphat in mg - 125,5
pH 49 5,7

Seidl und Spielmann entwickelten die PAGGSM-L 6sung (Phosphat, Adenin, Glukose,
Guanosin, Saline, M annitol) (Spielmann, W., Seidl, S. 1974). Sie enthalt fast doppelt
soviel Mannitol wie die SAGM-L6sung, durch ist der osmotische Gradient niedriger



und der Einstrom von L6sung in die Zelle geringer im Vergleich zur SAGM-LAsung
(Zilow, E. P. et a 1996). Die Adeninmenge ist grofer als in SAGM-L 6sung, zusétzlich
enthélt diese Losung Guanosin. Dieses erhoht GTP (Guanosintriphosphat), das im
Gleichgewicht mit ATP (Adenosintriphosphat) steht (Fagiolo, E. et a 1987). Hierdurch
werden ATP und Adenylatpool (ATP + ADP (Adenosindiphosphat) + AMP (Adenosin-
monophosphat)) besser erhalten und das 2,3-DPG (2,3-Diphosphoglycerat) etwa 3
Wochen aufrechterhalten (Hasibeder, W. et a 1988). Die Hamolyse ist geringer und die
24-Stunden-Uberlebenszeit betragt nach 49 Tagen 80%. Das erlaubt eine Lagerung von
7 Wochen.

1.2 Hamotherapie nach Mafl3

Die Hamotherapie nach Mal3 beruht darauf, dass oft nur bestimmte Faktoren des Blutes
benttigt werden und durch Einsatz bestimmter Blutkomponenten ein gezielter Aus-
gleich der Defizite e'mdglicht wird. Volumenmangel wird mit Volumenersatzldsungen
gedeckt, der Mangel an Sauerstofftrégern wird mit Erythrozytenkonzentraten behoben,
sehr viel seltener werden Pléttchen und Gerinnungsfaktoren benttigt.

Im Kklinischen Alltag der Hamotherapie nach Mal3 mit Erythrozytenkonzentraten blieben
die tber die Jahre vorgenommenen vielfachen Anderungen in der Herstellung und die
sich daraus ergebenden geanderten Zusammensetzungen dieser Préparate weitgehend
unbeachtet, beziehungsweise wurden in ihren Auswirkungen von den Anwendern so gut
wie nicht wahrgenommen.

Daher erscheint es im Rahmen der Qualitétssicherung in der Hamotherapie sinnvoll und
erforderlich, bewertende Kenntnisse zum Wandd der Qualitdtsdaten von Blut-

produkten Gber einen langeren Zeitraum verflgbar zu machen.



1.3 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Parameter, die die Qualitét gelagerter Erythro-
zytenkonzentrate aus verschiedenen Herstellungsmethoden charakterisieren.

Uber einen Zeitraum von 20 Jahren wurden im Zentrum fur Transfusionsmedizin
Munster Laboruntersuchungen durchgefihrt, die zu Beginn und Ende der Haltbarkeits-
frist von Erythrozytenkonzentraten Auskunft Uber Zustand, Stoffwechsel und Lage-
rungsstabilitét der Zellen geben sollten. In diesem Zeitraum wurden unterschiedliche
Antikoagulans-, Stabilisator- und Additividsungen eingesetzt. Auch die Praparations-
techniken und Beutelsysteme unterlagen einer Weiterentwicklung. Letzter Schritt auf
dem Weg der Produktoptimierung war die generelle Leukozytendepletion seit dem
August 2000.

Ziel der Arbeit ist die Darstellung der kontinuierlichen Produktveranderung (V erbesse-
rung) anhand der retrospektiven Analyse der Qualitatsmerkmale, sowie eine Bewertung

der Erythrozytenqualitdt im Beobachtungszeitraum.
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2 Material und Methoden

In dieser Arbeit wurden die im Rahmen der Qualitétskontrolle von homologen Erythro-
zytenkonzentraten erhobenen Lagerungsparameter am Zentrum fr Transfusionsmedizin
Munster des Blutspendedienstes West der Jahre 1985-2004 erfasst und ausgewertet.

2.1 Untersuchte Préaparate

Standardprdparat am Zentrum fur Transfusionsmedizin Munster ist das durch Zentri-
fugation aus Vollblut gewonnene buffy coat-arme Erythrozytenkonzentrat, bis 1989
resuspendiert in CPD-Plasma-Gemisch, danach in den Additiviosungen SAGM, spéter
PAGGSM, seit dem Jahr 2000 leukozytendepletiert. Fur Sonderindikationen konnen
gewaschene Erythrozytenkonzentrate, bestrahlte Erythrozytenkonzentrate und 40 ml-
Einheiten fUr die Padiatrie bereitgestellt werden.

2.1.1 Erythrozytenkonzentrat in CPD-Plasma-Gemisch

Von 1985-1989 wurden Erythrozytenkonzentrate in CPD-Plasma-Gemisch gelagert.
Das entnommene Vollblut wurde in Einmalbeuteln mit 70 ml CPD-L 6sung aufgefangen
und zentrifugiert. Das obenliegende Plasma wurde bis auf eine Schicht von 1-2 cm in
der Abpressvorrichtung (Compomat G3 der Firma Fresenius NPBI) in einen Becher
abgequetscht. Danach wurde die Buffy coat-Schicht mit dem verbliebenen Plasma
(circa 50-70 ml) ebenfalls in einen Becher entfernt. In das im Beutel verbliebene
Erythrozytenkonzentrat wurde bis zu 50 ml der CPD-Plasma-Ldsung resuspendiert. Die

maximale Lagerungszeit betrug 28 Tage.

2.1.2 Erythrozytenkonzentrat in Additiviosung SAGM

Von Dezember 1989 bis Mérz 1995 wurden Erythrozytenkonzentrate in SAGM-L 6sung
gelagert. Dazu wurden zundchst miteinander verbundene Doppelbeutel verwendet. In
den Beutel mit 70 ml CPD-L6sung wurde das Vollblut aufgenommen, im 2. Beutel
befand sich 100 ml SAGM als Nahrlésung. Diese wurde nach Entfernen des nach der
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Zentrifugation oben geschichteten Plasmas und des Buffy coats in einen Becher in die
im Sammelbeutel verbliebenen Erythrozyten resuspendiert.

Seit 1993 wurden Dreifach-Beutel verwendet. Die nach der Zentrifugation oben
liegende Plasmaschicht wurde nun in den Leerbeutel abgeleitet. Die Buffy Coat-Schicht
wurde weiterhin in einen Becher entfernt, die im 3. Beutel befindliche Nahrlosung
wurde zu den im Sammelbeutel verbliebenen Erythrozyten resuspendiert. Die maximale

Lagerungszeit betrug 35 Tage.

2.1.3 Erythrozytenkonzentrat in Additiviosung PAGGSM

Seit April 1995 wurde als Additiviosung 110 ml PAGGSM-Ldsung verwendet. Seit
April 1996 kamen Top&Bottom-Beutel zur Anwendung mit Schlauchabgangen oben
und unten, sowohl als Dreifach-, als auch als Vierfach-Beutel (der 4. Beutel fur die
sterile Préparation der Thrombozyten aus Buffy Coat). Sie ermdglichen die Préparation
in einem geschlossenen System, hierdurch erhofft man sich eine Reduzierung des
Kontaminationsrisikos im Vergleich zum offenen System (unter Reinraumbedingungen)
fur alle gewonnenen Blutkomponenten. |m Compomaten G4 der Firma Fresenius NPBI
wird das Plasma nach oben in einen anhdngenden Leerbeutel abgepresst, die Erythro-
zyten nach unten in einen anhangenden Beutel mit Nahrlésung, das Buffy Coat
verbleibt im Sammelbeutel. Die maximale Lagerungszeit betrug 1995-1997 35 Tage,
seitdem 42 Tage.

2.1.4 Erythrozytenkonzentrat in Additiviosung PAGGSM, leukozytenfiltriert

Am Zentrum fir Transfusionsmedizin Minster wurde die sogenannte Inline-Filtration
im August 2000 eingefuhrt. Der verwendete Filter besteht aus Polyesterfasern, die in
einer bestimmten Dichte gepresst werden, sodass Poren einer genauen Grof3e entstehen.
Wahrend der Komponententrennung am Compomaten wird die Additiviésung zur
Filterbenetzung Uber den Leukozytenfilter in den sogenannten Erythrozytentransfer-
beutel geleitet, in den zeitgleich die Erythrozyten aus dem Vollblutbeutel abgepresst
werden. Das s0 entstandene Erythrozytenkonzentrat wird vom Vollblutbeutel abge-

schweil3t und sofort mittels Schwerkraft leukozytenfiltriert, indem es Gber den Inline-
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Filter zurtcklauft in den nun von der Additiviésung leeren Beutel. Die Filtrationszeit

darf maximal 90 Minuten dauern.

2.1.5 Bestrahltes Erythrozytenkonzentrat in Additiviosung PAGGSM,

leukozytendepletiert

Bestrahlte Erythrozytenpréparate wurden eingefuhrt, um vermehrungsfahige, immun-
kompetente Lymphozyten durch die ionisierende Strahlung an ihrer Fahigkeit zur
Entfaltung immunologischer Aktivitat bzw. Vermehrung zu hindern. Ein Anwachsen
der transfundierten Lymphozyten im Empfanger und Graft-versus-Host-Reaktionen
werden dadurch verhindert (Sachs, U., Bux, J. 2004). Letztere konnen durch kleinste
Ubertragene Lymphozytenmengen ausgelost werden (10.000 Zellen/ kg Korpergewicht
(Lefevre, H. et al 1999)), die mit herkdmmlichen Filtern nicht verl&sslich unterschritten
werden. Indiziert sind bestrahlte Pr8parate derzeit bel sehr immungeschwéchten
Patienten, zum Beispiel bei Stammzell- oder Knochenmarktransplantierten, bei
Patienten mit angeborenen |mmundefektsyndromen, eventuell bei Patienten mit Morbus
Hodgkin oder nach Hochdosis-Chemotherapie.

Bestrahlt werden leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate in PAGGSM-L 6sung
gemal} zentrumseigenen Vorgaben innerhalb der ersten 10 Tage nach der Gewinnung.
Ziel ist die homogene Aufbringung von 30 Gray, die Mindestdosis sollte den Richt-
linien zur Blutgruppenbestimmung und Bluttransfusion der Bundesérztekammer gemal3
25 Gray sein (Bundesérztekammer und Paul-Ehrlich-Institut 2000), wobel gemal3 den
Leitlinien der Bundesérztekammer zur Therapie mit Blutkomponenten und Plasma
derivaten 40 Gray nicht Uberschritten werden sollten (Bundesérztekammer, Vorstand
und wissenschaftlicher Beirat 1995). Die Lagerungsdauer nach der Bestrahlung betragt

am Zentrum fur Transfusionsmedizin Minster bis zu 7 Tage.
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2.2 Untersuchungsmethoden

Nach einem Probenziehungsplan wurden im Zentrum fur Transfusionsmedizin Munster
circa 1% der hergestellten Erythrozytenkonzentrate im Rahmen der Qualitdtskontrolle
auf bestimmte Lagerungsparameter gepruift.

Die Laborkontrollen erfolgten innerhalb von drei Tagen nach Gewinnung und Her-
stellung und am Ende der Lagerungszeit nach vier, finf oder sechs Wochen.

Zu Beginn wurden gemessen:
Volumen
Hamatokrit
pH-Wert
Leukozyten
Thrombozyten.

Am Ende wurden gemessen:
ATP (Adenosintriphosphat)
Gesamthamoglobin
Freies Hamoglobin
Hamolyserate
pH-Wert
Kalium (bel bestrahlten Erythrozytenkonzentraten)

Nicht in jedem Jahr standen archivierte Daten zur Verfligung, erganzend wurden daher
Daten aus Haltbarkeitsuntersuchungen, die fir das Paul-Ehrlich-Institut erhoben worden

waren, herangezogen.
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2.2.1 Volumen

Das Erythrozytenkonzentrat wird auf geeichten Waagen abgewogen. Das bekannte
Beutelgewicht wird abgezogen und das verbliebene Nettogewicht durch das spezifische
Gewicht des Erythrozytenkonzentrates geteilt.

Die Berechnungsformel lautet:

Bruttogewicht (g) - Beutelgewicht (g) _ Nettogewicht (g)

Volumen (ml) =—
Dichte Erythrozytenkonzentrat (g/ml) 1,069g/ml

2.2.2 Hamatokrit

Der Hamatokrit ist der Volumenanteil der Zellen bezogen auf das Volumen der
Erythrozytenkonserve.

Gemessen wurde bis zum Jahr 2000 der Mikrohadmatokrit nach scharfer Zentrifugation
in einer Mikrokapillare mittels Hamatokritzentrifuge (Hamofuge A). Es wurde solange
zentrifugiert, bis keine Zellen mehr sedimentierten (30 Minuten).

Seit dem Jahr 2001 wird die H&matokritbestimmung im automatischen Zellzéhlgerét
durchgefihrt (Sysmex). Diese beruht auf der kumulativen I mpulshéhensummierung, bel
der die entsprechend der Erythrozytengrof3e verschieden grof3en Impulse zusammen-
gezadhlt werden. Die Erythrozyten werden nach dem Widerstandsmessprinzip erfasst,
der unterschiedlichen Leitfahigkeit zwischen Zellen und Umgebungsldsung, die an einer
Kapillare gemessen werden. Das Erythrozytenvolumen wird durch das Gesamtvolumen

geteilt. Die Berechnungsformel lautet:

Erythrozytenvolumen (1)
Erythrozytenkonzentratvolumen (1) °

Hamatokrit (I/1) =
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2.2.3 Gesamthamoglobin

Das Gesamthamoglobin entspricht der absoluten Hamoglobinmenge des Menschen.

Die Bestimmung wurde bis zum Jahr 2000 spektralphotometrisch mit dem HemoCue
nach einer modifizierten Cyanmethamoglobin-Methode durchgefiihrt. Dazu werden die
Erythrozyten hamolysiert, das Hamoglobin wird in Cyanhamiglobin umgewandelt und
bei 546 nm gegen die Transformationslosung als L eerwert gemessen.

Die Berechnungsformel lautet:

Gesamthamoglobin (g/l) > Volumen (ml/E)
1000 ml/l '

Gesamthamoglobin (g/E) =
E= Einheit= Erythrozytenkonzentrat
Seit dem Jahr 2000 wird Hamoglobin im automatischen Zellzéhlgeréd mittels der
Sodiumlaurylsulfat-Hamoglobin-Methode gemessen. Dazu wird Licht der Wellenlange
555 nm verwendet, die Probenextinktion wird von der Leerwertextinktion abgezogen.

2.2.4 Freies Hamoglobin

Das freie Hamoglobin oder extrazellulé&re Hamoglobin ist das im Plasma vorhandene
Hamoglobin.

Es wurde zundchst nach Cripps gemessen. Nach der Zentrifugation erfolgte die
Messung im Ubergtandsplasma mit einer modifizierten 3-Wellenlangemethode nach
Harboe (Ablesen der Extinktionen bei 560 nm (x), 576 nm (y) und 592 nm (z) gegen
eine 0,9% Kochsalzlosung als Leerwert) mit einem Spektral photometer der Firma Zeiss.
Der Hamoglobinwert wurde mit Hilfe einer Eichkurve und der Formel 2y - (x+ 2)
ermittelt.

Seit 1997 wurde die 3-Wellenlangemethode nach Dr. Lange angewendet (Ablesen der
Extinktionen bei 380 nm, 415 nm und 450 nm).

Seit dem Jahr 2000 wird der Hamoglobinwert im automatischen Zellgerét ermittelt

(Sysmex).
Die Mal3einheit ist Milligramm / Liter (mg/l).



16

2.2.5 Hamolyserate

Die Hamolyserate gibt die Relation des aus den Zellen freigesetzten Hamoglobins zum
Gesamthamoglobin wieder. Sie wird berechnet aus dem Hamatokritwert, dem Gesamt-
hamoglobin und dem freien Hamoglobin im zellfreien Uberstand nach der
Berechnungsformel:

(1- Hamatokrit(l/1)) > extrazellulares Hamoglobin(g/l)
Gesamthdmoglobin(g/l)

Hamolyserate (%) = x100% .

2.2.6 Adenosintriphosphat (ATP)

ATP ist in den Erythrozyten der wichtigste Energielieferant und gilt als Faktor zur
Beurteilung des Energiehaushaltes von konservierten Erythrozyten.
Bestimmt wurde ATP enzymatisch mit Testkits, zunéchst nach Bicker der Firma
Sigma, bzw. Boehringer/ Mannheim. Nach Enteiwei3ung mittels Trichloressigsaure im
Eisbad und Zentrifugation wird bei einer Wellenlange von 340 nm im Uberstand
gemessen am Spektralphotometer PM 4 der Firma Zeiss.
Anschlief3end wird umgerechnet auf die Einheit Mikromol / Liter Erythrozyten (umol/l)
nach der Formel: DE 4887,5 / Hamatokrit mit

DE = Ausgangsextinktion -Endextinktion

Seit 1998 wurde ATP mit Testkits der Rolf Greiner BioChemica mittels Hexokinase-
M ethode bestimmt.

2.2.7 Leukozytenkontamination

Nach Erythrozytenzerstérung und Verdinnung mit Essigsaure wurden die Leukozyten
bis 1997 in der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.

Seit 1998 werden Leukozyten durchflusszytometrisch mittels Halbleiterlaser im elek-
tronischen Partikelzahlgerét Sysmex erfasst. Dabei wird die verdinnte Probe in einem
schmalen Strom vor die Messkapillare gefuihrt; trifft der Laserstrahl auf eine Zelle, wird
er gestreut und das Streulicht von einer Photodiode erfasst.
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Bis 1999 wurde die Leukozytenanzahl in 10° Leukozyten / Erythrozytenkonzentrat
angegeben, seit Einfihrung der Leukozytendepletion im August 2000 in 10°
Leukozyten / Erythrozytenkonzentrat.

Um die absolute Leukozytenzahl pro Erythrozytenkonzentrat zu erhalten, rechnet man
den erhaltenen Wert um nach der Formel:

L eukozyten (10°/1) XV olumen (mi/E)

Leukozyten (10°/E) = 1000 (mi/1)

2.2.8 Extrazellulares Kalium

Kalium wird flammenphotometrisch nach Zentrifugation im zellfreien Uberstand mit
dem Flammenphotometer Efix 5050 gemessen. Verwendet werden Reagenzien der
Firma Eppendorf. Die Messsubstanz wird stark verdinnt, in geloster Form und fein
verteilt in eine nicht leuchtende Flamme gebracht. Das durch Anregung der einzelnen
Atome zustande kommende Aufleuchten wird in der Photodiode erfasst und in ein
elektrisches Signal umgewandelt.

Die Mal3einheit ist Millimol / Liter (mmol/l)

2.2.9 pH-Wert

Der pH-Wert ist ein Mal3 fur die Wasserstoffionenkonzentration und somit ein Mal3 der
Azidose. Er entspricht dem negativen dekadischen Logarithmus der molaren Wasser-
soffionenkonzentration. Er wird Gblicherweise nach der Zentrifugation im Uberstand
gemessen, entspricht somit nicht dem intrazelluléren, sondern dem extrazelluldren pH-
Wert. Der intraerythrozytére pH-Wert ist nur aufwandig und mit methodischen Fehlern
behaftet zu bestimmen, daher fur die Routine ungeeignet. Obwohl keine enge Wechsel-
beziehung zwischen dem extra- und dem intrazelluldren pH-Wert besteht, eignet sich
der extrazelluldre pH als Messparameter, da in der Literatur normalerweise hierauf
zurtickgegriffen wird.

Gemessen wird potentiometrisch mit einer kombinierten Glas-/Silberelektrode in einem
pH-Meter (Typ PHM 26 der Firma Radiometer) im Plasmatiberstand.
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2.2.10 Thrombozytenkontamination

Thrombozyten wurden bis 1997 nach Probenverdiinnung in der Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt, seit 1998 mit dem Zahlgerdt Sysmex nach dem Widerstandsmessprinzip
erfasst, welches die Anderung der elektrischen Leitfahigkeit misst. Die stark verdiinnte
Lésung wird durch eine kleine Offnung (Kapillare) geleitet, an der tiber 2 Elektroden
ein konstanter Strom fliefdt. Der elektrische Widerstand der Zellen ist grof3er als der der
L6sung, sie erzeugen einen groferen Impuls. Die Spannungsénderungen werden aufge-
zeichnet und verstérkt.

Nach der Berechnungsformel

Thrombozyten (10°/1) XV olumen (ml/E)
1000 (mi/l)

Thrombozyten (10°/E) =

ergibt sch die Thrombozytenmenge eines Erythrozyenkonzentrats.



19

2.3 Datenerfassung und Auswertung

Entsprechend der technischen Entwicklung am Zentrum fir Transfusionsmedizin
Munster sind die fur die Qualitétskontrolle erhobenen Messwerte der Jahre 1985-2004
zunéchst handschriftlich auf Formbl&ttern, in neuerer Zeit auch in maschinenlesbarer
Form, dokumentiert. Aus dieser vorhandenen Datenmenge wurde aus jedem Jahr im
gleichen Zetraum (Juli bis August, seit dem Jahr 2000 aufgrund der grél3eren
Datenmenge nur aus August) eine Stichprobe von 50-60 aufeinanderfolgenden
Datensdtzen gezogen und mit dem Tabellenkalkulationsprogramm MS-Excel 97
(Microsoft Corporation, USA) erfasst. Die Auswertung erfolgte Uber die Statistik- und
Grafikfunktionen des EDV-Programmes.

Danicht in jedem Jahr alle in dieser Arbeit untersuchten Daten zur Verfiigung standen,
wurden erganzend Kontrolldaten aus Untersuchungsreihen hinzugezogen, die fir das
Paul-Ehrlich-Institut zu Haltbarkeitsuntersuchungen fir die Arzneimittelzulassung
durchgeftihrt worden waren. Dies wurde im Text vermerkt. Einige Parameter konnten
dennoch nicht vollstandig chronologisch dargestellt werden.

Erganzend wurde die statistische Signifikanz tberprift.

Mittels Zweistichproben-T-Test wurde beurteilt, ob die Mittelwerte von Jahr zu Jahr als
gleichwertig betrachtet werden kénnen, also einer Grundgesamtheit angehdren.

Der Zweigtichproben-F-Test wurde verwendet, um die Verteilung der Standardab-
weichungen von Jahr zu Jahr miteinander zu vergleichen.

Es wurden Zweistichprobentests bel unbekannter Varianz (Streuungsmal3) ausgewahlt,
die jedoch unterstellen, dass die Varianzen einer Probe gleich sind (Brongtein, I. N.,
Semendjajew, K. A., 1983). Die idealer Weise geforderte anndhernde Normalverteilung
der Grundgesamtheit trifft bei Blutwerten jedoch nicht so ganz zu, wie in den
Abbildungen 1 bis 11 erkennbar ist.

Fur die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde 1% gewahlt, das heif3t, mit einer Fehlerwahr-
scheinlichkeit von 1% wird im statistischen Test eine zutreffende Annahme, dass 2
miteinander verglichene Stichproben aus einer Grundgesamtheit entstammen, als falsch
abgelehnt.
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3 Ergebnisse

Die betrachtliche Variabilitét des biologischen Rohstoffs Blut zeigt sich auch im
Endprodukt. Daher wurde eine Darstellungsweise gewahlt, bel der jeder dargestellte
Punkt einen Messwert reprasentiert. Dabei konnen mehrere Punkte Ubereinander liegen.
Der Mittelwert pro Datensatz wurde als griner Balken vermerkt.

Auf die numerische Berechnung der Streuung wurde verzichtet, da diese wegen der
guadratischen Gewichtung der Mittelwertdifferenz von Ausreil3ern stark beeinflusst
wird, eine Beseitigung der Ausreil3er aber eine Manipulation der Messdaten darstellt.
Diese Werte wurden im Datensatz belassen. Auf die Grof3e des berechneten Mittel-
wertes haben diese Ausreil3er nur einen geringen Einfluss, da jeder Einzelwert bel 50
Werten nur zu 1/50 in die Mittelwertberechnung einfliefit.

Die in den unterschiedlichen Zeitraumen hergestellten Erythrozytenpraparate wurden
vermerkt.

In der Beschreibung wurden Mittelwerte von jeweils zusammenpassenden Gruppen
gebildet, bel der Beschreibung der Schwankungsbreiten wurden einzelne ,, Ausreif3er*
nicht herangezogen.

Daten von 2001-2004 fUr bestrahlte Erythrozytenkonzentrate wurden ebenfalls ausge-
wertet, und zwar jewells fUr das gesamte Jahr (circa 60-70 Proben). Die zu Beginn der
Lagerung erhobenen Parameter unterscheiden sich nicht von denen der leukozyten-
depletierten Prgparate, da sie aus dem gleichen Ausgangsmaterial gewonnen werden.

Sie werden daher nicht extra dargestellt.
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3.1 Erythrozytenvolumen

Das Volumen eines Erythrozytenkonzentrates setzt sich zusammen aus der Erythro-
zytenmenge und der Menge an Additivlidsung, sowie einer geringen Menge an Plasma
und Stabilisatorlosung. Die Erythrozytenmenge wiederum wird bestimmt von der
entnommenen Vollblutmenge und deren Hamatokrit.
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Abb. 1: Flllinhalt der Erythrozytenkonzentrate in ml von 1985-2004

Statistisch signifikante Veranderungen des Volumens traten in dem dargestellten Zeit-
raum mehrmals auf.

Von 1985-1989 wurden Erythrozytenkonzentrate in CPD-Plasma-Gemisch hergestellt
mit einem Volumen Uberwiegend zwischen 200-300 ml und einem Volumenmittelwert
um die 250 ml.

Die Zugabe einer grof3eren Menge an Additividsung ab 1990 fuhrt zu einem statistisch
signifikanten Anstieg des Fillgrades auf 250-350 ml mit im Mittel circa 300 ml der
Erythrozytenkonzentrate in SAGM-L6sung.

Im Zeitraum 1994-1997 zeigt sich nochmals ein statistisch signifikanter Anstieg der

Flllmenge auf circa 280-370 ml (Mittelwert circa 320 ml) pro Beutel, in dieser Zeit
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wurde die Vollblutentnahmemenge nach oben korrigiert (statt 500 g wurde den
Spendern 500 ml Vollblut entsprechend 528 g entnommen).

Nach Entfernen einer grof3eren Schicht Buffy Coat seit 1998 liegt die Fullmenge der
Erythrozytenkonzentrate in PAGGSM-L6sung bei 260-340 ml, im Mittel bei 300 ml,
diese Anderung ist ebenfalls statistisch signifikant.

Durch Leukozytenfiltration gehen weitere 10-15 ml verloren, die Fullmenge liegt
zwischen 250-330 ml, im Mittel bei 290 ml. Statistisch signifikant tritt diese Anderung
ab 2001 auf. Im Jahr 2000 wurden voribergehend andere Beutel (Firma Maco Pharma)
verwendet, trotz Leukozytenfiltration ist eine Volumenreduktion hier nicht erkennbar.
Das Volumen reicht von 240-340 ml mit einem Mittelwert von 300 ml.

Im Zweigtichproben-T-Test taucht eine statistisch signifikante Anderung zwischen 2001
und 2002 auf, die durch Anderungen des Herstellungsprozesses nicht erklart werden
kann.

Die erhobenen Daten der bestrahlten (und leukozytendepletierten) Erythrozyten-
konzentrate liegen ebenfalls zwischen 250-330 ml mit einem Mittelwert von 290 ml und
wurden daher nicht extra dargestellt.

Augenfdllig ist eine Verringerung der Messwertstreuung. Die Schwankungsbreite, also
die Differenz zwischen dem groften und dem kleinsten beobachteten Messwert, nimmt
sichtbar ab mit Einfuhrung der Erythrozytenkonzentrate in PAGGSM-L6sung. Die
Uberpriifung im Zweistichproben-F-Test ergibt eine statistische Signifikanz fir die
Abnahme der Streuung zwischen 1995 und 1996. Eine statistisch signifikante Abnahme
der Streuung zwischen 2003 und 2004 kann durch Anderungen im Herstellungsprozess
nicht nachvollzogen werden.

Auffallend ist weiter eine Reihe von ,Ausreif3ern® in den oberen Bereichen, insbe-
sondere in den Jahren 1990-1994.
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3.2 Hamatokrit

Der Hamatokrit eines Erythrozytenkonzentrates setzt sich zusammen aus der
gewonnenen Erythrozytenmenge und der resuspendierten Nahrlésung.
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Abb. 2: Hamatokrit der Erythrozytenkonzentrate in I/l von 1985-2004

Die im Folgenden beschriebenen Anderungen des Hamatokrits erwiesen sich im
Zweistichproben-T-Test as signifikant.

Die Erythrozytenkonzentrate in CPD-Plasma-L 6sung weisen Hamatokritmittelwerte bei
0,82 I/l auf, die Schwankungsbreite liegt Uberwiegend zwischen 0,73-0,9 I/1.
Erythrozytenkonzentrate in SAGM-L6sung haben Hamatokritmittelwerte bei 0,62 /1
mit einer Schwankungsbreite zwischen 0,55-0,67 /1.

Bel Erythrozytenkonzentraten in PAGGSM-LOsung liegt der Hamatokrit nach dem
Entfernen einer grofReren Buffy Coat-Menge ab 1998 zwischen 0,58-0,7 I/l mit
Mittelwerten bei 0,63 I/1.

Seit der Einflhrung der Leukozytenfilter und der Impedanzmessung des Hamatokrits
fallen die Hamatokritmittelwerte sprunghaft ab auf Werte zwischen 0,51-0,61 /I, der
Mittelwert betrégt 0,57 I/l. Statistisch signifikant zeigt sich dies zwischen 2000 und
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2001. Im Jahr 2000 wurden voribergehend andere Beutel verwendet, die Hamatokrit-
werte weichen in dieser Zeit von dem der leukozytendepletierten Erythrozyten-
konzentrate ab. Sie liegen zwischen 0,58-0,68 I/l mit einem Mittelwert von 0,65 I/1.

Der Hamatokrit der bestrahlten (und leukozytendeletierten) Erythrozytenkonzentrate
unterschied sich hiervon nicht wesentlich, die Daten wurden daher nicht gesondert
abgebildet. Der Mittelwert betrug 0,56 I/l bei einem Hamatokritbereich von 0,5-0,61 I/1.

Statistisch signifikante Abnahmen der Streuung bestehen laut Zweistichproben-F-Test
zwischen den Jahren 1989 und 1990, also nach Einfuhrung der Additivlidsungen, sowie
(durch dokumentierte Anderungen des Herstellungsprozesses nicht zu erklaren),
zwischen 1995 und 1996 und zwischen 2003 und 2004.

3.3 Gesamthamoglobin

Das Gesamthamoglobin représentiert die therapeutische Dosis. Es hangt von der Ent-

nahmemenge und ihrem physiologischen Hamoglobingehalt ab, sowie von der Prépara-

tionsmethode.
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Daten waren erst seit 1994 verfligbar.

Bel Betrachtung der Mittelwerte fallt eine Abnahme des Gesamthamoglobins Uber die
Jahre ins Auge.

Die fur Erythrozytenkonzentrate in SAGM-L0Osung vorliegenden Daten zeigen einen
mittleren Gesamthdmoglobingehalt von 64 g mit Schwankungen zwischen 55-75 g.

Die Abnahme des Gesamthdmoglobins von Erythrozytenkonzentraten in SAGM-
Loésung zu Erythrozytenkonzentraten in PAGGSM-Ldsung wird im T-Test as nicht
signifikant eingestuft.

Statistisch signifikant ist dagegen die Abnahme der Hamoglobinwerte nach Entfernen
einer groReren Menge Buffy Coat ab 1998. Danach liegen die Hamoglobinwerte in
einem Bereich zwischen 45-68 g mit im Mittel 57 g pro Préparat.

Die Einfuhrung der Leukozytendepletion bedeutet einen alenfalls sehr kleinen Hamo-
globinverlust, der statistisch im T-Test nicht signifikant ist. Der Mittelwert des
Gesamthamoglobins liegt bei 55 g mit Abweichungen zwischen 43-67 g pro Beutel.
Statistisch signifikant abweichend wiederum sind die Werte im Jahr 2000, bedingt
durch Verwendung anderer Beutel. Das Gesamthdmoglobin betragt im Mittel 60 g pro
Préparat, die Streuungen liegen zwischen 47-70 g pro Beutel.

Das Gesamthdmoglobin fur die bestrahlten (und leukozytendepletierten) Erythrozyten-
konzentrate liegt im Mittel bei 55 g mit Abweichungen zwischen 42-68 g. Die Daten
wurden nicht extra dargestellt.

Der F-Test erkennt eine statistisch signifikante Zunahme der Streuung zwischen 1997
und 1998, nachdem eine grol3ere Buffy Coat-Menge entfernt wird.

Auffallend ist die grofde Schwankungsbreite zwischen den niedrigen und den hohen
Gesamthamoglobinmengen. Erythrozytenkonzentrate mit hohem Gesamthamoglobin
enthalten bis zu ein Drittel mehr Hamoglobin als Erythrozytenkonzentrate mit
niedrigem Gesamthamoglobingehalt.
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3.4 freies Hamoglobin und Hamolyserate

Das freie Hamoglobin ist abhangig vom Gesamthamoglobingehalt der Erythrozyten und
dessen Freisetzung in das Plasma.
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Abb. 4: freles Hamoglobin der Erythrozytenkonzentrate in mg/l Erythrozyten-
konzentrat von 1985-2004

Bel Betrachtung der Mittelwerte fallt eine Abnahme des freien Hamoglobins Uber die
Jahre auf, die aber Uberwiegend auf einer mangelnden Vergleichbarkeit der Préparate in
Bezug auf diesen Parameter beruht. Die in den Jahren 1990/1991 auftretende
Halbierung des Hamoglobins beruht auf einem Verdinnungseffekt. Das frele Hamo-
globin wird im Uberstand gemessen, der sich mit der Zugabe von Additiviosung etwa
verdoppelt hat.

Fur Erythrozytenkonzentrate in CPD-Plasma-L6sung liegt der Mittelwert des freien
Hamoglobins nach 4 Wochen bei 2600 mg/I, fur Erythrozytenkonzentrate in SAGM-
Losung nach 5 Wochen bel 1300 mg/l und fir Erythrozytenkonzentrate in PAGGSM-
Losung nach 6 Wochen bel 1000 mg/l. Fur leukozytendepletierte Préparate liegt das
mittlere Hamoglobin bei 800 mg/l, ebenfalls nach 6 Wochen.
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Statistisch signifikant im T-Test sind die Anderungen zwischen 1989 und 1990, also
nach Einfuhrung der Additiviésung. Die freien Hamoglobinwerte der Jahre 1994 und
2000 fallen gatistisch signifikant aus den sie umgebenden Werten heraus. Fur 1994 gibt
es keine Erklérung, die Daten fur 2000 sind nur eingeschrénkt interpretierbar, da sie nur
aus 18 Daten bestehen. (Von 2000 bis 2002 war die Hamolyserate archiviert, aber nicht
das frele Hamoglobin. Fir das Jahr 2000 wurden Daten aus Haltbarkeitsunter-
suchungen hinzugezogen.)

Die Messwerte fur die bestrahlten Erythrozytenkonzentrate wurden bereits 3-10 Tage
nach der Blutgewinnung erhoben und weisen demzufolge niedrige Hamoglobinwerte
mit im Mittel 200 mg/I auf (100-300 mg/l). Sie sind nicht extra dargestellt.

Auffallend sind einzelne hohe extrazelluld&re Hamoglobinwerte der Erythrozyten-
konzentrate in CPD-Plasma-L0sung, die das Doppelte bis Neunfache des Mittelwertes
erreichen konnen. Solche ,,Ausreil3er” fuhren dazu, dass im F-Test keine signifikanten
Anderungen der Streuung nachweisbar sind. Die Voraussetzung der Normalverteilung
ist hierdurch nicht ausreichend gegeben, der F-Test aber ist empfindlich auf
Abweichungen von Normalverteilungen.

Bei Erythrozytenkonzentraten in SAGM- und PAGGSM-L0Osung liegen die freien
Hamoglobinwerte fast immer unterhalb von 4000 mg/l, von wenigen ,Ausreif3ern®
abgesehen. Die niedrigsten Werte liegen zwischen 100-500 mg/l, mit einer leichten
Abnahme im Laufe der Jahre.

Die vorliegenden Hamoglobinwerte fur leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate
zeigen eine Abnahme auf Gberwiegend unter 2000 mg/I.

Die Hamolyserate kann erst seit 1994 berechnet werden, da erst seit dieser Zeit die zur
Berechnung bendtigten Gesamthamoglobinwerte zur Verfligung stehen.

Die auf der folgenden Seite dargestellten Hamolyseraten zeigen fur Erythrozyten-
konzentrate in SAGM-L6sung einen Mittelwert von 0,3%, fur Erythrozytenkonzentrate
in PAGGSM-Lo6sung und leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate vorwiegend
um 0,2%.
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Abb. 5: Hdmolyserate der Erythrozytenkonzentrate in % von 1994-2004

Statistisch signifikant sind die Anderungen zwischen den Jahren 1994 und 1995, also
nach dem Wechsel von SAGM- zu PAGGSM-Ldsung, und zwischen 1997 und 1998.
Eine Erklarung fur die augenscheinlich schlechteren Werte 1998 fand sich nicht.

Wieder statistisch heraus falen die Werte des Jahres 2000, zurtickzufuihren auf die
Verwendung anderer Beutelsysteme.

Nicht dargestellt sind die Hamolyseraten der bestrahlten Erythrozytenkonzentrate. Sie
liegen nach 3-10 Tagen im Mittel bei 0,04% (0,02-0,12%).

Als rote Linie markiert ist die in den Richtlinien der Bundesérztekammer zur Blut-
gruppenbestimmung und Bluttransfusion vorgegebene maximale Hamolyserate von
0,8% (Bundesérztekammer und Paul-Ehrlich-Institut). Bis 1998 liegen vereinzelt Werte
darUber, seit dem Jahr 2000 gibt es nur noch einzelne Werte Uber 0,4%.

Der F-Test weist statistische Anderungen der Streuung nach zwischen den Jahren 1996
und 1997, sowie zwischen 1998, 1999, 2000 und 2001. Aufgrund einzelner ,, Ausreil3er”
besteht hier wiederum das Problem, dass die vorausgesetzte Normalverteilung nicht

gegeben ist.
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3.5 Adenosintriphosphat (ATP)

ATP ist asintraerythrozytarer Energietrager abhangig von der Erythrozytenmenge.
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Abb. 6: Adenosintriphosphat der Erythrozytenkonzentrate in pimol/l von 1985-2000

ATP-Werte wurden im Rahmen der Qualitétskontrolle nur bis 1993 gemessen, fur 1996
(48 Proben) und 2000 (18 Proben) wurden daher Daten aus Haltbarkeitsuntersuchungen
fur das Paul-Ehrlich-Institut hinzugezogen.

Nach 4 Wochen Lagerung unterscheiden sich die ATP-Werte von Erythrozytenkonzen-
traten in CPD-Plasma-L6sung nicht statistisch signifikant von Erythrozytenkonzentraten
in SAGM-Ldsung nach 5 Wochen und liegen in weitgestreuten Bereichen tberwiegend
zwischen 700-1600 pmol/l. Im T-Test as statistisch signifikant gilt allenfalls die
Anderung zwischen 1990 und 1991, die wohl auf einen hoheren Mittelwert im Jahr
1991 zurtckzufthren ist.

Nach 6 Wochen Lagerung in PAGGSM-L6sung liegen die ATP-Werte der Erythro-
zytenkonzentrate etwas niedriger, Uberwiegend zwischen 650-1200 pmol/l, ebenso bei

den leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentraten. Die vorliegenden Mittelwerte



30

dieser beiden Gruppen sind jeweils statistisch signifikant erniedrigt im Vergleich zur
Vorgruppe.
Die ATP-Werte der bestrahlten Erythrozytenkonzentrate liegen nach der kurzen
Lagerung von 3-10 Tagen ungeféhr zwischen 1000-1300 pmol/l. Sie sind nicht extra
dargestellt.
Im F-Test wird eine statistisch signifikante Minderung der Streuung bei den leukozyten-
depletierten Erythrozytenkonzentraten erkannt, hier standen jedoch nur 18 Proben zur
Verflgung.

3.6 Leukozytenkontamination

Die physiologischen Leukozytenwerte liegen zwischen 4-10 Milliarden pro Liter Blut
(Bodemann, H. H. et a 1988), somit enthélt eine Vollblutkonserve zwischen 2-5
Milliarden Leukozyten. Durch Zentrifugation mit Anreicherung im Buffy Coat soll

diese Menge reduziert werden.
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Bel Betrachtung der Mittelwerte sind bis 1999 keine wesentlichen Unterschiede Uber
die Jahre erkennbar. Sie liegen etwabel 1 Milliarde Leukozyten pro Préparat.
Auffallend sind grof3e Schwankungsbreiten. Sie reichen von 0,3-3 Milliarden Leuko-
zyten pro Préparat, wenn man einige ,Ausreif3er* nicht beriicksichtigt. Eine Senkung
der Leukozyten gelingt im Laufe der Jahre dlenfalls bei den hohen Werten. Die
Entfernung der Leukozyten unterliegt grof3en Schwankungen, wenn man die starke
Streuung im Endprodukt betrachtet. Die L eukozytenzahl im einzelnen Ausgangsprodukt
ist nicht bekannt, aber niedrige Leukozytenwerte zeigen eine Leukozytenabscheidung
auf ungefahr ein Zehntel, auch wenn niedrige Leukozytenzahlen im Ausgangsprodukt
angenommen werden. Hohe Leukozytenwerte im Endprodukt kommen durch eine nur
geringflgige Leukozytenabscheidung zustande.

Im T-Test statistisch signifikant erhdht ist der Mittelwert im Jahr 1990, eine Erklarung
dafUr gibt es nicht. Selbstverstandlich ist die Leukozytenreduktion nach Einfihrung der
Inline-Filtration statistisch signifikant.

Mit EinfUhrung der generellen Leukozytenfiltration im Jahr 2000 gelingt eine Senkung
der Leukozyten auf mehr als das Tausendfache. Nur noch einzelne , Ausreil3er liegen
oberhalb von 1 Million Leukozyten pro Erythrozytenpréparat. Dies liefde sich in der Ab-
bildung nur logarithmisch darstellen, daher wurde eine andere Skaleneinheit gewahit.
Bedingt durch das Problem der , Ausreil3er”, zeigt sich im F-Test in fast jedem Jahr
satistische Signifikanz, die aber nicht relevant ist.

Die Leukozytenzahlen der bestrahlten (und leukozytengefilterten) Erythrozytenkonzen-
trate liegen ebenfalls unter 1 Million pro Préparat und wurden daher nicht extra darge-
stellt.
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3.7 extrazellulares Kalium

Kalium ist ein Qualitatsparameter fir bestrahlte Erythrozytenkonzentrate.
Vergleichende Daten wurden aus Haltbarkeitsuntersuchungen herangezogen fir Ery-
throzytenkonzentrate in PAGGSM-L 6sung (48 Proben) und fir leukozytendepletierte
Erythrozytenkonzentrate (18 Proben).
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Abb. 8: extrazelluldres Kalium der Erythrozytenkonzentrate in mmol/l Erythrozyten-
konzentrat

Hier nicht dargestellt, liegen zu Beginn der Lagerung die Kaliumwerte zwischen 4-6
mmol/l.

Am Ende der Lagerungszeit liegen die Kaliumwerte nach 6 Wochen bei Erythrozyten-
konzentraten in PAGGSM-L6sung im Mittel bei 46 mmol/I, bel leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentraten bel 41 mmol/l und bei bestrahlten Erythrozytenkonzentraten,
gemessen nach 3-10 Tagen, bei 36 mmol/l. In alen Préparaten liegen die Werte in
Bereichen zwischen 20-55 mmol/l, selten wurden Kaliumwerte oberhalb von 50 mmol/I
gemessen.

Die Unterschiede sind sowohl im T-Test, as auch im F-Test signifikant.
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3.8 pH-Wert nach Herstellung und am Ende der Lagerungszeit

Der physiologische pH-Wert von Blut ist leicht basisch und liegt zwischen 7,35-7,45
(Muller-Plathe, O. 1988). Bei der Herstellung eines Erythrozytenkonzentrates werden
zweimal groRere Mengen Wasserstoffionen, mit dem Stabilisator und der Additiv-

[6sung, zugefihrt.
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Abb. 9: pH-Werte der Erythrozytenkonzentrate von 1985-1999 nach Herstellung

Seit 1994 wurden keine pH-Werte mehr zu Beginn der Lagerung fur die Qualitéts-
kontrolle erhoben, fur 1999 wurden 24 Daten aus Haltbarkeitsuntersuchungen fir das
Paul-Ehrlich-1nstitut eingefiigt.

Direkt nach der Herstellung liegt der mittlere pH in allen Erythrozytenkonzentraten
noch im leicht basischen Bereich bei 7,175. Bei Betrachtung der Einzelwerte liegen die
pH-Werte zwischen 7,05-7,3. Diese Schwankungen ergeben sich aus der unter-
schiedlichen Menge von Erythrozytenvolumen und Plasma und aus der einsetzenden
Pufferung. Insgesamt spiegeln sie aber die Spannweite des physiologischen engen pH-

Bereichs wieder.



Statistisch signifikant erhdht oder erniedrigt, aber nicht herstellungsbedingt erklérbar,
sind die pH-Werte der Jahre 1987 und 1990. Der mittlere pH-Wert des Erythrozyten-
konzentrates in PAGGSM-L 6sung gilt ebenfalls als statistisch signifikant erhoht.

Im F-Test gilt die Minderung der Streuung 1987 als statistisch signifikant, nicht jedoch
die Minderung der Streuung der Erythrozytenkonzentrate in PAGGSM-L6sung, was
auch an der verminderten Datenmenge liegen kann.

1985 wurde 4 mal hintereinander nach Herstellung ein pH unter 7 gemessen, dabei
handelt es sich wahrscheinlich um Messfehler.

Nicht dargestellt sind die pH-Werte von 18 Proben aus Haltbarkeitsuntersuchungen von
bestrahiten (und leukozytendepletierten) Erythrozytenkonzentraten. Sie liegen zwischen
7,15-7,25.
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Abb. 10: pH-Werte der Erythrozytenkonzentrate von 1985-2000 nach Ende der
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Die pH-Werte am Ende der Lagerung wurden im Rahmen der Qualitatskontrolle nicht
in alen Jahren erhoben, seit dem Jahr 2000 gar nicht mehr. Fir das Jahr 2000 wurden
18 Kontrolldaten aus Haltbarkeitsmessungen fur das Paul-Ehrlich-Institut verwendet.
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Am Ende der Lagerung liegen die pH-Werte der Erythrozytenkonzentrate in CPD-
Plasma-Ldsung nach 4 Wochen zwischen 6,6-6,9. Die pH-Werte von Erythrozytenkon-
zentraten in SAGM-L0Osung nach 5 Wochen und von Erythrozytenkonzentraten in
PAGGSM-L 6sung nach 6 Wochen liegen mit 6,5-6,8 etwas darunter. Diese Minderung
ist statistisch signifikant. Die hier vorliegenden pH-Werte der leukozytendepletierten
Erythrozytenpréparate (18 Proben aus Haltbarkeitsuntersuchungen) liegen zwischen
6,63-6,8. Eine statistisch signifikante Veranderung zur Gruppe der nicht leukozyten-
depletierten Erythrozytenkonzentrate besteht nicht.

Dagegen erkennt der T-Test als Statistisch signifikant die pH-Anderung zwischen 1987
und 1988 und die pH-Anderung der Jahre 1991 und 1998.

Eine statistisch signifikante Anderung der Streuung zwischen den Gruppen gibt es
nicht, aber die pH-Werte der Jahre 1989 und 1999 sind statistisch signifikant starker
gestredt.

Nicht dargestellt sind die Daten der bestrahlten Erythrozytenkonzentrate, bei denen der
pH-Wert nach einer kurzen Lagerungszeit von 3-10 Tagen auf 6,8-6,91 mit im Mittel
6,89 abgefallen ist.

3.9 Thrombozytenkontamination

Ubliche Referenzwerte fir Thrombozyten sind 140-220 Milliarden Thrombozyter/ Liter
Blut (Bodemann, H. H. et a 1988), somit enthdlt eine entnommene V ollbluteinheit
zwischen 70-110 Milliarden Thrombozyten. Die Schwankungsbreite im Ausgangs
produkt betragt also bis zu 50%.

Zwischen 1994 und 1997, sowie seit dem Jahr 2000 wurden fur die Qualitatskontrollen
keine Messungen der Thrombozytenzahlen durchgeftihrt. Fir das Jahr 2000 wurden 18
Daten aus Haltbarkeitsuntersuchungen fur das Paul-Ehrlich-Institut ergénzt.

Zu Beginn der Untersuchungen liegen die Thrombozytenzahlen zwischen 6-100
Milliarden mit einem Mittelwert bel 29 Milliarden. Seit 1987 sinken die Mittelwerte
statistisch signifikant ab auf 11-15 Milliarden fir Erythrozytenkonzentrate in CPD-
Plasma-Losung und fir Erythrozytenkonzentrate in SAGM-LOsung Die hohen

Thrombozytenzahlen sinken zunéchst auf Werte unter 60 Milliarden, seit 1991 auf unter
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30 Milliarden, wenn man einige ,, Ausreif3er unbericksichtigt 1&sst. Im unteren Bereich
liegen die Thrombozyten zunéachst bei 6 Milliarden, seit 1987 zwischen 1-4 Milliarden.
Die fur Erythrozytenkonzentrate in PAGGSM-L6sung vorhandenen Werte zeigen eine
satistisch signifikante Minderung der Thrombozytenzahlen, der Mittelwert liegt bei 3
Milliarden, die hochsten Werte reichen bis 20 Milliarden. Wenige Prdparate haben unter
1 Milliarde Thrombozyten.
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Abb. 11: Anzahl der Thrombozyten der Erythrozytenkonzentrate von 1985-2000.

Zwischen 1994 und 1997, sowie seit dem Jahr 2000 wurden fur die Qualitatskontrollen
keine Messungen der Thrombozytenzahlen durchgefiihrt. Fir das Jahr 2000 wurden 18
Daten aus Haltbarkeitsuntersuchungen fr das Paul-Ehrlich-Institut erganzt.

Zu Beginn der Untersuchungen liegen die Thrombozytenzahlen zwischen 6-100
Milliarden mit einem Mittelwert bel 29 Milliarden. Seit 1987 sinken die Mittelwerte
statistisch signifikant ab auf 11-15 Milliarden fur Erythrozytenkonzentrate in CPD-
Plasma-Losung und fir Erythrozytenkonzentrate in SAGM-L6sung Die hohen
Thrombozytenzahlen sinken zunéchst auf Werte unter 60 Milliarden, seit 1991 auf unter
30 Milliarden, wenn man einige ,, Ausreif3er unberiicksichtigt 1&sst. Im unteren Bereich

liegen die Thrombozyten zunéachst bei 6 Milliarden, seit 1987 zwischen 1-4 Milliarden.
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Die fur Erythrozytenkonzentrate in PAGGSM-L6sung vorhandenen Werte zeigen eine
satistisch signifikante Minderung der Thrombozytenzahlen, der Mittelwert liegt bei 3
Milliarden, die hochsten Werte reichen bis 20 Milliarden. Wenige Préparate haben unter
1 Milliarde Thrombozyten.

Ebenfals statistisch signifikant ist der Abfal der Thrombozytenzahlen durch
Leukozytendepletion. Die vorliegenden Werte liegen zwischen 0,3-3 Milliarden, der
Mittelwert liegt bel 1 Milliarde Thrombozyten.

Im Endprodukt kdnnen die Schwankungsbreiten mehr als das Zehnfache betragen.
Bedingt durch die starke Streuung in den oberen Bereichen in den ersten Jahren zeigt
der F-Test statistisch signifikante Anderungen der Streuung in den Jahren 1987 und
1991 an, die nicht relevant sind.

Dadie Thrombozytenanzahl im einzelnen Ausgangsprodukt nicht bekannt ist, kann eine
Thrombozytenreduktion in Prozent nur in einem Bereich angegeben werden, ausgehend
vom physiologischen Bereich. Die Thrombozytenreduktion liegt seit 1987 tUberwiegend
zwischen 50-90%, allerdings wird in einigen Prgparaten nicht einmal eine Halbierung
der Thrombozyten erreicht. Bis 1987 liegen einige Thrombozytenmengen sogar im
physiologischen Bereich des Vollbluts. In den folgenden Jahren gelingt eine Thrombo-
zytenreduktion auf unter 20% der Ausgangsmenge.

In den Erythrozytenkonzentraten in PAGGSM-L 6sung der Jahre 1998 und 1999 liegen
die Thrombozyten grofétenteils unter 10% der physiologischen Ausgangsmenge, bedingt
durch Entfernen einer grof3eren Buffy Coat-Menge.

Nach Einfihrung der Inline-Filtration werden die Thrombozyten auf unter 5% der

physiologischen Ausgangsmenge gesenkt.
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4 Diskussion

Die retrospektive Darstellung der erhobenen Kontrolldaten erlaubt, Zusammenhange zu
bekannten Anderungen bei der Herstellung der Erythrozytenpréparate aufzuzeigen.
Leider konnten rickwirkend nicht alle zugrunde liegenden Ursachen und Bedingungen
geklart werden. Zudem konnten nicht immer ausreichend viele Daten gefunden werden,
um sichere vergleichende Aussagen treffen zu konnen. Dies fallt besonders da auf, wo
die Qualitatsparameter nicht die Anderungen aufweisen, wiein der Literatur angegeben.
Schwierigkeiten bei der Interpretation ergaben sich bei gleichzeitiger Anderung
mehrerer Faktoren.

Interessanterweise anderten sich die Qualitatsparameter kaum durch vorgenommene
Anderungen der Zentrifugationsbedingungen.

Die Entwicklung der Beutel von Einfach- zu Vierfach-Beuteln und zu Top& Bottom-
Beuteln ergab ebenfalls keine relevanten Anderungen der dargestellten Lagerungs-
parameter. Einzig die voribergehend im Jahr 2000 verwendeten Beutel der Firma Maco

Pharma fihrten zu abweichenden Daten.

4.1 Vergleich der Ergebnisse mit anderen Studien

4.1.1 Volumen

Das Volumen einer Konserve ist abhéngig von Entnahmemenge und physiologischem
Hamatokrit des entnommenen Vollbluts, der Praparationstechnik und der Menge der
resuspendierten Nahrlésung.

In den Empfehlungen des Europarates und der WHO zu Blut und Blutzubereitungen,
herausgegeben vom Bundesministerium fur Gesundheit, wird aus Griinden des Spender-
schutzes die maximale Entnahme von 500 ml Vollblut empfohlen (Bundesministerium
fur Gesundheit 1993). Ferner muss bei der Auswahl der Pr8parationstechniken eine
optimale Erythrozytenausbeute berticksichtigt werden. Die Menge an Stabilisator- und
Additiviosung wird der geplanten Entnahmemenge angepasst, damit ein fur die Erythro-
zytenlebensfahigkeit optimales Mischungsverhéltnis eingehalten wird. Fir Erythro-

zytenkonzentrate in Additiviosung geben dieselben Empfehlungen ein Volumen von
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230-330 ml an, in den Leitlinien zur Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderi-
vaten der Bundesédrztekammer werden 250-350 ml Fullungsvolumen fir ein Erythro-
zytenkonzentrat, buffy coat-frei, in Additividsung angegeben (Bundesérztekammer
1995). 80% der Erythrozytenmasse des Vollbluts sollen darin enthalten sein. Die
entfernte Buffy Coat-Schicht soll laut Empfehlungen des Europarates zu Blut und
Blutzubereitungen zwischen 40-60 ml liegen (Bundesministerium fur Gesundheit 1993).
Bis 1993 wurden am Zentrum fur Transfusionsmedizin MUnster 500 g Vollblut ent-
nommen. Seit 1994 wurde ein Entnahmegewicht von 528 g (entsprechend 500 ml)
festgelegt, mit einer erlaubten Abweichung von 10% (475-580 ml).

Die WHO gibt in ihren Empfehlungen zu Blut und Blutzubereitungen fur buffy coat-
depletierte Erythrozytenkonzentrate in Additividsung einen Erythrozytenverlust von 10-
15% an, der Europarat in demselben Werk einen Erythrozytenverlust von 20-30 mi
(Bundesministerium fir Gesundheit 1993).

Bis 1989 wurde zunéchst von dem abzentrifugierten CPD-Plasma sparsam resuspendiert
(bis zu 50 ml), die anfanglich grofRere Schwankungsbreite ergab sich durch unter-
schiedlich grof3e Mengen der zugegebenen CPD-Plasma-L 6sung.

Mit Einfihrung der Additiviosungen wurde zugunsten eines optimalen Hamatokrits die
Menge der Resuspensionslosung (100 ml SAGM, 110 ml PAGGSM) und damit das
Volumen erhoht.

1990-1994 wurden einzelne Erythrozytenkonzentrate gewonnen mit Volumina Uber
350 ml. Diese weisen durchweg niedrige Hamatokritwerte unter 0,6 I/l auf, dies kann
nur so erklart werden, dass nach der Zentrifugation eine grofl3ere Menge CPD-Plasmaim
Erythrozytenkonzentrat verblieb, bedingt durch Unregelméal3igkeiten des Zentrifugen-
laufs.

Im Jahr 1998 wurde das Compomatenprogramm geéndert. Beim Abpressvorgang wurde
eine groRere Buffy Coat-Schicht entfernt, somit das Erythrozytenvolumen verkleinert.
Dieses reduzierte sich um circa 20 ml.

Mit Einsatz der Leukozytenfilter geht eine weitere Verringerung des Beutelvolumens
um circa 5%, bezogen auf das Ausgangsvolumen, einher, sowohl durch die Filter-
benetzung mit Additiviésung, als auch durch Erythrozytenverlust im Filter. Erythro-

zyten zeigen an den Faseroberfléachen der Leukozytenfilter von allen Blutzellen das
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grofite Haftungsvermogen. In der Literatur werden Volumenverluste durch Leukozyten-
filter zwischen 5-15% angeben (Mdiller, N. 1996).

4.1.2 Hamatokrit

Der Hamatokrit entspricht dem Volumenantell der Erythrozyten, die den Uber-
wiegenden Zellanteil im Vollblut ausmachen, circa 96% (Bodemann, H. H. et al 1988).
Im Erythrozytenkonzentrat wird er neben dem vorgegebenen physiologischen Wert im
bereitgestellten Vollblut durch die Zentrifugation (verbliebenes Restplasma) und die
Menge der resuspendierten Stabilisator- und Additividsung bestimmit.

Die physiologischen Werte im Vollblut schwanken bel Frauen zwischen 0,35-0,47 I/1,
bei Ménnern zwischen 0,40-0,52 I/l (Bodemann, H. H. et a 1988).

Bis 1989 lag der Hamatokrit direkt nach der Zentrifugation tber 0,95 I/l und es wurden
nur geringe Mengen CPD-Plasma resuspendiert (bis zu 50 ml), dadurch lag der
Hamatokrit des gewonnenen Endprodukts zwischen 0,7-0,9I/l. Da die zugegebene
Menge schwankend war, ist die Schwankungsbreite (Differenz zwischen kleinen und
hohen Werten) hoher als in spéateren Jahren. Die Erythrozytenkonzentrate mit einem
Hamatokrit um 0,9 I/l weisen niedrige Volumina auf, bei ihnen wurde weniger als 50 ml
CPD-Plasma resuspendiert. Bei zwei , Ausreif3ern® im Jahr 1988 mit einem Hamatokrit
von 0,95 I/l wurde offensichtlich gar nicht resuspendiert.

Nachweislich korrelierten hohe Hamatokritwerte mit hohen extrazelluldaren Hamo-
globinwerten als Ausdruck der Hamolyse. Eine erniedrigte Uberlebenszeit der Erythro-
zyten wurde darauf zurtickgeftihrt, dass zuwenig Nahrlosung zur Verfigung stand
(Hogman, C. F. 1982). Dagegen konnte Hogman in weiteren Studien nachweisen, dass
ein niedriger Hamatokrit einen Schutz gegen mechanische Traumen in vitro darstellt
(Hogman, C. F. et a 1981). Zudem nimmt bei einem Hamatokrit tGber 0,7 I/l die Visko-
sitét Uberproportional zu, mit schlechten Flief3eigenschaften (Enzmann, V. et al 1984).
WHO und Europarat geben daher in ihren Empfehlungen zu Blut und Blutzu-
bereitungen fur buffy coat-arme Erythrozytenkonzentrate in Additividsung einen
Hamatokritbereich zwischen 0,65-0,75 I/l an (Bundesministerium fur Gesundheit 1993),
die Bundesérztekammer in den Richtlinien zur Blutgruppenbestimmung und Blut-
transfusion von 0,5-0,7 I/l (Bundesérztekammer und Paul-Ehrlich-Institut 1996).
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Dieser Hamatokritbereich wird seit EinfUhrung der Additiviésungen eingehalten.

Seit 1990 lagen die Hamatokritwerte direkt nach der Zentrifugation im Mittel bei 0,9 I/1.
Bedingt durch die fixe Zugabe an Additiviosung, nimmt seit 1990 die Schwankungs-
breite ab.

Der Hamatokritanstieg seit 1995 auf Mittelwerte um 0,65 I/l kam durch eine Erhéhung
der Entnahmemenge zustande. Warum dies 1994 nicht darstellbar ist, liefd sich nicht
klaren.

1996 wurde die Zentrifugengeschwindigkeit gedndert. Die Zentrifugengeschwindigkeit
wurde erhoht, die Zentrifugenzeit verlangert. Dies hatte eine signifikante Verkleinerung
der Schwankungsbreite, besonders im unteren Bereich, zur Folge.

Durch die VergroRerung des entfernten Buffy Coat 1997 wurde das gewonnene
Erythrozytenvolumen vor Zugabe der Additiviosung verkleinert. Die anschlief3ende
Resuspension der gleichbleibenden Menge an Additiviosung senkt den Hamatokrit.

Die Senkung der Hamatokritwerte seit dem Jahr 2001 ist erheblich. Hier addieren sich
zwei Effekte. Zum einen wird der Hamatokrit nun durch Impedanzmessung im Counter
bestimmt. Bei der zuvor angewandten Kapillarhamatokritmethode wurden durch den
Einschluss kleiner Flussigkeitsmengen im Erythrozytenvolumen hohere Werte
gemessen. Ublicherweise gelten Abweichungen von 2%, bezogen auf das Gesamt-
volumen, als normal (Bodemann, H. H. e a 1988). Zum anderen kann der Erythro-
zytenverlust im Filter den Flussigkeitsverlust durch die Filterspilung Uberwiegen, was
den Hamatokrit absenkt. Tatsachlich liegen die rechnerisch ermittelten Werte nach
Abzug von 2% und der im Filter verlorengegangenen Erythrozytenmasse von 10-15 mi

in diesem Bereich.

4.1.3 Gesamthamoglobin

Das Gesamthamoglobin korreliert mit der Erythrozytenmenge und ist somit ein
Qualitétsmarker fur die Erythrozytenpréparation.

Bereits im Ausgangsprodukt unterliegt es grof3en physiologischen Schwankungen. Der
Referenzbereich liegt zwischen 11,7-17,7 g/dl, nimmt man den niedrigsten Wert bei den
Frauen und den hochsten Wert bel den Méannern (Bodemann, H. H. et a 1988). In
diesem Bereich liegen 68% der Individuen (2s-Bereich). Bereits im Ausgangsprodukt
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liegt die Differenz zwischen niedrigem und hohem Gesamthamoglobin somit bei einem
Drittel und mehr. Diese Differenz blieb im Endprodukt trotz der wechselnden Prépara-
tionstechniken in al den Jahren erhalten.

Gemal3 den Richtlinien der Bundesdrztekammer zur Blutgruppenbestimmung und Blut-
transfusion werden nur Blutspender zur Blutspende zugelassen mit einem Gesamt-
hamoglobin Uber 12,5 g/dl (Bundesérztekammer und Paul-Ehrlich-Institut 1996), somit
wéren, die oben genannten Referenzwerte vorausgesetzt, rechnerisch 62-89 g Gesamt-
hdmoglobin in einer entnommenen Vollblutmenge zu erwarten. Hiervon soll im
Endprodukt moglichst viel erhalten bleiben. Seit 1995 wird in den Empfehlungen des
Europarates zu Zubereitung, Anwendung und Qualitétssicherung von Blutbestandteilen
fur buffy coat-reduzierte Erythrozytenkonzentrate eine Gesamthamoglobinmenge von
mindestens 43 g angegeben (Bundesministerium fir Gesundheit 1995), die Bundes-
arztekammer gibt in den Richtlinien zur Blutgruppenbestimmung und Bluttransfusion
fur leukozytendepletierte buffy coat-reduzierte Erythrozytenkonzentrate ein Gesamt-
hdmoglobingewicht von mindestens 40 g an (Bundesérztekammer und Paul-Ehrlich-
Ingtitut 2000). Diese Vorgaben wurden im gesamten Erhebungszeitraum eingehalten.
Wadhrend der Préparationsschritte zu Erythrozytenkonzentraten in SAGM- und
PAGGSM-L 6sung gehen 10-20% des Gesamthamoglobins aus dem Vollblut verloren.
Seit 1998 wurde die Menge des entfernten Buffy Coat-Volumens vergrof3ert, hierdurch
wurde eine weitere Senkung der Gesamthdmoglobinmenge um circa 10% in Kauf
genommen. Durch EinfUhrung der Leukozytenfiltration geht ein eher geringer Verlust
an Gesamthamoglobin einher. Fur leukozytendepletierte bestrahlte und unbestrahlte
Erythrozytenkonzentrate liegt der Gesamthdmoglobinverlust bei circa einem Drittel,

bezogen auf die physiologische Ausgangsmenge .

4.1.4 Freies Hamoglobin und Hamolyserate

Mit zunehmender Lagerung tritt freies Hamoglobin aus den Erythrozyten in das Plasma
aus. Der Anstieg steigt linear zur Lagerungszeit, aber nicht zum Absterben der Zellen
(Hogman, C. F. et al 1981).

Hamoglobinwerte oberhalb der tblichen Werte gelten als Ausdruck der Schadigung von
Erythrozytenkonzentraten durch unsachgeméal3e Verarbeitung oder Lagerung.
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Verschiedene Schweregrade der Membranschadigung fihren in vitro zur Hamoglobin-
freisetzung. Eine Erythrozytenschwellung in Suspensionslosungen geht einher mit
erhohten Hamoglobinwerten, sodass eine Freisetzung durch vergrofderte Poren der
gedehnten Membran der Erythrozyten postuliert wurde (Stimpelmann, R., Zander, R.
2001). Eine Erythrozytenschwellung soll in SAGM-Loésung stérker auftreten als in
PAGGSM-L6sung, der zur Senkung des osmotischen Gradienten eine gréi3ere Menge
Mannitol zugegeben wurde (Zilow, E. P. et a 1996). Vorwiegend freigesetzt wird
Hamoglobin durch Membranperforation und durch komplette Zerstérung aus fragmen-
tierten Erythrozyten mit zurtickbleibender leerer Zellhtlle. Bei den heutigen Prépara-
tionsmethoden spielt die Hamoglobinfreisetzung durch fragmentierte Erythrozyten
jedoch kaum noch eine Rolle.

Die beiden erstgenannten Formen der Erythrozytenschadigung kdnnen nach der Blut-
transfusion reversibel sein (Erythrozytenschwellung, Membranperforation), hingegen
kann eine irreversible Membranschadigung eine intravasale Hamolyse nach der
Transfusion bewirken, die durch die gemessenen Lagerungsparameter nicht erkannt
wurde.

Ursachen der Membranschadigung sind mechanische Belastungen nach Verlassen des
Blutkreislaufs, beispielsweise durch Aufprall auf Fremdoberflachen, Druck oder Hitze-
einwirkung. Nachgewiesenermal3en ist die mechanische Hamolyse sehr viel hdher bei
hohem Hamatokrit (Hogman, C. F. 1982), daher wurde ein optimaler Hamatokritbereich
definiert (Bundesministerium fir Gesundheit 1993). Des weiteren spielen osmotische
Vorgénge eine Rolle und Membranschéadigungen durch Saurebelastung, sowie
biochemische Eigenschaften der Erythrozytensuspensionen.

Das freie Hamoglobin ist, da es im Extrazellul&rraum gemessen wird, abhangig vom
Hamatokrit. Zudem ist es abhangig von der Ausgangsmenge des Gesamthéamoglobins,
welches erhebliche Schwankungen aufweist. Daher flihrte man die Hamolyserate ein, in
die diese Faktoren einberechnet werden.

Die im Vergleich von Erythrozytenkonzentraten in CPD-Plasma-Gemisch mit Erythro-
zytenkonzentraten in Additiviosung halbierten Hamoglobinwerte beruhen also zunéchst
auf einem Verdinnungseffekt. Demgegentiber ist das mit dem resuspendierten Plasma

zugefuhrte extrazelluldre Hamoglobin zu vernachl&ssigen.



Die seit 1994 vorliegenden Hamolyseraten deuten auf eine Verbesserung der Hamolyse-
rate von SAGM- zu PAGGSM-Erythrozytenkonzentrat hin. Seit Einfihrung der Leuko-
zytendepletion im Jahr 2000 féllt eine Abnahme bei den hohen Werten auf. Seit 1999
liegen alle Werte unterhalb von 0,6%.

In frischem Vollblut liegt die Hamolyserate unter 0,02% und steigt nach der
Zentrifugation und Bearbeitung auf Werte knapp unter 0,1% an (Hogman, C. F. et a
1981). Durch Zugabe der Additiviosungen wurde die Hamolyserate gemindert, ebenso
durch die Beigabe von Mannitol. Hogman wies eine Besserung der extrazellularen
Hamoglobinwerte durch Entfernen des Buffy Coat nach und postulierte einen
ungunstigen Effekt von proteolytischen Leukozytenenzymen (Hogman, C. F. et al
1978). Dieser Effekt wurde durch eine Reihe von Untersuchungen an leukozyten-
depletierten Prgparaten bestétigt (Muller, N. 2003). Die hier dargestellten Werte zeigen
eine Besserung der extrazelluld&ren Hamoglobinwerte im oberen Bereich, nicht so
deutlich bei der Hamolyserate. Dies erklart sich durch einen gleichzeitig in dieser Zeit
auftretenden niedrigeren Hamatokrit, methodisch bedingt. Rechnerisch werden hier-
durch die geminderten Hadmoglobinwerte wieder aufgehoben. Daher sind die H&molyse-
raten aus der Zeit vor und nach 2000 nur eingeschrankt vergleichbar.

Seit Jahren wird gefordert, dass am Ende der Lagerung ein Wert von 0,8% bei mehr als
90% der Erythrozytenkonzentrate nicht Uberschritten werden sollte (Bundesministe-
rium fur Gesundheit 1993). Das gelang zuverlassig. Mittlerweile gibt es kaum noch
Werte oberhalb von 0,4%.

4.1.5 Adenosintriphosphat (ATP)

ATP igt in den Erythrozyten der wichtigste Energielieferant fir die meisten bio-
chemischen Reaktionen zum Erhalt der Zellfunktionen, namentlich der Transport-
funktionen an der Membran (zum Beispiel Natrium-Kalium-Gleichgewicht) und der
Zellgegtalt und -verformbarkeit

Es ist ein Purinnukleotid, das in den Erythrozyten vorwiegend durch anaerobe Glyko-
lyse aufgebaut wird, die eine geringe Energiebilanz liefert. 1 Glukosemolekil ergibt 2
Molekile ATP durch Phosphoryllierung aus ADP (Adenosindiphosphat). Nach der
Energieabgabe entsteht wiederum ADP.
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Wéhrend der Lagerung wird ATP (Adenosintriphosphat) in den Erythrozyten ver-
braucht und Giber ADP (Adenosindiphosphat), AMP (Adenosinmonophosphat) und IMP
(Inosinmonophosphat) zum irreversiblen Abbauprodukt Hypoxanthin abgebaut
(Sibrowski, W., Cassens, U. 1998).

Durch Zusatz von Adenin in der Stabilisator- oder Additiviosung wird der ATP-Spiegel
wéahrend der Lagerung langer aufrecht erhalten. Hohe Zugaben von Adenin mindern
allerdings den 2,3-DPG-Aufbau (Diphosphoglycerat), zudem werden 10% des Adenins
zu 2,8-Dihydroxyadenin abgebaut, wenn es in den Kdrper gelangt. Dieses kann in den
Nierentubuli prézitipieren und zu Nierenschédigungen fihren bei mehr als 15 mg/kg
Korpergewicht (Hogman, C. F. 1982). In den derzeit tblichen Additividsungen soll dies
etwa 120 Erythrozytenkonzentraten entsprechen.

ATP qilt als Faktor der Funktionsfahigkeit der Erythrozyten. Es gibt eine bekannte
Assoziation zwischen ATP-Gehalt und posttransfusioneller Uberlebensrate der Erythro-
zyten. Der ATP-Abfall geht einher mit einem Lipidverlust der Zellmembran und einer
Anderung der Zellform. Es kommt zu Sphérozytose (Kugelform), einer energiedrmeren
Zellform, zu Mikrovesikelbildung und zur Zunahme der Rigiditét (Mollison, P. L. et a
1993; Pindur, G. et a 2001). Die Veranderung der Verformbarkeit zeigt eine Relation
zur verminderten Uberlebenszeit in vivo. Die Assoziation ist nicht sehr eng, da weitere
Faktoren fur die Erythrozytenvitalitét bedeutsam sind, z.B. 2,3-DPG und pH. So weil3
man, dass hohere pH-Werte einen rascheren ATP-Abfall bewirken, gleichzeitig wird
aber 2,3-DPG vermehrt aufgebaut Uber den Rapoport-Luebering-Zyklus, einen Neben-
weg der anaeroben Glykolyse. Bei Lagerungstemperaturen um 4°C bleibt ATP in einem
pH-Bereich zwischen 6,8-7,2 stabil.

Die Resuspension der Erythrozyten in ein adeninreiches Medium bewirkt zundchst
einen ATP-Anstieg, dieser ist bis zum 7.-14. Tag nachweisbar (Fagiolo, E. et a 1987;
Mansouri Taleghani, B. et al 2001), dann kommt es zu einem kontinuierlichen Abfall.
Am Ende der Lagerungszeit liegen normalerweise noch Werte von tdber 50% der
Ausgangswerte vor (Kretschmer, V. et a 1988; Mansouri Taleghani, B. et a 1996;
Hogman, C. F. et a 1985). Das gilt fur Erythrozytenkonzentrate in SAGM- und
PAGGSM-L 6sung und fir leukozytendepletiertes VVollblut.

Frische Zellen enthalten zunéchst 3-5 umol ATP/g Hamoglobin (Valeri, C. R. et d
1988; Hogman, C. F. et a 1981). Man geht davon aus, dass bel ATP-Konzentrationen
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unter 1,5 umol/g Hamoglobin eine eingeschrénkte Uberlebensfahigkeit der Erythro-
zyten zu erwarten ist.

Verschiedentlich wurden zu Lagerungsbeginn hohere ATP-Werte (Adenosintri-
phosphat) in unfiltriertem im Vergleich mit leukozytendepletiertem Vollblut und in
Vollblut im Vergleich mit Erythrozytenkonzentraten beobachtet und hieraus auf eine
ATP-Freisetzung aus zerfalenden Leukozyten und Thrombozyten geschlossen
(Mansouri Taleghani, B. et a 2001; Walther-Wenke, G., Walker, W. H. 2002).
Leukozyten und Thrombozyten haben im Vergleich zu Erythrozyten einen gesteigerten
ATP-Stoffwechsel, der aerob abléuft, aber auch einen hohen ATP-Verbrauch. Daher
wird haufig eine Besserung der ATP-Werte durch Leukozytendepletion angegeben
(Mdaller, N. 2003). Dies l&sst sich mit den hier vorliegenden Werten nicht darstellen.

Zu genaueren Vergleichen und einer Beurteilung hinsichtlich der Qualitét unter-
schiedlicher Praparationsmethoden eignet sich ATP nur bedingt, die Literaturangaben
Uber die ATP-Menge sind sehr schwankend. Aul3er von der Erythrozytenmenge ist ATP
abhangig von der Qualitdt der Messmethode. Trifft die obengenannte Annahme zu, dass
ein Teil des gemessenen ATPs aus Leukozyten oder Thrombozyten stammt, ist es
zudem fur die Erythrozyten wertlos. Aul3erhalb der Zellen ist ATP instabil, es zerfallt
den Angaben der Hersteller der Testkits zufolge um 5-80% in 24 Stunden. Besser
geeignet ist wahrscheinlich der ,,Adenylate energy charge®, der sich aus ATP-, ADP-
(Adenosindiphosphat) und AMP-Konzentrationen (Adenosinmonophosphat) errechnet
(Sibrowski, W., Cassens, U. 1998).

4.1.6 Leukozytenkontamination

Leukozyten wurden in Blutkonserven immer als Verunreinigung angesehen, ohne
Nutzen fUr den Patienten, aber als Urheber einer Reihe von Nebenwirkungen.

Je nach Pr@parationstechnik kénnen unterschiedliche Reduktionen der Leukozyten-
zahlen erreicht werden. Die hochtourige Zentrifugation zur Herstellung von buffy coat-
armen Erythrozytenkonzentraten galt lange Zeit als effektivste Methode, um Leuko-
zyten aus Erythrozyten und Plasma zu entfernen. Sie werden in der Buffy Coat-Schicht
zwischen Erythrozyten und Plasma angereichert, zusammen mit Thrombozyten und

Retikulozyten. Hierdurch sollte eine Reduktion auf 10-20% der urspringlichen
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Leukozytenmenge moglich sein. In einer Reithe von Untersuchungen wurde hierdurch
eine Verbesserung von Lagerungsparametern, z.B. weniger freies Hamoglobin und
hohere ATP-Werte (Adenosintriphosphat) am Ende der Lagerungszeit nachgewiesen
(Kretschmer, V. et a 1988). Daraus schloss man auf einen hamolytischen Effekt von
Leukozytenenzymen. Hogman fuhrte den Nachweis, dass nach Transfusion mit buffy
coat-reduzierten Erythrozytenkonzentraten im Vergleich zur Vollblutgabe oder Erythro-
zytenkonzentraten aus anderen Praparationsverfahren weniger Transfusionsneben-
wirkungen auftraten und Fieberreaktionen seltener waren (Hogman, C. F. et al 1983).
Der Europarat erwartet in seinen Empfehlungen zu Blut und Blutzubereitungen fir
buffy coat-reduzierte Erythrozytenkonzentrate eine Abnahme der Leukozyten auf 30-
50%, was einer Leukozytenmenge von 0,66-2,5 Milliarden entspréache. 75% der
hergestellten Erythrozytenkonzentrate sollten eine Leukozytenreduktion auf unter 1,2
Milliarden aufweisen (Bundesministerium fur Gesundheit 1993, 1995).

Vor der Ara der Leukozytendepletion konnten die hier hergestellten Erythrozyten-
konzentrate wohl in Einzelfédllen eine Leukozytenreduktion auf ein Zehntel aufweisen,
es waren aber auch Leukozytenwerte moglich, die nicht einmal auf eine Halbierung
schlief3en lassen, wenn man von physiologischen Ausgangswerten ausgeht.

Erst moderne Filtertechniken erlaubten eine Leukozytenreduktion auf unter 1 Million
Leukozyten pro Préparat, das entspricht der Entfernung von 99,90-99,99% der
urspringlich im Vollblut vorhandenen Leukozyten.

Indikationsbezogen war die Leukozytendepletion bereits seit Jahren ein gangiges
Verfahren, haufig durchgefiihrt wéhrend der Transfusion, somit wurde der gunstigste
Filtrationszeitpunkt verpasst. Nach heftigen Debatten fiel die Entscheidung zugunsten
einer generellen Leukozytendepletion, das Paul-Ehrlich-Institut als die fur die Blut-
transfusionen zustéandige Oberbehtrde ordnete die generelle Einfuhrung der Leuko-
zytendepletion fur das Jahr 2001 in Deutschland an. Trotz der geschétzten Mehrkosten
versprach man sich hiervon eine weitere Verbesserung der Qualitét und Sicherheit von
Bluttransfusionen (Stellungnahme des Arbeitskreises Blut vom 16.9.1998).

Durch Leukozytendepletion sollen sowohl Transfusionsnebenwirkungen verringert, als
auch die Lagerungsqualitét verbessert werden, wobel letzteres in der Literatur durchaus
nicht einheitlich bewertet wird. Mansouri Taleghani wies bei buffy coat-reduzierten
Erythrozytenkonzentraten in SAGM-L6sung durch Leukozytendepletion eher eine



48

geringfligige Besserung der Qualitdtsmerkmale nach, hingegen profitierte Vollblut in
seiner Untersuchung deutlich von der Leukozytendepletion (Mansouri Taleghani, B. et
a 2001). Moglicherweise ist der Effekt in buffy coat-reduzierten Erythrozytenkon-
zentraten nicht so ausgepragt (Muller-Steinhardt, M. et al 1997).

Einige Wirkungen der Inline-Filtration sind noch unklar. Diskutiert wird, ob besonders
die @lteren rigiden Erythrozyten in den Filtern zurtickgehalten werden (Matthes, G. et al
1994; Miller, N. 2003). In Vergleichen zwischen ungefilterten und gefilterten Erythro-
zytenkonzentraten konnte eine erleichterte Sauerstoffabgabe trotz niedrigen 2,3-DPG-
Gehaltes (Diphosphoglycerat) nachgewiesen werden (Matthes, G. et a 1994).

Auch der Filtereffekt ist noch nicht genau aufgeklart. Eine Rolle spielen mechanischer
Siebeffekt und elektrostatische Interaktionen, sowie Adhésion der Leukozyten an den
Filterfasern und an den den Filterfasern anhaftenden Thrombozyten.

Die Effektivitdt der Filtration ist abhangig vom Zeitpunkt der Verarbeitung (Lager-
dauer), Filtrationsdauer (Fliel3geschwindigkeit), Raumtemperatur und Leukozyten-
menge im Ausgangsprodukt (Riggert, J. 2000).

Die Leukozytendepletion kann an verschiedenen Stellen des Herstellungsprozesses
erfolgen. Als optimaler Zeitpunkt der Filtration gilt die Leukozytenentfernung vor der
Lagerung, aber nach der phagozytischen Aktivitdt der weil3en Blutkdrperchen mit
Aufnahme von Bakterien und Viren und vor dem Leukozytenzerfall mit unerwinschter
Freisetzung von Zytokinen, Leukotrienen, Serotonin, Histamin und weiteren proteo-

Iytischen Enzymen.

4.1.7 extrazellulares Kalium

Mit zunehmender Lagerung nimmt der Kaliumaustritt aus den Erythrozyten zu (Sachs,
V. 1984; Dorner, R. 1990). Als Ursache des lagerungsbedingten Kaliumaustritts werden
mehrere Mechanismen diskutiert. Bel sorgféltiger Lagerung wird durch Hamolyse nur
der kleinste Teil freigesetzt. Eine Schwellung der Erythrozyten in der Lagerungslosung
geht einher mit VergrofRerung der Poren und verstéarktem Kaliumaustritt (Zilow, E. P. et
al 1996). Dieser Effekt ware bedeutsam fir in SAGM-LAsung gelagerte Erythrozyten-
konzentrate, in PAGGSM-L6sung tritt eine Erythrozytenschwellung kaum auf. Auch

wahrscheinlich ist ein Austausch gegen Natrium aus der natriumreichen Umgebungs-
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suspension (SAGM enthdlt doppelt soviel Natrium wie PAGGSM) oder die Diffusion
aus der Zelle in eine kaliumarme Umgebung.. Ersteres deckt sich mit der Beobachtung,
dass Natrium im Plasma mit zunehmender Lagerung abnimmt (Fagiolo, E. et a 1987),
sowie mit Untersuchungen, die einen Natriumeinstrom in die Zelle nachweisen
(Hogman, C. F. et a 1985). Ebenfalls moglich ist ein Erlahmen der Natrium-Kalium-
Pumpe bei ATP-Verarmung (Adenosintriphosphat), da die Einschleusung von Kalium
in die Zelle gegen Natrium in den Extrazellul&rraum Energie verbraucht.

Durch Gamma-Bestrahlung wird der Kaliumausstrom verstarkt. Eine Verdoppelung der
extrazelluldren Kaliumwerte zu jedem Untersuchungszeitpunkt konnte bei bestrahlten
Erythrozytenkonzentraten nachgewiesen werden (Walther-Wenke, G. et a 2001). Da
alle anderen Lagerungsparameter nach der Bestrahlung unverandert bleiben, wird ein
Effekt an der Erythrozytenmembran vermutet, der bisher unbekannt ist. Denkbar ist eine
Stérung der lonenpumpe.

Fir bestrahlte Erythrozytenkonzentrate werden daher verkirzte Lagerungszeiten
empfohlen, zudem sollten die Kaliumwerte im Rahmen der Qualitatskontrolle gemald
den Richtlinien der Bundesarztekammer zur Blutgruppenbestimmung und Bluttrans-
fusion Uberwacht werden (Bundesérztekammer und Paul-Ehrlich-Institut 1996).
Entscheidend sind mdglichst kurze Lagerungszeiten nach der Bestrahlung (Harbrecht,
U. et a 2005), Lagerungszeiten vor der Bestrahlung von bis zu 28 Tagen sind wohl
nicht mit massiv hheren Kaliumwerten verbunden.

Kalium ist das Hauptkation des Intrazellularraumes, circa 98% der Gesamtkaliummenge
entfallen auf diesen Bereich. Der Konzentrationsgradient extra/intrazellular wird
normalerweise aufrechterhalten von der Natrium-Kalium-Pumpe. Die Kaliummenge in
den Erythrozyten it 25 mal héher asim Plasma. Hier betragt der Gehalt physiologisch
3,6-4,8 mmol/l (Walb, D., Thomas, L. 1988).

Die hier angefiihrten Kaliumwerte liegen zwischen 30-55 mmol/l. Ahnliche Werte
werden in der Literatur fur Erythrozytenpréparate in additiver Lésung beschrieben
(Hogman, C. F. et al 1978; Sipurzynski-Budral3, S. et al 2001; Fagiolo, E. et a 1987).
Ein gunstiger Effekt der Leukozytendepletion mit niedrigeren Kaliumwerten am Ende
der Lagerung, wie verschiedentlich dargestellt und begriindet mit einer geringeren

Hamolyse (Mdller, N. 2003), kann anhand der verfligbaren Daten nicht gezeigt werden.



50

Vergleichsdaten zu Erythrozytenkonzentraten in CPD-Plasma-Gemisch und zu Erythro-

zytenpraparaten in SAGM-L 6sung konnten leider nicht herangezogen werden.

4.1.8 pH-Wert

Ein etwas saureres Milieu kurz unterhalb des physiologischen Blut-pHs gilt als glinstig
fur die Uberlebensfahigkeit der Erythrozyten, daher werden Stabilisator- und Additiv-
l6sung angesduert. Damit liegen zu Beginn der Herstellung die pH-Werte noch im
basischen Bereich (Hogman, C. F. et al 1985; Kretschmer, V. et a 1988). In Uberein-
stimmung mit der Literatur liegt in allen hier verwendeten Lagerungsidsungen der pH
der Blutkonserven zwischen 7,05-7,3.

Die wahrend der Lagerung zunehmende Azidose wird durch die Milchsdure als
Stoffwechselendprodukt der anaeroben Glykolyse verursacht (Mansouri Taleghani, B.
et a 2001). Glukose wird unter Mitwirkung von ATP (Adenosintriphosphat) zu Milch-
sdure abgebaut, die wiederum in Laktat und Wasserstoff zerfdlt (Lachtermann, E.,
Zander, R. 2001; Zander, R., Simpelmann, R. 2001). Milchsdure ist ungleich in
Erythrozyten und Umgebungsmilieu verteilt, circa 40% verbleibt in den Erythrozyten.
Als Toleranzbereich fur Erythrozytenkonzentrate gilt ein pH oberhalb von 6,5
(Mansouri Taleghani, B. et a 2001). Bis zum Ende der Lagerung kann dieser pH-
Bereich mit den angewandten Lagerungslosungen eingehalten werden.

Ein sarker pH-Abfall wird zum einen durch den gedrosselten Stoffwechsel bel 4°C
verhindert, zum anderen durch Pufferung. In vivo wird der physiologische Blut-pH
durch Pufferung in engen Grenzen zwischen 7,35-7,45 gehalten, wobel Kohlensdure/
Bikarbonat, Plasma- und Zellproteine, besonders Hamoglobin, sowie der Austausch von
Wasserstoff gegen Kalium extra-/intrazellulér eine Rolle spielen. Neben der nattirlichen
Pufferung sollen die der Additivibsung zugegebenen Phosphate pH-stabilisierend
wirken (nur in PAGGSM-L 6sung).

Besonders stark ist der pH-Abfall in den ersten 2 Wochen.

Ein geringerer pH-Abfall nach Leukozytendepletion wurde in Vollblut nachgewiesen,
dieser Effekt war aber in Erythrozytenkonzentraten nicht ausgepragt. Diskutiert wird ein
additiver Effekt der stoffwechselaktiven Leukozyten und Thrombozyten (Mansouri
Taleghani, B. et al 2001; Muller, N. 2003). Ein geringerer pH-Abfall soll bereits durch
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die Entfernung des Buffy Coats verursacht sein. Anhand der geringen vorliegenden
Datenzahl |&sst sich eine pH-Stabilisierung durch Leukozytendepletion nicht belegen.
Die Molekulform von Proteinen und die optimale Wirkung von Enzymen ist stark pH-
abhangig. Bei niedrigem pH werden die Zellmembranen und die aktiven Transport-
mechanismen der Zellen geschadigt, es kommt zur Enzymfreisetzung. Die Hexokinase
wird bereits bei einem pH unterhalb von 7,2 gehemmt, sodass die Glykolyse abnimmt
(Mansouri Taleghani, B. et a 2001). Die DPG-Mutase (Diphosphoglycerat) wird bei
pH-Werten unterhalb von 6,8 gehemmt, sodass kein 2,3-DPG mehr aufgebaut wird
(Matthes, G. et al 1994). ATP (Adenosintriphosphat) bleibt bei den Ublichen Lagerungs-
temperaturen um 4°C stabil zwischen 6,8-7,2 (Zander, R., Simpelmann, R. 2001). Bei
einem hoheren pH setzt der Rapoport-Luebering-Zyklus verstérkt ein, ein Nebenweg
der anaeroben Glykolyse, mit besserer 2,3-DPG-Neusynthese bei gleichzeitig herabge-
setzter ATP-Synthese (Fagiolo, E. et a 1987).

Wegen der Schwierigkeiten beim Erfassen von exakten Absolutwerten, z. B. durch den
zeitabhangigen pH-Anstieg durch Entweichen von Kohlendioxid vor der Messung und
Ungenauigkeit an den pH-Elektroden durch konzentrierte Proteinldsungen, eignet sich
der pH-Wert nur bedingt als Qualitatskontrollparameter. Bei korrekter Mischung von
Vollblut und Stabilisator- und Additiviésung und korrekter Lagerung (Einhalten der
Kuhlkette) kann man aber, wie die hier dargestellten pH-Werte zeigen, davon ausgehen,
dass der pH-Bereich in den erforderlichen Grenzen eingehalten wird.

Fir genauere Fragestellungen gilt dieser Wert als zu ungenau, dafiir ist der Base-Excess
(Zander, R., Simpelmann, R. 2001) oder der intrazelluldr gemessene pH-Wert aussage-
kraftiger (Mansouri Taleghani, B. et a 2001).

4.1.9 Thrombozytenkontamination

Die Zentrifugation zur Herstellung von buffy coat-armen Erythrozytenkonzentraten galt
als gungigste Methode zum Entfernen von Thrombozyten aus Erythrozyten und
Plasma. Gleichzeitig konnte aus dem Buffy Coat in einer 2. Zentrifugation mit
Abtrennung von Leukozyten und Erythrozyten ein gepooltes Thrombozytenkonzentrat
gewonnen werden. Bis zu 90% der Thrombozyten sollten auf diese Weise entfernt

werden bei einem Erythrozytenverlust von circa 10%, was einer verbleibenden
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Thrombozytenmenge von 7-11 Milliarden entsprechen wirde. Kretschmer gab eine
Reduktion der Thrombozyten auf 1,7-4,5 Milliarden an (Kretschmer, V. et a 1988). Der
Europarat gibt in seinen Empfehlungen zu Blut und Blutprodukten eine Thrombozyten-
reduktion fur buffy coat-freie Erythrozytenkonzentrate auf unter 10 Milliarden pro
Einheit, seit 1999 eine Reduktion auf unter 20 Milliarden an (Bundesministerium fir
Gesundheit 1993; Council of Europe 1999).

Diese optimistischen Werte konnten fir Erythrozytenkonzentrate in CPD-Plasma-
Gemisch und Erythrozytenkonzentrate in SAGM-L6sung nur bei einem kleinen Teil der
Préparate erzielt werden, die Entfernung im Buffy Coat unterlag einer grof3en
Variationsbreite. Erst bei der Herstellung von Erythrozytenkonzentraten in PAGGSM-
L6sung konnten die empfohlenen Werte erreicht werden, nachdem eine grof3ere Buffy
Coat-Menge entfernt wurde, dies war allerdings verbunden mit einem Verlust an
Gesamthamoglobin.

Durch Leukozytenfilter werden auch Thrombozyten reduziert, da diese ebenfalls an den
Fasern haften bleiben. (Muller, N. 2003). Die hier vorliegenden Daten bestétigen dies.
Eine Beeintréchtigung der Qualitdt von gelagerten Blutprodukten durch Thrombozyten
wird in der Literatur immer wieder erwahnt, so soll durch den additiven Stoffwechsel
der pH-Wert gérker sinken, eine Abgrenzung zu den Leukozyen wird jedoch selten

gemacht.

4.2 Klinische Bedeutung

Die Qualitét von Erythrozytenkonzentraten zeigt sich nach der Bluttransfusion. Sie
bedeutet im Endeffekt Wirksamkeit als Sauerstofftréger bei Vertrdglichkeit und
Ausbleiben von Nebenwirkungen, also Infektionssicherheit, niedrige metabolische und
immunologische Transfusionsrisiken.

Seitdem gespendetes Blut lagerungsfahig aufbereitet werden kann, riickten Lagerungs-
schéden und Nebenwirkungen durch Lagerungseffekte in den Blickpunkt.

Mit Einfuhrung der Blutkomponententherapie konnten einige dieser Nebenwirkungen
gemindert werden. So verringerte die Entfernung des grofdten Teils des Plasma
Stabilisator-Gemisches die Zitratbelastung und die Uberempfindlichkeit gegen Plasma-

eiweil3e.
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Ein Teil der Nebenwirkungen ist bei sorgfaltiger Anwendung und Beobachtung ver-
meidbar. Durch sorgfaltige Uberwachung konnen Anzeichen rechtzeitig erkannt und
notige Gegenmal3nahmen ergriffen werden.

Nebenwirkungen durch Lagerungseffekte sind kaum ein Problem bei Regeltrans
fusionen mit normaler Transfusionsgeschwindigkeit, mdglicherweise aber bei Massiv-
transfusionen, da sich hier die Effekte addieren kénnen und die zugefuhrte Blutmenge
die eigene Blutmenge Ubersteigen kann.

4.2.1 Volumen

Die Hypervolamie als Nebenwirkung der Transfusion ist wahrscheinlich ein recht
haufiges Ereignis. Geschétzte Zahlen gehen von 1 auf 700 bis 1 auf 3000 Transfusionen
aus, bei hoher Dunkelziffer. Die Blutkomponententherapie brachte eine deutliche
Senkung dieser Ereignisse. Erythrozytenkonzentrate enthalten bei reduziertem Volumen
die anndhernd gleiche Erythrozytenmenge wie Vollblut. Aufgrund der kurzen
Verweildauer der Additiviésung in der Blutbahn stellt diese keine Volumenbelastung
dar. Die geringere Volumenbelastung ermdglicht die Zufuhr grof3erer Mengen der
bendtigten Bestandtelle.

Als geféahrdet gelten Kinder und Altere am Rand der Kreislaufdekompensation, aber
auch Patienten mit chronischer Andmie, die kompensatorisch ein erhdhtes Plasma-
volumen aufweisen. Die Hypervolamie ist weniger ein Problem der Transfusionsmenge,
als vielmehr der Transfusionsgeschwindigkeit.

Bei auftretenden Symptomen des erhthten zentralvendsen Druckes wie Husten,
Dyspnoe oder Halsvenenstauung kdnnen Diuretika gegeben werden, die Flussigkeits-
zufuhr sollte moglichst eingeschrankt werden. Letzteres sollte bel gefahrdeten Personen
bereits vor einer Transfusion berticksichtigt werden. Eventuell kann die Messung des
zentralvendsen Druckes sinnvoll sein. Zur Vermeidung der Volumentberladung wird
eine Transfusionsgeschwindigkeit von 2-4 ml/ kg Korpergewicht/ Stunde empfohlen,
bei geféhrdeten Personen die langsame Infusion (1 ml/ kg Korpergewicht/ Stunde)
(Kiefel, V. 2004).



4.2.2 Hamatokrit

Die Viskositét von Erythrozytenkonzentraten nimmt mit der Erhdhung des Hamatokrits
Uberproportional zu. Bei der Bluttransfusion fihrt ein hoher Hamatokrit zu schlechten
FliefReigenschaften.

Kompensatorisch wurde in der Vergangenheit haufig Kochsalzldsung aus eigens dafir
vorgesehenen Beuteln zugefligt, was erhdhte Kosten und erhéhtes Kontaminationsrisiko
bedeutete, sowie eine erhohte Fehlerrate aufgrund der zusdtzlichen Manipulation
(Enzmann, V. et a 1984). Verzicht auf Verdinnung konnte zu Problemen wahrend der
Transfusion fuhren, wie langsame Einlaufgeschwindigkeit und Verstopfen der Filter.

4.2.3 Hamolyse in vitro

Freies Hamoglobin tritt bei sorgféltiger Konservierung und Lagerung nicht in
schadigenden Mengen in Blutkonserven auf. Eine in-vitro-Hamolyse gilt somit als
Ausdruck unsachgeméR3er Handhabung und kann mechanisch durch Druck oder
Warme- oder Kdteeinwirkung verursacht werden, aber auch durch Zusatz von hypo-
oder hypertonen Lésungen (Zusatz von Medikamenten).

Seit dem Jahr 2000 empfehlen die Richtlinien der Bundesérztekammer zur
Blutgruppenbestimmung und Bluttransfusion vor Ausgabe und Gebrauch von Erythro-
zytenkonzentraten die visuelle Kontrolle im Uberstand auf sichtbare Hamolyse
(Bundesérztekammer und Paul-Ehrlich-Institut 2000).

Intravasal wird freies Hamoglobin an Haptoglobin gebunden, in das Retikuloendo-
theliale System transportiert und dort abgebaut mit Bilirubin als Endprodukt. Bei
Hamoglobinwerten Uber 1000 mg/l ist die Haptoglobin-Transportkapazitét jedoch
erschopft, freies Hamoglobin tritt auf und wird nierengéngig. Es dissoziiert zum Teil in
seine 2 Dimere. Nierenschadigungen sind méglich durch Duchblutungsstérungen
(Thomas, L. 1988).
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4.2.4 Leukozytenkontamination

Leukozyten gelten als haufigste Ursache unerwiinschter Nebenwirkungen, sie mindern
die Qualitét der Erythrozytenkonzentrate durch immunologische, rheologische und
infektiose Nebenwirkungen.

In den ersten Stunden nach der Vollblutentnahme ist die Phagozytosefunktion der
weil3en Blutkérperchen erwlinscht. Bei Temperaturen um 4°C haben Leukozyten jedoch
eine kurze Lebenszeit und sterben innerhalb der ersten Stunden bis Tage ab.

Haufigste Nebenwirkungen der Leukozyten bei Transfusionen sind die nicht-héamo-
Iytische, febrile Transfusionsreaktion, die ausgeldst wird von aus Granulozyten freige-
setzten Zytokinen, die Immunisierung gegen HLA-Antigene (Alloimmunisierung)
durch antigenprasentierende Zellen im Spenderblut (Monozyten, B-Lymphozyten),
sowie die Ubertragung leukotroper Viren, insbesondere des Zytomegalievirus (Lefevre,
H. et a 1999).

Belegt ist auch eine immunsuppressive Wirkung. Der Mechanismus der transfusions-
assoziierten Immunmodulation ist bisher jedoch nicht ausreichend verstanden (Riggert,
J. 2000), die Datenlage ist uneinheitlich und zum Teil widersprichlich. Zahlreiche
Veroffentlichungen belegen immunologische Wirkungen von Transfusionen, z. B. ein
langeres Uberleben von Nierentransplantaten, aber auch unerwiinschte Wirkungen, z. B.
haufigere postoperative Infektionen und Wundheilungsstérungen, sowie erhohte
Rezidivraten nach operativen Tumorresektionen. Ob sie durch Leukozyten oder durch
verdnderte Erythrozyten ausgelost werden, ist noch nicht abschlief3end geklart.
Wahrscheinlich sind hieran Komplement, Lymphokine, Chemokine, Zytokine und
andere immunregulatorische Proteine beteiligt, in Wechselwirkung mit Endothelzellen,
Leukozyten und Erythrozyten. Dabel haben der durch die aktivierte Phagozytose
sezernierte Tumornekrosefaktor (TNF) und freigesetzte Interleukine eventuell additive
oder verstéarkende Wirkung. Durch Leukozytenfilterung vor der Lagerung werden diese
Stoffe reduziert (Mynster, T., Nielsen, H. J. 2000).

Inwieweit durch Leukozytendepletion eine signifikante Reduktion von Morbiditdt und
Mortaitd madglich ist, ist umstritten. Anerkannt ist mittlerweile die Reduktion von
febrilen, nicht-hdmolytischen Transfusionsreaktionen (Bordin, J. O. et a 1994) und
HLA-Immunisierung (Andreu, G., Dewallly, J. 1994).
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Im Versorgungsbereich des Zentrums fur Transfusionsmedizin Munster lief3 sich eine
Anderung der Haufigkeit von transfusionsbedingten Nebenwirkungen im Laufe der
Jahre nicht feststellen, auch nicht von der am haufigsten gemeldeten febrilen, nicht-
ha&molytischen Transfusionsreaktion. Analysen der seit 1988 gemeldeten Falle weisen
alerdings auf eine hohe Dunkelziffer bei den Meldungen hin (Myritz, H.-D. 2005).

Spekulativ ist bisher die Behauptung, die neue Variante der Creutzfeld-Jakob-Krankheit
konne durch Leukozytendepletion verhindert werden. Seit ihrem Auftreten in Grof3-
britannien verdichten sich alerdings Hinweise darauf, dass die Prionen als ausldsendes
Agens im Blut tUber die menschlichen Lymphozyten tbertragen werden kénnen (Offer-
geld, R. et a 2005). Angaben zur ,Wirkungsmenge® konnen bisher nicht gemacht

werden.

4.2.5 Hyperkalidmie

Die Kaiumwerte der Erythrozytenkonzentrate am Ende der Lagerungszeiten liegen
zwischen 30-55 mmol/l. Unter der Voraussetzung, dass ein Erythrozytenkonzentrat
circa 130 ml Flussigkeit enthdlt, ist diese Menge in etwa 8 Erythrozytenkonzentraten
enthalten. Im Umkehrschluss enthélt ein Erythrozytenkonzentrat etwa ein Achtel dieser
Kaliummenge. Diese pro Erythrozytenkonzentrat zugefihrte Menge liegt weit unter
dem taglichen Kaliumbedarf, da die Kalium-Aufnahme und -Ausscheidung zwischen
75-100 mmol pro Tag liegt (Walb, D., Thomas, L. 1988).

Der Korper besitzt eine ganze Reihe von Kompensationsmechanismen, um Kalium in
physiologischen Grenzen zu halten. Hierzu gehdren die Regulation in den distalen
Tubuli und Sammelrohren der Nieren, beeinflussende Mineralokortikoide, Regulation
im Saure-Basen-Status und Einschleusung von Kalium in die Zelle (Natrium-Kalium-
Pumpe). Diese setzen verzogert ein, sodass es nach Transfusionen zu reaktiven Hypo-
kalidamien kommen kann.

Auch bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz treten kaum Hyperkaliamien auf, da
kompensatorisch die intestinale Kalium-Ausscheidung gesteigert wird.

Bei Regeltransfusionen mit normalen Transfusionsgeschwindigkeiten von 3-5 ml/min
Erythrozytenkonzentrat gibt es keine kaliumbedingten Komplikationen, da Umvertei-

lungsmechanismen im Extrazellulérraum, renale Ausscheidung und Wiederaufnahme in
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die Erythrozyten ausreichend wirksam sind. Allenfalls voribergehende Hyperkalidmien
wurden beobachtet bei Transfusionsmengen von mehr als 20 ml/min Erythrozyten-
konzentrat (Kretschmer, V., Weippert-Kretschmer, M. 2004).

Bel Massivtransfusionen mit schneller Transfusion von mehr als 60 ml/min Erythro-
zytenkonzentrat (1 ml/ min/ kg Korpergewicht) und bei stark eingeschrénkter Nieren-
funktion kann es zur Hyperkalidmie kommen mit klinischen Symptomen bis hin zu
Herzrhythmusstérungen (EKG-Uberwachung). Verstarkend koénnen Schock, Azidose
oder Gewebsuntergang sein.

Bedeutsam ist die zunehmende Kaliummenge bei bestrahlten Erythrozytenkonzentraten,
die aus diesem Grund sofort nach der Bestrahlung angewendet werden sollten (Bundes-
arztekammer und Paul-Ehrlich-Institut 1996).

Eine erhdhte Kaliummenge kann bel einer durch unsachgeméf3e Handhabung ausge-
|6sten Hamolyse auftreten.

Kalium igt beteiligt an allen elektrophysiologischen Vorgangen, bel einer Erhdhung im
Extrazelluldrraum kommt es zur Destabilisierung des Membranpotentials, was sich
klinisch in neuromuskuléren Symptomen und am Herzmuskel in malignen Extra-
systolien @ulern kann. Die klinischen Symptome, wie Muskelschwéache, schlaffe
Lahmung, Parésthesien, sind uncharakteristisch. Eindeutige Zeichen im EKG sind eine

zeltférmig erhohte T-Welle und verbreiterter QRS-Komplex.

4.2.6 Stoérungen des Sauregleichgewichts

Die Gabe gelagerter Blutkonserven stellt fur den Korper eine Sdurebelastung dar
(Lachtermann, E., Zander, R. 2001). Auch bei korrekter Lagerung fallt mit den derzeit
Ublichen Stabilisator- und Additiviésungen der pH-Wert am Ende der Lagerung bis auf
6,5 ab.

Eine Transfusionsazidose kann bei Massivtransfusionen auftreten, wenn die Leber des
Patienten erheblich geschadigt ist und bei Transfusionsgeschwindigkeiten fir Erythro-
zytenkonzentrate Uber 1,6 ml/ min/ kg Korpergewicht (Kretschmer, V., Weippert-
Kretschmer, M. 2004), wobei Schock und Hypothermie verstarkend wirken.

Wahrend eine intakte Leber die zugeflihrten Sauren in wenigen Stunden metabolisiert,
bendtigen intakte Nieren hierzu einen Tag. Neben der Metabolisierung werden die
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Sauren auch abgeatmet (respiratorische Kompensation), da ein Teil aus der Kohlen-
dioxid-Akkumulation stammt, da Kohlendioxid aus den Beuteln nicht entweichen kann.
Eine Reboundalkalose kann auftreten, wenn eine Transfusionsazidose zu stark korrigiert
wird, z. B. durch Gabe von Bikarbonat, wahrend die Leberfunktion wieder einsetzt.
Daher wird eher abgeraten, eine transfusionsbedingte Azidose durch Natriumbikarbo-
natgabe zu behandeln.

Die sogenannte Posttransfusionsalkalose kann auftreten nach Gabe von in Zitrat
gelagerten Blutkonserven, da die Leber wahrend des Zitratabbaus pro mol Zitrat 3mol
Wasserstoff verbraucht (Zander, R., Simpelmann, R. 2001).

4.2.7 Thrombozytenkontamination

Die Bedeutung der Thrombozyten mit ihren vielféltigen Stoffwechselprodukten und
ihrer Beeintrachtigung der gelagerten Blutpréparate wird erst langsam verstanden. Ihre
Erforschung erweist sich als schwierig. Aufgrund der bisher bekannten Vorgange der
Gerinnungsaktivierung und der Bildung von Zytokinen werden thrombozytenbedingte
immunmodulatorische und rheologische Nebenwirkungen neben Beeintrachtigungen
der Qualitdt angenommen. Als Bestandteil von Mikroaggregaten sind Thrombozyten
seit langem bekannt (Klose, R. et a 1981). Dass sie in Wechselwirkungen mit Leuko-
zyten, Erythrozyten und Endothelzellen stehen, gilt as sicher.

Inwieweit durch eine Senkung der Thrombozytenzahlen unerwiinschte Transfusions-
wirkungen gemindert werden konnen, ist bisher nicht bekannt, zumal dies eher seltene
Ereignisse sind.

Wahrscheinlich geht ein Tell der febrilen nicht-hamolytischen Reaktionen auf
Alloantikérperbildung gegen Thrombozyten zurtick (Kiefel, V. 2004).

Durch thrombozytenspezifische Alloantikdrper kann die posttransfusionelle Purpura
auch durch Gabe von Erythrozytenkonzentraten ausgelést werden, ein sehr seltenes
Ereignis, das jedoch lebensbedrohlich werden kann. Circa 1 Woche nach der
Transfusion kommt es zu einem reversiblen Abfall der Thrombozyten mit
entsprechendem Blutungsrisiko. Die Pathogenese ist bisher nicht befriedigend geklart.
Uberwiegend betroffen sind Frauen, meistens mit Schwangerschaften und

Bluttransfusionen in der Anamnese. Offensichtlich werden im Empfénger Antikorper
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gegen transfundierte Thrombozytenantigene gebildet, die auch gegen die korpereigenen
Thrombozyten wirken.

Die passive alloimmune Thrombozytopenie wird dagegen durch Alloantikorper im
Plasma von Blutprodukten, auch von Erythrozytenkonzentraten, gegen Antigene auf
Empfangerthrombozyten ausgelost. Sie fuihrt zu einer sofortigen reversiblen Thrombo-
zytopenie. Aufgrund der selten dokumentierten Falle gibt es bisher keine Hinweise
darauf, ob solche Ereignisse durch Thrombozytenreduktion in Erythrozytenkonzentraten

vermeidbar sind.

4.3 Weitere Nebenwirkungen durch Lagerungseffekte

Aulerhalb des Organismus kommt es zu komplexen Veranderungen der Erythrozyten,
die aber zumeist innerhalb von 24-48 Stunden nach der Transfusion reversibel sein
sollen (Mollison, P. L. et a 1993). Biochemische und metabolische Verénderungen
fuhren zu Formveranderungen und in der Folge zu Storungen der rheologischen Eigen-
schaften (Mansouri Taleghani, B. et a 1996). Mittlerweile geht man davon aus, dass
diese vorwiegend Alterungsschaden sind (Kleine, N. 1988).

Neben den bereits beschriebenen gibt es weitere Beeintréchtigungen, die nur aufwendig
messbar sind und sich daher der routineméRigen Uberpriifung entziehen.

4.3.1 Rheologische Veranderungen

Eine Reihe von rheologischen Verénderungen in vitro sind bekannt, die Auswirkungen
im Empfénger sind mit den bisherigen Messmethoden jedoch in vivo schwer nach-
weishar, aber nicht auszuschlief3en. Rheologische Untersuchungen sind methodisch
besonders aufwendig, daher ist der Einfluss auf die Klinik wenig untersucht. Bisher
konnten nach der Transfusion keine Unterschiede von rheologischen Parametern durch
Erythrozytenkonzentrate in verschiedenen Additividsungen gefunden werden, auch
nicht im Vergleich zu Nichttransfundierten (Mérsdorf, S. et a 2001).

Die Erythrozytenrigiditét ist erhdht, das heildt, die Erythrozytenverformbarkeit nimmt
ab, die klinische Bedeutung ist jedoch nicht geklart (Mansouri Taleghani, B. et a 1996;
Zilow, E. P. @ a 1996). In Versuchen wurde in Messkapillaren eine verlangerte
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Passagezeit nachgewiesen, woraus man auf eine verlangerte Kapillarpassage auch in
vivo schliefdt mit einer hierdurch verschlechterten Gewebeversorgung (Pindur, G. et al
2001; Jung, F., Kiesewetter, H. 1995). Bekannt ist, dass eine mangelnde Erythrozyten-
verformbarkeit zur vorzeitigen Zellaussortierung im Empfanger fuhrt (Mollison, P. L. et
al 1993). Aufgrund vielschichtiger Wechselwirkungen in der Mikrozirkulation besteht
jedoch nur eine lockere Beziehung zwischen in vitro-Messungen und dem Flief3ver-

halten in vivo.

4.3.2 Mikroaggregate

Mit zunehmender Lagerungsdauer nehmen Mikroaggregate mit Durchmessern von 10-
170 pum zu (Jung, F., Kiesewetter, H. 1995). Diese kdnnen sowohl Mikroaggregatfilter
verstopfen und zu einer verlangerten Einlaufgeschwindigkeit fuhren (Napier, J. A. F. et
al 1985), as auch durch die Poren der herkdmmlichen Standardfilter mit Porengrof3e
170-230 um gelangen und die Strombahnen blockieren.

Mikroaggregate bestehen aus abgestorbenen Leukozyten, Erythrozyten und Thrombo-
zyten, die Zytokine und andere vasoaktiv schadigende Stoffe freisetzen.

In Messkapillaren kdnnen Mikroaggregate zu irreversiblen Blockierungen fihren
(Pindur, G. et a 2001). Die Bedeutung der Mikroaggregate ist nicht abschlief3end
geklart, vorwiegend waren sie ein Problem bei Vollblutgabe. Nachweislich verursachten
sie Storungen der Mikrozirkulation in der Lunge (Transfusionslunge), aber auch in
Gehirn, Milz, Leber und Niere (Morsdorf, S. et al 2001). Zu ihrer Vermeidung wurden
Mikrofilter empfohlen mit 10-40 um Porengrél3e. Diese fuhren jedoch zu einer verlang-
samten Fliefl3geschwindigkeit, das Hamolyserisiko ist zudem erhoht.

Durch buffy coat-freie Préparation gelingt bereits eine signifikante Reduktion der
Mikroaggregate und eine Minderung ihrer Transfusionsnebenwirkungen (Pindur, G. et
al 2001), Problem sind allerdings hohe Schwankungen mit grof3en verbleibenden Rest-
mengen im Einzelfall (Klose, R. et a 1981). Die Senkung der Mikroaggregate durch
Leukozytendepletion ist in buffy coat-reduzierten Erythrozytenkonzentraten nicht so
eindrucksvoll gebessert wiein Vollblut (Mansouri Taleghani, B. et a 2001).
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4.3.3 2,3-Diphosphoglycerat (2,3-DPG)

2,3-DPG féllt bereits nach 2-3 Wochen Lagerung stark ab, auch in den derzeit verfiig-
baren Additiviosungen (Hogman, C. F. et a 1985; Mansouri Taleghani, B. et al 2001,
Hasibeder, W. et al 1988). Bisher gibt es keine akzeptablen, in der Routine anwend-
baren Methoden, 2,3-DPG Uber mehrere Wochen zu erhalten (Matthes, G. et a 1994).
Die Zugabe von Purinen und Nukleosiden, insbesondere von Guanosin, bewirkt
alenfalls eine initiale 2,3-DPG-Erhthung, eine zu hohe Adeninmenge mindert 2,3-DPG
(Hoégman, C. F. 1982).

2,3-DPG wird in Erythrozyten in gréf3eren Mengen als in anderen Zellen gebildet. Esist
als Cofaktor an der anaeroben Glykolyse beteiligt, dient der Stabilisierung des Hamo-
globins und fordert die Sauerstoffabgabe.

2,3-DPG bindet reversibel zwischen den Betaketten des sauerstofffreien Hamoglobins,
wodurch die Sauerstoffbindung am Hamoglobin gelockert wird. Sauerstoff wird da-
durch leichter in das Gewebe abgegeben. 2,3-DPG liegt normalerweise in der gleichen
Menge wie Hamoglobin vor, normal sind 13-15 pmol/g Hamoglobin (Mollison, P. L. et
al 1993).

Die fur den Aufbau zustandige DPG-Mutase ist bel pH-Werten Uber 6,8 aktiv, wahrend
bei niedrigeren pH-Werten die fur den Abbau zustandige 2,3-DPG-Phosphatase
aktiviert wird, folglich kommt es bel pH-Werten unter 6,8 zu einem starken 2,3-DPG-
Abfall. Die Halbwertzeit der Synthese betragt 6 Stunden.

Ein 2,3-DPG-Verlust fuhrt zu einer festeren Sauerstoffbindung an das Hamoglobin
(hohere Sauerstoffaffinitéat), Sauerstoff wird schlechter in das Gewebe abgegeben.
Dieser Effekt wird durch Hypothermie durch viele gekiihlte Erythrozytenpréparate noch
verstarkt.

Welche Rolle 2,3-DPG-verarmte Erythrozyten im Empfangerkreislauf wirklich spielen,
ist noch nicht hinreichend geklart, da es im Korper eine Reihe von Kompensations-
mechanismen gibt. Denkbar wére aber eine Beeintrachtigung bei Erschopfung der
Kompensationsmechanismen. Ein Zusammenhang wurde nachgewiesen bei einge-
schrankter kardialer Leistungsbreite und Massivtransfusionen (Kretschmer, V.,
Weippert-Kretschmer, M. 2004).

Bereits 24 Stunden nach der Transfusion liegen 50-70% der Normalwerte vor, nach
einer Woche ist 2,3-DPG wieder normalisiert (Sachs, U., Bux, J. 2004).
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Durch Inline-Filtration wird eine Entkoppelung des 2,3-DPG-Gehaltes vom Halb-
sdttigungsdruck des Hamoglobins bewirkt, dieser steigt an (Matthes, G. et a 1994).
Wahrscheinlich beeinflussen weitere Faktoren die Hamoglobin-Sauerstoff-Affinitat
(Hasibeder, W. et a 1988). Bekannt ist ein Effekt von ATP (Adenosintriphosphat),
vermutet wird ein Einfluss von Weichmachern aus den Kunststoffbeuteln, die in

geloster Form von den Erythrozyten aufgenommen werden.

4.4 Lagerungszeit als Qualitatskriterium

Die erforderlichen Qualitdtsnormen kénnen mit den heutigen Konservierungsmethoden
auch nach langen Lagerungszeiten erflllt werden. Durch Standardisierung der
Herstellungsablaufe ist eine gleichbleibende Qualitdt von Blutprodukten zu erreichen.
Dennoch gibt es in der Literatur immer wieder die Empfehlung, Erythrozytenpraparate
mit kurzen Lagerungszeiten zu verwenden.

Patienten mit chronischer Andmie oder mit Niereninsuffizienz sollten kurz gelagerte
Blutkonserven erhalten, um langere Transfusionsintervalle zu erzielen (Walther-Wenke,
G. et a 2001), gleichzeitig wird die Kaliumbelastung gemindert.

Bestrahlte Prégparate werden nach kurzer Lagerungszeit angewendet wegen der
strahlungsbedingten extrazelluléren Kaliumerhohung (Bundesministerium fir Gesund-
heit 1993).

Fur Massivtransfusionen werden frische Erythrozytenkonzentrate empfohlen, um die
Saurebelastung zu verringern und wegen der 2,3-DPG-Verarmung (Diphosphoglycerat)
mit dadurch verzogerter Sauerstoffabgabe (Lachtermann, E., Zander, R. 2001; Zander,
R., Simpelmann, R. 2001). Dies mindert gleichzeitig die Kaliumzufuhr.

Die Transfusion nach kurzer Lagerungszeit ist ein Qualitatskriterium, welches mit den
heutigen Moglichkeiten der Logistik zwischen Produkthersteller und Krankenhaus als
Anwender angestrebt werden sollte. Winschenswert sind Organisationsstrukturen, die
kurze Lagerungszeiten ermoglichen. Die heutigen technischen Méglichkeiten kdnnen so
genutzt werden, um Erythrozytenpréparate mit langerer Lebensféhigkeit und besserer
Funktion bereitstellen zu konnen.

Das Gesamthamoglobin représentiert die therapeutische Dosis, jedoch nur im Ilebens-
fahigen Erythrozyten. Die Lebensfahigkeit der gesunden Erythrozyten betrégt in vivo
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120 Tage. Sie wird durch Kihlung und Lagerung in Additiviosung nicht wesentlich
verlangert. Rechnerisch bedeutet das einen Erythrozytenverlust pro Lagerungstag von
fast 1%, sodass am Ende der Lagerungszeit rechnerisch schon 2 Erythrozyten-
konzentrate transfundiert werden muissten, um diesen Erythrozytenverlust auszu-
gleichen.

Inwieweit nicht-lebensfahige Erythrozyten im Empfanger Nachtelle bewirken, ist bisher
nicht untersucht. Man weil3, dass die in der Konserve vorhandenen abgestorbenen oder
ladierten Erythrozyten in den ersten 24 Stunden nach der Transfusion im Empfénger-
organismus abgebaut werden (Sachs, U., Bux, J. 2004). Starke Normabweichungen von
der Erythrozytenverformbarkeit fiihren ebenfalls zur Zellaussortierung im Empfanger
(Mollison, P. L. et a 1993). Dies passiert vorwiegend extravasal im RES (retikulo-
endotheliales System = Milz, Leber, Knochenmark) durch Makrophagen und Mono-
zyten, circa 10-20% der Erythrozyten werden durch intravasale Hamolyse mit
Freisetzen des Hamoglobins abgebaut. Die restlichen Erythrozyten rekonstituieren sich
in dieser Zeit und atern normal. Daher wird gefordert, dass mehr als 75% der
transfundierten Erythrozyten nach 24 Stunden im Empféngerkreislauf vorhanden sein

mussen (Bundesministerium fur Gesundheit 1995).



5 Zusammenfassung

Ausgewertet wurden die im Rahmen der Qualitdtskontrolle am Zentrum fir
Transfusions-medizin MUnster archivierten Daten von Erythrozytenkonzentraten der
Jahre 1985-2004 (Volumen, Hamatokrit, Gesamthamoglobin, extrazellulédres
Hamoglobin, Hamolyserate, Adenosintriphosphat, Leukozyten, Kaliumkonzentration,
pH-Wert und Thrombozyten) unter besonderer Berlicksichtigung der zeitlichen
Zusammenhange zu veranderten Aufbereitungsmethoden.

Zunéchst wurden Erythrozytenkonzentrate bis zu 4 Wochen in CPD-Plasma-Ldsung
gelagert, mit der Einfuhrung der Additiviosungen SAGM und PAGGSM wurden
gunstige Hamatokritwerte unter 0,7 I/l erreicht und léngere Lagerungszeiten bis zu 5,
beziehungsweise 6 Wochen ermdglicht.

Wéhrend eine Reduktion der Thrombozytenkontamination durch Abreicherung im
Buffy Coat zunehmend auf unter 10% der Ausgangsmenge moglich war, gelang eine
signifikante Leukozytenreduktion erst durch Einfuhrung von Inline-Filtern. Eine in der
Literatur hierdurch postulierte ginstige Beeinflussung anderer Qualitétsparameter
konnte nicht Uberzeugend dargestellt werden.

Bei integrierender Betrachtung der erhobenen Qualitdtsdaten Uber die Jahre bleibt fest-
zuhalten, dass eine ausreichende Menge Uberwiegend voll funktionsfahiger Erythro-
zyten jeweils zur Verfigung stand. Anderungen der Herstellungsverfahren hatten
letztlich Anderungen unterschiedlicher Gehalte an Plasma, Leukozyten, Thrombozyten
oder der Lagerungslosung zur Folge. Ermoglicht werden langere Lagerungszeiten. Die
Anforderungen an die Erythrozytenqualitét werden mit den heutigen technischen
Moglichkeiten auch bei 1angeren Lagerungszeiten erfullt.

Mogliche Bedeutungen und klinische Auswirkungen, wie in der Literatur beschrieben,
wurden diskutiert. Berticksichtigt man bekannte Lagerungsschéden und ihre Neben-
wirkungen, ist eine Qualitéatssteigerung moglich durch Erythrozytengabe nach méglichst

kurzen Lagerungszeiten.
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Lebenslauf

Birgit Voges-Hage

Bad Pyrmont

Allgemein

Schulbildung

Studium

Berufspraxis

Geb. 17.2.61 in Gottingen

Familienstand verwitwet, 2 Kinder

Staatsangehdrigkeit deutsch

1967-1971
1971-1980

1980/81

1981/82

1987/88

05/88

10/88-07/91

08/91-01/92

07/92-09/93

09/93-12/97
seit 1/98

Grundschule Bad Pyrmont
Humboldt-Gymnasium Bad Pyrmont

Zwei Semester Sozialwissenschaften in Gottingen
Beginn des Studiums der Medizin in Gottingen
Praktisches Jahr in Westerstede mit den Fachern
Innere Medizin, Chirurgie und Neurologie
Beendigung des Studiums der Medizin mit dem 3.
Abschnitt der Arztlichen Prufung

Assistenzérztin an der Fachklinik Friedrichshohe der
Landesversicherungsanstalt Hannover in Bad Pyrmont
Assistenzérztin an der Klinik ,Der Firstenhof“, Klinik
far Stoffwechselkrankheiten des Skelettsystems,
Endokrinologie, Orthopédie und Gynékologie in Bad
Pyrmont

Assistenzérztin an der Rose Klinik, Orthopédische
Rehabilitationsklinik in Bad Meinberg
Erziehungsurlaub

Entnahmeérztin beim DRK-Blutspendedienst West,

Zentrum fur Transfusionsmedizin Minster



