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1. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde Frischplasma aus funf verschiedenen Herstellungsverfahren
auf seinen Gehalt an Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten untersucht.

Die Zellkonzentrationen wurden nach Markierung der Zellen mit fluoreszenzkonjugierten
monoklonalen Antikérpern mit einem DurchfluRzytometer ermittelt. Zur Bestimmung des vom
DurchfluBzytometer analysierten Volumens wurden kommerziell erhéltliche Latex-Eichpartikel
verwendet. Mit der beschriebenen Methode konnten Leukozytenkonzentrationen bis in einen
Bereich von 0,5 bis 1 Leukozyteh/zuverlassig bestimmt werden, wobei der Variations-
koeffizient im Bereich von 0,8 Leukozytgmh/bei 22,9 % lag. Die Methode wies eine zufrie-
denstellende Korrelation zur mikroskopischen Zahlung in der Nageotte-Kammer auf.

Es konnte gezeigt werden, dal3 sich Frischplasmen aus verschiedenen Herstellungsverfahren
hinsichtlich ihrer Zellzusammensetzung signifikant voneinander unterscheiden.

Es konnte kein signifikanter Unterschied im Erythrozytengehalt der untersuchten Plasmen
gefunden werden. Die gesetzlichen Vorschriften beziglich der Erythrozytenkontamination von
Frischplasma wurden von allen funf Verfahren erfillt.

Drei der untersuchten Verfahren tberschritten den gesetzlichen Grenzwert der Thrombozyten-
kontamination mit 24,3 und 165 sowie 292 % erheblich, wéhrend die anderen Verfahren die
gesetzlichen Voraussetzungen erfillten und sich beziglich des Thrombozytengehaltes nicht
signifikant voneinander unterschieden.

Die leukozytare Kontamination der untersuchten Frischplasma-Proben lag bei allen unter-
suchten Verfahren unterhalb des gesetzlich vorgeschriebenen Grenzwertes von 500 Leuko-
zyten/ pl. Allerdings konnte nur Frischplasma, das als Nebenprodukt bei kontinuierlichen
Thrombaphereseverfahren gewonnen wurde, den sogenannten cill-Wert (critical immunological
load of leukocytes) unterschreiten, der nach dem derzeitigen Kenntnisstand als Schwelle fur die

Ausldsung von Alloimmunisierungen angesehen wird.

Diese Ergebnisse sollten zu Uberlegungen Anlal? geben, Patienten mit einem erhéhten Risiko
fur eine Alloimmunisierung entweder mit gezielt nach dem Herstellungsverfahren ausgewahlten

Frischplasmakonserven, oder aber mit leukozytendepletierten Produkten zu versorgen.



2. Einleitung

Die Transfusion allogener Vollblutkonserven gilt heute als obsolet. An ihre Stelle ist der Ein-

satz von buffy-coat-armen Erythrozytenkonzentraten, Thrombozytenkonzentraten und Frisch-

plasma getreten. Dies liegt einerseits darin begrindet, dal3 die einzelnen Blutkomponenten un-
terschiedliche Lagerungsoptima aufweisen. Erythrozyten sind°Beilider 6 bis 7 Wochen
haltbar, wahrend Thrombozyten bei 22 biSQ4inf Tage und Frischplasma bei Temperaturen

von unter -30C bis zu einem Jahr haltbar sind. Allerdings verliert Frischplasma selbst bei einer
Lagertemperatur von’€ bereits nach kurzer Zeit seine Gerinnungsaktivitdt. Zum anderen tritt

in Vollblutkonserven wéahrend der Lagerung eine wesentlich starkere Bildung von Mikroag-
gregaten auf als bei Blutkomponenten. Diese Mikroaggregate, die aus Zellfragmenten, degene-
rierten Zellen, Membranbestandteilen und Proteinen bestehen, werden fur eine Reihe von
Transfusionskomplikationen, wie das Adult Respiratory Distress Syndrom (ARDS), die
Thrombozytopenie post transfusionem und die Senkung des Fibronectinspiegels des Empfan-

gers verantwortlich gemacht und sind daher in héchstem MaRe unentinscht

Aber auch die Transfusion allogener Blutkomponenten ist mit einer ganzen Anzahl von uner-
wunschten Nebenwirkungen verbunden.

Der grof3te Teil dieser Nebenwirkungen ist an die Gegenwart von fremden Zellen gebunden
und wird insbesondere den Fremdleukozyten, die kontaminierend in den verschiedenen Blut-
komponenten vorhanden sind, zugeschrieben. Dazu zahlen die Alloimmunisierung, immun-

modulatorische Effekte beim Empfanger und die Ubertragung infektioseieAgent

Unter Alloimmunisierung wird die Bildung von Antikdrpern gegen fremde Antigendetermi-
nanten verstanden. Dabei handelt es sich vorwiegend um Antigene des MHC (major histo-
compatibility complex). Unter dem Begriff MHC werden die Genorte auf dem kurzen Schenkel
des 6. Chromosomenpaares zusammengefal3t, die fir die Auspragung der Histokompatibilitats-
antigene auf den Korperzellen kodieren. Diese Antigene wurden zuerst auf Leukozyten
beschrieben und werden deshalb als HLA (human leukocyte antigens) bezeichnet. Unter den
HLA wird in Klasse I- und Klasse II-Antigene unterschieden, die von verschiedenen Genorten
kodiert werden und in ihrer Struktur differieren. Wahrend alle kernhaltigen Korperzellen sowie
Thrombozyten Klasse I-Antigene tragen, befinden sich auf der Oberflache antigenprasentieren-

der Zellen, zu denen unter anderen die B-Lymphozyten, aktivierte T-Lymphozyten und Mono-
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zyten gehoéren, sowohl Klasse | - als auch Klasse IlI-Antigene. Fir die Auslésung einer Al-
loimmunisierung ist das Vorhandensein von fremden HLA - Klasse | und Klasse Il tragenden
Zellen notwendid®**"*,

CLAAS™ et al. konnten bereits 1981 im Tiermodell zeigen, daR die Transfusion von Thrombo-
zyten allein keine Antikérperbildung beim Empfanger hervorruft, wahrend bei einer Kontami-
nation der Thrombozytensuspension mif 1@ukozyten pro Transfusion bei Mdusen eine
Alloimmunisierung erfolgt. Sie zeigten auch, dal3 nach der Transfusion einer leukozyten-
kontaminierten Thrombozytensuspension eine starkere Antikdrperbildung zu beobachten ist als
nach Gabe der aquivalenten Leukozytenmenge allein.

Eine Alloimmunisierung kann sich klinisch in nicht-hdmolytischen febrilen Transfusions-
reaktionen und in einer Refraktaritat gegen allogene Thrombozytenkonzentrate darstellen.

Als Ursache nicht-hamolytischer febriler Transfusionsreaktionen werden die Interaktion von
HLA-I-Antikbrpern mit Spenderleukozyten, das Wirken von Antikrpern gegen Spendergra-
nulozyten sowie das Vorhandensein von wahrend der Lagerung aus Leukozyten freigesetzten
Zytokinen angegebéh®.

lhre Haufigkeit nimmt ab, wenn weniger als 2,500® Leukozyten pro Transfusionseinheit
Ubertragen werden. Dieser Grenzwert wird auch als call-Wert (critical antigeneic load of leu-
kocytes) bezeichnét =,

Die Refraktaritat gegen allogene Thrombozyten stellt das Hauptproblem bei der Behandlung
thrombozytopenischer Zustdnde mit Thrombozytenkonzentraten dar. Sie wird mit einer Inzi-
denz von 30 bis 70 % angegeBen

SAARINEN * et al. verglichen 1990 die Inzidenz der Thrombozytenrefraktéritat bei Verwen-
dung von Standardblutpraparaten und leukozytenarmen Préparaten. Bei der von den Autoren
untersuchten Population immumgprmierter krebskranker Kinder entwickelte keiner der
Patienten, die weniger al§10° Leukozyten erhalten hatten, eine Thrombozytenrefraktéritat,
wahrend in der Kontrollgruppe, die mit herkinlichen Thrombozytenkonzentraten versorgt
wurde, 52 % der Patienten eine Thrombozytenrefraktéritat entwickelten.

In einer Arbeit von BLAJCHMAN et dl.lag die Refraktaritatsrate gegen Thrombozyten im
Tierversuch nach 8 Wochen mit einer woéchentlichen Transfusion von herkémmlichem Throm-
bozytenkonzentrat bei 91,2 %. Wurde das Blut um 99,5-99,6 % leukozytendepletiert, sank sie
auf 30 %.



Eine andere Folge der kontaminierenden Fremdleukozyten in allogenen Blutprodukten besteht

in einer Immunsuppression des Empfangers.

Diese transfusionsinduzierte Immunsuppression zeigt sich klinisch beispielsweise in erhdhten
postoperativen Infektionsraten nach der Transfusion allogener Blutprod@iéfe®®. Es

konnte eine Abhangigkeit vom Leukozytengehalt des Blutproduktes gezeigt ®erden

JENSEN et al. zeigten in einer Studie von 1990, dal3 Bluttransfusionen einen wesentlichen
Risikofaktor fiir die Auspragung infektioser Komplikationen in der Colorektalchirurgie dar-
stellten?®.

BORDIN und BLAJCHMAN?® stellten in einer Ubersichtsarbeit 1995 die Ergebnisse verschie-
dener Studien Uber den Zusammenhang zwischen Fremdbluttransfusionen und postoperativen
bakteriellen Infektionen bei Patienten mit resektiven Eingriffen an malignen Tumoren zusam-
men. Die funf von den Autoren ausgewerteten Arbeiten ergaben, dal’ die Inzidenz von post-
operativen bakteriellen Infektionen bei mit allogenem Blut versorgten Tumorpatienten zwi-
schen 20 und 30 % lag, wahrend sie bei Patienten ohne Transfusion bzw. mit autologer oder
syngener Transfusion zwischen 2 und 10 % lag.

TRIULZI ** et al. beschrieben eine funffache Erhéhung der Rate an postoperativen bakteriellen
Hospitalinfektionen bei Patienten mit allogenen Bluttransfusionen im Vergleich zu Patienten
mit autologer oder ohne Transfusion. Die Autoren bestétigten den von anderen Untersu-
chern®® gefundenen dosisabhdngigen Zusammenhang zwischen der Anzahl der Transfusions-
einheiten und der postoperativen Infektionsrate.

ROSEMURGY et af® fanden in einer Studie an 390 Notaufnahmepatienten, daR das Infek-
tionsrisiko, die Rate an multiplen Infektionen sowie die Schwere einer Infektion mit der Anzahl
der transfundierten Erythrozytenkonzentrate anstiegen.

Diese Studien sind nicht unwidersprochen geblieben. Es scheint plausibel, da? Patienten mit
einem erhdhten Bedarf an allogenen Bluttransfusionen sich a priori in einem schlechteren All-
gemeinzustand befinden und daher von vornherein ein erhdhtes Risiko fur Infektionen aufwei-
sen. Allerdings ist es ethisch kaum vertretbar, zur Klarung dieser Frage randomisierte Studien
durchzufuhren, in deren Rahmen Patienten mit einem erhéhten Bedarf an allogenen Bluttrans-
fusionen nicht mit solchen versorgt werden, oder Patienten mit mehr allogenen Bluttransfusio-

nen versorgt werden, als es Klinisch indiziert ist.
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In einer weiteren Arbeit untersuchten JENSEN et a.> die postoperative Infektionsrate und die

Funktion der natirlichen Killerzellen in Abhéngigkeit vom Leukozytengehalt des transfundier-
ten Blutpréaparates. So konnten sie eine Wundsepsis bei 23 % der Patienten, die Vollbluttrans-
fusionenerhalten hatten, bei 2 % der Patienten mit Transfusionen von leukozytendepletiertem
Blut und bei 2 % der Patienten ohne Transfusion beobachten. Die Funktion der natirlichen
Killerzellen war bei den Patienten mit Vollbluttransfusionen im Gegensatz zu den beiden ande-
ren Gruppen signifikant beeintraditigt und blieb es bis zu einem Monat.

Der immunsippressive Effekt von Bluttransfusionen wurde auch im Zusammenhang mit er-
hohten Tumorrezidivraten nach Fremdbluttransfusionen in der Tumorchirurggechite

BORDIN und BLAJCHMAN?® wiesen darauf hin, daR Untersuchungen tber den Zusammen-
hang zwischen Fremdbluttransfusionen und der Wahrscheinlichkeit eines Tumorrezidivs zu-
meist retrospektiven Studien an Patienten mit Colorektalkarzinomen entstammen. Sie lie3en
die Ergebnisse von 30 Studien zu diesem Thema von zwei unabhangigen Untersuchergruppen
analysieren. Beide Gruppen kamen zu dem Schluf3, dal? allogene Bluttransfusionen das Rezidi-
vrisiko erhéhen und die Gesamtprognose des Patienten verschlechtern.

Sie bezogen in ihre Zusammenfassung 40 weitere Studien zu dieser Fragestellung ein, in denen
andere Typen maligner Erkrankungen der Brust, Lunge, Prostata, des Magens, der Leber, des
Kopf- und Halsbereiches, der Cervix, Vulva, der Knochen- und Weichgewebe und Lebermeta-
stasen untersucht worden waren. Insgesamt bestatigten 65 % aller Studien den negativen Ein-
fluR allogener Bluttransfusionen auf die Rezidivwahrscheinlichkeit und die Uberlebenszeit des
Patienten, wahrend 35 % diesen Zusammenhang nicht fincéerkon

Die wohl am besten untersuchte klinische Konsequenz der transfusionsinduzierten Immunsup-
pression ist die verbesserte Transplantatiberlebenszeit bei Patienten, die vor der Organtrans-
plantation allogene Bluttransfusionen erhalten hatten, im Vergleich zu Patienten, die entweder
kein Blut oder aber Eigenblut erhalten hatten. Auch hier weisen zumindest einige der
Studien®® eine Dosisabhangigkeit dieses Effektes nach.

OPELZ et af’ untersuchten zwischen 1969 und 1971 bei 148 Patienten den Zusammenhang
zwischen Bluttransfusion und der Transplantatiiberlebensrate nach darauffolgender Nieren-
transplantation. Dabei zeigten die Patienten mit mehr als zehn Transfusionen die hdchste
Transplantattberlebensrate (66 % nach einem Jahr), gegentber 43 % in der Gruppe mit einer
bis zehn Transfusionen und 29 % in der Gruppe ohne Bluttransfusion.

CORRY et al! fanden bei Patienten mit Nierentransplantaten, die nie zuvor Transfusionen

erhalten hatten, eine durchschnittliche Transplantatiiberlebensrate von 45 % nach einem Jahr,
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wahrend Patienten mit perioperativer und/oder praoperativer Transfusion Transplantattiberle-
bensraten zwischen 59 und 71 % erreichten. Damit lagen die Transplantatiiberlebensraten bei
den zuvor transfundierten Patienten signifikant héher als bei solchen Patienten, die nie zuvor
eine Transfusion erhalten hatten.

1977 wurde in einer weiteren Studie von OPELZ &t ah 1360 Nierentransplantationen der
direkte Zusammenhang zwischen der Transplantatiiberlebenszeit und der Anzahl der transfun-
dierten Einheiten an Blut bestatigt. So lag die 4-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten ohne
Transfusionen bei 30 %, im Gegensatz dazu bei Patienten mit mehr als 20 praoperativen
Transfusionen bei 65 %.

Es konnte auch nachgewiesen werden, dafd die Leukozyten fur diesen transplantatprotektiven
Effekt verantwortlich sind.

PERSIJN et af stelten 1979 im Rahmen einer retrospektiven Studie fest, daR bei Trans-
plantatempfangern, die eine (1) préoperative Bluttransfusion erhalten hatten, die Transplan-
tatlberlebensrate nach einem Jahr bei 87 % lag, wahrend Empfanger, die vor der Transplanta-
tion nie transfundiert worden waren, eine Transplantatiberlebensrate von nur 32 % im selben
Zeitraum erreichten.

In einer prospektiven Studie fanden sie heraus, dal’ sich die Transplantatiiberlebensraten der
Empfanger leukozytendepletierter ("leukozytenfreier”) Praparate nicht signifikant von denen
unterschieden, die nie zuvor eine Transfusion erhalten hatten. Die Patienten, die gewaschene
("leukozytenarme") Erythrozytenkonzentrate erhalten hatten, erreichten &hnliche Transplan-
tatlberlebenszeiten wie diejenigen, die zuvor eine (1) herkdmmliche Bluttransfusion erhalten

hatten.

Desweiteren beobachtete man bei Empfangern von Fremdbluttransfusionen zum einen als Ur-
sache, zum anderen als Folge eines geschwachten Immunsystems eine erhéhte Inzidenz von
Virusinfektionen, insbesondere mit Hepatitis B-Virus (HBV), Hepatitis C-Virus (HCV), Hu-

man Immunodeficiency Virus (HIV), Cytomegalievirus (CMV), Epstein-Barr-Virus (EBV)

und Human T-Cell-Leucaemia Virus | (HTLV 1), und ein rascheres Fortschreiten solcher In-
fektionen®. Dabei findet man einige Viren, die durch Blutprodukte tibertragen werden, sowohl

in den Leukozyten als auch im Plasma, fur andere jedoch werden die Leukozyten als der einzi-
ge oder der Hauptvektor bei der parenteralen Verbreitung angesehen. Das gilt fir CMV,
HTLV | und EBV.
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Der Zusammenhang zwischen allogenen Bluttransfusionen und der Ubertragung von Cytome-
galievirus - Infektionen ist schon lange bekannt und durch zahlreiche Studien be-
Iegt 13,21,43,54 )

Fur die CMV-Infektion nach allogener Transfusion werden zwei Mechanismen angenommen:
einerseits die direkte Ubertragung von Viren, andererseits die Reaktivierung latenter CMV-
Infektionen™.

Fir die Virusiibertragung werden die Leukozyten verantwortlich gerfidéhiAber auch bei

der Reaktivierung latenter CMV-Infektionen scheint die leukozytenassoziierte Immunsuppres-
sion eine entscheidende Rolle zu spfélen

Verschiedene Studien belegen, dall CMV-Infektionen durch die Verwendung leukozytende-

pletierter Blutprodukte vermeidbar sifd .

Da die Leukozytendepletierung auch das Risiko fir eine Alloimmunisierung deutlich reduzie-
ren kann'®", fand in den letzten Jahren der Grenzwert der Leukozytenkontamination, unter-
halb dessen eine Alloimmunisierung nicht mehr zu erwarten ist, grof3es Interesse. Obwohl ein
definitiver Wert noch nicht gefunden werden konnte, da er méglicherweise starken interindivi-
duellen Schwankungen unterliegt, wurde mit dem cill-Wert (critical immunological load of
leukocytes) von TIL0° Leukozyten pro Transfusionseinheit eine Richtlinie geschaffen.
Verschiedene Autoren haben sich um die Angabe von Grenzwerten bemiht. So fanden VAN
MARWIJK KOOY et al® in einer Studie, daR die Inzidenz einer Alloimmunisierung bei Pati-
enten, die mehr als BI° Leukozyten pro Transfusion erhalten hatten, um 51 % héher lag als
bei Patienten mit weniger alsTBl Leukozyten pro Transfusion.

In einer Arbeit von FISHER et &.konnte gezeigt werden, daRR eine Mimunisierung mit

einer Leukozytendosis von weniger al@® Zellen pro Transfusionseinheit verhindert werden
kann.

SNIECINSKI et af® fanden eine Senkung der Inzidenz von Alloimmunisierungen von 50 auf
15 %, wenn statt konventioneller Thrombozytenkonzentrate gefilterte Produkte mit einem
Leukozytengehalt von durchschnittlidi@® Leukozyten verwendet wurden.

In einer Arbeit von OKSANEN et &f. zeigte keiner der Patienten, die gefilterte Thrombo-
zytenkonzentrate mit einem Leukozytengehalt von weniger8 Zellen pro Transfusions-

einheit erhalten hatten, eine Thrombozytenrefraktaritat.
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In der vorliegenden Arbeit soll Frischplasma auf seine zellulare Kontamination untersucht wer-
den.

Frischplasma ist gemafR der Produktmonographie des Bundesanzeigers Nr. 182 vom
27.09.1989 "weitgehend zellfrei". Es sollte weniger als 1000 Erythrozyten, weniger als 20 000
Thrombozyten und weniger als 500 Leukozyten prenthalten’. Dies entspricht bei einem
Transfusionsvolumen von 300 ml 3DC° Erythrozyten, 60000° Thrombozyten und 15D0°
Leukozyten pro Transfusionseinheit.

Gemal} den Empfehlungen des Council of Europe darf der Thrombozytengehalt von gefrore-

nem Frischplasma 25 000 Zellen praicht Giberschreitef.

Wenn nun, wie oben beschrieben, ein kritischer Grenzwert der Leukozytenkontamination fir
die Alloimmunisierung und die Ubertragung infektidser Agentien durch Bldykte ange-
nommen werden kann, stellt sich die Frage, ob das als "nahezu zellfrei* deklarierte Frischplas-
ma tatsachlich einen unterhalb dieses Wertes gelegenen Zellgehalt, insbesondere an Leuko-
zyten, aufweist und ob sich die verschiedenen Herstellungsverfahren hinsichtlich der zellularen

Kontamination des gewonnenen Frischplasmas unteiesthe

Fur die Quantifizierung von sehr kleinen Zellzahlen, wie sie im Frischplasma erwartet werden,
sind herkdmmliche Methoden, wie die Verwendung von Blutbildautomaten oder Standardzahl-
kammern, nicht geeignet. Blutbildautomaten kénnen Leukozytenkonzentrationen unter 50-
1004ul und Thrombozytenkonzentrationen unter 3500-40I00icht mehr ausreichend genau
quantifizieren'®>. Mit der Entwicklung moderner Leukozytenfiter konnte die Leukozyten-
kontamination in Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten um bis zu 4 Zehnerpotenzen -
das entspricht einem Restleukozytengehalt in der GréRenordnungh@rdukozyten pro
Transfusionseinheit und weniger als einem Leukozytgu pgesenkt werden.

Da die Quantifizierung sehr kleiner Leukozytenzahlen in Blutprodukten sowohl im Rahmen der
Qualitatskontrolle als auch bei der Weiterentwicklung der Leukozytenfilter von zunehmender
Bedeutung ist, sind in den letzten Jahren verschiedene Methoden zur Ermittlung kleiner Leu-
kozytenkonzentrationen in Blutprodukten beschrieben worden. Dazu gehéren die Anwendung

der Fluoreszenzmikroskopi&®’, der DurchfluR zytometrig**°4>49°2%

sowie die Verwendung
groRvolumiger Zahlkammern wie der Nageotte-Kamié&r>*. Von WESTER et d’ wur-

de 1990 eine Radimmunoassay-Technik unter Verwendung monoklonaler Antikdrper ange-
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geben. LEE et d.*® beschrieben 1994 auch die Anwendung der polymerase-chain-reaction

(PCR) zur Vermehrung leukozytarer HLA-DNA, um eine quantitative Aussage Uber den Leu-
kozytengehaltgehalt gefilterter Blutprodukte zu ermdglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Restzellgehalt in Frischplasma unter Verwendung eines
DurchfluRzytometers bestimmt. Um eine Konzentration der Zellen angeben zu kénnen, mufl3
das wéahrend des MelRvorganges prozessierte Volumen bestimmt werden, da die FluRBrate des
DurchfluRzytometers nicht mit ausreichender Genauigkeit angegeben werden kann. Zu diesem
Zweck sind verschiedene Methoden beschrieben worden. Eine Mdglichkeit ist das Auswiegen
der Probe vor und nach der MessthgAL et al' haben den Volumenstrom mit einer Eichld-

sung bestimmt, die Messung nach einer festgelegten Ereigniszahl beendet, die hierfur benétigte
Zeit erfal3t und aus diesen Parametern das prozessierte Volumen errechnet. Alternativ ist die
Analysierung des gesamten Probevolumens beschrieben wdrdiiese Methode birgt aller-

dings die Gefahr in sich, daf3 Luftblasen in den MelRraum aspiriert werden und die entstehenden
Artefakte das MeRergebnis nachteilig beeinflussen. VACHULANnd SHECKLER® be-
schrieben 1993 die Verwendung von fluoreszenzmarkierten Hilhnererythrozyten als Eichparti-
kel. Sie stellten eine Eichldsung mit bekannter Konzentration an Partikeln her, die der Probe
zugegeben wurde, und errechneten aus der vom Durchflu3zytometer erfal3sten Anzahl der Par-
tikel das analysierte Volumen. Bei der in dieser Arbeit verwendeten durchfluzytometrischen
Methode wurden zur Volumenbestimmung kommerziell verfigbare, standardisierte Latexeich-

partikel (beads) in bekannter Konzentration verwendet.

Zur zellularen Kontamination von Frischplasma liegen bisher nur wenige Arbeiten vor, deren

%8 Die Ursachen hierfiir mdgen zum einen in den ver-

Ergebnisse sehr unterschiedlich siA
schiedenen Herstellungsverfahren der untersuchten Plasmen, zum anderen aber auch in den

verschiedenen verwendeten Untersuchungsmethoden liegen.
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3. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll die zellulare Kontamination von Frischplasma aus verschiede-
nen Herstellungsverfahren (Vollblutfraktionierung, Plasmapherese sowie kontinuierliche und
diskontinuierliche Thrombaphereseverfahres)ilmmt werden.

Die Konzentrationen von Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten in Frischplasma sollen
mit Hilfe eines DurchfluRzytometers unter Verwendung monoklonaler Antikérper und kom-
merziell erhalticher Eichpartikel ermittelt werden.

Zunachst soll die verwendete durchfluRzytometrische Methode auf ihre Sensitivitdt gepruft
werden, die Prazision der Methode soll festgestellt und mit der Zahlung in der Nageotte-
Kammer verglichen werden.

Es gilt herauszufinden, ob sich die verschiedenen Herstellungsverfahren fur Frischplasma hin-
sichtlich des Zellgehaltes des hergestellten Plasmas signifikant voneinander unterscheiden und

inwieweit die gesetzlichen Anfe@mingen an das Plasma erfullt werden.
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4. Material und M ethoden

Frischplasma aus fuinf verschiedenen Herstellungsverfahren wurde auf seinen Gehalt an Leuko-
zyten, Thrombozyten und Erythrozyten unter Verwendung eines DurchfluRzytometers und

kommerziell erhaltlicher Eichpartikel wsigcht.

4.1 Theor etische Grundlagen

4.1.1 Herstellungsverfahren fur Frischplasma

Frischplasma kann auf verschiedene Weise gewonnen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wur-

den funf verschiedene Herstellungsverfahren fur Frischplasma im Hinblick auf die zellulare
Kontamination des hergestellten Plasmas untersucht. Bei diesen Verfahren handelte es sich um
die Separation von Frischplasma aus Vollblut (n = 53), die Gewinnung durch maschinelle
Plasmapherese mit dem Mobile Collection System (MCS 3p) der Firma Haemonetics (n = 50)
und die simultane Gewinnung von Frischplasma bei drei verschiedenen maschinellen Thromba-
phereseverfahren.

Unter den Thrombaphereseverfahren wird zwischen kontinuierlichen und diskontinuierlichen
Verfahren unterschieden. Bei den kontinuierlichen Verfahren wird das entnommene Vollblut
fortlaufend der Separation zugefihrt, es erfolgt eine kontinuierliche Trennung der Blutkompo-
nenten, wobei die Trenngrenze wahrend der gesamten Separationsdauer aufrechterhalten wird.
Die nicht bendtigten Separationsprodukte werden in der Regel Uber einen zweiten Zugang
fortlaufend reinfundiert. Zu diesen Verfahren gehdren die kontinuierliche Thrombapherese mit
COBE Spectra (n = 25) und die kontinuierliche Thrombapherese mit dem Blutzellseparator AS
104 von Fresenius (n = 26). Bei den diskontinuierlichen Thrombaphereseverfahren lauft die
Separation zyklisch ab. Vollblut wird enthnommen, antikoaguliert, separiert, und die nicht be-
notigten Komponenten werden dem Spender reinfundiert. Dieser Zyklus wiederholt sich
mehrfach, die Trenngrenze wird in jedem Zyklus neu aufgebaut. Als Vertreter dieser Verfah-
ren wurde die diskontinuierliche Thrombapherese mit dem Mobile Collection System (MCS

3p) von Haemonetics (n = 50) untersucht.
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Vollblutfraktionierung

450 ml Vollblut des Spenders wurden in einem Beutel-Set Art. Nr. T 2706 (Biotrans) gesam-

melt, bei 4000 U/min fir 10 min zentrifugiert (Roto Silenta / RP, Fa. Hettich), und das Plasma
wurde mit dem Biotrans Separator abgeprel3t. Hierbei werden mit Hilfe einer mit Motorkraft
betriebenen Andruckplatte das Plasma und die Erythrozyten aus dem Vollblutbeutel nach oben
beziehungsweise unten in die fur die jeweilige Komponente vorgesehenen Beutel befordert.
Zwei optische Detektoren steuern den Abflul3 des Plasmas und stoppen ihn, sobald Erythro-
zyten im Schlauch zu erscheinen beginnen. Im Vollblutbeutel verbleibt ein buffy-coat-
Restvolumen von 40 ml. Das Plasma wurde gewogen und ein Schlauchsegment fur die Be-
stimmung der zellularen Kontamination abgeschweil3t. Die Umrechnung von Masse in Volu-

men erfolgte {iber die Dichte des Plasmas von 1,027.g/cm

Plasmapherese mit Haemonetics MCS 3p

Es wurden die Software E1, das PPP-Protokoll (platelet poor plasma, d.h. thrombozytenarmes
Plasma), spezielle Zentrifugenkammern fir die Plasmapherese (plasma apheresis bowl, List no.
625 B) und das Sammelbeutelset Art.NA1B1 verwendet.

Bei der maschinellen Plasmapherese mit dem Mobile Collection System (MCS) der Firma
Haemonetics wird eine Spendervene punktiert, und das entnommene Vollblut wird automatisch
in einem definierten Verhaltnis mit 4 %iger Natriumcitratlésung als Antikoagulans gemischt. In
drei Zyklen wird das Blut in die Zentrifugenkammer geleitet und bei 6000 U/min separiert. Die
Zellen ordnen sich aufgrund der Zentrifugalkréafte in vertikalen Schichten abnehmender Dichte
von aul3en nach innen in der Reihenfolge Erythrozyten - Granulozyten - Monozyten - Lympho-
zyten - Thrombozyten - Plasma in der rotierenden Zentrifugenkammer an. Das Plasma befin-
det sich in der Mitte der Glocke, von wo es in den Sammelbabtbé3t Der Plasmauberlauf

wird beendet, wenn entweder die Waage die vorgegebene Menge an Plasma pro Zyklus er-
reicht oder der Uberlaufsensor Thrombozyten im Ablaufschlauch erkennt. Dann schlieRt sich
das Plasmaventil, um eine zellulare Kontamination des Plasmas zu verhindern, und die Zentri-
fuge bremst. AnschlieBend erhalt der Spender die nicht benétigten Komponenten zurlck. Die-

ser Ablauf wiederholt sich insgesamirdes.
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Das gewonnene Plasma wurde gewogen und ein Schlauchsegment wurde zur Untersuchung
abgeschweil3t. Die Umrechnung von Masse in Volumen erfolgte tber die Dichte des Plasmas
von 1,027 g/crh

Diskontinuierliche Thrombapherese mit Haemonetics MCS 3p

Es wurden die Software E1, das PLP-Protokoll (platelets and plasma) und das Beutelset Art.
Nr. 790 F verwendet.

Dem Spender wird nach Punktion einer Vene in mehreren Zyklen Vollblut entnommen und
durch Zentrifugation in seine Bestandteile aufgetrennt. Dem Spender werden die in Plasma
resuspendierten Erythrozyten zyklisch zurtickgegeben.

Insgesamt lauft dieser Zyklus sechsmal pro Spende ab. Neben einem Thrombozytenkonzentrat
wird hier auch eine Transfusionseinheit Frischplasma gewonnen.

Die Separation erfolgt in der Latham-Glocke. In der Entnahmephase wird antikoaguliertes Blut
von oben in die Glocke geleitet und flie3t durch einen Kanal zum Glockenboden. Bei einer
Zentrifugationsgeschwindigkeit von 4800 U/min ordnen sich die Blutkomponenten infolge der
Zentrifugalkrafte von auf3en nach innen entsprechend ihrer Dichte in der rotierenden Glocke
an. Als erstes flie3t das in der Mitte befindliche Plasma durch die Ablauféffnung in den Plas-
mabeutel ab, bis die eingebaute Glockenoptik den buffy coat erkennt. Jetzt schlieRen sich die
Spenderventile, das sogenannte surge-Ventil 6ffnet sich und laRt Plasma zuriick in die Glocke
gelangen, wo es zum aufReren Rand des Glockenbodens geleitet wird, anschlieRend die sepa-
rierten Zellschichten durchlauft und damit deren Separationsgrad erhoht. Jetzt wird das Plasma
erneut gesammelt. Die Rezirkulation von Plasma dauert an, bis der Sensor des Ablaufschlau-
ches Thrombozyten erkennt. Dann wird das Ventil zum Thrombozytenbeutel gedffnet, und die
Thrombozyten werden in den Sammelbeutel geleitet. Ist der Sammelvorgang beendet, stoppt
die Zentrifuge, und die in der Glocke verbliebenen Bestandteile vermischen sich aufgrund der
nachlassenden Zentrifugalkraft wieder miteinander. Beim Beginn des Rickgabezyklus ist das
Thrombozytenventil getffnet, und die restlichen im Ablaufschlauch verbliebenen zellularen
Elemente werden zuriick in die Glocke gesogen, um zu verhindern, dal3 im nachsten Entnah-
mezyklus Erythrozyten in den Plasmabeutel gelangen. Dem Spender werden die Erythrozyten

reinfundiert.
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Das Untersuchungsmaterial wurde durch Abschwei3en eines Segmentes aus dem Zufuhr-
schlauch zum Plasmasammelbeutel unmittelbar nach Beendigung des Verfahrens gewonnen,

und das von der Maschine angegebene Volumen des gewonnenen Plasmas wurde erfaf3t.
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Kontinuierliche Thrombaphrerese mit COBE Spectra

Es wurden mit dem COBE Spectra Apheresesystem Thrombozytenkonzentrate im Zweinadel-
Verfahren mit simultaner Gewinnung einer Transfusionseinheit Frischplasma hergestellt. Dabei

wurden Zweinadel-L angzeitthrombozyten-(ELP™)-Blutschlauchsets, Katalog-Nr.777 003.000

bzw. 000 777. 020 verwendet.

Es handelt sich um ein kontinuierliches Aphereseverfahren. Zwei Venen des Spenders werden
punktiert, unter fortlaufender Entnahme von Vollblut und Rickgabe der nicht gesammelten
Blutkomponenten erfolgt die Auftrennung bei einer Zentrifugationsgeschwindigkeit von
2400 U/min. Die Zentrifugenkammer wird beim COBE Spectra Apheresesystem als Zweipha-
sen-Thrombozytenkanal bezeichnet. Antikoaguliertes Vollblut wird in den in der Aufsicht oval
gestalteten Kanal eingeleitet. In der ersten Phase werden Erythrozyten und Leukozyten vom
plattchenreichen Plasma getrennt, die Erythrozyten und Leukozyten verlassen den Kanal, das
plattchenreiche Plasma tritt Gber einen Damm in den zweiten Abschnitt des Kanals ein. In der
zweiten Phase werden die Thrombozyten konzentriert und Uber den Sammelschlauch abgelei-
tet. Das verbleibende Plasma gelangt in den Plasmad$izeutel.

Fur die weiteren Untersuchungen wurde ein Segment aus dem Zuleitungsschlauch zum Plas-

masammelbeutel abgeschweil3t, und das Volumen des gewonnenen Plasmas wurde erfal3t.

Kontinuierliche Thrombapherese mit dem Blutzellseparator AS 104 der Firma Fresenius

Es wurden Thrombapheresen mit simultaner Gewinnung einer Transfusionseinheit Frischplas-
ma unter Verwendung des C4L Thrombozytapherese-Sets, Art.Nr. 9007271 durchgefihrt.

Der Blutzellseparator AS 104 arbeitet mit kontinuierlichen Flissen, das heil3t, dem Spender
wird nach Punktion zweier Venen kontinuierlBlut entnommen, mit Antikoagulanz versetzt

und in der Zentrifuge bei 2000 U/min aufgetrennt. Dabei ordnen sich die Blutkomponenten von
aufRen nach innen entsprechend ihrer Grof3e und Dichte in der Zentrifugenkammer an. Die
Zentrifugenkammer besitzt verschiedene AbfluRkanéle, die eine Ableitung der Komponenten
ermoglichen. Bis auf die gewtlinschten Anteile werden die Blutkomponenten in einer Tropf-
kammer gemischt und zum Spender zurlckgefuhrt.

Beim Blutzellseparator AS 104 ist die Zentrifugenkammer exzentrisch konstruiert und fur eine
zweistufige Separation ausgelegt. Vollblut wird zugefuhrt und zunédchst in plattchenreiches
Plasma und Erythrozyten mit Leukozyten getrennt. Im zweiten Separationsschritt werden

Thrombozyten und plattchenarmes Plasma getrennt. Die Lage der Trenngrenze wird optoelek-
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tronisch geregelt. Die Separationskammer verfiigt Gber ein Fenster, durch das die Grenze zwi-
schen dem Plasma und den Blutzellen erkannt werden kann. In diesem Fenster befindet sich
eine Lochreihe. Im Boden der Separationskammer ist eine Lichtquelle angebracht, deren Licht-
signale von einem senkrecht Uber der Separationskammer befindlichen Detektor empfangen
werden. Dieser Detektor ermittelt die Anzahl der fur ihn sichtbaren Lécher. Sichtbar ist ein
Loch fur ihn nur dann, wenn Plasma darlber steht und es sich als heller Fleck darstellt. Stehen
Zellen dariiber, kann der Detektor das Loch nicht als solches erkennen. Bei der Voreinstellung
des Zellseparators wird festgelegt, wie breit die Erythrozytenschicht in der Kammer sein soll,
wieviele Locher der Detektor also erkennen soll. Die tatsachliche Breite des Zellstandes wird
standig mit der Vorgabe verglichen. Sind zuwenig Lécher zu sehen, bleibt die Plasmapumpe
stehen, bis sich geniigend Plasma angesammelt hat, um die Trenngrenze zu verschieben.
Neben dieser Betriebsart mit konstanter Trenngrenze (n = 14) wurde auch Plasma aus dem
Betrieb mit periodischer Trenngrenze untersucht (n = 12). Beim Betrieb mit periodischer
Trenngrenze wird wahrend der Sammelphase die Position der Phasengrenze Erythro-
zyten/Plasma weiter aul3en fixiert, wodurch eine breitere Plasmaschicht entsteht. Wahrend der
Transferphase wird die Plasmaschicht in vorgegebenen Zeitintervallen veschmalert, um die
Thrombozytenausbeute zu erhéhen. Diese beiden Phasen wiederholen sich zyklisch.

Bei der Anwendung der periodischen Trenngrenze wird die leukozytdre Kontamination des
Thrombozytenkonzentrates deutlich vermindert.

Das Probenmaterial wurde durch AbschweiRen eines Schlauchsegmentes aus dem Zufuhr-
schlauch zum Plasmasammelbeutel gewonnen. Das gewonnene Plasmavolumen der Spende

wurde erfalit.

4.1.2 DurchfluRzytometrie

Die DurchfluRzytometrie ist eine Methode zur Analyse der Fluoreszenz- und Streulichteigen-
schaften von Einzelzellen in Suspension. Dabei kdnnen die Zellen mittels spezifischer, fluores-
zenzmarkierter monoklonaler Antikorper anhand ihrer Oberflachenantigene charakterisiert
werden, was eine Unterscheidung von Zellen mit &hnlichen morphologischen Eigenschaften
ermaglicht.

Die zu untersuchende Zellsuspension wird tUber eine Kapillare mit Uberdruck in den MeRbe-

reich befordert, wobei das eigentliche Probenmaterial zur Gewahrleistung eines kontinuierli-
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chen Flusses von einem Mantelstrom isotoner Pufferldsung (sheath fluid) umgeben ist. Dieser
Druck beschleunigt die Zellen beim Eintreffen am Analysepunkt derartig, dal® sie in der Sus-
pension einzeln und perlenkettenartig aneinandergereiht vorliegen. Zellaggregate werden durch
diesen Vorgang, der auch als hydrodyramische Fokussierung bezeichnet wird, aufgelost.
Am Analysenpunkt trift monochromatisches Licht einer Wellenlange von 488 nm, das mittels
eines fokussierten Argonlaserstrahls generiert wird, auf die Einzelzelle.
Jede Zellart streut entsprechend ihrer Gro3e, der Struktur ihrer Zellmembran und der Art ihrer
intrazellularen Bestandteile das auftreffende Licht in spezifischer Weise. Der gré3te Anteil des
Lichtes wird vorwarts gestreut, wobei das Vorwartsstreulicht (foreward light scatter, FSC)
nach Ausblendung des ungebrochenen Zentralstrahles ein MaR3 fiir die GroR3e der Zelle dar-
stellt.
Ein weiterer Teil des Lichtes wird im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreut und
als Seitwartsstreulicht (sideward light scatter, SSC;R6eulicht) bezeichnet. Das Mal3 der
Seitwartsstreuung ist von der Granularitat der Zelle abhéangig.
Die zu bestimmenden Zellen kénnen mit monoklonalen Antikérpern markiert werden, die ih-
rerseits mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert sind. Bei den im Rahmen dieser Arbeit verwen-
deten Antikorpern handelte es sich um die Fluoreszenzfarbstoffe Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) und Phycoerythrin (PE). Diese Farbstoffe werden durch das vom Laser generierte
Licht mit der Wellenlange 488 nm zur Fluoreszenz angeregt und emittieren daraufhin Licht
unterschiedlicher Wellenlangen. Das Fluoreszenzspektrum von FITC weist ein Maximum bei
515 nm (gelb-griin), das von Phycoerythrin ein Maximum bei 580 nm (rot-orange) auf. Damit
sind die Gipfel der Emissionsmaxima deutlich voneinander zu unterscheiden und kénnen von
entsprechenden Detektoren erfal3t werden.
Uber Spiegel- und Filtersysteme werden die von jeder einzelnen Zelle ausgesandten Fluores-
zenz- und Streulichtsignale auf Photoverstéarkerrohren geleitet. Diese Signale werden von De-
tektoren erfal3t. Es wird die Amplitude des Pulses bestimmt und zur quantitativen Auswertung
auf den angeschlossenen Computer tbertragen.
Dabei kdnnen pro Zelle funf Einzelparameter simultan erfal3t werden :

Vorwartsstreulicht (FSC, foreward light scatter),

Seitwartsstreulicht (SSC, sideward light scattet;Steulicht)

Fluoreszenzsignal 1 (FITC)

Fluoreszenzsignal 2 (Phycoerythrin)
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Fluoreszenzsignal 3 (hier nicht verwendet)
Fur jeden dieser Parameter ist der MelRbereich in eine definierte Anzahl von Kanalen (hier
1024) eingeteilt, denen der jeweilige Puls entsprechend seiner Intensitat zugeordnet wird.
Zur Leukozytenbestimmung wurde ein Antikdrpergemisch aus Anti-CD45-FITC und Anti-
CD14-PE (Simultesi LeucoGATHI CD45/CD14 [Anti-HLel/-Leul- M3], Fa. Becton
Dickinson) verwendet. Anti-CD45 bindet an ein auf allen Leukozyten in unterschiedlicher
Dichte vorhandenes Antigen und ist mit Fluorescinisothiocyanat (FITC) konjugiert. Anti-CD14
bindet spezifisch an Monozyten und ist mit Phycoerythrin (PE) konjugiert. Es reagiert nach
Herstellerangaben auch schwach mit Granulozyten.
Zur Bestimmung der Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentration wurden Anti-CD42a-
FITC (Becton Dickinson) und Glycophorin A-PE (Firma Immunotech) verwendet. Anti-CD
42a bindet an Thrombozyten und ist mit Fluorescinisothiocyanat (FITC) konjugiert, Glycopho-
rin A bindet an Erythrozyten und ist mit Phycoerythrin (PE) konjugiert.
Um eine quantitative Aussage Uber den Zellgehalt einer Probe machen zu kdnnen, wurde eine
Referenzpopulation beigefugt, die es ermoglicht, das prozessierte Volumen zu bestimmen.

Hierzu wurden FACSCount control - Eichpartikel (Beads) der Firma Becton Dickinson Im-

munocytometry Systems in der Konzentration "medium" (230-260 Partikgilpverwendet.

Es handelt sich hierbei um Latexpartikel, die eine Vorwartsstreuung wie Thrombozyten, eine
Seitwartsstreuung wie Monozyten und sehr hohe Fluoreszenzsignale aufweisen, so daf3 sie von
jeder Zellpopulation und von den Zelltrimmern zu differenzieren sind.

Die Konzentration der Zielpopulation errechnet sich nach folgender Formel:

(vgl. RADTKE et al*)

CZieIpopuIation = Eielpopulation D\/Eichpartikel DCEichpartikeI

Echparti kel D\/Ziel population

C = Partikelkonzentration
E = Anzahl der vom Durchflul3zytometer erfal3ten Ereignisse in der entsprechenden Population
V Zigpopuaion = Probenvolumen

V Eichparike = VOlumen der Losung mit den Eichpartikeln
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Da gleiche Volumina (je 100 pl) an Probenlésung und FACSColuntontrol-Lésung pipettiert

wurden, vereinfacht sich die Formel in folgender Weise:

CZi elpopulation = Ei elpoulation C:Ei chpartikel

rehpartikel

Die durch die Zugabe von Formaldehydlésung zum Plasma entstandene Volumenénderung der

Proben wurde rechnerisch beriicksichtigt.

4.2 Praktischer Teil
4.2.1 Kalibrierung des DurchfluRzytometers, Gating

In der vorliegenden Arbeit wurde als DurchfluRzytometer das FAG®cdberat (Becton
Dickinson) in Verbindung mit einem Apple Macintosh Quadra 650 verwendet.

Die Grundeinstellung des Zytometers wurde mittels CaliBRtTBeads der Firma Becton
Dickinson und der FACScomp-Software vorgenommen. Sie wurde allerdings dahingehend
modifiziert, dal3 der Schwellenwert nicht anhand des Parameters Vorwartsstreuung (FSC),
sondern anhand der Seitwartsstreuung (SSC) festgelegt wurde, um zu vermeiden, daf3 die
Eichpartikel aufgrund ihrer kleinen Vorwartsstreuung "abgeschnitten”, das heif3t von der Erfas-
sung ausgeschlossen werden.

Zur Datenerfassung wurde die Software CELLquwegénutzt.

Dabei wurden bereits bei der Messung durch Acquisition gates (live gates) Ereignisse in be-
stimmten Parameterbereichen, deren Inhalt fir die betreffende Messung nicht von Interesse
war, von der Erfassung ausgeschlossen. Da jede Messung nach der Erfassung einer definierten
Anzahl von Ereignissen beendet wird, und nicht nur jede Zelle, sondern auch jedes Debris-
Partikel ein Ereignis darstellt, hat das Ausschlie3en von Parameterbereichen wahrend der Mes-
sung den Vorteil, dal? mehr Zellen oder Partikel der untersuchten Populationen erfal3t werden
konnen. Dies ist insofern bedeutungsvoll, als die Berechnung der Zellkonzentrationen tber die
Anzahl der erfaldten Referenzpartikel (beads) erfolgt, denn es konnte festgestellt werden, dal}
bei Proben mit einem hohen Gehalt an Debris die Zahl der erfalten Referenzpartikel zu klein

wird, als daf3 noch akzeptable Berechnungen der Zielpopulation zu erwarten sind.
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Deshalb wurden bei der Erfassung der Leukozyten ale Ereignisse, die einen sehr kleinen FSC

und SSC-Wert lieferten (Thrombozyten, Erythrozyten, Zelltrimmer) von vornherein nicht ein-
bezogen, indem alle Ereignisse mit einem FSC-Signal < Kanal 60 und einem SSC-Signal < Ka-
nal 28 von der Messung ausschlossen wurden.

Zur Messung der Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentration wurden logarhitmische Ska-
leneinteilungen fur die Vorwartsstreuung (FSC) und die Seitwartsstreuung (SSC) gewahlt. Alle
Ereignisse mit einem FSC-Signal<Kanal 52 wurden von der Messung ausgeschlossen.

Bei der Thrombozytenbestimmung wurden in der Regedd® Ereignisse in die Erfassung
einbezogen. Handelte es sich um stark mit Zelltrimmern verunreinigte Proben, wurden bis zu
30 000 Ereignisse einbezogen, um zu gewahrleisten, dal3 eine genlgende Anzahl von Refe-
renzpartikeln erfal3t wurde. Bei den Proben zur Leukozyten- und Erythrozytenbestimmung
wurden nur 3000 bis 5000 Ereignisse einbezogen, die durchschnittliche Mel3zeit lag infolge der
geringen Zellkonzentrationen zwischen drei und funf Minuten. Von langeren Mel3zeiten wurde
abgesehen, da zum einen das vorhandene Probenvolumen begrenzt war und zum anderen Se-
dimentationsphdnomene vermieden werden sollten.

Es wurde fur jede zu untersuchende Zellart eine Doppelbestimmung durchgefuhrt und der

Mittelwert der beiden Messungen in der Auswertung verwendet.

4.2.2 Durchfihrung der Vorversuche

Zur Validierung der beschriebenen Methode bei niedrigen Leukozytenzahlen wurden Verdin-
nungsreihen durchgefihrt. Vollblut wurde 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10 000 und 1:20 000 mit
isotonem Phosphatpuffer ohne Calcium und Magnesium verdinnt. Das Blut aus jedem Ver-
dunnungsschritt wurde wie folgt prapariert: 3@d0vollblut bzw. verdinntes Vollblut wurden

mit 100 ul FACSCount Controls (beads) und 1Qul Antikorper Anti-CD45-FITC/Anti-
CD14-PE (Simulte$i-Leukogatél, Becton Dickinson Immunocytometry Systems versetzt .
Sowohl die Eichpartikel als auch das Reagenzglas mit dem Probengemisch wurden intensiv mit
Hilfe eines Vortex-Gerates (Reax 2000, Fa. Heidolph) gemischt, da sich die Latexpartikel als
auRRerst adharent an des Wanden der Kunststoffgefale erwiesen haben. Die Probe wurde fir
20 min lichtgeschitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 1,5 ml Ortho-mune Lysing
Reagentl (Ortho Diagnostic Systems, Neckargemiind, Deutschland) zur Lysierung der

Erythrozyten hinzugefiigt, und die Probe wurde fur weitere 10 min inkubiert. Die Leukozyten-
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konzentration im Vollblut und fiir jeden Verdinnungsschritt wurde innerhalb der nachsten zehn
Minuten ohne einen Zentrifugationsschritt nach erneutem Mischen mit dem Vortex-Gerat mit

dem DurchfluBzytometer bestimmit.

Um die Prazision der Messungen mit dem DurchfluRzytometer einschliel3lich der vorhergehen-
den Préaparationsschritte zu bestimmen, wurde Frischplasma aus ein und derselben Spende
zehnmal wie unter 4.2.Beschrieben prapariert und die Leukozytenzahl mit dem Durchfluf3-

zytometer bestimmt.

Desweiteren wurde ein Vergleich der durchflul3zytometrischen Leukozytenbestimmung mit der
mikroskopischen Zellzéhlung in der Nageotte-Kammer (COBE BCT Nageotte Modified
Bright-Line Counting Chamber ) durchgefuhrt. Fur die Zéhlung in der Nageotte-Kammer wur-
de die Probe 1:10 mit 1%iger Peressigsaure verdinnt, gemischt und fir 10 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe erneut gemischt, die Kammer wurde be-
schickt und vor der Zéhlung fir 20 min zum Absetzen der Zellen in einer feuchten Kammer

aufbewahrt. Es wurde eine Kammerhalfte mit einem Volumen vaqu 606ter dem Mikroskop

ausgezahlt.

4.2.3 Praparation der Frischplasma-Proben

450 pl Plasma wurden mit 50 pl 10%iger gepufferter Formaldehydlésung (Sol. Formaldehyd.
270,0 g, Dinatriumphosphat x 12®i 16,4 g, Natriumdihydrogenphosphat x3#4,0 g , Aqua

ad 1000 g) versetzt, um eine Fixierung der Zellen zu erreichen. Aus diesem Gemisch wurden
jeweils ein Ansatz zur Bestimmung des Leukozytengehaltes und ein Ansatz zur Ermittlung der
Thrombozyten- und Erythrozytenkontamination hergestellt.

Es wurden je zweimal 100 des fixierten Plasmas mit 1Q0 FACScounil-Controls-Lésung
(Becton Dickinson) versetzt.

Dem Ansatz zur Leukozytenbestimmung wurdenul@ines Antikdrpergemisches aus Anti-

CD45-FITC und Anti-CD14-PE (SimultéstLeucoGATE] CD45/CD14[Anti-HLel/-Leul-

M3], Fa. Becton Dickinson) zugesetzt.
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Dem Ansatz zur Erythrozyten- und Thrombozytenbestimmung wurden 10 pl Anti-CD42a-

FITC (Becton Dickenson) und 10 pl Glycophorin A-PE (Firma Immunotech) zugegeben.
Anschlielend wurden die Proben mittels eines Vortex-Gerédtes (Reax 2000, Fa. Heidolph)
gemischt.

Nach einer Inkubationszeit von 15 min, in der die Proben zur Vermeidung des Zerfalls der
Fluoreszenzfarbstoffe in dunkler Umgebung bei Raumtemparatur aufbewahrt wurden, erfolgte
die Verdinnung mit 50@ einer 150 mmol PBS (phosphate-buffered saline) - Lésung ohne
Calcium und Magnesium (PBS-Stammlosut@) ml, NaCl-Steamlésung150 ml, Aqua ad
injectonem ad 1000 ml).

AnschlieBend wurde die Probe erneut intensiv mit dem Vortex-Gerat (Reax 2000, Fa. Hei-
dolph) gemischt.

Dann erfolgte eine zweifache Messung mit dem Durchflu3zytometer FAG@GS@ercton Dik-
kinson). Auch zwischen den Einzelmessungen wurde die Probe nochmals gemischt, um Sedi-

mentationsphdnomene auszuschliel3en.

Um den Einflul3 des Einfrierens und Auftauens auf den Zellgehalt des Plasmas zu untersuchen,
wurden 10 Schlauchsegmente Frischplasma aus der Vollblutfraktionierung halbiert. Eine Halfte
wurde wie unter 4.2.3 beschrieben sofort prapariert und mit dem DurchfluRzytometer auf ihren
Zellgehalt untersucht. Die andere Halfte des Schlauchsegmentes wurde fir 24 Stunden bei

-18 °C gelagert, anschlieRend aufgetaut, wie oben beschrieben prapariert und gemessen.

4.2.4 Auswertung der M essungen, Statistik

Zur Auswertung der Messungen wurde die Software Attrastoesrwendet.

In Zweiparameterdarstellungen kénnen mit Hilfe dieser Software die Intensitaten ausgewahiter
Parameter jeden erfal3ten Ereignisses (Zelle, Referenzpartikel, Debris) gegeneinander aufgetra-
gen werden. Dabei kénnen die wahrend der Messung erfaldten Parameter beliebig miteinander
kombiniert werden. Mit Hilfe sogenannter Attractors (ovale Populationsregionen) wird flr
jedes erfal3te Ereignis gepruft, welcher der zuvor definierten Populationen es angehort.

Ein Attractor fur eine bestimmte Population kann in mehreren Diagrammen definiert werden.
Je mehr Parameter dabei benutzt werden, umso genauer wird die Population definiert. Dies hat

den Vorteil, daf Zellen, die sich in einem oder in mehreren Parametern &hneln, gut zu differen-
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zieren sind, solange sie sich in mindestens einem der erfal3ten Parameter voneinander unter-
scheiden. Monozyten- und Lymphozytenpopulation tGberschneiden sich beispielsweise in einer
Auftragung von Vorwartsstreuung gegen Seitwéartsstreuung, da die Zellen zum Telil eine ahnli-
che Gro3e und Granularitat aufweisen. Da die Monozyten aber mit dem PE-konjugierten Mo-
nozytenmarker CD 14 markiert wurden, weisen sie ein anderes FL 2 - Fluoreszenzsignal auf

als Lymphozyten (vgl. Abb. 1)

Es wurde fur jedes Herstellungsverfahren die Konzentration an Leukozyten, Thrombozyten
und Erythrozyten im gewonnenen Frischplasma bestimmt. Fir die Berechnungen wurde das
arithmetische Mittel der Zellkonzentrationen aus den Doppelbestimmungen verwendet. Die
durch die Zugabe von Formaldehydlésung zum Plasma entstandene Volumenanderung wurde
rechnerisch bericksichtigt.

Neben der Zellkonzentration im Plasma wurde der Zellgehalt pro Transfusionseinheit be-

stimmt, der sich wie folgt errechnet:

Nzelen/ TE = Galen LV

Nzeten/ TE Zellzahl pro Transfusionseinheit
Czdllen durchfluBzytometrisch bestimmte Zellkonzentration im Plasma

V Gesamtvolumen des gewonnenen Plasmas

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS for MS WINDOWS Release 6.0 vorgenanmen.
Zur Prifung der Normalverteilung der Wertegruppen wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test
verwendet, die Varianzhomogenitat wurde mit dem Cochran C-Test gepriift.

Normalverteilung der Werte und Homogenitat der Varianzen gelten als Voraussetzungen fur
einfaktorielle Varianzanalysen. Ihre Anwendung ist bei Nichterflllung dieser Voraussetzungen
dennoch statthaft, wenn mehr als 15 Werte untersucht werden

Wenn die Werte nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test nicht normalverteilt waren oder keine
Varianzhomogenitat bestand, wurde beim Vorliegen von weniger als 15 Werten der Mann-
Whitney U -Test als nichtparametrisches Verfahren zum paarweisen Vergleich unverbundener

Stichproben herangezogen.
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Es wurden multivariate und univariate einfaktorielle Varianzanalysen durchgefuhrt. Bei Bedarf
wurde als voraussetzungsfreier Test der Kruskal-Wallis-Test hinzugezogen.

Zum multiplen Mittelwertvergleich wurde der Scheffé-Test mit einem Signifikanzniveau von

0,05 verwendet.
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Abb.1  Attractor-Set zur Bestimmung der Leukozytenkonzentration in Frischplasma
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5. Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der Vorversuche

5.1.1 Sensitivitdtsbestimmung der durchflul3zytometrischen Methode

Zur Validierung der Methode bei niedrigen Leukozytenzahlen wurde eine Verdinnungsreihe
aus Vollblut durchgefiihrt. In Abbildung 2 sind die mit dem DurchfluRzytometer bestimmten
Leukozytenkonzentrationen gegen die erwarteten Konzentrationen aufgetragen.

Es konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der erwarteten und der gemessenen

Leukozytenkonzentration bis in einen Bereich von 0,5 bis 1 Leukozyteplpio= 0,97)

gefunden werden.
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Erwarteter Wert (Leukozyten/ul)

Abb. 2 Validierung der durchflu3zytometrischen Methode mittels Verdiinnungsreihen aus Vollblut,

Vergleich zwischen erwartetem und gemessenem Wert
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5.1.2 Bestimmung der Prazision der durchfluRzytometrischen Methode

Um die Prazision der Messungen mit dem Durchflu3zytometer einschlie3lich der

vorhergehenden Préparationsschritte zu bestimmen, wurde Plasma aus ein und derselben
Spende zehnmal, wie unter 4.2.3 beschrieben, prapariert und die Leukozytenkonzentration mit
dem DurchfluRzytometer bestimmt. Der Variationskoeffizient lag bei einer durchschnittlichen

Leukozytenkonzentration von 0,8 Zellen pitdei 22,9 %.

2
Methode (incl. Pipettieren)
1,5 -
=
c
g
< L 2
g 14 24 . *
X
D .
- * * L 2
L 2 L 2
0,5 -
VK =22,9%
0

Abb. 3 Zehnmalige Praparation ein und derselben Probe
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5.1.3 Vergleich mit den Ergebnissen aus der Zahlung in der Nageotte-Kammer

Der Vergleich der Ergebnisse aus der DurchflulBzytometrie mit den Ergebnissen der
mikroskopischen Zahlung in der Nageotte-Kammer ergab ebenfalls eine zufriedenstellende
Relation (r = 0,95). In Abbildung 4 sind der Wert aus der Zahlung in der Nageotte-Kammer

und der Wert aus der durchfluRzytometrischen Bestimmung gegeneinander aufgetragen.
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0. . > ¢ r = 0,95
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Abb. 4 Vergleich der durchflu3zytometrischen Methode mit der mikroskopischen Zahlung in der Nageotte-

Kammer
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5.2 Ergebnisse der Hauptver suche und statistische Auswertung

Die Abbildungen 5 bis 12 und Tabellen 1 bis 3 zeigen die mittlere Konzentration von Leuko-

zyten, Erythrozyten und Thrombozyten im Frischplasma mit Standardabweichung sowie den

mittleren Zellgehalt pro Transfusionseinheit (TE) in Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren.

Als Transfusionseinheit wurde das gespendete Plasmavolumen betrachtet. Eine Besonderheit
besteht bei den mittels Plasmapherese gewonnenen Frischplasmen. Hier wurden durchschnitt-
lich 596 ml Plasma gespendet, wahrend bei allen anderen Verfahren nur 240 bis 300 ml ge-

wonnen wurden. Eine solche Spende wird in der Regel auf 3 Transfusionseinheiten Plasma

verteilt, die damit durchschnittlich 198,7 ml umfassen.

5.2.1 Leukozyten in Frischplasma

Mittelwert | Standard- | Mittelwert
[/ul] | abweichung | [ 10°/ TE"]

Vollblutfraktionierung 7,72 9,14 2,26
Plasmapherese MCS (PPP) 7,11 16,58 1,44
Thrombapherese MCS (PLP) 10,34 10,57 3,08
Thrombapherese Cobe Spectra 0,66 2,38 0,20
Thrombapherese Fresenius AS 104 0,39 0,55 0,10

Tabelel

verfahren

"TE = Transfusionseinheit

Durchschnittlicher Leukozytengehalt von Frischplasma

in Abhangigkeit vom Herstellungs-
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Fraktionierung

Abb. 5 Leukozytenkonzentration in Frischplasma in Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren

Die vertikalen Linien symbolisieren die Standardabweichung.

Leukozyten [x10°%TE]

Vollblut Haem. PPP Haem. PLP Cobe Spectra Fres. AS-104
Fraktionierung

Abb. 6 Leukozytengehalt pro Transfusionseinheit Frischplasma in Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren

Die vertikalen Linien symbolisieren die Standardabweichung.
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5.2.2 Thrombozyten in Frischplasma

Mittelwert | Standard- | Mittelwert
[/ul] | abweichung | [ 10°/ TE"]
Vollblutfraktionierung 13988 5752 4034
Plasmapherese MCS (PPP) 53079 24898 10471
Thrombapherese MCS (PLP) 24853 51661 1447
Thrombapherese Cobe Spectra 11736 12727 3520
Thrombapherese Fresenius AS 104 78523 84669 18672

Tabele2 Durchschnittlicher Thrombozytengehalt von Frischplasma in Abhangigkeit vom Herstellungs-

verfahren

" TE = Transfusionseinheit
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20000 H
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Thrombozyten [/ul]

Vollblut- Haem. PPP Haem. PLP  Cobe Spectra Fres. AS-104
Fraktionierung

Abb.9 Thrombozytenkonzentration in Frischplasma in Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren

Die vertikalen Linien symbolisieren die Standardabweichung.
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Abb. 10: Das Histogramm zeigt die Haufigkeitsverteilung der gemessenen

Thrombozytenkonzentrationen innerhalb des Untersuchungsmaterials
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5.2.3 Erythrozyten in Frischplasma

Mittelwert | Standard- | Mittelwert

[/ul] abweichung | [ 105/ TE"]
Vollblutfraktionierung 197,70 230,81 57,09
Plasmapherese MCS (PPP) 231,52 197,73 45,67
Thrombapherese MCS (PLP) 199,59 237,92 58,69
Thrombapherese Cobe Spectra 192,40 188,97 57,72
Thrombapherese FreseniusAS 104 | 138,21 165,91 32,81

Tabelle 3 Durchschnittlicher Erythrozytengehalt von Frischplasma in Abhangigkeit vom Herstellungs-
verfahren

" TE = Transfusionseinheit
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Erythrozyten [/ul]
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Vollblut Haem. PPP Haem. PLP Cobe Spectra  Fres. AS-104
Fraktionierung

Abb. 11 Erythrozytenkonzentration in Frischplasma in Abhéangigkeit vom Herstellungsverfahren

Die vertikalen Linien symbolisieren die Standardabweichung.
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5.2.4 Vergleich der Verfahren mit periodischer und konstanter Trenngrenze bei Ver-

wendung des Zellseparators Fresenius AS 104

Bel Verwendung des Zellseparators AS 104 zur Gewinnung eines Thrombozytenkonzentrates

mit simultaner Herstellung einer Transfusionseinheit Frischplasma sind zwei Modifikationen

des Verfahrens moglich: Die Position der Trenngrenze kann entweder konstant gehalten oder
aber periodisch verschoben werden, um die Leukozytenkontamination des Konzentrates zu
verringern. Es wurde untersucht, ob sich diese beiden Verfahrensweisen hinsichtlich der zellu-
laren Kontamination des hergestellten Frischplasmas signifikant voneinander igietersche

Es bestand bei Signifikanzprifung mit dem Mann-Whitney U-Wilcoxon W-Test kein signifi-
kanter Unterschied in der Konzentration von Erythrozyten, Leukozyten oder Thrombozyten im
gewonnenen Plasma.

Bei beiden Verfahrensarten zeigten die Thrombozyten eine Normalverteilung, deshalb wurde
hier zusatzlich ein t-Test durchgefihrt, der einen grenzwertig signifikanten Unterschied der
beiden Plasmaarten hinsichtlich des Thrombozytengehaltes ergab.

Allerdings wiesen die Thrombozytenbestimmungen eine breite Streuung auf, so dal’3 bei der
kleinen Anzahl an untersuchten Proben eine Bewertung problematisch ist.

Aufgrund dieser Ergebnisse und der relativ kleinen Fallzahlen (12 bzw. 14 Proben) wurden
diese beiden Gruppen in der Auswertung unter dem Verfahren "Thrombapherese mit Fresenius

AS 104" zusammengefal3t.

5.2.5 Vergleich der funf untersuchten Herstellungsverfahren fir Frischplasma

Die multivariate, einfaktorielle Varianzanalyse ergab, dal3 sich die funf untersuchten Herstel-
lungsverfahren hinsichtlich der Zellzusammensetzung des erzeugten Plasmas hochsignifikant
voneinander unterscheiden. (p < 0,001)

Die univariate einfaktorielle Varianzanalyse fur jede einzelne Zellart ergab einen hochsignifi-
kanten Unterschied im Gehalt an Thrombozyten und Leukozyten (p < 0,001) im Frischplasma
in Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren. Der Erythrozytengehalt der untersuchten Plasmen

unterschied sich dagegen nicht signifikant (p = 0,5082).
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Zur Absicherung dieses Ergebnisses wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test ein voraussetzungs-

freier Test hinzugefiigt. Er bestétigte dieses Ergebnis (Thrombozyten und Leukozyten: p <
0,01, Erythrozyten: p = 0,0628) .

Es wurde ein multipler Mittelwertvergleich (Scheffé-Test) fir jede Zellart und jedes Verfahren
durchgefuhrt.

Die leukozytare Kontamination von Plasma aus der Thrombapherese mit Haemonetics MCS 3p
(PLP) lag signifikant Uber den Werten aus der Thrombapherese mit Fresenius AS 104 und
COBE Spectra, unterschied sich aber nicht signifikant von der leukozytaren Kontamination des
Plasmas aus den beiden Ubrigen Verfahren.

Der Thrombozytengehalt von Plasma aus der Plasmapherese mit Haemonetics MCS und
Fresenius AS 104 war signifikant gro3er als bei allen anderen Verfahren. Zwischen der throm-
bozytaren Kontamination des Plasmas der beiden erstgenannten Verfahren bestand jedoch kein

signifikanter Unterschied.

5.3 Veranderungen der Zellzahl durch Schockgefrieren

Abbildung 13 zeigt die prozentuale Anderung der Gehaltes an Thrombozyten, Erythrozyten
und Leukozyten in Frischplasma durch Schockgefrierung. Die "Zunahme" des Gehaltes an
Thrombozyten und Erythrozyten ist mel3- beziehungsweise auswertungstechnisch bedingt: Es
wird davon ausgegangen, dal3 Erythrozyten und Thrombozyten durch den ProzelR des Einfrie-
rens und Auftauens zum Teil zerstort, zumindest aber in ihrer Membranintegritat beeintrachtigt
werden. Da sowohl die Erythrozyten- als auch Thrombozytenpopulation ausschlie3lich tber
ihre Fluoreszenzeigenschaften, nicht aber Uber ihre Streulichteigenschaften mit Hilfe der At-
tractors quantifiziert wurden, wird jeder Partikel, der eine bestimmte Fluoreszenzintensitét
aufweist, unabhéngig von seiner Groéf3e und Granularitat, diesen Populationen zugeordnet.
Dabei kann es sich auch um Zellfragmente handeln. Insofern ist die Aussagekraft dieser Unter-
suchung fur die Anderung des Thrombozyten- und Erythrozytengelegjtenzi.

Anders verhélt es sich jedoch mit der Leukozytenpopulation. Die Abbildung 13 zeigt eine
durchschnittliche Abnahme des Leukozytengehaltes um 34 %. Bei den Leukozyten erfolgt die
Quantifizierung sowohl Uber die Fluoreszenz- als auch Uber die Streulichteigenschaften

(vergleiche 4.2.4), so dal3 Partikel unterhalb einer bestimmten Gré3e und Granularitat nicht zu
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den Leukozyten gezahlt werden, selbst wenn es sich um Leukozytenfragmente handelt. Es
werden hier also nur weitgehend intakte Leukozyten guaaentif
Der Gehalt an intakten Leukozyten im Frischplasma nahm der vorliegenden Studie zufolge um

durchschnittlich 34 % ab, wenn das Plasma schockgefroren und wieder aufgetaut wurde .
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Abb. 13 Durchschnittliche Veranderung des Zellgehaltes von Frischplasma durch Schockgefrieren und Auf-

tauen. Die vertikalen Linien symbolisieren die Standardabweichung.
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Abb. 14 Veranderung des Zellgehaltes von Frischplasma durch Schockgefrieren und Auftauen anhand der

zehn untersuchten Proben
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6. Diskussion

6.1 Eignung der Methode

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daf3 die DurchfluRzytometrie in Verbindung
mit der Verwendung monoklonaler Antikérper und standardisierter, kommerziell erhaltlicher
Eichpartikel eine geeignete Methode zur Quantifizierung kleiner Zellkonzentrationen in Frisch-
plasma ist.

Mit Verdiunnungsreihen wurde demonstriert, dafl3 bis zu einer Konzentration von 0,5 - 1 Leu-
kozyten praul Messungen von zufriedenstellender Prézision durchfuhrbar sind.

Mit 0,1 Leukozyten proul haben DZIK et al® eine vergleichbare Sensitivitatsgrenze fiir
durchfluBzytometrische Leukozytenbestimmungen bei Ermittlung des Probengewichtes vor
und nach der Messung beschrieben. VACHULA et,allie FITC-markierte Hiihnererythro-

zyten als Eichpartikel verwendet hatten, gaben einen linearen Zusammenhang zwischen erwar-

tetem und gemessenem Wert bis zu einer Schwelle von 5 LeukozytghgiroSHECKLER

et al’”® verwendeten eine &hnliche Technik und gaben sogar 0,001 LeukozytehaisSen-
sitivitdtsgrenze an. LUTZ! fand einen ausgezeichneten Korrelationskoeffizienten zwischen
erwartetem und gemessenem Wert bis zu einer Grenze von 0,3 LeukozykrREBULLA

|

et al.” gaben 0,1 Leukozyten pgoh als Sensitivitatsgrenze an.

Ein Vorteil der hier beschriebenen Methodik liegt darin, daf® durch die Verwendung der kom-
merziell erhaltlichen Eichpartikel in bekannter Konzentration die Herstellung einer Eichldsung
nicht erforderlich ist.

Um praparations- und gerateabhéngige Variationen fur die durchflul3zytometrische Methode zu
ermitteln, wurde Plasma aus ein und derselben Spende zehnfach prapariert und mit dem
DurchfluBzytometer gemessen. Es konnte ein Variationskoeffizient von 22,9 % bei einem
mittleren Zellgehalt von 0,8 Leukozyten piagefunden werden.

Neben der Durchflulzytometrie ist die mikroskopische Zahlung in der Nageotte-Kammer die
am haufigsten beschriebene Methode zur Quantifizierung von Leukozyten in leukozytenarmen
Blutprodukten. Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dal’3 die mit dem Durch-
fluzytometer bestimmten Zellkonzentrationen mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,95 in
zufriedenstellender Weise mit den Werten aus der mikroskopischen Zahlung in der Nageotte-

Kammer Ubereinstimmten. Damit ist die Korrelation nur geringflgig schlechter als von
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LUTZ et a.* angegeben (r = 0,9996), die aber auch zeigten, daR die Zahlung in der Nageotte-
Kammer in einem Mel3bereich von weniger als 2 Leukozytemnlpemen Variationskoeffizi-

enten von immerhin 40 % aufwies. Die von MASSE €f &leschriebene Modifikation der
Methode, die im Konzentrieren der Zellen in der Hélfte des urspriinglichen Probevolumens und
der Zellzahlung im resuspendierten Pellet besteht, verbessert zwar die Prazision auf einen Kor-
relationskoeffizienten von 0,974 in einem Bereich von 0,01 bis 0,5 Leukozyten, pnddht

aber gleichzeitig den Zahlzeit auf 30 min fur eine Probe. PRATI*ébakchrieben eine weite-

re Modifikation der Methode von MASSE, bei der die Leukozyten auf ein Zwanzigstel des
Originalvolumens konzentriert wurden. Sie gaben eine Sensitivitatsgrenze von 0,005-0,01
Leukozyten praqul an.

Ein Vorteil der Durchflulzytometrie gegeniiber der Nageotte-Kammer liegt darin, dal3 ein
gréReres Probenvolumen analysiert wird. Wie DUMONTIn einer Ubersichtsarbeit tber
Fehlerquellen bei der Bestimmung sehr kleiner Leukozytenzahlen darstellte, ist die Grol3e des
Vertrauensintervalls der Ergebnisse vor allem vom prozessierten Probenvolumen abhangig. Bei
der Zahlung in der Nageotte-Kammer wurde eine Kammerhélfte (entsprigld) b6i einer
Probenverdinnung von 1:10 ausgezahlt. Damit wurddrdér eigentlichen Probe analysiert.
Selbst beim Auszahlen beider Kammerhalften kdnnen maximal P@obe analysiert werden.

Das Durchflu3zytometer prozessiert zirkapg@er Analysenlésung in der Minute. Die durch-
schnittliche Mel3zeit bei der Zahlung von Leukozyten betrug drei bis funf Minuten. Wenn, wie
bei der hier beschriebenen Praparationsarylasma mit 61Ql Flissigkeit verdinnt wur-

den, entspricht das einem analysierten Volumen von 254 dér eigentlichen Probe. Damit
wurde bei der durchfluBzytometrischen Bestimmung der Leukozyten ein zwei- bis vierfach
grolReres Probenvolumen als in der Nageotte-Kammer aralysiert.

Verschiedene Untersucher haben mit Hilfe von Verdiinnungsreihen versucht, die Sensitivitats-
grenze der Zahlmethode in der Nageotte-Kammer durch Auftragung des erwarteten Wertes
gegen den ermittelten Wert anzugeben. LUTZ &t ghben eine Schwelle von 0,3 Leukozyten

pro pl an, MOROFF et af gaben 0,5 Leukozyten pgd an, REBULLA et af® bezeichneten

1 Leukozyten praul als Schwellenwert. Die letztgenannte Autorengruppe entwickelte aller-
dings verschiedene Praparationsmethoden fur die Zahlung in der Nageotte-Kammer, die auch

im Konzentrationsbereich von 0,1-1 Leukozytenproufriedenstellende Ergebnisse zeigten.
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DurchfluRzytometrie und mikroskopische Zahlung in der Nageotte-Kammer weisen somit
durchaus vergleichbare Sensitivitdtsgrenzen bei der Ermittlung von kleinen Leukozytenzahlen
in Blutprodukten auf. Unstrittig ist, daf3 mikroskopische Zahlmethoden einiger Erfahrung be-
durfen und auf3erst ermidend sind. Bei Verwendung eines Durchflu3zytometers kann ein gro-
Beres Probenvolumen analysiert werden, wodurch das Vertrauensintervall der Ergebnisse ver-
bessert wird. Allerdings ist der materielle Aufwand fur die durchflul3zytometrische Bestim-
mung von Zellkonzentrationen bei Verwendung von monoklonalen Antikérpern und standardi-
sierten Eichpartikeln groR3er als bei Verwendung der Nageotte-Kammer, so dal’ im Einzelfalle

bei der Auswahl der Methode das Kosten-Nutzen-Verhaltnis erwogen werden muf3.

Die Quantifizierung fluoreszenzmarkierter Leukozyten als Gesamtpopulation mittels der hier
beschriebenen Methode ist wenig problematisch. In zellreichen Proben zeigte auch die quanti-
tative Bestimmung der Subpopulationen (Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten) plausi-
ble Ergebnisse. Je geringer allerdings der Leukozytengehalt und je gré3er der Gehalt an Zell-
trummern in einer Probe ist, um so groRRer wird die Fehlerwahrscheinlichkeit bei der Zahlung
der Subpopulationen. In den untersuchten Plasmaproben wurde im Fluoreszenz 1 gegen Fluo-
reszenz 2 - Diagramm eine konstante Debris-Population beobachtet, deren Partikel die ver-
wendeten Antikorper CD 45 und CD 14 in gleichem Mal3e gebunden hatten. Sie erschwert
insbesondere bei geringem Zellgehalt der Probe die Abgrenzung der Granulozytenpopulation,
so dal’ eine sichere Unterscheidung von Granulozyten und Debris nicht mdglich ist. Wenn die-
ser Fehler auch in zellreichen Proben nur einen unwesentlichen Prozentsatz ausmacht, steigt er
doch bei zellarmen Proben, in denen zum Teil weniger als 10 Leukozytenereignisse pro Mes-
sung quantifiziert werden konnten, tGberproportional an. Es wurde deshalb auf die Angabe des
prozentualen Anteils der Subpopulationen am Gesamtleukozytengehalt des Ptagrhtet.ve

Durch das Verhaltnis Leukozytenzahl/Debris wird somit die Sensitivitdt dieser Methode be-
grenzt.

Bei der Erfassung der Erythrozyten wurde in der Auftragung von Vorwartsstreuung gegen
Seitwartsstreuung neben der normalen Erythrozytenpopulation regelmalidig eine weitere Popu-
lation mit geringerer Vorwarts- und Seitwartsstreuung beobachtet. Diese Population machte
zwischen 20 und 70 % der Gesamterythrozyten aus. Es wird davon ausgegangen, dald es sich
hierbei um Erythrozyten handelt, die durch die Fixierung mit Formaldehyd verandert worden

sind. Da die Klassifikation der Erythrozyten jedoch ausschlie3lich Gber einen Attractor im
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Fluoreszenzdiagramm erfolgte und beide Zellgruppen hinsichtlich ihrer Fluoreszenzmarkierung

eine einheitliche Popul ation bildeten, wuden sie auch als solche quantifiziert.

Anders als bei den Leukozyten werden bei der Untersuchung von Thrombozyten und Erythro-

zyten durch die Berechnung der Zellzahl im Fluoreszenzdiagramm (Leukozyten: FCS-SSC-
Diagramm) nicht nur intakte Zellen, sondern antigenes Membranmaterial von Erythrozyten
beziehungsweise Thrombozyten an sich quantifiziert, so daf} die angegeben Werte unter Um-

standen Uber der tatsachlich vorhandenen Anzahl an intakten Zellen liegen.

6.2 Zellulare Kontamination von Frischplasma

Das in dieser Studie beschriebene Verfahren der durchfluzytometrischen Bestimmung von
Zellkonzentrationen unter Verwendung kommerziell erhaltlicher Referenzpartikel wurde ge-
nutzt, um die zellulare Kontamination von Frischplasma zu bestimmen. Dabei wurde Frisch-
plasma unterschiedlicher Herstellungsverfahren untersucht. Es konnte festgestellt werden, daf3
das Herstellungsverfahren durchaus einen Einfluld auf die zellulare Zusammensetzung des
Frischplasmas hat und daf3 sich die einzelnen Verfahren hinsichtlich des Gehaltes an Leuko-
zyten und Thrombozyten signifikant voneinander unterscheiden, wahrend keine signifikanten
Unterschiede im Erythrozytengehalt der untersuchten Plasmen gefunden werden konnten.

Im Hinblick auf die leukozytéare und erythrozytare Kontamination des Plasmas wurden die For-
derungen der Produktmonographie des Bundesanzeigers Nr. 182 vom 27.6%1u888veq

erfullt. Was allerdings den Gehalt an Thrombozyten betrifft, so wurde der vorgeschriebene
Hochstzellgehalt von 20 000 Zellgih/bei drei von funf untersuchten Verfahren weit Uber-
schritten. Wahrend Plasma aus der diskontinuierlichen Thrombapherese mit Haemonetics MCS
mit durchschnittlich 24 853 Zellgn/ den Grenzwert um 24,3 % Uberschritt, handelte es sich

mit 53 079 Zellen/pl bei der Plasmapherese mit Haemonetics MCS und 78 523 Zellen/ul bei
Thrombapherese mit Fresenius AS 104 um Uberschreitungen des Grenzwertes um 165 be-
ziehungsweise 292 %. Da durch die Prozedur des Einfrierens und Auftauens ein Teil dieser
Thrombozyten zerstort wird, kommt es mit der Auflésung der thrombozytaren Granula zur
Freisetzung von thrombogenen Substanzen und zu einer Aktivierung der plasmatischen Gerin-
nung.

Wird der cill-Wert (critical immunological load of leukocytes) vofAl Leukozyten pro

Transfusionseinheit als Kriterium herangezogen, ist festzustellen, dal? lediglich Plasma, das bei
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kontinuierlichen Thrombaphereseverfahren als Nebenprodukt gewonnen wurde, diesen Grenz-

wert der Leukozytenbel astung unterschritt.

Die Ubrigen Verfahren tiberschritten den cill-Wert mit 2126 Leukozyten pro Transfusions-
einheit  (Vollblutfraktionierung) und 3,0B0° Leukozyten pro Transfusionseinheit
(diskontinuierliche Thrombapherese Haemonetics MCS, PLP) deutlich. Bei der Plasmapherese
mit Haemonetics MCS (PPP) wurden durchschnittlich 592 ml Frischplasma mit einem Ge-
samtleukozytengehalt von 4/19° Zellen gewonnen. Da dieses Volumen in der Regel auf drei
Empfanger verteilt wird, enthalt die transfundierte Einheit an Frischplasma entsprechend nur
1,4410° Leukozyten. Damit wird der cill-Wert, unterhalb dessen keine Alloimmunisierung
mehr zu erwarten ist, jedoch immer noch tberschritten.

Alloimmunisierungen durch Frischplasma sind bisher nicht beschrieben worden. Allerdings
beschrieb SNIECINSKT fiir Patienten, die weniger al§l6° Leukozyten pro Transfusions-
einheit eines Thrombozytenkonzentrates erhalten hatten, noch eine 15%ige Inzidenz von
Alloimmunisierungen. Auch VAN MARWIJK KOOY et al®® beobachteten bei Patienten, die
Thrombozytenkonzentrate mit weniger a@® Leukozyten pro Transfusionseinheit erhalten
hatten noch in 7 % der Falle Alloimmunisigen.

Auch die Ubertragung von Cytomegalieviren durch Frischplasma ist bisher kaum gezielt unter-
sucht worden. In einer Arbeit von BOWDEN ef alvurde von fiinf Patienten, die zwischen 2

und 10 Einheiten Frischplasma erhalten hatten, keiner mit CMV infiziert. Die Autoren unter-
suchten 21 Patienten mit Plasmaaustausch vor einer Knochenmarkstransplantation, die neben
CMV-negativen Thrombozytenkonzentraten auch ungescreentes Plasma erhalten hatten. Kei-
ner der Patienten erlitt eine CMV-Infektion. BOWDEN ging davon aus, dal3 Frischplasma zu
wenig Leukozyten enthalt, um eine CMV-Ubertragung zu verursachen, und daR die Leuko-
zyten Uberdies durch das Einfrieren zerstort wirden.

Die in dieser Studie ermittelten Leukozytenkonzentrationen in Frischplasma sollten jedoch im
Zusammenhang mit den teilweise erheblichen Uberschreitungen des cil-Wertes AnlaR zu der
Uberlegung geben, Frischplasma aus bestimmten Herstellungsverfahren zumindest fiir Empfan-
ger mit einem erhdhten Risiko fur Alloimmunisierungen zu filtrieren oder aber Plasma aus der
Herstellung mit in-line-Filtration des fraktionierten Vollblutes zu verwenden. Als Risikoemp-
fanger sind in diesem Zusammenhang potentiell multitransfundierte Patienten und Patienten mit

hamatologischen und onkologischen Erkrankungen zu betrachten.



6.3 Ergebnisse anderer Unter sucher

Die bisher vorliegenden Studien zur zellularen Kontamination von Frischplasma liefern sehr
unterschiedliche Daten. So fanden WIEDING et ah Plasma aus der Vollblutfraktionierung
durchschnittlich 125 Leukozytepd durch Auszéhlen der Zellen nach Anfarbung mit Acridin-
orange. MOOG et &f. untersuchten Frischplasma, das bei der diskontinuierlichen Thromba-
pherese mit dem Zellseparator A 201 (Baxter) gewonnen wurde. Sie zahlten die enthaltenen
Zellen in einer Neubauer-Kammer aus und fanden durchschnittlich 28 Leukozyten, 4 Erythro-
zyten und 2200 Thrombozyten pabPlasma. KRETSCHMER et &l.z&éhlten nach einer Mo-
difikation herkémmlicher Vollblutseparatoren 11,7 bzw. TH)1 Thrombozyten prqul Plasma

(ohne Angabe der Zahltechnik). Auch BERNVIL ef ahtersuchten Plasma aus der Vollblut-
fraktionierung und fanden 2 kernhaltige Zellen pilo Die erheblichen Differenzen zwischen

diesen Ergebnissen mégen sowohl in den verschiedenen Herstellungsverfahren fir Frischplas-

ma, als auch in den verschiedenen Zahltechniken begriindet sein.

6.4 EinfluR des Einfrierens und Auftauens auf den Zellgehalt von Frischplasma

In der vorliegenden Studie wurde Frischplasma vor dem Einfrieren untersucht. Da das zur
Verwendung am Patienten vorgesehene Plasma zur Gewahrleistung der Virussicherheit entwe-
der virusinaktiviert oder aber bei -3Q quaranténegelagert werden muf3, wurde versucht, den
Einflul} des Einfrierens und Auftauens auf den Zellgehalt im Plasma zu untersuchen. Es muf3te
jedoch festgestellt werden, dal’3 die DurchfluRzytometrie mit der hier beschriebenen Methode
der Auswertung nur fir den Verlust an Leukozyten durch Einfrieren und Auftauen brauchbare
Ergebnisse liefern konnte. FUr den Erythrozyten- und Thrombozytengehalt konnte lediglich
festgestellt werden, dal3 ein Teil der Zellen nach dem Auftauen eine kleinere GrofRe und Gra-
nularitat aufweist als im Frischplasma und dalR die Gesamtzahl fluoreszenzmarkierter Partikel
zunahm, was auf einen Zerfall votieteschlieRen laft.

Der Gehalt an intakten Leukozyten nahm durch die Prozedur des Einfrierens und Auftauens
um durchschnittlich 34 % ab. Allerdings bleiben die Membranbestandteile der Leukozyten als

antigenes Material im Plasma erhalten.



6.5 Schlul3folgerungen

Frischplasmen aus verschiedenen Herstellungsverfahren unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
thrombozytaren und leukozytaren Kontamination. Nur eines der untersuchten Verfahren lie-
ferte Frischplasma, das den fir die Auslésung einer Alloimmunisierung angenommenen leuko-
zytaren Kontaminationsgrad unterschritt. Wenn auch der Gehalt an intakten Leukozyten durch
das Einfrieren und Auftauen des Frischplasmas abnimmt, bleiben die antigenen Membranfrag-
mente dennoch erhalten. Es sollte daher in Betracht gezogen werden, Frischplasmakonserven
fir Risikopatienten gezielt nach dem Herstellungsverfahren auszuwéahlen, oder aber in diesen

Fallen generell auf leukozytendepletierte Produkte zurtickzugreifen.
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