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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Studiendesign
In einer Pilotstudie wurde ein neues Blutzellseparationsverfahren (MCS+, Haemonetics) zur
Multikomponentenspende eingesetzt.
Folgende Fragestellungen sollten beantwortet werden:
1. Wie ist die Praktikabilitat des Verfahrens?
2. Wie ist die Qualitat der hergestellten Produkte?

Es wurden von 20 Spendern je ein Erythrozytenkonzentrat und ein Thrombozytenkonzentrat
hergestellt. Es wurden nicht nur die gesetzlichen Qualitatsvorgaben beriicksichtigt, sondern
zusatzliche Parameter zur Uberpriifung der Qualitat untersucht. Die Lagerung der
Erythrozytenkonzentrate betrug 49 Tage, die der Thrombozytenkonzentrate 5 Tage.

Laborkontrollen erfolgten alle 10 Tage bei den Erythrozytenkonzentraten, bei den

Thrombozytenkonzentraten an Tag 1, 3 und 5.

Material und Methodik

Bei n = 20 Spendern wurde bei einem diskontinuierlichen Spendeverfahren je ein
Erythrozytenkonzentrat und ein Thrombozytenkonzentrat gewonnen unter Beriicksichtigung
des Ausgangs-Vollblutvolumens des Spenders und dessen relevanter Blutwerte. Dabei
wurden die Richtlinien der Bundesarztekammer (BAK) fiir die Zulassung der Personen zur
Apherese und Vollblutspende als Einschlusskriterien angewandt.

Bei den Erythrozytenkonzentraten wurden nach Zugabe der Additiviésungen
Héamatokritwerte von 58% +/- 3,35 erreicht. Die Erythrozytenkonzentrate wurden dann uber
49 Tage bei 4°C gelagert. Der Gehalt der Thrombozytenkonzentrate lag bei
1.12%10° /I +/- 264,92 Thrombozyten pro Thrombozytenkonzentrat. Die Thrombozyten
wurden Uber 5 Tage bei Raumtemperatur auf einem Zellagitator gelagert.

Untersuchungen wurden bei den Thrombozytenkonzentraten an Tag 1, 3 und 5 bei den
Erythrozytenkonzentraten an Tag 0, 10, 20, 30, 40, 50 durchgefihrt.

Die Statistik wurde mit dem F - Test fir multiple Mittelwerte erstellt und in tabellarischer

Form und Boxblottgraphik dargestelit.
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Ergebnisse

Die Produkte waren alle leukozytendepletiert, es fand sich keine komplementaktivierende
Plattchenfunktion.Ebenso lagen samtliche erhobenen Werte innerhalb der von der BAK
geforderten Grenzen bzw. liberschritten den geforderten Mindestwert.

Lediglich der pH - Wert der Thrombozyten lag bei 7,46 +/- 0,09.

Der Zeitaufwand fur dieses Blutzellseparationsverfahren war sehr hoch, er lag bei 108 +/-3
Minuten. Es wurde ein Signifikanzniveau von p = 0,05 festgelegt, da in der Arbeit keine
Gaullsche Normalverteilung vorlag. Signifikant angestiegen waren die Ergebnisse fir
Thrombozyten/Erythrozytenkonzentrat, freies Hamoglobin, die Hamolyserate, das freie
Kalium, Viskositat, pH und Komplementsystem. Signifikant abgefallen waren die Ergebnisse
fur Blut - ATP, Hb - ATP, Kollagen-induzierte Thrombozyten, ADP - induzierte

Thrombozyten, ADP- und Suprarenin - induzierte Thrombozyten und den Plattchenfaktor 4.

Schlussfolgerung

Mit diesem Verfahren konnten qualitativ hochwertige Produkte hergestellt werden, sodass
kurzfristig die Nachfrage an EKs und TKs gedeckt werden konnte.

Vorteilhaft ist an diesem Verfahren eine geringere Zahl an unterschiedlichen Spendern und
durchgefiihrten Prozeduren, da ein Spender Erythrozyten und Thrombozyten wahrend einer
Spende gleichzeitig spenden kann. Dieses Verfahren gewadhrleistet eine hohere
Virussicherheit, weil ein Patient von einem Spender EK und TK erhélt. Fur
Schwerpunktkrankenh&user insbesondere Universitéatskliniken, die in der Regel zwischen 50-
70% ihrer Produkte zukaufen und deswegen zur Deckung des Bedarfs grundsatzlich Doppel-
Thrombozytenkonzentrate herstellen, wirkt sich dieses Verfahren giinstig auf die Haltbarkeit
der Thrombozytenkonzentrate aus.

Aulerdem muss flir hochpreisige Blutprodukte nur einmal die Virussicherheitsprifung
durchgefihrt werden

Aufgrund der hohen Personalbindung und der hohen Setpreise wird dieses Verfahren
insbesondere in Unikliniken mit hohem Bedarf an Blutprodukten und besonderen
Patientengruppen (Padiatrie/ Immunsupprimierten) eingesetzt werden.

Diese neue Methode der Multikomponenten- Spende ermdglicht es den Blutspende- Instituten
sich besser an der Nachfrage zu orientieren. Des Weiteren kénnen die rekrutierten Spender, je
nach gespendetem Produkt haufiger zur Spende zugelassen werden. (Thrombozyten dirfen
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haufiger gespendet werden, als Erythrozyten oder Vollblut, da die Thrombozytenregeneration
in vivo nicht so lange dauert.)

Daraus folgt, dass die Zahl der benétigten Spender geringer ist, als bei Vollblutspendern, um
bei diesem differenzierten Herstellen den Bedarf an den nachgefragten Produkten zu

garantieren.

Summary
Design of the study
In a pilot study, a new blood cell separation system (MCS+, Haemonetics) was used for
multiple donations.
Following questions had to be answered:

1. How practical is the procedure in question?

2. How high is the quality of the products?
Therefore, one RBC and one PC were taken from 20 donors. The statutory guidelines were
adhered to. However, in addition, other parameters were implemented to verify the obtained
quality.
The RBCs were stored for 49 days; the PCs were stored for 5 days.

Material and Method

n = 20 donors donated one RBC and one PC sample in a discontinuous donation procedure
respecting the original full blood volume of the donor and his relevant blood values, whereby
the guidelines of the German Medical Association (GMA) [in  German:
“Bundesarztekammer”, BAK] regarding the admission of persons to apheresis and full blood
donation were applied as criteria.

Afterwards, a supplementary solution of HCT (58%+/- 3.35) was added, followed by a
storage period of the RBCs for 49 days at a temperature of 4°C.

The content of the PCs was 1.12 *10%I platelets per PCs +/- 264.92. The platelets were stored
for 5 days at room temperature on a cell agitator.

There were inspections of the PCs on days 0, 3 and 5; the RBCs were monitored on days 0,
10, 20, 30, 40 and 50.
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The statistics were generated with the F-Test for multiple average values and presented in
table form and box plot graphics. The assumed level of significance was p = 0.05, because in
this study the normal values of Gauf? did not apply.

Significantly higher values of thrombocytes/RBC, free Hb, hemolysis, free potassium,
viscosity, pH and the complement system were found.

The results of blood - ATP, Hb - ATP, Collagen-induced thrombocytes, ADP-induced
thrombocytes, ADP- und Suprarenin-induced thrombocytes and the platelet factor 4 were

significantly lower.

Results

The products were leucocyte depleted, no complement activating function of platelets was
found.

Equally, all values were within the limits demanded by the GMA, or they were higher than
the minimum value. Only the pH-value of the PCs was beyond the required limits at
7.46+/- 0.09.

The time needed for the procedure of separating blood cells, however, was very long:
108+/-3 minutes.

Conclusion
This procedure helped produce high quality products which covered the demand for RBCs

and PCs. The foremost advantage of the procedure is the lower number of different donors
and of procedures executed, because RBCs and PCs can be taken from one donor at the same
time. This significantly reduces the risk of transferring blood-relevant germs, because a
patient can receive RBC and PC from the same donor.

Specialized hospitals, especially those affiliated with universities, normally must buy 50-70%
of their products. Therefore, this procedure is advantageous for them, because they usually
produce twice the amount of PCs to fulfil the demand, and this procedure will allow them
longer storage of the PCs.

Additionally, the virus security check of blood products will only need to be performed once.
Because of the extreme binding of staff and the high set prices, this procedure will be used

especially by university hospitals with a high demand for blood products, especially for
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particular groups of patients (pediatry/immuno-suppressed people). Thus, the level of
production can be closer to the demand.

Donors can give blood more often, depending on the collected product (RBCs can be donated
less often than thrombocytes, because the regeneration of thrombocytes in vivo is fast.)
Therefore, through the implementation of different production methods, the number of regular

donors needed to fulfil the demand for blood products will be less than before.



Einleitung

2. Einleitung

Mit der Entdeckung der Blutgruppen 1900 durch Karl Landsteiner (1868-1943) begonnen, hat
sich das Blutspendewesen seit 1950 zu einem eigenstandigen Fachgebiet entwickelt.

Die ersten Bluttransfusionen waren Direkttransfusionen, bei denen Spender- und
Empfangerkreislauf durch eine Verbindung unmittelbar verbunden waren.

In den 60er Jahren kamen Flaschen, anschlieRend Beutel.

Erfahrungen und Kenntnisse haben zu einer Ausweitung der Einsatzmoglichkeiten gefihrt.
Mit dem Aphareseverfahren wurden bisher entweder Plasma, Erythrozytenkonzentrate oder
Thrombozytenkonzentrate hergestellt.

Mit der Multikomponentenspende werden von einem Spender Erythrozytenkonzentrat und
Thrombozytenkonzentrat gleichzeitig gewonnen.

Auch hier gibt es wieder das Bestreben durch modernere, ausgefeiltere Technik fir
Gewinnung, Lagerung und Anwendung der Produkte die Kosten niedrig und gleichzeitig die
Qualitat und Sicherheit hoch zu halten. Zellseparatoren wurden entwickelt, die, unterstitzt
durch ein Computerprogramm, die Qualitat der gewonnenen Produkte so standardisieren und
optimieren.

Blutprodukte sind in Deutschland Arzneimittel, deren Herstellung gesetzlichen Vorgaben
unterliegt. (AMG = Arzneimittelgesetz, TFG = Transfusionsgesetz, PharmBetr =
Pharmabetriebsverordnugsrichtlinien)

Das untersuchte Spendeverfahren ist eine ,,Multikomponentenspende®, mit der von einem
einzigen Spender sowohl ein Thrombozytenkonzentrat als auch ein Erythrozytenkonzentrat

gewonnen werden kann.

Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:
1. Wie ist die Praktikabilitat des Verfahrens?
2. Wie ist die Qualitat der hergestellten Produkte?



Material und Methodik

3. Material und Methodik

3.1 Allgemeine Spenderauswahl

nach einer Validierungsphase der Mutlitkomponentenspende und Aphareseprozedur im ersten
Quartal 2002 folgte dann die Untersuchungsperiode.

Bei n=20 Spendern im Alter von 21 bis 62 Jahren wurde im Zeitraum vom 04. Marz bis 22.
Marz 2002 im Institut fir Hamostaseologie und Transfusionsmedizin/Blutspendedienst der
Universitatskliniken  Homburg/Saar eine  Multikomponentenspende mit  der  der
MCS+7Haemonetics durchgefthrt.

Bei Prufung der Spendetauglichkeit wendeten wir die Kriterien und Anforderungen der
Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutprodukten (Hd&motherapie) (1) an.

Anforderungen / Kriterien (1)

Héamoglobin und/oder Hdmatokrit im Spenderblut: Frauen: 125 g/l oder 0,38 I/l
Ménner: 135 g/l oder 0,40 I/l

Alter: 18 — 68 Jahre
Korpergewicht: mindestens 50 kg
Blutdruck: systolisch 100 — 180 mmHg
diastolisch unter 100 mmHg
Frequenz: unauffallig, Frequenz 50 — 110 / Minute
Temperaturmessung: kein Fieber
Gesamteindruck: keine erkennbaren Krankheitszeichen
Haut der Punktionsstelle: frei von L&sionen
Hygiene

Das untersuchte Spendeverfahren ist eine ,,Multikomponentenspende®, mit der von einem
einzigen Spender Thrombozytenkonzentrate und Erythrozytenkonzentrate gewonnen werden
kénnen.

Diese zwei verschiedenen Produkte werden schon wéhrend des Spendeverfahrens
vollautomatisch in dem geschlossenen System der Separationsmaschine getrennt. So kann
gewahrleistet werden, dass es wahrend der Trennung der Produkte nicht zu einer

Kontamination der Produkte und auch nicht zu einer Gefahrdung des medizinischen Personals
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kommt. Gleichzeitig hat die vollautomatische Gewinnung den Vorteil, dass die
Qualitatsschwankungen der gewonnen Produkte minimiert werden konnten, weil das
Uberpriifen von Produktvolumen und Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrationen
waéhrend der Spende durch eine ausgefeiltes Computerprogramm uberpriift und gemessen

werden kann.

Zeit

Zu nennen ist zum Beispiel der Zeitaufwand der einzelnen Spende, den man noch einmal
unterscheiden kann in die eigentliche Spendedauer und die Vorbereitung der Maschine. Zur
Vorbereitung der Maschine gehort das Installieren der kommunizierenden Sammelbeutel, das
so genannte Laden, und das Eingeben der personenbezogenen Spenderdaten, wie Gewicht,
Geschlecht, Alter und vorher gemessene relevante Blutwerte, damit das Programm flr den
jeweiligen Spender die benétigte Zyklenanzahl und die Spendezeit ermitteln kann, die
notwendig sind, qualitativ hochwertige, den Richtlinien entsprechende Produkte herstellen zu

kodnnen.

3.2. Apharesesystem
das Haemonetics-MCS + LN09000-220E/ED leukozytendepletierte Thrombozyten
und Erythrozyten -LDPRC — Protokoll

Einzelheiten des Spendeverfahrens finden sich im Anhang
Lagerung und Verwendung von Erythrozyten
Die EK werden bei +4°C in Kihlraumen mit fortlaufender Temperaturregistrierung gelagert.

Die Verwendbarkeit der EK ist auch mit der Additiviossung SAG-M, die eine langere
Haltbarkeit ermdglicht, auf 42 Tage beschrénkt.
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Qualitatskriterien von leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentrate finden sich in

folgender Tabelle

Préparat Volumen |Hkt I/l Gesamt-Hb | Rest- Restplasma | Hdmolyse
(ml) (g; mmol) | Leukozyten |(ml) (%)

Leukozyten- | 200- 350 |0,50-0,70 |>40 <1*10° <25 <0,8

Depletiertes (>24,8

EK mmol)

Qualitatskriterien von leukozytendepletierten Thrombozytenkonzentraten finden sich in

folgender Tabelle

Praparat Volumen | Thrombozyten- | Restleuko- | Restery- | pH | visuelle
zahl zyten throzyten Kontrolle

leukozyten- | 250 ml | >60 * 10% <0,5*10% | <0,5*10% | 6,5- | unversehrt

depletiertes Einheit Einheit Einheit 7,4

TK
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3.3. Labormethoden

Es wurden folgende Parameter bestimmt. Eine Ubersicht findet sich in folgender Tabelle.

Einzelheiten zur Methodik finden sich im Anhang.

Ubersicht der verwendeten Gerite, Reagenzien und Kits

GERAT REAGENZ KITHERSTELLER
Blutbild Sysmex
Erythrozytenaggregation Myrene

Blutviskositatsmessung

Fresenius Drei
Eichen

induzierte Wolf Greiner
Thrombozytenaggregation | Biochemica
GmbH Flacht
ATP Sigma Diagnostics | Sigma Diagnostics
PF4 Boehringer
Mannheim,
Diagnostika Stago
Human- Enzygnost
Thrombin/Antithrombinlll- TATmicro der Firma
Komplex DADE Behring
Elastase Diagnostica
MERCK
Anaphylatoxin C5a AURICA DRG
DIAGNOSTICS
R-Thromboglobulin Boehringer
Mannheim,

Diagnostika Stago
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3.4. verwendete Statistik

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde der F - Test fur multiple Mittelwerte
angewendet.

Die statistische Auswertung wurde mit dem Computerprogramm

Apple Mathematica Version 2.2 erstellt. Das Signifikanzniveau betrug 0,05 (5%).

Hier der Standard-Boxplot.

—_ 4+——  90%-Perzentile

+——  T7i%-Perzentile

M ittelwert -

L +——  Median

*+—  25%-Perzentile

— b m— I1EI‘?=€:--F'erzentile
Standard-Baxplot
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4. Ergebniss

e

4.1 Gesamt-RBC/Erythrozytenkonzentrat

Tabelle 4.1.1: Gesamt-RBC/Erythrozytenkonzentrat Uber den gesamten Messzeitraum

Ergebnisse

Tag0 ([Tag 10 [Tag20 (Tag 30 ([Tag40 [Tag 50
Mittelwert 1,85x10°[1,86x10°|1,84x10°(1,87x10°[1,88x10°11,87x10°
Standardabweichung 1,25x10°%1,29x10°[1,27x10°1,32x10°[1,36x10°[1,22x10°
Minimum 1,57x10°[1,58x10°|1,58x10%1,61x10°1,61x10°[1,59x10°
Maximum 2,01x10%2,03x10°2,03x10°R,07x10%2,05x10°2,02x10°

Die Erythrozyten/Erythrozytenkonzentrat mit einem Wert von 1,85x10%+/- 1,25x10° bleiben

uber den gesamten Messraum von 49 Tagen konstant, wie in Tabelle 4.1.1 und Abbildung 4.1

ersichtlich ist.

Abbildung 4.1: Gesamt-RBC/Erythrozytenkonzentrat Uber den gesamten

Messzeitraum

2,100

20x10°

/EK

=

yihrozyten

&1 Bt

1,7x10°

1 Gixi?

19%10%

= J_ T

Tag0 Tagld  Tag20) Tagad  Tagdd  Tagdd

Tabelle 4.1.2: Statistik fir Gesamt-RBC/Erythrozytenkonzentrat Giber den gesamten

Messraum
Multip-F-Test
F-Wert 0,347486
F-Grenzwert 2,29843

Kein signifikanter Unterschied
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4.2 Gesamthamoglobin/Erythrozytenkonzentrat

Tabelle 4.2.1: Gesamt - Hamoglobin Gber den gesamten Messraum in [g]

Tag0 Tag 10 Tag 20 Tag 30 Tag 40 Tag 50
Mittelwert 55,04 54,86 54,92 55,17 55,41 55,18
Standardabweichung 3,73 3,65 3,53 3,71 3,67 3,57
Minimum 46,78 47,07 47,36 47,07 47,36 47,07
Maximum 61,77 61,49 60,93 61,49 60,93 60,93

Das Gesamthdmoglobin bleibt mit einem Wert von 55,04 g +/- 3,73 an Tag O (ber den
gesamten Messraum von 49 Tagen konstant, wie in Tabelle 4.2.1 und Abbildung 4.2
ersichtlich ist.

Abbildung 4.2: Gesamt - Hamoglobin Gber den gesamten Messraum in [g]

&0

55

GasamtHIXEK

50 ==

45

Tag0 Tagild  Tag2d  Tag2)  Tag4d  Tagsd

Tabelle 4.2.2: Statistik fir Gesamt-Hb Uber den gesamten Messraum

Multip-F-Test
F-Wert 0,0558494
F-Grenzwert 2,29843

Kein signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des Gesamt - Hb im Verlauf der

Lagedauer keinen signifikanten Unterschied nachweisen.
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4.3 Thrombozyten/Erythrozytenkonzentrat

Tabelle 4.3.1: Thrombozyten/Erythrozytenkonzentrat tiber den gesamten Messraum in

[10%/u1]
Tag0 | Tag10 | Tag20 | Tag30 | Tag40 Tag 50
Mittelwert 2,95 3,37 3,84 7,32 4,89 7,21
Standardabweichung 2,12 2,17 3,27 2,00 2,87 3,24
Minimum 0,00 0,00 0,00 4,00 2,00 2,00
Maximum 7,00 8,00 15,0 11,0 12,0 14,0

Die Thrombozyten/Erythrozytenkonzentrat nehmen Uber den gesamten Messraum von 49
Tagen zu, wie in Tabelle 4.3.1 und Abbildung 4.3 ersichtlich ist.

Abbildung 4.3: Tshrombozyten/Erythrozytenkonzentrat Uber den gesamten Messraum in
[10°/ul]

Thromkozytan EK
o
_|
—

TTT

TagO TagiD  Tag=D  Tagdd Tagdd  Tagdo

Tabelle 4.3.2: Statistik fir Thrombozyten/Erythrozytenkonzentrat

Multip-F-Test
F-Wert 9,92285
F-Grenzwert 2,29843

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der Thrombozyten im
Erythrozytenkonzentrat im Verlauf der Lagedauer einen signifikanten Anstieg nachweisen
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4.4 Erythrozyten/ul

Tabelle 4.4.1: Erythrozyten in [/ul] Gber den gesamten Messraum

Tag0 Tag 10 Tag 20 Tag 30 Tag 40 Tag 50
Mittelwert 6,41 6,44 6,40 6,48 6,53 6,49
Standardabweichung 0,44 0,45 0,43 0,45 0,47 0,42
Minimum 5,41 5,44 5,45 5,54 5,53 5,46
Maximum 7,04 7,18 7,00 7,09 7,10 7,14

Die Erythrozytenzahl/ul bleibt mit einem Wert von 6,41*106 /pl an Tag 0 6,49/ul Gber den
gesamten Messraum von 49 Tagen konstant, wie in Tabelle 4.4.1 und Abbildung 4.4
ersichtlich ist.

Abbildung 4.4: Erythrozyten in [* 106/ul] Gber den gesamten Messraum
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Tabelle 4.4.2: Statistik fur Erythrozyten/pl

Multip-F-Test
F-Wert 0,347486
F-Grenzwert 2,29843

Kein signifikanter Unterschied

Der F- Test fir multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der Erythrozyten/ul im Verlauf der

Lagedauer keinen signifikanten Unterschied nachweisen

-15-




Ergebnisse

4.5 Hamoglobin tber den gesamten Messraum

Tabelle 4.5.1: Hamoglobin Uber den gesamten Messraum in [g/dl]

Tag0 | Tagl0 | Tag20 | Tag30 | Tag40 | Tag50
Mittelwert 19,11 19,04 19,06 19,15 19,23 19,15
Standardabweichung 1,28 1,26 1,20 1,25 1,24 1,22
Minimum 16,10 16,20 16,30 16,20 16,30 16,20
Maximum 21,90 21,80 21,60 21,80 21,60 21,60

Das Hamoglobin bleibt mit einem Wert von 19,11+/- 1,28 g/dl an Tag 1 Uber den gesamten
Messraum von 49 Tagen konstant, wie aus Tabelle 4.5.1 und Abbildung 4.5 ersichtlich ist.

Abbildung 4.5: Hamoglobin Uber den gesamten Messraum in [g/dl]
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Tabelle 4.5.2: Statistik fir Hamoglobin

Multip-F-Test
F-Wert 0,0558494
F-Grenzwert 2,29843

Kein signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des Hamoglobins im
Erythrozytenkonzentrat im Verlauf der Lagedauer keinen signifikanten Unterschied

nachweisen.
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Ergebnisse

4.6 Hamatokrit

Tabelle 4.6.1: Hamatokrit tber den gesamten Messraum in [%0]

Tag 0 Tag 10 Tag 20 Tag30 | Tag40 | Tag50
Mittelwert 58,0 56,87 56,76 58,52 59,24 59,71
Standardabweichung 3,35 3,57 3,45 3,81 3,84 3,65
Minimum 47,00 45,90 46,20 47,50 47,80 48,60
Maximum 62,40 62,90 62,20 64,80 65,30 66,70

Das Hb nimmt tber den gesamten Messraum von 49 Tagen zu, wie aus Tabelle 4.6.1 und
Abbildung 4.6 ersichtlich ist, jedoch konnte kein signifikanter Anstieg gemessen werden.

Abbildung 4.6: Hamatokrit Gber den gesamten Messraum in [%0]
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Tabelle 4.6.2: Statsitk fur Hamatokrit

Multip-F-Test
F-Wert 2,12241
F-Grenzwert 2,29843

Kein signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des Héamatokrits im
Erythrozytenkonzentrat im Verlauf der Lagedauer keinen signifikanten Unterschied

nachweisen.
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Ergebnisse

4.7 Freies Hamoglobin

Tabelle 4.7.1: Freies Hamoglobin Gber den gesamten Messraum in [mg/l]

Tag 0 Tag 10 Tag 20 Tag 30 Tag 40 Tag 50
Mittelwert 266,89 328,21 444,84 486,63 593,26 978,74
Standardabweichung| 294,55 320,80 452,58 544,45 608,40 791,09
Minimum 55,00 80,00 132,00 137,00 136,00 166,00
Maximum 1055,00 | 1089,00 | 1818,00 | 2355,00 | 2701,00 | 3088,00

Das freie Hamoglobin nimmt tber den gesamten Messraum von 49 Tagen signifikant zu, wie
in Tabelle 4.7.1 und Abbildung 4.7 ersichtlich ist.

Abbildung 4.7: freies Hamoglobin tber den gesamten Messraum in [mg/l]
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Tabelle 4.7.2: Statistik fur freies Hamoglobin

Multip-F-Test
F-Wert 4.3702
F-Grenzwert 2,29843

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte hat hinsichtlich des freien Hamoglobins im
Erythrozytenkonzentrat im Verlauf der Lagedauer einen signifikanten Unterschied

nachgewiesen
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Ergebnisse

4.8 Hamolyserate

Tabelle 4.8.1: Hamolyserate Uber den gesamten Messraum in [%]

Tag0 Tag1l0 | Tag20 | Tag30 | Tag40 | Tag50
Mittelwert 0,0055 0,0071 0,0096 0,01 0,01 0,02
Standardabweichung 0,0056 0,0066 0,0062 0,01 0,01 0,02
Minimum 0,0018 | 0,0027 | 0,0040 0,00 0,00 0,01
Maximum 0,0197 0,0209 0,0384 0,05 0,05 0,07

Die Hamolyserate steigt wahrend des gesamten Messraums signifikant an, wie in Tabelle
4.8.1 und Abbildung 4.8 ersichtlich ist.

Abbildung 4.8: Hamolyserate tUber den gesamten Messraum in [%0]
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Tabelle 4.8.2 Statistik fur Hamolyserate Giber den gesamten Messraum

Multip-F-Test
F-Wert 4,29786
F-Grenzwert 2,29843

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der Hamolyserate im Verlauf der

Lagedauer einen signifikanten Anstieg nachweisen.
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Ergebnisse

4.9 Freies Kalium

Tabelle 4.9.1: Kalium tber den gesamten Messraum in [mmol/l]

Tag 0 Tag 10 Tag 20 Tag 30 Tag 40 Tag 50
Mittelwert 2,10 23,61 37,75 48,14 54,34 61,00
Standardabweichung 0,26 3,86 4,90 5,42 5,82 6,35
Minimum 1,70 15,6 26,70 34,30 38,00 42,50
Maximum 2,50 31,6 45,40 55,90 60,70 68,80

Das Kalium steigt im gesamten Messraum signifikant an, wie in Tabelle 4.9.1 und
Abbildung 4.9 ersichtlich ist.

Abbildung 4.9: Kalium tber den gesamten Messraum in [mmol/I]
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Tabelle 4.9.2: Statistik fur Kalium tber den gesamten Messraum

Multip-F-Test
F-Wert 383,124
F-Grenzwert 2,29843

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des Kaliums tber den gesamten
Messraum einen signifikanten Anstieg nachweisen.
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Ergebnisse

4.10 Blut-ATP

Tabelle 4.10.1: Blut-ATP Uber den gesamten Messraum in [mmol/dl]

Tag 0 Tag 10 Tag 20 Tag 30 Tag 40 Tag 50
Mittelwert 35,35 35,85 34,14 33,73 30,02 22,87
Standardabweichung 3,79 5,96 4,43 5,65 5,50 4,66
Minimum 28,10 24,40 28,50 24,10 21,70 14,70
Maximum 43,60 45,60 44,60 43,10 39,90 32,00

Der Blut-ATP-Gehalt nahm (ber den gesamten Messraum signifikant ab, wie in Tabelle
4.10.1 und Abbildung 4.10 ersichtlich ist.

Abbildung 4.10: Blut-ATP Uber den gesamten Messraum in [mmol/dl]
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Tabelle 4.10.2: Statistik fur Blut-ATP tber den gesamten Messraum

Multip-F-Test
F-Wert 69,4517
F-Grenzwert 2,3186

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des Blut-ATP im Verlauf der
Lagedauer einen signifikanten Abfall nachweisen.
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Ergebnisse

4.11 H&moglobin-ATP

Tabelle 4.11.1: Hamoglobin-ATP Uber den gesamten Messraum in [mol/g Hb]

Tag 0 Tag 10 Tag 20 Tag 30 Tag 40 Tag 50
Mittelwert 1,86 1,89 1,77 1,77 1,57 1,20
Standardabweichung 0,21 0,30 0,25 0,35 0,33 0,28
Minimum 1,48 1,25 1,43 1,16 1,01 0,71
Maximum 2,27 2,27 2,22 2,25 2,12 1,84

Das Hamoglobin-ATP féllt Gber den gesamten Messraum signifikant ab, wie aus
Tabelle 4.11.1 und Abbildung 4.11 ersichtlich ist.
Abbildung 4.11: Hamoglobin—ATP Uber den gesamten Messraum in [mol/g Hb]
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Tabelle 4.11.2: Statistik fur Hamoglobin-ATP tber den gesamten Messraum

Multip-F-Test
F-Wert 777,331
F-Grenzwert 2,31686

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des H&moglobin-ATP einen

signifikanten Abfall nachweisen.
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Ergebnisse

4.12 Viskositat

Tabelle 4.12.1: Viskositat tber den gesamten Messraum in [mPas]

Tag0 | Tag1l0 | Tag20 | Tag30 | Tag40 | Tag50
Mittelwert 4,95 5,16 5,57 5,78 6,08 6,63
Standardabweichung 0,65 0,69 0,73 0,83 0,92 1,10
Minimum 3,60 3,80 4,10 4,30 4,20 4,30
Maximum 6,60 7,00 7,50 7,70 8,30 8,80

Die Viskositat nimmt im gesamten Messraum von 49 Tagen zu, wie in Tabelle 4.12.1 und
Abbildung 4.12 ersichtlich ist.

Abbildung 4.12: Viskositat Gber den gesamten Messraum in [mPas]
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Tabelle 4.12.2: Statistik fur Viskositat Gber den gesamten Messraum

Multip-F-Test
F-Wert 10,5838
F-Grenzwert 2,29843

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der Viskositat im Verlauf der

Lagedauer einen signifikanten Anstieg nachweisen.
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Ergebnisse

4.13 Ristocetin-induzierte Thrombozyten

Tabelle 4.13.1: Ristocetin-induzierte Thrombozyten Uber den gesamten Zeitraum in [%]

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 98,75 94,5 93,75
Standardabweichung 4,55 6,86 10,99
Minimum 80 80 55
Maximum 100 100 100

Die Ristocetin-induzierten Thrombozyten mit einem Wert von 98,75% +/- 4,55 an Tag 0

bleiben Uber den gesamten Messraum von 5 Tagen konstant.

Abbildung 4.13: Ristocetin-induzierte Thrombozyten Uber den gesamten Zeitraum
in [%0]
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Tabelle 4.13.2: Statistik fir Ristocetin-induzierte Thrombozyten

Multip-F-Test
F-Wert 2,31368
F-Grenzwert 3,15884

Kein signifikanter Unterschied

Der F-Test fir multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der Ristocetin-induzierten

Thrombozyten im Verlauf der Lagedauer keinen signifikanten Unterschied nachweisen.
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Ergebnisse

4.14 Kollagen-induzierte Thrombozyten

Tabelle 4.14.1: Kollagen-induzierte Thrombozyten tber den gesamten Messraum in [%]

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 92,25 64,95 46,60
Standardabweichung 11,41 31,39 28,62
Minimum 60 0 0
Maximum 100 100 100

Die Prozentzahl der Kollagen-induzierten Thrombozyten nahm (ber den gesamten Messraum
signifikant ab.

Abbildung 4.14: Kollagen-induzierte Thrombozyten Uber den gesamten Messraum
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Tabelle 4.14.2: Statistik fur Kollagen-induzierte Thrombozyten

Multip-F-Test
F-Wert 16,3639
F-Grenzwert 3,15884

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der Kollagen-induzierten

Thrombozyten einen signifikanten Abfall im Verlauf der Lagedauer nachweisen.

25-




Ergebnisse

4.15 ADP-induzierte Thrombozyten

Tabelle 4.15.1: ADP-induzierte Thrombozyten tiber den gesamten Messraum in [%0]

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 95,50 63,90 59,40
Standardabweichung 7,24 19,45 22,37
Minimum 80 30 20
Maximum 100 100 95

Die Prozentzahl der ADP-induzierten Thrombozyten nahm Uber den gesamten Messraum
signifikant ab, wie aus Tabelle 4.15.1 und Abbildung 4.15 ersichtlich ist.
Abbildung 4.15: ADP-induzierte Thrombozyten Uber den gesamten Messraum in [%6]
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Tabelle 4.15.2: Statistik fir ADP-induzierte Thrombozyten

Multip-F-Test
F-Wert 24,9403
F-Grenzwert 3,15884

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der ADP-induzierten Thrombozyten

einen signifikanten Abfall nachweisen.
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Ergebnisse

4.16 ADP- und Suprarenin-induzierte Thrombozyten

Tabelle 4.16.1: ADP- und Suprarenin-induzierte Thrombozyten Uber den gesamten

Messraum in [%0]

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 94,75 72,75 75,40
Standardabweichung 6,78 25,98 14,22
Minimum 80 0 20
Maximum 100 100 100

Die Prozentzahl der ADP- und Suprarenin-induzierten Thrombozyten fiel Gber den gesamten
Messraum signifikant ab.
Abbildung 4.16: ADP- und Suprarenin-induzierte Thrombozyten tGber den gesamten

Messraum in [%0]
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Tabelle 4.16.2: Statistik fur ADP- und Suprarenin-induzierte Thrombozyten

Multip-F-Test
F-Wert 7,93668
F-Grenzwert 3,15884

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der ADP- und Suprarenin-induzierten

Thrombozyten einen signifikanten Abfall nachweisen.
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Ergebnisse

4.17 pH-Wert der Thrombozyten

Tabelle 4.17.1: pH der Thrombozytenkonzentrate tGiber den gesamten Messraum

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 7,46 7,6 7,6
Standardabweichung 0,09 0,09 0,11
Minimum 7,3 7,4 7,4
Maximum 7,6 7,7 7,9

Der pH-Wert stieg iber den gesamten Messraum signifikant an, wie aus Tabelle 4.17.1 und
Abbildung 4.17 ersichtlich ist.

Abbildung 4.17: pH der Thrombozytenkonzentrate Gber den gesamten Messraum
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Tabelle 4.17.2: Statistik fur pH-Wert
Multip-F-Test
F-Wert 14,618
F-Grenzwert 3,15884

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des pH-Wertes einen signifikanten
Anstieg nachweisen.
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Ergebnisse

4.18 Thrombozyten

Tabelle 4.18.1: Thrombozyten tiber den gesamten Messraum in [pl-1]

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 1121,05 1147,55 1120,90
Standardabweichung 264,92 261,68 245,98
Minimum 570 590 584
Maximum 1688 1746 1574

Die Thrombozytenzahl blieb mit einem Anfangswert von 1121,05/ul +/- 264,92 Uber den

gesamten Messraum von 5 Tagen konstant, wie aus Tabelle 4.18.1 und Abbildung 4.18
ersichtlich ist.

Abbildung 4.18: Thrombozyten Uber den gesamten Messraum in [ul-1]
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Tabelle 4.18.2: Statistik fur Thrombozyten

Multip-F-Test
F-Wert 0,0709218
F-Grenzwert 3,15884

Kein signifikanter Unterschied

Der F-Test fir multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der Thrombozyten/ul ber den

gesamten Messraum keinen signifikanten Unterschied nachweisen.
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Ergebnisse

4. 19 B-Thromboglobulin

Tabelle 4.19.1: B-Thromboglobulin Gber den gesamten Messraum in [1U/pl]

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 241,88 242,55 243,31
Standardabweichung 12,83 11,43 10,29
Minimum 219,012 224,973 226,804
Maximum 267,821 269,746 260,746

Das B-Thromboglobulin blieb mit einem Anfangswert von 241,88 1U/ul +/- 12,83 (ber den
gesamten Messraum von 5 Tagen konstant, wie aus Tabelle 4.19.1 und Abbildung 4.19
ersichtlich ist.

Abbildung 4.19: B-Thromboglobulin Gber den gesamten Messraum in [1U/ul]
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Tabelle 4.19.2: Statistik fur B-Thromboglobulin

Multip-F-Test
F-Wert 0,0025739
F-Grenzwert 3,18261

Kein signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des B-Thromboglobulin tber den

gesamten Messraum keinen signifikanten Unterschied nachweisen.
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Ergebnisse

4.20 Elastase

Tabelle 4.20.1: Elastase Uber den gesamten Messsraum in [ug/l]

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 45,7 58,4 34,7
Standardabweichung 27,1 48,5 18,1
Minimum 1,50 2,40 2,10
Maximum 102 186 76,4

Die Elastase blieb mit einem Anfangswert von 45,7 ug/l +/- 27,1 Uber den gesamten
Messraum von 5 Tagen konstant, wie aus Tabelle 4.20.1 und Abbildung 4.20 ersichtlich ist.

Abbildung 4.20: Elastase Uber den gesamten Messraum in [jg/l]
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Tabelle 4.20.2: Statistik fur Elastase

Multip-F-Test
F-Wert 247237
F-Grenzwert 3,15884

Kein signifikanter Unterschied

Der F-Test fir multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich der Elastase ber den gesamten

Messraum keinen signifikanten Unterschied nachweisen.
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Ergebnisse

4.21 Thromboglobin-Anti-Thromboglobulin

Tabelle 4.21.1: Thromboglobin-Anti-Thromboglobulin tber den gesamten Messraum in

[ug/l]
Tag0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 6,18 3,64 3,63
Standardabweichung 13,5 8,10 7,42
Minimum 25,2 6,10 6,80
Maximum 58,3 3,65 3,32

Die Thromboglobin—Anti-Thromboglobulin-Werte fielen (ber den gesamten Messraum ab,
jedoch konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden, wie aus Tabellen 4.21.1
und 4.21.2 sowie der Abbildung 4.21 ersichtlich ist.

Abbildung 4.21: Thromboglobin-Anti-Thromboglobulin Gber den gesamten Messraum

in [ng/l]

TagO Tag2 Tags

Tabelle 4.21.2: Statistik fur Thromboglobin-Anti-Thromboglobulin

Multip-F-Test
F-Wert 0,41004
F-Grenzwert 3,16499

Kein signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des Thromboglobin—Anti-
Thromboglobulin  Gber den gesamten Messraum keinen signifikanten Unterschied

nachweisen.
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Ergebnisse

4.22 Cha

Tabelle 4.22.1: C5a uber den gesamten Messraum in [g/l]

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 0,610 1,040 1,33
Standardabweichung 0,370 0,784 1,06
Minimum 0,173 0,037 3,11
Maximum 1,600 3,270 4,41

Die Konzentration des C5a stieg Uber den gesamten Messraum an von durchschnittlich 0,61
g/l an Tag0 auf 1,33 g/l an Tag5, wie aus Tabelle 4.22.1 und Abbildung 4.22 ersichtlich ist.
Abbildung 4.22: C5a tUber den gesamten Messraum in [g/1]
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Tabelle 4.22.2: Statistik fir Cba

Multip-F-Test
F-Wert 3,86803
F-Grenzwert 3,16499

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte fiir die Konzentration des C5a uber den gesamten

Messraum einen signifikanten Anstieg nachweisen.
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Ergebnisse

4.23 PF4

Tabelle 4.23.1: PF4 tber den gesamten Messraum in [1U/pl]

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Mittelwert 113 103,15 99,1
Standardabweichung 10,2 8,35 6,97
Minimum 91,3 88,382 86,168
Maximum 131 116,264 111,455

Die Konzentration des PF4 sank Uber den gesamten Messraum von 5 Tagen ab von initial
durchschnittlich 113 1U/ul auf 99,1 1U/ul im Mittel an Tag 5 ab, wie aus Tabelle 4.23.1 und
Abbildung 4.23 ersichtlich ist.

Abbildung 4.23: PF4 tGber den gesamten Messraum in [1U/ul]
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Tabelle 4.23.2: Statistik fur PF4
Multip-F-Test
F-Wert 11,6232
F-Grenzwert 3,18261

signifikanter Unterschied

Der F-Test fur multiple Mittelwerte konnte hinsichtlich des PF4 einen signifikanten Abfall

nachweisen.
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Ergebnisse

Zusammenfassen der Ergebnisse

Tag 1

Ende der
Haltbarkeit

Unterschied

Thrombozyten/

Erythrozytenkonzentrat

2,95+/-2,12*10%/l

7,21+/-3,24*10%/l

signifikant (p=0,05)

freies Hamoglobin

266,89+/-294,55

978,74+/-791,09

signifikant (p=0,05)

mg/| mg/I
Hamolyserate 0,0055+/- 0,0056% | 0,02+/-0,02% signifikant (p=0,05)
freies Kalium 2,10+/-0,26 mmol/l | 61,00+/-6,35 signifikant (p=0,05)
mmol/I
Blut-ATP 35,35+/-3,79 22,87+/-4,66 signifikant (p= 0,05)
mmol/dl mmol/dl

Hamoglobin-ATP

1,86+/-0,21 mol/g
Hb

1,20+/-0,28 mol/g
Hb

signifikant (p=0,05)

Viskositat 4,95+/-0,65 mPas 6,63+/-1,10 mPas signifikant (p= 0,05)
Kollagen induzierte 92,25+/-11,41 % 46,60+/-28,62 % signifikant (p=0,05)
Thrombozyten

ADP induzierte 95,5+/-7,24 % 59,40+/-22,37 % signifikant (p=0,05)
Thrombozyten

ADP und Suprarenin 94,75+/-6,78 % 75,40+/-14,22 % signifikant (p=0,05)
induzierte

Thrombozyten

pH- Wert der 7,46+/-0,09 7,6+/-0,11 signifikant (p=0,05)
Thrombozyten

Komplementsystem

0,610+/-0,370 g/l

1,33+/-1,06 gl

signifikant (p= 0,05)

PF 4 113+/- 10,2 1U/ul 99,1+/-6,97 1U/ul signifikant (p= 0,05)
Gesamt-RBC/EK 1,85+/-0,125*10° | 1,87+/-0,122x10° | nicht signifikant
Erythrozyten/ ul 6,41+/-0,44 6,49+/-0,42 nicht signifikant
H&mglobin in [ g/dl] 19,11+/-1,28 19,15+/-1,22 nicht signifikant
Hématokrit in [ % ] 58,0+/- 3,35 59,71+/-3,65 nicht signifikant
Ristocetin-induzierte 98,75+/-4,55 93,75+/-10,99 nicht signifikant

Thrombozyten in [ % ]

Thrombozyten in [/ pl]

1121,05+/-264,92

1120,90+/-245,98

nicht signifikant

R-Thromboglobulin in

[1U/ul]

241,88+/-12,83

243,31+/-10,29

nicht signifikant

Proteolyse in [ug/l] 45,7+/-27,1 34,7+/-18,1 nicht signifikant
plasmatische 6,18+/-13,5 3,63+/-7,42 nicht signifikant
Gerinnungsaktivierung in

[Ho/1]

Komplementsystem in 0,610+/-0,370 1,33+/-1,06 nicht signifikant

[9/1]
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5. Diskussion

Bei der ersten Herstellung von Blutprodukten war die Variabilitat der Produkte sehr hoch.
Routinemalige Qualitatskontrollen waren nicht vorgeschrieben und erfolgten nicht.

Seit Blutprodukte im Rahmen der Virussicherheitsprobleme (HIV) in Deutschland dem
Arzneimittelgesetz zufallen, bedirfen sie der Zulassung. Das bedeutet, dass regelmaRige
Qualitatskontrollen vorgeschrieben sind und dem Paul-Ehrlich-Institut als zustandiger
Behorde vorgelegt werden missen. Durch den Einsatz von Aphareseverfahren ist die Qualitat
im Gegensatz zu manuell hergestellten Erythrozytenkonzentraten keiner grof3en Variabilitat

unterlaufen.

1. Gesamt-RBC/EK

Aufgrund individueller EinflussgrofRen der Spender, der Spendezeit, des Intervalls zwischen
Spende und Spendeverarbeitung ist die Qualitdat von Erythrozytenkonzentrat und manuell
hergestelltem Thrombozytenkonzentrat nach 24 Stunden Lagerung einer grofRen Variabilitat
unterworfen.

Wahrend Moog et al. (4) an Tag 0 Erythrozytenzahlen von 1,92+/-0,13 * 10% in einem
Erythrozytenkonzentrat erreichte, wiesen unsere Konzentrate Erythrozytenzahlen von 1,85+/-
0,125 * 10" im Erythrozytenkonzentrat auf.

In der Studie von Elfath et al.(2) wurden am Tag 0 Erythrozytenzahlen von 2,28+/-0,17*10"
erreicht.

Wahrend der Lagerung blieben die Werte konstant, d.h. es kam zu keinem signifikanten

Unterschied.

2. Gesamt-Hamoglobin

Der Wert fiir das Gesamt-Hamoglobin des gesammelten Erythrozytenkonzentrates, gemessen
in g/ EK bleibt mit einem Wert von 55,04+/-3,73 g/EK an Tag 0 Uber den gesamten
Messraum konstant. Dies spiegelt zum einen eine gute Qualitit des gewonnenen Produktes als
auch die gute Einhaltung der Lagerungsbestimmungen wider. Bezogen auf die von der
Bundesédrztekammer  aufgestellten ,,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (H&motherapie)“, die Werte von
mehr als 36g/EK fordern, sind die erreichten Werte sehr gut.
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Die Arbeitsgruppe von Moog et al. (4) erreichte Gesamt-H&moglobin-Werte von 57,5+/-3,0
g/EK.

Die Qualitat eines Erythrozytenkonzentrats flr eine Bluttransfusion nach einem massiven
Blutverlust ist nicht zuletzt durch die Anzahl des sauerstofftragenden Hamoglobins
gekennzeichnet. Man mochte bei der Herstellung der Erythrozytenkonzentrate einen hohen
Gehalt an eben diesem Hamoglobin erreichen.

Die mit der MCS- Maschine von Haemonetics durchgefilhrten Multikomponentenspenden
erreichen fur die Erythrozytenkonzentrate einen vergleichsweise hohen Wert an Hamoglobin
verglichen mit der Literatur : Elfath and al. (2) haben fur ein anderes Spendeverfahren, das
mit der TRIMA- Maschine von Gambro BCT durchgefihrt wurde, Hdmoglobinwerte von
17,5+/- 1,1 an Tag 0 und 17,2+/-1,1 an Tag 42 gewonnen, wahrend die in dieser Studie
gefundenen H&moglobinwerte bei 19,11+/-1,28 an Tag 0 und an Tag 49 Werte von 19,15+/-
1,22 betragen. Moog et al. (4) haben die Qualitat der Erythrozytenkonzentrate untersucht, die
mit der AMICUS von Baxter gewonnen wurden und haben dabei Hdmoglobinwerte messen
kdnnen, die an Tag 0 bei 17,9+/- 0,5 und an Tag 42 bei 18,1+/-0,4 lagen.

Dies wird auch in den Studien von Moog belegt.

Innerhalb  der gesetzlichen Vorgaben kann das hergestellte  Apharesprodukt
arzneimittelrechtlich klar definiert werden.

Weiterhin kann belegt werden, dass es im Zeitraum der Lagerung zu keinem signifikanten

Abweichen kommt.

3. Hamolyserate

Die Hamolyserate ist ein entscheidendes Qualitdtsmerkmal zur Uberpriifung der Qualitat von
Blutprodukten.

Die Hohe des freien Hamoglobins in den Erythrozytenkonzentraten korreliert mit dem Zerfall
der roten Blutkorperchen. Die Hohe des beim Zerfall der Erythrozyten freigesetzten
Héamoglobins steht also reziprok zu den noch vitalen, funktionsfahigen Erythrozyten.

Moog et al. (4) haben fur das Freie Hamoglobin Werte von anndhernd 940 mg/l gefunden.
Diese Werte stammen aus dem Diagramm ,,Fig. 1. Supernating Hb during storage of SAG-M
RBC units”. So kann der Wert wegen der Ableseschwierigkeit etwas abweichen von dem
errechneten Mittelwert.

Die aus diesem Diagramm abgelesenen Werte liegen bezogen auf den Wert an Tag 42 fast
um das Zweifache hoher als die Werte in dieser Arbeit. In unserer Studie wurden
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Konzentrationen des Freien Hdmoglobins von 593,26+/- 608,40mg/l gemessen. Auch Elfath
et al. (2) haben Werte von 180+/-82 mg/dl gemessen. Umgerechnet auf die hier verwendete
Einheit entspricht dies einem Wert von 1800+/- 820 mg/l. Die Werte aller hier zitierten
Studien liegen unter dem von der Bundesérztekammer festgesetzten Hochstwert von 2 g /
Einheit.

Da aber der in dieser Arbeit gemessene Wert an Tag 0 mit 266,89 +/- 294,55 mg/l hoher ist
als der von Elfath et al. (2) an Tag 0 bestimmte Wert bleibt in Folge noch zu kléaren, welche
Faktoren wahrend der Lagerzeit der mit der Haemonetics MCS+ Maschine gewonnenen
Produkte protektiv auf die Erythrozytenhaltbarkeit wirkten.

Die Hohe der Hamolyserate hédngt ab vom Zerfall der roten Blutkérperchen und ist somit
Zeichen der funktionslos gewordenen Sauerstofftrager im Blut. Die Zahl der vitalen roten
Blutkdrperchen nimmt aus verschiedenen Griinden ab.

Zuallererst unterliegen sie mit einer durchschnittlichen Lebensdauer von 120 Tagen dem
schon im Korper begonnenen natirlichen Zerfall.

Dartiber hinaus werden einige Blutkoérperchen wéhrend des Spendeverfahrens durch den
Kontakt mit kérperfremdem Material zerstort. In diesem Fall sind es das Nadelsystem und die
Sammelbeutel der Spendemaschine, sowie das Lagermedium, die CPD- Ldsung.

Schliel3lich herrschen wahrend der Lagerung nicht physiologische Verhéltnisse, sodass auch
durch diese Tatsache die roten Blutkérperchen einem schnelleren Altern unterliegen.

Es ist aullerdem festgestellt worden, dass die Hamolyse starker ausgepragt ist, wenn das
Produkt nicht leukozytendepletiert wurde (15).

Die in dieser Arbeit gemessenen Hamolyseraten mit Werten von 0,0055 +/- 0,0056% an Tag
0 und 0,02 +/- 0,02% am Ende der Lagerung sind sehr gut vereinbar mit den ,,Richtlinien zur
Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten
(Hamotherapie)*, herausgegeben von der Bundesédrztekammer in korrigierter und erganzter
Form (Stand 2001). Diese Richtlinien schreiben einen Wert von unter 0,8% der
Erythrozytenmasse vor.

Auch verglichen mit der Studie von Elfath et al. (2) sind die in dieser Arbeit gemessenen
Héamolyseraten besser. Elfath et al. haben H&molyseraten von 0,5+/- 0,2% an Tag 42
gemessen. Moog et al. (4) erreichen Hamolyseraten von 0,23+/-0,12%.

Diese entsprechen wie die Werte der beiden anderen angegebenen Studien den Kriterien der
Bundesérztekammer. Sie liegen jedoch um das 10fache hoher als die Werte aus dieser Arbeit.
Die von Elfath et al. (2) angegebenen Hamolyseraten erreichen sogar 20fach hohere Werte am
Ende der Lagerzeit.
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Die Grinde fir die geringen Hamolyseraten, die mit einem niedrigeren Vergleichswert fur das
Freie Hamoglobin in dieser Studie konform gehen, sind noch zu diskutieren.

Verwiesen wird dariiber hinaus auf die Studie von Hess et al. (3), in der eine geringere
Hamolyse bei leukozytendepletierten Produkten im Vergleich zu Produkten, bei denen keine
Leukozytendepletion durchgefiihrt wurde, gemessen wurde.

4. Kalium

Unsere Ergebnisse der Hamolyserate konnen mit der K+-Freisetzung aus den Erythrozyten
plausibilisiert werden.

Das Kalium besitzt seine hochste Konzentration in den Erythrozyten.

Diese betragt physiologisch das 25fache der Serumkonzentration. Beim Zerfall der roten
Blutkorperchen z.B. bei einer unsachgemalien Blutentnahme und/oder einer unsachgemélen
Lagerung von Blutkonserven kommt es zu einem vermehrten Zerfall der Erythrozyten. Das in
den Erythrozyten hochkonzentrierte Kalium wird beim Zerfall freigesetzt, seine
Konzentration steigt im Serum oder dem Lagermedium an.

Dieses Ansteigen der Kaliumkonzentration kann wegen der Fremdkorpereigenschaft der
Lagerungsbeutel und der unphysiologischen Lagerbedingungen sowie einem gewissen
natlrlichem Zerfall nicht verhindert werden. Je niedriger diese Konzentration am Ende der
Lagerung ist, desto weniger Erythrozyten sind hamolysiert. Wie das freie Hdimoglobin und die
Hamolyserate verhélt sich die Kaliumkonzentration reziprok zu der Anzahl der noch vitalen
Erythrozyten.

In der Studie von Relevy et al. (25) wird auch der oxidative Stress bei der
Leukozytendepletion fur einen hoheren Verfall der roten Blutkdrperchen verantwortlich
gemacht. Die Hohe des Verfalls bei der Leukozytendepletion ist abhangig von dem
angewendeten Verfahren. Gamma-Bestrahlung beeinflusst starker die
Erythrozytenphysiologie, als die Filterung. Auch die allgemein angewendete Lagerung bei
4°C bedingt Verdnderungen der Erythrozytenphysiologie. Dies zeigt sich in einer
Verminderung der Verformbarkeit der Erythrozyten und einer Steigerung der Hamolyserate
mit ansteigenden K+-Werten.

Die in dieser Studie gemessenen Kaliumwerte liegen verglichen mit der Studie von Elfath et
al. (2) mit Werten von 54,34+/- 5,82 mmol/l an Tag 42 nur unwesentlich héher. Elfath et al.
haben in ihrer Studie Werte von 47,9+/- 6,4 mEqg/l an Tag 42 gemessen.
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Da allerdings die Ausgangskonzentration des Kaliums an Tag O bei Elfath et al. (2) mit 1,7+/-
0,4 mEqg/l schon niedriger lag, die Werte dieser Studie lagen bei 2,10+/- 0,26 mmol/l, kann
man davon ausgehen, dass beziglich der Lagerung in diesen beiden Studien keine grof3en
Unterschiede bestanden haben. Genau so verhélt es sich mit dem Messergebnis beziiglich des
Kaliums in der Studie von Moog et al. (4). An Tag 0 ist die Angabe 1,7+/-0,3 mmol/l, an Tag
42 betragt die Kaliumkonzentration 43,6+-2,7 mmol/l in den mit dem Zellseparator von
Amicus gewonnenen Erythrozytenkonzentrate.

In dieser Arbeit findet sich keine Aussage Uber die diskrepant htheren K+-Werte und der
geringeren H&molyserate.

5. Blut-ATP

Adenosintriphosphat (ATP) ist der Energiebaustein flr viele Stoffwechselabldufe. Wird bei
einem Stoffwechselschritt Energie bendtigt, wird vorhandenes ATP in ADP reduziert. Die
dabei freiwerdende Energie kann fiir den Stoffwechselschritt benutzt werden.

Da die Erythrozyten selbst keine Energie herstellen kénnen, mussen sie flr ihren Stoffwechsel
ATP verbrauchen. Insbesondere benétigen die Erythrozyten das ATP zur Sekretion, um so
den Tonus der Zellmembranen aufrecht zu erhalten (3). Die Konzentration an ATP in den
Erythrozyten ist somit ein Gltekriterium fur die Vitalitat der Erythrozyten.

Es ist deswegen nachvollziehbar, dass die Konzentration des ATP im Blut im Verlauf der
Lagerung signifikant abnimmt, da die Erythrozyten auch in vivo einem natirlichen
Alterungsprozess unterliegen, sodass man auch in vivo sinkende ATP-Konzentrationen
messen konnte, wenn keine neuen Erythrozyten im Knochenmark produziert wirden.

So sinkt die Konzentration in den Messungen dieser Studie von anfanglich durchschnittlich
35,35+/- 3,79 mmol/dl auf durchschnittlich 22,87+/-4,66 mmol/dl am Ende der Haltbarkeit
der Erythrozytenkonzentrate.

Elfath et al. (2) haben bei der Kontrolle ihrer mit der Trima gewonnenen
Erythrozytenkonzentrate anfanglich ATP- Konzentrationen 37+/- 0,3 mmol/dl im Blut
gemessen und an Tag 42 Konzentrationen von 25,5+/- 0,3 mmol/dl.

Die Anderungen waren signifikant (p = 0,05). Das zeigt wieder den Einfluss der

spenderspezifischen EinflussgroRen.

-40-



Diskussion

6. Hb-ATP

Die  unterschiedlichen  Ausgangskonzentrationen  bei Moog und  Hoegman
(Variationskoeffizient 12%) missen unserer Einschatzung nach im Zusammenhang mit der
Methode der ATP-Bestimmung stehen und erklaren unter Umstanden die Unterschiede.

Die Bestimmung liefert Anhaltspunkte flr die Qualitat der Produkte, hat aber eine hohe Intra-
und Interessay-Variabilitat. Es gibt keine Standards.

ATP ist als Haupt-Energielieferant auch ein wichtiger Bestandteil des H&moglobins. Im
H&moglobin wird ATP ausschliel3lich aus Glucose gewonnen. Unter aeroben Bedingungen
kann aus 1 Mol Glucose 36 Mol ATP entstehen, unter anaeroben Bedingungen entstehen aus
1 Mol Glucose nur 2 Mol ATP. Bei einem neu gewonnenen EK ist der Sauerstoffgehalt initial
noch ausreichend, um im Hamoglobin eine aerobe ATP-Gewinnung ablaufen zu lassen.
Deswegen ist ein anfanglicher Anstieg der ATP- Konzentration im Hamoglobin, wie er von
Moog et al. (4) gemessen wurde, erklérbar.

Dieses Ansteigen der ATP- Konzentration konnte in dieser Studie nicht festgestellt werden.
Auch sind die ATP- Konzentrationen nicht mit denen von Moog et al. (4) zu vergleichen.

Die von Moog gemessenen Werte liegen mit 3,1+/- 0,4 umol/g Hb an Tag 0 deutlich héher als
die in dieser Studie gemessene Konzentration von 1,86+/- 0,21 pmol/g Hb.

Auch die von Hogman (10) in den, aus drei verschiedenen Aphareseverfahren gewonnenenen
Erythrozytenkonzentraten gemessenen Werte von 1,92 +/-0,51 umol/g Hb, 2,3+/-0,51umol/g
Hb und 2,1+/-0,4 umol/g Hb liegen deutlich Uber den in dieser Studie am Ende der
Haltbarkeit (Tag 49) bestimmten Werte.

Eine ATP-Depletion korreliert mit einer Veranderung der Erythrozytenform ( Sphérozytose )
und Veranderung ihrer Verformbarkeit (17-[3]). Dies spiegelt sich auch in der Zunahme der

Viskositat wider.

7. pH

Der pH-Wert sollte am Ende der Haltbarkeit nach den von der Bundesarztekammer
aufgestellten ,,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur
Anwendung von Blutprodukten (Hadmotherapie)* zwischen 6,5 und 7,4 liegen.

Dieser Parameter ist der einzige, der in unserer Studie den oben erwéhnten Richtlinien nicht
entspricht.

In der Literatur fanden sich erniedrigte und erhohte Werte.
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Bubel et al.(8) haben fir leukozytendepletierte Thrombozytenkonzentrate pH-Werte messen
kdnnen, die diesen Richtlinien entsprechen. So lag in der Studie von Bubel et al. (8) der pH an
Tag 5 bei 7,39 +/- 0,08.

Die pH-Werte an Tag 5 betrugen 7,6+/- 0,11 und waren zu Tag 1 signifikant veréndert.

Hess et al. (3) haben 2001 ihre Studie ,,The role of elektrolytes and pH in RBC ASs*
veroffentlicht. Darin geben sie an, dass das Anheben des Natriumbicarbonates den pH anhebt,
was eine hohere ATP-Aktivierung zur Folge hat, aber keine Auswirkungen auf die Hamolyse
der Erythrozyten hat. Die Validitat dieser diskrepanten Ergebnisse muss klinischen Studien
vorbehalten sein.

Ebenso notiert Claes F. Hoegman (10), dass ein hoherer pH-Wert die Lagerung der
Erythrozyten verbessere.

Ubertragen auf die Thrombozytenkonzentrate wire es denkbar, das ein hoherer pH die
Thrombozyten wahrend der Lagerzeit stabilisiert. Verwiesen wird in diesem Zusammenhang
auf die Arbeit von Wadhwa et al. (5), die zwei Spendeverfahren im Vergleich testeten
hinsichtlich der Cytokine in Thrombozytenkonzentrate. Der auch in dieser Arbeit benutzte
MCS+Zellseparator der Firma Haemonetics hatte zwar an Tag 1 hdhere Konzentrationen der
gemessenen Cytokine, jedoch verzeichnete deren Konzentration keinen so starken Anstieg,
wie die Cytokinkonzentrationen der Produkte, die mit einem Spectra LRS- Zellseparator
gewonnen worden waren. Wadhwa notiert insbesondere bei dem Spectra-Verfahren einen
Abfall des pH-Wertes wahrend der Lagerung.

Hogman (10) verweist jedoch auf die Gefahr des Verklumpens von Thrombozyten bei
hoherem pH, der vor allem schon bei der Spende zu einem Stoéren des Spendeverfahrens
fiihren kann, da sich Gerinnsel vor allem auch im Separator bilden kénnten.

Feststellen liel sich das weder bei den von Hogman durchgefiihrten Apharesen, als auch den
hier durchgefiihrten Spenden, jedoch erwadhnte Krailadsiri das Vorfinden von reversiblen
Plattchenaggregationen bei hohrem pH-Wert (14)

In einer von S. Holme veroffentlichten Studie wird dahingegen auf die negativen
Auswirkungen eines zu niedrigen PH-Wertes wéhrend der Lagerung von Thrombozyten-
konzentraten hingewiesen. Es gibt Anzeichen dafir, dass Mitochondrienschéden, die sich
durch einen Verlust der respiratorischen Aktivitat und des zellularen ATPs duRern, mit einem
Abfall des pH-Wertes wahrend der Lagerung zusammenhéngen (13).

Hogman (10) und wir fanden keine erhéhte Plattchenaggregation.
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8. Thrombozyten

Die Thrombozytenzahlen in den Thrombozytenkonzentraten blieben wahrend der Lagerung

konstant und sind auch mit den Ergebnissen anderer Studien vergleichbar (14).

9. B-Thromboglobulin

Den Einfluss des A-Systems unterstreichen die Arbeiten von Bubel et al. (8).

Das Bestimmen des R-Thromboglobulinwertes wahrend der Lagerung der
Thrombozytenkonzentrate soll den Grad der unerwiinschten Plattchenaktivierung erkennen
lassen. ,,B-Thromboglobulin ist ein in den Alpha-Granula der Thrombozyten enthaltenes
Protein, das die Prostazyklinsynthese der Endothelzellen hemmt* (Pschyrembel, Klinisches
Worterbuch, 258. Auflage; de Gruyter). B- Thromboglobulin ist ein Thrombozytenaktivator.
Die im Institut fir Hamostaseologie und Transfusionsmedizin der Universitatskliniken
Homburg/Saar durchgefiihrte Multikomponentenspende mit dem MCS+-Zellseparator der
Firma Haemonetics hat fiir diesen Parameter Werte erreicht, die mit Werten von 241,88+/-
12,83 1U/ul an Tag 0 konstant geblieben sind.

Dahingegen haben S. Bubel et al. (8) einen signifikanten Anstieg dieses Parameters wéhrend
der Lagerung zu verzeichnen. Ihre Werte liegen an Tag 0 bei 67,635+/- 68,947 IU/ml und
steigen wahrend der hier 8tagigen Lagerung auf Werte von 212,607+/-198,694 1U/ml an.

Die Thrombozytenkonzentrate wurden von Frau Bubel in diesem Fall mit einem Zellseparator
hergestellt (CS-3000 Plus der Firma Baxter Biotech, Miinchen).

Ein anderes von ihr zum Vergleich durchgefiihrtes Verfahren ist die Filterung von einem Pool
aus vier Thrombozytenkonzentraten und einem Plasma (SCD 312 Haemonetics, Braintree,
Ma). Das verwendete Plasma stammt von einem Spender der vier gepoolten
Thrombozytenkonzentrate. Diese Produkte wiederum wurden aus 450 ml gewonnenem
Vollblut in die Bestandlteile Plasma; Thrombozytenkonzentrat und Erythrozytenkonzentrat
durch die Optipress-Maschine von Baxter Biotech fraktioniert.

Bei diesem Verfahren wurden Werte erreicht, die an Tag 0 zwar hoher waren als die mit dem
CS-3000 Plus-Zellseparator gewonnen Werte aber wahrend der Lagerung nicht diesen starken
Anstieg verzeichneten. Die bei dem letztbeschriebenen Verfahren ermittelten Werte steigen
von 112,924+/- 81,968 IU/ml an Tag 0 auf 192,145 +/-62,465 IU/ml an.

In einer anderen Studie, in der zur Herstellung der leukozytendepletierten
Thrombozytenkonzentrate wie in dieser Arbeit der MCS+- Zellseparator verwendet wurde
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(Wadhwa et al. (5)), wurde ebenfalls ein signifikanter Anstieg der gemessenen Zytokine
verzeichnet.

Wadhwa hat in seiner Studie das MCS+LDP-Verfahren mit dem Spectra LRS-Verfahren
verglichen. In diesem Vergleich wurden zwar an Tag 1 hohere Konzentrationen von B-TG
und PF 4 bei den durch den MCS+ Zellseparator gewonnenen Produkte gefunden, jedoch
waren im Verlauf der Lagerung deren Konzentration stabiler.

Wie das oben erwdhnte B-Thromboglobulin, so zeigt auch der Plattchenfaktor 4 eine
Plattchenaktivierung wahrend der Lagerzeit in den Thrombozytenkonzentraten an.

Im Korper unter physiologischen Voraussetzungen hat PF4 die Aufgabe, die der Chemotaxis
fir Neutrophile, Monozyten und Fibroblasten zu steuern. Auflerdem bewirkt PF4 die
Degranulation von Neutrophilen, die Histaminfreisetzung aus Basophilen und weitere
immunregulatorische Eigenschaften. (nach Bubel et al. (8)). Fur diesen Parameter haben
Bubel (8) und Wadhwa (5) signifikant ansteigende Werte, wohingegen dieser Parameter bei
dieser Studie signifikant abfallt.

10. Elastase

Elastase ist ein proteolytisches Enzym, das in der Klinik bei der Diagnostik der Pankreatitis,
(pankreasspezifisch ist die Elastase 1), Traumata und Sepsis, sowie bei chronisch
Entzindungsprozessen erhoht ist, weil es bei Phagozytoseprozessen (Entziindung) und
Granylozytenzerfall freigesetzt wird. In friheren Studien wurde wahrend der Lagerung ein
direktes Verhéltnis des Anstieges der Elastase-Konzentration mit der vorhandenen
Leukozytenkonzentration in den gelagerten Produkten gesehen (20). Ebenso wurde eine
Abhangigkeit des Anstieges der Elastase-Konzentration von einer Temperatur Uber 6°C
festgestellt.

Die Lagerung der Thrombozytenkonzentrate bei Raumtemperatur ist vorgeschrieben.

11. Thrombin- Antithrombin 111

Thrombin kommt im Blut Giberwiegend in einem Komplex mit Antithrombin gebunden vor.
Die Bestimmung des Komplexes spiegelt daher das Ausmall thrombinspezifischer,
intravasaler Gerinnungsprozesse wider.

Ursache einer erhdhten TAT- Konzentration im Plasma kénnen Verbrauchskoagulopathien,
Vaskulopathien, Polytraumata, pAVK, Schock, Herzinfarkt und frische Wundflachen sein.
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Auch bei malignen Erkrankungen wurden in Abhangigkeit zum Tumorstadium erhéhte TAT-
Spiegel festgestellt (22).

Bei der Herstellung der Thrombozytenkonzentrate kann man die Konzentration der
Thrombin- Antithrombinkomplexe als Gutekriterium fir ein ausreichendes Zusetzen von
Antikoagulantien und fur die adaquate Lagerung der Produkte bestimmen.

Wahrend der Lagerung kam es bei den hier gewonnenen Thrombozytenkonzentraten zu

keiner signifikanten Veranderung dieses Parameters.

12. Komplementsystem

Da man vermutet, dass die nach Transfusionen von ungefilterten roten Blutkérperchen
verstarkt auftretende Leukozytose durch Zytokine im Blutprodukt hervorgerufen werden,
wurde als Qualitatsparameter in dieser Studie ein wichtiges Chemotaxin, der
Komplementfaktor C5a bestimmt.(7- [1,2]). Hetland et al. (7) haben diesen Parameter in
Thrombozytenkonzentraten gemessen, die nicht leukozytendepletiert wurden und diese
Messergebnisse mit Messergebnissen von gefilterten Thrombozytenkonzentraten verglichen.
Bei den gefilterten, leukozytendepletierten Produkten sind Werte gefunden worden, die mit
den von mir gefundenen Werten gut Ubereinstimmen. Hetland et al. (7) haben fir den
Komplementfaktor C5a an Tag 5 Werte um 2ug/l gefunden. Die Werte dieser Studie lagen an
Tag 5 um 1,33 ug/l. Demgegenuber stehen die Ergebnisse der ungefilterten Produkte, bei
denen Hetland et al.(7) Werte um 11pg/lI gemessen haben.

Bei der Testung des Komplementsystems wurde ein signifikanter Unterschied gefunden, die
Werte stiegen wahrend der Lagerung signifikant an. In der Studie von Hyllner et al. (12), der
die Komplementaktivierung wéhrend der Lagerung in Vollblut, Plasma und Erythrozyten-
konzentraten verglichen hat, fand Hyllner einen signifikanten Anstieg der Anaphylatoxine in
Vollblut und Plasma, nicht aber in den in SAGM gelagerten Erythrozytenkonzentraten.

Viele Studien haben die Verantwortung der Chemotaxine fir unerwiinschte Nebenwirkungen
bei Transfusionen, wie etwa Fieber, bewiesen. Deutlich kann gezeigt werden, dass mit einer
Leukozytendepletion die Konzentration von Chemotaxinen im Spendekonzentrat stark
reduziert werden kann. Also ist die Hohe der noch vorhandenen Cytokine ein
Qualitatsmerkmal fur die erfolgreiche Leukozytendepletion (27), (28).

Deswegen hat Kanada im ersten Quartal 1998 die generelle Leukozytendepletion eingefiihrt
(6).Vamvakas et al. (6) haben allerdings auch Quellen aufgefihrt, die unerwiinschte
Transfusionsreaktionen mit dem Gebrauch von Leukozytendepletionsfiltern assoziiert haben.
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13. Zeit

Die Multikomponentenspende hat 108+/- 3 Minuten gedauert. Der Zeitfaktor ist der
limitierende Faktor bei der Produktivitat. Es gibt andere Separatoren z.B. die Trima, die fur
gleichwertige Produkte 59 Minuten benétigen (s. Stolte Joachim, Dissertation, Homburg Saar,
2005). Moog et al. (4) benétigten fur die Herstellung eines Erythrozytenkonzentrates und
eines Thrombozytenkonzentrates 74+/- 9 Minuten mit dem Amicus blood cell separator.

In einer im Januar 2008 in der Fachzeitschrift TRANSFUSION aufgeflihrten Studie wurde
von AuBuchon et al. (26) das Cymbal RBC collector system (Haemonetics, Braintree, MA)
vorgestellt. Dieses Verfahren bendtigt 40,3+/-2,7 Minuten flir die Herstellung von 2
leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentraten.

In einer anderen Studie verglichen Moog et al. 3 Blutzellseparatoren, den Amicus-Separator
von Baxter, die Apheresis System Technology [AS-TEC] 204 von Fresenius und die MCS+
von Haemonetics. Dort fiel die MCS+ hinsichtlich der Zeit aus dem Rahmen. Sie benétigte
wegen des diskontinuierlichen Flusses mehr Zeit, verbrauchte jedoch weniger Zusatz an
Antikoagulantien und hatte verglichen mit den anderen beiden Spendeverfahren die
effektivste  Leukozytendepletion (16). Dies erklart unter Umstdnden auch die
unterschiedlichen Ergebnisse von pH und ATP.

Es gibt nur eine Studie von Quendro zur Akzeptanz der Spender:

Quendro et al. (9) haben die in ihrem Institut spendenden Personen zu
Multikomponentenspenden befragt und dabei folgende Informationen erhalten:

92,4% der Spender stimmen der Multikomponentenspende gerne zu. Die Minimierung der
Transfusionszwischenfalle ist fir die meisten dabei der Beweggrund, der Zeitfaktor tritt in
den Hintergrund.

Die Akzeptanz der Spender war auch in unserer Studie da. Es gab keine Beschwerden wegen
der langen Spendezeit., weil es sich ausschlieBlich um Thrombozytenapharesespender

handelte.
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14. Schlussfolgerung

Abgesehen vom pH der Thrombozytenkonzentrate entsprechen die gewonnenen
Erythrozytenkonzentrate und Thrombozytenkonzentrate den gesetzlichen Vorgaben.

Man kann ebenso aus dem oben Gesagten ableiten, dass die Herstellungskosten geringer sein
werden, als bei der friher praktizierten Vollblutspende und dem anschlielenden Separieren in
die einzelnen Konzentrate. Die mdgliche Kontaminierung der Produkte mit Erregern oder die
Ansteckungsgefahr der Anwender und Patienten wird ebenso verringert.

Verglichen mit anderen Maschinen, die flr die Multikomponenten- Spende entwickelt wurden
und angewendet werden, muss allerdings bei dem MCS+-Zellseparator der enorme
Zeitaufwand bertcksichtigt werden, der natlrlich auch mit einer geringeren Produktivitét
einhergeht.

Die Technik der Multikomponentenspende wird deswegen bei externen Spendeterminen nicht
zum Einsatz kommen und wird Blutspendeinstituten an Schwerpunktkrankenhdusern

vorbehalten bleiben.
Die Qualitat der hergestellten Produkte kann héchstens am Increment der Patienten gemessen

und kann deswegen nur klinischen Studien vorbehalten bleiben (Hb-Anstieg und

Thrombozytenincrement).
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7. Anhang

ADP = Adenosindiphosphat
ATP = Adenosintriphosphat
EK = Erythrozytenkonzentrat
Hb = Himoglobin

PF4 = Pléttchenfaktor 4

RBC = Red Blood Cell

TK = Thrombozytenkonzentrat

Zu3.2:
das Haemonetics-MCS +LN09000-220E/ED leukozytendepletierte Thrombozyten und
Erythrozyte -LDPRC-Protokoll
Das Haemonetics-MCS+LN09000-220E/ED  leukozytendepletierte Thrombozyten und
Erythrozyten-LDPRC—Protokoll verwendet ein Einmalschlauchset. Dieses funktionell
geschlossene Set dient zur Sammlung von Thrombozyten bzw Thrombozytenpriaparaten und
roten Blutkdrperchen.
Die Bestandteile des Sets stehen in einer Verbindung und bestehen aus

1.) Schlauchfiihrungsleiste

2.) Glocke

3.) Plasmabeutel

4.) Thrombozyten-Primdrsammelbeutel

5.) SPM Luer-Anschluss

6.) DPM Luer-Anschluss

7.) Blutfilter

8.) Bakterienfilter

9.) Thrombozytenlagerungsbeutel

10.)Injektionsanschluss

11.)Nadel

12.)Probenbeutel

13.)Thrombozyten-Leukozytendepletionsfilter

14.)Erythrozyten-Primdrsammelbeutel

15.)Erythrozyten-Lagerungsbeutel

16.)Erythrozyten-Leukozytendepletionsfilter
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Fiir das Spendeverfahren wird folgendes Material bendtigt:

1.) MCS+Einmalset fiir leukozytendepletierte Thrombozyten und Erythrozyten,
Artikelnummer 946 FF mit Leukozytendepletionsfiltern fiir Erythrozyten und
Thrombozyten

2.) LDPRBC Protokollkarte Nr. 89908-01

3.) ACD-A Antikoagulans (500 ml)

4.) SAG-M Additivldsung 140 ml (Art.-Nr. 410)

5.) Venenpunktionsmaterial

6.) Klemmen

Prinzip des verwendeten Spendeprotokolls der Firma Haemonetics fiir die
Multikomponentenspende mit der MCS+LN09000-220E/ED-Maschine

Nach dem FEinschalten der Maschine erscheinen auf dem Monitor des Haemonetics-
Zellseparators Anweisungen fiir die Installation des zu verwendenden Einmalsets und der
Substitutionslosungen, sowie zum Vorfiillen. Diese sind der Reihe nach zu befolgen.

Danach werden Spender- und Verfahrensdaten in den Haemocalculator eingegeben, die fiir
die Durchfiihrung der Spende notwendig sind:

Daten fiir den Haemocalculator

Ziel-Erythrozyten (das zu sammelnde

Geschlecht Erythrozytenvolumen in ml)

Grofe in cm Ziel-Plasmagewicht in g

Ziel-Ausbeute (Gesamt-Erythrozytenzahl im
Gewicht in kg Erythrozytenkonzentrat)

Blut-Volumen (von der Maschine aus
KorpergroBe und —gewicht des Spenders Prozessiertes Volumen in ml

errechnet )

Héamatokrit in% (Angaben aus der Messung | Ziel Zyklen (Anzahl der zu durchlaufenden
einer vorher entnommenen Blutprobe des Zyklen, die bendtigt werden, um das

Spenders) gewiinschte Volumen zu sammeln)

Platelet-Pre-Count (Angaben aus der Messung
einer vorher entnommenen Blutprobe des Geschitzte Zeit in min

Spenders)
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Wihrend der Spende gibt das auf dem Monitor erscheinende Verfahrensupdate Informationen
iiber die abgelaufene Zeit, das verbrauchte Antikoagulans-Volumen, das dem Spender zu-
gefiihrte Kochsalz-Volumen, das schon verwendete Volumen an Additivlosung fiir das Ery-
throzytenkonzentrat, das laufende entfernte Buffy-Coat-Volumen sowie
Produktinformationen.

Angegebene Produktinformationen, die sich auf das fertige Blutprodukt beziehen, sind:
Plasma-Gewicht, Thrombozyten-Gewicht, geschitzte Ausbeute (geschitzte Anzahl der
gewonnenen Thrombozyten), die vorher programmierte Zielausbeute sowie das gesammelte
Erythrozytenkonzentrat.

Das von uns verwendete Antikoagulans CPD fiir das Erythrozytenkonzentrat wurde in einem
Verhhiltnis von 1: 13, d. h.: 1ml Antikoagulans auf 13 ml Erythrozytenkonzentrat, dem
Erythrozytenkonzentrat zugegeben.

Prinzip des Spendeverfahrens

Eine definierte Menge Blut wird pro Zyklus dem Spender iiber die liegende Nadel des
Einmalsets entzogen und in der Glocke gesammelt, bis sich ausreichend Volumen in der
Glocke befindet.

Durch eine Zentrifuge wird das in der Glocke enthaltene Blutvolumen vom Buffycoat
getrennt und die Thrombozyten, Erythrozyten und auch das Plasma in die dafiir vorgesehen
Beutel geleitet.

Das Plasma wird dem Spender mit dem Buffy-Coat zuriickgegeben.

Die Additivlosung wird am Ende des letzten Zyklus dem Erythrozytenkonzentrat zugegeben
und zwar abhédngig vom tatsdchlichen Gewicht des gesammelten Erythrozytenkonzentrats im
vorgegebenen Verhiltnis.

Vor dem endgiiltigen Beenden des kompletten Spendeverfahrens wird dem Spender {iber das
noch liegende Nadelsystem eine erneute Blutprobe entnommen zur Bestimmung der
Blutwerte des Spenders nach der Spende. Die Nadel wird gezogen und die gewonnenen
Produkte durch die Maschine automatisch gewogen. Die Gewichte der Spendeprodukte und
verwendete Volumina der Additivlosung und der Kochsalzlosung werden auf dem Monitor
angezeigt.

Anschliefend werden die Verbindungsschlduche steril abgeschweil3t, die Produktbeutel von

der Maschine getrennt und den Richtlinien entsprechend behandelt:
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Das Thrombozytenkonzentrat wird auf den Schiittler gelegt, das Erythrozytenkonzentrat noch

durch einen Filter leukozytendepletiert.

Lagerung und Verwendung von Erythrozyten

Die EK werden bei +4°C in Kiihlrdumen mit fortlaufender Temperaturregistrierung gelagert.
Es wird darauf geachtet, dass die Kiihlkette nicht unterbrochen wird.

Die Verwendbarkeit der EK ist auch mit der Additivlosung SAG-M, die eine ldngere

Haltbarkeit ermoglicht, auf 49 Tage beschrénkt.

Qualitétskriterien von leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentrate

Préparat Volumen |Hkt I/ Gesamt-Hb | Rest- Restplasma | Himolyse
(ml) Leukozyten |(ml) (%)

Leukozyten- | 200-350 0,50-0,70 [(>40¢g <1*10° <25 <0,8

Depletiertes >

EK 24,8mmol)

Die Qualitit des EK-Préparates wird durch die Leukozytendepletion verbessert. Die
Ubertragung zelluldrer Viren wird so weitgehend reduziert und das Risiko einer
Immunisierung gegen Leukozytenantigene (HLA-Antigene) stark reduziert.

Die Hamolyserate am Ende der Laufzeit darf 0,8% der Erythrozytenmassse nicht

uberschreiten.

Physiologie der Erythrozyten
Erythrozyten tragen Himoglobin, das fiir den Gasaustausch und Transport von Atemgasen in
Lunge, Gewebe und Blut verantwortlich ist. Als Folge der extrakorporalen Lagerung kommt
es in den Blutkonserven aufgrund von komplexen Veridnderungen zu ,,Lagerungsschiden®,
die sich durch

- funktionelle Beeintrachtigungen (z.B.: Linksverschiebung der

Sauerstoffdissoziationskurve)
- morphologischen Formverdnderungen (z.B.: Stechapfelform)
- Freisetzung von Inhaltsstoffen (z.B.: Kalium; Himoglobin)

erkennen lassen.
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zu 3.3.1 die Nageotte-Kammerzéhlung (Leukozyten im Erythrozytenkonzentrat)

Zum Nachweis der Qualitét der Erythrozyten-Depletionsfilter wurden am Spendetag mit Hilfe
der Nageotte-Kammerzihlung die verbliebenen Leukozyten im gewonnenen Erythrozytenkonzentrat mikroskopisch bestimmt. Dazu werden
100pl des Konzentrates mit 900pul Tiirk-Losung verdiinnt und sanft durchmischt.
Nach 10 miniitigem Stehenlassen wurden 75ul dieser verdiinnten Probe in eine saubere und trockene Nageotte-Kammer der Firma Poly
Labo/Strasbourg, France mit Deckglas gefiillt.
Diese Anordnung verbleibt fiir 10 — 30 Minuten zur Sedimentation der Leukozyten in einem Feuchtraum.
AnschlieBend werden 40 Reihen (ein Zahlnetz, entsprechend 50 pl der Probe d.h. Spl des Erythrozytenkonzentrates) in 200-facher
Vergroferung unter einem Phasenmikroskop gezéhlt.
Die Gesamtleukozytenzahl errechnet sich nun wie folgt:

20 gezihlte Leukozyten in 40 Reihen entsprechen einem Leukozyten je pl.

Der Inhalt eines Erythrozytenkonzentrats sei 250 ml.

1 Leukozyt/ul = 1000 Leukozyten ml

1000 Leukozyten/ml * 250 ml = 0,25 * 10E+06

Dies entspricht % des Grenzwertes.

zu 3.3.2 die Nageotte-Kammerzihlung (Leukozyten im Thrombozytenkonzentrat)

495 pl Thrombozytenkonzentrat werden in eine mit 1,98 ul Ammoniumoxalat gefiillte Unopette der Firma Becton-Dickenson gegeben.
Anschliessend wird die mit dieser Probe gefiillte Nageotte-Kammer fiir 10 Minuten in eine feuchte Petrischale gebracht. Dies dient der
Sedimentation der Leukozyten.
Die Auswertung erfolgt bei 200 facher VergroBerung unter dem Phasenmikroskop.
Auswertungsbeispiel:
Gesamtzahl der gezihlten Leukozyten = N
= gezihlte Leukozyten in Kammer 1+gezéhlte Leukozyten in Kammer 2
L /ul =N * Verdiinnungsfaktor: ausgezéhltes Volumen
L/ul=N * 10 1100 pl
L/ul=N *0,1

zu 3.3.3 Die Neubauer-Kammerzihlung (Erythrozyten im Thrombozytenkonzentrat)

benétigtes Material:

-Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,1 mm, Flache 1/400 qmm (kleines Quadrat), 1/16 qmm
(Gruppenquadrat), 1/9 qmm (groBes Quadrat)

-Hayem'sche Losung (Fa. Merck)

-10-100 pl Pipetten

-Eppendorf-Cups

Verdiinnung der Probe
100 pl der Probe (TK) werden mit 900 pl Hayem'scher Losung in einem Eppendorf-Cup gemischt.

Dies entspricht einer Verdiinnung 1:10

Die Neubauer-Kammer wird anschlieBend gefiillt und unter dem Phasenmikroskop in

200 bzw. 400 facher VergroBerung gezihlt.

Auswertung

Ausgezahlt werden 5 Gruppenquadrate:
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Gesamtzahl der gezahlten Erythrozyten = N
Erythrozyten/pl =
N: 1/5 (Flache der 5 ausgezéhlten Quadrate) * 1/10 (Tiefe) * 1/10 (Verdiinnung)
E/pl=N*5%*10*10
=N * 500

zu 3.3.4 pH-Messung

Verwendet wird ein pH-Radiometer, ein PHM 64 Research pH-Meter der Firma Copenhagen.

Geeicht wird das Gerdt mit destilliertem Wasser. Dabei geht man wie bei der eigentlichen Messung vor (siehe unten) und stellt das Gerit,
falls erforderlich, nach Einpendeln des Gerétes auf Null.

Die pH-Messung des Thrombozytenkonzentrates erfolgt, indem die Glaskapillare der Messsonde frei hdngend in ein Reagenzglas mit
Thrombozytenkonzentrat getaucht wird und der pH-Wert sich einstellt. Bleibt die Digitalanzeige des Gerites ldngere Zeit konstant bei einem

Wert stehen, wird dieser als der pH-Wert der Probe abgelesen.

zu 3.3.5 Blutbild

Das Blutbild wurde automatisiert mit dem Gerédt Sysmex SF3000 der Firma Sysmex Hamburg
im Institut fiir H&mostaseologie und Transfusionsmedizin der Universitdtskliniken
Homburg/Saar gemessen. Dieses Gerit bestimmt die Zellzahl von Leukozyten, Erythrozyten
und Thrombozyten mittels Impedanzmessung. Weiterhin werden mit diesem Verfahren der
Hamoglobinwert, der Himatokrit und das mittlere Erythrozytenvolumen bestimmt. Letzteres

ist der Quotient aus dem Hadmatokrit und der Erythrozytenzahl.

zu 3.3.7 Erythrozyten-Aggregation:

Durchgefiihrt wird die Messung in dem Gerit Myrene der Firma Myrene

1.

Vor der eigentlichen Messung wird bei leerer Messkammmer ein Abgleich vorgenommen, um eine eventuelle unterschiedliche Transparenz
der Messkammer auszugleichen (z. B. ungeniigende Reinigung), sodass eine Plasmatriilbung und unterschiedliche Elongationsgrade der
Zellen zu Beginn der Messung keine Rolle spielen.

2.

50ul des EK-Blutes werden nach vorsichtigem Mischen auf den Unterteil des Messblocks gegeben, in das ein rotierender, transparenter
Kegel eingelassen ist. Dariiber ist eine Glasplatte angebracht, die mit einer Gelenkachse an der klappbaren Oberkammer befestigt ist.

Nach SchlieBen der Oberkammer kann nun die Messung erfolgen.

Waihrend der Rotation des Kegels wird die Intensitit eines transmittierenden Messlichtstrahles, der die Kegel-Platte-Anordnung von unten
durchdringt, mit einer Photodiode aufgenommen, mit einem Analog-Digital-Wandler gewandelt und mit einem Mikroprozessor
weiterverarbeitet. Der Messwert wird auf einem Display angegeben.

Normwert: <20

-60-



Anhang

zu 3.3.8 Die Blutviskositditmessung:

Es wurde ein Plasmaviskosimeter der Firma Fresenius, DreiEichen benutzt. Es besteht im wesentlichen aus einer Aluminiumplatte mit einer
Nut zur Aufnahme des Kapillarschlauches (Polyurethanschlauch), der eigentlichen Messkapillaren, einer durchsichtigen Frontplatte, dem
motorischen Vortrieb zum Fiillen des Schlauches, der Schneidevorrichtung zum Durchtrennen des Schlauches als automatischer Start der
Messung, den optoelektronischen Messwertaufnehmern (4 Lichtschranken) , sowie der mikroprozessorgesteuerten Steuer- und
Auswerfelektronik.

Mit dem verwendeten Plasmaviskosimeter ldsst sich auch die Blutviskositdt bestimmen.

Diese Messung erfolgt, nachdem eine 2 ml Spritze luftblasenfrei mit den zu messenden EK-Blut aufgezogen und eine stumpfe Kaniile
aufgesteckt wird. Die in der Spritze befindliche Luft wird abgepresst.

Der Polyurethanschlauch wird auf die stumpfe Kaniile aufgesetzt bzw. aufgezogen.

Das gesamte Set bestehend aus Spritze und Schlauch wird in die Nuten der Frontplatte eingelegt.

Die Blutviskosititsmessung beginnt nach SchlieBen der durchsichtigen, klappbaren Frontplatte. Der Spritzenkolben wird nun motorisch
vorgetrieben und so der Kapillarschlauch blasenfrei gefiillt (Kontrolle an 1. Lichtschranke). Mit Erreichen der 2. Lichtschranke endet der
Fiillvorgang.

Schlauch und Blut werden innerhalb einer Minute auf 37°C erwarmt.

Der Schlauch wird anschlieBend durchtrennt. Die Blutfliissigkeit beginnt dadurch zu flieBen und die Zeitmessung startet nach Erreichen der
3. Lichtschranke; sie lauft solange, bis die 4. Lichtschranke erreicht wird.

Aus dem Abstand der Lichtschranken und bekannter Messzeit wird die dynamische Viskositdt nach dem Hagen-Poisseuilleschen Gesetz

berechnet und angezeigt.

Normwert: < 1,3 mPa s (im Plasma)

zu 3.3.9 induzierte Thrombozytenaggregation

Es wird ein Testkitt der Firma Wolf Greiner Biochemica GmbH Flacht verwendet.

Die Messung erfolgt mit dem Gerédt Labor APACT der Firma Labor, vertrieben von der Firma Wolf Greiner.

Das Gerit wird nach dem Anschalten mit 500 pl PPP auf beiden Kanilen geeicht.

Fiir die eigentliche Messung werden in 3 Probengefife je 450ul PRP gegeben. Jeweils ein GefdB gibt man in einen der 2 vorhergeeichten
Messkanile und gibt unmittelbar nach Starten der Messung (Dauer 10 Minuten) 50ul des entsprechenden Reagenz hinzu. Der parallel
laufende Drucker zeichnet die ablaufende Reaktion in einer fortlaufenden Kurve auf. Die erhaltenden Kurven werden nach Ende der

Messung mit Hand beschriftet und ausgewertet.

zu 3.3.10 ATP -Bestimmung

Die Adenosin-5"-triphosphat-Reagenzien von der Firma Sigma Diagnostics sind zur quantitativen enzymatischen Bestimmung von ATP in
Blut bei 340 nm vorgesehen.

Die Kopplung spezifischer ATP-abhdngiger Phosphorylierungen mit Redox-Systemen, die NAD/NADP- gebundene Enzyme verwenden,
schaffen die Grundlage fiir verschiedene Methoden zur ATP-Bestimmung. Die Bildung von NAD wird dann durch Messung der

Extinktionsidnderung bei 340 nm quantifiziert.
Testprinzip:

1. Reaktion
ATP +3 Phosphoglycerat — Phosphoglyceratkinase (PGK) = aADP +1,3 Diphosphoglycerat.

2. Reaktion:

Das Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPD) ist ebenfalls im Reaktionsgemisch vorhanden und katalysiert die folgende

Reaktion:

-61-



Anhang

1,3 Diphosphoglycerat +NADH — GAPD - aGlycerinaldehyd-3-Phosphat +NAD +P.

Die Oxidation von NADH zu NAD verursacht eine Extinktionsabnahme, die bei 340 nm gemessen wird. Die Extinktionsabnahme ist
proportional zum ATP-Gehalt der Probe.

So lésst sich auf den gesuchten ATP-Gehalt schliessen.

Reagenzien:
- NADH-Flidschchen
- Gepufferte PGA-Losung
- GAPD/PGK-Enzymgemisch

- Trichloressigsaure-Losung

Vorbereitung:

Die ATP-Reagenzien (Testkit) wurden gebrauchsfertig geliefert.

Gewinnung und Aufbewahrung der Proben:
Die Messung wurde schnellstmoglich nach der Probenentnahme durchgefiihrt, um ein Verfilschen der Ergebnisse durch unsachgemafBes
Autbewahren der Proben zu verhindern.
Bei einer Lagerung der Erythrozytenkonserven bei 4°C und der Entnahme der benétigten Blutmenge bei dieser Temperatur ist der ATP-
Gehalt bis zu 24 Stunden konstant.
Da das Blut in ACD-L6sung entnommen wurde, ist auch der Verdiinungsfaktor (7/200)
bei der Berechnung beriicksichtigt worden.
Testdurchfiihrung:
Bestandteile des Testkits (s. 0.)
Zusitzlich benotigte Materialien/Gerite:
- Schmalband-Spektrophotometer fiir 340 nm
- Kiivetten
- Pipetten
- Zentrifuge
- Deionisiertes Wasser
Zubereitung des proteinfreien Uberstandes:
1.
Zur Durchfithrung 1 ml 12%-ige Trichloressigsdure, sowie 1 ml Blut in ein Zentrifugenrdhrchen zentrifugieren, das Ganze mischen und 5

Minuten in ein Eisbad stellen.

2.

10 Minuten zentrifugieren bei 3000 U, um einen klaren Uberstand zu erhalten.

Testverfahren:

3.

Bei gegebener Reihenfolge werden diese Substanzen in ein 0,3 mg NADH-Flaschchen pipettiert:
-1 ml gepufferte PGA-Losung

-1,5 ml Wasser

-0,5 ml Uberstand (aus Schritt 2)

AnschlieBend mit einem Deckel verschlieBen und mehrmals umkehren, um das NADH aufzulGsen.
4.

Dekantieren des gesamten Inhalts in eine Kiivette.

Geeicht wird die anfingliche Extinktion (INITIAL A) bei 340 nm mit Wasser als Vergleichswert.
5.

0,04 ml GADP/PGK-Enzymgemisch in die Kiivette pipettieren. Durch Umkehren mischen und die Kiivette in das Phitometer zuriickstellen.
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6.

Die Extinktion bei 340 nm gegeniiber Wasser als Vergleichswert ablesen und aufzeichnen.

Weiter ablesen, bis der Mindestextinktionswert erreicht ist (< 10 Minuten). Dieser Wert wird als FINAL A aufgezeichnet.

7.

Berechnung:

(Hinweis: Umrechnung von pmol ATP zu mg ATP: pmol-Wert mit 0,611 multipliziert)
D A =INITIAL A - FINAL A

Blut-ATP (umol/g * Hb) = AA * 195

Hémoglobin-ATP (umol/g* Hb) = A A * Blut-Hamoglobin (g/dl)

Beispiel:

INITIAL A: 0,85

FINAL A: 0,645

A A: 0,805 - 0,645 =0,160

Blut-ATP (pmol/dl) = 0,160 * 195 =31,2

Referenzwerte:

Normbereiche: Blut-ATP (umol/dl): 38-62)
Hamoglobin-ATP (umol/g Hb): 3,65-4,45

zu3.3.11 PF 4

Verwendet wird ein Testkit der Firma Boehringer Mannheim, Diagnostica Stago.

Packungsinhalt:

1.)Mikrotitrationsstreifen, mit F(ab") PF 4 beschichtet, 3 Alubeutel mit je 2 Mikrotitrierstreifen a 16 Vertiefungen
2.)Antikorper POD-Konjugat 3 Fliaschchen fiir 3*8 ml Anti-PF4-Peroxidase

3.)Substrat 6 Tabletten a 2,0 mg o-Phenyldiamidin

4.)Pufferkonzentrat 1*20 ml Albumin, Tween 20, Phosphatpuffer

5.)Waschlosungskonzentrat 1*50 ml Natriumchlorid, Tween 20

6.)PF4-Standard 3 Flaschchen fiir 3*2,0 ml Sollwert fiir PF 4

Zusitzlich erforderlich:
- Wasserstoffperoxid (30%, 7% oder 3%)
- Schwefelsdure (3mol/l, 25%) oder Salzsaure (1mol/l)

- CTAD-Tubes (Citrat, Theophyllin, Adenosin, Dipyramidol)

Testprinzip
Sandwich-Essay

Bei der ersten Immunreaktion bindet der auf dem Mikrofiltrationsstreifen fixierte spezifische Antikdrper gegen PF 4 das PF 4 der Probe.

PF 4 besitzt mehrere antigene Determinanten, daher werden in der anschlieBenden 2. Immunreaktion mit POD-markierten PF 4-Antikérpern

Sandwich-Komplexe gebildet.
Die Menge der Sandwich-Komplexe stellt ein Maf fiir den PF 4-Gehalt der Probe dar.

Im nachfolgenden Waschschritt (bound-free-separation) wird das nicht gebundene POD-Konjugat entfernt.

Nach Zusatz von Wasserstoffperoxid und Chromogen (o-Phenyldiamin) wird die gebundene POD-Aktivitit photometrisch bestimmt.

Normalwert:

CTAD-Plasma: 0-5 IU/ml
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zu 3.3.12 Enzymimmunoassay zur Bestimmung von Human-Thrombin/Antithrombin III-

Komplex (Enzygnost TAT micro der Firma DADE BEHRING)

Prinzip der Methode:

Enzygnost TAT micro ist ein Enzymimmunoassay nach dem Sandwich-Prinzip zur in-vitro-Bestimmung des Human-
Thrombin/Antithrombin I1I-Komplex (TAT).

Wihrend der ersten Inkubation bindet sich das in der Probe befindliche TAT an die Antikdrper gegen Thrombin, die an der Oberfldche der
Mikrofiltrationsplatte fixiert sind.

Nach dem Auswaschen werden in einer 2. Reaktion Peroxidase-konjugierte Antikdrper gegen Human-AT III an die freien Human-AT III-
Determinanten gebunden.

Die iiberschiissigen enzym-konjugierten Antikdrper werden ausgewaschen, anschlieBend wird die gebundene Enzymaktivitét bestimmt. Die
enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und Chromogen wird durch Zusatz von verdiinnter Schwefelsaure unterbrochen. Die der
Konzentration von TAT proportionale Farbintensitét wird photometrisch bestimmt. Der Konzentrationsbereich von 2 bis 60pg/l wird durch
die in der Packung enthaltenen Standards abgedeckt. Bei hoheren Konzentrationen muss die Probe vor der Messung entsprechend verdiinnt

werden.

zu 3.3.13 Elastase

Verwendet werden Reagenzien der Firma Diagnostica Merck.

Reagenzien:
1)  Puffer:  TRIS-Puffer, pH 8,2 270mmol/l
NaCl 230mmol/l
EDTA 4,8mmol/l
Stabilisatoren

2) Latex-Reagen: Polystyrol-Partikel beschichtet mit anti-PMN-Elastase F(ab"),
3)  Antikdrperfragmenten (Schat), Zusatzstoffe

Die Reagenzien werden gebrauchsfertig geliefert.

Testprinzip:

Latex-Partikel werden mit Antikdrperfragmenten gegen humane PMN-Elastase beschichtet. In Gegenwart von PMN-Elastase-alpha; -
Proteinase-Inhibitorkomplex (humanen Ursprungs) in der Testprobe kommt es zur Aggltination der Latexpartikel und zu einer Zunahme der
Triibung im ReaktionsgefaB. Die Anderung der Triibung wird photometrisch bestimmt. Das Ausmaf der Triibung ist proportional zur

Elastase-Konzentration in der Testprobe. Gemessen wird bei 37 °C und 700 nm Wellenlénge.

zu 3.3.14 Beta-Thromboglobulin

Verwendet wird ein Testkit der Firma Boehringer Mannheim, Diagnostica Stago.

Packungsinhalt:
1.) Mikrotitrationsstreifen, mit F(ab) Antithromboglobulin beschichtet,
3 Alubeutel mit je 2 Mikrotitrierstreifen a 16 Vertiefungen

2.) Antikorper POD-Konjugat 3 Flaschchen fiir 3*8 ml Anti-Beta-Peroxidase
3) Substrat 6 Tabletten 42,0 mg  o-Phenyldiamidin

4.) Pufferkonzentrat 1*20 ml Albumin, Tween 20, Phosphatpuffer

5) Waschlosungskonzentrat 1*50 ml Natriumchlorid, Tween 20

6.) Beta-Thromboglobulin-Standard Sollwert fiir Beta-TG

3 Flaschchen fiir 3*2,0 ml
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Zusitzlich erforderlich:
- Wasserstoffperoxid (30%, 7% oder 3%)
- Schwefelsdure (3mol/l, 25%) oder Salzsdure (1mol/l)

- CTAD-Tubes (Citrat, Theophyllin, Adenosin, Dipyramidol)

Testprinzip

Sandwich-Essay

Bei der ersten Immunreaktion bindet der auf dem Mikrofiltrationsstreifen fixierte spezifische Antikorper gegen Beta-Thromboglobulin das
Beta-Thromboglobulin der Probe.

Beta-Thromboglobulin besitzt mehrere antigene Determinanten, daher werden in der anschlieBenden 2. Immunreaktion mit POD-markierten
Beta-Thromboglobulin-Antikdrpern Sandwich-Komplexe gebildet.

Die Menge der Sandwich-Komplexe stellt ein Maf fiir den Beta-Thromboglobulin-Gehalt der Probe dar.

Im nachfolgenden Waschschritt (bound-free-separation) wird das nicht gebundene POD-Konjugat entfernt.

Nach Zusatz von Wasserstoffperoxid und Chromogen (o-Phenyldiamin) wird die gebundene POD-Aktivitit photometrisch bestimmt.
Normalwert:

CTAD-Plasma: 10—40 IU/ml

zu 3.3.15 Messung des Anaphylatoxins C5a in Humanem Plasma

Bestimmt wird das Anaphylatoxin C5a in Humanem Plasma durch einen Elisa-Test.

Benotigt wird dazu eine gebrauchsfertige Konjugat-Losung der Firma AURICA DAG DIAGNOSTICS, die wie folgt hergestellt wird und fiir
eine Platte ausreicht:

200 pl des Anti-human C5a/POD werden in ein Fldschchen mit 11ml Konjugat Puffer (C5a

gegeben und ausreichend gemischt.

Nicht gelieferte, aber bendtigte Materialien sind:

1. Tris Puffer (Tris/HCI Puffer pH 8.0 Tris (100mmol/l), NaCl (25mmol/l). Dieser Puffer kann bei DRG bestellt werden.
Zentrifuge passend fiir kleine Reagenzrohrchen (z.B. Eppendorf)
Pipetten: 50ul, 100ul, 200l

Waschgerit: 0,3 ml dispenser oder ein automatisches Waschgerét, Absaugpumpe

A o

Lesegerit: DRG E-LizaMat 3000 oder ein dhnliches fiir Microtiterplatten geeignetes Gerét, Wellenldnge 450 nm.

Vorbereitung und Aufbewahrung der Proben
Plasma wird in entsprechenden Rohrchen, die EDTA als Anti-Gerinnung enthalten, gesammelt und innerhalb von 2 Stunden ca. 10 Minuten
bei mindestens 1500 x g zentrifugiert.

Der Plasmaiiberstand wird entnommen.

Probenvorbereitung:

Um Kreuzreaktionen der monoklonalen Antikdrper mit ungespaltenem C5-Komplementfaktor auszuschlieBen, muss der C5 in Standards,
Plasmakontrolle und Proben durch zentrifugieren entfernt werden. Nach dem Zentrifugieren, wird der klare Uberstand, der den C5a enthilt,
getestet.

In die entsprechenden Zentrifugenréhrchen sind ein Volumen von entweder Probe, Standard oder Plasmakontrolle zu pipettieren und dann
ein Volumenanteil der Préazipitationslosung. Fiir Doppelbestimmungen wird eine Volumenmenge von 100ul Probe und 100pl
Prézipitationslosung empfohlen. Nach einem sofortigen griindlichen Mischen wird die Mischung fiir mindestens 3 Minuten bei 15°C bis
25°C inkubiert. Danach wird die Mischung mindestens 10 Minuten bei ungefahr 2500 x g zentrifugiert (oder mindestens

3 Minuten bei 8000 x g). Der klare Uberstand wird fiir die Testdurchfiihrung benutzt.
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Testdurchfithrung:

1.  Reagenzien vor Gebrauch auf Zimmertemperatur bringen.

2. Die benotigte Anzahl an Strips in den Rahmen setzen (jeder Strip enthdlt 8 Wells, je 2 Wells werden fiir Standard, Kontrolle und
Probe benétigt.).

3. 50 ul Proben Puffer (C5a), Standards, Kontrollen und Proben in die entsprechenden Wells pipettieren.

4. 20 +/-2 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

5. Die Vertiefungen absaugen und insgesamt dreimal mit 300 pl verdiinnter Waschlosung waschen und auf saugfahigem Papier gut
ausklopfen.

6. 100 pl Konjugat in jede Vertiefung pipettieren. Die Platte griindlich schiitteln, um eine komplette Vermischung von Konjugat und
Proben zu erreichen.

7. 15+/-2 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen

8. Die Wells dreimal wie in 5. beschrieben waschen.

9. 100 pl TMB Substratlosung in alle Wells geben.

10. Wieder 15 Minuten +/-2 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen.

11. 100 pl Stopplosung in alle Wells geben.

12. Direkt im Anschluss die Extinktion bei 450 nm messen.

Ergebnisse:

1. Aus den Doppelwerten der Absorption der Standards, Kontrollen und Proben wird jeweils der Mittelwert berechnet.

2. Auf linearem oder halblogarithmischem Papier werden in einem xy-Diagramm die Absorptionsmittelwerte der Standards
(Y-Achse) gegen die Konzentration (X-Achse) in ng/l aufgetragen.

3. Die C5a-Konzentrationen der Kontrollen und Proben werden mit Hilfe der Standardkurve bestimmt.

4.  Jede Probe, deren Konzentration hoher als der hochste Standard ist, sollte mit 1:10 Verdiinnung erneut getestet werden.

zu 3.3.16 Thrombin-Antithrombin III-Komplexe zur Diagnose von Blutgerinnungsstdrungen

Enzymimmunoassay zur Bestimmung von Human Thrombin/Antithrombin III-Komplex (Enzygnost® TAT der Firma DADE Behring)
Enzygnost TAT micro ist ein Enzymimmonoassay zur quantitativen Bestimmung von Thrombin/Antithtombin III Komplex (TAT) in
humanem Plasma zur Diagnose von Stoérungen der Blutgerinnung, die Verdnderungen in der Aktivitit des Gerinnungssystems mit sich

bringen.

Prinzip der Methode:

Enzygnost® TAT micro ist ein Enzymimmonoassay nach dem Sandwich Prinzip zur in-vitro-Bestimmung des Human-
Thrombin/Antithrombin III — Komplex (TAT).

Waihrend der ersten Inkubation bindet sich das in der Probe vorhandene TAT an Antikorper gegen Thrombin, die an der Oberflache der
Mikrotitrationsplatte fixiert sind. Nach Auswaschen werden in einer zweiten Reaktion Peroxidase-konjugierte Antikorper gegen Human AT
III an die freien AT III-Determinanten gebunden. Die iberschiissigen Enzym-konjugierten Antikrper werden ausgewaschen und
anschliefend wird die gebundene Enzymaktivitit bestimmt. Die enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und Chromogen wird
durch Zusatz von verdiinnter Schwefelsaure unterbrochen.

Die der Konzentration von TAT proportionale Farbintensitét wird photometrisch bestimmt.

Der Referenzbereich fiir TAT im Plasma liegt in der Normalpopulation bei 1,0-4,1 pg/l.
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