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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Hintergrund: Thrombozytenkonzentrate werden bei der Behandhmg Thrombozyto-
penien und Thrombozytopathien eingesetzt. Durch déimmographische Entwicklung mit
einem immer groRer werdenden Anteil alterer Mensche zunehmende Rate an invasiven
transfusionspflichtigen Eingriffen und die steigenbhzidenz an Tumorpatienten, ist eine
Steigerung der Produktivitat bei Thrombozytapharesmn essentieller Bedeutung. In dieser
Studie wurden Thrombozytapheresen mit unterscloieglfi Plattchenzielertrdgen unter Ver-
wendung des Zellseparators Trima Accel (Caridianpd@irchgefihrt.

Material und Methodik: Im Rahmen der Studie wurden 27 Thrombozytenspemtteutiert
und in zwei Gruppen aufgeteilt. Alle Studienteilmedr der jeweiligen Gruppe durchliefen
sechs konsekutive Spenden mit dem gleichen Plaizaklertrag, wobei eine Vielzahl an
Spender- und Verfahrensdaten erhoben wurden. Umiwesiee Auswirkungen der Thrombo-
zytenspende auf das thrombopoetische System zuienaal wurde sowohl vor als auch nach
der Apherese die Thrombopoetinkonzentration im &ebpestimmt. In einer Gruppe von 13
Spendern wurde wahrend sechs aufeinander folgeAgbeeresen pro Spender jeweils ein
Doppel-Thrombozytenkonzentrat (Plattchenzielertdy— 5,0 [x18') gewonnen. Der Min-
destabstand zwischen zwei Spenden betrug in dizsgpe> 14 Tage. In der anderen Grup-
pe von 14 Spendern wurde wahrend der sechs komnsakuipheresen pro Spender jeweils
ein Dreifach-Thrombozytenkonzentrat (Plattchenziedg 8,0 [x16']) hergestellt. Zur Spen-
dersicherheit wurde der Mindestabstand zwischen Bpenden in dieser Gruppe auf21
Tage festgelegt und die Spender mussten vor aliemssSpendeterminen eine Thrombozyten-
konzentration> 260/nl aufweisen. Ein Studienteilnehmer aus deup@e der Dreifach-
Thrombozytapherese unterschritt vor der zweiterskkuativen Spende die Mindestthrombo-
zytenkonzentratior 260/nl und wurde daher von der weiteren Teilnalameler Studie aus-
geschlossen. Zur Evaluierung des Spenderkomfoitddre Dreifach-Thrombozytapherese
nahmen die Studienteilnehmer am Ende der sechgibrrése an einem standardisierten In-
terview teil. Auerdem wurden die an der Studiesiigten Operatoren gebeten einen stan-
dardisierten Fragebogen beziiglich der Arbeit mib &ellseparator Trima Accel auszufillen.
Bei 48 Dreifach-Thrombozytapheresen wurden zusdiaiie Vor- und Nachbereitungszeit
des Verfahrens dokumentiert. Desweiteren wurdetemStudie 46 Thrombozytenkonzentrate
aus der Dreifach-Thrombozytapherese an 17 hamatolagische Patienten transfundiert und

die klinische Wirksamkeit der Préaparate anhand laesgierten Inkrements (CCI) sowohl

-11 -



1. Zusammenfassung

nach 1 h als auch nach 18 — 24 h beurteilt. Weitesurden an 40 Thrombozytenpraparaten,
die mittels Dreifach-Thrombozytapherese hergestealitden, am Tag der Herstellung (Tag 1)
sowie an Tag 5 und Tag 7 der Lagerung Qualitatsethan durchgefuhrt. Im Vorfeld der
Studie wurden 910 Akten von verschiedenen Thromieozspendern, die in den vergangenen
Jahren im Institut fur Klinische Hamostaseologi€l dmansfusionsmedizin gespendet hatten,
retrospektiv ausgewertet.

Ergebnisse: Die in beiden Gruppen nach Abschluss der Aphegeseessenen Thrombo-
zytenkonzentrationen lagen bei allen Spenden nictier 100/nl. Es konnten in beiden
Gruppen keine Veradnderungen der Thrombopoetinkdreteon wahrend der Apherese fest-
gestellt werden. Aul3erdem lie3en sich weder signifie Veranderungen der Thrombopoetin-
konzentration im Verlauf der sechs konsekutivenn8pa innerhalb der Gruppen, noch klare
Abweichungen zwischen den beiden Gruppen aufzeiengemessene Verfahrenszeit zur
Spende eines Dreifach-Thrombozytenkonzentratsna@urchschnitt 16 min tber der einer
Zweifach-Thrombozytapherese. Die Studienteilnehrder Dreifach-Thrombozytapherese
wiesen eine niedrige Inzidenz citratspezifischeb&w®virkungen auf, die sich in der Gberwie-
genden Zahl als leichte periorale Parasthesienr@mn3eDer Spenderkomfort wahrend der
sechs konsekutiven Dreifach-Thrombozytapheresedevals durchweg positiv evaluiert. Die
Qualitatskontrollen zeigten signifikante Verandeyeim wahrend der Lagerung in Hinsicht auf
das mittlere Plattchenvolumen, das Swirling-Phamgrden pH-Wert, die CD62P-Expression
und die ADP- und Kollagen-induzierte Aggregatioresiveiteren konnten die metabolischen
Veranderungen im Verlauf der Lagerung in einem Gégverbrauch sowie in einem Anstieg
der Laktat- und LDH-Konzentration aufgezeigt werd®me im klinischen Teil der Studie
durchgefuhrten Transfusionen offenbarten eine gerRate an Refraktarzustéanden. Lediglich
25,6 % der Patienten wiesen nach 1 h eine Refitktauf (korrigiertes Inkrement < 7,5), bei
74,4 % der Patienten konnte eine erfolgreiche Tusian beschrieben werden.
Schlussfolgerung: Unter Berticksichtigung bestimmter Mindeststandastiine Dreifach-
Thrombozytapherese mit der Trima Accel in einerdén Spender zumutbaren Zeit und bei
einer niedrigen Inzidenz von citratspezifischen &ehbirkungen mdoglich. Die Prifkriterien
der Bundesarztekammer fur leukozytendepletiert@mbiozytenkonzentrate wurden bei allen
untersuchten Praparaten erfullt. In der Studie kmeme zufrieden stellende Wirksamkeit der
mittels Dreifach-Thrombozytapherese gewonnenen mhozytenkonzentrate nach Transfu-

sion aufgezeigt werden.

-12 -



1. Zusammenfassung

Safety and efficiency of triple-plateletpheresis aa standard procedure
Summary

Background: Platelet concentrates are being used to treatmihocytopenias and thrombo-
cytopathias. Considering the demographic developméh a growing proportion of elderly
people, the higher rate of invasive surgery reguiransfusions as well as a higher incidence
of patients with cancer, it is important to augm#rd productivity of plateletphereses. This
study was looking at plateletphereses with varymhagelet yields, using the cell separator
Trima Accel (CaridianBCT).

Materials and Methods In this study, 27 platelet donors were recruded divided into two
groups. All participants of each group underwemt @nsecutive donations with the same
platelet yield, in which multiple data concernirnge tdonor and the procedure were collected.
In order to evaluate the possible effects of agihtdonation on the thrombopoetic system,
the serum thrombopoietin concentration was detexchlvefore as well as after the apheresis.
In a group of 13 donors a double platelet concentfplatelet yield 4,5 — 5,0 [x1}) was
collected from each donor during six consecutivieea@ses. The minimum time in this group
between two donations was14 days. In the remaining group of 14 participamte triple
platelet concentrate (platelet yield 8,0 [*]Dwas produced from each donor on six conse-
cutive aphereses. For the donor’s safety it wasired, that the minimum time in this group
between two donations was21 days and the donors had to show a platelettco@60/nl
before all six donations. One participant in theugr of the triple-plateletpheresis fell below
the minimum platelet court 260/nl before his second consecutive donation thacefore
dropped out from further participation in the stu@pr evaluation of the donor's comfort
during triple-plateletpheresis all participanteated in a standardized interview at the end of
the sixth apheresis. The operators involved irstbdy were also asked to complete a standar-
dized questionnaire to give their opinion concegniine work with the cell separator Trima
Accel. Additionally, in 48 cases of triple-platgdberesis the preparation time and follow-up
time of the procedure were documented. In thisystalgdo 46 platelet concentrates recruited
out of triple-plateletpheresis were transfusedtddemato-oncology patients and the clinical
efficiency to the platelet concentrates was evalliafter 1 hour as well as after 18 — 24 hours
using the corrected count increment (CCI). Furtleeen40 platelet concentrates derived from
triple-plateletpheresis underwent a quality contmolthe day of production (day 1) as well as

on day 5 and day 7 during storage. Before stastirtlyg the study, 910 records from different
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platelet donors, who were involved in donation dgriprevious years at the Institute of
Haemostaseology and Transfusion Medicine, werauatedl retrospectively.

Results: In all donations of both groups the platelet coaifter completing apheresis was not
below 100/nl. In both groups the thrombopoietin canmtration showed no shifts during
apheresis. Additionally, neither significant chasige thrombopoietin concentration during
the six consecutive donations within the groups, alear differences between both groups
were demonstrated. The measured processing tidenate a triple platelet concentrate was
16 minutes higher on average, as compared to dqleételetpheresis. The participants in
triple-plateletpheresis showed a low incidence ithte related side effects, which mainly
resulted in slight perioral paraesthesia. The dsrmomfort during the six consecutive triple-
plateletphereses was evaluated as consistentlyiy@osihe quality controls showed signifi-
cant changes during storage concerning the meaglgil@olume, the swirling phenomenon,
the pH-value, the CD62P-expression and the ADP- @alliagen-induced aggregation. In
addition, the metabolic changes during storage wecemented by a consumption of glucose
as well as by a rise of lactate- and LDH-conceimmatThe transfusions in the clinical part of
the study demonstrated a small rate of refractesn®nly 25,6 % of the patients showed a
refractoriness after 1 hour (corrected count inameinx 7,5), 74,4 % of the patients underwent
a successful transfusion.

Conclusion: While respecting certain minimal standards, itasgble to use a triple-platelet-
pheresis with the Trima Accel in an acceptable tirame for the donor and a low incidence
of citrate related side effects. The criteria usgdthe German Bundesaerztekammer for
leucocyte-depleted platelet concentrates were fdlyered for all products. This study was
able to show a satisfied efficiency after transfusior platelet concentrates obtained by

triple-plateletpheresis.

-14 -



2. Einleitung

2. Einleitung

2.1 Geschichte und Entwicklung der Transfusionsmedin

Die Geschichte der Bluttransfusion entwickelte sibler viele Jahrhunderte. Blut galt seit je-
her sowohl als Sitz des Lebens als auch des Besaiisst Schon zur Zeit von Hippokrates
(ca. 460 — 370 v. Chr.) gibt es Uberlieferungenpaaih Tierblut als Heilmittel fir Epilepsie
eingesetzt wurde (Muller-Eckhardt C et al., 2004).

Die eigentliche Entwicklung der Bluttransfusion bag im Jahr 1666 mit der ersten erfolg-
reichen Bluttransfusion von Hund zu Hund durch daglischen Arzt R. Lower (Lower R,
1666; Benedum J, 2001; Greenwalt TJ, 1997; GiangrdpLF, 2000; Walton MT, 1974,
Webster C, 1971).

In Paris wurde, nach mehreren stérungsfreien Blugfiusionen an Tieren, am 15.06.1667 die
erste Tierblutibertragung auf den Menschen durchk@aiglichen Leibarzt J. — B. Denis so-
wie den Chirurgen P. Emmerez durchgefiihrt. DereRatiberstand die Lammbluttransfusion
ohne Komplikationen. Im selben Jahr fiihrten Demid sein Assistent mit Lamm- und Kalbs-
blut drei weitere Transfusionen durch, wovon zwédlich endeten. Dabei traten u.a.
SchweilRausbruch, Nasenbluten, Erbrechen, Nierereselern und Hamaturie auf. Dies waren
die ersten berichteten Transfusionsreaktionen. iDdrese Misserfolge wurden Bluttransfusi-
onen von dem franzésischen Gerichtshof 1668 venb@teiller-Eckhardt C et al., 2004).

In Deutschland wurden die ersten Bluttransfusioh®68 durch die Chirurgen M. Purmann
und B. Kaufmann durchgefiihrt. Dem angeblich an &eprkrankten Patienten gaben sie
mehrmals erfolgreich Blut eines Lammes (Muller-Emkit C et al., 2004).

Nach einer Pause von rund 100 Jahren wurden gegea @es 18. Jahrhunderts wieder die
ersten Tierversuche zur Bluttransfusion durchgefiier englische Physiologe und Geburts-
helfer J. Blundell sah sich am Anfang des 19. Jataterts durch den Blutungstod einer frisch
Entbundenen dazu veranlasst, experimentelle Bh#fugionen an Tieren durchzufihren.
Durch diese Experimente erkannte er die Notwendigler artgleichen Bluttransfusion, so
dass dem Menschen nur menschliches Blut Ubertraggden dirfte. Daraufhin fihrte er
1825 erstmals eine Bluttransfusion von Mensch zuddk durch. Er Ubertrug dabei erfolg-
reich Fremdblut auf eine postpartal ausgeblutetai.FBlundell gilt daher als ,Vater der
modernen Transfusion“ (siehe Abb. 1) (Miller-Eckhia€ et al., 2004; Young JH, 1964;
Baskett TF, 2002; Blundell J, 1818).
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Abb. 1: Bluttransfusion nach J. Blundell (Blundell J, 1828)

In Deutschland fand die wahrscheinlich erste Bamg$fusion von Mensch zu Mensch im Jahr
1828 durch G. A. E. Klett und E. W. Schragle sfisttiiller-Eckhardt C et al., 2004).

Der Osterreichische Pathologe K. Landsteiner liefdr901/1902 mit der Entdeckung der
ABO-Blutgruppenmerkmale die wissenschaftliche Gtagd fiir eine erfolgreiche Bluttrans-
fusion. Thm war wahrend seiner Arbeit aufgefalldass es zwischen Blutserum und Blut-
korperchen verschiedener, anscheinend vollig gesuMenschen, zu einer Agglutination
kommt und vermutete, dass es sich bei dieser Agglidn um individuelle Eigenschaften
des Blutes handeln kénnte. Landsteiner entdeckdd t@irch seine Beobachtungen vorerst
drei Blutgruppen. Die Mitarbeiter Landsteiners,vn Decastello und A. Sturli, erbrachten
1902 den Nachweis einer vierten Blutgruppe, die&dsoagglutinine aufwies. Dabei han-
delte es sich um die heutige AB genannte Blutgrupaedsteiner schloss aus diesen Er-
kenntnissen, dass es zwei verschiedene Isoaggletoeben miusse. Im Jahr 1928 wurden
diese vier Blutgruppen durch die Hygienekommisslea Volkerbundes zur international ein-
heitlichen ABO-Blutgruppe deklariert. Fir die Entlang dieser Blutgruppen und die daraus
resultierende Grundlage einer gefahrlosen AnwendisrgBluttransfusion von Mensch zu
Mensch erhielt Landsteiner 1930 den NobelpreisMadizin (Landsteiner K, 1931; Miuller-
Eckhardt C et al., 2004; Geserick G et al., 2001).

Einen weiteren groRen Fortschritt verbuchte dien3iasionsmedizin 1924 in der Wiederent-
deckung der Ungerinnbarmachung des Blutes mithdfe Natriumcitrat. Diese Citratblutkon-
serven hatten eine Haltbarkeit bis zu einer Woche.
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In den USA wurde 1919 im Rockefeller-Institut daiste Blutdepot gegrindet, in dem gro6-
Rere Mengen Blut gelagert wurden. In Deutschlanddgen arbeitete man lange Zeit nur mit
Frischblutiibertragungen. Die ersten grof3en Bludperachweise wurden 1933 in Frank-
furt/M., Berlin und Leipzig gegrindet (Muller-Eckitth C et al., 2004; Wiebecke D et al.,
2004).

Das Rhesus-Blutgruppensystem wurde 1940 von K. dteimer zusammen mit A. S. Wiener
entdeckt (Landsteiner K et al., 1940).

Einen weiteren Fortschritt in der Transfusionsmiedizonnte durch die Entwicklung von
ACD (Acid-Citrate-Dextrose) durch Loutit et al. urdie damit verbesserte Gerinnungs-
hemmung und Haltbarkeit der Blutkonserven erreigntden (Loutit JF et al., 1943).

1952 konnten C. Walter und W. P. Murphy die ersfenststoffbeutel, bestehend aus Poly-
vinylchlorid, zur Blutkonservierung entwickeln. Bie Kunststoffbeutel I6sten die zuvor ver-
wendeten wiederverwendbaren Glasflaschen ab. Ddiedes geschlossene System konnten
Verunreinigungen und daraus resultierende Kompbtkan vermindert werden. Diese Kunst-
stoffbeutel erleichterten zudem die Entwicklung Bemponententherapie. Durch die Kom-
ponententherapie war es maglich geworden, demrRatidediglich die Blutkomponente, die
zuvor durch Zentrifugation hergestellt wurde, zudwén, die er auch wirklich benétigt. Die
Transfusion von Vollblutkonserven ist heute weitgeth obsolet, da bei der Lagerung be-
stimmte Blutbestandteile wie Thrombozyten und Garingsfaktoren sehr schnell inaktiviert
werden (Miller-Eckhardt C et al., 2004).

Die ersten Experimente mit Thrombozytenpraparadedén in den flnfziger Jahren statt. Be-
reits im Jahr 1910 berichtete W. W. Duke von demafnmenhang von Blutungen und einer
verminderten Anzahl an Thrombozyten (Duke WW, 19Meitere wichtige Fortschritte
konnten durch den Beginn der Hamapherese in demiger Jahren erreicht werden. Dadurch
konnte die Patientensicherheit erhdht werden, aamiti Zellseparatoren vermehrt Thrombo-
zytenkonzentrate durch einen Spender gewonnen wéatenten. Diese Zellseparatoren tren-
nen das Blut wahrend der Spende in die einzelnatk&nponenten auf, wobei die nicht be-
notigten Blutbestandteile dem Spender zurickgegelmeden. Um die Rate von Alloimmu-
nisierungen so niedrig wie moglich zu halten, wardeukozytenfilter entwickelt. Zudem
wird dadurch das Transmissionsrisiko flr das inKoayten enthaltene Cytomegalievirus
(CMV) gesenkt (Muller-Eckhardt C et al., 2004; &ter SJ, 2007).

In Deutschland besteht zurzeit der grof3te Antedl 8pendeaufkommens aus Vollblutspen-
den. 2009 gab es insgesamt 4,86 Millionen Volllgatslen. Die Zahl der Apheresespenden
betrug im Jahr 2009 2,56 Millionen. Der grofdte Taer Apheresespenden waren Plasma-
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pheresen. Lediglich rund 9 % aller Apheresespemdeden fur die Gewinnung von Erythro-

zyten und Thrombozyten getatigt. Im Jahr 2009 wars20.000 TKs zur Transfusion freige-

geben. Davon wurden 40 % aus Vollblut und 60 % kiumaschinelle Apherese gewonnen.
Es konnten pro Apherese durchschnittlich 1,8 Thrazgtenkonzentrate gewonnen werden
(Henseler O et al., 2010).

Aufgrund der demographischen Entwicklung droht gui3chland langfristig ein Mangel an

Blutspendern. Nicht nur durch diese Tatsache, das#nteil alterer Menschen in der Bevol-
kerung zunimmt, sondern auch durch die zunehmerade & invasiven transfusionstrach-
tigen Eingriffen und die steigende Inzidenz andétdaén mit Malignomen verstarkt sich diese
Problematik, sodass ein Anstieg des Bedarfs arspdumden erwartet wird (Gross H, 2007,
Greinacher A et al., 2007).

2.2 Thrombozyten: Aufbau, Funktion und Thrombopoese

Die kernlosen Thrombozyten stellen die kleinstellulZgen Bestandteile des Blutes dar. Sie
haben einen Durchmesser von 1,5 #m3. Die physiologische Thrombozytenzahl im Blut
liegt zwischen 150.000 — 400.0Q0(Kaushansky K, 2005).

Thrombozyten entstehen im Knochenmark aus Megakgtgn. Durch Zytoplasmafragmen-
tation entstehen aus dieser Vorlauferzelle diefdtchen. Auf diese Weise entstehen aus ei-
nem Megakaryozyten ca. 1000 — 4000 Thrombozytea.ddrchschnittliche tagliche Produk-
tion betragt 35 x 1DPl4ttchen pro Kilogramm Kérpergewicht. Fiir einematischnittlichen
Erwachsenen betragt die tagliche Neuproduktion hrofibozyten ca. 1 x 1b (Miiller-
Eckhardt C et al., 2004; Kaushansky K, 2005).

Insgesamt befinden sich etwa 70 % der Thrombozyteperipheren Blut, das restliche Drit-
tel befindet sich in der Milz (Milzpool). Die dursbhnittliche Uberlebenszeit der Blutplatt-
chen betragt ca. 7 — 10 Tage. Danach werden digsé das retikuloendotheliale System in
der Milz und Leber abgebaut. Im zirkulierenden Biegen die Blutplattchen in einer diskoi-
den Form vor (Mller-Eckhardt C et al., 2004).

Die Hauptaufgabe der Blutplattchen besteht in deluBg von Thromben wahrend der phy-
siologischen Blutstillung. Sie kdnnen durch untkrsdliche Mechanismen die Blutstillung
unterstitzen. Bei einer Gefal3verletzung adharidtemombozyten an den subendothelialen
Strukturen und bilden so einen Thrombozytenpfrépf3erdem leiten sie auf ihrer Membran-

oberflache die Aktivierung der plasmatischen Garmmein und kénnen mithilfe der aus den
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Thrombozyten freigesetzten Inhaltsstoffe u.a. eWsokonstriktion bewirken (Mdller-
Eckhardt C et al., 2004).

Die Plattchen selbst konnen durch zwei verschiedésehanismen aktiviert werden. Die Ak-
tivierung von Thrombozyten kann entweder direktctiuAgonisten wie Serotonin, plattchen-
aktivierender Faktor (PAF), ADP, Thrombin, Thromboxund Adrenalin tber GTP-bindende
G-Proteine, oder durch direkte Adhasion an subémtiate Strukturen, wie z.B. das Kol-
lagen, erfolgen. Die Form der Thrombozyten andeh durch die Aktivierung. Sie liegen
dann in einer spheroiden Form mit Pseudopodienar priméare Thrombozytenadh&sion an
GefalBwandstrukturen erfolgt durch den von Willedr&aktor (VWF) in der verletzten Ge-
faBwand und dem auf den Thrombozyten befindlichbkdprotein Ib (GP Ib). Diese Adha-
sion bewirkt eine Thrombozytenaktivierung mit Bitdpund Exozytose von Granula wie bei-
spielsweise ADP und Thromboxan,Alie wiederum eine weitere Thrombozytenaggregation
induzieren (Miller-Eckhardt C et al., 2004; Jurlekal., 2008).

Blutplattchen enthalten drei morphologisch versdéree Granula. Man unterscheidet zwi-
schen dem-Granula, de-Granula und den Lysosomen. Eine Signalkaskaderkiegie Ak-
tivierung von Integrinen. Integrine stellen Memlmeeptoren dar und verbinden Liganden
auf der Zelloberflache mit dem Zytoskelett im Zatleren. Im aktivierten Zustand bindet das
Integrin GP lIb/llla durch eine Konformationsandeguw.a. Fibrinogen und den vVWF, sodass
ein stabiler Plattchenpfropf entsteht. Fibrinogehim der Lage, an zwei GP llb/llla-Rezep-
toren auf unterschiedlichen Thrombozyten zu bingwh diese so querzuvernetzen. Weiterhin
kommt es zur explosionsartigen Bildung von Thromlidese Protease bildet das blutstil-
lende Fibrinnetz (Muller-Eckhardt C et al., 2004tkIK et al., 2008).

Die Aktivierung von Thrombozyten wird durch mehreegulatorische Substanzen geregelt.
Hierbei spielt cCAMP eine entscheidende Rolle. cAk#Phindert sowohl eine Thrombozyten-
aggregation als auch die Sekretion der Granulalamsinneren eines Thrombozyten (Mller-
Eckhardt C et al., 2004).

Das P-Selektin (,granule membrane protein® GMP-14lyster of differentiation® CD62P,
.platelet activation-dependent granule-external hoeme protein® PADGEM) ist ein Glyko-
protein mit einem Molekulargewicht von 140 kDa uimtlet man vorwiegend in denGra-
nula der Thrombozyten (André P, 2004; Stenberg tPAt ,€1985). Erst nach Aktivierung der
Blutplattchen wird es durch die Sekretion der Glaram die Zellmembran abgegeben und auf
der Membran exprimiert. Das P-Selektin hilft ber @ndung der Thrombozyten an neutro-
phile Granulozyten und Monozyten mit. Der Haupttigades P-Selektins (,P-Selectin glyco-
protein ligand* PSGL-1) ist daher auf Leukozytenfinaden. Des Weiteren ist das P-Selektin
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auch auf Leukozyten exprimiert und in den WeibdhBe-Korperchen der Endothelzellen
nachweisbar. Eine l6sliche Form des P-Selektirdetiman im Blutplasma und stammt tber-
wiegend von Thrombozyten (André P, 2004; Stenbé&gefPal., 1985; Michelson AD et al.,
1996; Dunlop LC et al., 1992; Vandendries ER et2004). Dadurch dass das P-Selektin als
Indiz fur eine stattgefundene Plattchenaktivieramgusehen ist, lasst sich, durch geeignete
Antikorper in vitro, der Aktivierungsgrad der Thrboeyten bestimmen.

Wahrend der Megakaryopoese wird auf den herandgfenThrombozyten das Antigen
CD42a (GP IX) exprimiert. Das CD42a-Antigen gelgint Familie der leuzinreichen Glyko-
proteine und bildet mit dem CD42b (GP Ib) und def G ein Heterotrimer und ist fur die
Thrombozytenadhasion und -aktivierung essentieds BP Ib ist der wichtigste Rezeptor fur
den VWF. Das GP lIb/llla dient hingegen nicht nler Rezeptor fur den vVWF, sondern auch
fur Fibrinogen, Vitronektin und Fibronektin (P6ths8 et al., 2010). Das CD42a-Antigen
befindet sich somit auf ruhenden und aktivierteatkttchen und kann fir die Bestimmung
der Gesamtplattchenzahl verwendet werden.

Blutplattchen sind weiterhin als Abwehr- und Entdiingszellen tétig. Sie sind in der Lage,
antimikrobielle Substanzen freizusetzen und kondieekt mit Pathogenen wie Viren und
Protozoen interagieren (Jurk K et al., 2008). AasIdteraktion von Bakterien mit Blutplatt-
chen, die entweder durch die direkte Bindung mmemi bakteriellen Surfaceprotein oder in-
direkt durch ein sich im Plasma befindliches Moleistande kommt, kann eine Aktivierung
der Blutplattchen mit nachfolgender Thrombusentstghresultieren (Fitzgerald JR et al.,
2006). Plattchen enthalten eine Vielzahl an pramfihatorischen Chemokinen und Zytokine,
die bei Aktivierung im Entztindungsbereich sezetrniegrden und damit die Immunantwort
beeinflussen (Hundelshausen P von et al., 2007).

Einen entscheidenden Einfluss auf die RegulatianTéeombozytopoese im Knochenmark
hat das Hormon Thrombopoetin (TPO), auch als ,magalcyte growth and development
factor* (MGDF) bezeichnet. TPO besteht aus 353 Aminosaunehwurde erstmals im Jahr
1994 isoliert (Kuter DJ, 2009; Jin F et al., 200@as Hormon TPO ist flr die Bildung und
Differenzierung der Megakaryozyten und damit fie Broduktion von Thrombozyten zustan-
dig. Es gibt eine Reihe weiterer hamatopoetischachWtumsfaktoren, wie z.B. IL-1, IL-3,
IL-4, IL-6, IL-7, IL-11, EPO, GM-CSF, LIF und SCHje die Thrombozytopoese beeinflus-
sen (Kaushansky K, 2009; Jelkmann W, 2001). Dagd@pisotein TPO wird in der Leber, der
Niere sowie in den Stromazellen des Knochenmarkddgt und hat ein Molekulargewicht
von 95 kDa. Durch TPO werden die Megakaryozyten ime Progenitorzellen stimuliert,
mehr Plattchen zu bilden und dadurch dem Blut nBétiplattchen zur Verfiigung zu stellen.
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Thrombozyten besitzen, ebenso wie Megakaryozyteth ire Vorlauferzellen, auf ihrer
Oberflache einen TPO-Rezeptor (c-Mpl), mit demdas im Blut zirkulierende TPO binden
kénnen und es so aus dem zirkulierenden Blut er@ferNachdem TPO an seinen Rezeptor
gebunden hat, wird der Komplex aus TPO und dem ER&zeptor internalisiert und abge-
baut (Mclintosh B et al., 2008; Kaushansky K, 2003J et al., 1999; Kato T et al., 1998;
Fielder PJ et al., 1996; Kaushansky K et al., 1994)

Der Plasmaspiegel an TPO korreliert umgekehrt ptapwal mit der Anzahl an Thrombo-
zyten im Blut. Dies entspricht einem negativen beett, sodass bei sehr hoher Thrombo-
zytenzahl eine niedrige Konzentration an TPO insfka nachweisbar ist, da ein grolRer Teil
an TPO von den c-Mpl-Rezeptoren aus dem Plasmarathtiird und entsprechend nur we-
nige Thrombozyten nachgebildet werden. Umgekeleigistie Konzentration von TPO bei
einer Thrombozytopenie an, da nur eine kleine Meageirkulierendem TPO aus dem Plas-
ma entfernt werden kann. Obwohl die Leber etwaHiilfte des im Blut zirkulierenden TPOs
synthetisiert, scheint die hepatische TPO-Produokteeser Regulation nicht zu unterliegen
(Kaushansky K, 2009; Jelkmann W, 2001). In mehrépdreiten konnte belegt werden, dass
die in der Leber synthetisierte Menge an TPO unadpigavon der Thrombozytenzahl kon-
stant bleibt. Die Angaben zum Mittelwert des imdAt@ bzw. Serum enthaltenen TPOs bei
gesunden Erwachsenen schwanken zwischen 20 — 24@ @gcintosh B et al.,, 2008;
Jelkmann W, 2001; Koruk M et al., 2002).

2.3 Thrombozytenkonzentrate

2.3.1 Herstellung

Thrombozytenkonzentrate kénnen entweder durch ifiegétion aus Vollblutspenden oder

durch eine maschinelle Thrombozytapherese gewoweeden.

Bei der Herstellung aus Vollblutkonserven untergiéterman zwei verschiedene Verfahren.
Einmal das in den USA Ubliche Verfahren der Hehstg) aus plattchenreichem Plasma
(PRP-Verfahren) und das in Europa verbreitete \eeia zur Gewinnung von Thrombo-

zytenkonzentraten aus dem ,buffy coat” (BC-Verfafre

Beim dem PRP-Verfahren wird das gewonnene, miaCiuersetzte, Vollblut langsam zentri-

fugiert (,soft spin“) und danach der Uberstandoatias plattchenreiche Plasma, in einen

zweiten Kunststoffbeutel aufgefangen. Das plattotiehe Plasma wird daraufhin in einem
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zweiten Schritt nochmals zentrifugiert (,hard spirBei dieser Zentrifugation, die hochtourig
durchgefuhrt wird, sedimentieren die Thrombozytasadb und es entsteht plattchenarmes
Plasma (PPP). Die Thrombozyten werden nach 1 -2 &inem Teil des gewonnenen platt-
chenarmen Plasmas wieder resuspendiert (Mullerd&tdkiC et al., 2004). Das durch PRP-
Verfahren gewonnene Thrombozytenkonzentrat weifi en Vergleich zum BC-Verfahren
erhohte Thrombozytenaktivierung auf (Vassallo RRigt2006a). Ein weiterer Nachteil be-
steht darin, dass das gewonnene Thrombozytenkaatzdetliglich 60 — 90 % der in dem
Vollblut vorhandenen Plattchen enthalt. Zudem wskth die erhdohte Volumenbelastung
nachteilig aus (Salama A et al., 1998).

Bei dem BC-Verfahren wird zunachst eine erste hmgaige Zentrifugation durchgefihrt.
Nachdem das Plasma und die Erythrozytenfraktiortigebend entfernt wurden, wird der
.buffy coat” und die Restmenge an Plasma in eingsazlichen Kunststoffbeutel tberfuhrt.
Als ,buffy coat” bezeichnet man eine Schicht, hauptsachlich bestehes Leukozyten und
Thrombozyten, die sich durch Zentrifugieren vonilka#guliertem Vollblut zwischen den
Erythrozyten und dem Plasma ausbildet. Der ,butigtt hat ein Gesamtvolumen von etwa
30 — 50 ml. Durch erneute Zentrifugation des thromytten- und leukozytenhaltigen ,buffy
coats” setzen sich die verbliebenen Leukozytenknythrozyten von dem PRP ab.

Um ein Thrombozytenkonzentrat mit ausreichendettd?iénzahl herzustellen, verwendet
man in der Regel 4 — 6 ABO-blutgruppengleiche ,pufbats”, die vor dem zweiten Zentrifu-
gationsschritt in einen Beutel vereint werden (). Man spricht dann von einem Pool-
Thrombozytenkonzentrat (Miiller-Eckhardt C et abQ2; Richtlinien BAK, 2010).

Mit Hilfe eines Leukozytendepletionsfilters lasseith aus diesem leukozytendepletierte
Pool-Thrombozytenkonzentrate herstellen. DurchiRiduzierung der in dem Konzentrat ent-
haltenen Leukozyten wird die Immunisierungsrate egetLA-Merkmale gemindert. Ein
Pool-Thrombozytenkonzentrat enthalt in Abhangigkeih der Anzahl gepoolter Einheiten
etwa 240 — 360 x £0rhrombozyten, die in 200 — 350 ml Plasma oderrRéassatz-Losung
suspendiert sind (Querschnitts-Leitlinien BAK, 208

Mit der maschinellen Apherese durch Zellseparatdresteht eine weitere Mdglichkeit der
Gewinnung von Thrombozytenkonzentraten. Die Hdtsigl erfolgt entweder durch direkte
Thrombozytapherese oder durch eine Multikomponepende. Auch bei diesem Verfahren
findet eine Leukozytendepletion statt, entwederoactvdhrend der Apherese durch einen
integrierten Leukozytenfilter, oder erst im Ansaduan das Verfahren (Richtlinien BAK,
2010). Bei diesem Verfahren wird das Blut des Spesxdchon wéahrend der Spende durch

Zentrifugation fraktioniert, die nicht benétigterluBestandteile werden dem Spender noch
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wéahrend der Apherese zurtickgegeben. Zur Antikoéigulavird ACD verwendet. Das Citrat
ist ein Chelator und ist in der Lage, die fir dikitBerinnung essentiellen €aonen zu
binden. Die Zellseparatoren unterscheiden sichAbhangigkeit vom Hersteller, durch das
verwendete Verfahren. Bei dem diskontinuierlichezrfghren wird einem Spender ein be-
stimmtes Blutvolumen entnommen. Nachdem die Blitigidén gesammelt wurden, werden
die restlichen Blutbestandteile dem Spender wieegansfundiert. Das dem Spender abge-
nommene Blutvolumen darf dabei hochstens 15 % ideslizrenden Blutvolumens betragen
(Muller-Eckhardt C et al., 2004). Durch das konignliche Verfahren erfolgt die Gewinnung
von Blutplattchen wahrend der standigen Entnahmerddeinen Menge an Blut und der di-
rekten Ruckgabe der nicht bendtigten Blutkomponeribeée Spende kann dabei entweder im
Einarm- oder auch im Zweiarm-Verfahren durchgefttetden. Bei dem Einarm-Verfahren
(SN-System) wird der Spender mit nur einer Nadelktiert. Die Zellseparation teilt sich da-
durch in eine Entnahmephase und eine Rickgabeghds®as Blut wird dabei Uber die
gleiche Nadel aufgenommen und abgegeben. Fur dagadwVerfahren (DN-System) wer-
den entsprechend zwei Punktionsstellen bendétigie Bunktionsstelle ist fur die Entnahme,
die andere fur die Rickgabe des Blutes vorgesdhanth die Thrombozytapherese kann ein
Spender entweder ein Einfach-, Zweifach- oder ei@ifch-Thrombozytenkonzentrat spen-
den. Ein Apherese-Thrombozytenkonzentrat enthiéla €00 — 400 x 10Thrombozyten in
etwa 200 — 300 ml Plasma (Querschnitts-LeitliniehKB 2008; Miuiller-Eckhardt C et al.,
2004).

In Deutschland werden jahrlich etwa 150.000 PoosHgs 620.000 Vollblutspenden herge-
stellt. Diese Vollblutspenden stammen von durchstich 485.500 Spendern. Ein Thrombo-
zytenspender hingegen spendet durchschnittlicaa#. Apherese-TKs im Jahr. Die 150.000
Pool-TKs kénnten daher auch von 18.750 Apheresespindern geleistet werden. Daraus
konnte die Spenderexposition fur den Patientenfgignt verringert werden und ca. 37.000 |
Plasma, die bei der Vollblut-Fraktionierung verlogehen, eingespart werden (Hellstern P et
al., 2007).

Durch die Verwendung von Citrat als Antikoagulamsk es bei der Spende von Apherese-
TKs, bedingt durch den Abfall des Calciums im Béutsn, gelegentlich zu citratspezifischen
Nebenwirkungen bei den Spendern kommen. Um diesdeMNvirkungen entgegenzuwirken,
kann die orale Gabe von Calcium indiziert sein (8zénmeier H et al., 2010).

Durch die Akkumulation von ACD im Blutkreislauf d&penders und der daraus resultieren-
den sekundaren Hypokalzamie kann eine neuromuskii§iperexzitabilitat resultieren, die

sich in Parasthesien, Tremor oder Benommenheitrau&an. Sowohl Ubelkeit und Erbre-
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chen als auch carpopedale Spasmen und Tetanierrkdo@ einem weiteren Absinken des
Calciumspiegels auftreten (Bueno JL, 2007; Str&&s 1996). Nach einer ACD-Infusion
wird das aufgenommene Citrat in der Leber, denéstiamd den Muskeln metabolisiert, so-
dass das gebundene Calcium wieder freigesetzt wdsalen. Weitere mogliche Citratreakti-
onen sind eine Verlangerung der QT-Zeit im EKG émnchythmien (Laspina SJ et al., 2002;
Strauss RG, 1996).

AulRerdem kdnnen als Folge einer Thrombozytaphdrggetensive Reaktionen, allergische
Reaktionen sowie Thrombozytopenien auftreten. DEarabdernen Zellseparatoren Sensoren
beinhalten, die Luft innerhalb des extrakorporaBtutvolumens detektieren kbnnen, ist die
Komplikation einer Luftembolie eine Raritat (WirgeiL, 2006).

2.3.2 Lagerung und Haltbarkeit

Thrombozytenkonzentrate aus Apheresespenden befside in einem sterilen, gasdurchlas-
sigen Kunststoffbeutel aus Polyolefin. Sie befinda je nach Art der Herstellung in 100 %
Spenderplasma oder in synthetischer Losung (Plasata®sung, additive Losung) mit

einem Plasmaanteil von ca. 30 %. Weitere Bestdadtai Abhéngigkeit von dem Herstel-

lungsverfahren, sind Antikoagulans, Stabilisatowvisogeringe Mengen an Erythrozyten und
Leukozyten. Um ein Funktionsverlust der Thromboayr vermeiden, werden diese bei
Raumtemperatur (22 + 2 °C) aufbewahrt. Blutplattceand unter standiger Agitation zu la-

gern und haben eine Haltbarkeit von maximal viegera(4 x 24 h), gerechnet ab 24:00 Uhr
des Entnahmetages. Um eine mdglichst gute thelapbatWirksamkeit zu erhalten, sollte

die Lagerungsdauer von TKs relativ kurz sein urithetistmdglich nach Eintreffen auf Stati-

on transfundiert werden (Richtlinien BAK, 2010; @sehnitts-Leitlinien BAK, 2008).

Die Thrombozyten sind bei der Gewinnung, wahrendLadgerung und dem Transport einer
Vielzahl an mechanischen Reizen ausgesetzt. Zid@spielen chemische und biochemische
Reize, wie beispielsweise der pH-Wert, eine Rdliese Reize sind in der Lage die Blut-

plattchen zu aktivieren und zu schéadigen. Die @otischen, strukturellen und funktionellen

Veradnderungen an den Blutplattchen und dem Throgibokonzentrat wéhrend der Lage-
rung, werden unter dem Begriff ,platelet storagadr” (PSL) zusammengefasst. Durch die
Aktivierung der Thrombozyten wahrend der Lageruoghkt es zu einem Funktionsverlust
der Blutplattchen (Singh H et al., 2003; Dekkers Bvél., 2007).
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Die in dem Thrombozytenpraparat enthaltene Glukesd flr Stoffwechselprozesse der
Blutplattchen benétigt, sodass wahrend der Lagerings TKs ein Glukoseverbrauch statt-
findet.

Laktat ist ein Stoffwechselprodukt der anaerobepk@yse. Dabei katalysiert das Enzym
LDH die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat. Ein s&rlAnstieg der Laktatkonzentration
kann auf eine schlechte Sauerstoffversorgung deshliveisen.

Die Laktatdehydrogenase ist ein Enzym, das sicEytoplasma aller Korperzellen befindet.
Wahrend der Lagerung eines Thrombozytenkonzenk@atsmt es zu Zellschadigungen der
Blutplattchen. Daraus resultiert ein Anstieg derH-Blonzentration in dem TK. Somit lasst
sich mithilfe der gemessenen LDH-Konzentration Rirckschluss auf vorhandene Zellscha-
digungen der Thrombozyten ziehen.

Die Haltbarkeit von Plattchenpraparaten wird dullah mégliche bakterielle Kontamination,
die durch die Lagerung bei Raumtemperatur beginstrg, limitiert (Muller-Eckhardt C et
al., 2004).

2.3.3 Qualitatskontrolle

Blutprodukte gehdren zu den Arzneimitteln im Sirvoa 8§ 2 Absatz 1 Arzneimittelgesetz
(AMG) und unterliegen den Vorschriften des Arzneieiiechts. Neben dem AMG ist das
Transfusionsgesetz (TFG) sowohl fur die Herstellatggauch fur die Anwendung von Blut-
produkten maRgeblich (Querschnitts-Leitlinien BAK08).

Qualitatskontrollen aus der laufenden Produktiowl siorgeschrieben und bei 1 % der herge-
stellten Thrombozytenkonzentrate, mindestens jegastpro Monat, durchzufihren.

Zu den Priufparametern zahlen der Thrombozytengethialtvisuelle Kontrolle, die Bestim-
mung von Restleukozyten und -erythrozyten, eineilé¢sprifung, die Messung des pH-
Wertes und das Volumen des Thrombozytenkonzer{Rathtlinien BAK, 2010).

Durch die Lagerung der Thrombozyten in einem Kunfftseutel werden diese aktiviert und
gehen von einer diskoiden in eine spharische Fdren (Kaufman RM, 2006). Das Swirling-
Phanomen entsteht, wenn Licht beim Durchtritt duded diskoiden Plattchen gebrochen
wird. Durch den Ubergang der Thrombozyten in eipleasische Form kommt es durch die
Abnahme der Lichtstreuung zu einer Verringerung 8esrling-Phanomens in dem TK
(Hervig T et al., 1999). Einen weiteren entscheitignEinfluss auf die Funktion der Throm-
bozyten hat der pH-Wert des TKs.

.25 -



2. Einleitung

Die folgende Tabelle 1 gibt einen Uberblick tibez durchzufiihrenden Qualitatskontrollen

incl. der Prifkriterien und den Zeitpunkt der Exalan.

Tabelle 1: Qualitatskontrollen fur leukozytendepletertes Thrombozytenkonzentrat
(Richtlinien BAK, 2010)

Priifparameter Prufkriterium Prifzeitpunkt
Volumen gemaR Spezifikatioh nach Herstellung
Thrombozytengehalt > 2 x 16"/ Einheit’ nach Herstellung und am Ende der
Haltbarkeit

Restleukozyten < 1 x 10/ Einheit’ nach Herstellung

Resterythrozyten < 3 x 10/ Einheit nach Herstellung

pH-Wert bei 22 + 2 °C 6,478 am Ende der Haltbarkeit

visuelle Kontrolle Beutel unversehrt, ,Swirling", allg alle hergestellten Einheiten
hergestellten Einheiten werden | werden am Ende der Haltbarkeit
gepruft und vor Abgabe gepruft

Sterilitat steril am Ende der Haltbarkeit

7210 —320 ml;

Y der Thrombozytengehalt der von der Spezifikatioweichenden Préaparate darf den unteren Grenzwert
hdchstens um 5 % unterschreiten;

2 die Restleukozytenzahl der von der Spezifikatioweichenden Praparate darf 1 ¥ péo Einheit nicht
Uberschreiten;

% 90 % der Praparate miissen einen pH-Wert zwisclteur@sl 7,6 aufweisen;

2.4 Praparative Thrombozytapherese

2.4.1 Prinzip der Thrombozytapherese

Die konventionelle Blutspende unterscheidet sich der Hamapherese durch den Einsatz
von Zellseparatoren mit einem extrakorporalen Kaeifsam jeweiligen Spender. Das Ver-
fahren der Hamapherese kann zur Gewinnung von Blagparaten, Granulozyten- und Ery-
throzytenkonzentraten, zur Sammlung von periph@&tenistammzellen und Lymphozyten-
praparaten sowie zur Gewinnung von Thrombozytergyeipn angewandt werden. Ein Vor-
teil der Hamapherese besteht darin, dass die dabei benttigten Blutbestandteile dem
Spender wieder retransfundiert werden kdénnen.

Die Auftrennung der Blutkomponenten wahrend desekgbeverfahrens erfolgt dabei durch
die Zentrifugation. Die Sedimentationsgeschwindigket der sich das Blut in die jeweiligen
Blutbestandteile auftrennt, lasst sich aus folger@leichung berechnen (Miller-Eckhardt C
et al., 2004).
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V = Sedimentationsgeschwindigkeit
W = Winkelgeschwindigkeit

& = Dichte

r = Radius der Blutzellen

n = Viskositat des Mediums bei t °C

Anfanglich sedimentieren die Blutzellen nach ih@&6Re, erst danach reihen sich die ein-
zelnen Blutkomponenten ihrer Dichte nach auf. Dieh2 der einzelnen Blutbestandteile
nimmt dabei von den Erythrozyten zu den Leukozyl@mombozyten bis zum Blutplasma

kontinuierlich ab. Tabelle 2 zeigt die mittlere Bie einiger Blutkomponenten.

Tabelle 2: Mittlere Dichte einer Auswahl von Blutkanponenten
(Council of Europe, 2000)

Blutkomponente Dichte in g/ml
Plasma 1,026
Thrombozyten 1,058
Monozyten 1,062
Lymphozyten 1,070
neutrophile Granulozyten 1,082
Erythrozyten 1,100

Fur die unterschiedlichen Apheresegerdte gibt esm&lkunststoffsets mit Separations-
kammern. In der Nahe der Punktionsstelle wird dgmmn8erblut das Antikoagulans ACD im
Verhéltnis 1:8 — 1:12 beigemischt. Die Zellseparaterfolgt vollautomatisch und computer-
gesteuert durch eine entsprechende VerfahrensgefiMiiller-Eckhardt C et al., 2004).

2.4.2 Uberblick tiber den Zellseparator Trima Acce(CaridianBCT)

Das Blutkomponentensammelsystem Trima Accel (Cami8CT, Lakewood, USA) separiert
vollautomatisch das Spenderblut mithilfe einer Zi&unge in seine Hauptkomponenten. Durch
das Trima Accel-System kdnnen sowohl Thrombozytankatrate als auch Plasma- und Ery-
throzytenkonzentrate gewonnen werden.

In Abb. 2 sind die Hauptbestandteile des Zellsdpasagekennzeichnet. Die Praparatebeutel

nehmen das gewonnene Produkt auf und sind Bestiaddte Einmalschlauchsets. Weitere
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Bestandteile des Systems sind: der Sensorbildschias Pumpensystem, die Zentrifuge und
die Kassette, die als Teil des Schlauchsets drtigie Positionierung der einzelnen Schlauche

vorgibt.
Praparatebeutet i >
. o
m : Sensorbildschirm
L)
Pumpensyste Kassette
< Zentrifuge

.’l-|I

Abb. 2: Hauptbestandteile der Trima Accel

Das Sammelsystem verwendet funf Pumpen: die ZuflWsstikoagulans- (AK-), Plasma-,
Thrombozyten- und die Ruckflusspumpe (Abb. 3).
Das Sammelverfahren findet ausschlie3lich im SNeBysstatt. Sowohl die Entnahme des

Blutes als auch die Riickgabe erfolgen tber diedé#uke!.

Riickflusspumpe

'Thrombozytenpumpe

Abb. 3: Pumpen des Trima Accel-Systems
(Bedienungsanleitung Trima Accel, Fa. CaridianBCT 2008)
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Das entnommene Vollblut wird in der Nahe der Venarigonsstelle nach der Entnahme mit
Antikoagulans versetzt. Das Blut-AK-Gemisch wirchviber Zuflusspumpe Uber den Plastik-
schlauchkanal in den Separationskanal geleitetcibdas Schwerefeld der Zentrifuge wird
das Blut in seine Bestandteile aufgetrennt. Dea&gmnskanal besteht aus einem in der Zen-
trifuge rotierenden Kunststoffring. Abb. 4 zeigind8eparationskanal, der vor jedem Aphere-

severfahren in die Fullvorrichtung der Zentrifugegelegt werden muss.

Sammelkammer

Zentrifugenkragen

s % Zentrifugenkrageyﬁl-
N\ | =<=—schlauch /|

Kragen
\1/ ' <—— Oberes Lager

N

Abb. 4: Separationskanal des Trima Accel-Systems
(Bedienungsanleitung Trima Accel, Fa. CaridianBCT 2008)

Durch die Plasma- und Thrombozytenpumpe werderPtimma und die Thrombozyten ab-
gepumpt. Die Erythrozyten werden durch den Druek,dlrch den kontinuierlichen Zufluss

des Spenderblutes zustande kommt, aus dem Kanainggd

Fur die Herstellung leukozytendepletierter Aphef€ke wird ein integriertes Leukozyten-

Reduktions-System (LRS) verwendet. Dadurch kannkdietamination des TK-Praparates
mit Leukozyten auf ein Minimum reduziert werden.sDanstromende plattchenhaltige Plas-
ma fliel3t aufsteigend in die Leukozytenreduktiomskeer. Da der Radius der Kammer von
unten nach oben zunimmt, nimmt die Durchschnitidgemdigkeit ab. Einstromende Blut-

plattchen werden auf einer bestimmten Hohe gehalteh bilden das Thrombozytenbett.
Dieses Thrombozytenbett hat immer die gleiche $takleukozyten und Erythrozyten, die
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eine groRere mittlere Dichte als Thrombozyten aidere befinden sich in der Leukozyten-
reduktionskammer weiter unten. Es stromen immerrrBditplattchen in die Kammer auf,
sodass die im Thrombozytenbett oben befindlichéitéHen verdrangt werden und zusam-

men mit dem Plasma in die Praparatebeutel gelangen.

Zentrifugal- Sog durch
kraft Sammel-
fluss

= 1 hrombozytenbett
[ (Kraftegleichgewicht)

Leukozyten

Abb. 5: Leukozyten-Reduktions-System
(Fortbildungsunterlagen Fa. Gambro BCT)

In Abhangigkeit von dem ausgewahlten Verfahren,deerdie Erythrozyten, Thrombozyten
und das gesammelte Plasma entweder in den Prdpeutgbn gesammelt oder dem Ruck-
flussreservoir zugefihrt und durch die Ruckflussparan den Spender zuriickgegeben.

Die Zuflusspumpe hat wahrend der Sammelphase voonidozyten und Plasma eine kon-
stante Geschwindigkeit. Dadurch, dass eine gervigege des zuriickflielenden Blutes er-
neut in den Zuflussschlauch geleitet wird, kann l@ntinuierlicher Blutfluss im Kanal auf-
rechterhalten werden. Somit ist das Trima Accelt&ys obwohl sich Entnahme- und Ruck-
gabephase in diesem Einarm-Verfahren abwechselrBaspiel fur ein prinzipiell kontinu-
ierliches Separationsverfahren.

Enthalt das Ruckflussreservoir ein ausreichend egd®olumen, wird die Rickflusspumpe

aktiviert und die nicht benotigten Blutbestandta@iteden Spender zurtickgefuhrt.
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2.5 Thrombozytentransfusionen

2.5.1 Indikationen

Thrombozytenkonzentrate kdnnen bei der Behandlumgfhrombozytopenien oder Throm-

bozytopathien indiziert sein. Die Indikationsstatjuist abh&ngig von der Thrombozytenzahl
und der Plattchenfunktion, der Blutungssymptomatégn Blutungsrisiko und der jeweiligen

Grunderkrankung.

Bei Malignom-Patienten mit einer Thrombozytenzah2G{nl und weiteren Blutungsrisiken

wird eine TK-Transfusion als indiziert angesehendf3chnitts-Leitlinien BAK, 2008).

Die primare oder sekundare Knochenmarksinsuffizistefit eine der wichtigsten Indikati-

onen fur eine Transfusion von Thrombozyten dar.

Bei der Anwendung von Thrombozytenkonzentraten renteeidet man die therapeutische
Thrombozytentransfusion, bei der die TransfusionBehandlung einer manifesten Blutung
eingesetzt wird, von der prophylaktischen Transfusidie das Auftreten von Blutungen

verhindern soll. Bei der primaren und sekundareondlenmarksinsuffizienz werden solche
prophylaktische Thrombozytensubstitutionen haufg sannvoll erachtet (Salama A et al.,

1998).

Bei akuten Blutungen wird eine Substitution beiegeiRlattchenkonzentration von < 100/nl
angestrebt. Patienten ohne zusétzliche Blutungerisivird vor invasiven Eingriffen ab einer

Thrombozytenzahl von < 50/nl eine Thrombozytenthagien empfohlen. Blumberg et al.

weisen darauf hin, dass die Grenze < 50/nl lechghiaf Expertenmeinung basiert und tber-
flissige Transfusionen ohne zusatzlichen Nutzemugaresultieren konnen (Querschnitts-
Leitlinien BAK, 2008; Blumberg N et al., 2010).

2.5.2 Wirksamkeitskriterien und Refraktarzustand

Nach einer Transfusion von Thrombozytenkonzentrageilen sich die Blutplattchen im
Blut und in der Milz. Die Wiederfindungsrate (,ra@y*) im peripheren Blut liegt daher le-
diglich bei 60 — 70 %. Bei fehlender Milz ist dieidlerfindungsrate héher, bei einer Spleno-
megalie hingegen lassen sich nach einer TK-Traimsfugeniger Blutplattchen im peripheren

Blut nachweisen und die ,recovery” fallt entsprecti geringer aus. Nach einer Splen-
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ektomie betragt die ,recovery” tiber 90 % (Quersttbrlieitlinien BAK, 2008; Slichter SJ,
2007).

Es gibt eine Reihe weiterer Einflussfaktoren, wep$8s und Fieber, manifeste Blutungen,
Verbrauchskoagulopathien, HLA-Antikorper und pla#nschadigende Medikamente, die
den Verbrauch an Blutplattchen erhéhen. Die métlelberlebenszeit der Thrombozyten
nimmt mit zunehmender Lagerungsdauer ab (QuerssHreitlinien BAK, 2008).

Die Evaluierung des Therapieerfolges von Thromberaybnzentraten mithilfe klinischer Kri-
terien, wie die Bestimmung der Blutungszeit, isttgehend obsolet.

Daher uberprift man beim Empfanger die Wirksamé&gier Blutplattchentransfusion durch
die Ermittlung des Anstiegs der Plattchen im pesiph Blut. Dieser Anstieg der Blutplatt-
chen wird als Inkrement bezeichnet. Durch die Gaiber therapeutischen Einheit wird mit
einem Inkrement von 20 — 40/nl gerechnet (Mlllekitardt C et al., 2004).

Das korrigierte Inkrement (CCI) berlcksichtigt zoddie Abhangigkeit des Inkrements von
dem Blutvolumen des Empfangers und der Dosis tuaasérter Thrombozyten. Das CCI
stellt somit eine normalisierte Mal3zahl dar unddwentweder innerhalb der ersten Stunde
nach Transfusion (1h-CCI) oder nach 18 — 24 h @@} bestimmt (Heckman KD et al.,
1997).

Der Anstieg der Thrombozyten lasst sich auch alo¥igierte Wiederfindungsrate (,percent
platelet recovery“, PPR) angeben. Diese Formeldisidhtigt den Milzspeicher (Slichter SJ,
2007; Davis KB et al., 1999).

Ist bei wiederholten Transfusionen von ABO-kompatibund funktionsfahigen Thrombo-
zyten kein Anstieg der Thrombozytenkonzentrationl womit des korrigierten Inkrements
festzustellen, liegt ein Refraktarzustand (Refral&f vor. Eine international einheitliche De-
finition der Refraktaritat mit entsprechenden Refewerten liegt nicht vor. In der vor-
liegenden Studie wird bei einem 1h-CCl < 7,5 unddi@em 24h-CCIl < 4,5 von einem Re-
fraktarzustand ausgegangen (Querschnitts-LeitliBé, 2008; Delaflor-Weiss E et al.,
2000).

Die Ursachen der Refraktaritat werden in immunalolge und nicht-immunologische Ursa-
chen unterteilt. Immunologische Ursachen werdernallem durch im Empfanger vorhandene
Alloantikorper hervorgerufen. Durch die vorgescheere Verwendung leukozytendepletierter
Thrombozytenkonzentrate ist die Alloimmunisierurgsrgering. Daher kommen fir eine Re-

fraktaritat eher nicht-immunologische Ursachen @trBcht.
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2.5.3 Nebenwirkungen

In der Studie von Heddle et al. traten bei der Gatre TKs (n = 1190) durchschnittlich in
13,6 % aller Falle Transfusionsreaktionen auf (HedM et al., 2002).

Durch die Lagerung der ThrombozytenkonzentrateRmimtemperatur besteht die Gefahr
der bakteriellen Kontamination des Produkts undAlesiosung einer Bakteriamie bzw. Sep-
sis beim Empfanger (Slichter SJ, 2007). Die Inzedean Transfusionsreaktionen aufgrund
einer Bakterienbesiedlung des TKs liegt derzeitseiven 1:900 und 1:100.000 (Walther-
Wenke G, 2008).

Nicht-hamolytische febrile Transfusionsreaktionemiten durch die Herstellung leukozyten-
depletierter Produkte und der Beimischung von Addisungen verringert werden und sind
daher nur noch sehr selten (< 0,1 %) zu beobacEerireten wahrend oder innerhalb der
ersten Stunde nach der Transfusion eines TKs éelRdaktionen mit einem Temperatur-
anstieg > 1 °C auf. Ausldser kbnnen HLA-Antikorplr Empfanger gegen die Leukozyten
des Spenders und inflammatorische Zytokine aus aadkn und Blutplattchen, die im TK
enthalten sind, sein (Heddle NM et al., 2002; Echi et al., 2001; Slichter SJ, 2007; King
KE et al., 2004; Paglino JC et al., 2004; Yazer btHl., 2004).

Allergische Transfusionsreaktionen verlaufen Gbegend milde und kdnnen durch die zu-
satzliche Gabe von Antihistaminika abgeschwachtemi(Eichler H et al., 2001). Als Ausl6-
ser allergischer Transfusionsreaktionen werdenkéinper im Serum des Empfangers gegen
die Plasmaproteine des Spenders angenommen (Quigtstleitlinien BAK, 2008).

Die transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffzi€PRALI) ist eine seltene, aber schwer-
wiegende Komplikation durch die TK-Gabe. Diese Bfamionsreaktion kann zur Beat-
mungspflichtigkeit des Patienten fihren. Die TRAkird durch leukozytenreaktive Anti-
korper im Spenderplasma, selten im Empfangerplaamsgeldst. Die aktivierten Leukozyten
verlegen die Mikrozirkulation der Lunge und verwisan ein Lungenddem. Selten wird eine
TRALI auch nicht-immunogen ausgelost (Querschnittitinien BAK, 2008). In bis zu 25 %
der Félle versterben die Patienten (Gilstad CW328@pko PM et al., 1999).

Das Ubertragungsrisiko fir HIV, HBC und HCV durchrédmbozytenkonzentrate ist zwar
sehr gering, jedoch nicht vollig auszuschlieRengi@chnitts-Leitlinien BAK, 2008).
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2.6 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der Thrombozytapherese werden heutzinatgr Regel Doppel-Thrombozyten-
konzentrate gewonnen. Durch eine stetige Verbesgeder Zellseparatoren ist es mdglich
geworden, auch Dreifach-Thrombozytenkonzentraterevigtheiner Sitzung von einem Spen-
der herzustellen.

Die Studie ist als longitudinale multi-interventale Studie konzipiert. In der Studie soll ge-
klart werden, ob es maoglich ist, die Dreifach-Thbmmaytapherese unter Wahrung der Spen-
dersicherheit als Routineverfahren im Blutspendestider Universitatsklinik des Saarlandes
einzufuhren. Alle Apheresen werden mit dem Zellsajga Trima Accel der Fa. CaridianBCT
durchgefuhrt.

Ziel der Studie ist es, mithilfe einer ersten Greigm Thrombozytenspendern eine Vielzahl
relevanter Daten wie Aphereseparameter, bestimraborwerte vor und nach der Spende,
evtl. auftretende Nebenwirkungen sowie AngabenZiiseparators zur Berechnung der Ge-
rategenauigkeit zu evaluieren. Alle Spender ausedi&ruppe spenden nach einem vorher
festgelegten zeitlichen Mindestabstand an sechsireufder folgenden Spenden jeweils ein
Dreifach-Thrombozytenkonzentrat (Tripel-Apherese).

Ein Teil dieser Daten aus der Dreifach-Thrombozy&apse soll mit Daten aus einer zweiten
Gruppe von Spendern verglichen werden, die zwanfalle an sechs konsekutiven Thrombo-
zytenspenden teilnehmen, jedoch lediglich ein Dbppeombozytenkonzentrat spenden
(Doppel-Apherese).

Die Probanden aus der Tripel-Apherese-Gruppe weaderEnde der Studie an einem stan-
dardisierten Interview zum Spenderkomfort teilnehme

Ein standardisierter Fragebogen wird an die Opezatausgeteilt, um eine Bewertung bezlg-
lich der Zufriedenheit der Operatoren mit dem Triktzel-Sammelsystem zu erhalten.
Zudem werden in dieser Studie Qualitatskontrollpeater aus der Dreifach-TK-Spende erho-
ben, um dieses Verfahren bei der Zulassungsbelg@mishmigen zu lassen.

Ein Teil der Thrombozytenkonzentrate aus der DebHaK-Spende soll zudem an hamato-
onkologische Patienten transfundiert werden, unhitfetdes korrigierten Inkrements die Kli-

nische Wirksamkeit der Thrombozytenpraparate au®dafach-TK-Spende nachzuweisen.
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3. Material und Methodik

3.1 Studiendesign und Spenderauswahl

Insgesamt wurden in der vorliegenden Studie 27 mbazytenspender rekrutiert. Bei der
Auswahl wurde darauf geachtet, dass die Spender atgliiinf Vorspenden aufwiesen. Die
Feststellung der Spendetauglichkeit erfolgte nash aktuell geltenden Richtlinien der BAK
zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und Amwendung von Blutprodukten
(Richtlinien BAK, 2010).

Die Rekrutierung geeigneter Spender dauerte voi@d7aB09 bis zum 22.07.2009, die letzte
Thrombozytapherese im Rahmen der Studie fand ah22AD09 statt. Die Thrombozyt-
apheresen wurden allesamt mit dem Trima Accel-8y¢@aridianBCT) durchgefihrt.

In eine erste Gruppe wurden 14 Thrombozytenspeadfggenommen. Diese Thrombozyten-
spender spendeten an sechs konsekutiven Spendesr mmmDreifach-TK (Plattchenzieler-
trag 8,0 [x160"). Der Mindestabstand zwischen zwei Spendetermimetrug 21 Tage. Zur
Spendersicherheit wurde im Vorfeld der Studie dimddstthrombozytenkonzentration, die
ein Spender vor der Dreifach-TK-Spende im periphdBtut aufweisen muss, mit 260/nl
festgelegt. Diese Voraussetzung mussten alle Spelieter Gruppe vor jedem Spendetermin
erfillen. Bei den Spendern wurde, sofern dies nolighar, bei allen sechs Spenden ein iden-
tischer Venenzugang verwendet. Von den drei gewoiikes wurden zwei fur den Vertrieb
freigegeben und ein Praparat fir die Durchfihrumg Qualitatskontrollen zuriickbehalten.
Nach den sechs Tripel-Apheresen wurden die Spandéilfe eines standardisierten Inter-
views um die Bewertung dieses Verfahrens gebeten.

Die an diesem Teil der Studie teilnehmenden Spendeden im Vorfeld Gber das Verfahren
aufgeklart und auf das moglicherweise verstarktéraien citratspezifischer Nebenwirkung-
en und die langere Verfahrenszeit hingewiesen. ]gddem Spender lag eine schriftliche Ein-
willigung zur Teilnahme an der Studie vor.

An einem Teil der Thrombozytenpraparate (n = 4®) der Tripel-Apherese wurden einge-
hende Qualitatskontrollen durchgefihrt.

Zudem wurde eine bestimmte Anzahl der gewonnenes (hk= 46) aus der Tripel-Apherese
an hamato-onkologische Patienten transfundiert. \Digksamkeit der transfundierten TKs
wurde sowohl durch das 1h-CCl als auch durch das3l beurteilt. Die Patienten wurden

vor der Transfusion mithilfe eines Aufklarungsbogéiber die Studie aufgeklart und befragt,
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ob sie an der Studie teilnehmen moéchten. Von jeBatienten lag eine Einverstandniserkla-
rung zur Teilnahme an der Studie vor.

Die an der Studie beteiligten Operatoren wurderEaite der Studie gebeten, einen standar-
disierten Fragebogen Uber die Zufriedenheit im Umggait dem verwendeten Trima Accel-
Sammelsystem zu beantworten.

In eine zweite Gruppe wurden 13 Spender aufgenomFRiendie Spender dieser Gruppe galt
die normalerweise nach den Richtlinien Gbliche Misithrombozytenkonzentration vor der
Thrombozytenspende ven150/nl (Richtlinien BAK, 2010). Diese Spender wemdgebeten,
an sechs konsekutiven Spenden jeweils ein DoppeI Kpenden (Plattchenzielertrag 4,5 —
5,0 [x10"]). Der Mindestabstand zwischen zwei Doppel-Aphenelsetrug 14 Tage. Die da-
bei erfassten Spender- und Verfahrensdaten wurdemdanen aus der Gruppe der Tripel-
Apherese verglichen.

Im Vorfeld der Studie wurden Akten von n = 910 Tinlmzytenspendern des Blutspende-
dienstes am Universitatsklinikum des Saarlandegeausrtet. Ziel dieser retrospektiven Da-
tenerfassung war es, den durchschnittlichen Thraytboabfall im Spenderblut wahrend der
Thrombozytapherese zu evaluieren. Die statistidetadyse dieser gesammelten Daten wurde
fur die Festlegung der Mindestthrombozytenkonzéwoinebei der Tripel-Apherese-Spende im
Vorfeld der Studie bertcksichtigt.

Fur die durchgefiuihrte Studie lag ein zustimmendetsivi der lokalen Ethikkommission vor.

3.2 Durchfuihrung der Thrombozytenspende

Das Trima Accel-System wurde mit der Softwareverdadl betrieben. Die in der Tabelle 3
aufgelisteten Gerateeinstellungen wurden im Voréd Studie fur alle verwendeten Aphere-
segerate (n = 4) vorgenommen. Es wurden keine mgaitlodifikationen an den Gerateein-
stellungen durchgefihrt, sodass alle im RahmerStatie abgelaufenen Apheresen mit den
in Tabelle 3 aufgelisteten Gerateeinstellungerfataten.
Erlauterungen zu den verwendeten Gerateeinsteludie Angaben in Klammern zeigen
den Wertebereich der giiltigen Eingaben):

. AK-Infusions-Steuerung: Infusionsrate, mit demd&pender das Antikoagu-

lans gegeben wird (1 — 6).
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Entnahmefluss-Steuerung: Entnahmeflussrate karivarel des Gesamtblut-
volumens des Spenders eingeschrankt werden uedetrinit der Einstellung
max. Entnahmefluss zusammen (1 — 6).

Ruckfluss-Steuerung: Ruckflussrate kann anhasd@isamtblutvolumens des
Spenders eingeschrankt werden und arbeitet miEdwetellung max. Ruck-
fluss zusammen (1 — 6).

Max. Entnahmefluss: Geschwindigkeit mit der ein8pender Blut abgenom-
men wird (schnell: 142 ml/min, mittel: 120 ml/miangsam: 100 ml/min).
Ruckflussdruck Maximum: maximal zul. Ruckflussckiy(100 — 310 mmHg).
Entnahmedruck Maximum: maximal zul. Entnahmedr{d€}0 — 250 mmHg).
Blut/ AK-Verhéltnis: AK-Menge, die wéahrend derpAerese im Schlauchset
mit dem Blut vermischt wird (6,0 — 13,7 :1).

Einfach-TK-Volumen: Volumen eines TK-Einzelpréptes, das die gesam-
melten Blutplattchen, incl. Plasma und AK-Mengehéitt (entsprechend der
Zulassung des Herstellers).

Konzentration an Plattchen im Produkt: Anzahi Beutplattchen proul des
mit den Thrombozyten gesammelten Plasmas (5@D6 8 16/ul).

Ertrag: Menge zu sammelnder Thrombozyten (1 = 18').
Ertragsbestimmungsfaktor: Kalibrierung des Thromjtenertrages, sodass
50% der Thrombozytenpraparate den im Bildschirnerfghrenszusammen-

fassung“ angezeigten Ertrag erflullen oder tberre(0,50 — 1,50).

Tabelle 3: Geréateeinstellung der Trima Accel

Parameter Einstellung
AK-Infusions-Steuerung 6
Entnahmefluss-Steuerung 4
Ruckfluss-Steuerung 1

Max. Entnahmefluss

mittel (120 ml/min)

Max. Ruckflussrate

wird automatisch durch die Software des Geratdgdégt

Max. Zuleitungsrate

wird automatisch durch die Software des Geratdgédtgt

Ruckflussdruck Maximum [mmHg]

250

Entnahmedruck Maximum [mmHg]

- 250

Blut/ AK-Verhaltnis

11:1

Einfach-TK-Volumen [ml]

220 (Tripel-Apherese) vs. 225 — 250 (Dopppel-Apbeye

Konzentration an Plattchen im
Produkt [x 10%/pl]

1212 (Tripel-Apherese) vs. 1000 (Doppel-Apherese)

Ertrag [x10"]]

8,0 (Tripel-Apherese) vs. 4,5 — 5,0 (Doppel-Aphejes

Ertragsbestimmungsfaktor

1,0
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Vor jeder Spendeentnahme wurde durch Anamnese, agiagtierende korperliche Unter-
suchung und durch Uberprifung einzelner Laborpat@nitte Spendetauglichkeit von einem
Arzt festgestellt. Tabelle 4 zeigt eine Auflistubgstimmter Prufkriterien, anhand derer die

Spendetauglichkeit im Rahmen der Studie beurteilte.

Tabelle 4: Untersuchung zur Tauglichkeit als SpendgRichtlinien BAK, 2010)

Kriterium Anforderungen

Hamoglobin oder Hamatokrit im Spenderblut Frauen: Hi> 125 g/l oder Hkt 0,38
Manner: Hb> 135 g/l oder Hkt 0,40

Alter 18 — 68 Jahre

Kdrpergewicht mindestens 50 kg

Blutdruck systolisch: 100 — 180 mmHg
diastolisch: unter 100 mmHg

Puls unauffallig, Frequenz 50 — 110/min

Temperaturmessung kein Fieber

Gesamteindruck keine erkennbaren Krankheitszeichen

Haut an der Punktionsstelle frei von Lasionen

Das Aphereseset wurde kurz vor der eigentlichenefgse in den Zellseparator eingelegt.
Die daflr bendtigte Zeit wurde dokumentiert. Alstiknagulans wurde ACD-A (Frekaflex
ACD-A, Fa. Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschjaredtwendet.

Vor der Punktion einer geeigneten Vene wurde digkBonsstelle desinfiziert. Zunachst wur-
de die Punktionsstelle mit einem alkoholischen Bfegitionsmittel (Softasept® N, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und einemilesteWattetupfer gereinigt. Danach
wurde das gleiche Desinfektionsmittel erneut auéggin und mit der Punktion mindestens
30 s gewartet.

In das Spendemeni des Trima Accel-Systems wurderalduellen Spenderinformationen
(Korpergrolde, Korpergewicht, Geschlecht und diet@lppe) eingegeben. Zudem mussten
die aktuelle Thrombozytenkonzentration im peripheBéut und der Hamatokrit-Wert einpro-
grammiert werden. Da das Aphereseverfahren noctdeoeigentlichen Messung des Blut-
bildes gestartet wurde, wurden zunachst die vorlelzeten Spende gemessenen Blutwerte
eingegeben.

Nach erfolgreicher Venenpunktion wurde der Blutgmareutel, der sich an dem Kunststoff-
schlauchsystem des Apheresesets befindet, mit stee 15 ml des initialen Blutvolumens
befillt und fir die Labordiagnostik (Blutbild, Biytuppe, HIV, HBV, HCV, CMV, Syphilis)
verwendet. Nach dem Befillen des Blutprobenbeutelsde dieser von dem Kunststoff-
schlauchsystem des Apheresesets steril abgeschwdd@idschweil3gerat Mobilea, Fa.

Fresenius Kabi), das entsprechende Sammelverfahitedem gewlnschten Thrombozyten-
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ertrag ausgewahlt und die Apherese gestartet. leiGdippe der Doppel-Apherese-Spender
wurde ein Plattchenzielertrag von 4,5 — 5,0 [*]LOnd fiir die Tripel-Apherese-Spender ein
zu erzielender Ertrag von 8,0 [x#Peingegeben.

Mithilfe einer 2,7 ml K-EDTA-Monovette® (SarstedtGA Nimbrecht, Deutschland) wurde
ein aktuelles Blutbild des Spenders mit dem HamagielAnalysator SF-3000 (Sysmex
Europe GmbH, Norderstedt, Deutschland) gemessemendamatokrit-Wert incl. der Platt-
chenkonzentration im Spendemeni aktualisiert. Aesetn Blutprobenbeutel wurden bei al-
len sechs konsekutiven Spenden weitere 9 ml Bleine Serum-Monovette® (Sarstedt AG)
fur die Bestimmung der TPO-Konzentration vor deei@fe entnommen. Nach ca. 10 — 15
min wurden diese Rohrchen fur 10 min mit 4000 U/rmaoharf zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5810 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutsottja Danach wurde das Serum auf
zwei Polypropylenréhrchen (CRYO.S™, Greiner Bio-GambH, Frickenhausen, Deutsch-
land) verteilt und bei - 80 °C gelagert.

Nachdem die Thrombozytapherese beendet war, wuliddmeiden Praparatebeutel versiegelt
und unter Verwendung des Sterilschweil3gerates vadma&chsystem getrennt. Dem Spender
wurde, nachdem ca. 9 ml Blut verworfen wurde, agrisribch liegenden Apheresekantile er-
neut eine Blutprobe abgenommen. Fir die erneutenBesing des Blutbildes nach der Spen-
de wurde Blut in eine 2,7 ml K-EDTA-Monovette® eatnmen. Etwas Probenmaterial des
gesammelten TKs wurde fir die Bestimmung der Riatikonzentration in eine 2,7 ml K-
EDTA-Monovette® geflllt. Auch fur diese Messungenrde der Hamatologie-Analysator
SF-3000 verwendet. Fur die Evaluierung der TPO-katation nach der Spende wurde ein
weiteres Réhrchen Blut in eine 9 ml Serum-Mono@tsgenommen. Diese Serum-Mono-
vetten® wurden wiederum nach ca. 10 — 15 min b8&D40/min zentrifugiert, das Serum auf
zwei Polypropylenréhrchen verteilt und bei - 80€i@gefroren.

Nach der Apherese und der Blutrickfihrung wurde $Sieslauchset aus dem Zellseparator
entfernt und ordnungsgemal entsorgt.

Da das in den Zellseparator eingelegte Apheresesstellerseitig lediglich mit zwei Prapa-
ratebeutel ausgestattet war, musste nach den FAperese-Spenden ein dritter Lagerbeutel
(CaridianBCT) mit einem Schweil3gerat (TSCD®, Teru@mbH, Eschborn, Deutschland)
steril angebracht werden. Nach dem das gesammelterién gleichmafiig auf die drei Sam-
melbeutel verteilt war, wurden die drei Beutel ntiehdes Sterilschweil3gerates (Mobilea, Fa.
Fresenius Kabi) voneinander getrennt. Die Zeit,rdan flr diesen Vorgang bendétigte, wur-

de dokumentiert.
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Zwei der aus der Tripel-Apherese stammenden TKsl@ufeweils fur den Vertrieb freigege-
ben. Das dritte TK wurde fur die Durchfuhrung va@parate-Qualitatskontrollen zurtickbe-
halten. Die Thrombozytenpraparate wurden bis zuangport in die Blutbank des Universi-
tatsklinikums unter standiger Agitation bei 22 #@gelagert.

Nach der Thrombozytapherese wurden die Studiestaiher der Tripel-Apherese nach euvtl.
aufgetretenen citratspezifischen Nebenwirkungeralgetind entsprechend dokumentiert.

3.3 Thrombozytaphereseprotokoll

3.3.1 Vor- und Nachbereitungszeit

Im Rahmen dieser Studie wurde mithilfe einer Stdppm Vorfeld des Aphereseverfahrens
bei 48 Tripel-Apheresen die Zeit gemessen, diedgieratoren bendtigten, um das Apherese-
set in den Zellseparator einzulegen. Diese Zeid wir weiteren Teil der Arbeit als Vorberei-
tungszeit gekennzeichnet. Die Vorbereitungszeideun der Einheit [min] dokumentiert und
angebrochene Minuten aufgerundet.

Ebenso wurde im Anschluss an 48 Tripel-Apheresen Michbereitungszeit erfasst. Die
Nachbereitungszeit begann nach der Diskonnektian Sjgenders vom Aphereseset bis zu
dem Zeitpunkt, ab dem das gewonnene KonzentratrauPréaparatebeutel aufgeteilt war und
fur den Transport zur Blutbank bereitlag. Die Angater Nachbereitungszeit wurde in der
Einheit [min] festgehalten, wobei angebrochene Nenwebenfalls aufgerundet wurden.

Die Vor- und Nachbereitungszeit wurden ledigliclh den Tripel-Apherese-Spenden erhoben.

3.3.2 Spenderdaten

Wahrend der sechs konsekutiven Thrombozytenspesitdeneine Reihe von Spenderdaten
erfasst worden.
Folgende Spenderdaten wurden sowohl bei den TApkkrese-Spendern als auch bei den
Doppel-Apherese-Spendern einmalig am Beginn dadi&erfasst:

. Geschlecht

. ABO- und Rhesus-Blutgruppe

. Alter in vollstandig beendeten Lebensjahren [a]
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. Kdrpergewicht [kg]
. Korpergrol3e [cm]
. Body-mass-Index (BMI) [kg/f:

_ Kérpergeweht [kg]
BMI =
(Korpergrofe [m])®

. Gesamtblutvolumen (GBV) [l], berechnet in Abhagigiit vom Geschlecht
nach der von Nadler et al. publizierten MethodeBerechnung des Blutvolu-
mens (Nadler SB et al., 1962):

GBVJ
= 0,03219x% Koérpergewich{kg] + 0,3669x (KorpergroRem])® + 0,6041

GBV¢?®
= 0,03308x Korpergewichfkg] + 0,3561x (KorpergroRem])® + 0,1833

Folgende Spenderdaten wurden, unabhangig vom jgeiSpendeverfahren (Tripel-Aphe-
rese, Doppel-Apherese), bei allen sechs Thromboggenden dokumentiert:
. Spendeabstand: Abstand zwischen zwei Spenden [d
. Blutbild und Thrombopoetinkonzentration vor dgherese:
- Plattchen-Vorwert (pra-PLT) [1/nl]
- Vorwert des mittleren Plattchenvolumens (pra-MPH) [
- Hamatokrit-Vorwert (pra-Hkt) [%0]
- Leukozyten-Vorwert (pra-WBC) [1/nl]
- Thrombopoetin-Vorwert (pra-TPO) [pg/ml]
. Blutbild und Thrombopoetinkonzentration nach Apherese:
- Plattchen-Nachwert (post-PLT) [1/nl]
- Nachwert des mittleren Plattchenvolumens (post-MRY/)
- Hamatokrit-Nachwert (post-Hkt) [%]
- Leukozyten-Nachwert (post-WBC) [1/nl]
- Thrombopoetin-Nachwert (post-TPO) [pg/ml]
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3.3.3 Verfahrensdaten

Die aufgelisteten Werte wurden aus der angegeb¥ediahrenszusammenfassung des Zell-

separators sowohl bei den Tripel-Apheresen als @ehden Doppel-Apheresen aufge-

zeichnet:

verarbeitetes Blutvolumen (VBV) [ml]
Volumenangabe des gesammelten TKs [ml]
maschinell gemessene Verfahrenszeit bis zumr&gémasende ohne Blutriick-

fuhrungszeit [min]

Zudem wurde folgender Parameter fur die beiden Agdearten gemessen:

gemessene PLT-Konzentration des TKs [1/nl]

Fur die Studienteilnehmer der Tripel-Apherese wardei allen sechs Spenden zusétzlich die

nachfolgenden Parameter dokumentiert bzw. bestimmt:

kalkulierte Verfahrenszeit [min] des Trima Ac&stems nach Eingabe der
aktuellen Vorwerte des Spenders

ACD-Gesamtverbrauch [ml] (aus der Verfahrensmumanfassung)

AK an Spender [ml] (aus der Verfahrenszusamnssufiag)

ACD-Infusionsrate (,citrate infusion rate®, CIRnl/min/I]:

AK an Spendefm||
Verfahrenzeit[min_
Gesamtblutolumerl]

CIR=

Berechnung des TK-Volumens [ml] aus dem gemessdrieGewicht [g]
durch eine geeichte Waage (PB 5001, Mettler-Tol€simbH, Giessen,
Deutschland), der Dichte [g/ml] des TKs und demrgeeicht des Beutel- und
Schlauchsystems [g]:

K- GerCht[g] - LeergeWiCh Beutel- & Schlauchsgtem [g]

g

TK —Volumen=
DichtedesKonzentras [}

ml
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Fur die Berechnung des TK-Volumens wurden dielen Tabelle 2 aufgelis-

teten mittleren Dichten fur Blutplasmé& £ 1,026 g/ml) und der Blutplattchen
(6 = 1,058 g/ml) zugrunde gelegt.
Das Gewicht des Beutel- und Schlauchsystems leete sich aus den folgen-

den Einzelgewichten:

Praparatebeutel =33¢g
Klemme =149
Verbindungsstiick =0,8g
Plastikschlauch pro cm =0,1g
. gemessener PLT-Ertrag [¥4P aus der gemessenen PLT-Konzentration [1/nl]

und dem gemessenen TK-Volumen [ml] berechnete B&3amtzahl

. Erfassung der in Tabelle 5 nach Bueno et algelisteten citratspezifischen
Nebenwirkungen (Bueno JL et al., 2005). Diese tkem durch die CGa-Bin-
dungsfahigkeit des Citrats mit dem daraus remeitiden Abfall des Serumcal-

ciumspiegels zustande.

Tabelle 5: Citratspezifische Nebenwirkungen
(McLeod-Kriterien nach Bueno JL et al., 2005)

Grad Spendereffekt
0 keine Auswirkungen im Zusammenhang mit Citrat
1 Parasthesien, metallischer Geschmack, SchittetittestKaltegefuhl
2 die gleichen Symptome wie bei Grad 1 trotz Gabe@altium
3 Zittern, Schuttelfrosbder
Ubelkeitoder
persistierende geringfiigige Symptome nach Reduzrieder Citratinfusionsrate
4 zusatzliche Calciumtablette benétigt, um die Symp@au reduziereader

Erbrechen und Krampfeder
Aufforderung des Spenders das Verfahren zu beenden
(ausgenommen sind Ursachen, die nicht auf die Hyfaéknie zurtickzufuihren sind)

5 Verlust des Bewusstseinsgler

Krampfanfélleoder

Herzrhythmusstérungesder

mehr schwerwiegende Symptome

(ausgenommen sind Ursachen, die nicht auf die Hyfaéknie zurtickzufiihren sind)
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Um im spateren Teil dieser Arbeit die Ergebnisseanderen Studien vergleichen zu kdnnen,
wurden aus den Spender- und Verfahrensdaten deel?Apheresen die folgenden Angaben

berechnet:

. Berechnung der Sammlungsrate (,collection raBR) [x10Yh]:

CR=_ demessenePLT - Ertrag [x10*]x 60

maschinellgemessen¢erfahrengeit [min|
. Berechnung der Sammlungseffizienz (,collectifficmcy”, CE) [%]:
CE = 9emessenePLT - Ertrag [x10*]x100
VBY [I]X( pra—PLT + post- PLTj
2

. Berechnung der Zeit fiir die Standarddosis zummrBeln von 8,0 x 18

Thrombozyten (,time for standard dose”, TSD §r0in]:

_ maschinellgemessenéerfahrengeit[min|x 80 [x 10"

TSD
gemessendPLT - Ertrag [>< 10“]

Aus der Datenerhebung fir die StudienteilnehmerTdgel-Apherese konnten folgende An-
gaben zur Gerategenauigkeit der Trima Accel beroherden:

. Gerategenauigkeit Verfahrenszeit [min]:

maschinell gemessene Verfahrendzeit] —

Gerateangabe kalkulierte Verfahrenszaiin|

. Gerategenauigkeit TK-Volumen [ml]:

gemessenes TK-Volumenl] — Gerateangabe gesammeltes TK-Volufmeh

. Geréategenauigkeit PLT-Ertrag [<4p

gemessener PLT-Ertrgg 10 — 8,0[x10"]
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. Gerategenauigkeit PLT-Konzentration [1/nl]:
gemessene PLT-Konzentratidrnl] — 1212[1/nl]

In der folgenden Tabelle 6 sind nochmals die in ddmombozytaphereseprotokoll erfassten
Untersuchungsparameter, getrennt nach der erfolyperesespende (Tripel-Apherese vs.

Doppel-Apherese) als Ubersicht dargestellt.

Tabelle 6: Thrombozytaphereseprotokoll getrennt nals der Apheresespende
(Tripel-Apherese vs. Doppel-Apherese)

Vor- und Nachbereitungszei Tripel -Apherese | Doppel-Apherese
Vorbereitungszeil v
Nachbereitungszei v

Spenderdatet

Geschlech

ABO- und Rhesu-Blutgruppe

Alter

Korpergewicht

KorpergroRRe

Body-massIndex

Gesamtblutvolumer

Spendeabstan

pra-PLT, pra-MPV, pra-Hkt, pra-WBC, pra-TPO

post-PLT, post-MPV, post-Hkt, post-WBC, post-TPO
Verfahrensdaten

Gerateangabe verarbeitetes Blutvolume

Gerateangabe Volumen des TK

Gerateangabe Verfahrensze

gemessene PL-Konzentration des TKs

Gerateangabe kalkulierte Verfahrenszei

Gerateangabe ACL-Gesamtverbrauct

Gerateangabe AK an Spende

berechnete ACI-Infusionsrate

gemessenes T-Volumen

gemessener PL-Ertrag

citratspezifische Nebenwirkungel

Sammlungsrate

Sammlungseffizien;

Zeit fUr die Standarddosis

Gerategenauigkeit Verfahrensze

Gerategenauigkeit TK-Volumen

Gerategenauigkeit PLT-Ertrag

Gerategenauigkeit PLT-Konzentration

ANANYAYAYAN AN AN AN AN AN
AR AYAYAN AYAN AN AN AN

ANAN AV AN

AN AN A A A A A A AY AYAYAY AYAYAYAYAN AN
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3.4 Ablauf des Thrombopoetin-ELISAS

Ein Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist gensitives Verfahren, das mithilfe
von Antikdrpern eine Vielzahl von Substanzen nadbkere kann. Durch ein ELISA lassen
sich die nachzuweisenden Antigene auch quantitestimmen.

Das in der Studie verwendete Verfahren zum Nachw@shumanem Thrombopoetin unter
Verwendung des ELISA-Kits Quantikine® (Fa. R&D Sysis, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland) beruht auf einem Sandwich-ELISA.

Die im Rahmen der Thrombozytapheresen gewonnermemPeoben wurden bei - 80 °C tief-
gefroren. Nach der Durchfihrung aller Apheresendenrdie Serumproben aufgetaut und pa-

rallel gemessen.

Die folgenden Materialien und Reagenzien waren ieiedcumfang enthalten und wurden fr
die Messung der TPO-Konzentration bendtigt:

. Mikrotiterplatte: 96 ,wells”, die mit einem monlmnalen Mausantikdrper gg.

TPO beschichtet sind

. TPO-Konjugat: polyklonale Antikoérper gg. TPOednit HRP gekoppelt sind

. TPO-Standard: enthalt rekombinant hergestdfitasanes TPO

. Assay-Diluent RD1-1: proteinhaltiger Puffer

. Calibrator Diluent RD6-11-Konzentrat: proteintigér Puffer

. Waschpuffer-Konzentrat: 25-fach konzentriertpugéerte Lésung
. Farbreagenz-A: stabilisiertes Hydrogen-Peroxid

. Farbreagenz-B: stabilisiertes Chromogen (TMB)

. Stopplosung: bestehend aus Schwefelsaure

. Klebestreifen: fir das Abdecken der Mikrotitexé

Vor Beginn mussten die Reagenzien auf Raumtempegahracht werden. Die eingefrorenen
Serumproben wurden in einem Wasserbad (Liquithexm Einicon International GmbH,
Mannheim, Deutschland) aufgetaut und vorsichtigemem Vortex-Mischer (REAX 1 D R,
Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Deutschlged)ischt.

In einem ersten Schritt musste der TPO-Standagkkezllt werden. Dazu wurde in das TPO-
Standard-Flaschen 10@0destilliertes Wasser pipettiert und fir 15 mirtardeichtem Schiit-
teln gemischt. Die auf diese Weise hergestellteungshatte eine TPO-Konzentration von

20.000 pg/ml. Fur die Herstellung einer Standahdreivurden 8 Eppendorfgefal3e (Eppen-
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dorf AG) verwendet. In das erste Eppendorfgefaldemm00ul Calibrator-Diluent RD6-11-
Konzentrat pipettiert. In die Eppendorfgefalle 2 wuarden lediglich 500ul Calibrator-
Diluent RD6-11-Konzentrat Gberfuhrt. Aus dem hetgiten Standard mit einer TPO-Kon-
zentration von 20.000 pg/ml wurden 1(Din das erste Eppendorfgefald pipettiert und gut
durchmischt. Aus dem zuvor hergestellten hochstandard (2000 pg/ml) wurden 5@0in
das zweite Eppendorfgefald tberfuhrt. Die in dieggpendorfgefal3 enthaltene Konzentra-
tion an TPO betrug 1000 pg/ml. Nach Durchmischen Ejgpendorfgefalies, wurden aus die-
sem wiederum 50Ql in das nachste Eppendorfgefal® pipettiert. Durdedétholung dieses
Prozedere wurde eine geometrische Verdiunnungsneih&lgenden TPO-Konzentrationen
hergestellt: 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 2&ml, 126 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2
pg/ml. Das achte Eppendorfgefal3 enthielt ledigh€i® ul des Calibrator-Diluent RD6-11-
Konzentrats und wurde als Null-Standard verwen@igig{ml). Die nachfolgende Abb. 6 zeigt

den beschriebenen Ablauf zur Herstellung der Vemdiigsreihe.

500 puL 500 puL 500 uL 500 ul

500L 500 p.L /_’\m f’_}—f—

20,00 2000 1000 500 250 126 62.5 31.2
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Abb. 6: Herstellung der Verdinnungsreihe zum Nachwis von humanem TPO
(Produktinformation Quantikine® Human TPO Immunoassay, Fa. R&D Systems, 2009)

Nachdem die Verdinnungsreihe vorbereitet war, wurgede Vertiefung der Mikrotiterplat-

te 50ul Assay-Diluent RD1-1 pipettiert.

Danach wurden in jede Vertiefung 200der Standard- oder Serumproben Ubertragen. Wie in
der Produktinformation empfohlen, wurde sowohl dier Standard- als auch fur die Serum-
proben eine Doppelbestimmung durchgefihrt, sodaks Probe jeweils auf zwei Vertiefung-
en der Mikrotiterplatte aufgebracht worden ist. N&am die Mikrotiterplatte mit den Stan-
dard- und Serumproben bestiickt war, wurde die éPhait einem Klebestreifen abgedeckt
und fir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wurde das Waschpuffer&otrat (20 ml) durch Zugabe von

480 ml destilliertem Wasser verdinnt.
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Nach diesen 3 h wurde die Mikrotiterplatte abgetehiund insgesamt viermal mit der ver-
dinnten Waschpufferlosung gewaschen. Nach denelettaschvorgang wurde die Platte
grundlich auf Papier ausgeklopft, sodass moglidtesth Waschpuffer mehr zurtickbleiben
konnte.

Nachfolgend wurden die Vertiefungen der Mikrotilatfe mit jeweils 20Qu TPO-Konjugat
befillt. Anschlie3end wurde die Platte erneut alkegktiund fur 1 h bei Raumtemperatur in-
kubiert.

Wahrenddessen wurde die Substratlésung vorber8igetu wurden die beiden Farbreagen-
zien-A und -B im Verhdltnis 1:1 gemischt und diebSwatldsung in ein lichtundurchlassiges
Kunststoffrohrchen gefullt.

Die Mikrotiterplatte wurde nach dieser 1 h Inkubagzeit abgeschittet und wiederum vier-
mal mit der verdiinnten Waschpufferlésung nach dé&iclien Prinzip wie zuvor gereinigt.
Danach wurden in die Vertiefungen jeweils 200der Substratldsung pipettiert. Das in der
Substratldsung enthaltene TMB (Tetramethylbenzigu)yde dann von dem Enzym HRP
(,horseradish peroxidase”, Meerrettichperoxidas@s an die Antikdrper im TPO-Konjugat
gekoppelt war, umgesetzt. Die Farbintensitat erkglie sich dabei proportional zu der ge-
bundenen Menge an TPO. Dafir wurde die Mikrotittpl ein drittes Mal bei Raumtempera-
tur fir 30 min im Dunkeln inkubiert.

Danach wurde in jede Vertiefung fi0der Stopploésung gegeben. Die Stopplésung sotngte f
einen Farbwechsel von blau nach gelb und beendeendymatische Umwandlung der Sub-
stratldsung. Anschlie3end wurden die Absorptionérdem Photometer FLUOstar OPTIMA
(BMG LABTECH GmbH, Offenburg, Deutschland) bei 466h gemessen und anhand der
Standardkurve die TPO-Serumkonzentrationen quaietifi Zur Optimierung der Ergebnisse
wurde, wie vom Hersteller des verwendeten ELISAskatmpfohlen, mit einer Wellenlange
von 540 nm gemessen. Da von jeder Probe eine Doggighmung durchgefuhrt worden ist,
wurde das Ergebnis der TPO-Konzentration einer &rals Mittelwert der beiden Einzelmes-
sungen von der Computersoftware berechnet.

Angaben zur Sensitivitat des Testverfahrens wexden Hersteller R&D Systems wie folgt
angegeben: die kleinste messbare Dosis (,minimedctible dose”, MDD) schwankt zwi-
schen 2,78 — 18,5 pg/ml mit einem Mittelwert vod5/pg/ml. Abb. 7 zeigt die mithilfe des
Photometers FLUOstar OPTIMA berechnete Standar@kwawus der die mittleren Konzentra-
tionen an TPO in den Proben berechnet wurden. Bdenéte zeigt die Absorption an, auf der

Abszisse sind die entsprechenden TPO-Konzentratianggefuhrt.
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FLUOstar OPTIMA Testname: TROMBOPOETIN 2009.12.15 17:03:24 [ Hide parameter settings
BMG Labtechnologies ID1,2,3: 2114.dbf [ Hide standard curve

Absorbance, plate mode equidistant

Evaluation type Average
Calculation Start1 1 Stop1 1 Start2 0 Stop2 0
Selected Range1, Channel 1
Table calculation None

Curve fitting 4 Parameter Fit

a 1,62E-1

b 1,16E0

c 4,16E3

d 9,072E0

R  0,999925

Comment

0 500 1000 1500 2000 2500
CONCENTRATIONS

Abb. 7: Standardkurve zur quantitativen Messung vonTPO mit dem
Photometer FLUOstar OPTIMA

3.5 Evaluierung des Spenderkomforts

Nachdem die sechs konsekutiven Apheresen durcilavdeen, wurden die Spender in einem
standardisierten Interview gebeten, Fragen zum Kdamwahrend des Spendeverfahrens zu
beantworten. An dem standardisierten Interview rexhmur die Studienteilnehmer der Tri-
pel-Apherese teil.

Die folgenden drei Fragen konnten mit 1 = ausgérat; 2 = gut, 3 = befriedigend, 4 = un-
gentgend und 5 = schlecht bewertet werden:

. Wie bewerten Sie ihr allgemeines Wohlbefinderhmgad der letzten sechs
Spenden?

. Wie empfanden Sie den Entnahmefluss?

. Wie empfanden Sie den Rickfluss?
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AulRerdem wurden die Teilnehmer gebeten, die folgender Kriterien zu bewerten. Die Kri-
terien konnten dabei mit 1 = sehr wichtig, 2 = wigh3 = neutral und 4 = unwichtig beurteilt

werden:
. Kurze Dauer des Spendeverfahrens
. Vertraglichkeit des Verfahrens
. Angenehme Flussgeschwindigkeit
. Spende mit nur einer Nadel

3.6 Evaluierung des Operatorenkomforts

Im Anschluss an die Studie wurden die beteiligtggei@toren des Blutspendedienstes gebe-
ten, einen Fragebogen bezuglich der Zufriedenheitymgang mit dem Trima Accel-Sam-
melsystem zu beantworten.

In diesem Fragebogen waren insgesamt funf Kritesienfolgt zu bewerten: 1 = ausgezeich-

net, 2 = gut, 3 = befriedigend, 4 = ungenigenddurdschlecht.

. Aufristen des Geréates

. Abristen des Geréates

. Durchfihrung des Sammelverfahrens
. Bearbeitung von Fehlermeldungen

. Menufiihrung

3.7 Qualitatskontrolle

3.7.1 Allgemeines

Die Thrombozytenpraparate fur die Qualitatskongrolivurden Uber sieben Tage unter stan-
diger Agitation (Koéttermann-Agitator 4010, Kotternma GmbH, Uetze/Hanigsen, Deutsch-
land) bei 22 + 2 °C gelagert. Kontrolluntersuchem@n dem TK fanden dabei am Herstel-
lungstag (Tag 1), am funften Tag der Lagerung (3prgowie am siebten Tag der Lagerung
(Tag 7) statt. Dabei wurden an allen drei Untersagstagen ca. 10 — 15 ml des TKs fir die
Evaluierung entnommen. Die fur die Entnahme des zKotrats vorgesehenen Plastik-

schlauche, die sich an dem Praparatebeutel befindealen am Tag der Herstellung relativ
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kurz nach ca. 10 — 15 cm steril abgeschweil3t. BeiRtlobenentnahme am funften und sieb-
ten Tag wurden die ersten 2 — 3 ml des Konzentrath Stripping des Schlauchsystems und
Mischen des Praparatebeutels verworfen, um ewijreagerte Plattchen zu eliminieren, die
sich in dem Schlauchsystem befanden. Die entnomiAsstee wurde fir die weiteren Unter-
suchungen in ein Réhrchen aus Polypropylen getiiid das TK erneut mit dem Steril-
schweil3gerat verschlossen.

Die nachfolgende Tabelle 7 gibt einen Uberblickritie analysierten Parameter und die da-
bei verwendeten Methoden incl. Angaben zum Hegsteles verwendeten Produkts. Weiter-

hin erkennt man, an welchen Tagen die Qualitatsktdah durchgefihrt worden sind.

Tabelle 7: Uberblick Qualitatskontrollen:
Parameter, Methode, Geréat/ Hersteller und Tag der Qalitatskontrollen

Parameter Methode Gerat/ Hersteller Tag der
Qualitatskontrollen
[ Tag1]| Tag5]| Tag 7|
Konzentratvolumen vor und | Gewichtsmessung | PB 5001; Mettler-
nach der Probenentnahme | mit geeichter Waage| Toledo GmbH [ v | v [ v |
Swirling-Phdnomen visuelle Beurteilung [}
(Wolkenbildung des TKs) [ v | v [ v |
Glukose, Hexokinase, Modular P; Roche
Laktat, Laktatoxidase, Diagnostics GmbH [ v | v [ v |
LDH Laktatdehydrogenasg
flissig nach IFCC
Thrombozytenkonzentration, | Hamatologie- SF-3000; Sysmex
MPV Analysator Europe GmbH [ v | v [ v |
pH-Messung pH-Meter MeterLab® PHM 220;
Radiometer Analytical || v | v | v |
SAS
Resterythrozyten Neubauerkammer [}
Thrombozytenaggregation Aggregometer LAbor-APACT-Aggre-
(ADP- und Kollagen- gometer; Rolf Greiner || ve v | v ]
induziert) BioChemica GmbH
Restleukozyten Durchflusszytometrig BD FACScan";
ED Biosciences
CD62P Durchflusszytometrig BD FACScan";
BD Biosciences [ v | v [ v |
Sterilitat aerobe und anaerob¢ BD BACTEC' Plus
Bakterienkulturen | Aerobic/F+Anaerobic/F;
BD Biosciences
Citrat Citronensaure UV- | Enzytec”
Test Citronensaure; [ v | v [ v |
R-Biopharm AG
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3.7.2 Konzentratvolumen

Die Berechnung des Konzentratvolumens erfolgte sbwor als auch nach der Probenent-
nahme und wurde an allen drei Qualitatskontrolitagestimmt. Analog zu Kapitel 3.3.3
konnte das Konzentratvolumen aus folgenden Angdiemechnet werden: TK-Gewicht,
mittlere Dichte des Plasmas und der Blutplattcheergewicht des Beutel- und Schlauchsys-

tems.

3.7.3 Swirling und Aggregatbildung

Durch visuelle Kontrolle wurde an allen drei Tagéerprift, ob das zu untersuchende
Thrombozytenkonzentrat eine typische wolkige Opadez (,swirling effect) oder Aggre-
gatbildungen aufwies. Diese visuelle Kontrolle &gfe durch leichtes Schiitteln des Prapa-
ratebeutels gegen eine Lichtquelle und das Ergeturide dokumentiert (siehe Abb. 8).

Der ,swirling effect” ist auf die Lichtstreuung leiAuftreffen von Lichtstrahlen auf normale
diskoide Blutplattchen zurtickzufihren. Die Wolkddbng nimmt ab oder verschwindet,
wenn die Blutplattchen wahrend der Lagerung aktivieerden, da die Plattchen dann ver-
mehrt in einer spheroiden Form vorliegen und diehtstreuung geringer ausfallt (Kaufman
RM, 2006; Hervig T et al., 1999).

Das Ausmald des Swirling-Phdnomens wurde in deri&iandvier Untergruppen (Grad 0 —
Grad 3) unterteilt und ist in Tabelle 8 zusammeag#f (Dijkstra-Tiekstra MJ et al., 2004).

Tabelle 8: Einteilung des Swirling-Phanomens (Dijkisa-Tiekstra MJ et al., 2004)

Grad Swirling-Phanomen

3 wolkige Inhomogenitat, Kontrast als feine Detaits Préparatebeutel
sichtbar

2 wolkige Inhomogenitat mit gutem Kontrast Uberaltiem Praparate-
beutel

1 einige Inhomogenitaten sind sichtbar, aber nur anahen Stellen mit
schlechtem Kontrast

0 kein Swirling-Ph&nomen, tribe Homogenitat
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Abb. 8: Uberpriifung des Swirling-Phanomens

3.7.4 Glukose, Laktat und Laktatdehydrogenase

Sowohl am Herstellungstag als auch am flinften uebten Tag der Lagerung wurden im
Zentrallabor des Universitatsklinikums die Konzatibnen von Glukose, Laktat und LDH

bestimmt. Dazu wurden 2 ml der aus dem TK entnonemdtrobe auf zwei Probenréhrchen
aus Polypropylen (CRYO.S™, Greiner Bio-One GmbH]}ei#t und diese an das Zentrallabor
gesendet. Zur Glukosebestimmung wurde die Hexo&nea&tion verwendet. Die Laktatoxi-

dasereaktion wurde fur die Evaluierung der Laktadlemtration eingesetzt. Um die LDH-
Konzentration im dem TK zu bestimmen wurde Lakthydtogenase fllissig nach der IFCC-
Methode angewandt. Die entsprechenden Konzenteatiomurden mit dem Modular P

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschlandptfizert.

3.7.5 Thrombozytenkonzentration und mittleres Platthenvolumen

Die Thrombozytenkonzentration des Praparates usdnudtlere Plattchenvolumen wurden

mit dem Hamatologie-Analysator SF-3000 gemessendimdErgebnisse dokumentiert. Kurz

vor der Messung wurde das Probenréhrchen sachtesg&mum eine gleichméalige Vertei-
lung der Blutplattchen im Konzentrat zu gewahrbmst
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3.7.6 pH-Wert

Die Messung des pH-Wertes wurde direkt nach delndfrentnahme durchgefihrt. Eine Kali-
brierung des pH-Meters (MeterLab® PHM 220, Radi@n&nalytical SAS, Villeurbanne,
Frankreich) musste spatestens alle 72 h erfolg@éndieése Kalibrierung wurden die drei Rea-
genzien IUPAC Standardpufferlésung pH 4,005, pHO1®,und pH 7,000 (Radiometer
Analytical SAS) verwendet. Eine Kontrollmessung detr IUPAC-Standardpufferlésung pH
7,000 wurde vor jeder Messung verlangt. Zudem neugst jeder Messung die mithilfe eines
Thermometers gemessene Raumtemperatur in das pét-Megegeben werden.

Bei der Messung wurde eine mit Kaliumchloridlésurefullte Messelektrode in die Probe
eingetaucht. Die Wasserstoffionen haben die Tendmhzan die Glasoberflache anzulagern,
umso eine galvanische Spannung im Kugelinnererubaten. Das pH-Meter erfasst die da-
bei auftretende Spannungsdifferenz zwischen des#élektrode und dem Standard. Um Ver-
falschungen der Messergebnisse zu verhindern, endssiGlaselektrode nach jeder Messung

mit destilliertem Wasser abgespult und mit einessélfreien Tuch trocken gerieben werden.

3.7.7 Resterythrozyten

Lediglich am Herstellungstag wurde die Anzahl darTthrombozytenpraparat verbliebenen
Erythrozyten bestimmt. Dazu wurden die Resterytyterz mithilfe einer Neubauerkammer
an einem Mikroskop ausgezahilt.

Mithilfe einer Eppendorfpipette (Eppendorf AG) warddas Probenmaterial 1:10 mit
Hayem’scher Lésung (Dr. K. Hollborn & S6hne GmbHipzig, Deutschland) verdinnt. Da-
zu wurden 5Qul Probenmaterial mit 4501 Hayem’scher Losung vermischt und fur 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Hayem’stbieung wurden die bei der Erythro-
zytenzahlung stérenden Restleukozyten des TKsderstachdem die Kammer leicht ange-
feuchtet worden war, wurde die Neubauerkammer mine Deckglas bestickt und dieses
leicht angedriickt. Mit der Eppendorfpipette wurde Neubauerkammer durch Zugabe eini-
ger Mikroliter, der mit Hayem’scher Losung verdiemProbe, vom Rand aus beftillt. Die be-
fullte Neubauerkammer wurde in ein Kunststoffgef@Begt, das zum Schutz vor einer mog-
lichen Austrocknung ein feuchtes Papiertuch ertthieid nach ca. 10 min bei 400-facher

VergroRerung mit dem Mikroskop Laborlux K (ErnsitzeNetzlar GmbH) ausgezahlt.
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Insgesamt wurden fir die Auszahlung vier Gruppedougen, mit einer Gesamtflache von
4 mnt, verwendet. Unter Beriicksichtigung des Verdiinnfakgers (10x) und der Kammer-
tiefe (0,1 mm) ergibt sich eine Erythrozytenzah(Nozyen pro pl, die man durch Multipli-
kation aus der Anzahl der ausgezahlten Erythroziyteler Neubauerkammer mit dem Faktor
25 erhalt. Fur die Berechnung der Gesamtzahl dghixzyten im Praparat, wurde das Er-
gebnis mit dem Gesamtvolumen des Thrombozytenkaragemmultipliziert.

Anzahlausgezahér ErythrozyenxVerdinnungfaktor

N
Gesamtflabe der vier Gruppenqudranten [mnf] x Kammertie¢ [mni

Erythrozyen —

Neyinrozyen = ANZahlausgezahir Erythrozyenx 4)12),1 {Hl}

N

Erythrozyen

= Anzahlausgezah#r Erythrozyenx 25 {Hl}

3.7.8 ADP- und Kollagen-induzierte Thrombozytenaggegation

Die turbidimetrische Aggregation ist die am haukgseingesetzte Methode zur Messung der
Thrombozytenaggregation. Sie wurde erstmals 1962 Born beschrieben, weshalb man
auch von der Thrombozytenaggregationsmessung nachdpricht (Born GV, 1962).

Das verwendete Verfahren beruht auf einer Veramgdeder Lichttransmission durch platt-
chenreiches Plasma nach Zugabe eines Agonistdme (sieb. 9). Die Anderung der Licht-
transmission wird durch einen Aggregometer erfasst mit der durch plattchenarmes Plas-
ma verglichen (McGlasson DL et al., 2009).

Die Messung der ADP- und Kollagen-induzierten Thibozytenaggregation erfolgte an allen
drei Tagen der Qualitatskontrollen.

Das verwendete LAbor-APACT-Aggregometer (Rolf GezirBioChemica GmbH, Flacht,
Deutschland) wurde zum Vorheizen ca. 15 — 20 mmdeo eigentlichen Messung angeschal-
tet. Mit einer wassergefillten Kivette (LABiTec GHibAhrensburg, Deutschland) wurde
vor der Messung die Temperatur im Thermoblock best. Diese lag annahernd bei 37 °C.
Fur die Herstellung von PPP wurden ca. 2 ml derdams TK entnommenen Probe bei 4000
U/min far 10 min zentrifugiert (Eppendorf Zentrife®810 R, Eppendorf AG).
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PPP PRP PRP + Agonist

Lichtstrahlen

—

o |t

P |:I‘::> §
Thrombozyten A
Logd Thrombozyten-

aggregation

Abb. 9: Lichttransmission durch plattchenarmes Plasna und
plattchenreiches Plasma vor und nach Zugabe einegganisten

Danach wurde das PRP der zu untersuchenden Prabdfenrdes PPP, auf eine Konzentra-
tion von 300/nl eingestellt. Fir die Herstellung d&RPs wurden 30@d der zu untersuchen-
den Probe mit einem bestimmten Volumen des PPRsisent.

Das fur die Verdinnung bendtigte Volumen des phé&t@rmen Plasmas (Volumep ergab

sich aus folgender Berechnung:

Volumen,, [,ul] = gemessenéhrombozyenkonzenation [i& -300
n

Da die Thrombozytenaggregation mit ADP und Kollagetuziert wurde, mussten zwei K-
vetten mit 45Qul PRP befullt werden.

Vor der Messung wurden die Agonisten vorbereiteds [ADP (Rolf Greiner BioChemica
GmbH) musste durch Zugabe von 1Q0Gestilliertem Wasser in Losung gebracht werden.
Die hergestellte ADP-LOsung hatte eine Konzentration 200umol/l. Das Kollagenreagenz
Horm® Suspension (Nycomed Pharma GmbH, Konstanatdokland) musste verdinnt wer-
den. Dazu wurden 10Ql Kollagenreagenz mit 15@! SKF-Losung (Nycomed Pharma
GmbH) gemischt.

Bevor mit der Messung begonnen werden konnte mdsst&serat durch das PPP auf 100 %
und durch das PRP auf 0 % in beiden Kanéalen eieldfesterden. Im Vorfeld wurde die
Messdauerbegrenzung bei 5 min festgelegt.

Da es sich bei dem verwendeten Gerat um ein Zwaliggregometer handelte, konnten die

beiden Messungen parallel durchgefihrt werden.
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Durch die Zugabe von 5d ADP-L6sung in 45Qu PRP wurde die Messung im ersten Kanal
gestartet. Die Endkonzentration des verwendetensAidrug 2Qumol/l. Direkt danach wur-
de in die zweite Klvette mit 450 PRP 50ul der verdinnten Kollagenldsung pipettiert und
die Messung begonnen. Das in der Kivette befindli€bllagen hatte dabei eine Endkonzen-
tration von 4Qug/ml.

Der Klvetteninhalt wurde mithilfe eines Magneten @00 U/min im Strahlengang des Pho-
tometers geruhrt. Die Zunahme der Lichttransmissili® durch das Eintreten der Thrombo-
zytenaggregation und das Absinken der AggregataanfKivettenboden zustande kommt,
wurde photooptisch bei 740 nm registriert und alsué dargestellt. Der Papiervorschub des
APACT-Printer-Plotters (Rolf Greiner BioChemica Grjbbetrug 3 cm pro Minute. Nach-
dem die beiden Messungen beendet waren, konntemakénalen Aggregationen mithilfe
der maximalen Amplituden dokumentiert werden. Digximale Aggregation wird in % der
theoretisch mdglichen Aggregation (100 %) angegeBeme 100 % Aggregation entspricht
einer Lichttransmission wie durch PPP.

In Abb. 10 wurden zwei Thrombozytenaggregationsomggsn mit dem LAbor-APACT-
Aggregometer wie oben beschrieben durchgefuhrt.aAdhder Amplituden lassen sich die

maximalen Aggregationen fur ADP und Kollagen ahtese

B AN

maximale ADP-induzierte,
Aggregation (75 %)

maximale Kollagen-induzierte
Aggregation (100%)

Abb. 10: ADP- und Kollagen-induzierte Thrombozytenagregation
(LAbor-APACT-Aggregometer)
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3.7.9 Thrombozytenaktivierung mittels CD62P

Mithilfe der Durchflusszytometrie konnen innerh&lrzer Zeit tausende Zellen hinsichtlich
ihrer ZellgroRe und ihrer Zellgranularitat untedsuwerden. Durch die Bindung von fluores-
zenzmarkierten Molekilen kénnen einzelne Zelltypealysiert und sicher voneinander abge-
grenzt werden. Mittels fluoreszenzmarkierten moao&len Antikérpern kdénnen spezielle
Strukturen auf Zelloberflachen markiert werden. ratl besteht die Moglichkeit gezielt akti-
vierungsabhangige Antigene auf Blutplattchen, was €D62P-Antigen, zu markieren und
die Plattchen des TKs auf ihren Aktivierungszustaimdzu untersuchen.

Die Messung der Thrombozytenaktivierung durch dencbflusszytometer BD FACScan™
(BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) erfolgteallen drei Tagen der Qualitatskontrol-
len. Fur die Messung wurde das SoftwareprogrammMQSComp™ (BD Biosciences)
verwendet.

Zur Uberpriifung der Instrumenteneinstellung wurdtenal wochentlich eine Kontrollmes-
sung mit den BD CaliBRITE™-Beads (BD Biosciencesjathgefiihrt. Dazu wurde in ein
erstes BD Falcon™-Réhrchen (BD Biosciences) 1 mIBECSFlow™ (BD Biosciences)
und 1 Tropfen BD CaliBRITE™ unlabeled beads gegebeeses wurde fur die Photomulti-
pliereinstellung verwendet. In ein zweites Rohrchemden 3 ml BD FACSFlow™ pipettiert
und anschlieBend je ein Tropfen BD CaliBRITE™ uelad beads, PE beads und FITC
beads hinzugefugt und konnte fiir die Fluoreszenplemsation und einen Empfindlichkeits-
test benutzt werden.

Zuerst musste die aus dem TK entnommene Probetfixerden. Dazu wurden 1Q0 Pro-
benmaterial mit 25@1 EDTA-Formaldehyd-Phosphatpufferlosung (Monove&eBystem zur
Bestimmung der Thrombozytenaggregation nach GroiemeRheomed GmbH, Hidden-
hausen, Deutschland) versetzt. Der Formaldehydamtéer F-Monovette® wird mit < 1,1 %

angegeben. Die Berechnung der bendétigten Probemuzduwurde wie folgt vorgenommen:

(A)  Probenvolumina fur den Leerwert (1) und dend2B-PE-Ansatz (3)ul]:

V = 5000

gemessend@hrombozynkonzenttion [ﬂ

n
35
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(B)  Probenvolumina fur den CD42a-FITC-Ansatz (2)dduden CD42a-FITC/CD62-PE-
Ansatz (4) pl]:

V = 1000

gemessend hrombozyenkonzenttion [nﬂ

35

Fur die Messung wurden vier BD Falcon™-Réhrchermegogitet und mit 1 — 4 beschriftet:

(1) In das erste Rohrchen wurde, fur die Messwgyleeerwertes, lediglich das entspre-
chende Volumen der fixierten Probelbsung pipéttier

(2) Zu 20ul CD42a-FITC-Antikorpern (BD Biosciences) wurde aagsprechende Volu-
men der fixierten Losung gegeben.

(3) Nachdem 2Qu CD42b-PE-Antikoérper (Beckman Coulter GmbH, KreffeDeutsch-
land) in das Rohrchen pipettiert worden sind, wullds entsprechende Probenvolu-
men hinzugeflugt.

4) In das letzte R6hrchen wurdenu2@D42a-FITC-Antikdrper, 2Qu CD62-PE-Anti-

korper (BD Biosciences) und das berechnete Praidemen zusammengefiihrt.

Die vier Réhrchen wurden danach intensiv gemisB#AX 1 D R, Heidolph Instruments
GmbH) und die Ansatze fur 15 — 20 min im DunkelnRaumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden in die Rohrchenejesvl ml BD CellWASH™ (BD
Biosciences) gegeben. Danach wurden die Ansatesaatit fir 5 min bei 700 g zentrifugiert
(Hermle Z360K, Hermle Labortechnik GmbH, WehingPeutschland).

AnschlieRend wurde der Uberstand bis auf ca.j2@bgesaugt und im Anschluss mit 290
BD CellWASH™ gewaschen. Danach wurden die Zellettalsi Vortexer resuspendiert.

Nun konnte mit der eigentlichen Messung begonnemieve Mit dem Rohrchen 1 wurde der
Leerwert der Probe gemessen. In einem ersten Betuitste in der FSC/SSC-Darstellung ein
Gate gesetzt werden, um so die zu untersuchendgepl@tchen darzustellen. Danach wurde
mithilfe des Leerwertes ein Quadrant gesetzt (lole&” LL, unterer linker Quadrant). Da
der Leerwert gemessen wurde und keine Antikorpgegeellmembranstrukturen enthalten
waren, ist der LL-Quadrant folglich sowohl fir dasiorochrom FITC (Fluoresceinisothio-

cyanat) als auch fur das Fluorochrom PE (Phycoemythegativ (siehe Abb. 11).
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Abb. 11: a) FSC/SSC-Darstellung des Leerwertes
b) Punktwolkendiagramm des Leerwertes mit gesetzter@uadranten

Um eine optimale Fluoreszenzeinstellung zu gareentiezeurden danach die R6hrchen 2 und 3
gemessen. Das Rohrchen 2 enthielt FITC-beladenddkper gegen das Zellmembrananti-
gen CD42a. Das Fluorochrom FITC emittierte dab@éngs Licht. Die in den Durchflusszyto-
meter eingebauten Fluoreszenzlichtdetektoren éefas$as emittierte Fluoreszenzlicht und
wandelten dieses in elektrische Impulse um. DelCHbbsitive Bereich befindet sich in dem
unteren rechten Quadranten (,lower right* LR) (g&bb. 12 3.

Die im Roéhrchen 3 enthaltenen PE-beladenen Antédgegen das Membranantigen CD42b
emittierten Licht in einer rétlichen Farbe und wemdim oberen linken Quadranten (,upper
left“ UL) detektiert (siehe Abb. 12)p

Chdih PE.ODZ

10
FL1-Height

Abb. 12: Punktwolkendiagramm: a) CD42a-FITC-Ansatzb) CD42b-PE-Ansatz

Das Rohrchen 4 enthielt zum einen FITC-beladenéarger gegen das Antigen CD42a, das
sowohl auf ruhenden als auch auf aktivierten Bhitphen zu finden ist. Die in der Probe be-
findlichen Thrombozyten waren demnach alle FITCHpgssodass die Detektion in den

rechten Quadranten stattfand. Zum anderen entheefixierte Probe PE-beladene Antikorper
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gegen das aktivierungsabhangige CD62P-Antigen. kvdre Blutplattchen aktiviert, expri-
mierten sie also CD62P-Antigen auf ihrer Zellmembemittierten diese zuséatzlich eine rote
Fluoreszenz, sodass die Blutplattchen im oberehteacQuadranten (,upper right* UR)
detektiert wurden. Nicht-aktivierte Thrombozytenrden im LR-Quadranten gefunden (siehe
Abb. 13).

4138240025 004

10% 104
1

FL2-Hzight
102

10!

(=] .
= R FE AR A re AR e R
10 10 10 10 10

FL1-Height

Abb. 13: Durchflusszytometrische Messung der Thrombzytenaktivierung
mit CD42a-FITC- und CD62-PE-Antikdrper

Dadurch konnte die Software mit folgender Formel dilative CD62P-Expression [%] im
Verhéltnis zur Gesamtzahl der gemessenen BluthEittberechnen:

CD62P = & x100
UR+ LR

3.7.10 Restleukozyten

Am Herstellungstag der Thrombozytenpraparate wuilde Restleukozytenzahl mit der
Durchflusszytometrie bestimmt. Auch fur die Bestiomg der Leukozytenzahl des leuko-
zytendepletierten Thrombozytenkonzentrats wurdeDdechflusszytometer BD FACScan™
verwendet.

Das verwendete BD Leucocount™-Reagenz (BD Bioseenenthalt Propiumdiodid. Das
Propiumdiodid wirkt als Nukleinsédureinterkalatorduférbt daher kernhaltige Zellen, also
auch Leukozyten an. Thrombozyten und Erythrozytis keine Zellkerne enthalten, werden
nicht angefarbt. Das Reagenz enthalt zudem spazfiRNasen zum Abbau von RNA in
RNA-haltigen Zellen.
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An allen Tagen, an denen die Restleukozytenzaltinmed worden ist, wurden durch ein
Kontrollkit (BD Leucocount™ PLT Control Kit, BD Bariences) zwei Kontrollmessungen
mit einer bekannten Konzentration an Leukozyterclgefuhrt.

Fur die Messung wurden BD Trucount™-Roéhrchen (BDsBiences) verwendet. Diese ent-
halten einen lyophilisierten Pellet. Die darin exithtnen Beads werden fir die Bestimmung
der Leukozytenzahl bendétigt.

In ein BD Trucount™-Rohrchen wurden 1Q0 der Probe pipettiert. Es wurde darauf ge-
achtet, dass die Probe im Vorfeld gut durchmisatriden ist. Danach wurden 4Q0der Rea-
genzlésung in das Rohrchen pipettiert, vorsichtigcdmischt und im Dunkeln bei Raum-
temperatur fir mindestens 5 min inkubiert. Ansdbdied konnte die Probe mittels Durch-
flusszytometrie gemessen werden.

Das Areal R1 wurde im Voraus fir die Beads, dasaAR? fir die Restleukozyten bestimmt
(siehe dazu Abb. 14).

4138240002
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Abb. 14: Durchflusszytometrische Bestimmung der Lekiozytenzahl

Nach folgender Formel konnte die Software die Leykenkonzentration [l] berechnen:

Leukozyteareignisse(R2) o chargenspeaifischePartikelarzahl

Leukozytekonzentraibn = — ~
Beadereigisse( R1)  Volumender gefarbtenProbe|u |

Fur die Berechnung der Restleukozytenzahl des ges#en TKs musste die berechnete
Leukozytenkonzentration mit dem Volumen des Thromytenpraparates multipliziert wer-

den.
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3.7.11 Sterilitat

Nach dem Ablauf der Haltbarkeit wurden die Thromptempraparate (n = 40) auf mdgliche
bakterielle Kontaminationen getestet. Dazu wurdeagrobes und anaerobes Kulturflaschen
(BD BACTEC™ Plus Aerobic/F + Anaerobic/F, BD Biosoces) aus Casein-Soja-Pepton-
Bouillon fir jedes Praparat beimpft und in dasitastfir Mikrobiologie und Hygiene des
Universitatsklinikums gesendet. In jedes Kulturdldsn wurden unter sterilen Bedingungen
ca. 8 — 10 ml der zu untersuchenden Probe UberfDletKulturflaschen wurden sieben Tage
inkubiert.

Die Flaschen wurden zur Untersuchung in das BD BBEC™-Gerat (BD Biosciences) der
Fluoreszenzserie gestellt.

Falls eine bakterielle Kontamination vorliegt, komes durch das Wachstum von Bakterien
zur Metabolisierung der in den Kulturflaschen béfichen Substrate und zur Produktion von
Kohlenstoffdioxid (CQ). Die Kulturflaschen sind mit einem chemischens®erausgestattet,
der den Anstieg der G&Produktion messen kann. Das BD BACTEC™-Gerat Uliérplle
zehn Minuten, ob der Sensor einen Fluoreszenzgnatieeigt. Der Anstieg der Fluoreszenz
ist proportional zur produzierten G®™enge. Ein positiver Befund beweist die Anwesenhei
lebensfahiger Mikroorganismen (Bakterien oder Hiéfejp

3.7.12 Citratgehalt

Der Nachweis von Citrat (Citronenséaure) kann dwicien UV-Test mit der Messung der Ex-
tinktionsanderung erfolgen. In einem ersten Reaksohritt wird durch die Zugabe des En-

zyms Citratlyase (CL) die Reaktion von Citrat zualaxcetat und Acetat katalysiert:

Citrat Ot - Oxalacetat+ Acetat

Durch die Zugabe der beiden Enzyme L-Malatdehydrage (L-MDH) und L-Laktatde-
hydrogenase (L-LDH) werden Oxalacetat und desserafbexylierungsprodukt Pyruvat zu
L-Malat und L-Laktat abgebaut:

Oxalacetatr NADH + H* O FIM# . L — Malat + NAD*
Pyruvat+ NADH + H* 0 A'F1 - L - Laktat+ NAD*
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Diese beiden Reaktionen verbrauchen reduziertestiNaanidadenindinukleotid (NADH)
und es entsteht NAD Die Abnahme von NADH kann aufgrund seiner spseifen Absorpti-
on bei 334, 340 oder 365 nm gemessen werden. Diegdees verbrauchten NADHs ist
aquivalent zu der in der Probe enthaltenen Citraggaaund kann mithilfe der Extinktionsan-
derung mit einem Photometer gemessen werden.

Fur die Messung des Citratgehaltes wurde an derQaraitatskontrolltagen jeweils 1 ml der
aus dem TK entnommenen Probe in ein Eppendorfg&faendorf AG) pipettiert und bei
- 30 °C tiefgefroren. Nachdem alle Proben (n = 1@83ammelt waren, wurde zur Bestim-
mung des Citratgehaltes ein UV-Test durchgefuhriz{fiec™ Citronenséure, R-Biopharm
AG, Darmstadt, Deutschland).

Im Lieferumfang waren folgende Reagenzien enthalten
. Flasche 1: ca. 1,4 g Lyophilisat (Glycylglycirifar, L-MDH, L-LDH, NADH)
. Flasche 2: 50 mg Lyophilisat (CL)

. Flasche 3: Citronensaure-Testkontrollldsung

Die Reagenzien mussten wie folgt verdiunnt werden:
. Losung 1: Inhalt der Flasche 1 + 12 ml bidastiles Wasser
. Losung 2: Inhalt der Flasche 2 + 0,3 ml bidkstiles Wasser

Vor der Messung mussten die eingefrorenen Probfgetaut werden. Dazu wurden die Pro-
ben in einem Wasserbad (Liquitherm FV, Clinicoretnaitional GmbH) auf Raumtemperatur
gebracht und kurz gevortextet (REAX 1 D R, Heidolpstruments GmbH). Fur die Messung
des Leerwertes sind 0,5 ml der Losung 1 und 1 miédiilliertes Wasser in eine 510 K-
Kivette (Eppendorf AG) pipettiert worden. In die&iten fir die Proben- und die Testkon-
trollmessungen wurden 0,5 ml Lésung 1, 0,1 ml Pneleeler Testkontrolllbsung und 0,9 ml
bidestilliertes Wasser Uberfuhrt. Danach wurdeldealt der Kiivetten gemischt und nach ca.
5 min die Extinktionen der Losungen gemessen. [Bie Extinktionen wurden mit dem Pho-
tometer MKE 5081 (Eppendorf AG) analysiert.

Nach der Zugabe von 14 der Losung 2 und einer weiteren Inkubationszeit ¢a. 5 min,
wurden nochmals die Extinktionen gemessei. (E

Im Anschluss wurden die Extinktionsdifferenzen {H,) gemessen und von der Extinktions-

differenz der Probe, die Extinktionsdifferenz destwertes subtrahiert. Bei der Kontrollmes-
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sung musste anstatt der Extinktionsdifferenz deb@rdie Extinktionsdifferenz der Kontroll-

l6sung eingesetz werden:

AE = (El - EZ)Probe/ Kontrolllosung - (El - EZ)Leerwert

Die Massenkonzentration (c) an Citrat [g/l] wurdi folgender Formel berechnet:

c= V xM
exdxvx100(

xVerdunnungfaktorx AE

V = Testvolumen (1,5 ml)

M = Molekulargewicht von Citrat (189,1 [g/mol])

Verdinnungsfaktor (x10)

& = Extinktionskoeffizient von NADH béi = 334 nm (6,18 [I| x mmdi x "))
d = Schichtdicke der Kivette (1 cm)

v = Probevolumen (0,1 ml)

Die Umrechnung von der Massenkonzentration [g/l] die Stoffmengenkonzentration
[mmol/l] erfolgte durch einfache Division der Masgenzentration durch das Molekularge-
wicht des Citrats.

3.8 Gammabestrahlung

Durch die Gammabestrahlungsanlage OB 29/4 STS d&tegstechnik und Strahlenschutz
GmbH, Braunschweig, Deutschland) wurden die im Rahater Studie verwendeten Throm-
bozytenkonzentrate allesamt vor der Transfusiotrdiads. Die Gammabestrahlung eines TKs
soll die Entstehung einer transfusionsassoziiegeander-gegen-Empfanger-Erkrankung bei
Risikopatienten vermeiden. Die Bestrahlung erfolgieeiner mittleren Strahlendosis von 30

Gy Uiber 850 s. Als Strahlenquelle fungierte dasosddive Isotop™*'Cs.

3.9 Thrombozytentransfusion und Berechnung des korgierten Inkrements

Die Patienten wurden im Vorfeld der Transfusionrbgf, ob sie an der Studie teilnehmen
mochten und entsprechend aufgeklart. Ihre Einvaliggwurde in einer Einverstandniserkla-
rung festgehalten. Die Patienten wurden dartbernmert, dass bei der Teilnahme an der
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Studie mindestens eine zusatzliche Blutentnahmedch der Transfusion naétig ist. Die Blut-

entnahme erfolgte entweder tber die Punktion g@aeepheren Cubitalvene oder durch einen

bereits liegenden zentralen Venenkatheter. BeiBligiabnahme durch einen zentralen Ve-

nenkatheter wurden die ersten 10 ml Blut verwori&lle sonstigen Blutwerte (Vorwerte,

Nachwerte nach 18 — 24 h) die dokumentiert wurderd in der Regel im Rahmen der mor-

gendlichen Routineblutentnahme erfasst worden.

Nach der Anforderung eines TKs wurden die Prapaet@ellstmdglich auf Station gebracht

und dort unter standiger Agitation bei 22 + 2 °€ hur Transfusion gelagert.

Folgende Patientendaten wurden in diesem Teil tigi&erfasst und dokumentiert:

ABO- und Rhesus-Blutgruppe

Geschlecht

Alter in vollstéandig beendeten Lebensjahren [a]
Korpergrol3e [cm]

Kdrpergewicht [kg]

Plattchen-Vorwert (pra-PLT) [1/nl],

Hamatokrit-Vorwert (pra-Hkt) [%0],

Leukozyten-Vorwert (pra-WBC) [1/nl]
Plattchen-Nachwert nach 1 h (1h-post-PLT) [1/nl]
Hamatokrit-Nachwert nach 1 h (1h-post-Hkt) [%0],
Leukozyten-Nachwert nach 1 h (1h-post-WBC) [1/nl]
Plattchen-Nachwert nach 18 — 24 h (24h-post-RLM)],
Hamatokrit-Nachwert nach 18 — 24 h (24h-post-Hiki),
Leukozyten-Nachwert nach 18 — 24 h (24h-post-WR@G)]
Diagnose des Patienten

Fieber > 38 °C

Vorliegen einer bakteriologischen Infektion
Splenomegalie

Amphotericin B-Medikation

erneute Transfusion innerhalb 24 h nach detgigho TK-Transfusion

Blutungen innerhalb 24 h nach der TK-Transfusion

Zusatzlich wurde die Lagerungszeit des ThromboXgienentrats [d] erfasst, wobei der Her-

stellungstag des TKs als Tag 1 festgelegt wurde.
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Aus diesen erfassten Daten wurden folgende Paran@tamentiert bzw. berechnet:

. Transfusion Rhesus D-kompatibel/ -inkompatibel
. Transfusion ABO-identisch/ -majorkompatibel/ -rmikompatibel/ -inkompati-
bel

. Body-mass-Index [kg/fih
. Korperoberflache (KOF) [fih nach der 1987 von Mosteller postulierten Me-
thode (Mosteller-Formel; Mosteller RD, 1987):

KOF = \/ Korpergewcht|kg| x KérpergroRgem|
3600

. Inkrement [1/nl]:
Inkrement (post— PLT)-(pra- PLT)

. Korrigiertes Inkrement nach 1 h (1h-CCl) undima8& — 24 h (24h-CCl):

Inkremen{rﬂ x KOF [mz]

- Pléttchen@haltdestransfundértenTKs[x 10“]

3.10 Spender- und Verfahrensdaten der Thrombozytapéresespender des

Blutspendedienstes am Universitatsklinikundes Saarlandes

Um einen Uberblick tber den durchschnittlichen Thibozytenabfall im Spenderblut wah-
rend der Thrombozytapherese zu erhalten, wurdeB&ginn der Studie eine Vielzahl an Ak-
ten (n = 910) von Thrombozytenspendern retrospekisgewertet. Die erfassten Parameter
wurden jeweils nur einmal pro Spender von der ztigétatigten Apheresespende erhoben.
Die Apheresespenden erfolgten unter Verwendunghierdener Zellseparatoren (u.a. Trima
Accel, Com.Tec, Amicus).
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Folgende Spender- und Verfahrensdaten wurden emhobe
. Anzahl gespendeter Thrombozytenkonzentrate
. Plattchen-Vorwert (pra-PLT) [1/nl]
. Plattchen-Nachwert (post-PLT) [1/nl]
. verarbeitetes Blutvolumen (VBV) [ml]

. Verfahrenszeit [min]

3.11 Statistische Analyse

Die Auswertung der erfassten Daten erfolgte mit d&atistikprogramm SPSS 14.0 (SPSS
Inc.).

Mithilfe einer deskriptiven Statistik wurde der kilwert (MW), die Standardabweichung
(SD), das Minimum (Min.) und das Maximum (Max.) féine Vielzahl von Parametern be-
rechnet.

Um zwischen den beiden Gruppen (Doppel-Apheres@nsel-Apherese), und wahrend der
sechs konsekutiven Spenden innerhalb einer Gruigajfikanzen aufzuzeigen, wurden die
Parameter mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Ndiadeilung Uberprift und danach ent-
weder ein parametrischer Test (t-Test bei gepadzen unabhangigen Stichproben) oder ein
nicht-parametrischer Test (Wilcoxon-Test bzw. Malihitney-U-Test) durchgefihrt. Falls
keine Normalverteilung vorlag und ein nicht-paramseher Test angewandt wurde, ist dies
im Ergebnisteil gesondert markiert wordéj {/or der Analyse eines t-Tests bei unabhan-
gigen Stichproben wurde zum Varianzvergleich dereloe-Test herangezogen. Bei der statis-
tischen Analyse zur Berechnung signifikanter Urtieiesde wéhrend der Lagerung im Rah-
men der Qualitatskontrollen der TKs sowie bei dealtierung der Thrombozytenspende-
situation am Universitatsklinikum wurde identisargegangen.

Um signifikante Veranderungen hinsichtlich der Thbmpoetin-Vorwerte im Verlauf der
sechs konsekutiven Spenden aufzuzeigen, wurdeniviariate Varianzanalyse (,analysis of
variance” ANOVA), getrennt nach der Aphereseartpe-Apherese vs. Tripel-Apherese),
verwendet.

Als signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichikeon p< 0,05 angenommen. Im Ergeb-
nisteil wurden Signifikanzen markiert (*).

Fur die grafische Darstellung der Ergebnisse wuitens- und Liniendiagramme gezeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Vor- und Nachbereitungszeit

Bei insgesamt 48 Tripel-Apheresen wurden sowohMitigbereitungszeit als auch die Nach-
bereitungszeit dokumentiert. Der Mittelwert fir dferbereitungszeit betrug 1,7 + 0,5 min.
Die Nachbereitungszeit dauerte durchschnittlich25009 min (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Vor- und Nachbereitungszeit bei der Trigl-Apherese-Spende

n =48 MW + SD Min. / Max.
Vorbereitungszeit [min] 1,7+0,5 1/2
Nachbereitungszeit [min] 50+0,9 4/7

4.2 Spenderdaten

Im Rahmen der Studie wurden insgesamt 27 Spen#autiext. Ein Studienteilnehmer der

Tripel-Apherese-Spender (n = 14) wurde bei der tamekonsekutiven Spende von der wei-
teren Teilnahme an der Studie ausgeschlossen,edardmit einer gemessenen Thrombo-
zytenkonzentration von 259/nl die im Protokoll defrte Mindestthrombozytenkonzentration
von > 260/nl unterschritt. Alle anderen Studienteilnehiherchliefen die sechs konsekutiven
Spenden. Die Uberwiegende Zahl der Probanden (h) war mannlichen Geschlechts. Die
Blutgruppen A Rhesus D positiv, 0 Rhesus D positid O Rhesus D negativ waren am héau-

figsten in den beiden Gruppen vertreten (siehe lla6).

Tabelle 10: Spendercharakteristika (Geschlecht, ABOund Rhesus-Blutgruppe)

Tripel-Apherese-Spender Doppel-Apherese-Spender
Geschlecht n=14 n=13
w 4]28,6 % 6/46,2 %
m 10/71,4 % 7/53,8 %
ABO- und Rhesus-Blutgruppe
A Rhesus D positiv 3/21,4% 5/38,5%
0 Rhesus D positiv 8/57,1% 21154 %
B Rhesus D positiv 0/0% 1/7,7%
AB Rhesus D positiv 0/0% 0/0%
A Rhesus D negativ 1/7,1% 0/0%
0 Rhesus D negativ 2/14,3% 4/30,8 %
B Rhesus D negativ 0/0% 1/7,7%
AB Rhesus D negativ 0/0% 0/0%
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Die Spendercharakteristika wie Alter, Korpergewidkdrpergrofie, BMI und Gesamtblutvo-
lumen wurden einmalig bei der ersten der sechsditiven Spenden erhoben und zeigten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den bei@euppen. Das Durchschnittsalter aller
Studienteilnehmer betrug 41 Jahre, der jungsten@eiher war 21 Jahre und der Alteste hatte
das 60. Lebensjahr vollendet (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Spendercharakteristika
(Alter, Korpergewicht, KorpergroRe, BMI, Gesamtblutvolumen)

Tripel-Apherese-Spender n = 14 | Doppel-Apherese-Spendern =13 p-

[ Mw+sD | Min./Max. ||| MwW+SD [ Min./Max. || Wert
Alter [a] 39,9+13,8 23/60 42,5+ 10,0 21/52 0,5B1
Korpergewicht [kg] 89,9 +13,3 68 /112 82,7+22,1 60/130 0,313
KorpergréRe [cm] 1759+6,9 163 /188 175,2+12,2 154 /196 0,870
BMI [kg/m 7] 29,2+5,0 22,0/41,4 26,6 +4,7 21,1/ 33,8 0,184
GBV [I] 54+0,5 45/6,1 51+1,2 3,6/7,6 0,405

Der Mindestabstand zwischen den einzelnen Spendedewm Vorfeld auf 21 Tage fur die
Studienteilnehmer der Tripel-Apherese festgeleit.die Doppel-Apherese-Spender galt der
etablierte Mindestabstand von 14 Tagen. SowohBg@ender in der Tripel-Apherese-Gruppe
als auch ein Doppel-Apherese-Spender unterschdttarfestgelegten Mindestabstand bei ei-
ner Spende um lediglich einen Tag und wurden irStiedie belassen.

Der Abstand zwischen zwei Spenden in der Gruppd dpel-Apherese betrug durchschnitt-
lich 22,9 + 5,8 Tage. Die durchschnittliche Zeitigelhen zwei Apheresen bei den Doppel-
Apherese-Spendern ergab einen Mittelwert von 135 agen (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Spendeabstand, hamatologische Vor- uidachwerte der Spender

Tripel-Apherese-Spenden n = 79| Doppel-Apherese-Spenden n = 7 p-

[ MW+SD | Min./Max. ||| MwW+SD [ Min./Max. || Wert
Spendeabstand [d] 229+58 20 /56 15,5+ 3,7 13/31 0,000*
pra-PLT [1/nl] 322,4+32,6 261 /428 267,3 + 33,9 204 / 355 0000
post-PLT [1/nl] 218,4 + 34,8 145/ 303 195,4 + 31,4 133 /295 0000
pra-MPV [fl] 8,8+0,6 7,7110,6 9,3+0,8 7,8/10,9 0,00p*
post-MPV [fl] 8,8+0,6 7,6/10,3 9,3+0,9 7,7/111,2 0,00p*
pra-Hkt [%6] 412+2,1 33,2/46,0 38,9+28 32,3 /44,7 0%0q0
post-Hkt [%] 41,3+2,2 35,4/48,1 38,3+2,9 31,3/44,5 0%0q0
pra-WBC [1/nl] 7,1+15 3,8/10,5 6,1+15 3,9/10,0 0,00p*
post-WBC [1/nl] 7,8+19 4,5/13,5 6,3+1,8 3,5/125 0,00p*
pra-TPO [pg/ml] 39,7+ 32,8 0,0/132,4 35,2+ 25,2 0,0/98,6 6,393
post-TPO [pg/ml] 42,6 + 29,9 0,0/138,6 36,4 + 26,3 0,0/1054 78,1

# Mann-Whitney-U-Test
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Die vor der Spende gemessenen hadmatologischen Yterweterschieden sich, mit Ausnah-
me des Serum-Thrombopoetins, signifikant zwischem lakiden Gruppen. Die Plattchenkon-
zentration, der Hamatokrit und die Leukozytenkomzion waren bei den Tripel-Apherese-
Spendern signifikant héher, das mittlere Plattclodummen hingegen signifikant niedriger als
bei den Doppel-Apherese-Spendern.

Die durchschnittliche Plattchenzahl betrug vor 8pende in der Gruppe der Tripel-Apherese
322,4 £ 32,6/nl, in der Gruppe der Doppel-ApherSpender 267,3 + 33,9/nl. Die in beiden
Gruppen gemessenen Plattchen-Nachwerte erfillterdid, nach den Richtlinien der BAK,
erforderliche Mindestthrombozytenzahl veri00/nl nach der Spende. Die niedrigste gemes-
sene Plattchenkonzentration nach der Spende engidy Gruppe der Tripel-Apherese 145/nl,
in der Gruppe der Doppel-Apherese 133/nl. Insgeseundle in der Gruppe der Tripel-Aphe-
rese lediglich einmal der untere Normalwert von/hb@interschritten. In der Gruppe der
Doppel-Apherese-Spender wurde viermal ein post-RLIE0/nl gemessen. Im Durchschnitt
wurde nach der Spende eine Thrombozytenkonzentraba 218,4 + 34,8/nl in der Tripel-
Apherese-Gruppe und 195,4 + 31,4/nl in der Doppahekese-Gruppe nachgewiesen.

Auch die nach der Thrombozytapherese gemesseneatdiagischen Werte ergaben signifi-
kante Unterschiede zwischen den beiden Apherespp@ni Das Serum-Thrombopoetin wies
hingegen vergleichbare Konzentrationen auf (p 8)1Die Thrombozytenkonzentration,
der Hamatokrit und die Leukozytenkonzentration tigauch nach der Spende signifikant
hohere Werte in der Gruppe der Tripel-Apherese. Ddtere Plattchenvolumen nach der
Spende lag bei den Tripel-Apherese-Spendern skgmifiniedriger vor.

Ein Vergleich der hamatologischen Vor- und Nachwern den beiden Apherese-Gruppen

wird in der Tabelle 13 aufgezeigt.

Tabelle 13: Vergleich hdmatologischer Vor- und Nackerte innerhalb der beiden
Apherese-Gruppen (Tripel-Apherese vs. Doppel-Aphese)

Tripel-Apherese- | Doppel-Apherese-
Spendenn=79 | Spendenn =78

pra-PLT vs. post-PLT 0,000* 0,000*
pra-WBC vs. post-WBC 0,000* 0,061
pra-MPV vs. post-MPV 0,773 0,749
préa-Hkt vs. post-Hkt 0,374 0,000*
pra-TPO vs. post-TPO 0,333 0,637
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Das MPV und das TPO zeigten, unabhangig von deefgdeart (Tripel-Apherese vs. Dop-

pel-Apherese), vergleichbare Werte vor und naclSgende. Die PLT-Konzentration sank in

beiden Gruppen signifikant ab. In der Gruppe depelfApherese konnte im Gegensatz zur

Doppel-Apherese-Spende ein signifikanter Anstieglarikozyten aufgezeigt werden. Dem-

gegeniber wurde in der Gruppe der Doppel-Aphere@sesignifikanter Abfall des Hama-

tokrits festgestellt. Die Tripel-Apherese-Spendeigien vergleichbare Hkt-Vor- und -Nach-

werte (p = 0,374).

Da sich die hAmatologischen Vorwerte in den bei@eappen groRtenteils signifikant vonei-

nander unterschieden, kann mithilfe der Differenzers den h&matologischen Vor- und

Nachwerten gezeigt werden, ob sich die beiden Gmhynsichtlich eines Anstiegs oder Ab-

falls der gemessenen Laborparameter unterschesadre(Tabelle 14).

Tabelle 14: Bildung der Differenz aus hamatologisatn Vor- und Nachwerten
(Tripel-Apherese vs. Doppel-Apherese)

Tripel-Apherese-Spenden n = 79| Doppel-Apherese-Spenden n =7 p-

[ Mw+sD | Min./Max. ||| MwW+SD [ Min./Max. || Wert
pra-PLT — post-PLT [1/nl] 104,0+21,0 52 /163 71,9+22,1 147121 0,00
pra-MPV — post-MPV [fl] 0,0+0,4 -1,2/1,4 -0,1+04 -0,9/0,9 M98
pra-WBC — post-WBC [1/nl] -0,7+1,0 -3,7/0,7 -02+1,1 -6,0/1,1 me
pra-Hkt — post-Hkt [%] -0,1+1,0 -3,3/2.2 06+1,2 -4,0/4,6 0,90
pra-TPO — post-TPO [pg/ml] -29+26,1 -54,8/79,9 -1,2+224 - 66,9 /664 | 0,363

# Mann-Whitney-U-Test

In der Gruppe der Tripel-Apherese konnte ein imgich zur Doppel-Apherese signifikant

starkerer Abfall der Thrombozytenkonzentration mgshiesen werden. Beziglich des

Thrombopoetins konnten keine signifikanten Verandgen im direkten Vergleich der bei-

den Gruppen wahrend der Spende evaluiert werderchDiden Vergleich der Hkt-Vor- und

Hkt-Nachwerte konnte ein signifikanter Abfall desirklatokrits in der Gruppe der Doppel-

Apherese im Vergleich zur Tripel-Apherese-Gruppeydkegt werden. Der Anstieg der Leu-

kozyten war bei den Tripel-Apherese-Spenden signiti grof3er als bei bei den Doppel-

Apherese-Spenden.

Tabelle 15 zeigt die mittleren TPO-Konzentratiorner alle Spender vor dem 1. — 6. Spen-

determin getrennt nach Aphereseart.

Der Serum-TPO-Spiegel vor der Spende schwankteem leiden Apherese-Gruppen zwi-
schen 0,0 und 132,4 pg/ml (MW + SD: 37,5 = 29,3y/Ein Vergleich der einzelnen Spen-

den zwischen den beiden Apherese-Gruppen konniglitddbei der dritten konsekutiven

Spende eine Signifikanz aufdecken (p = 0,019).
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Tabelle 15: Vorwerte des Serum-Thrombopoetins an deeinzelnen Spendeterminen
(Tripel-Apherese vs. Doppel-Apherese)

Tripel-Apherese-Spenden Doppel-Apherese-Spenden p-

[ MW+SD | Min./Max. | [ MW+SD | Min./Max. | Wert
pra-TPO n=79 n=78
1. Spende| 29,1+30,2 0,0/97,4 n=14 40,7 + 23,4 0,0,671 | n=13| 0,280
2. Spende| 54,7 +30,8 0,0/124,9 n=13 40,4 +21,7 1,3/72,6 n =|13188
3. Spende| 52,2+37,4 0,0/116,7 n=13 225+178 0,9/68,3 n=13 0,019
4. Spende| 49,3+36,7 0,0/132,4 n=13 51,9 + 31,4 0,0,698 [ n=13| 0,853
5. Spende| 17,0+15,1 0,0/50,1 n=13 25,9 + 20,6 0,0074, | n=13] 0,221
6. Spende| 36,8+ 29,7 0,0/116,0 n=13 30,0 + 255 0,0,487 [ n=13| 0,540

") p = 0,040 zur 5. Spende’ p = 0,037 zur 4.Spende;

Die univariate Varianzanalyse der Thrombopoetinwwente zwischen den einzelnen Spenden
ergab in der Gruppe der Tripel-Apherese lediglialiszhen dem zweiten und flinften Spen-
determin einen signifikanten Unterschied (p = 0)0O#4®der Doppel-Apherese-Gruppe konnte
einzig zwischen der dritten und vierten Spende Bigaifikanz gezeigt werden (p = 0,037).

Es lasst sich weder eine Tendenz bezuglich des Spi€gels wahrend der sechs konseku-
tiven Spenden innerhalb einer Apherese-Gruppe, kiach Abweichungen zwischen den bei-
den Gruppen aufzeigen.

In der Abb. 15 sind die TPO-Vorwerte fir jeden einen Tripel-Apherese-Spender (n = 13)

an den sechs aufeinander folgenden Spendetermamgastellt.

125,0 /
/ \ / Spendernummer:
100,0 —1 (w/110/41,4)
—2 (m/ 85/27,8)
—3 (m/ 96/27,2)
—4 (m/ 79/27,7)

75,0 Y, — 5 (w/112/33,8)
—6 (m/ 95/31,0)

7 (m/ 76/22,9)

/ —8 (m/ 68/22,0)

—— 9 (m/104/34,4)
10 (w/ 78/27,6)
11 (m/ 89/25,7)
\ ' 12 (w/ 100 / 31,6)

/\ 2 — 13 (m/ 83/27,4)

T T
1. Spende 2. Spende 3. Spende 4. Spende 5.Spende 6. Spende

Spendetermin

pra-TPO in pg/ml

50,0

0,0
I

Abb. 15: Vorwerte des Serum-Thrombopoetins bei den
Tripel-Apherese-Spendern (n = 13) an den einzelné®pendeterminen
(Angaben in Klammern: Geschlecht, Kérpergewicht inkg und BMI in kg/m?)
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Der Tripel-Apherese-Spender, der an dem zweitersékurtiven Spendetermin von der wei-
teren Teilnahme an der Studie ausgeschlossen whilidb, in der Grafik unbertcksichtigt.
Nach der Spendernummer sind in Klammern weitereaBeg zu dem Tripel-Apherese-Spen-
der aufgelistet (Geschlecht, Kérpergewicht in kg &M in kg/n).

Bei dem Tripel-Apherese-Spender mit der SpendernemiZnkonnte bei keinem einzigen
Spendetermin eine TPO-Konzentration im MessberdethMethode nachgewiesen werden.
Auch die nach der Apherese gemessenen TPO-Spigeh Ibei diesem Spender allesamt
unter der Nachweisgrenze. Die Mehrzahl der Tripghérese-Spender (n = 9) stiegen mit
ihren TPO-Spiegeln bis zu dem zweiten SpendeteamirDer Spender mit der Spendernum-
mer 5 wies vor dem zweiten Spendetermin einen u&21ig/ml héheren TPO-Spiegel auf,
als vor der ersten Tripel-Apherese. Ein Tripel-Agse-Spender (Spendernummer 13) zeigte
einen kontinuierlichen Anstieg des pra-TPOs vonatsten Spende (0,0 pg/ml) bis zu dem
vierten Spendetermin (76,9 pg/ml). Auffallend war dbfall des Serum-TPOs bei den meis-
ten Tripel-Apherese-Spendern (n = 9) vor dem fimfi@endetermin. Insgesamt war in der
Tripel-Apherese-Gruppe aber kein einheitlicher TP&kauf zwischen den Spenden lber den
Untersuchungszeitraum zu beobachten.

Die TPO-Vorwerte fir die einzelnen Doppel-Apher&eender (n = 13) zeigten an den sechs
konsekutiven Spenden ebenfalls keinen einheitlidhentauf (siehe Abb. 16).

100,0
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—2
—3
—4
—5
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N\ ] — 8 (w/ 63/23,4)
P | — 9 (w/ 67/24,6)
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| = 12 (m/ 75/21,4)
/ — 13 (m/ 130/ 33,8)
/ N 4
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Abb. 16: Vorwerte des Serum-Thrombopoetins bei den
Doppel-Apherese-Spendern (n = 13) an den einzeln8&pendeterminen
(Angaben in Klammern: Geschlecht, Kérpergewicht inkg und BMI in kg/m?)
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4.3 Verfahrensdaten

Es ergaben sich bei den Verfahrensdaten eindesitigfikante Unterschiede zwischen den

beiden Apherese-Gruppen hinsichtlich des veraregit®lutvolumens, der von dem Trima

Accel-Sammelsystem gemachten Volumenangabe desgedten TKs und der Verfahrens-

zeit sowie der gemessenen PLT-Konzentration des(Jikke Tabelle 16).

Tabelle 16: Verfahrensdaten (Tripel-Apherese vs. Oupel-Apherese)

O*

Tripel-Apherese-Spenden n = 79 Doppel-Apherese-Spenden n = 78 p-

[ Mw+sD | Min./Max. ||| Mw+SD [ Min./Max. || Wert
Gerateangabe 4283,2£491,4 3201 /5536 3216,2+391,4 23561840 | 0,000*
VBV [ml]
Gerateangabe 661,1+2,2 659 /670 497,7 + 14,8 450 /510 0,04
Volumen des TKs [ml]
Gerateangabe 76,5+£9,2 57 /102 60,9+7,9 47179 0,00
Verfahrenszeit [min]
gemessene 1212,4 +104,2 1008 /1460 1049,2 +114,p 808 P129| 0,000*
PLT-Konzentration
des TKs [1/nl]

# Mann-Whitney-U-Test

Die durchschnittliche PLT-Konzentration (MW + SD21R2,4 + 104,2/nl) bei den Tripel-

Apheresen stimmte genau mit der im Vorfeld der Btud der Gerateeinstellung eingegeben-

en, gewlnschten PLT-Konzentration von 1212/nl Gbere
Die gemessene Verfahrenszeit zur Spende einesabheitkKs (MW = SD: 76,5 £ 9,2 min)
war im Vergleich zur Spende eines Doppel-TKs (MV8: 60,9 + 7,9 min) im Durchschnitt

etwa 16 min langer. Die minimal gemessene Verfameih zur Spende eines Dreifach-TKs

betrug 57 min, die maximal gemessene Separatidriszieug 102 min.

In der Tripel-Apherese-Gruppe wurden weitere Vadakdaten erhoben (Tabelle 17).

Tabelle 17: Verfahrensdaten der Tripel-Apherese-Spelen

Tripel-Apherese-Spenden n = 79

[ Mw+sSD [ Min./Max. |
Gerateangabe kalkulierte Verfahrenszeit [min] 75,6 + 8,9 58 /100
Gerateangabe ACD-Gesamtverbrauch [ml] 464,5 £ 53,7 342 /605
Gerateangabe AK an Spender [ml] 358,7 + 53,8 240 /502
berechnete ACD-Infusionsrate [ml/min/I] 0,87 + 0,09 0,57/1,03
gemessenes TK-Volumen [ml] 674,2+9,8 652,1/709,1
gemessener PLT-Ertrag [x16] 8,2+0,7 6,7 /10,0
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Mithilfe der kalkulierten Verfahrenszeit, des bdreeten TK-Volumens und des gemessenen
PLT-Ertrages konnten Angaben zur Gerategenauigleeid rima Accel gemacht werden. Der
ACD-Gesamtverbrauch betrug in dieser Gruppe dututigich 464,5 ml. Aus der abgele-
senen AK-Menge an den Spender (MW £ SD: 358,7 8 &8) konnte die ACD-Infusionsra-
te berechnet werden. Die durchschnittiche ACD-$idasrate ergab 0,87 mil/min/l und
schwankte in einem Bereich von 0,57 — 1,03 ml/min/|

In der Gruppe der Tripel-Apherese wurden die Studinehmer nach jeder Spende befragt,
ob wéahrend der Thrombozytapherese citratspezifiseenwirkungen auftraten. Diese wur-

den wie beschrieben klassifiziert (Tabelle 18).

Tabelle 18: Citratspezifische Nebenwirkungen bei deTripel-Apherese-Spende
(McLeod-Kriterien nach Bueno JL et al., 2005)

citratspezifische Nebenwirkungen Tripel-Apherese-Spenden
nach Bueno JL et al., 2005 n=79
Grad 0 63/79,7%
Grad 1 127152 %
Grad 2 3/3,8%
Grad 3 1/1,8%
Grad 4 0/0%
Grad 5 0/0%

Bei knapp 80 % der Apheresen (n = 63) kam es zuekecitratspezifischen Nebenwirkungen
(Grad 0). Wahrend 15,2 % der Tripel-Apherese-Sperfde= 12) wurden leichte citratspezi-
fische Nebenwirkungen (Grad 1) angegeben. DieseMNgiokungen zeigten sich in der tUber-
wiegenden Zahl als leichte periorale Parasthe®en.3,8 % der Tripel-Apheresen (n = 3)
persistierten die citratspezifischen Nebenwirkunggetz der Gabe einer 500 mg Calciumta-
blette (Grad 2). Lediglich ein Studienteilnehmérwahrend der Spende kurzzeitig an Schut-
telfrost und Ubelkeit (Grad 3). Diese Symptomatikhesserte sich im weiteren Verlauf, so-
dass die Apherese nicht vorzeitig abgebrochen weardesste.

Insgesamt wurde bei 14 Tripel-Apheresen eine dZaleiumapplikation durchgefihrt.

Die Berechnung der Sammlungsrate der Plattchenli@idurchgefiihrten Tripel-Apheresen
ergab einen Mittelwert von 6,5 + 0,8 [¥4®]. Die minimale Sammlungsrate betrug 4,8
[x10™/h], die maximale Sammlungsrate 8,8 [¥16]. Die Sammlungseffizienz schwankte
zwischen 58,6 — 84,9 % (MW + SD: 71,5 + 5,7 %). B&t zum Sammeln fur die Standard-
dosis von 8,0 [x18] Plattchen dauerte durchschnittlich 75,2 + 9,0.rBiar Schwankungsbe-
reich der TSD 8,0 lag bei 54,4 — 99,4 min (Tab&8¢

-76 -



4. Ergebnisse

Tabelle 19: Sammlungsrate, Sammlungseffizienz und
Zeit fur die Standarddosis der Tripel-Apherese-Speden

Tripel-Apherese-Spenden n = 79

[ MW+SD | Min./Max. |
Sammlungsrate (CR) [x10h] 6,5+0,8 48/8,8
Sammlungseffizienz (CE) [%] 71,5+5,7 58,6 /84,9
Zeit fur die Standarddosis (TSD 8,0) [min] 75,2+9,0 54,4 /99,4

Mithilfe der erfassten Daten aus der Tripel-Apher8pende (Tabelle 16 und 17) konnten
Angaben zur Gerategenauigkeit der Trima Accel gétnaerden (Tabelle 20).

Tabelle 20: Angaben zur Gerategenauigkeit der TrimaAccel bei den
Tripel-Apherese-Spenden

Tripel-Apherese-Spenden n = 79
[ MW+SD | Min./Max. |
Gerategenauigkeit Verfahrenszeit [min] 0914 -1/6
(maschinell gemessene Verfahrenszeit —
Gerateangabe kalkulierte Verfahrenszeit)
Gerategenauigkeit TK-Volumen [ml] 13,1+9,5 -7,9/13,1
(gemessenes TK-Volumen —
Gerateangabe gesammeltes TK-Volumen)
Geréategenauigkeit PLT-Ertrag [x10"] 0,2+0,7 -1,3/2,0
(gemessener PLT-Ertrag —
8,0 [x107))
Gerategenauigkeit PLT-Konzentration [1/nl] 0,4 £104,2 - 204 /248
(gemessene PLT-Konzentration —
1212 [1/nl])

Das Trima Accel-System berichtete in gut der Halie Tripel-Apheresen (n = 46) von einer
zu geringen kalkulierten Verfahrenszeit im Vergterur maschinell gemessenen Verfahrens-
zeit. Dies entspricht einem prozentualen Anteil 882 % an allen Apheresen. In 27,8 % der
Apheresen (n = 22) stimmte die kalkulierte Verfalszeit mit der tatsdchlich gemessenen
Verfahrenszeit Uberein. Lediglich bei 13,9 % dehégmsen (n = 11) wurde die Verfahrens-
zeit um eine Minute zu hoch geschatzt. Das Verfald@uerte im Durchschnitt knapp eine
Minute (MW = SD: 0,9 + 1,4 min) langer als kalkutie

Der Mittelwert des von der Trima Accel angegebefkKrvolumens betrug 661,1 ml, das tat-
sachlich gemessene TK-Volumen lag mit 674,2 ml lschnittlich 13,1 ml Gber dem kalku-
lierten TK-Volumen. Das gemessene TK-Volumen schaearzwischen 652,1 — 709,1 ml.
Der Zellseparator Trima Accel unterschatzte beb 3%, der Tripel-Apheresen (n = 77) das
produzierte TK-Volumen. Bei einer Apherese stimmiés von der Trima Accel angegebene
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TK-Volumen mit dem gemessenen TK-Volumen Ubereias Orima Accel-System uber-
schatzte lediglich bei einer Tripel-Apherese daslprierte TK-Volumen.

Der gemessene PLT-Ertrag lag im Durchschnitt E2i80,7 [x16Y. Somit wurde der PLT-
Ertrag von dem Apheresesystem eher unterschatad3,th% der Apheresen (n = 34) wurde
ein niedrigerer PLT-Ertrag als der Zielertrag vaf B<10"] ermittelt. Hingegen wurde bei
57,0 % der Tripel-Apheresen (n = 45) der Zieleriibgrtroffen.

4.4 Evaluierung des Spenderkomforts

Zur Evaluierung des Spenderkomforts wurden die€l#Apherese-Spender gebeten, eine Be-
wertung hinsichtlich des allgemeinen Wohlbefindeowie des Entnahme- und Rickflusses
wahrend der letzten sechs konsekutiven Spendemeben. Da ein Spender von der weiteren
Teilnahme an der Studie ausgeschlossen wurde, mmhmeder Befragung, die nach der sech-
sten konsekutiven Spende stattfand, lediglich 1@i8nteilnehmer teil.

Von allen Spendern (n = 13) wurden die Fragen muisgezeichnet* oder ,gut* beantwortet.

Mithilfe von Kreisdiagrammen sind in Abb. 17 diegébnisse dieser Befragung dargestellt.

Wie bewerten Sie ihr
allgemeines

Wohlbefinden wahrend Wie empfanden Sie den Wie empfanden Sie den
der Spende? Entnahmefluss? Ruckfluss?
. ausgezeichnet - ausgezeichnet - ausgezeichnet
O gut [ gut (] gut

Abb. 17: Evaluierung des Spenderkomforts

Weiterhin wurden vier Fragen beziglich des Spendi@vens bewertet. Die kurze Dauer des
Spendeverfahrens, die Vertraglichkeit des Verfahrelie Flussgeschwindigkeit sowie die
Spende im Einarm-Verfahren wurden von den Studieetemern der Tripel-Apherese beur-
teilt. Die Ergebnisse der Befragung sind in Abb. rBhilfe von Kreisdiagrammen darge-

stellt.
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Wie wichtig ist fur Sie

die kurze Dauer des Wie wichtig ist fir Sie

?

Spende\‘/erffs\hrens. die Vertraglichkeit des
] wichtig Spendeverfahrens?
| neut‘ral . - sehr wichtig
O unwichtig . wichtig

5 -
L 38,5% _

Wie wichtig ist fir Sie
die Spende mit nur einer

Wie wichtig ist fir Sie Nadel?
eine angenehme - sehr wichtig
Flussgeschwindigkeit? M wichtig
. sehr wichtig |:| neutral
. wichtig - unwichtig

2
15,49
4
30,8%

5
38,5%

Abb. 18: Evaluierung des Spendeverfahrens

Die kurze Dauer des Spendeverfahrens war ledidlicivier der befragten Spender von ho-
hem Stellenwert.

Sowohl die Vertraglichkeit des Verfahrens als aeate angenehme Flussgeschwindigkeit
waren fur alle Spender (n = 13) ,wichtig“ bzw. ,setichtig”.

Bei der Frage nach dem bevorzugten Spendeverfgdkiearm-Verfahren vs. Zweiarm-Ver-
fahren) wurde von dem Grol3teil der Befragten (r) d&& Einarm-Verfahren bevorzugt. Zwei

der Tripel-Apherese-Spender zeigten keine Prafdoeniiglich eines Verfahrens.

4.5 Evaluierung des Operatorenkomforts

Am Ende der Studie wurden die an der Studie bgteili Operatoren (n = 9) bezuglich der

Zufriedenheit mit dem verwendeten Trima Accel-Systeefragt.
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Das Auf- und Abrusten des Zellseparators sowieMgaufiihrung wurden von allen Opera-
toren mit ,ausgezeichnet* bzw. ,gut* bewertet.

Lediglich die Durchfihrung des Sammelverfahrensdguron einem Operator mit ,befriedi-
gend” und die Bearbeitung von Fehlermeldungen weei Dperatoren mit ,befriedigend” be-
urteilt. Alle anderen Operatoren evaluierten audsal beiden Fragen mit ,ausgezeichnet"
bzw. ,gut” (siehe Abb. 19).

Wie bewerten Sie das Wie bewerten Sie das
Aufrusten des Gerates? Abriisten des Geréates?
. ausgezeichnet . ausgezeichnet

. gut . gut

Wie bewerten Sie die Wie bewerten Sie die
Durchfiihrung des Bearbeitung von
Sammelverfahrens? Fehlermeldungen?
- ausgezeichnet ] ausgezeichnet

O gut [ gut
[ befriedigend [ befriedigend

Wie bewerten Sie die
Mentfthrung?

- ausgezeichnet
Ogut

Abb. 19: Evaluierung des Operatorenkomforts
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4.6 Qualitatskontrolle

4.6.1 Allgemeines

Die Tripel-Apherese-Spender (n = 14) spendetenannfé der Studie n = 237 Thrombozyten-
konzentrate. Ein Spender unterschritt vor dem ameBpendetermin die Mindestthrombo-
zytenkonzentration vor 260/nl, sodass dieser lediglich drei TKs spendetevon der wei-
teren Teilnahme an der hiesigen Studie ausgesemagsrde. Alle anderen Tripel-Apherese-
Spender (n = 13) leisteten an allen sechs Spemndetn jeweils drei TKs. Insgesamt wurden
im Rahmen der Studie an 40 Thrombozytenpraparatedit@skontrollen durchgefuhrt. Es
sollten dadurch gentuigend Datensatze erfasst wendeilie Zulassung der Dreifach-Throm-
bozytapheresespende bei der Zulassungsbehérdamgesr.

Die Qualitatskontrollen wurden ab der dritten kdagven Thrombozytenspende durchge-
fuhrt. Dabei wurden bei zehn Spendern, jeweilsdaei dritten, vierten und funften Tripel-
Apherese, insgesamt 30 Datensétze erhoben. Benéiheombozytenspender wurden ledig-
lich zwei Qualitatskontrollen an dem dritten uneren Spendetermin durchgefuhrt. Acht
weitere Qualitatskontrollen wurden bei zwei Spendeei der dritten, vierten, funften und

sechsten Tripel-Apherese generiert.

4.6.2 Konzentratvolumen, Thrombozytenkonzentration Plattchenzahl pro Einheit und

mittleres Plattchenvolumen

Im Rahmen der Qualitatskontrollen wurden am Hdrstgktag (Tag 1) sowie an Tag 5 und
Tag 7 das Konzentratvolumen vor und nach der Pesiieahme, die PLT-Konzentration und
das mittlere Plattchenvolumen des TKs bestimmt.ehdd@m wurde die in dem Préparat ent-
haltene Plattchenzahl berechnet.

Wie aus den Tabellen 21, 22 und 23 zu erkennenabin das Konzentratvolumen von Tag 1
auf Tag 5 sowie von Tag 5 auf Tag 7 signifikant @as durchschnittliche Konzentratvolu-
men betrug nach der Herstellung an Tag 1 224,544, Im Durchschnitt nahm das Volu-
men, unter Berucksichtigung der Probenentnahme, dibd_agerungsdauer bis zu Tag 7 um
3,9 £ 0,7 ml ab. Diese Tatsache lasst sich durelDdirchlassigkeit des Praparatebeutels fur

das in Stoffwechselprozessen entstehendgetikléren.
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Tabelle 21: Qualitatskontrolle

(Konzentratvolumen vor und nach Probenentnahme,
PLT-Konzentration, PLT/ Einheit, MPV)

Tag Qualitatskontrollen n = 40
[ MWxSD [ Min./Max. |
Konzentratvolumen vor 1 2245+44 211,1/231,8
Probenentnahme [mi] 5 209,0+4,6 194,4/216,9
7 192,7+49 177,5/199,9
Konzentratvolumen nach 1 2115+4,6 197,1/219,5
Probenentnahme [mi] 5 194,0+49 178,7/201,2
7 180,0+5,1 165,3/187,3
1 1196,7 £ 103,0 1008 / 1454
PLT-Konzentration [1/nl] 5 1158,9 + 92,4 1000 / 1429
7 1131,4 £99,3 942 / 1458
1 2,7+0,2 2,3/3,1
PLT/ Einheit [x10%] 5 24+0,2 21/28
7 2,2+0,2 1,8/2,6
1 7,17 £ 0,47 6,3/8,2
MPV [fl] 5 7,20+ 0,43 6,4/8,1
7 7,29 +0,41 6,6/8,1

Tabelle 22: Berechnung der Abnahme des Konzentrathamens wahrend der Lagerung
unter Bertcksichtigung der Probenentnahme

Tag Qualitatskontrollen n = 40
[ MW+SD [ Min./Max. |
Differenz 1-5 2,6+0,5 1,9/44
Konzentratvolumen [ml] Sl 13204 10/33
1-7 3,9+0,7 3,2/6,6

Wahrend der Lagerung der Thrombozytenpraparate régienPLT-Konzentration tber alle
Messpunkte signifikant ab.

Mithilfe des Konzentratvolumens und der PLT-Konzation konnte die Plattchenzahl des
Konzentrats berechnet werden. Der Mittelwert déittEthen pro Einheit nahm von Tag 1
(MW + SD: 2,7 + 0,2 [x18Y) Uber die gesamte Lagerungszeit, auch bedingthddie er-
folgte Probenentnahme, signifikant ab.

Das MPV nahm mit der Lagerungsdauer zu. Dabei eeidte TKs an Tag 1 und Tag 5 ver-
gleichbare Werte (p = 0,272), von Tag 5 auf Tagwis bei Betrachtung Uber die gesamte
Lagerungsdauer (Tag 1 vs. Tag 7) konnte hingegee gignifikante Zunahme des MPVs
nachgewiesen werden. In Abb. 20 ist der Mittelwe®D des mittleren Plattchenvolumens

wahrend der Lagerung anhand eines Liniendiagrandaegstellt.
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Tabelle 23: Berechnung signifikanter Unterschiede éhrend der Lagerung |

Tag p-Wert
1vs.5 | 0,000*
Konzentratvolumen [ml] 5vs. 7 | 0,000*
1vs. 7 | 0,000*
1lvs. 5| 0,003*
PLT-Konzentration [1/nl] 5vs. 7 | 0,000*
1vs. 7 | 0,000*
1vs.5 | 0,000*
PLT/ Einheit [x10™] 5vs. 7 | 0,000*
1vs. 7 | 0,000*

lvs. 5| 0,272
MPV [fl] 5vs. 7 | 0,000*
1lvs. 7 | 0,002*

7,75

7,54

7,25

7,0

MPV in fl Mittelwert +- SD

6,75

T T
Tag1 Tag5

Tag der Qualitatskontrolle

Abb. 20: Entwicklung des MPVs wahrend der Lagerung

Tag 7

4.6.3 Swirling, Aggregatbildung, pH-Wert und Citratgehalt

In der Tabelle 24 ist die Entwicklung des SwirliRganomens, des pH-Wertes und der Citrat-

konzentration Uber die Lagerungsdauer dargesiziit. Tabelle 25 zeigt die gemessenen si-

gnifikanten Veranderungen der Parameter wahrentdatpErungszeit.

Sowohl an Tag 1 als auch an Tag 5 und Tag 7 wuatlenThrombozytenpraparate auf das

Vorhandensein von Aggregatbildungen untersuchkeinem Praparat wurde eine Aggregat-

bildung beobachtet.
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Tabelle 24: Qualitatskontrolle (Swirling, pH-Wert, Citrat)

Tag Qualitatskontrollen n = 40
[ MWxSD [ Min./Max. |
1 3,0£0,0 3/3
Swirling 5 2804 2/3
7 25+0,7 1/3
1 7,3+0,1 7,1/7,6
pH-Wert 5 75+0,1 73177
7 7,4+0,1 7,117,7
1 179+1,6 15,9/23,5
Citrat [mmol/I] 5 18,1+1,9 15,5/24,3
7 18,2+2,1 16,2/24,9

Tabelle 25: Berechnung signifikanter Unterschiede @hrend der Lagerung II

Tag p-Wert
1vs. 5 | 0,005¥
Swirling 5vs. 7 | 0,001%
1vs. 7 | 0,000¥
1vs. 5 | 0,000*
pH-Wert 5vs. 7 | 0,000*
1vs.7 | 0,001*
1vs.5 | 0,250
Citrat [mmol/[] 5vs.7 | 0,587
1vs. 7 | 0,200

# Wilcoxon-Test

Das Swirling-Phanomen wurde an allen drei Untersngktagen erfasst und nahm tber die
Lagerungszeit von Tag 1 auf Tag 5 (p = 0,005) uod Vag 5 auf Tag 7 (p = 0,001) signi-
fikant ab. Am Herstellungstag wiesen alle Thromheaikonzentrate (n = 40) die typische
wolkige Opaleszenz auf und wurden allesamt mit Gdaaewertet. Wahrend der Lagerung
nahm der ,swirling effect” bis zu Tag 5 der Lagegueuf durchschnittlich 2,8 + 0,4 ab. Die
Thrombozytenpraparate wurden groRtenteils (n =v@@iferhin mit Grad 3 evaluiert. Die
restlichen TKs (n = 8) erhielten eine Bewertung 8esrling-Phanomens von Grad 2. An Tag
7 wurde das Swirling-Phanomen im Durchschnitt nbt20,7 bewertet, wobei weiterhin der
grof3te Anteil der Praparate ein Swirling-Phédnomen@nad 3 aufwies (n = 23). Die rest-
lichen Praparate wurden mit Grad 2 (n = 13) und@nétd 1 (n = 4) bewertet.

Der pH-Wert zeigte einen unterschiedlichen Verlaghrend der Lagerungszeit. Der mittlere
gemessene pH-Wert an Tag 1 wies einen Wert vor DA auf. Die Entwicklung des pH-
Wertes von Tag 1 auf Tag 7 offenbarte einen sikguifien Anstieg (p = 0,001). Ein Vergleich
der pH-Werte an Tag 1 mit den pH-Werten an Tag ®V(MSD: 7,5 + 0,1) konnte einen si-
gnifikanten Anstieg darlegen (p = 0,000). Der nigste gemessene pH-Wert an Tag 5 betrug
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7,3, der hochste pH-Wert 7,7. Die Entwicklung dels\Wertes von Tag 5 auf Tag 7 war wie-

derum rucklaufig und zeigte eine signifikante Abmah(p = 0,000). Im Durchschnitt konnte

an Tag 7 ein pH-Wert von 7,4 £ 0,1 mit einer Schikwargsbreite von 7,1 — 7,7 erhoben wer-
den. Die Abb. 21 zeigt den Mittelwertverlauf + SBscoH-Wertes wahrend der Lagerung an-
hand eines Liniendiagrammes.

7,67

N
PN
1

pH Mittelwert +- SD

7,24

T T T
Tag 1 Tag 5 Tag 7
Tag der Qualitatskontrolle

Abb. 21: Entwicklung des pH-Wertes wahrend der Lagaing

Ein Vergleich der Citratkonzentrationen an Tag 4g b und Tag 7 zeigte Uber die gesamte
Lagerungszeit keine signifikanten Veranderungen. itelwert der Citratkonzentration an
Tag 1 ergab 17,9 + 1,6 mmol/l. An Tag 7 wurde engleichbarer Mittelwert von 18,2 + 2,1
mmol/l zu Tag 1 gemessen (p = 0,100).

4.6.4 Glukose, Laktat und Laktatdehydrogenase

In Tabelle 26 ist der Verlauf der Glukose-, Laktattd LDH-Konzentration tber den Lage-
rungszeitraum aufgelistet.

Bei Betrachtung der Glukosekonzentrationen von Ta@dper Tag 5 hin zu Tag 7 konnte eine
signifikante Abnahme registriert werden (siehe Tiab27). Dabei fiel die durchschnittliche

Konzentration von 343,0 mg/dl an Tag 1 auf 232,3dingn Tag 7.
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Tabelle 26: Qualitatskontrolle (Glukose, Laktat, LDH)

Tag Qualitatskontrollen n = 40

[ MWxSD [ Min./Max. |
1 343,0 + 26,3 304 / 427
Glukose [mg/dl] 5 274,8 + 30,7 220/ 361
7 232,3+ 35,2 169 / 306

1 1,7+0,4 0,8/2,6

Laktat [mmol/l] 5 88+1,2 6,5/11,5
7 13,1+2,2 9,6/17,8

1 123,0 +£ 30,8 19/192
LDH [u/] 5 162,0 £ 34,2 100/ 249
7 170,1+ 34,6 106 / 258

Tabelle 27: Berechnung signifikanter Unterschiede @hrend der Lagerung 11l

Tag p-Wert

1vs.5 | 0,000*

Glukose [mg/dl] 5vs. 7 | 0,000*
1vs. 7 | 0,000*

1vs.5 | 0,000*

Laktat [mmol/l] 5vs. 7 | 0,000*
1vs. 7 | 0,000*

1vs.5 | 0,000*

LDH [U/l] 5vs. 7 | 0,000*
1vs. 7 | 0,000*

Die Laktatkonzentration nahm wahrend der Lageruggifikant zu. Die durchschnittliche
Konzentration an Tag 1 von 1,7 + 0,4 mmol/l stiégnitTag 5 (MW + SD: 8,8 £ 1,2 mmol/l)
auf 13,1 £ 2,2 mmol/l an Tag 7 an.

Die Messung der LDH-Konzentration zeigte einen ighen Verlauf. Auch die LDH-Kon-
zentration nahm wéhrend der Lagerung signifikantAuTag 1 wurde eine im Durchschnitt
bei 123,0 U/l liegende Enzymaktivitdt gemessens®istieg bis zu Tag 7 auf einen mittleren
Wert von 170,1 U/l an.

4.6.5 Resterythrozyten, Restleukozyten und Steribit

Im Rahmen der Qualitatskontrollen wurden alle Pkbel{n = 40) an Tag 1 auf die in dem
Konzentrat befindlichen Resterythrozyten und -leaykken hin untersucht.

Die Bestimmung der Erythrozytenzahl erfolgte dumtéinuelle Auszéhlung in der Neubauer-
kammer. Wie aus Tabelle 28 zu erkennen ist, wiglseT hrombozytenpréparate eine durch-
schnittliche Resterythrozytenzahl pro Einheit vobi0+ 0,03 [x16] auf.
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Mittels Durchflusszytometrie wurde die genaue Restbzytenzahl im jeweiligen Praparat
bestimmt. Im Durchschnitt konnten 0,08 + 0,09 [J10eukozyten in einer Einheit nach-
gewiesen werden.

Alle TKs (n = 40), die am Ende der Haltbarkeit (T@gauf eine mdgliche bakterielle Konta-
mination hin untersucht wurden, erflllten die 3itétiskriterien und zeigten allesamt einen

negativen Befund.

Tabelle 28: Qualitatskontrolle (Resterythrozyten, Restleukozyten)

Tag Qualitatskontrollen n = 40
[ MWxSD [ Min./Max. |
Resterythrozyten/ Einheit [x10] 1 0,01 £ 0,03 0/0,16
Restleukozyten/ Einheit [x16] 1 0,08 + 0,09 0/0,47

4.6.6 Thrombozytenaktivierung mittels CD62P, ADP- nd Kollagen-induzierte

Thrombozytenaggregation

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Thrmzgten auf das CD62P-Antigen und
die ADP- und Kollagen-induzierte Thrombozytenaggtexn erfolgten sowohl am Herstel-
lungstag als auch an den Lagerungstagen 5 undoél{éa 29 und 30).

Die Expression des CD62P-Antigens nahm stetig @tler Messpunkte signifikant zu. An

Tag 1 wiesen im Mittel 21,2 + 5,8 % der Blutpla#ohdas CD62P-Antigen in ihrer Zellmem-
bran auf. Die minimal gemessene Expression am EBagHérstellung betrug in einem TK

13,1 %, die maximale Expression wurde in einem TiK3#,8 % angegeben. An Tag 7 waren
durchschnittlich 61,6 + 7,3 % der Blutplattchen @Pépositiv (Min. / Max.: 42,3 / 75,2 %).

Tabelle 29: Qualitatskontrolle (CD62P, ADP- und Kolagen-induzierte Aggregation)

Tag Qualitatskontrollen n = 40
[ MWxSD [ Min./Max. |
1 21,2+5,8 13,1/34,8
CD62P [%] 5 46,6 + 10,7 26,1/70,8
7 61,6 +7,3 42,3/75,2
. . 1 86,7122 55/100
ADP-induzierte . .
Aggregation [%] 5 10,7 £11,5 0/42
7 39+7,2 0/34
Kollagen-induzierte 1 995+14 94 /100
Aggregation [%] 5 92,5+8,9 64 / 100
7 81,0+144 27 /100
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Tabelle 30: Berechnung signifikanter Unterschiede @hrend der Lagerung IV

Tag p-Wert

1vs.5 | 0,000*

CD62P [%] 5vs. 7 | 0,000*
1vs. 7 | 0,000*

1vs.5 | 0,000*

ADP-induzierte Aggregation [%] 5vs. 7 | 0,000
1vs. 7 | 0,000

1vs. 5 | 0,000

Kollagen-induzierte Aggregation [%] 5vs. 7 | 0,000*
1vs. 7 | 0,000

# Wilcoxon-Test

Sowohl die ADP- als auch die Kollagen-induziertegfggation nahmen wahrend der Lage-

rung Uber Tag 5 auf Tag 7 signifikant ab. Wéahread slebentéagigen Lagerung war die Ab-

nahme der ADP-induzierten Aggregation signifikamsgepragter als die Abnahme der Kolla-

gen-induzierten Aggregation. An Tag 1 konnte einckischnittliche ADP-induzierte Aggre-
gation von 86,7 + 12,2 % aufgezeigt werden. Dies@mbis zu Tag 7 im Mittel um 82,8 %
ab. Die Kollagen-induzierte Aggregation am Hersigdistag (MW £ SD: 99,5 + 1,4 %) nahm
bis zu Tag 7 (MW £ SD: 81,0 £ 14,4 %) nur um dugtimsttlich 18,5 % ab. In Abb. 22 sind

die Mittelwerte + SD der gemessenen AggregatiodddR vs. Kollagen) in einem Liniendia-

gramm dargestellt.

100 * }

60

40+

Mittelwert +- SD

20

T T
Tag 1 Tag5
Tag der Qualitatskontrolle

maximale Kollagen-

induzierte

Aggregation in %
maximale ADP-

— induzierte

Aggregation in %

Abb. 22: Entwicklung der ADP- und Kollagen-induzierten-Aggregation

wahrend der Lagerung
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4.6.7 Abweichungen von den Prifkriterien fir leukoytendepletierte
Apherese-Thrombozytenkonzentrate

Die Prufkriterien fur leukozytendepletierte Apherehrombozytenkonzentrate (nach den ak-
tuell geltenden Richtlinien der BAK, 2010) wurdemer 2.3.3 beschrieben und sind in Tabel-
le 1 aufgelistet.

Alle Produkte erflllten das nach der Herstellungngesene Mindestvolumen von 210 ml
(MW = SD: 224,5 + 4,4 ml). Das gemessene Volumetehgine Schwankungsbreite von mi-
nimal 211,1 ml bis hin zu einem Maximalvolumen \&81,8 mi.

Der vorgeschriebene Thrombozytengehalt von > 2% Hinheit konnte sowohl am Herstel-
lungstag als auch am Ende der Haltbarkeit (TagpB)allen TKs eingehalten werden, obwohl
fur die Berechnung des Thrombozytengehaltes an5Tdge Probenentnahme am Herstel-
lungstag unberticksichtigt blieb. Der Thrombozytdvagebetrug durchschnittlich 2,7 £ 0,2
[x10™] pro Einheit an Tag 1 (Min. / Max.: 2,3/ 3,1 [¥4p.

Die an Tag 1 ermittelten Restleukozytenzahlen dép&tate unterschritten alle die maximal
zulassige Zahl von < 1 x 1@ro Einheit. Der maximal ermittelte Restleukozgehalt ergab
0,47 [x16] in einem TK.

Auch die maximal zulassige Resterythrozytenzahl ¥@x 10/ Einheit wurde von keinem
TK Uberschritten. Die maximal gezahlte Erythrozy@m lag in einem Praparat bei 0,16
[x107.

Die am Ende der Haltbarkeit tGberprifte wolkige @paénz (Swirling-Phdnomen) konnte bei
allen Produkten nachgewiesen werden. Obwohl dadifgrPh&nomen Uber die gesamte La-
gerungsdauer signifikant abnahm, fehlte bei keifgodukt weder an Tag 5 noch an Tag 7
das Swirling-Phanomen.

Die Sterilitatskriterien wurden von allen Produk&gngehalten.

Nach den Priifkriterien der BAK sollte der am Eneée Haltbarkeit zu messende pH-Wert in
einem Bereich von 6,4 — 7,8 liegen und 90 % deersothten TKs einen pH-Wert zwischen
6,5 und 7,6 aufweisen. Alle an Tag 5 und an Tagmeagsenen pH-Werte lagen in dem vor-
geschriebenen Bereich.

Zusammenfassend konnten die produzierten TKs (@) =ake Prafkriterien erfillen.
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4.7 Thrombozytentransfusion und Berechnung des korgierten Inkrements

Insgesamt wurden 46 TKs aus der Tripel-Apheresex@pan 17 verschiedene hdmato-onko-
logische Patienten transfundiert. In der statisgsc Auswertung wurden 43 Transfusionen
evaluiert, da drei Patienten mit zwei TKs von ein8pender direkt nacheinander transfun-
diert worden sind. Diese Tatsache wurde bei dee®®rung des korrigierten Inkrements be-
racksichtigt.

Aul3er den in Tabelle 31 aufgelisteten Patienteratttaristika wurden bei allen im Rahmen
der Studie durchgefuihrten Transfusionen weitemesfresionsrelevante Parameter erfasst (sie-
he Tabelle 32).

Es wurden 60,5 % der Thrombozytenpraparate (n ;AB®ridentisch transfundiert. Die rest-
lichen Transfusionen waren entweder ABO-major- cdBfO-minorkompatibel (n = 17). Die

meisten Thrombozytentransfusionen (n = 41) wurdeesids D-kompatibel verabreicht.

Tabelle 31: Patientencharakteristika

Patienten n = 17
[ MW+SD | Min./Max. |
Alter [a] 50,1 + 18,3 18 /74
Kdrpergewicht [kg] 77,2+ 25,0 53/160
KdrpergrofRe [cm] 171,8+11,0 151/188
BMI [kg/m 7] 26,0+6,9 18,5/47,8
KOF [m?] 1,9+0,3 1,5/2,9
Geschlecht
w 6/353%
m 11/64,7 %
Erkrankung
NHL 9/52,9 %
AML 5/29,4%
ALL 3/17,6 %
ABO- und Rhesus-Blutgruppe
A Rhesus D positiv 6 /35,3 %
0 Rhesus D positiv 6 /35,3 %
B Rhesus D positiv 0/0%
AB Rhesus D positiv 1/59%
A Rhesus D negativ 1/59%
0 Rhesus D negativ 2/11,8 %
B Rhesus D negativ 0/0%
AB Rhesus D negativ 1/59 %
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Tabelle 32: Transfusionsrelevante Parameter

Transfusionen n = 43
Transfusion ABO-
identisch 26 /60,5 %
majorkompatibel 15/34,9 %
minorkompatibel 214,7%
Transfusion Rhesus D-
kompatibel 41 /95,3 %
inkompatibel 214,7%
Korpertemperatur > 38 °C
ja 11/25,6 %
nein 321744 %
bakterielle Infektion
ja 6/14,0%
nein 371/86,0 %
Splenomegalie
ja 0/0%
nein 43 /100 %
Amphotericin B-Medikation
ja 34/79,1 %
nein 9/20,9%
Blutungen < 24 h
ja 0/0%
nein 43 /100 %
erneute Transfusion < 24 h
ja 0/0%
nein 43 /100 %

Wie aus der Tabelle 33 zu erkennen ist, betrugidiehschnittliche Lagerungszeit der Préapa-
rate vor der Transfusion 3,7 + 0,8 Tage, wobeiHenrstellungstag als Tag 1 definiert wurde.
Insgesamt wurden 23 TKs innerhalb der ersten dageTransfundiert. Die restlichen Throm-
bozytenpraparate (n = 23) wurden erst am vierten blimften Tag angefordert. Der mittlere
Plattchengehalt pro Einheit betrug 2,7 + 0,2 [X]LO

Das berechnete korrigierte Inkrement nach 1 h eagabn Durchschnittswert von 12,4 mit
einer Schwankungsbreite von 0,0 — 27,8. Nach 18 -k 2vurde das CCI erneut bestimmt
(MW = SD: 4,9 £ 7,5). Es konnte eine Schwankungsbneon - 11,0 — 25,8 gezeigt werden.
Ein Refraktarzustand nach 1 h lag damit bei ingge¢d4. Patienten vor (1h-CCl < 7,5). Nach
18 — 24 h zeigten 23 Patienten eine Refrakta2d{CClI < 4,5).

Um eventuelle Tendenzen bezuglich des Transfusifiiges in Abh&ngigkeit von be-
stimmten Parametern (ABO-Blutgruppe, AmphotericiMBdikation, Kérpertemperatur, bak-
terielle Infektion, Lagerungszeit) aufzuzeigen, deidas korrigierte Inkrement nach 18 — 24

h aufgeschlisselt (siehe Tabelle 34).
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Tabelle 33: Lagerungszeit der TKs vor Transfusion,
hamatologische Vor- und Nachwerte und korrigiertednkrement der Patienten

Transfusionen n = 43

[ MW+SD | Min./Max. |
Lagerungszeit [d] 3,7+0,8 3/5
PLT/ Einheit [x10™] 27+0,2 22132
pra-PLT [1/nl] 18,5+ 10,0 5/45
préa-Hkt [%] 28,7+4,4 20,0/37,0
pra-WBC [1/nl] 12+24 0,0/14,7
1h-post-PLT [1/nl] 38,9+145 14 /66
1h-post-Hkt [%] 26,9+ 4,6 19,4/37,8
1h-post-WBC [1/nl] 1,3+22 0,0/11,8
1h-CCI 12,4+6,0 0,0/27,8
24h-post-PLT [1/nl] 26,3+ 14,9 7158
24h-post-Hkt [%] 30,0 +4,4 23,0/40,0
24h-post-WBC [1/nl] 1,3+24 0,0/14,8
24h-CCl 49+7,5 -11,0/25,8

Es zeigten sich Tendenzen zu einem erhdhten kertéy Inkrement bei einer ABO-iden-
tischen Transfusion (MW = SD: 5,1 £ 5,9). SowolleeAmphotericin B-Medikation als auch
eine Erhéhung der Kérpertemperatur wirkten sicldégziell nachteilig aus. Das 24h-CCl bei
Patienten mit bakteriellen Infektionen fiel auchdenziell niedriger aus. Weiterhin offenbarte
eine klrzere Lagerungszeit ver3 d (MW £ SD: 6,1 + 7,8) eine Tendenz zu einemenéh
24h-CCl als bei einer Lagerung von > 3d (MW = S[& 87,2).

Tabelle 34: Aufschliisselung des korrigierten Inkrerents nach 18 — 24 h (24h-CCl)

24h-CCl
Transfusion ABO-
major-/ minorkompatibel 4,5+9,7
identisch 51+5,9
Korpertemperatur > 38 °C
ja 1,4+5,7
nein 6,1+7,8
bakterielle Infektion
ja 4,1+6,0
nein 50+£7,8
Amphotericin B-Medikation
ja 45+6,9
nein 6,3+9,9
Lagerungszeit > 3 d
ja 3672
nein 6,1+£7,8
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4.8 Spender- und Verfahrensdaten der Thrombozytaphesespender des

Blutspendedienstes am Universitatsklinikum deSaarlandes

Tabelle 35 zeigt einen Uberblick Giber die ThromltemySpendesituation an der Universitats-
klinik des Saarlandes.

Die Spenderakten wurden getrennt nach der Anzadpegeleter Thrombozytenkonzentrate
(Einfach-Apherese vs. Doppel-Apherese) statistianhlysiert. Mithilfe der Differenz aus
dem Plattchen-Vorwert und dem Plattchen-Nachwennt® der durchschnittliche Thrombo-

zytenkonzentrationsabfall berechnet werden.

Tabelle 35: Thrombozyten-Spendesituation der Univesitatsklinik des Saarlandes

Einfach-Apherese-Spender Doppel-Apherese-Spender p-
n = 236 n=674 Wert
[ Mw+sD | Min./Max. | | | MW=SD | Min./Max. |
pra-PLT [1/nl] 204,2 + 36,0 152 / 368 267,5+43,4 163/ 469 0:090
post-PLT [1/nl] 157,8 + 33,0 88 /287 187,0 £ 37,7 76 /347 0,0do*
VBV [ml] 2818,1 + 453,6 1374 /4819 3557,5 + 6495 19281054 | 0,000*
Verfahrenszeit [min] 55,2+7,2 34177 62,9+9,2 40/94 0,000*
pra-PLT — post-PLT [1/nl] 46,7+ 21,0 3/188 80,6 + 25,8 -31/191 0,00p*

# Mann-Whitney-U-Test

Die Spender, die jeweils ein TK wahrend einem Spardin leisteten, hatten im Mittel ein

pra-PLT von 204,2 £ 36,0/nl. Bei einer durchscliclien Verfahrenszeit von 55 min und ei-
nem verarbeiteten Blutvolumen von 2818 ml, wiesesea Spender im Durchschnitt ein post-
PLT von etwa 158/nl auf.

Im Gegensatz dazu betrug der Plattchen-VorwertemGluppe der Doppel-Apherese-Spen-
der im Durchschnitt 267,5 + 43,4/nl. Sowohl diechgchnittliche Verfahrenszeit von 63 min
als auch das durchschnittlich verarbeitete Blutwwn von 3558 ml waren signifikant hoher
als im Einfach-TK-Spenderkollektiv.

Der durchschnittliche Abfall der Plattchenkonzetidra (pra-PLT — post-PLT) wahrend der

Spende zeigte signifikante Unterschiede zwischen Eiefach-Apherese-Spendern (MW =
SD: 46,7 = 21,0/nl) und den Doppel-Apherese-Spen@diV = SD: 80,6 + 25,8/nl).
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5. Diskussion

5.1 Thrombozytapherese

Aufgrund des medizinischen Fortschritts, der deraplgischen Entwicklung und der zuneh-
mend intensivierten Behandlung h&mato-onkologisdrankungen kommt es zu einem
steigenden Bedarf an Thrombozytentransfusionengé&m J et al., 2004; Gross H, 2007;
Greinacher A et al., 2007).

Thrombozytapheresen werden heutzutage in der Régy€loppel-Apheresen zur Gewinnung
von zwei Thrombozytenpraparaten wahrend einer Spedchgefihrt. Durch die Auftren-
nung des gesammelten Plattchenkonzentrats auf theeapeutische Einheiten kdnnen da-
durch zwei Patienten versorgt werden (Vassallo R& dal., 2004).

Bedingt durch die Weiterentwicklung der eingesetZellseparatoren ist es moéglich gewor-
den, unter Beachtung bestimmter Mindeststandardsden Spendersicherheit, Dreifach-TKs
wahrend einer Spende herzustellen (Picker SM gP@06b; Strauss RG, 2003; Winters JL,
2006; Moog R et al., 2008; Richa E et al., 2008pNI&, 2009; Fontana S et al., 2011).
Bisher liegen nur sehr wenige Publikationen zurifaoh-Thrombozytapherese vor.

Die hiesige Studie wurde an Zellseparatoren mit dema Accel-System unter Verwendung
der Softwareversion 5.1 durchgefiihrt. Einen Ubekbliiber Publikationen bezuglich der
Spender- und Verfahrensdaten unter Verwendung ud@aTAccel gibt die Tabelle 36 wieder.
Zu beachten ist dabei, dass die publizierten Ditstnalle mit der alteren Softwareversion 5.0

erhoben wurden.

5.1.1 Spenderdaten

Die Auswertung der Veranderung hamatologischer rRater wahrend der Apheresespende
stellt eine wichtige MalRnahme zur Evaluierung deerflersicherheit dar. Dazu wurden in
der durchgefuhrten Studie u. a. Veranderungen bdesriibozytenkonzentration, des mittleren
Plattchenvolumens und der Thrombopoetinkonzentratio Spenderblut, getrennt nach der

Aphereseart (Tripel-Apherese vs. Doppel-Apheresgasst.
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Tabelle 36: Spender- und Verfahrensdaten publiziedr Arbeiten

PLT- pra-PLT Verfahrens-
n Zell- Ertrag VS. VBV zeit CIR CE CR
separator post-PLT
[x10M] [1/nl] [ml] [min] [mi/min/l] | [%] | [x10%h]
Moog Ret | 1132 | Trima Accel | 7,88+ | 33346 o o o o o
al., 2008 >> 1,33 VS.
(Com.Tec, 223 + 46
1037 Amicus, 583+ | 330+43 o 2 [’} [’} [’}
Spectra, 1,18 VS.
Haemonetics 243 + 41
MCS+)
Moog R, 480 | Trima Accel| 7,2- 303 +64 | 4900 £ 86 + 15 [ o [
2009 5.0 9,0 VS. 732
195 + 49
Picker SM 4 Trima Accel | 7,66+ | -31,7+ | 4406+ | 772+163 | 095+ | 724+| 6,72+
etal., 5.0 0,70 7,3 % 411" 0,07 4,8 0,78
2006b 4 597+ | -30,0+ | 3449+ | 62,6+7,7 1,09+ | 766+ | 6,42+
0,16 6,7 % 30QY 0,07 0,9 0,72
Burgstaler 26 | Trima Accel| 6,7+ 259 +38 | 3795+ 73+ 17 o 759+ 54+1,2
EAetal., 5.0 1,7 VS. 655 9,7
2004 199 + 36
Fontana S 59 | Trima Accel| 7,48 2 4331 79 @ o 5,68
et al., 2006 5.0 (6,95 — (4148 —| (76 -82) (5,33 -
8,01) 4514 6,03)
Ringwald 20 | Trima Accel| 3,39+ | 249 +47 2 38,9+57 0,86+ | 70,80 | 5,28+
Jetal, 5.0 0,44 VS. 0,17 +7,84 0,88
2003* 215 + 47
Bueno JL 51 Trima Accel| 3,85+ 244 +5 [} 56,9+1,7 0,73+ | 65,6 + 4,26 +
etal., 5.0 0,10 VS. 0,02" 2,9 0,11
2005* 196 + 4
Flesch BK 91 Trima Accel| 6,0+ -52,1+ 3371,1 ] 61,2+11,5 2] [} 6,1+1,
etal., 2010 5.01 0,7 48,6 +515,4
Strasser 15 | Trima Accel | 6,87+ | 303+34 | 3820 + 75+ 14 o 68,8+ 5,59 +
EF etal., 4.0 0,66 VS. 530" 6,8 0,74
2005 227 +35
20 324+ | 237+47 | 2480+ 53+ 12 o 60,8+ 3,85+
0,65 Vs. 4509 13,4 1,25
198 + 44
Ringwald 20 | Trima Accel| 3,39+ | 249 +47,5 o 39+6 2} 70,84 5,30+
Jetal., 5.0 0,4 VS. 8,1 0,90
2006* 218 + 44,9
Fontana S 23 | Trima Accel| 5,2+ 244 +34 | 3908 + 70 +11 o 67+8| 4,5+0,4
etal., 2011 5.1 0,7 VS. 708
159 + 19
23 77+ | 267+31 | 5113+ 86+9 2} 71+8| 5,4+0,4
0,5 VS. 574
160 + 17
22 10,0+ | 305+44 | 5502 + 92 +11 [’} 77+6| 6,7+172
1,1 VS. 582
172 + 31

* simultane Gewinnung eines TKs und Plasmaprapsyrate
Y Blut/ AK-Verhéltnis beriicksichtigt;
2 Zeit ab der Insertion der Nadel, incl. Reinfusiowl Blutprobenentnahme am Ende der Apherese;
® ACD-Verbrauch beriicksichtigt;
* beriicksichtigt AK-Menge im Produkt und die im Setbliebene Menge an ACD (14 ml);
® verarbeitetes Blutvolumen = prozessiertes Gesdomen — ACD-Volumen;
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In unserer Studie konnte ein Abfall der Thromboalgtnzentration in der Tripel-Apherese-
Gruppe von durchschnittlich 104/nl wahrend der Apke registriert werden. Dies entspricht
einem prozentualen Abfall von 32,3 %. Im Gegendatzu fiel die Plattchenzahl in der Dop-
pel-Apherese-Gruppe lediglich um 72/nl bzw. 26,9596. ahnlicher Thrombozytenkonzentra-
tionsabfall von 81/nl bei der Doppel-Apherese-Sgekdnnte retrospektiv bei 674 Spendern
evaluiert werden. Der untere Normwert von 150/ntdeuin der aktuellen Untersuchung von
einem Spender in der Tripel-Apherese-Gruppe urtteitsen. Dies entspricht bei einer Ge-
samtzahl von 79 durchgefihrten Tripel-AphereserraiAnteil von 1,3 %. Der Vergleich des
Serum-Thrombopoetins vor und nach der Spende drierac keiner der beiden Apherese-
Gruppen messbare Unterschiede. Es konnten weddfilagte Veranderungen des Serum-
TPO-Spiegels im Verlauf der sechs konsekutiven &gennnerhalb der Apherese-Gruppen
noch klare Abweichungen zwischen den beiden Grugpkoben werden. Der durchschnitt-
lich ermittelte Serum-TPO-Spiegel vor den in dendst durchgefihrten Apheresen lag bei
37,5 £ 29,3 pg/ml und damit im Normbereich.

Die bisher zur Thrombozytapherese mit der TrimaeAgublizierten Daten zeigten einen
ahnlichen Thrombozytenkonzentrationsabfall im Seepldt wahrend der Apherese.

Moog et al. rekrutierten in ihrer Studie 426 Thramyenspender, die 2169 Thrombozyt-
apheresen leisteten. Ein Grolteil der Apheresen {356) wurde am Zellseparator Trima
Accel durchgefiihrt. Die Spender durchliefen im Rehrder Studie 1 — 12 Thrombozytaphe-
resen. Alle Studienteilnehmer mussten ein Mindesige von 80 kg und ein Plattchen-Vor-
wert von> 280/nl aufweisen. Die Apheresespender wurden rarsiert in einem Verhaltnis
von 1:1,2 in zwei Gruppen (Doppel-Apherese-SpemnderTripel-Apherese-Spender) aufge-
teilt. Ein Vergleich der Vor- und Nachwerte dertRIGenkonzentration zeigte in der Doppel-
Apherese-Gruppe einen durchschnittlichen Abfall 264 % bzw. um 87/nl. Die Plattchen-
zahl der Spender, die ein Dreifach-TK leistetenrimgerte sich im Durchschnitt um 110/nl
bzw. 33,0 %. Es wurden bei 2,3 % (n = 24) allep@HApheresen der untere Normwert der
Thrombozytenkonzentration von 150/nl unterschritten der Gruppe, die ein Doppel-TK
spendete, wurden lediglich 7 Falle registriert, eilee Thrombozytenzahl von < 150/nl nach
der Spende aufwiesen. Die kleinste gemessene Tloxytdmkonzentration nach der Spende
wurde mit 106/nl angegeben (Moog R et al., 2008).

In einer weiteren Studie von Moog sowie in der &ucn Fontana et al. lag der Ruckgang
der Thrombozytenkonzentration bei der Dreifach-Tpefde mit 108/nl und 107/nl im Ni-
veau unserer Studie. Bei keiner der durchgefuhijgmeresen wurde die kritische Plattchen-
zahl von < 100/nl unterschritten (Moog R, 2009; fana S et al., 2011).

-96 -



5. Diskussion

Picker et al. konnten unter Verwendung der Trim&eAd.0 bei der Dreifach-TK-Spende
einen prozentualen Abfall der Plattchenkonzentnatiéhrend der Spende von 31,7 £ 7,3 %
nachweisen. Im Vergleich dazu fiel die Thromboziterzentration bei der Doppel-TK-
Spende im Durchschnitt um 30,0 = 6,7 % ab (PickéreBal., 2006b).

In weiteren Arbeiten wurden bei der Spende eineppebTKs &hnliche Abfalle der Platt-
chenzahlen zwischen 52 — 85/nl registriert (BulgstBA et al., 2004; Flesch BK et al., 2010;
Strasser EF et al., 2005; Fontana S et al., 2011).

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, daseesegelmafiigen Thrombozytapherese-
spenden zu signifikanten Veranderungen der Platidmeentration beim Spender kommen
kann. Richa et al. ermittelten bei 471 Spendereruierwendung der Trima Accel einen sig-
nifikanten Anstieg der Plattchenkonzentration Uberen mittleren Spendezeitraum von 72
Wochen (Richa E et al., 2008). In anderen Arbekennten bei Thrombozytenspendern so-
wohl konstante als auch rucklaufige Thrombozytezkotrationen Uber einen Spendezeit-
raum festgestellt werden (Zantek ND et al., 2006rai3hi N et al., 2006; Sanchez R et al.,
2006; Katz L et al. 2007). Eine Korrelation zwischenem Abfall der Plattchenkonzentration
und der Anzahl gesammelter TKs oder der Spendedreghei regelméaRigen Thrombozyten-
spenden konnte allerdings nicht gefunden werdesgalo RR et al., 2006b; Quraishi N et
al., 2006; Sanchez R et al., 2006; Katz L et a0.720

In bereits publizierten Arbeiten bezuglich der Tintmpoetinkonzentration vor der Thrombo-
zytapherese konnten annahernd gleiche bis deutbitiere TPO-Vorwerte ermittelt werden.
Die bei den Spendern gemessenen TPO-Spiegel lamethev Apherese im Durchschnitt bei
24 — 122 pg/ml (Kaiser F et al., 2008; Weisbach ¥lg 1999; Dettke M et al., 1998; Tacke F
et al., 1999). In anderen Arbeiten konnte, im Gegénzu unserer Studie, ein Anstieg der
TPO-Konzentration nach der Apherese verzeichneteverDie publizierten Daten zeigten
eine Zunahme des nach der Apherese gemessenenzWioken 8,3 — 69,6 % (Kaiser F et
al., 2008; Weisbach V et al., 1999; Dettke M et H998).

Ein ahnliches Design wie die hiesige Studie hatevdn Kaiser und Kollegen durchgefihrte
Studie. Sie untersuchten den Einfluss der Tripeah&kpse auf hAmatopoetische Wachstums-
faktoren (TPO, EPO, HGF, FIt3-Ligand, IL-11, IL-&.-3, SCF). Ein Spenderkollektiv von
32 Thrombozytenspendern wurde auf zwei Gruppenedeity die jeweils vier konsekutive
Tripel-Apheresen in einem Intervall von 15 Tagereroth einem Intervall von 22 Tagen
durchliefen. Kaiser et al. untersuchten u.a. dieMaklung des TPO-Spiegels vor und direkt
nach der Spende bei der ersten und vierten kongekuSpende. Es konnten weder signifi-

kante Unterschiede zwischen den beiden Gruppemgbe vs. 22 Tage) noch signifikante
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Veranderungen des TPO-Spiegels zwischen der arsténierten konsekutiven Tripel-Aphe-
rese gefunden werden. Der bei der ersten (pr&-PRQ@: 6 pg/ml; post-TPO: 26 + 6 pg/ml; p
= 0,05)und vierten Spende (pra-TPO: 24 £ 5 pg/ml; post-TEP®+ 6 pg/ml; p = 0,009) ge-
messene TPO-Spiegel stieg geringfigig an. In un&elie konnten im Durchschnitt etwas
hohere TPO-Vorwerte nachgewiesen werden. Dennotgdrraauern die Daten von Kaiser et
al. unsere Ergebnisse, da auch wir keine Veranderudes Serum-Thrombopoetins bei den
sechs konsekutiven Apheresen beobachten konntesefkaet al., 2008).

Weisbach et al. untersuchten den Verlauf verschied@/achstumsfaktoren (TPO, EPO, IL-
1B, SCF) bei 21 Thrombozytenspendern vor, wahrendnawth der Thrombozytapherese so-
wie ein, zwei und sieben Tage nach der ApheresePR¢tchenertrag betrug durchschnittlich
4,7 + 0,5 [x 167. Die vor der Apherese gemessene TPO-Konzentraigab im Durch-
schnitt 49,5 + 25,5 pg/ml. Zwischen den am EndeAjglierese und den am néchsten Tag
(56,9 = 26,7 pg/ml) gemessenen TPO-Konzentratiaaggte sich eine signifikante Zunahme
(p =0,01) (Weisbach V et al., 1999).

In der Arbeit von Dettke et al. wurden 23 gesuntieombozytenspender rekrutiert, die alle
ein Einfach-TK leisteten. Der Serumspiegel des TROle vor und nach der Spende und an
den folgenden vier Tagen bestimmt. Die vor der Apbe gemessene mittlere TPO-Konzen-
tration von 69,2 + 7,1 pg/ml stieg auf 117 + 6,8mplgam zweiten Tag nach der Spende an.
Obwohl die im Durchschnitt gesammelte Plattchennaihi3,8 + 1,2 [x 18'] etwas niedriger
als bei Weisbach et al. ausfiel, konnte ein sté&kanstieg des TPOs am Ende des Apherese-
verfahrens gezeigt werden (69,6 % vs. 25,5 %).eliddn Studien wurde der identische TPO-
ELISA verwendet (Dettke M et al., 1998).

Schoffski und Kollegen publizierten, dass der TR&e§el bei Thrombozytapheresespendern
weder von der Spendefrequenz noch von der Anzahfegpendeten Blutplattchen in den
letzten sechs Monaten oder dem individuellen Spamstand abhangig ist (Schoffski P et al.,
1999).

Durch die Verwendung verschiedener Softwareversipame unterschiedliche Spenderpopu-
lation mit verschiedenen hadmatologischen und apthmetrischen Vorwerten und die diffe-
rierenden Plattchenertrage, ist eine Bewertunghderatologischen Laborparameter im Ver-
gleich mit anderen publizierten Arbeiten nur eirggankt moglich. Um die bisher publizier-
ten Studien bezuglich einer signifikanten Zunahrmee 8erum-Thrombopoetins kurze Zeit
nach einer erfolgten Thrombozytenspende zu untegmakonnten in nachfolgenden Unter-
suchungen zusatzliche Messungen des Serum-Throratiopin einem engen zeitlichen Ab-

stand nach der erfolgten Thrombozytapherese dufighigeverden.
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5.1.2 Verfahrensdaten

5.1.2.1 Verfahrenszeit und verarbeitetes Blutvolume

Die Verfahrenszeit zur Gewinnung einer bestimmtezahl an Thrombozytenkonzentraten
sollte fir den Spender in einem akzeptablen Rahinegen. Bei der Thrombozytapherese-
spende im Blutspendedienst des Universitatsklinkules Saarlandes sollte eine Verfahrens-
zeit von 90 min nicht Uberschritten werden. Ezisbeachten, dass die in dieser Arbeit erho-
bene Verfahrenszeit lediglich die Zeit von Beginer Geparation bis zum Erhalt des ge-
wunschten Produkts darstellt. Die Vorbereitungszid Blutrickfihrung am Ende der Aphe-
rese und die Zeit, bis das Produkt zur Einlagetoegit lag, blieben in der dokumentierten
Verfahrenszeit unbertcksichtigt. Daraus ergebemisicler Literatur unter Umstanden abwei-
chende Angaben der Verfahrenszeit. Die erhobenafaMensparameter (Verfahrenszeit,
verarbeitetes Blutvolumen, ACD-Verbrauch, ACD-In@ussrate) sind u.a. abhangig von dem
Geschlecht des Apheresespenders, dem Plattcherexpilem Hamatokrit und den vorge-
nommenen Gerateeinstellungen. Das vom Zellsepavatarbeitete Blutvolumen wurde bei
unserer Studie durch Ablesen am Ende der Thromaphgtese aus der Verfahrenszusam-
menfassung der Trima Accel evaluiert.

Im Rahmen der Studie betrug das durchschnittliclarbeitete Blutvolumen zur Sammlung
von im Durchschnitt 8,2 [x1f] Blutplatichen bei den 79 durchgefiihrten Tripelh&pesen
4283 ml. Die dafur benotigte Verfahrenszeit laghhttel bei 76,5 min. Die Gruppe, die le-
diglich ein Doppel-TK spendete, wies eine durchgtiohe Verfahrenszeit von 60,9 min auf.
Das in dieser Zeit verarbeitete Blutvolumen wumdedurchschnitt mit 3216 ml ermittelt.
Picker et al. konnten bei der Durchfiihrung von vigpel-Apheresen eine mit der hiesigen
Studie identische Verfahrenszeit von durchschdaiitti7 min ermitteln. Beachtet man jedoch,
dass bei der Ermittlung sowohl die Reinfusionsatstauch die Zeit nach der Apherese zur
Blutprobenentnahme beriicksichtigt wurde, war direré&Separationszeit geringer als in un-
serer Studie. Ein Grund kénnte in der ausgewatpanderpopulation liegen. Im Durch-
schnitt hatten die Studienteilnehmer ein im Verdiezu unserer Studie groReres Gesamtblut-
volumen (5,7 ) und etwas héhere Plattchen-Vorwg@g8/nl) (Picker SM et al., 2006b). Bei
der Studie von Moog konnte eine um durchschnittcmin langere Verfahrenszeit zur Ge-
winnung eines Dreifach-TKs beobachtet werden, lositéha et al. wurde eine vergleichbare
Verfahrenszeit gemessen (Moog R, 2009; Fontanadb.,e2006). In einer weiteren Arbeit

von Fontana et al. betrug die durchschnittlichefMfeenszeit zur Gewinnung eines Dreifach-
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TKs 86 min und lag damit knapp 10 min Uber dermsarer Studie (Fontana S et al., 2011).
Weitere Publikationen zur Verfahrenszeit bei THppheresen mit der Trima Accel liegen
momentan nicht vor.

In anderen Arbeiten wurden ahnliche bis leicht méhéerfahrenszeiten zur Herstellung von
Doppel-TKs nachgewiesen (Picker SM et al., 2006bpBtaler EA et al., 2004; Flesch BK et
al., 2010; Fontana S et al., 2011).

In der von Picker und Kollegen publizierten Arbemirde ein durchschnittlich verarbeitetes
Blutvolumen von 4406 ml fir die Herstellung eineseiiach-TKs ermittelt. Bei der Angabe
des prozessierten Blutvolumens wurde von den Antdes Blut/ AK-Verhéltnis beriicksich-
tigt (Picker SM et al., 2006b). Das in unserer &udrarbeitete Blutvolumen lag mit 4283
ml annahernd auf gleichem Niveau. Ein hoheres piedes Blutvolumen wurde von Moog
evaluiert. Das verarbeitete Blutvolumen betrug bactinittlich 4900 ml (Moog R, 2009). Ein
ahnliches verarbeitetes Blutvolumen wie in der iges Arbeit konnte in der Studie von
Fontana et al. nachgewiesen werden. Bei einem sehdiittlichen Plattchenertrag von 7,5
[x10™] betrug das verarbeitete Blutvolumen in diesed®tim Mittel 4331 ml (Fontana S et
al., 2006). In einer weiteren Studie konnten Foatanal. bei der Herstellung von Dreifach-
TKs ein deutlich héheres verarbeitetes Blutvoluregaluieren. Das prozessierte Blutvolu-
men betrug durchschnittlich 5113 ml. Die DiskrepamzVergleich zu unserer Studie lasst
sich durch eine deutlich niedrigere Thrombozyterdemtration der Spender vor Beginn der
Apherese erklaren (Fontana S et al., 2011).

Bei einem Vergleich mit anderen publizierten DatanSpende eines Doppel-TKs findet man
vergleichbare bis leicht hohere prozessierte Blutwina (Picker SM et al., 2006b; Flesch
BK et al., 2010; Fontana S et al., 2011). Die in debeiten von Burgstaler et al. und Strasser
et al. ermittelten gré3eren prozessierten Blutvahankonnen durch einen im Durchschnitt
hoheren erzielten Plattchenertrag erklart werdamrg&aler EA et al., 2004; Strasser EF et
al., 2005).

5.1.2.2 ACD-Verbrauch und ACD-Infusionsrate
Der ACD-Verbrauch und die ACD-Infusionsrate stelleithtige Parameter beziglich der

Spendersicherheit dar. Durch die ACD-Infusionskatien das Risiko flur citratspezifische Ne-

benwirkungen beim Apheresespender abgeschatzt metdees bei héheren ACD-Infusions-
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raten zum vermehrten Auftreten von Citratreaktioherm Spender kommen kann. Bei einer
Thrombozytapherese erhélt der Spender bis zu li@rg (Strauss RG, 1996).

Durch unterschiedliche Spenderkollektive und Phétertrage sowie differierende Gerateein-
stellungen sind Vergleiche des ACD-Verbrauchs uead ACD-Infusionsrate zwischen ver-
schiedenen Studien nur eingeschrankt maglich.

In der Studie von Picker et al. wurde eine durchgtith infundierte ACD-Menge von 383
ml bei der Gewinnung von Dreifach-TKs angegeben.d@e Berechnung wurde das im Pra-
parat enthaltene Citrat von dem im Display angeeaidCD-Verbrauch subtrahiert. Die Be-
stimmung der Citratmenge im Produkt erfolgte phattirach (Picker SM et al., 2006b). Eine
ahnliche infundierte ACD-Menge mit 359 ml wurded@r von uns durchgefuhrten Studie aus
der Verfahrenszusammenfassung dokumentiert. DeFeatana und Kollegen gezeigte mitt-
lere ACD-Gesamtverbrauch von 469 ml lag auf gleichdiveau wie in unserer Studie
(Fontana S et al., 2006). Fontana et al. konnteginar weiteren Arbeit bei der Gewinnung
von Dreifach-TKs einen durchschnittichen ACD-Gesarbrauch von 508 ml und eine in-
fundierte ACD-Menge von 427 ml nachweisen (Fontara al., 2011).

Die ACD-Infusionsrate der Dreifach-TK-Spende betker et al. wurde mit 0,95 ml/min/I
evaluiert (Picker SM et al., 2006b). Die in unseséundie gemessene ACD-Infusionsrate lag
mit 0,87 ml/min/l im vergleichbaren Bereich. Beirdgerechnung der ACD-Infusionsrate in
unserer Studie wurde lediglich die von der Trimadéangegebene AK-Menge an den Spen-
der berucksichtigt, sodass daraus die etwas n@@rigCD-Infusionsrate resultieren kdnnte.
Zurzeit liegen keine weiteren Publikationen zu AGisionsraten bei Tripel-Apherese-
Spenden vor. Die Literaturangaben bezlglich der A@fsionsrate bei der Herstellung von
Einfach- und Doppel-TKs schwanken in einem Bereich 0,73 — 1,09 ml/min/l (Picker SM
et al., 2006b; Ringwald J et al., 2003; Bueno Jalet2005).

5.1.2.3 Citratspezifische Nebenwirkungen

Durch Thrombozytapheresen kdnnen beim Spenderhiedane Nebenwirkungen auftreten.
Wahrend der Apherese wird dem Spender antikoatgsi@lut retransfundiert. Das darin ent-
haltene ACD ist in der Lage Calciumionen zu bindsgass es beim Thrombozytenspender
zur sekundaren Hypokalzamie kommen kann. In deeiktmn Bolan et al. konnte ein durch-
schnittlicher Abfall des ionisierten Calciums bdirdmbozytapheresen von 33 % festgestellt
werden (Bolan CD et al., 2001).
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Bei den Tripel-Apheresen traten in unserer Studieund 80 % der Félle keine citratspezi-
fischen Nebenwirkungen (Grad 0) auf. Lediglich 1%2ler Tripel-Apheresen (n = 12) wur-
den mit Grad 1, 3,8 % der Apheresen (n = 3) mitd&@aind eine Apherese mit Grad 3 nach
Bueno et al. klassifiziert (Bueno JL et al., 2005).

In verschiedenen Publikationen konnten sowohl aami#hgleiche als auch niedrigere Inzi-
denzen citratspezifischer Nebenwirkungen gefunderden. In der Studie von Moog et al.
zeigten sich in 10,5 % aller Apheresen unerwinsB&aktionen. Bei den Tripel-Apheresen
wurde eine hodhere Inzidenz citratspezifischer Neliwngen nachgewiesen als bei den
Doppel-Apheresen (n = 13 vs. n = 7). Bei einem 8perder ein Dreifach-TK spenden sollte,
musste die Apherese aufgrund von citratspezifisdlebenwirkungen abgebrochen werden
(Moog R et al., 2008). Moog stellte in einer wedteiStudie bei lediglich 21 Tripel-Apheresen
bzw. 4,4 % Nebenwirkungen fest (u.a. zirkulatoresdReaktionen, Hamatome, citratspezi-
fische Nebenwirkungen). Eine Erklarung fur diesktre niedrige Rate an Komplikationen
konnte in der Spenderauswahl (zwei Drittel der Apbespender waren mannlichen Ge-
schlechts) sowie in der prophylaktischen Gabe é08rmg Calciumtablette vor jeder Aphe-
rese liegen (Moog R, 2009). Makar et al. bericmeteter Verwendung verschiedener Zellse-
paratoren bei 11,7 % aller Thrombozytapheresen 18.670) von citratspezifischen Neben-
wirkungen. Mithilfe einer Toxizitatsskala, &hnlighie die in unserer Studie, wurde die Ver-
teilung der citratspezifischen Nebenwirkungen extf#&rad 1: 8,58 %; Grad 2: 2,56 %; Grad
3: 0,27 %; Grad 4: 0,24 %; Grad 5: 0,03 %). In aedé\rbeiten wurde die Inzidenz von Ci-
tratreaktionen mit lediglich 0,3 — 1,2 % angegeld@abei ist zu beachten, dass in manchen
Protokollen die prophylaktische Einnahme von Caltabletten empfohlen wurde, sodass
unterschiedliche Inzidenzen u.a. dadurch zu enmklged (Makar YF et al., 2002; McLeod
BC et al., 1998; Despotis GJ et al., 1999). Unterwéndung des Zellseparators Trima Accel
5.1 wurden in der Studie von Yuan et al. bei 15.086ombozyt-, Plasma- und Erythrozyt-
apheresen eine Komplikationsrate von moderatensechderen Nebenwirkungen bei 0,4 %
der Apheresen registriert. Dabei traten citratdjsetie Reaktionen tberwiegend bei Frauen,
alteren Spendern und Spendern mit einem niedrigesa@tblutvolumen auf. Die Apherese-
spender wurden angehalten, ihren Calciumspiegehdemtsprechende MalRhahmen, wie bei-
spielsweise das Einnehmen von Calciumtabletten agwbrher, zu erhbhen. Zudem sollten
die Spender als Prophylaxe vor Beginn der Aphe@Gadeiumtabletten zu sich nehmen (Yuan
S et al.,, 2010). Die Inzidenz von moderaten undwvecen Reaktionen bei Gber 90.000
Thrombozytapheresen wurde von Wiltbank et al. nft% angegeben (Wiltbank TB et al.,

2007). In der Multicenterstudie von McLeod und kegén wurde der prozentuale Anteil an
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akuten Reaktionen bei Aphereseverfahren auf 2,24ffert. Dabei hatten die Citratreakti-
onen einen Anteil von 0,4 %. Aul3erdem konnten Hamat Schmerzen und vasovagale Re-
aktionen evaluiert werden. Sowohl McLeod et al.alsh Despotis et al. wiesen auf die un-
terschiedliche Inzidenz von akuten Reaktionen u¥@mwendung verschiedener Zellsepara-
toren hin (McLeod BC et al., 1998; Despotis GJlgtl®99). In der Studie von Fontana et al.
wurden die Spender nach erfolgter Thrombozytapkemasder Trima Accel aktiv nach dem
Auftreten von Nebenwirkungen befragt. Die Nebenwirgsrate betrug bei der Dreifach-TK-
Spende 57 %. Jedoch zeigte sich keine signifikAntehme der Nebenwirkungsrate mit stei-
gender Anzahl gespendeter therapeutischer Einh@@eppel-TK, Dreifach-TK, Vierfach-
TK) und die Vertraglichkeit des Verfahrens wurdenden Spendern mit ,,sehr gut* evaluiert
(Fontana S et al., 2011).

Durch die prophylaktische orale Calciumapplikatiassen sich in manchen Arbeiten die un-
terschiedlichen Inzidenzen bezlglich dem Auftreten citratspezifischen Nebenwirkungen
erklaren. Aul3erdem ist die Art der Evaluierung itratreaktionen entscheidend. In einigen
Einrichtungen werden die Spender aktiv nach dentréigin von Citratreaktionen nach der
Thrombozytapherese befragt. In anderen Spendedrensgtrden Citratreaktionen lediglich
dokumentiert, nachdem der Apheresespender davaohtetrhat. Makar et al. konnten in
ihrer Arbeit zeigen, dass durch aktives Nachfraggeh Thrombozytapheresen beziiglich des
Auftretens von citratspezifischen Nebenwirkungemeeim bis zu 25-fach héhere Inzidenz
evaluiert werden kann (Makar YF et al., 2002). Dueine fehlende Standardisierung der Ci-
tratreaktionen und durch die Verwendung verschied@&ellseparatoren, Gerateeinstellungen
und Softwareversionen ist eine Interpretation wu@edlicher Literaturangaben wieder nur
eingeschrankt maglich.

In unserer Studie konnte eine niedrige Inzidenz Gamatreaktionen bei der Spende eines
Dreifach-TKs gezeigt werden, obgleich die Spendahrder Apherese aktiv befragt wurden.
Somit spricht die derzeitige Datenlage, unter Baawu bestimmter Mindeststandards, fur ei-
ne sichere Durchfihrung von Tripel-Apheresen mihd@ima Accel-Sammelsystem.

5.1.2.4 Sammlungsrate und Sammlungseffizienz

Durch die Berechnung der Sammlungsrate und der 3amyseffizienz der Blutplattchen las-

sen sich Aphereseverfahren verschiedener Publiietimiteinander vergleichen.
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Picker et al. berechneten unter Zellseparationd®it Trima Accel 5.0 eine Sammlungsrate
der Blutplattchen von 6,7 [x1Bh] fur die Herstellung von Dreifach-TKs (Picker S&f al.,
2006b). Diese stimmte ziemlich genau mit der vos amittelten Sammlungsrate von 6,5
[x10™/h] tiberein. Fontana et al. wiesen mit der Trimaé&.1 eine geringere durchschnitt-
liche Sammlungsrate bei der Spende eines Dreif&hvbn 5,4 [x16%h] nach (Fontana S et
al., 2011). Weitere publizierte Sammlungsratendiér Herstellung von Dreifach-TKs liegen
zurzeit nicht vor. Fir die Herstellung von Einfaemd Doppel-TKs konnten in weiteren Ar-
beiten geringere Sammlungsraten von 3,9 — 6,4 'fk10gezeigt werden (Picker SM et al.,
2006b; Burgstaler EA et al., 2004; Ringwald J et2003; Bueno JL et al., 2005; Flesch BK
et al., 2010; Strasser EF et al., 2005; Ringwadtlal., 2006; Fontana S et al., 2011).

Die von Picker et al. nachgewiesene hohe Sammlifimjeaz zur Gewinnung von Dreifach-
TKs von 72,4 % konnte durch eine von uns ermittelemtische Sammlungseffizienz unter-
mauert werden (Picker SM et al., 2006b). Auch Foatet al. konnten bei der Dreifach-TK-
Spende eine hohe Sammlungseffizienz von 71 % nasbwéFontana S et al., 2011). Wei-
tere Literaturangaben beziglich der Sammlungseffizider Trima Accel wurden bisher le-
diglich fur die Gewinnung von Einfach-TKs und Dopp&s publiziert. Die Sammlungseffi-
zienzen wiesen sowohl annahernd gleiche als awdgdseatiedrigere Werte als in der hiesigen
Studie auf (Picker SM et al., 2006b; Burgstaler &Aal., 2004; Ringwald J et al., 2003;
Bueno JL et al., 2005; Strasser EF et al.,, 2006gW®ald J et al., 2006; Fontana S et al.,
2011). Die etwas niedrigeren Sammlungseffizienzénnken auf die verwendeten &lteren
Softwareversionen, die unterschiedlichen Spendeldptpnen und auf abweichende Gerate-

einstellungen zuriickzufiihren sein.

5.1.2.5 Gerategenauigkeit

Zurzeit liegen nur wenige publizierte Arbeiten Gigrategenauigkeit der Trima Accel vor. Es
wurden bisher keine Daten zur GerategenauigkeitibeHerstellung von Dreifach-TKs ver-
offentlicht.

In der hiesigen Studie konnte bei 97,5 % aller dlrifpheresen eine Unterschatzung des her-
gestellten TK-Volumens um durchschnittlich 13,1 gelzeigt werden. Der gemessene PLT-
Ertrag lag im Durchschnitt mit 8,2 [x¥) knapp Uber dem Plattchenzielertrag von 8,0
[x10™]. Bei 58,2 % aller Tripel-Apheresen ermittelte Geratesoftware eine zu geringe kal-

kulierte Verfahrenszeit.
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In der Studie von Bueno et al. wurden Angaben zerd@genauigkeit der Trima Accel mit
der Softwareversion 5.0 gemacht. Dabei wurden dagelstellte TK-Volumen und der Platt-
chenertrag von dem Trima Accel-System UberschBietVerfahrenszeit hingegen wurde un-
terschatzt. Die chronometrisch ermittelte Verfabeait war durchschnittlich 5,8 min langer
als die am Ende der Apherese in der Verfahrenszmeafiassung aufgelistete Verfahrenszeit
(Bueno JL et al., 2005). In unserer Studie wurdkgleeh die von der Trima Accel am An-
fang der Apherese kalkulierte Verfahrenszeit mit @@ Ende der Apherese in der Verfah-
renszusammenfassung angezeigten tatséchlichenhverkzeit verglichen. Bezuglich der
Gerategenauigkeit der Trima Accel 5.0 konnten Fomtet al. eine Unterschatzung des herge-
stellten Plattchenertrages aufzeigen. Der kalkaliefielertrag betrug durchschnittlich 6,8
[x10™], der tatsachlich gemessene Plattchenertrag 1.6 {Fontana S et al., 2006). Durch
verschiedene Einstellungen der GeratekonfigurademTrima Accel lassen sich die erzielten

Plattchenertrage in den einzelnen Blutspendezeatsennur unter Vorbehalt vergleichen.

5.1.3 Spenderkomfort

Ein wichtiges Kriterium bei der Thrombozytapheresellt der Spenderkomfort dar. In der
durchgefuhrten Studie wurden das allgemeine Woimbteh, der Entnahmefluss sowie der
Ruckfluss von den Tripel-Apherese-Spendern mit gaasichnet” und ,gut” evaluiert. Die
Vertraglichkeit des Verfahrens, die Spende im Ematerfahren und eine angenehme Fluss-
geschwindigkeit wurden von den Studienteilnehmedf3genteils mit ,wichtig* bzw. ,sehr
wichtig” beurteilt. Bezlglich der Dauer des Speratéahrens zeigte sich keine einheitliche
Tendenz. Die kurze Dauer des Spendeverfahrens wevagls von vier Tripel-Apherese-
Spendern mit ,wichtig” bzw. ,unwichtig” bewertet.

In der publizierten Arbeit von Fontana et al. wuradke Fragen zum allgemeinen Wohlbefin-
den und zur Toleranz des Entnahme- und Ruckflussesler Thrombozytenspende unter
Verwendung der Trima Accel ebenfalls mit ,gut* upglisgezeichnet* bewertet. Die kurze
Dauer des Spendeverfahrens sowie eine gute TolefanZlussraten und die citratspezi-
fischen Nebenwirkungen wurden von dem Grof3teilStedienteilnehmer als wichtige Para-
meter eingestuft (Fontana S et al., 2006). In ewateren Studie von Fontana et al. zeigten
die Spender nach erfolgter Thrombozytapherese aritTdima Accel, unabhéangig von der
Anzahl gespendeter therapeutischer Einheiten (DeppeDreifach-TK, Vierfach-TK), eine
durchweg sehr hohe Zufriedenheit mit dem Verfalffeontana S et al., 2011). Fur 55 % der
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Aphereseteilnehmer von Bueno et al. spielte dien8ligkeit des Verfahrens die grofite Rolle
bei der Auswahl des von dem Spender gewlnschtéseparators (Bueno JL et al., 2005).
In unserer Studie zeigte sich durchweg eine holea@&zufriedenheit und Akzeptanz bei der

Gewinnung von Dreifach-TKs mit der Trima Accel.

5.1.4 Operatorenkomfort

Die an der Studie beteiligten Operatoren bekamertade der Studie einen standardisierten
Fragebogen bezlglich der Zufriedenheit mit dem @&rihecel-Sammelsystem. Dabei zeigten
sich in den Kriterien Auf- und Abristen des Geraf@srchfiihrung des Sammelverfahrens,
Bearbeitung von Fehlermeldungen und Menifihrunghdueg zufrieden stellende Bewer-
tungen.

Publikationen, die die aufgelisteten Kriterien Baurteilung des Zellseparators Trima Accel
durch Operatoren bertcksichtigen, liegen nicht froewei publizierten Arbeiten wurden auf-
tretende technische Probleme wéhrend des Apherémslerans mit der Trima Accel erfasst.
Bei Fontana et al. wurden bei 21 von 59 Apheresgimgfligige technische Probleme evalu-
iert, wovon die meisten aufgrund von Problemen deit Blutflussrate bedingt waren. In un-
serer Studie traten ebenfalls die meisten Probleeaengt durch die Blutflussraten auf, ob-
gleich eine quantitative Evaluierung ausblieb. ilmee weiteren Arbeit von Bueno und Kol-
legen wurde die Interventionsrate durch das Pelsama25 % der mit der Trima Accel
durchgefihrten Apheresen beziffert (Fontana S.e2@06; Bueno JL et al., 2005).

Die bei der Doppel- und Tripel-Apherese mit demTaiAccel auftretenden technischen Pro-
bleme kdnnten in nachfolgenden Studien quantittiasst werden, um so mdogliche Differ-

enzen zwischen den beiden Apheresearten aufzuzeigen

5.2 Qualitatskontrolle

Bisher liegt lediglich eine Publikation von Pickend Kollegen vor, die sich ebenfalls mit
Qualitatskontrollen an Dreifach-TKs, die mit derinia Accel 5.1 hergestellt wurden, be-
schaftigten (Picker SM et al., 2009).

Ein Vergleich der Ergebnisse unserer Studie mitEElgebnissen anderer Arbeitsgruppen, die

fur die Apherese andere Zellseparatoren verwenaeerh ist nur unter Vorbehalt méglich.
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Wie in einigen Arbeiten gezeigt werden konnte, kemnnterschiedliche Thrombozytaphere-
sesysteme differierende Aktivierungsraten der Bétghen zur Folge haben (Skripchenko A
et al., 2008; Hagberg IA et al., 2000; Jilma-Stadtz P et al., 2009; Macher S et al., 2010).
Eine weitere Problematik besteht in der fehlendeemdardisierung der Thrombozytenfunk-
tionstests und in der Tatsache, dass die Messungerhrombozytenqualitat je nach Arbeits-
gruppe an unterschiedlichen Lagerungstagen evalwiarden, sodass Vergleiche zwischen
einzelnen Publikationen nur schwer méglich sind.

Die in unserer Studie untersuchten Thrombozytergyedp (n = 40) erflllten allesamt die
nach den Richtlinien der BAK geforderten Priifkiier

5.2.1 Thrombozytenkonzentration und mittleres Platthenvolumen

In der hiesigen Studie konnte eine geringflgige akbme der Plattchenkonzentration im
Thrombozytenpraparat wahrend der gesamten Lagezremgauifgezeigt werden. Das MPV
blieb von Tag 1 bis auf Tag 5 annahernd auf gleichiveau (p = 0,272), wahrend von Tag 5
auf Tag 7 und wahrend der gesamten Lagerungszeitag 1 auf Tag 7 eine signifikante Zu-
nahme des MPVs beobachtet werden konnte.

Unter Verwendung des Zellseparators Trima Accelkbiinten von Albanyan et al., die auch
an Tag 1, Tag 5 und Tag 7 Qualitatskontrollen diittwtten, ebenfalls eine signifikante Zu-
nahme der mittleren Plattchenvolumina wahrend dmgektung gezeigt werden. Im Unter-
schied zu unserer Studie zeigte sich bereits vapIrauf Tag 5 eine signifikante Zunahme
des MPVs ab. Ahnlich wie in unserer Studie konmte signifikante Abnahme der Plattchen-
konzentration vom Herstellungstag bis zu Tag 7 ladagerung offenbart werden (Albanyan
AM et al., 2009). In der Studie von Wagner et dig das Trima Accel-Sammelsystem 5.1
verwendeten, konnte eine Zunahme des MPVs vom &agidrstellung bis zu Tag 5 der La-
gerung registriert werden (Wagner SJ et al., 2008)len Arbeiten von Tynngard et al. zei-
gten sich einen Tag nach der Herstellung signitikaadrigere mittlere Plattchenvolumina,
wahrend der weiteren Lagerungszeit wiesen die Thoayten gleich bleibende Volumina

auf (Tynngard N et al.,, 2008a; Tynngard N et adp&b). In einer weiteren Arbeit von

Dumont und Kollegen konnten wahrend der Lagerurentils konstante mittlere Plattchen-
volumina nachgewiesen werden (Dumont LJ et al.220@ einer Vielzahl von Publikationen

zeigten sich sowohl unter Zellseparation mit damarAccel als auch bei der Verwendung

anderer Zellseparatoren (COBE Spectra, Fenwal A w@hrend der Lagerung konstante
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Thrombozytenkonzentrationen (Tynngard N et al.,8200rynngard N et al., 2008b; Picker
SM et al., 2009; Dumont LJ et al., 2003; Béck Makt 2002; Dumont LJ et al., 2002).

5.2.2 Swirling und pH-Wert

Ein Fehlen des Swirling-Phdnomens geht mit einenmgeren Inkrement und einem hdheren
Risiko fur Transfusionsreaktionen einher (Brechdt bt al., 2004). Das Swirling-Phanomen
korreliert hochsignifikant mit dem pH-Wert des TR&agner SJ et al., 1996). Der pH-Wert
hat in bestimmten Bereichen einen negativen Eisfaud das Swirling-Phanomen. In der Stu-
die von Bertolini et al. war der pH-Wert bei 69 %r dKs, die kein Swirling-Phanomen zei-
gten, < 6,4 oder > 7,6 (Bertolini F et al., 1996).

Wahrend der Lagerung eines Thrombozytenpraparatesnk es durch die Produktion von
Laktat in der Glykolyse zu einer pH-Wert-Erniedmgu Nach den Richtlinien der BAK miis-
sen die untersuchten TKs am Ende der Haltbarkeginem pH-Bereich zwischen 6,4 — 7,8
liegen, wobei 90 % der Praparate einen pH-Wert dveis 6,5 — 7,6 aufweisen missen
(Richtlinien BAK, 2010). In den ersten 24 — 48 hlieet der Lagerungsbeutel GObis die
Verlustrate Uber den Beutel sich der metabolisdPeduktionsrate annéhert und somit der
pH-Wert anfangt abzufallen (Dumont LJ et al., 20(3$ konnte gezeigt werden, dass bei
einem pH < 6,0 — 6,2 die in vivo Uberlebensrate @erombozyten stark vermindert ist
(Holme S, 1998; Stuart MJ et al., 1972). Bezugkamer Erhdhung des pH-Wertes und der
Wiederfindungsrate liegen unterschiedliche Ergedenigor. Wahrend Murphy bei einer Erho-
hung des pH-Wertes Uber 7,2 eine geringere ,regtv¥and, zeigten Dumont und Kollegen,
dass TKs mit einem pH von 7,6 verniunftige Recowagyr in vivo aufwiesen (Murphy S et
al., 1975; Dumont LJ et al., 2002). Mdgliche baidiée Kontaminationen, metabolische Ver-
anderungen und der Restleukozytengehalt im TKisimtbr Lage, den pH-Wert zu verandern
(Holme S, 1998; Burstain JM et al., 1997; Barker &ial., 2010).

In unserer Studie wurde gezeigt, dass das SwiRingomen mit zunehmender Lagerungs-
dauer signifikant abnahm. Bei allen Produkten kenm#ihrend der gesamten Lagerungszeit
ein ,swirling effect” nachgewiesen werden. Insgesatieg der pH-Wert wahrend der Lage-
rung an. Der pH-Wert offenbarte vom Tag der Heltstgl bis zu Tag 5 einen signifikanten
Anstieg, wahrend der pH-Wert von Tag 5 auf Taggnikant abfiel. Alle untersuchten TKs
erfullten sowohl an Tag 5 als auch an Tag 7 dendem Richtlinien der BAK geforderten
pH-Wert.
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Das Swirling-Phanomen wurde in den Studien von §nad und Kollegen bei allen TKs, die
mit der Trima Accel hergestellt wurden, wahrend ldggerung mit Grad 3 (exzellent) bewer-
tet (Tynngard N et al., 2008a; Tynngard N et &0Q8&b). In der Arbeit von Wagner et al. wur-
de, ahnlich wie in unserer Studie, eine geringfégdpnahme des Swirling-Phanomens tber
die siebentagige Lagerungszeit beobachtet (Waghet &l., 2008). Ein Nachweis des ,swir-
ling effects” wahrend der gesamten Lagerungszeini@in weiteren Arbeiten nachgewiesen
werden (Macher S et al., 2010; Curvers J et aQ420

Ahnlich wie in unserer Studie konnte in anderenefdn ein voriibergehender friihzeitiger
Anstieg des pH-Wertes mit einem nachfolgenden Ab¥ahrend der Lagerung der TKs, die
u.a. mit der Trima Accel hergestellt wurden, getzeigrden (Tynngard N et al., 20083a;
Tynngard N et al., 2008b; Dumont LJ et al., 200Bp@ermann R et al., 2001; Macher S et
al., 2010). In weiteren Arbeitsgruppen konnten unerwendung der Trima Accel und an-
derer Zellseparatoren wahrend der Lagerung eineditgung des pH-Wertes evaluiert wer-
den (Wagner SJ et al., 2008; Dumont LJ et al, 20B&ziglich des pH-Wertes von TKs, die
mit der Trima Accel 5.0 hergestellt wurden, konnédbanyan et al. keine signifikanten Ver-
anderungen von Tag 1 tUber Tag 5 auf Tag 7 zeighra(an AM et al., 2009).

Letztendlich konnten unsere Ergebnisse bezuglichSieirling-Phanomens und pH-Wertes

durch andere Publikationen untermauert werden.

5.2.3 Glukose, Laktat und Laktatdehydrogenase

In den Blutplattchen wird Glukose mithilfe der Gbfkse zu Laktat und Hydrogenionen um-
gesetzt. Die Hydrogenionen werden durch die im Efingllichen Bicarbonationen abgepuf-
fert. Die Pufferkapazitat wird bei einer Laktatkentration von etwa 20 mmol/l erschépft, so-
dass der pH-Wert ab dieser Konzentration starkllalp@ardigan R et al., 2005). Dies hat zur
Folge, dass ein kontinuierlicher Glukoseverbraumhis eine Laktatproduktion wahrend der
Lagerung stattfinden. Eine Erniedrigung der Glukoseentration sowie eine Erhéhung der
Laktatkonzentration Uber 28 mmol/l sind mit einehki-fbfall und einem Verlust der Funkti-

onsfahigkeit der Thrombozyten verbunden (Gulliksshr2003; Tynngard N et al., 2008a).
Durch den Plattchenlagerungsschaden kommt es mérenender Lagerung eines Thrombo-
zytenpraparates zum Anstieg des normalerweiseziytplasmatisch befindlichen Enzyms

Laktatdehydrogenase (Tynngéard N et al., 2008a).
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In der durchgefuhrten Studie konnte ein signifieanAnstieg der Laktatkonzentration vom
Tag der Herstellung tber Tag 5 auf Tag 7 der Laggnachgewiesen werden. Alle gemes-
senen Laktatkonzentrationen lagen unterhalb deflefajpazitat von 20 mmol/l. Die LDH-
Aktivitat stieg ebenfalls Uber alle Messpunkte #igant an. Der Glukoseverbrauch zeigte
sich in einer signifikanten Abnahme der Konzentrativdhrend der Lagerung.

In einer Vielzahl von Publikationen konnte ebersgabwohl ein Anstieg der Laktatkonzentra-
tion als auch ein Glukoseverbrauch wahrend der fuage eines Thrombozytenpraparates
nachgewiesen werden (Picker SM et al., 2006a; Tarthiy et al., 2008a; Tynngard N et al.,
2008b; Dumont LJ et al., 2003; Bock M et al., 20Dy JS et al., 2001; Wagner SJ et al.,
2008; Macher S et al., 2010; Slichter SJ et alQ620Unter Zellseparation mit der Trima
Accel 5.1 konnten von Wagner et al. am Tag der tdbusig sowie an Tag 5 und Tag 7 der
Lagerung anndhernd gleiche Glukose- und Laktatkara&onen wie in unserer Studie ge-
messen werden (Wagner SJ et al., 2008). In mehRaubhkationen wurde ebenfalls von ei-
nem Anstieg der LDH-Konzentration wahrend der Laggrberichtet (Tynngard N et al.,
2008a; Tynngard N et al., 2008b; Bock M et al.,20@acher S et al., 2010).

Die Ergebnisse unserer Studie spiegeln die mesdi@n Vorgdnge der Thrombozyten wie-
der. Der Vergleich mit anderen bereits publizieraten unterstitzt die Ergebnisse unserer
Studie.

5.2.4 Resterythrozyten, Restleukozyten und Steribit

Mithilfe moderner Zellseparatoren lassen sich lewykendepletierte TKs herstellen. Aus der
Leukozytendepletion resultiert eine Reduktion vebrilen Transfusionsreaktionen und von
Alloimmunisierungen. Aul3erdem fiihrt eine Leukozgepletion zu einem Rickgang von
transfusionsassoziierten CMV-Infektionen und eimeduzierten CD62P-Expression auf
Thrombozyten (Heddle NM et al., 2002; Vamvakas E@)5; Ahmed AS et al., 2010). Die
nach den Richtlinien der BAK maximal zuldssige Restozytenzahl betragt < 1 x %alie
maximale Resterythrozytenzahl < 3 ¥ pdo Einheit (Richtlinien BAK, 2010).

Die mogliche bakterielle Kontamination von Thromp@npréaparaten ist noch immer ein re-
levantes Problem. Durch die Durchfihrung einerl®@snamnese, einer griindlichen Hautdes-
infektion und das Verwerfen der ersten 30 — 40 fat Bor jeder Apherese konnte eine Re-
duktion von bakteriell kontaminierten TKs erreiettrden. Mithilfe von Pathogeninaktivie-

rungs- und Pathogenreduktionssystemen (Intersepditasol™) ist eine weitere Reduzie-

- 110 -



5. Diskussion

rung bakterieller Kontaminationen moglich (Schremerer H et al., 2010; Seghatchian J et
al., 2006; Goodrich RP et al., 2006; Robillard Rlet2005). Der Nachweis von Bakterien ge-
lingt in 0,02 — 1,2 % der untersuchten Praparatal{vér-Wenke G, 2008).

Die in unserer Studie untersuchten TKs erfilltdasaimt die Sterilitatskriterien. Keines der
untersuchten Praparate uberschritt die nach ddrtlRien der BAK erforderliche Restleuko-
zyten- und Resterythrozytenzahl pro Einheit. Diectschnittliche Leukozytenzahl pro Ein-
heit ergab 0,08 + 0,09 [xi0

In einer Vielzahl von Publikationen konnte untemrWendung des Trima Accel-Sammelsys-
tems eine erfolgreiche Leukozytendepletion nachgeen werden (Picker SM et al., 2006a;
Picker SM et al., 2006b; Picker SM et al., 2009;ch S et al.,, 2010; Fontana S et al.,
2011). In der publizierten Arbeit von Moog wurde der Gewinnung von Dreifach-TKs mit
der Trima Accel 5.0 eine etwas geringere Leukozgetetion von 0,16 + 0,05 [xI0pro
Einheit evaluiert. Die Resterythrozytenzahl von10#00,01 [x18] stimmte hingegen mit der
in unserer Studie Uberein (Moog R, 2009). In zatthen Arbeiten wurden mit der Trima
Accel Resterythrozytenzahlen nachgewiesen, dieteix 16 pro Einheit lagen (Picker SM
et al., 2006a; Picker SM et al., 2006b; Picker Sle 2009; Macher S et al., 2010).

Durch die Herstellung von Dreifach-TKs mit der TarAccel kann eine ausreichende Leuko-
zytendepletion erreicht werden. Dies konnte sowdointh unsere Studie wie auch durch zahl-
reiche weitere Publikationen gestitzt werden. \Weite konnte eine geringe Resterythro-

zytenbelastung unter Verwendung des Trima AccelfBalsystems dargelegt werden.

5.2.5 Thrombozytenaktivierung mittels CD62P und Thombozytenaggregation

Das CD62P-Antigen ist ein Aktivierungsmarker furrdimbozyten (Dekkers DW et al.,
2007). Rinder et al. zeigten in ihrer Arbeit einert€lation zwischen der Lagerungszeit, der
Menge an CD62P-positiven Plattchen in Thrombozyt@pgraten und einer erniedrigten
Jrecovery“ nach einer Transfusion (Rinder HM et 4B91). Ahnliche Ergebnisse konnten in
weiteren Arbeitsgruppen gefunden werden (Triulzi €Jal., 1992; Holme S et al., 1997,
Stohlawetz P et al., 1999; Dumont LJ et al., 2@tk M et al., 2002).

Die Plattchenaggregation ist seit der EntdeckurrgldG. V. R. Born im Jahre 1962 die Refe-
renzmethode zum Nachweis qualitativer Plattchenstijgn. Zu beachten ist, dass die Em-
pfindlichkeit der Messung wesentlich von der geugihlKonzentration des Agonisten ab-

hangt.
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Die in unserer Studie ermittelte durchschnittli€@62P-Expression lag am Herstellungstag
bei 21,2 £ 5,8 %, an Tag 5 der Lagerung bei 461®% % und an Tag 7 bei 61,6 £ 7,3 %.
Die ADP- und Kollagen-induzierten Aggregationen mam wahrend der Lagerung signifi-
kant ab. Ein Vergleich der beiden Aggregationerergihander zeigte eine signifikant grol3ere
Abnahme der ADP-induzierten Aggregation wahrendldeyrerung. Diese Tatsache lasst sich
durch die Verwendung einer relativ hohen Konzeiunatles weiteren Induktors Kollagen er-
klaren.

In zahlreichen Publikationen konnte unter Verwerguarschiedener Zellseparatoren ein An-
stieg der CD62P-Expression wahrend der Lagerunghkmregistriert werden (Picker SM et
al., 2006a; Tynngard N et al., 2008a; Tynngard Mlgt2008b; Albanyan AM et al., 2009;
Skripchenko A et al., 2008; Picker SM et al., 200@mont LJ et al., 2003; Bock M et al.,
2002; Lin JS et al., 2001; Zimmermann R et al.,1220Qailadsiri P et al., 2000; Wagner SJ et
al., 2008; Macher S et al., 2010; Curvers J e8l04; Slichter SJ et al., 2006; Dumont LJ et
al., 2002). In mehreren Arbeiten konnte mit dem&iAccel eine annahernd gleiche prozen-
tuale CD62P-Expression wie in unserer Studie vomrstddungstag bis zum Ende der Lage-
rung evaluiert werden (Picker SM et al., 2006ak&icSM et al., 2009; Macher S et al.,
2010). Der Anteil CD62P-positiver Blutplattchen legder Studie von Picker und Kollegen
an Tag 1 bei 18,6 £ 5,1 % und an Tag 5 bei 42,024 (Picker SM et al., 2006a). In anderen
Arbeiten zeigten sich in TKs, die mit dem Trima AESammelsystem hergestellt wurden,
niedrigere CD62P-Expressionen als in unserer Stdiengard N et al., 2008a; Tynngard N
et al., 2008b; Albanyan AM et al., 2009; Skripcherket al., 2008; Wagner SJ et al., 2008).
Wagner und Kollegen ermittelten eine durchschoh#i CD62P-Expression an Tag 1 von
13,3+ 7,4 %, an Tag 5 von 33,8 + 12,1 % und an7Tagn 40,6 + 15,3 % (Wagner SJ et al.,
2008). Die differierenden Ergebnisse kénnten deiole fehlende Standardisierung der Mess-
methode bedingt sein.

Die fehlende Standardisierung der Plattchenaggmegatacht einen quantitativen Vergleich
unserer Daten mit publizierten Daten unmoglichpumlizierten Arbeiten konnte unter Ver-
wendung verschiedener Agonisten aber lGbereinstirdraenRickgang der Thrombozytenag-
gregation wahrend der Lagerungsdauer beschriebetewdPicker SM et al., 2006a; Picker
SM et al., 2009; Bock M et al., 2002; Macher Slgt2910).

Eine Aktivierung der Blutplattchen wahrend der Lagwg, die sich in einem Anstieg der
CD62P-Expression aul3ert, konnte durch unsere Ssoaiee in Arbeiten anderer Autoren ge-
zeigt werden. Die Abnahme der Thrombozytenaggregawahrend der Lagerung konnte

durch die Ergebnisse unserer Arbeit und durch weReiblikationen dargelegt werden.
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5.3 Thrombozytentransfusion und korrigiertes Inkrement

Zur Beurteilung des Transfusionserfolges wird das korrigierte Inkrement herangezogen.
Das CCI bericksichtigt dabei nicht nur den Thronybezanstieg im Empfangerblut, sondern
auch das Blutvolumen des Empfangers und die Dosnsfundierter Blutplattchen. Hohere
posttransfusionell gemessene korrigierte Inkremgateen mit einem langeren Transfusions-
intervall und dadurch mit einem reduzierten Bedmrf TKs einher (Heim D et al., 2008;
Slichter SJ et al., 2005).

Eine Vielzahl von Faktoren sind in der Lage, deanBfusionserfolg eines TKs negativ zu be-
einflussen. Einen negativen Einfluss auf den Tuaiehserfolg, der mit einem niedrigeren
korrigierten Inkrement einhergeht, hat die ABO-inkmatible TK-Transfusion (Pavenski K et
al., 2010; Shehata N et al., 2009; Lee EJ et 8B91Heim D et al., 2008; Enein AA et al.,
2007). Mit zunehmender Lagerungsdauer des Préagabedezur Transfusion reduziert sich
das CCI (Kluter H et al., 1996; Heim D et al., 2088ein AA et al., 2007). Das Vorliegen ei-
ner Splenomegalie, das Einnehmen bestimmter Medik&an(u.a. Amphotericin B, Vanco-
mycin, Heparin), das Vorhandensein von HLA- und HR&ikorpern, Infektionen, Fieber,
aktiven Blutungen und einer disseminierten intral@s Gerinnung (DIC) sowie bestimmte
Patientencharakteristika und eine hohe TransfuB®msenz wirken sich nachteilig auf den
Transfusionserfolg aus (Querschnitts-Leitlinien BARO008; Stroncek DF et al., 2007;
Slichter SJ, 2007; AuBuchon JP et al., 2004; McYewt al., 2010; Enein AA et al., 2007,
Slichter SJ et al., 2005; Bishop JF et al., 1981 )nehreren Arbeiten konnte gezeigt werden,
dass die Gammabestrahlung eines TKs einen negdiivdluss auf den Transfusionserfolg
hat (Julmy F et al., 2008; Slichter SJ et al., 3006 Gegensatz dazu wurde in anderen Ar-
beiten kein negativer Effekt der Gammabestrahlurfglee posttransfusionell ermittelte Platt-
chenkonzentration nachgewiesen (Read EJ et al8; B3@eeney JD et al., 1994). Die Refrak-
taritat wird bei Patienten mit Tumoren oder hanwgmchen Erkrankungen in 72 — 88 %
durch nicht-immunologische Faktoren hervorgerufan25 — 39 % der Félle spielen HLA-
Antikorper eine Rolle (Novotny VM et al., 1995; Dghty HA et al., 1994; Legler TJ et al.,
1997).

In unserer Studie wurden 43 Thrombozytentransfesioturchgefuhrt. Es wurde bei einem
1h-CCI < 7,5 und bei einem 24h-CCI < 4,5 von eiRa&fraktaritat ausgegangen (Quer-
schnitts-Leitlinien BAK, 2008). Das 1h-CCl konnta Mittel mit 12,4 + 6,0 und das 24h-CCl
mit 4,9 = 7,5 erhoben werden. Nach 1 h lag bei 25,8er Patienten eine Refraktaritat vor,

nach 18 — 24 h betrug der Anteil an Patienten méra Refraktarzustand 53,5 %.

- 113 -



5. Diskussion

Fontana et al. verabreichten 43 TKs, die unter adung der Trima Accel 5.0 hergestellt
wurden, an 20 Uberwiegend hamato-onkologische iRatie Die transfundierten TKs enthiel-
ten im Durchschnitt 2,4 [x1# Plattchen pro Einheit bei einer durchschnittlichegerungs-
zeit von 3,9 Tagen. Der Grof3teil der TKs (55,8 %yde ABO-identisch transfundiert. Ledig-
lich 18,6 % der transfundierten TKs wurden majorkatibel, die restlichen 25,6 % minor-
kompatibel verabreicht. In 69,8 % aller Transfugioikonnte ein 1h-CCl > 7,5 offenbart wer-
den. Das korrigierte Inkrement nach 18 — 24 h eeigt37,2 % aller Transfusionen einen
Wert > 5,0. Es konnten dabei keine signifikanteriddsthiede beziiglich des 1h-CCls in Ab-
hangigkeit von dem gespendeten Plattchenertrag[¢d @] vs. > 4 [x13% und < 6 [x16"]

vs. > 6 [x10Y) dargelegt werden (Fontana S et al., 2006). bewer Studie konnten, bei einer
identischen Anzahl an durchgefiuihrten Transfusioneadrigere Raten an Refraktdrzustanden
erhoben werden. Insgesamt wiesen in der hiesigaiest4,4 % der Patienten ein 1h-CCl >
7,5 auf. Nach 18 — 24 h zeigten 41,9 % dieser Ratiecin CCIl > 5,0.

Julmy et al. transfundierten 293 TKs, die mit dealls&parator Trima Accel 5.0 hergestellt
wurden, an Kindern, die aufgrund einer Chemotherapi einer Thrombozytopenie oder an
einer aplastischen Anamie litten. Die im Prapardhatene Menge an Blutplattchen betrug
im Durchschnitt 2,4 [x14]. Bei der statistischen Auswertung zeigten sictingere korri-
gierte Inkremente nach 1h mit steigendem Plattateage Das 1h-CCl bei einem erzielten
Plattchenertrag von < 6 [x1{) betrug 18,4. Bei Thrombozytapheresen mit eineriekten
Plattchenertrag 10 [x13Y] konnte ein 1h-CCI von lediglich 11,5 evaluiertrdlen. Im Ver-
gleich zu unserer Studie konnten Julmy und Kollelgeineinem gespendeten Plattchenertrag,
der zwischer> 6 [x10"] und < 10 [x16 lag, ein im Durchschnitt etwas gréReres 1h-CClI
von 15,0 — 17,0 nachweisen (Julmy F et al., 20D8)}. aufgezeigte Differenz zur hiesigen
Studie kénnte u.a. durch die unterschiedlichereRtnkollektive bedingt sein.

Das von Heim et al. ermittelte durchschnittlicheQ@l von 14,1 lag anndhernd auf gleichem
Niveau wie in unserer Studie. Die transfundiert&s Twurden allesamt mithilfe des Zellsepa-
rators Amicus hergestellt. Der Grol3teil des Patiekbllektivs litt ebenfalls unter hamato-
onkologischen Erkrankungen (Heim D et al., 200&)ek im Vergleich zu unserer Studie na-
hezu identischen prozentualen Anteil an Refrak&iénden konnte durch Akkoék und Kolle-
gen erhoben werden. Die TKs wurden mit dem Zellsgpa Amicus produziert und an Pati-
enten mit hamato-onkologischen Erkrankungen tranaséut (Akkok CA et al., 2007).
Zusammenfassend konnte in unserer Studie mithéte Rarameters CCI ein zufrieden stel-
lender und mit der Literatur vergleichbarer Plattanstieg mit TKs aus der Tripel-Apherese

aufgezeigt werden.
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