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1 Einleitung

1.1 Die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten

Die Bluttransfusion ermdglicht die Behandlung eifR®ihe von Krankheiten, insbesondere
bei Operationen, die mit einem erheblichen Blutvgreinhergehen. Blut wird heute fast aus-
schlie3lich in Form von ErythrozytenkonzentrateK)Eansfundiert, die hauptséchlich durch
das Deutsche Rote Kreuz bereitgestellt werdenTiaasfusion von Blut und Blutkomponen-
ten ist durch das Transfusionsgesetz (TFG) (1)Tdmasfusionsrichtlinien (2) und die Trans-
fusionsleitlinien (3) geregelt. Auch wenn heute thdikation fir eine Bluttransfusion sehr
sorgfaltig und restriktiv gestellt wird, ist derBbedarf in Deutschland und auch weltweit
weiter steigend. So wurden in der BRD im Jahr 20ddch die Meldepflicht nach 821 TFG
dem Paul-Ehrlich Institut (PEI) die Herstellung wher Verbrauch von mehr als vier Millio-
nen EK gemeldet (Abb. 1).

Verbrauch von Erythrozytenkonzentraten aus Fremdblut
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Abb. 1: EK-Verbrauch der BRD 2000-2024v(w.pei.dg

Dargestellt ist die Zahl der hergestellten EK. N&dlzug des Verfalls beim Hersteller und
beim Anwender ergibt sich die Zahl der transfurtéieiEK.



1.2 Problematik bei der Lagerung von Erythrozytenkazentraten

In der vorliegenden Studie wurde mit gelagerten dg&arbeitet. EK werden entweder durch
die Weiterverarbeitung von Vollblutspenden oderctuAphereseverfahren erzeugt. Um das
EK lagerfahig zu machen, wird eine Stabilisatortigsizugefligt. Bei optimaler Lagerungs-
temperatur von +4 £ 2°C sind EK je nach Herstelbwegfahren 28 - 49 Tage haltbar (2).

Folgende Qualitatsparameter missen dabei erfuilleme(2, 3):

» Der Hamatokritwert muss nach der Herstellung undcEmahe der Haltbarkeit
0,50 - 0,70 I/l betragen

* Das Gesamthamoglobin muss nach der HerstellungomBnde der Haltbarkeit bei
> 2,48 mmol/Einheit liegen

* Die Hamolyse darf am Ende der Haltbarkeit nur wenigs 0,8% der Erythrozyten-
masse betragen

* Aulerdem muss das EK vor der Transfusion einescpdn Qualitatsprifung unter-
zogen werden. Der Beutel muss steril sowie unverselin und es darf visuell keine

Koagelbildung oder Verfarbung sichtbar sein (2).

Die Lagerung von solchen EK ist jedoch nicht volligproblematisch. So missen die EK in
einem Kuhlraum oder Kuhlschrank stets bei +4 + g#lagert werden, um Alterungs- und
Stoffwechselprozesse in den Erythrozyten zu vedgrimébzw. zu verlangsamen. Des Weiteren
missen dem EK einige Substanzen zugefugt werderjnsrgewisse Haltbarkeit zu gewahr-
leisten. So wird beispielsweise die Antikoagulatdurch Natriumcitrat erreicht, das zusam-
men mit Kalziumionen stabile Komplexe bildet undidiech verhindert, dass die Gerinnung
im EK einsetzt. Da reife Erythrozyten weder Zeltkenoch Mitochondrien zur Energiege-
winnung besitzen, wird dem Konzentrat Glukose Héigie die fur die aerobe Glykolyse be-
notigt wird und somit fur die Energiegewinnung whamit die Lebensfahigkeit des Erythro-
zyten unabkémmlich ist. Phosphat funktioniert algf@substanz. Mannitol und Sorbitol er-
hohen die osmotische Widerstandsfahigkeit und veatern die Spontanhamolyse. Diese
Substanzen und noch einige andere werden dem Ekrm von Stabilisator- und Additivl6-
sungen zugefthrt [30].

Wahrend der Lagerung treten diverse metaboliscloepmologische und biochemische Ver-
anderungen im EK auf. Es kann zu sogenannten Lagssahaden kommen [36, 38]. Die

Zellvitalitat in den EK nimmt ab. Die Glukose windich und nach zu Laktat verstoffwechselt,



wodurch der pH-Wert abfallt. Durch die permanentéhking wird unter anderem auch die
Aktivitat der NA&K*-Pumpe vermindert, wodurch es zu einem Kaliumvédes Erythrozyten
kommt, damit zu einer verminderten osmotischen $k@sz und verstarkten Lyse der
Erythrozyten. Die Menge an freiem Hamoglobin unel ijaliumkonzentration in der Konser-
ve steigen an. Die ATP-Konzentration sinkt im Ladé& Lagerung, was einen negativen Ein-
fluss auf die Uberlebensrate der Erythrozyten rdahTransfusion hat. Des Weiteren verur-
sacht die verminderte ATP-Konzentration einen \&riton Membranlipiden und setzt so die
Fahigkeit zur Deformierung der Erythrozyten her&h Per pH-abhangige Abfall des 2,3-
Diphosphoglyzerat verursacht eine Linksverschiebdag Sauerstoffbindungskurve mit er-
hohter Affinitdt des Sauerstoffs zum Hamoglobin wndchwert somit die Sauerstoffabgabe
an das Gewebe.

Zusatzlich entstehen bei der Lyse von roten undi@reiBlutzellen Mikropartikel aus den
Zellmembranen, die gerinnungsaktivierend wirkee, Mikrozirkulation stéren und das Reti-
kuloendotheliale System Uberladen kénnen. Die Ri&dutbeutel enthalten zur Elastifizie-
rung Weichmacher wie Diethyl-hexylphthalat (DEHB)e bis zu 40% des Kunststoffpro-

dukts ausmachen und wahrend der Lagerung in dasrBigesetzt werden [27].

1.3 Mogliche Nebenwirkungen beim Transfundieren gelgerter EK

Bei stabilen Patienten, ohne gesundheitliche Beghtigungen, wird eine adaquate Transfu-
sion im Normalfall gut kompensiert. Bei Patienteit beeintrachtigter Kompensationsfahig-

keit kbnnen sich die genannten Stoffe und Verumgamgen, die sich wahrend der Lagerung
angesammelt haben, im Falle einer Transfusiondatigs negativ auswirken. Die Kompensa-
tionsfahigkeit des Gesamtorganismus ist abhangig Atier des jeweiligen Patienten, seinen

Vorerkrankungen und der Menge der transfundiertens€rven.

Kleinkinder, Sauglinge und besonders Frihgeborties eine Risikogruppe dar [6, 23, 37].
Ihre Organsysteme sind noch nicht vollstandig augsfye Blutvolumen und hamatologische
Normwerte sind anders als bei Erwachsenen, undkbrapensationsfahigkeiten durch Eli-
mination oder Verstoffwechselung sind noch eingeidkt. In einer Studie von Swindell et
al. [37] entwickelten alle 11 Neugeborenen, die wahrenter Herzoperation mit Herz-
Lungen-Maschine bestrahltes Konservenblut erhdti@ten, eine Hyperkalidmie, vier von
ihnen mit Werten tber 6 mmol/l und zwei von ihnen Kammerflimmern. Auch Todesfélle

von Kindern durch Elektrolytentgleisung nach deangfusion gelagerter EK sind beschrie-



ben. Die Transfusion von EK wurde als Hauptgrundeitien Herzstillstand bei Neugebore-
nen identifiziert. Die Weichmacher der Transfuslmsgel sind neurotoxisch und kénnen die
Entwicklung der Fortpflanzungsorgane storen [27].

Bei Niereninsuffizienz ist die Ausscheidung von iKalionen beeintrachtigt, die Kaliumkon-
zentration im Plasma steigt an und fuhrt zu Arrhyiim bis hin zum Herzkreislaufstillstand.
Das Risiko der gefahrlichen Hyperkalidmie ernobhdei langerer Lagerungsdauer der EK,
bei Bestrahlung der Konserven (gegen GvH), bechiagitiger Hypokalzamie, Azidose oder
Hypothermie und bei rascher Transfusion [33, 34, B8i Leberinsuffizienz ist die Verstoff-
wechselung der Kalziumionen der Stabilisatorlosuagnindert und es entsteht die Gefahr
von Elektrolytentgleisungen wie Hyperkaliamie ungpdmagnéasiamie [32]. Auch die Gerin-
nung wird durch den Kalziummangel beeintrachtighiswlie Blutungsneigung durch die ver-
minderte Bildung von Gerinnungsfaktoren noch vekstdBei Lebertransplantationen wurde
die Transfusion von Fremdblutkonserven als starbegbhéngiger Prognosefaktor fir die
Entwicklung einer Hyperkalidmie beschrieben, di¢ emner Inzidenz von 10,2% wiederum
ein eigenstandiger prognostischer Faktor fir deshffach Lebertransplantation darstellt

[9, 47].

In einer Studie Uber Traumapatienten trat eine IHgg&mie bei 38,5% der Transfundierten
auf und bei Gabe von Uber sieben Transfusionsderh&iar es ein unabhéngiger, eigenstan-
diger Risikofaktor [2]. Die diesbeziiglichen Neberkwingen sind abhangig von der Menge
des transfundierten Blutes und besonders gravidoendiner Massivtransfusion [2, 33, 34].
Unter einer Massivtransfusion versteht man dentErgan mindestens einem Blutvolumen
des Patienten durch Blut oder Blutkomponenten imbrvon 24 Stunden bzw. die Gabe von
mehr als zehn EK. Zu der Belastung durch lagerwesyduidigte EK kommen bei der Massiv-
transfusion und insbesondere beim Trauma noch Zicdét unginstige Faktoren wie die
Hypothermie, eine Vasokonstriktion mit Hypoperfusiond Hypoxie wichtiger Organe wie
Herz, Leber und Nieren, und Azidose, die alle éityperkalidmie und ihre kardialen Folgen

wie Bradykardie und Arrhythmien verstarken kénnen.

Das mit fortschreitender Lagerung durch Hamolyssgésetzte Hamoglobin schadigt zu-
sammen mit dem Erythrozytenstroma die Nieren. Destéken fuhrt es als starker NO-

Fanger zu einer ausgepragten Vasokonstriktionrschen bei zehnfach geringeren Konzentra-



tionen als die 80 - 120 umol/l auftreten, die dexximal fur EK erlaubten 0,8% Hamolyse

entsprechen [10].

Deswegen ergeben sich konkrete klinische Indikatioitir das Waschen von EK (Tab. 1) zur

Elimination von Kalium, Citrat, Weichmachern, freidHamoglobin und Zelltritmmern.

. Massivtransfusion
. Leberinsuffizienz

. Niereninsuffizienz (Dialysepflicht)

. Neugeborene und Sauglinge

Tabelle 1: Indikationen flr ein intraoperatives \&f&n von gelagerten EK

1.4 Gewaschene Erythrozytenkonzentrate

Ein Lésungsansatz fir die beschriebene Problemadikallem bei Risikopatienten mit ein-
schlagigen Vorerkrankungen bzw. bei Massivtransfuesn und bei Kindern ist das Waschen
der EK vor der Transfusion und damit die Eliminmgualler unerwiinschten Komponenten
[7, 21, 23, 37, 45]. ,Gewaschenes EK" ist ein defites Blutprodukt (3), dessen Gabe bei
nachgewiesenen allergischen Reaktionen, hauptshdilif Proteine, indiziert ist. Zur Entfer-
nung der Plasmaproteine werden die EK mit isotdr@sd.0sung mehrmals gewaschen und
danach in isotonischer Kochsalzlosung- oder Adidisiing resuspendiert, so dass der Prote-
ingehalt weniger als 0,5 g/Einheit betragt.

Bei der maschinellen Autotransfusion (MAT) wird a@leiges Wundblut durch Separation und
Waschen von unerwiinschten Bestandteilen befrelteDsollte ein mdglicher Lésungsansatz
darin bestehen, im Falle einer notwendig werder@abe von homologen EK, diese mit ei-

nem Gerat zur MAT, das bereits im OperationssaaPatienten eingesetzt ist, zu waschen.

1.5 Maschinelle Autotransfusion

Man unterscheidet bei der Gewinnung von autologempBdukten die praoperativen, intra-
operativen und postoperativen Methoden. Die Eiggspende, die vor einem geplanten ope-
rativen Eingriff groRerer Art durchgefuhrt werdeank, und die Plasmapherese zahlen zum
praoperativen Verfahren. Hamodilution, MAT, Autatsfusion ohne Zellseparation und die
intraoperative Plasmapherese gehdren zu den imtraidypen Verfahren. Als postoperatives

Verfahren ist die Drainageblutgewinnung mit und ®i#ellseparation bekannt [18]. Dabei



muss der MAT besondere Aufmerksamkeit geschenktleverda sie auch bei unerwartet ho-

hem Blutverlust spontan eingesetzt werden kann.

Dank zahlreicher Studien und Versuche konnte siebedMethode der Eigenblutaufbereitung
fest in den medizinischen Operationsalltag integrieIn friheren Studien war die Untersu-
chung der Qualitat, Funktionsweise und Anwendungaleedener Autotransfusionssysteme
immer wieder zentraler Prufgegenstand und hat immmahr Erkenntnisse erbracht und den
Fortschritt so vorangetrieben [19, 29, 41, 42].

Das Einsatzspektrum solcher Gerate ist hierbeilanateile sehr breit und erstreckt sich auf
viele medizinische Bereiche. Eine der wichtigstedikationen zur MAT sind Eingriffe, bei
denen ein groRerer Blutverlust zu erwarten iszwgo Beispiel in der Gefal3chirurgie [4]. Als
~fremdblutsparende” Malinahme bietet sie vor allemsibhtlich einiger Gefahren bei der
Transfusion von homologem Blut erhebliche Vorteldas aufbereitete Blut weist keine La-
gerungsschéaden auf, steht schnell zur VerfligungdasdRisiko einer Unvertraglichkeitsreak-
tion beziehungsweise einer Infektion ist quasi niebrhanden [17]. Denn trotz intensiver
VorsichtsmalRnahmen besteht bei der Fremdbluttraissfunach wie vor immer noch ein ge-
ringes Restrisiko sich mit HIV, Hepatitis, Toxoplasse, Epstein-Barr-Virus oder Malaria zu
infizieren. Transfusionsbedingte Stérungen des&Baisen-Haushalts, der Gewebeoxygenie-

rung oder Antikdrperreaktionen kénnen ebenfallsratén f6.

AulRerdem kann es zu Transfusionsreaktionen und rtiégéchkeitsreaktionen kommen
(Hamolyse, Verklumpung, Hypervolamie, Embolie). Auder Vorrat an kompatiblen Blut-
konserven ist haufig beschrankt und trotz allerRébrungen kann es zu Verwechslungen
kommen [46]. Am Rande sei erwéhnt, dass die MAEresoglicht, Glaubensanhangern be-
stimmter Religionen, wie den Zeugen Jehovas, djicjee Art von ,Fremdblut‘ aus Uber-
zeugung verweigern, auch bei spontanen gré3erduaeBlusten wahrend einer Operation, mit

autologem Blut auszukommen.

Die Aufbereitung von patienteneigenem Blut mit Bliifon MAT und die im Anschluss daran
stattfindende Retransfusion hat also in der moaeMedizin Ful3 fassen kénnen [17], wah-
rend beispielsweise die direkte Retransfusion vagewaschenem Wundblut aus gegenwarti-

ger Sicht der Transfusionsmedizin aufgrund damibwedener Risiken abzulehnen ist [31].



Um die beschriebenen Vorteile der MAT auch in waoll®@mfang und mit gré3tmoglicher
Effizienz nutzen zu kdnnen, ist es wichtig, eindd@roduktqualitat des aufbereiteten Blutes
zu gewabhrleisten. Im Zuge des Qualitatsmanagenvemtden sogenannte Sollwerte festge-
legt, die eine hochwertige Produktqualitat garaatiesollen.
Dabei gelten folgende Sollwerte [14]:

e Hamatokrit (Hkt) > 50%

» Erythrozyten-Ausbeute > 80%

¢ Plasma-Elimination > 90%

1.6 Herstellung eines gewaschenen Erythrozytenkonzeates mittels MAT

Die intraoperative Aufbereitung von Wundblut beginnt der Absaugung mittels eines steri-
len chirurgischen Saugers und einer im Einmalsétattenen Saugleitung. Das Wundblut
wird zunéchst kurz hinter der Saugerspitze mit rekeparin-Kochsalzlosung antikoaguliert
und in einem Reservoir gesammelt [17]. In dem Resebefindet sich ein Filter, den das
Blut passieren muss. Sobald in dem Reservoir aiseeechende Menge Blut vorhanden ist,
wird das Blut in eine Zentrifugenglocke weitergtdeiund dort zentrifugiert. Hier findet zu-
nachst eine Trennung/Separation des UberstandsleonZellen durch Zentrifugation und
Abpressen statt. Die Konzentration von geldsters@uizen im Uberstand bleibt dabei unver-

andert.

1. Elimination durch Separation

Reservoir
Abfall
+
i
Separation durch Glocke
Zentrifugation und Abpressen

konstantes Erythrozyten-Volumen!

Uberstand vor Separation und Uberstand nach Separation:
Reduziertes Volumen mit identischer Konzentration

Abb. 2: Trennung durch Zentrifugation - Konzenwatn im Uberstand dndern sich nicht

AnschlieRend findet eine weitere Elimination unemacthter Bestandteile durch Waschen der
Erythrozyten statt:



2. Elimination durch Waschen

Waschlésung

Abfall
.4
+
i i
Glocke Verdiinnung durch Glocke

Waschen

~ Exponentieller

Konzentrationsverlauf

Abb. 3: Trennung durch Waschen - Substanzen imdided werden verdinnt

Die Abfallprodukte samt der Waschlésung werdenimnem dafir vorgesehenen Abfallbeutel
abgeleitet. Das produzierte EK wird in einem Retfasionsbeutel gepumpt und lber eine

Infusion dem Patienten retransfundiert.
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Abb. 4: Ablauf der maschinellen Aufbereitung von Midblut unter OP-Bedingungen
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2 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mdgkeit zu untersuchen, mit Geraten zur
intraoperativen Autotransfusion Blutkonserven, sgegelagerte EK, zu waschen. Die Studie
sollte Informationen Uber den Einfluss von gerdegfschen und prozessspezifischen Be-
dingungen fir die klinische Anwendung liefern, uendntraoperativen Einsatz speziell bei
Risikogruppen wie Kleinkindern, Patienten mit Nier@der Leberinsuffizienz und bei Mas-
sivtransfusion als effektive, kostenginstige Mddiieit und unter erheblicher Zeitersparnis

im Operationssaal nutzen zu kdnnen.

Fur exakte und reproduzierbare Ergebnisse wurdeexperimenteller Aufbau gewahlt, in
dem unsichere Einflussgrofien wie das Reservoir gdeiteseitige Volumenangaben durch
direkte Einleitung in die Zentrifugenkammer und fesung der Blutvolumina in Messzy-
lindern ersetzt werden. Um reprasentative Aussadpan Autotransfusionsgerate treffen zu
kénnen, war es das Ziel, nicht nur einen speziéing/Cell Saver zu testen, sondern die Auf-
bereitung mit drei verschiedenen Autotransfusiosigsyen zu untersuchen, namlich:

* C.A.T.S (Fresenius): Kontinuierlicher Aufbereitungsdus

* Electa (Sorin): Latham-Glocke

* OrthoPAT (Haemonetics): Dynamic Disk

mit unterschiedlichem Aufbau und Funktionsweiseilgentrifugationskammern.

In dieser Studie sollte die Eliminationsleistunghinur durch einen Konzentrationsvergleich,
sondern durch Berechnung der Eliminationsrate, alsoeinem Vergleich der Substanzmen-
gen vor und nach dem Waschvorgang, angegeben wevébeen der Elimination erschien es
wichtig, durch parallele Bestimmung der Erythrongtesbeute, immer auch den Verlust an
Erythrozyten beim Waschvorgang im Auge zu behalBa.Elimination sollte fur mehrere,

klinisch relevante Substanzen untersucht werdenekie exakte und reproduzierbare Mes-
sung war es das Ziel, klinisch stark schwankendsgAngswerte durch definierte Substanz-
mengen zu ersetzen: statt wechselnder Hamolysdieafeugabe von freiem Hb entsprechend
% in Hamolyse, und statt unterschiedlicher PlasrastiRengen die Zugabe von Imeron als

Markersubstanz.
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Da die Gerate fur das Waschen von Wundblut undtnich EK konstruiert sind, sollte der
Einfluss des Ausgangs-Hamatokritwertes auf Elimamsieistung und Erythrozytenausbeute

untersucht werden, bzw. die Auswirkung einer VoNiemung des EK.

Schliel3lich war es die Absicht, die klinische Andeang vorzubereiten. Dazu sollten insbe-
sondere praktikable Losungen fur eine UmgehundrRéservoirs (Vakuum) und eine Vorver-

dinnung gefunden werden.

3 Material und Methodik

3.1 Studiendesign
Es handelt sich um eine experimentelle Studiedbeiin acht Versuchen nebeneinander drei
Gerate zur MAT getestet wurden: das Gerat Eleatd&uoimma Sorin, das Gerat OrthoPAT der

Firma Haemonetics und das Gerat C.A.T.S der Firreadnius.
Die Versuchsbedingungen wurden bei jeder Testumglaiehbar gestaltet. Das Studienpro-
tokoll findet sich im Anhang (Tab. 2).

Jedem der drei Gerate wurde einheitliches, sowmowraiinntes als auch verdunntes Testblut
(TB) angeboten. Ein Vergleich der einzelnen Gevéae nicht vorrangig das Ziel der Ver-
suchsreihe. Vielmehr sollte jedes Gerat fir sictsichtlich der Aufbereitung von gelagerten
Blutkonserven getestet werden. Blutproben aus dBmaiid den aufbereiteten EK wurden im
Labor der Klinik fur Anasthesiologie und des Ingtst fir Klinische Chemie des Universitats-

klinikums Regensburg analysiert.

3.2 Testblut

Fur jeden Versuch wurden jeweils sieben gelagaitegene EK der gleichen Blutgruppe
nach Ablauf ihrer zulassigen Lagerzeit (ein bis diege nach dem Verfallsdatum) vereinigt
und gut durchmischt. Das Gesamtvolumen wurde iereiiVMesszylinder bestimmt und der
Hkt mit Hilfe eines Blutgasanalysegerates (Rapidpdi00, Bayer) ermittelt. Aus diesem
Gemisch von Blutkonserven wurden drei verschied@@parationen von TB mit unterschied-
lichem Hkt hergestellt:

TB 1: Ein Drittel des TB blieb unverdinnt.
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TB 2: Der Rest wurde 1+1 mit isotoner NaCl-Losuegdiéinnt.
TB 3: Die Halfte der 1:2-Verdunnung wurde 1+1 rsitoner NaCl-Losung weiter verdunnt,

so dass eine 1:4 Verdunnung der ursprunglichermEzytenkonzentratmischung vorlag.

Da fir eine Bestimmung der Auswaschrate in dem &Bsje Substanzen wie freies Hamog-
lobin, Eiweil3, Kalium oder Citrat in sehr variablAénsgangskonzentrationen vorlagen, wur-
den den drei Testblutverdiinnungen eine definieadé des Rontgenkontrastmittels Imeron
(Bracco) als Marker zugesetzt. Fiur TB 1 waren d#srBg Imeron (0,5 ml einer 0,6124 g/ml-
Losung), fir TB 2 1 ml und fir TB 3 2 ml, um im Ubtand der Erythrozyten jeweils eine

vergleichbare und gut messbare Marker-Konzentrationetwa 550 pg/ml zu erreichen [24].

3.3 Autotransfusionsgerate

Zum Waschen der Blutkonserven in den drei Verdugeanwurden die Autotransfusionsge-
rate Electa, OrthoPAT und C.A.T.S verwendet, dehsn ihrem Funktionsprinzip unter-
scheiden.

3.3.1 Electa: Latham-Glocke

Anschluss:
Blut
Waschlsg.
Konzentrat

Anschluss:
Abfall

Uberdruck-Ventil Dichtung
Schutzkappe
Glockenkorper

Zu/ Abfuhr:
Wundblut,
Waschlsg.
Konzentrat

Abb. 5: Electa (Sorin) Abb. 6: Latham-Glocke

Das Autotransfusionsgerat Electar Firma Sorin (Abb. 5) arbeitet diskontinuierlichd mit
einer sogenannten Latham-Zentrifugenglocke (AbbE6)besteht aus einer integrierten com-
putergesteuerten Zentrifugeneinheit, die aus eimgraren, stationaren und einem &aul3eren,
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rotierenden Teil aufgebaut ist. Des Weiteren entéélRollerpumpen zur Beférderung von
Blut aus dem Reservoir in die Zentrifugenglockeeai ,buffy-coat*-Sensor, einen Luftsen-
sor, einen Hamatokritsensor, einen Flussigkeitagesénsor, einen Waschqualitatssensor und
einen Uberdrucksensor. In die Zentrifuge wird a@vikes Einmalsystem eingelegt, bestehend
aus der Latham-Glocke, den zu- und abfuhrendena8chén, die in einer Kassette in die
Rollerpumpe eingelegt werden, sowie einem Abfalieleund einem Transfusionsbeutel. Das
Gerat kann mit Zentrifugenglocken unterschiedlicGeo3e und mit unterschiedlichen Pro-
grammen betrieben werden und arbeitet halbautochai¥as Produkt hat einen Hkt von

50 - 60%.

Beim Fullvorgang wird die Zentrifuge in Rotationrsetzt und das Blut mit Hilfe der Roller-

pumpe vom Boden aus in die Glocke befordert (Abb. 7
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Flllphase: Beginnender Bluteinstrom, Fillphase: Uberstand flieRt ab,
Beginn der Fullung vom Glockenboden, Emytlyten bleiben in der Glocke
bei rotierender Glocke Beginn der

Separation

Fullphase: Separation bis Trenngrenze die Waschphase: einstromende Waschlésung
Glockenschulter erreicht (Hkt 50-60%) durchdringt sedimentierefafgthrozyten

Waschphase: abflieRender Uberstand klart Leeren-Phase, Glocke wird gestoppt,
sich auf Abpumpen der konzentrierten gewaschenen
ryEhrozyten

Abb. 7: Funktionsweise der Latham-Glocke (scherohésDarstellung aus Bedienungsanlei-
tung Electa, Sorin)
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Die Erythrozyten sedimentieren an die Glockenwamihrend sich der Uberstand (Plasma)
an der Glockeninnenseite sammelt und mit zunehmeriging Uber den zentralen Auslass
in den Abfallbeutel abfliel3t. In dieser ersten ,8&ionsphase” werden geléste Substanzen
entfernt, indem sie mit dem Uberstand verworfendear Ihre Konzentration dndert sich da-
bei nicht. Die Fullphase endet, sobald ein Detekidennt, dass der buffy-coat, also die
Trenngrenze zwischen Erythrozyten und Plasma, laeesoGlockenschulter erreicht. Bei ma-
ximaler Fullmenge wird dann automatisch der Wasdaog eingeleitet. Anschliel3end be-
ginnt automatisch die Waschphase, in der stattenait Blutes nun isotonische Kochsalzl6-
sung in die Glocke gepumpt wird. Die Kochsalzl6saiigchstromt dabei das Erythrozyten-
sediment und wascht geldste Substanzen wie Kalden foeies Hamoglobin und andere Pro-
teine aus, wodurch deren Konzentration sinkt. ieauch an der zunehmenden Klarheit der
in den Abfallbeutel abflieBenden Flussigkeit abgate Nachdem ein voreingestelltes Volu-
men an Waschlésung verbraucht ist, stoppt die #egé und es beginnt automatisch der

Prozess des Leerens, bei dem das gewaschene EK Ralransfusionsbeutel gepumpt wird.

Fur die vorliegende Studie wurden Latham-Zentrigjecken der Gréf3e 175 ml (BT175,
Sorin) verwendet und ein Waschvolumen von 1000Dak Gerat wurde in einem halbauto-

matischen Modus und in dem Programm ,Standardidistn.

3.3.2 OrthoPAT: Dynamic Disk

Abb. 8: OrthoPAT (Haemonetics) Abb. 9: Die dynamische Disk



15

Das Autotransfusionsgerat OrthoPAT der Firma Haegtios (Abb. 8) ist ebenfalls ein dis-
kontinuierlich arbeitendes System, d.h. mit eingrennten Full-, Wasch- und Leer-Phase. Im
Gegensatz zur Latham-Glocke ist die Zentrifugenkambeim OrthoPAT aber nicht starr
und von konstantem Volumen, sondern eine ,dynamidoisk” (Abb. 9). Sie besteht aus
einer oberen starren Kunststoffscheibe, welchezZdieund Ableitungen enthalt, und einer
elastischen Silikonfolie, die sich durch Vakuumdelmen und einer Gussform anschmiegen
kann (Abb. 10). Nicht eine Schlauchpumpe, sondéenAdisdehnung und elastische Ruck-
dehnung der Silikonmembran bewirkt hier das Fllled Entleeren der variablen Zentrifu-

genkammer mit Blut oder Waschldsung.

zZufiihrende Leitung

vom Reservoir : ? |E
F_H J : : \ EII—E_Retentionsring

- e

I

\ ‘ l :
,\.\t— _ /_/ \\__,f_/

Dynamic Disk }j_|‘-‘~ Zentrifuge
i

Abb. 10: Aufbau der dynamischen Disk (aus Betrialstung OrthoPAT, Haemonetics)

Das Gerat OrthoPAT ist speziell fur die automatséufarbeitung von Drainageblut nach
orthopadischen Operationen konzipiert und dahestddie geringe Gréf3e und die kurzen und
dinnen Schlauche besonders fiir die Verarbeiturigetddlutvolumina geeignet. Das maxi-
male Ausdehnungsvolumen der flexiblen Disk betl#gt ml. Das OrthoPAT-Gerat misst die
Fullung des Sammelreservoirs und startet bei estipnder Fillung automatisch mit der
Aufbereitung.

Zum Fdullen wird unterhalb der Silikonmembran eintétdruck angelegt und durch ihre Aus-
dehnung das Blut in die rotierende Kammer gesdgsrdiese mit 100 ml gefullt ist

(Abb. 11). Die Zentrifugalkraft trennt die Erythggen vom Uberstand (Plasma). Nun lasst
das Vakuum nach, die Silikonmembran zieht sichtiskas zusammen und der Uberstand mit
den gelésten Substanzen fliel3t in den Abfallbeatel(Separation). Dieses Abpressen des
Uberstandes stoppt, sobald ein Sensor am Auslas&myehrozytensediment detektiert. Ab-
hangig von der jeweiligen Diskfullung wird entwedssch einmal Blut aus dem Reservoir

entnommen oder der Waschvorgang wird gestarteteiDalvd statt mit weiterem Blut die
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Separationskammer nun mit Waschlésung aufgefultmiD ist das Waschvolumen relativ
gering und nicht vom Anwender beeinflussbar. Depdsationsvorgang steht fir die Sub-
stanzelimination ganz im Vordergrund, was mit einkeamen Produkthamatokrit von etwa
70% einhergeht. Das Waschvolumen ergibt sich aff@i@nz von 100 ml Diskvolumen und
der Diskfillung mit Erythrozyten. Nach weiterer Zingation werden wiederum die
Erythrozyten vom Uberstand getrennt und diesertd&etraktion der Membran in den Ab-
fallbeutel entsorgt. Schliel3lich wird das verbleide gewaschene EK in den Transfusions-

beutel tbergeleitet.

Fllen der Disk mit—
Wundblut

Erythrozytenkonzentrat

Plasma

v/
1| =
Vaklfjum /rr-
Fullen der Disk mit Wundblut Zentrifugation
|—#.—: i—.#—:

—Plasma/ Uberstand Abfluss Waschlosung wird zugefihrt —

Dynamic Disk

7 I

Druckleitung Vakuum

Plasma und Uberstand wird abgeleitet Waschlésung wird zugefihrt

' Enythrozytenkonzentrat

. Waschildsung wird
abgeleitet

-‘]:IT- |r|
Luftdruck Lufdruck

Zentrifugationund Ableitung des Uberstandes Ableiten des EK

Abb. 11: Funktionsweise der dynamischen Disk (aei@&sanleitung OrthoPAT, Haemone-
tics)
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3.3.3 C.A.T.S: kontinuierliches Autotransfusionssy&m

Abb. 12: C.A.T.S (Fresenius) Abb. 13: Separatiansiaer von C.A.T.S (aus
Betriebsanleitung C.A.T.S, Fresenius)

Das C.A.T.S Autotransfusionsgerét der Firma Frese(Abb. 12) arbeitet nach dem Elutria-
tor-Prinzip. Das Blut durchlauft dabei eine rotiete, schneckenférmige Waschkammer
(Abb. 13). Im Gegensatz zu den beiden vorher begmmen diskontinuierlich arbeitenden
Geraten laufen hier die unterschiedlichen Aufbargjsphasen zeitgleich an verschiedenen
Stellen ab, woraus sich die kontinuierliche Arbegse des Systems ergibt. Nachdem das
System mit Blut geftllt ist und sich eine gewissenge an Erythrozyten in einem Trog ange-
sammelt hat, fihrt jedes weitere Einfullen von Bluteinem kontinuierlichen AbflieRen von
gewaschenem EK mit einem hohen Hkt von 60 - 70%t, BVaschlésung und Produkt wer-
den dabei von drei getrennt geregelten Schlauchparbpfordert. Es gibt drei verschiedene
Programme, ,High Quality Wash®, ,Quality Wash* untlitra Flow Wash*, die sich in
Waschvolumen und -geschwindigkeit unterscheidee. Zvir Funktion notwendige Fullung



18

mit Erythrozyten kann erst am Ende der gesamterarbheftung durch einen Leervorgang
beendet werden.

Unter Rotation wird das Blut in die Doppelspirakr 8Vaschkammer gepumpt, die Erythrozy-
ten sedimentieren an die AuRenwand und der Uberqfalasma) flieRt mit zunehmender
Fullung ab (Abb. 14). Auf einer immer gréf3er werdem Kreisbahn flieRen die Erythrozyten
in einem Kanal, in dem sie an einer Stelle durctiedtende Waschlésung durchstromt und
aufgewirbelt werden. Danach sammeln sie sich gdveasevieder in dem Kanal, wahrend
Uberstand und Waschlésung an einem Ablass an dealidaenseite zum Abfallbeutel ab-
flieBRen. Am Ende der Schnecke steuert ein SensdBlattrog die Produktpumpe, die tber-

schissiges gewaschenes EK kontinuierlich in densfugionsbeutel pumpt.
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Washing Phase

Abb. 14: Funktionsweise von C.A.T.S (aus Betriebsmtumg C.A.T.S, Fresenius)
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In der Studie wurde das Programm ,Quality Wash* enitem Waschfaktor von 5 verwendet,

d.h. dem Fiunffachen des Blutvolumens an Kochsalngsls Waschvolumen.

3.4 Versuchsablauf

Zu Beginn eines jeden Versuches wurden die dreottanisfusionsgerate herstellergerecht
entsprechend ihrer jeweiligen Bedienungsanleitumigjegbaut, d.h. das ,Wasch-Set* einge-
legt. Um die eingesetzten Blutvolumina verlassiebssen zu kénnen, wurde in der Studie
auf das Sammelreservoir sowie den Transfusionsbéeieallen drei Geréaten verzichtet.
Beim OrthoPAT wurde das Reservoir allerdings mid 40l Kochsalzlésung beflllt, um den
Betrieb des Gerates Uberhaupt zu erméglichen (,DyReservoir’). Zur genauen Bestim-
mung der Blutvolumina wurde das TB dem jeweiligesr& Uber die gekirzte Ansaugleitung

aus einem Messzylinder angeboten und die hergest&K aus der gekirzten Produktleitung

in einen entsprechenden Messzylinder geleitet (ABh.

= Wazchidsung
b l2ct. Facl Leg

Ervthrozytenkonzentrat
\Volumenbestimmung Im

Testblut g [ = oyrlinder

MezszyInder |s

Autberetung |
Zertrifugation,
Waschan,
Separation

Abb. 15: Versuchsaufbau am Beispiel von ElectaquAtisschluss des Reservoirs und
Produktbeutels)
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Wegen des Verlustes an Erythrozyten bei der eistéiong der Wasch- und Schlauchsyste-
me und weil die Funktion der Gerate im laufendetriBe am verlasslichsten beurteilt und
miteinander verglichen werden kann, wurden die Bisysteme mit TB (TB 2) vorgefullt,
d.h. benetzt. Die diskontinuierlich arbeitendent&yse Electa und OrthoPAT wurden an-
schlieBend wieder geleert, das kontinuierlich aemeie C.A.T.S wurde gefullt belassen, wie
es fur dessen Betrieb notwendig ist. Die Testbfigprationen wurden bei allen drei Geraten
in der Reihenfolge TB 2 - TB 1 - TB 3 verwendeef®@ Studienprotokoll im Anhang). Die
Menge des angebotenen TB war so kalkuliert, das®eai dem diskontinuierlichen System
Electa mit der 175 ml-Glocke mindestens flur einarib&reitungsprozess (eine Glockenfll-
lung) ausreichend war. Die tatsachlich eingesaBgitmenge wurde dann anhand der Diffe-
renz von angebotener und im Zylinder als Rest w&sbher Menge errechnet. Den anderen
Geraten wurde ebenfalls genau diese Menge an T&oatgn. Jede Versuchsreihe wurde mit
dem Autotransfusionsgerat Electa begonnen, angdmok mit dem Gerat C.A.T.S fortgesetzt
und schlie3lich mit dem Gerat OrthoPAT beendet.

Bei Electa fand die Benetzung des Systems staténines mit 100 ml TB 2 vorgeftllt und
anschlieBend zweimal geleert wurde. Um immer euseachende Glockenflllung zu ge-
wahrleisten, wurden von TB 2 stets 400 ml angehoten TB 1 200 ml und von TB 3 800
ml. Als zweites wurden die Versuche mit dem konerich arbeitenden Gerat C.A.T.S
durchgefuhrt. Dabei wurde der Programmpunkt ,Qualifash” ausgewahlt. Bei diesem Ge-
rat wurden als erstes die Leitungen mit 200 mlilsteKochsalzlésung benetzt. Dann wurde
vor jedem Durchlauf mit dem entsprechenden TB Moitjebis das erste Produkt in den da-
fur vorgesehenen Messzylinder entleert wurde. Diecbldufe wurden durch Dricken der
Start-Taste automatisch begonnen. Wieder wurdelBii2 begonnen, wobei hiervon 300 mi
angeboten wurden. Dann wurde TB 1 vorgefillt unschhelRend 150 ml davon angeboten.
Als letztes wurde TB 3 vorgeflllt und 600 ml angedro Von den daraus entstandenen Pro-
dukten wurde das Volumen abgemessen und jeweisRriobe entnommen. Nach jedem der
drei Durchlaufe wurde jeweils zweimal geleert undtavon dieser weiteren Portion EK wur-

de das Volumen vermessen und eine Probe fur dierbabtimmung entnommen.

Als letztes Gerat wurde das diskontinuierlich adrele Gerat OrthoPAT getestet. Auch hier
wurde das Gerat anfangs mit 100 ml TB 2 vorgefignach wurden 300 ml TB 2 aus einem
Messzylinder angeboten und abhangig vom Gerat adngetwwelches Gesamtvolumen in wie

vielen Laufen bendtigt wurde. Das letztendlich vemadete Volumen konnte dann wieder am



22

Messzylinder abgelesen werden. Als nachstes wuz86rml TB 1 angeboten und wie eben
beschrieben verfahren. Anschliel3end wurden demt@ech 600 ml von TB 3 angeboten

und das wéahrend 3 - 5 Waschvorgéngen verbraucHteném abgelesen. Der Verarbeitungs-
prozess beinhaltet verschiedene Aktionen wie Fllbpressen, Waschen und Produkt.
Hierbei ist zu erwahnen, dass bei dem Lauf mit Tde3unterschiedlichsten Konstellationen,
was die Reihenfolge von Fillen, Waschen und Prashile¢erung betrifft, vertreten waren. So
war es einmal der Fall, dass die unmittelbare Ajgolon Fullen, Waschen und Produktent-
leerung eintrat, beim nachsten Waschvorgang jedo€idas erste Fillen ein zweites folgte
und dann erst gewaschen wurde usw. Die genaue rReite der verschiedenen Aktionen

wurde im Versuchsprotokoll vermerkt.

Von jedem der drei Ausgangsblutmengen wurde nagfédbger Durchmischung eine Probe

entnommen, welche der Blutgasanalyse und der Labensuchung unterzogen wurde. Nach
dem Aufbereitungsprozess erfolgte wiederum eineumenbestimmung des Produktes mit-
tels Messzylinder, sowie Probenentnahmen fir dietgdsanalyse und Laborauswertung.
Wahrend des Fullvorganges wurde stets darauf getadass das Schlauchende immer voll-
standig im Testblut versinkt, um ein Ansaugen vaift zu vermeiden. Das fiur einen Aufbe-

reitungslauf tatsachlich verwendete Testblutvolumende als Differenz von vorgelegtem

Volumen und Restvolumen nach dem Einfillen im Mgasder bestimmt.

Im Versuchsaufbau der Studie wurde die Leitung Retransfusionsbeutel durchtrennt und
das gewonnene EK stattdessen zur Probeenthahméalmahenbestimmung in einen Mess-

zylinder gesammelt. Nach jedem Durchlauf wurde neidmal zusétzlich die ,Leeren” Taste

betatigt, um sicher zu stellen, dass das in deddktteitung verbliebene EK ebenfalls in den
Messzylinder geleitet wurde. Dadurch war es moglaie Qualitat jedes EK der einzelnen

Aufbereitungsvorgange getrennt zu analysieren.

3.5 Messparameter

3.5.1 Probenentnahme

Bei jeder Probenentnahme wurden eine 4 ml EDTAt&dtrdonovette (No./REF 03.1397)
und zwei 15 ml Serum-Monovetten (No./REF 03.13%fjilit. Aus dem EDTA-Blut wurde
mit Hilfe des Analysegerates ADVIA 120 (Bayer) dileines Blutbild angefertigt. Vor der

Entnahme wurde auf eine gute Durchmischung des8lgeachtet, um Sedimentationsvor-
gange zu vermeiden. Zudem wurden die Proben m&gliditnah ins Zentrallabor der Uni-
versitatsklinik Regensburg gebracht, um auch higgliohe Fehlerquellen zu minimieren.
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Die Serum-Monovetten wurden jeweils mit der Megafdg0 R (Heraeus) finf Minuten bei
4000 U/min (3100 g) und einer Temperatur von 5°@trfeigiert und die Uberstande mit
Einwegpipettenspitzen in Eppendorf-Cups Uberfulmd ebenfalls ins Labor zur Messung
gebracht. Die Uberstande zur Messung der WerteGitiat und Imeron wurden zunachst
eingefroren, um zu einem spéateren Zeitpunkt im Later Anadsthesiologie vermessen zu
werden.

Zudem wurde mit dem Blutgasanalysegeréat Rapidpflat(Bayer) vorab eine Messung aller
Proben durchgefiihrt, um den Hkt zu bestimmen undreUberblick tiber die anderen Werte

zu erhalten.

3.5.2 Laborbestimmungen

Aus dem TB und dem autologen gewaschenen Eryttenkghzentrat (AGEK) wurden je-

weils folgende Parameter bestimmit:

* Hamatokrit
« Gesamteiweild
* Hamoglobin

* Freies Hamoglobin

e« Kalium
e |meron
e Citrat

Aus der EDTA-Probe wurde mit dem Gerat ADVIA 12Gg@r) ein kleines Blutbild erstellt.

Der Hkt ist ein errechneter Wert. Mittels genornientrifugation setzen sich die Erythrozy-
ten vom Plasma ab und der Anteil an Erythrozyten@G@samtblutvolumen kann bestimmt
werden.

Die Bestimmung des Hamoglobins erfolgte in zweiri@n. Zunachst wurden alle Erythro-
zyten lysiert und somit das Hamoglobin freigeseizt.zweiten Schritt wurde dann das im
Hamoglobin enthaltene Hameisen von Fe2+ zu Fe3diaxi Bei der anschlielenden Bin-
dung an das im ADVIA 120 HGB Reagenz enthaltenenigiyantstand das Reaktionsprodukt.
Aus dem Serumiuberstand wurde die Konzentration esa@tprotein mit Hilfe des Analyse-
gerates ADVIA 1650 (Bayer) photometrisch bestimBri diesem Verfahren reagieren die
Peptidbindungen der Proteine mit den im Biuret-Readoefindlichen Kupferionen zu einem

violetten Komplex. Die Intensitat des violetten @anschlags verhalt sich linear zur Anzahl
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der Peptidbindungen und damit der Masse an Pro@&@messen wird der Anstieg der Ab-
sorption bei 546 nm.

Ebenfalls aus dem Uberstand wurde das freie Harhisghoit dem Analysegeréat BN ProSpec
(Siemens) mittels Immunnephelometrie gemessen.lmunnephelometrie basiert auf der
Wechselwirkung zwischen Antikdrpern und AntigenBei der Messung werden Antikorper
verwendet, die hochspezifisch an das extrazellygéggene, freie Hamoglobin binden und es
somit zur Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexdtommt [22]. Zur Quantifizierung
werden Lichtstrahlen durch die Kivette geschicig,ahnn an den Komplexen gestreut wer-
den. Das Streulicht wiederum wird durch ein Lingstesm auf einen Photodetektor fokus-
siert.

Die Kaliumkonzentration wurde mittels einer iondekgven Elektrode bestimmt

ADVIA 1650 (Bayer). Diese bestimmt potentiometristile lonenaktivitat der Kaliumionen,
die dann vom Gerat als entsprechende Konzentratigageben wird.

Imeron und Citrat wurden im Labor der Anastesiadognittels High-performance liquid
chromatographie (HPLC) (Agilent 1090 mit Agilent DADetektor) vermessen [20]. Bei der
HPLC handelt es sich um ein physikalisch-chemisdireanverfahren, bei dem die zu unter-
suchende Substanz zusammen mit einem Laufmittelsagenannten mobilen Phase (auch
~Elutionsmittel* oder ,Eluent” genannt) durch eifl@ennsaule gepumpt wird, welche die
stationare Phase enthalt.

Die mobile Phase ist ein Losungsmittel bzw. -gemiseelches mit hohem Druck durch die
Saule gepresst wird und somit die zu analysierérdbe, die am Saulenanfang aufgegeben
wird, durch die Saule transportiert.

Die einzelnen Bestandteile der Probe wandern witedlich schnell, weil sie durch Wech-
selwirkungen mit der stationaren Phase untersdbfedtark aufgehalten werden. Wechsel-
wirkt ein Bestandteil der zu untersuchenden Subzstaark mit der stationaren Phase, ver-
bleibt er relativ lange in der Saule. Wechselwekthingegen schwach mit der stationaren
Phase, verlasst er die Saule friher. Je nach Stiieker Wechselwirkungen erscheinen die
Bestandteile der Substanz zu verschiedenen Zeden Retentionszeiten) am Ende der
Trennsaule, an dem sie dann mit einem geeignetéekide nachgewiesen werden konnen.
Die Messwerte stellt man als Kurve dar und erhattuich das Chromatogramm. Die einzel-
nen Erhebungen nennt man Peaks. Die Zahlen obetbalPeaks sind die sog. Retentionszei-
ten (in Minuten). Das ist die Zeit vom Start deradyse bis zur Detektion des Peaks. Man

erkennt einen bestimmten Stoff an der Retentiohszei
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Die Flache unter den Peaks ist proportional zukimzentration des Stoffs. Will man die
Konzentration einer chemischen Substanz bestimmerkann man dies tun, indem man
Standards dieser chemischen Substanz mit bekaKoterentrationen herstellt und die Peak-
Flache der Standards mit den Peak-Flachen der&@wubist den Proben vergleicht
(Wikipedia/www.med4you.at).

Das zu messende Imeron und Citrat wurde zunachEppendorfcups eingefroren, fir die
Messung aufgetaut und bei 13000 U/min zwei Minuserg zentrifugiert. Von den Citratpro-
ben wurden je 20 ul Uberstand in Microvials Ubgdra und 20 pl zur Messung injiziert.
Hierbei wurde eine sterile 23,35%-ige Natriumcdraydrat-Stammlésung in einer externen
Calibration im Bereich von 23,34 ppm (76,6 pmddb 233400 ppm (766 mmol/l) eingesetzt.
Die Chromatographie erfolgte bei 210 nm. 0,3 ml/mésung wurde zunachst durch zwei
Saulen geleitet und gradientenabhangig eluiert amgthlieRend gefiltert (Poren: 0,45 um,;
RC 55, Schleicher & Schuell Corp., Dassel).

Bei der Messung von Imeron wurde eine Imeron-Madigaten-Stammldsung in einer exter-
nen Calibration im Bereich von 1,2 bis 1224 pg/migesetzt. Hier wurden lediglich 5 pl
injiziert und bei 254 nm vermessen. Die Nachweispedag beim Imeron bei 0,7 pg/ml, wel-
che durch die B.E.N. 2.0 Software (Universitat Hdderg) ermittelt wurde.

Die Quantifizierung von Citrat wurde durch exte@alibration mittels Natriumcitratdihydrat
erreicht. Der Calibrationsbereich erstreckte sioh V6,6 pmol/l bis 766 mmol/l. Die Chro-
matographiebedingungen waren: ein Fluss von 0,Biiml{iber eine Saule von Phenomenex
(Aqua C18, 125 A, 150x2 mm) und einer Vorsaule Bhemex AJO-4288. Laufmittel war
0,25 % KHPO, und 2,5 mmol/l Tetrabutylammoniumhydrogensulfafgua dest. mit konz.
H,PO, auf pH 2 titriert und 2 % Methanol. Die Detektitamd bei 210 nm statt.

3.5.3 Auswertung

Aus dem Probenmaterial wurden folgende Parametecheet:
* Produkt-Hamatokrit

Erythrozytenausbeute

* Plasmaauswaschrate (Protein)

» Plasmaauswaschrate (freies Hb)
* Plasmaauswaschrate (Kalium)

* Plasmaauswaschrate (Citrat)

* Plasmaauswaschrate (Imeron)
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Erythrozytenausbeute in % = 100 x (Vol, x Hkt., / Vol x Hkt.,)

Plasma Elimination in % = 100 - 100 X (V@ ps X Cexinst! VOlrainst X Craunsd
mit Volypst = VoI x (1- Hkt/100)

Vol = Volumen

TB = Testblut

EK = gewaschenes Erythrozytenkonzentrat
Hkt = Hamatokrit

Ubst = Uberstand

C = Konzentration der jeweiligen Plasmasubstane(déuswaschrate bestimmt wurde)

3.6 Statistik

Die Verwaltung der Studiendaten erfolgte mit denbdlkenkalkulationsprogramm MS Excel
7.0 (Microsoft Inc., USA). Zur statistischen Auswarg wurde das Statistikprogramm SPSS
(Statistical Program for the Social Sciences) flinélgws 7.0 (SPSS Inc., USA) benutzt. Die
guantitativen Variablen wurden als Mittelwert unti®lardabweichung deskriptiv beschrie-
ben. Zur Prufung der Normalverteilung der Wertegarpwurde der Kolmogorov-Smirnov-
Test angewendet. Fir abhangige/verbundene Stichpratirde der Wilcoxon-Test herange-
zogen, welcher Werte aus den Stichproben zusamiménfiid eine Rangliste nhach Absolut-
werten aufstellt. Allen Daten wird so eine Rangzaldgeordnet. AnschlieRend trennt man die
beiden Stichproben wieder und addiert die Rangmalejeder Gruppe. Durch Einsatz in
Formeln und Hinzuziehen von Tabellen ergibt sich Signifikanz. Das Signifikanzniveau
wurde durch den p-Wert dargestellt. P-Werte kle@b wurden als signifikant beurteilt, p-
Werte kleiner 0,01 als hoch signifikant, p-Wertélggr 0,05 sind wurden als nicht signifikant

interpretiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Konservenblut

Die vereinigten EK (TB 1) zeigten einen Hkt von

62,1 + 1,7 (61 - 65) %,

einen Proteingehalt von 12,2 £ 1,6 g/l,

ein freies Hamoglobin von 6,4 = 2,4 g/l (entsprexheiner Hamolyse von 1,1%),
einen Kaliumgehalt von 70,3 + 10,5 mmol/l und

ein Citrat von etwa 425 mg/I (1,6 mmol/l).

4.2 Konservenblutaufbereitung mit Electa

Die experimentelle Aufbereitung wurde entsprechéech Studienprotokoll aus Tab. 2 (An-
hang) durchgefiihrt. Die Ergebnisse aller acht M#rsteihen zeigten geringfligige Abwei-
chungen, die jedoch in einem deutlichen Gesamtaigelusammengefasst werden konnten.

GrolRere Unregelmaligkeiten konnten ausgeschlosseten.

4.2.1 Erythrozytenausbeute

Die Ausbeute beim ersten Beflllen der Electa ndtverdinntem TB 2 (400 ml; Hkt 32,3% +

0,7) belief sich im Durchschnitt auf 93,56% (+1,7R)e Erythrozytenausbeute beim zweiten
Lauf mit unverdinntem TB 1 (200 ml; Hkt 62,1% +I&g bei 95,09% (+1,72). Beim dritten

Lauf mit dem 1:4 verdinnten TB 3 (800 ml; Hkt 16,290,6) konnte durchschnittlich eine

Ausbeute von 95,36 (£1,63) erzielt werden. Bei deerdt Electa waren die Ergebnisse be-

zuglich der Ausbeute fur das unverdinnte und désvérdiinnte Testblut sehr &hnlich. Das
1:2 verdinnte TB ergab einen geringeren AusbeuteVegr aber trotzdem weit Uber dem ge-

forderten Sollwert von mindestens 80%.
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Ausbeute EK in %

TB1 TB2 TB3 TB1 TB2 TB3 TB1 TB2 TB3
ELECTA CATS OrthoPAT

Abb. 16: Erythrozytenausbeute

4.2.2 Produkthamatokrit
Der Produkthamatokritwert lag im Durchschnitt mB T bei 56,06% + 1,59, mit TB 2 bei
54,38% £ 0,83 und mit TB 3 bei 53,76% + 0,75.
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Abb. 17: Produkthamatokrit
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4.2.3 Elimination von Protein
Die Eliminationswerte fur Protein ergaben fur TB9,67% + 5,56, fur TB2 89,11% + 2,72
und fur TB 3 93,34% + 2,36. Hier zeigte sich, ddes Ergebnisse fur die Elimination von

Protein mit steigender Verdinnung héher ausfielealiglich TB 3 erfullte den geforderten

Plasmaeliminationswert von mindestens 90%.

100

T 1 T

Proteinelimination in %

TB1 TB2 B3 TB1 B2 TB3 TB1 B2 B3
ELECTA CATS OrthoPAT

Abb. 18: Elimination von Protein

4.2.4 Elimination von freiem Hamoglobin

Dieser Trend setzte sich auch in den Eliminatiomsameftr das freie Hamoglobin fort, wobei
hier insgesamt gesehen die niedrigsten Eliminatiebnisse erzielt wurden. Im Durch-
schnitt lag der Wert fir TB 1 bei 51,07% + 9,24, T8 2 bei 75,24% + 6,57 und fur TB 3 bei
81,56% =+ 4,06. Was die Elimination von freiem Hamobg betrifft, konnten keine Werte die

geforderten 90% erreichen.
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100

freies Hb Elimination in %

TB1 TB2 B3 TB1 B2 B3 TB1 TB2 B3
ELECTA CATS OrthoPAT

Abb. 19: Elimination von freiem Hamoglobin

4.2.5 Elimination von Kalium
Die Eliminationsrate fiir das Kalium belief sich fliB 1 durchschnittlich auf 95,03% + 1,36,
fur TB 2 auf 96,92% + 0,55 und flr TB 3 auf 97,99%0,36. Die Kaliumelimination bei dem

Gerat Electa war umso geringer ausgefallen, je éwtnizrter das Testblut war, konnte aber

stets die geforderten 90% Ubertreffen.
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Kaliumelimination in %

TB1 TB2 TB3 TB1 TB2 TB3 TB1 TB2 TB3
ELECTA CATS OrthoPAT

Abb. 20: Elimination von Kalium

4.2.6 Elimination von Citrat
Die Citratelimination lag mit TB 1 bei 43,27% + 88, mit TB 2 bei 66,69% * 34,49 und mit
TB 3 bei 91,26% + 7,26 und damit konnte nur fir IBie 90%-Marke Uberschritten werden.
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Abb. 21: Elimination von Citrat
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4.2.7 Elimination von Imeron

Bei der Imeronelimination konnten insgesamt diehisten Ergebnisse erzielt werden. So war
der Wert fur TB 1 94,24% + 2,77, fur TB 2 98,1799 %5 und fur TB 3 99,34% + 0,25 und
damit bei allen drei weit Gber 90%.
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Abb. 22: Elimination von Imeron

4.3 Konservenblutaufbereitung mit C.A.T.S

Die experimentelle Aufbereitung mit dem Autotrarssfunsgerat C.A.T.S konnte entspre-
chend dem Studienprotokoll (Tab. 2) durchgefuhntdea. Fur das C.A.T.S-System konnten
die einzelnen Messparameter durch die Anderungveediinnung des TB beeinflusst wer-

den.

4.3.1 Erythrozytenausbeute
Die Erythrozytenausbeute bei den drei LAufen mih d2A.T.S-Gerat lag mit TB 1 (unver-

dunntes TB), von dem jeweils 150 ml angeboten wuir@ei einem Anfangshamatokrit von
durchschnittlich 62,1% + 1,7) im Durchschnitt b&,09% * 14,79, mit TB 2 (1:2 verdinntes
TB, von dem 300 ml angeboten wurden, mit einemragiféhen Durchschnittshamatokrit von
32,3% % 0,7) bei 88,05% + 12,50 und bei TB 3 (1rdlinnung, von welcher 600 ml ange-
boten wurden, mit einem durchschnittlichen Anfarggshtokrit von 16,2% * 0,6) lag die
Erythrozytenausbeute bei 94,96% + 5,89. Es zeigte also bei dem Gerat C.A.T.S, dass
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hohere Werte flr die Ausbeute mit dem verdunnterefifBicht werden konnten als mit dem
unverdinnten. Der Ausbeutewert fir TB 1 lag damagp unter den geforderten 80%, wah-
rend die beiden verdinnten Blutldsungen den geftaxdesollwert tberstiegen.

4.3.2 Produkthdmatokrit
Fur TB 1 wurde als Produkthdmatokritwert durchstthelh 59,3% + 3,7 errechnet, fir TB 2
56,5% + 2,2 und fur TB 3 61,7% +5,9.

4.3.3 Elimination von Protein
Die Proteinelimination war mit TB 1 55,25% + 12,7dit TB 2 88,05% + 12,50 und mit TB 3
91,85% + 1,67. Die Elimination war wieder umso hdlpe starker die Verdinnung war, aber

nur TB 3 konnte die geforderten 90% erzielen.

4.3.4 Elimination von freiem Hamoglobin

Auch bei der Elimination von freiem Hamoglobin zeigich erneut, dass die Auswaschrate
bei verdiinntem TB hoher lag. So betrug der Werlirl 26,78% + 22,58, fur TB 2 71,45%
+ 8,46 und fur TB 3 80,07% = 6,28. Auch bei C.A. k& nte der Sollwert fur die Eliminati-

on von freiem Hamoglobin von mindestens 90% nictdieht werden.

4.3.5 Elimination von Kalium
Die Eliminationswerte fur Kalium betrugen fir TB7D,99% + 15,00, fur TB 2 92,00% *
3,15 und fur TB 3 97,67% = 0,39. Hier konnten deaden verdinnten Blutlésungen den

Sollwert erftllen.

4.3.6 Elimination von Citrat
Die Citratelimination bei den Durchlaufen mit demAd.S-Gerat ergab Werte fiur TB 1
38,98% + 60,18, fur TB 2 81,12% + 23,78 und fur 3B53,63% * 103,64. Alle drei Werte

lagen unter den geforderten 90%.

4.3.7 Elimination von Imeron
Fur TB 1 lag die Imeronauswaschrate bei 40,56% 5@ 7#ur TB 2 bei 94,42% + 3,30 und
fur TB 3 bei 99,13% + 0,37. Auch bei dem Gerat C.A.erzielten die Imeronmessungen die

hdchsten Auswaschraten.
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4.4 Konservenblutaufbereitung mit OrthoPAT

Das in der Versuchsreihe zuletzt getestete Geratdas OrthoPAT. Auch dieses Gerat zur

MAT zeigte unterschiedliche Messergebnisse beigeschiedenen Verdinnungen.

4.4.1 Erythrozytenausbeute

Beim OrthoPAT war die Ausbeute fir TB 1 51,96% 553(200 ml TB 1 wurden angeboten,
der Ausgangshamatokrit lag bei durchschnittlich08% + 1,85). Die Erythrozytenausbeute
lag fur TB 2 bei 86,78% + 5,92 (hiervon wurden #3nl angeboten und der Anfangshama-
tokrit betrug im Durchschnitt 31,9% + 0,61) und B 3 bei 92,83% + 3,71 (von TB 3 wur-
den 600 ml angeboten und der anfangliche Durch#shématokrit war 16,41% + 0,47). Hier

zeigte sich also fur das unverdinnte TB ein sigaift niedrigerer Wert fir die Erythrozyten-
ausbeute, wahrend die Ausbeute der beiden verdiuiBitelosungen tber dem geforderten
Sollwert von mindestens 80% lag.

4.4.2 Produkthamatokrit

Der Produkthamatokrit lag beim OrthoPAT hoch. Earkte fir TB 1 ein Produkthamatokrit
von 73,0% + 1,4 gemessen werden. Fur TB 2 wurd®anchschnittswert von 72,8% + 1,76
gemessen und fur TB 3 72,1% = 1,0.

4.4.3 Elimination von Protein

Die Auswaschrate fur Protein wurde fur TB 1 mit33 + 11,13 gemessen, fur TB 2 mit
89,32% * 2,14 und mit 91,81% + 2,21 fur TB 3. Lédiy TB 3 erreichte den geforderten

Sollwert von 90%.

4.4.4 Elimination von freiem Hamoglobin
Fur TB 1 lagen die durchschnittlichen Eliminatiomste bei 69,47% + 20,22, fir TB 2 bei
77,54% + 9,01 und fur TB 3 bei 79,54% + 7,93. Earke beim OrthoPAT bei keiner der

Blutldsungen ein Wert Glber 90% gemessen werden.

4.4.5 Elimination von Kalium
Die Auswaschrate fur Kalium betrug fur TB 1 im Dischnitt 89,74% + 8,19, fir TB 2
94,48% + 1,08 und fur TB 3 97,14% + 0,52. Fur dééden verdinnten Blutlésungen konnte

der Sollwert erreicht werden.
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4.4.6 Elimination von Citrat

Die Eliminationswerte von Citrat stiegen mit derrdfignnung an und ergaben somit fur TB 1
79,03% + 14,37, fur TB 2 91,09% + 5,03 und fur TB318% * 6,67. Auch hier konnten
wieder TB 2 und TB 3 das geforderte Ziel von 90%eden.

4.4.7 Elimination von Imeron

Fur Imeron konnten wieder die hochsten Auswaschrateielt werden. So wurde fir TB 1
durchschnittlich ein Wert von 86,26% + 13,61 eratiftfir TB 2 96,40% + 1,62 und fir TB 3

98,48% £ 0,69. Damit lagen aber wieder nur die inenden Blutlésungen tber 90%.

5 DISKUSSION

5.1 Indikationen und Problematik beim Waschen von K

Die Transfusionsrichtlinien [1] definieren bestinentvenige Indikationen fur ein “gewasche-
nes Erythrozytenkonzentrat”, namlich fir die Traissdn bei Patienten mit einem IgA-
Mangel oder Eiweil3unvertraglichkeiten, sowie fimeeMassivtransfusion bei Neugeborenen,
insbesondere mit bestrahltem Blut. Das WascherEdghrozyten reduziert die Kaliumkon-
zentration und das Auftreten anaphylaktischer Rea&h gegen Plasmaproteine. Ein EK
wird dabei durch intensives Waschen mit 0,9%igechéalzl6sung und Resuspension in ste-
riler Kochsalzlésung oder Additiviosung zu einenodrrkt mit der Bezeichnung ,gewasche-
nes Erythrozytenkonzentrat”. Es ist das Ergebmerearbeits- und kostenaufwendigen Pro-
zedur, und hat eine stark reduzierte Lagerbarl@it24 Stunden und einen Verlust von 10 -
20% der Erythrozyten zur Folge. Aul3erdem erhohtdsgiebige Bearbeitung die Gefahr von
Verwechslungen und bakterieller Kontamination [3&]der klinischen Routine bedeutet es
zudem eine Verzdgerung der Transfusion um etwass8timden. Uber die Veranderungen
durch eine Lagerung nach dem Waschen in NaCl gibtue begrenzte Angaben. Es wurde
ein Anstieg an freiem Hamoglobin, an Laktat undazellularem Kalium, ein Absinken des
pH-Wertes und ein erheblicher Verlust an 2,3-Dighagylyzerat (2,3-DPG) in einer 6-
Stunden-Periode nach dem Waschen beschriebend 144}

Die Nutzung eines Gerétes, das zur intraoperafi&i sowieso schon eingesetzt ist und das
fast baugleich mit den Waschzentrifugen im Blutdapty konnte eine kostenguiinstige Mdog-
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lichkeit sein, um patientennah Blutkonserven im @penssaal zu waschen [8]. Das Risiko
einer Verwechslung oder Kontamination sollte daetitlich verringert sein und der Nachteil

einer Qualitatsminderung nach dem Waschen minimiert

5.2 Besonderheit der Studie hinsichtlich der Bereatung der Eliminations-

raten in Mengenangaben

Die vorliegende Studie bestatigt frihere Berichbertdie wirkungsvolle Verringerung der
Konzentration von Kalium und freiem Hamoglobin inewpaschenen Konserven
[21, 23, 40, 45] und liefert zusétzlich neue Infatianen tber den Einfluss von geratespezifi-
schen und prozessspezifischen Bedingungen. Inrdg&iselie wurden die Eliminationsraten
aus den Mengen von Substanzen vor und nach demh@fasecrechnet, und nicht wie in fri-
heren Untersuchungen aus den Konzentrationen 3,85, 43]. Die Aufbereitung des Blu-
tes in Autotransfusionsgeraten beruht namlich awéizZPrinzipien: der Zellseparation und
dem Waschschritt. Bei ersterem wird ein erheblidh@eil an Plasma und l6slichen Bestand-
teilen nach Abtrennung von den Zellen mit dem Utagd verworfen, ohne dass sich an ihrer
Konzentration etwas andert. Erst im zweiten Schntert sich mit Zugabe der Waschlésung
auch die Konzentration. Deshalb unterschétzt emfddd Vergleich der Konzentrationen vor
und nach der Aufbereitung die Elimination der Veaimigungen, wahrend die Belastung und
Gefahrdung des Patienten von der Gesamtmenge dmsta®u und der Transfusionsge-
schwindigkeit abhangt. Zusatzlich verfalscht unscbwert eine Berticksichtigung allein der
Konzentrationen den Vergleich verschiedener Autdiasionsgerate, die sich im Produkt-
Hamatokrit unterscheiden, und damit im Volumen déerstandes als Verteilungsvolumen
der Restkontamination. Aus diesen Griinden ist dimiationsrate berechnet aus den Sub-
stanzmengen geeigneter als Konzentrationsangalb#r-vergleiche, um die Auswaschleis-

tung von Autotransfusionsgeraten zu beschreibeh [14

5.3 Bewertunqg der Eliminationswerte der untersuchte Substanzen

In der vorliegenden Untersuchung wurden in den t@eigallen Eliminationsraten von tber
90% erreicht, wie es als Mindestanforderung fur I@itakontrollen der MAT gefordert und
verwendet wird [14]. Die héchsten und am bestenodyierbaren Werte wurden fir Imeron
gemessen, einem Rontgenkontrastmittel, das als évidik die Plasmaelimination dem TB
zugefligt wurde. Im Gegensatz zu Kalium und freieamidglobin wird die Konzentration
dieser Markersubstanz nicht durch Hamolyse veitidsgie sie durch den Aufbereitungsvor-

gang oder bei der Probenabnahme und —verarbeitntrgten kann. Tatsachlich ist davon
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auszugehen, dass alle geldsten Substanzen inajieibtalle zusammen mit dem Plasma ent-
fernt werden, wenn sie nicht von Blutzellen absemtboder aufgenommen werden. Die beo-
bachteten Unterschiede zwischen den verschiedetodfers sind daher als Verfalschungen
anzusehen, die durch andere Faktoren hervorgewdesten, etwa den Methoden oder Bedin-
gungen des Nachweises. Niedrige oder stark vamiereAusgangskonzentrationen, wie sie
z.B. in gelagerten EK fur Kalium, Gesamteiweil3 odetem Hamoglobin vorliegen, erschwe-
ren und verféalschen die Messung einer Eliminat@at@sdurch Verschiebung in einen ungins-
tigen Messbereich und breite Streuung der Wertes it voraussichtlich die Ursache fur die
niedrigeren und ungenaueren Eliminationswerte visrei® und freiem Hamoglobin im Ver-
gleich zu Imeron. Ein anderer wichtiger Grund féls€h niedrige Ergebnisse ist die Neubil-
dung der Verunreinigung gleichzeitig mit ihrer Eilivation. Das bedeutsamste Beispiel fur
einen solchen ,gemischten Parameter” ist das tgéimoglobin. Schon die geringste Hamo-
lyse fuhrt zu einem erheblichen Anstieg von extital@@em Hamoglobin, wahrend Parameter
wie das Gesamteiweil3 davon so gut wie nicht baeesflwerden. Im Produkt tauscht der ho6-
here Hamoglobinwert eine falsch niedrige Auswagehvar. Andere Faktoren sind fur die
vergleichsweise zu geringen Eliminationswerte fiira€ verantwortlich, namlich z.B. Interfe-

renzen mit anderen UV-absorbierenden Substanz&idasma bei der HPLC.

5.4 Beurteilung der Auswaschleistung der drei Gera

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass mit derat&lecta oder mit den anderen geteste-
ten Autotransfusionsgeraten nach Vorverdiinnung leaiie Kaliumelimination erreicht wird,
mit der mittlere Konzentrationen von extrazelluféd¢aliumionen von 70,3 mmol/l in den
Blutkonserven auf 2,8 mmol/l in den gewaschenengéienkt werden. Die beobachtete Re-
duktion der Kaliumionenkonzentration von im Miti#,3 auf 2,8 mmol/l ist ausgepragter als
sie fur C.A.T.S (von 16 auf 7 mmol/l) [23], Eledtzon 48 auf 7 mmol/l) [40], oder C.A.T.S
und Cell Saver(von 52 auf 4 mmol/l) [45] in der Literatur besigtren ist. Aus den Ergebnis-
sen kann berechnet werden, dass mit jedem EK narMenge von 0,2 statt 6,7 mmol Kali-
um in der ungewaschenen Konserve einem Patiergesftmdiert wird.

In der Literatur finden sich Studien, in denen Wéaschen von Blutkonserven mit C.A.T.S,
Electa, und Cell Saver (Haemonetics) untersuchde{23, 40, 45], aber die Ergebnisse sind
wegen der Unterschiede in den Versuchsbedingungeh den Qualitatsparametern nur
schwer vergleichbar. In der vorliegenden Untersanghwurden drei Autotransfusionsgerate,
die auf unterschiedlichen technischen Grundlagemhas, unter identischen Bedingungen

und mit demselben TB getestet, um einen direktemglgeh zu ermdéglichen. Fur OrthoPAT
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waren fur diese Applikation keine Vordaten verfuglizie auffalligsten Unterschiede wurden
bei der Aufarbeitung von unverdinntem Konservenb&gbachtet. Im Gegensatz zu dem auf
der Latham-Glocke basierenden Gerat Electa zeigieranderen beiden Systeme nur eine
eingeschréankte Auswaschleistung unter diesen Badgen (Abb. 18-22). Es ist auffallend,
dass es sich gerade um die Geréate handelt, diea eesonders hohen Produkt-Hamatokrit
liefern. Und es ist festzuhalten, dass alle Autwtfasionsgeréte fir einen viel geringeren
Hamatokrit als den von Blutkonserven entwickelt gedaut und optimiert worden sind. Sie
sind auf die Verarbeitung von Wundblut mit einemmddokrit von 5 - 20% ausgerichtet und
nicht auf einen Hkt von 60% wie der von EK. Die &bgisse dieser Studie legen nahe, dass
eine Vorverdinnung die Waschqualitat wesentlictbessert. Dies ist vor allem relevant fur
C.A.T.S und OrthoPAT, deren Leistungseinschrankdiagit einfach und effektiv iberwun-
den werden kann. Nach einer Vorverdiinnung waremekéinterschiede zwischen den Gera-

ten und gleichermal3en ausgezeichnete Auswaschmategrzeichnen.

5.5 Beurteilung der Erythrozytenausbeute der drei @réte

Es genugt nicht, nur die Elimination der verschiremte Substanzen zu betrachten, da das
Auswaschen des Plasmas mit seinen Verunreinigunggt zu Lasten der Erythrozyten-
Wiedergewinnung stattfinden sollte. Mit OrthoPATneei der Verarbeitung von unverdiinn-
tem Konservenblut die Plasmaauswaschrate akzeptdieeErythrozytenausbeute aber ge-
genuber Electa oder der Aufbereitung von vorvertemrBlut deutlich vermindert (Abb. 16).
Der erhohte Erythrozytenverlust beim Waschen vowerdiinntem Konservenblut mit
C.A.T.S kénnte mit dem fur dieses Gerat ungewdhnfiedrigem Hkt von nur 38,9% im
Mittel, zumindest beim ersten Lauf, zu tun habell.[Auch in anderen Studien wurden beim
Waschen von Blutkonserven geringere Ausbeutewdstba der Wundblutaufbereitung be-
schrieben [40, 45]. Wieder I6st eine Vorverdinnadiag Problem der beeintrachtigten Leis-
tung. Die vorliegende Studie zeigt, dass nach a&fimeverdiinnung des Konservenblutes auch
mit C.A.T.S und OrthoPAT die Qualitatskriterien,nmiéch eine Erythrozytenausbeute von

Uber 80%, erreicht werden [14].

5.6 Problematik und L6ésungsansatz fur die klinisché\nwendung

In der Klinischen Praxis wird zum Waschen die Bhmgerve gewohnlich einfach in das Re-
servoir gefullt [21, 23, 37]. Dabei werden die Hrgizyten dem Vakuum ausgesetzt. Im Ge-
gensatz zu frischem Spenderblut oder zu Wundbkit, dind jedoch gelagerte Erythrozyten
aul3erst empfindlich gegenuber Vakuum und Absau@ligl5]. Um die Erythrozyten nicht
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dem schéadigenden Einfluss von Unterdruck und Lufilsehung auszusetzen, d.h. um Ha-
molyse zu vermeiden, wurde in der vorliegenden kdotehung das TB direkt in die Zentrifu-
genkammer des jeweiligen Gerates gefillt. Die bkeigorgehensweise ist auch fir die klini-
sche Anwendung zu empfehlen. Ein Y-Schlauchstiek eth T-Konnektor kann eingesetzt
werden, um Reservoir und Vakuum zu umgehen, wia &bb. 23 zu sehen ist. Solche Kon-
nektoren und Schlauchsticke sind durch die Auteftmmonsgeratefirmen verfigbar, um
Blutproben aus dem Reservoir fur Qualitatskontrobmtnehmen zu kénnen [15]. Zum Wa-
schen von Konservenblut trennt eine Schlauchklerdimeverbindung zwischen Blutbeutel
und Zentrifugenkammer vom Reservoir, in dem untakiim weiter Wundblut gesammelt
werden kann. Damit wird auch das Wundblut vom Koveablut getrennt, was damit die
Regel erfillt, dass zum Arzneimittel ,Blutkonservathts auf3er Kochsalzldsung oder Stabi-

lisatorlésung zugemischt werden darf (Richtlinie®.3).

Bei der klinischen Anwendung kann eine 1:2-Verdimneinfach erreicht werden, indem in
der Fullphase sowohl der Zulauf vom Blutbeutelaalsh von einer Kochsalzlésung an einem
Dreiwegehahn offen ist (Abb. 23). Das Waschen eBiatkonserve benétigt 5 - 7 Minuten
und gewdhnlich ist ein Autotransfusionsgerét volsr@ichend, um abwechselnd Konserven-
blut und Wundblut zu verarbeiten. Um eine Hypegalie zu vermeiden, ist es nicht unbe-
dingt notwendig, jeden Fremdblutbeutel vor der $fasion zu waschen. Notfalls kann aber

auch ein zweites Autotransfusionsgerat hinzugezegeden.

5.7 Relevanz und Auswirkung weiterer Substanzen fudie Transfusion

Nur wenige der Kontaminationen in gelagertem Koveselolut wurden in dieser oder anderen
Studien untersucht. Viele weitere haben wichtigadgische Wirkungen und klinische Rele-
vanz, die eine Transfusion zu einem negativen Rregfaktor und einem unabhangigen Risi-
kofaktor flr Multiorganversagen und Immunmodulatimachen [26]. Des Weiteren wurde
gezeigt, dass der Uberstand von gelagertem Konsgiitedie Apoptose von neutrophilen
Granulozyten hemmt und deren Zytotoxizitat erhaimgd dass dies durch Waschen der
Erythrozyten nach der Lagerung aufgehoben werdan,adoch nicht durch Leukozytenfil-
ter [38]. Das gemessene freie HAmoglobin ist meptasentativ fir den Gehalt und das Aus-
waschen von anderen Substanzen wie Zytokinen urdiatbeen, die aus Leukozyten oder
Blutplattchen freigesetzt werden und die sich wétrder Lagerung in Blutkonserven anrei-
chern [28]. Nur die Plasmaauswaschrate, wie sieihieinem optimalen Messbereich nach

Zugabe einer Markersubstanz bestimmt wurde, istisgmtativ fur alle bekannten oder bisher
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unbekannten l6slichen Substanzen, die durch Lagesehaden in gelagerten EK auftreten.
Zusétzlich kann das Waschen von Blutkonserven padikulare Verunreinigungen reduzie-
ren, wie extrazellulare Mikrovesikel aus Zytolyd®].

5.8 Bedeutung der Versuchsergebnisse fur den klimmben Alltag

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass ein Waschen gelagerten Blutkonserven mittels Auto-
transfusionsgeréaten eine sehr effiziente Elimimatigslicher Verunreinigungen ermdglicht,

v.a. nach einer Vorverdiinnung. Damit kann dieseg®uwen die Sicherheit einer Transfusion
erhohen, insbesondere bei kleinen Kindern, beeRt&n mit Nieren- oder Leberinsuffizienz,

und bei Massivtransfusion. Beim Waschen von Koresgnlut missen nationale und regiona-
le Bestimmungen bericksichtigt werden. Deshalltesalds Verfahren unbedingt von einem
Qualitatsmanagement der MAT begleitet sein, inkieseiner schriftlichen Festlegung der
Vorgehensweise und von Qualitatskontrollen. Entdpead sollte das Waschen von Blutkon-

serven auch dokumentiert werden. Die Ergebnisssedi@rbeit konnen als weitere Validie-

rung der Methode herangezogen werden.

\ﬁl

3 = o - \
Abb. 23: klinische Umsetzung mit Schlauchklemmed TirKonnektor
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6 Zusammenfassung

Hintergrund:

Lagerungsschaden in Erythrozytenkonzentraten (BKjein zu einer Anhaufung von Kaliu-

mionen, freiem Hamoglobin, Zytokinen und andererstanzen, die Komplikationen vor

allem bei Neugeborenen, massiv transfundiertere®ath mit Polytrauma oder Patienten mit
Leber- oder Niereninsuffizienz hervorrufen kénngs. existieren Berichte von Organversa-
gen, Gerinnungsstorungen und kardiovaskularen XAeisiéllen einschlief3lich tédlichem

Herzstillstand. Das Waschen von gelagerten EK asda¢ deren Qualitdt. Deshalb wurde
vorgeschlagen, Autotransfusionsgeréate fur denapeeativen Einsatz zum Waschen von EK
einzusetzen. Diese Gerate wurden aber fur verdénMendblut entwickelt und es gibt nur

wenige veroffentlichte Studien zu diesem Thema.

Studiendesign und Methodik:

In einer experimentellen Studie wurden drei Autasfasionsgeréte: Electa (Sorin), C.A.T.S
(Fresenius) und OrthoPAT (Haemonetics), die sichAnibau und in der Funktion ihrer

Zentrifugatioskammern unterscheiden, mit EK und izWerdiinnungen davon gegen Ende
ihrer Haltbarkeit untersucht. Dabei wurden die Hhationsraten von Kalium, freiem Hamog-
lobin, Gesamtprotein, Citrat und Imeron (ein Rontgmtrastmittel, das als externe Marker-
substanz fur Plasma dem Blut zugesetzt worden beslimmt, sowie die Erythrozytenaus-

beute.

Ergebnisse:

Die Produkthamatokritwerte lagen zwischen 54,8% 1@&%. Fur die Erythrozytenausbeute
ergaben sich Werte zwischen 62,7% und 95,0%, waieeniedrigsten bei der Aufbereitung
von unverdinntem EK mit OrthoPAT erzielt wurdene Bllasmaeliminationsraten erhdhten
sich durch Vorverdinnung und reichten von 46,808i$%, wobei die Messwerte flr Imeron
am hochsten waren. Die niedrigsten Auswaschratelemubei C.A.T.S mit unverdiinntem
EK beobachtet.

Schlussfolgerungen:
Autotransfusionsgeréte bieten eine praktische wsdekgunstige Moglichkeit, um Blutkon-
serven intraoperativ zu waschen, um Hyperkaliamig andere Stérungen bei Massivtransfu-

sionen, Patienten mit Leber- oder Niereninsuffizieimd padiatrischen Patienten zu verhin-
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dern. Eine Vorverdinnung verbessert die Eliminatiaten, vor allem bei Geraten, die einen
hohen Produkthamatokrit erzeugen. Damit konnennpieleschadliche Konzentrationen und
Gesamtmengen von Kalium, Citrat, freiem Hamoglalma anderen Substanzen (wie durch
das Imeron dargestellt), die sich wahrend der Laggron EK ansammeln, um mehr als 90%
reduziert werden.

Technische Probleme wie die Exposition gegenuberohgsierendem Vakuum im Reservoir,
und rechtliche Aspekte, was die Zumischung zu deentierten Blutprodukt ,EK* angeht,
kénnen mit der Verwendung eines Y-Schlauchsticks ddkonnekors umgangen werden.
Das Verfahren sollte auf3erdem durch Beachtung mal#o und regionaler Bestimmungen,
schriftlicher Niederlegung der Vorgehensweise, soder Anwendung eines Qualitatsmana-

gements kontrolliert werden.
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8 ANHANG
Studienprotokoll
Konservenwaschung Versuch ...... Datum: ............
Proben# Testblut Messung AGEK
1 TB1l=unverdiinnt + 500ul Imeron Hct,Prot,fHb, K@i Imer.
2 TB2=TB1 1:1verd +1000u! Imeron Hct,Prot,fHb,Kr@t,Imer.
3 TB3=TB2 1:1 verd +2000u! Imeron Hct,Prot,fHb,Kr@t,Imer.
1.ELECTA (175ml Glocke)
100ml TB2 vorflllen (2x leeren)
4 +400ml TB2 -Rest ...ml =..ml Hct,Prot,fHb K, Citfher. | ..... ml
W4 Waschprobe fHb
leeren
5 +200ml TB1 -Rest ...ml =..ml Hct,Prot,fHb,K,Citfaher. | ..... ml
W5 Waschprobe fHb
leeren
6 +800ml TB3 -Rest ...ml =..ml Hct,Prot,fHb K, Citfher. | ..... ml
W6 Waschprobe fHb
leeren
2.CATS (quality wash)
300ml TB2 vorfillen (bis 1.Produkt) ....m(Stop, Rest verwerfen)
7 +300ml TB2 start| Wasch-mi: Hct,Prot,fHRRrat,Imer. | ... ml
W7 Waschprobe fHb
8 2xLeeren Hct,Prot,fHb,K,Citrat,Imer l.m
TB1 vorfillen (bis 1.Produkt) ..ml  (Stop, Rest verwerfen)
9 +150ml TB1 start | Wasch-ml: Hct,Prot,fHb,K,Cittater. | ..... ml
W9 Waschprobe fHb
10 2xLeeren Hct,Prot,fHb,K,Citrat,Imer. | ..... ml
TB3 vorfillen (bis 1.Produkt) ml. (Stop, Rest verwerfen)
11 +600ml TB3 start | Wasch-mi: Hct,Prot,fHb,K,Citrat,Imer. | ... ml
W11 Waschprobe fHb
12 2xLeeren Hct,Prot,fHb,K,Citrat,Imer. | ..... ml
3.0rthoPAT
100ml TB2 vorfillen
13 +300ml TB2 start Hct,Prot,fHb,K,Citrat,Imer. ...ml
W13 Waschprobe fHb
3 Laufe TB2 weg Rest:...ml=
14 +200ml TB1 start Hct,Prot,fHb,K,Citrat,Imer. .ml
W14 Waschprobe fHb
2 Laufe TB1 weg Rest:...ml=
15 +600ml TB3 start Hct,Prot,fHb,K,Citrat,Imer. .ml
W15 Waschprobe fHb
Laufe: TB3 weg wenn| Rest:...ml=
<100ml
Tabelle 2: Studienprotokoll Konservenwaschen
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