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Bestimmung des Restleukozytengehaltes in leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentraten mittels Durchflusszytometrie

Der Restleukozytengehalt von Erythrozytenkonzentraten gilt als eine Ursache fur
zahlreiche transfusionsassoziierte Komplikationen. Der Europarat schreibt in den
Qualitétskontrollrichtlinien eine maximal zuldssige Leukozytenkontamination von
1" 10° Leukozyten pro Einheit vor. Dabei wird eine Mindestpriiffrequenz von 1% der
monatlich hergestellten Erythrozytenkonzentrate gefordert, 90% dieser untersuchten
Produkte miissen den Grenzwert einhalten.
In der hier vorgestellten Arbeit wurden 1520 Erythrozytenkonzentrate hinsichtlich ihres
Restleukozytengehaltes mittels der durchflusszytometrischen Messung kernhaltiger
Zellen mit dem CyFlow-Gerét untersucht. Bisher galt die mikroskopische Zellz&hlung in
der Ballast-Z&hlkammer als so genannter ,, Goldstandard”. Diese in der Untersuchung
angewendete durchflusszytometrische Methode ermdglicht eine automatisierte,
schnellere und sensitivere Messung des Restleukozytengehaltes as konventionelle
Methoden.
Insgesamt wurde in zwei Erythrozytenkonzentraten ein zu hoher Leukozytengehalt
festgestellt. Die unzuldssige Kontamination wurde durch einen immunologischen
Nachweis von Leukozyten mittels Farbung mit dem CD45-Antikorper bestdtigt. Die
Qualitatskontrollrichtlinien konnten in dieser Studie eingehalten werden. Allerdings geht
die Wahrscheinlichkeit, bei einer Mindestpriifung von 1% aller hergestellten Einheiten
ale kontaminierten Blutprodukte aufzudecken, nahe gegen Null. Somit ist eine deutlich
erhdhte Priffrequenz fir die Restleukozytenzéhlung von Erythrozytenkonzentraten
erforderlich, um fir jeden Patienten das Risiko einer Transfusionskomplikation zu
minimieren und damit die Einfihrung einer generellen Leukozytendepletion zu
rechtfertigen. Die Uberprifung aler hergestellten Erythrozytenkonzentrate ware
sinnvoll. Mit der hier vorgestellten durchflusszytometrischen Methode ist eine
Routinetestung aler Erythrozytenkonzentrate praktikabel.

Tag der mindlichen Prifung: 13.01.2006
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Einleitung und Hintergrund 1

1 Einleitung und Hintergrund

Ein Gebiet der Transfusionsmedizin ist die Herstellung von Blutkomponenten zur alogenen
Transfusion.

Diese Blutkomponenten sind gema? § 2 (1) AMG Arzneimittel und unterliegen immer
hoheren Qualitétsanforderungen [43].

Eine einschneidende Neuerung auf diesem Gebiet war die EinfUhrung der generellen
L eukozytendepletion von zelluldren Blutprodukten in Deutschland am 1.10.2001 [77].

In mehreren anderen europdischen Landern (z.B. England, Luxemburg, Frankreich, Irland,
Portugal) existierte eine solche Anordnung bereits seit 1998, in Kanada seit 1999.
Neuseeland und die USA folgten etwas spéter [36, 41, 42].

In der Bekanntmachung des Paul-Ehrlich-Institutes (Bundesoberbehdrde) vom 18.08.2000
heit es, dass ausschliefdlich solche Vollblute, Erythrozytenkonzentrate und
Thrombozytenkonzentrate in Verkehr gebracht werden dirfen, deren Leukozytengehalt
weniger als 1” 10° pro Einheit (Blutkomponente) betragt [77]. Die L eukozytenabreicherung
soll vor der Lagerung erfolgen; als Verfahren werden die Filtration oder die Apherese
empfohlen.

Eine Stellungnahme vom Arbeitskreis Blut vom 16.09.1998 gibt einen Uberblick, welche
Entwicklungen und Erkenntnisse zu dieser Entscheidung der Einfihrung einer allgemeinen
Leukozytendepletion flhrten [86].

Die gspezielle indikationsbezogene Leukozytendepletion ist bereits seit den 80er Jahren
unumstritten. Dieses Vorgehen hat sich bel der Transfusion immunsupprimierter und
chronisch transfusionsbeduirftiger Patienten bewéhrt [54, 55].

Die Entwicklung von immer effektiveren und schonenden Verfahren erbringt eine
gleichmaliigere Arzneimittelqualitét als bei konventionellen Verfahren. Es wird mdglich,
Erythrozytenkonzentrate in grofdter Reinheit herzustellen, d.h. nicht wirksame Bestandteile
wie Leukozyten zu eliminieren, da sie nicht von therapeutischem Nutzen sind [53, 70].
Zahlreiche Studien belegen, dass Leukozyten negativen Einfluss auf den Transfusionserfolg
haben oder zu Komplikationen fuhren.
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Untersuchungen haben gezeigt, dass durch die Transfusion leukozytendepletierter
Blutkomponenten das Risiko der HLA-Immunisierung sowie die Inzidenz von febrilen nicht-
hamolytischen Transfusionsreaktionen sinken [14, 50]. Aullerdem weisen viele Anzeichen
darauf hin, dass die postoperative Infektionsrate niedriger ist und die Ubertragung
zellstéandiger Viren und Bakterien erschwert wird [14, 56, 99].

Die Diskussion um die potentielle Ubertragung von Prionen (neue Variante der Creutzfeld-
Jakob-Krankheit) Uber Lymphozyten war ein weiterer Grund fur die Einfihrung der
Leukoyztendepletion von Blutprodukten, weil diese als V orsichtsmal3nahme angesehen wird
[34, 39, 64, 67].

Die Umstellung auf leukoyztendepletierte Blutkomponenten als Standardprodukte erforderte
allerdings einen erheblichen Mehraufwand. Verdnderungen im Produktionsprozess in Form
technischer und logistischer Anpassungen wurden notwendig. Das Handling von
Filtersystemen ist kompliziert. Es bedurfte daher eines speziell geschulten Personals.
Zusétzlich musste ein neues Qualitdtskontrollsystem ausgearbeitet werden. Fir das
Gesundheitssystem entstanden so erhebliche Kosten [34].

1.1 Transfusion von (leukozytendepletierten) Erythrozytenkonzentraten

Die wirksamen Bestandteile von Erythrozytenkonzentraten sind morphologisch und
funktionell intakte Erythrozyten. Sie sind die Tréger des Hamoglobins, das fur Austausch
und Transport der Atemgase in Lunge, Gewebe und Blut verantwortlich ist [21].

Bel einem normalgewichtigen Erwachsenen ohne gesteigerten Erythrozytenumsatz bewirkt
die Ubertragung eines Erythrozytenkonzentrates einen Anstieg des Hamoglobinwertes um
ewa 1,0-15 ¢/ dl und des Hamatokritwertes um 3-4 %. Die mittlere Uberlebenszeit
transfundierter, kompatibler Erythrozyten liegt bei 57,5 Tagen [70].

111 Einsatzgebiet

In vielen medizinischen Fachern ist die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten eine
Therapie. Es sollte jedoch bel allen Patienten mit akuter oder chronischer Anamie zunéchst
eine eventuell mégliche kausale Therapie angestrebt werden.

Es darf nicht auf3er Acht gelassen werden, dass die Transfusion von Blutkomponenten auch
heute noch mit Riskken verbunden sein kann und deshab stets eine strenge
Indikationsstellung zu erfolgen hat [91].

Auf der Suche nach klar definierten Indikationen stof3t man allerdings nur auf einzelne
klinische Studien. Viele Leit- und Richtlinien beruhen auf klinischer Erfahrung. Als Konsens
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in der Literatur findet sich die Empfehlung einer am Einzelfal orientierten
Indikationsstellung.

1.1.2 Indikationen

Zahlreiche Autoren sagen aus, dass sich fir die Indikation zur Erythrozytentransfusion keine
absoluten und algemein glltigen Grenzwerte fir Hamoglobin oder Hamatokrit festlegen
lassen. Einen so genannten , Transfusionstrigger”, den man z.B. vor zwei Jahrzehnten
durchaus definierte, gibt es nicht mehr [2, 4, 95]. Zander widerlegte 1999 die seit Anfang der
siebziger Jahre bestehende These, dass es einen optimalen Hamatokrit bei 30% gébe [106].
Hébert et a. verglichen 1999 in einer randomisierten Multicenterstudie zwei
Transfusionsregime. 838 Intensivpatienten wurden einer restriktiven (Transfusion ab Hb 7-9
o/ dl) oder einer liberden (ab Hb 10-12 g/ dl) Behandlung unterzogen. Sie fanden heraus,
dass die 30-Tage-Mortalitét bei beiden Gruppen gleich und die postoperative Morbiditét bei
den liberal behandelten Patienten sogar hdher war [48].

Carson et al. untersuchten 1998 die Unterschiede einer symptomorientierten und einer
Grenzwert-bezogenen Transfusion (Hb-Wert) und konnten die Effektivitdt der ersteren
herausstellen [21].

Die Bundesérztekammer empfiehlt als Konsequenz daraus in ihren Leitlinien folgendes [19]:

Akuter Blutverlust

Bei einem akuten Blutverlust hat die Aufrechterhaltung der Normovolémie oberste Prioritét.
Ein Verlust bis zu einem Hamatokritwert von 30 % (Hb 10,59,5 ¢/ dl) (z.B. wéhrend
Operationen, bei Polytrauma) kann in der Regel dlein durch eine Volumengabe gut
ausgeglichen werden.

Auch bei noch gréflieren Blutverlusten gilt eine restriktive Indikationsstellung. Hier kénnen
herzkrei slaufgesunde Patienten ohne Anzeichen fir eine hypoxische Schadigung noch einen
Hamatokrit von 20 % oder 7-6 g/ dl Hamogl obin tolerieren.

Bei Schwerkranken und Patienten mit klinisch relevanten kardiovaskul&ren Erkrankungen ist
bereits ab einem Hamatokrit von 30 % eine Transfusion zu empfehlen. Als kritischer
Grenzwert der absoluten Indikation zur Substitution mit Erythrozytenkonzentraten gilt ein
Héamatokrit von 15%.

Chronische Anamie
Bel Patienten mit chronischer Andmie ist zu bedenken, dass diese meist daran adaptiert sind.
Hier sollte moglichst eine kausale Therapie oder Alternativtherapien erwogen werden [94].



Einleitung und Hintergrund 4

Auch bei Hamoglobinwerten von 8-7 g/ dl sind diese Patienten oft symptomfrei und
erfordern keine Transfusion. Wichtigste Grundlage zur Beurteilung der Notwendigkeit einer
Transfusion sollte immer das klinische Gesamtbild sein, nicht die isolierte Betrachtung der

Laborwerte.

Seit der generellen Einflhrung des leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentrates als
Standard-Erythrozytenkonzentrat, haben gesondert formulierte Empfehlungen fir dessen
Indikationen in der Praxis an Bedeutung verloren. Dennoch ergibt sich nach kritischer
Betrachtung, welche Patientengruppen durch Studien belegt von der Leukozytendepletion
besonders profitieren, folgendes Ergebnis [86]:

Patienten nach Immunisierung gegen leukozytére Antigene

Patienten mit vorausgegangenen febrilen nicht-hamolytischen
Transfusionsreaktionen

Patienten mit erforderlicher Langzeittransfusion

Stark immunsupprimierte  Empfénger CMV-ungetesteter oder CMV-positiver
zelluldrer Blutprdparate

Patienten mit Leuk&mie, aplastischer Anamie, Hodgkin- und Non-Hodgkin-
Lymphomen sowie schweren angeborenen Immundefekten

Patienten vor, wdhrend oder nach Organtransplantation

Patienten vor geplanter, wahrend oder nach autologer oder allogener Knochenmark-
Stammzel ltranspl antation

HIV-Patienten

Schwangere

Unreif Geborene

Ungeborene bei intrauteriner Transfusion

Welche Transfusionskomplikationen im Einzelnen aus der Anwesenheit von Leukozyten
resultieren kénnen, wird im folgenden Abschnitt ndher erléutert.
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1.2 Komplikationen bei der Transfusion von Erythrozytenkonzentraten

1.2.1 Allgemeine Komplikationen

Transfusionszwischenfédle sind durch eine Bluttransfusion beim Empfénger verursachte
akute bis subakute pathophysiologische Reaktionen. Durch zahlreiche Arbeiten zur
Qualitétssicherung konnte erreicht werden, dass schwerwiegende unerwiinschte Wirkungen
nur noch sehr selten vorkommen.

Nachfolgend ein Uberblick Uber die wichtigsten Komplikationen bezogen auf die
Transfusion von Erythrozytenkonzentraten [19]:

Hamolytische Transfusionsreaktion vom Soforttyp

Sie tritt bei ABO-inkompatibler Transfusion auf. Durch Komplementaktivierung kommt es
zur intravasalen Lyse. Eine haufige Ursache ist das Unterlassen des ABO-Bedside-Testes.
Die Kklinische Symptomatik ist sehr variabel und v.a durch Fieber, Schock, Dyspnoe,
Blutungen, disseminierte intravasale Gerinnung und Nierenversagen gekennzeichnet [25,
62].

Hamolytische Transfusionsreaktion vom verzigerten Typ

Eine bis zu 14 Tage verzdgerte H&molyse nach Transfusion kann auftreten, wenn bereits
eine Sensibilisierung beim Empfanger erfolgt ist. Bel erneuter Exposition kénnen die schon
einmal gebildeten Alloantikorper, die mittlerweile erheblich abgesunken sein kénnen, erneut
anwachsen (Boostereffekt). Die Symptomatik dhnelt der hamolytischen Transfusionsreaktion
vom Soforttyp [25].

Febrile nicht-hdmolytische Transfusionsreaktion (FNHTR)

Die FNHTR wird definiert als Temperaturanstieg um 1° C oder mehr in Verbindung mit
einer Transfusion. Weitere haufige Symptome dabei sind Schittelfrost, moderate Dyspnoe
und Hypotension 30-60 Minuten nach Transfusion.

Heddle e a. fanden heraus, dass die FNHTR nach Transfuson von
Erythrozytenkonzentraten zu 6,8 % vorkommt [50].

Als Hauptursache wird die HLA-Alloimmunisierung diskutiert [14, 17, 49]. Aul3erdem
wurden Zytokine, die wahrend der Lagerung des Erythrozytenkonzentrates von Leukozyten
freigesetzt werden, als wichtige Einflussgrof3e identifiziert [14, 50].
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Allergische Transfusionsreaktion

Die Ursache liegt in der Présenz von Antikdrpern im Empfangerserum, die sich gegen
Plasmaproteine des Spenders richten.

Klinische Anzeichen einer allergischen Reaktion reichen von Urtikaria, Hautrotung, Pruritus
bis hin zum anaphylaktischen Schock. In besonders schweren Falen sollte ein angeborener
IgA-Mangel ausgeschlossen werden.

Posttransfusionelle Purpura

Diese Komplikation tritt sehr selten auf. Sie wird durch thrombozytenspezifische Antikorper
im Blut des Empféngers verursacht. Nach ca ener Woche wird ene akute
Thrombozytopenie mit Blutungsneigung auffallig.

Transfusionsassoziierte Graft versus Host-Krankheit (taGvHD)

Diese Reaktion ist ebenfalls selten und tritt in der Regel bei immunsupprimierten Patienten
auf. Ubertragene proliferationsfahige T-Lymphozyten wachsen im Organismus des
Empfangers an und bewirken eine taGvHD. In seltenen Féllen kann eine taGvHD bei
kompatibler HLA-Konstellation, v.a. bei Blutsverwandten, auch ohne Immunsuppression
auftreten. Klinisch kdnnen sich u.a. nach 4-30 Tagen Fieber, ein makulopapul ses Erythem
der Haut, eine generalisierte Erythrodermie, Ubelkeit, Erbrechen, Panzytopenie und massive
Durchfélle zeigen. Die Diagnose wird anhand der klinischen Symptome gestellt. Die
Therapie erfolgt symptomatisch. Im Unterschied zur Graft versus Host-Krankheit nach
Transplantation ist die Therapie mit hochdosierten Steroiden, Antithymocyte globulin (ATG)
oder Cyclosporin nur in wenigen Fallen wirksam. Die Prognose einer manifesten taGvHD ist
infaust. Umso wichtiger ist daher die Prophylaxe. Entscheidend sind zunéchst die
Identifikation der geféhrdeten Patienten und das Erkennen pradestinierender klinischer
Konstellationen. Da die Leukozytendepletion alleine hinsichtlich der taGVHD keine
ausreichende Praventivmal3nahme darstellt, werden die fur Risikopatienten bestimmten
Blutkomponenten prophylaktisch mit 30 Gy bestrahlt. [19, 71, 72].

Transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI)

Hier sind leukozytare Antikorper im Spenderplasma dafir verantwortlich, dass aktivierte
Leukozyten in die Mikrozirkulation der Lunge austreten und ein Lungenddem bewirken.
Eine rasch zunehmende Dyspnoe, Hypotonie und Fieber bis zur Beatmungspflichtigkeit sind
klinische Anzeichen.
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Transfusionsreaktionen durch bakterielle Kontamination

Durch Mikroorganismen aus dem Blutstrom oder von der Haut des Empfangers kann es zur
Kontamination des Erythrozytenkonzentrates kommen. Septische Reaktionen durch Gabe
eines solchen Erythrozytenkonzentrates &hneln der hamolytischen Transfusionsreaktion vom
Soforttyp oder der FNHTR und aufern sich meist durch Fieber, Schiittelfrost, Erbrechen,
Hypotonie und Tachykardie [19]. Diagnostisch ist das Beimpfen von Blutkulturen sowohl
aus der transfundierten Einheit als auch aus dem Blut des Empfangers wichtig. Die Therapie
sollte symptomatisch sowie gezielt antibiotisch erfolgen. Fast die Hélfte der bakteriellen
Infektionen wird durch Kontamination mit Yersinia enterocolitica hervorgerufen, gefolgt
von Pseudomonas Spezies und Serratia Spezies. Das Risiko transfusionsassoziierter
bakterieller Infektionen ist deutlich hoher als das der Virusinfektionen, viele bleiben zudem
unerkannt. Bakterielle Kontaminationen sind aufgrund der warmeren Lagertemperatur in
Thrombozytenkonzentraten haufiger a'sin Erythrozytenkonzentraten.

Transfusionsassoziierte Virusinfektionen

Werden Virémien des Spenders durch die gangigen Testverfahren nicht aufgedeckt - z.B.
aufgrund der diagnostischen Liicke einer frischen Infektion, bei der noch keine
Antikorperbildung stattgefunden hat - kommt es zur viralen Kontamination der Konzentrate.

Das Risko transfusionsassoziierter Virusinfektionen konnte in den letzten Jahrzehnten
deutlich reduziert werden. Seit April 1999 ist die Testung der Blutprodukte auf HCV-RNA
mittels Nukleinsdure-Amplifikationstechnik (NAT), z.B. PCR vorgeschrieben; im Mai 2004
folgte die Einfihrung der HIV-1-NAT [80]. Dadurch konnte das diagnostische Fenster
erheblich verkirzt und somit das Restrisko der Virusinfektionen weiter reduziert werden.
Das Risiko einer Ubertragung von Hepatitis B durch Blutprodukte ist heute immer noch ca.
zwanzigfach hoher als das der HepatitissC- und HIV-Infektion. Daher sprach der
Arbeitskreis Blut des Bundesministeriums fur Gesundheit und Soziale Sicherung in einer
Mitteilung vom 17.03.2005 die Empfehlung aus, neben dem Hepatitis-B-surface-Antigen
(HBs-AQ)-Test ale Spenden zusétzlich auf Hepatitis-B-Core-Antigen (Anti-HBc) zu
untersuchen. Damit sollen auch asymptomatische HBV-Tréger erfasst werden, die eine
persistierende HBV-Infektion, aber kein messbares HBsAg im Blut haben [7, 87, 90].

Im Allgemeinen treten bei einer transfusionsassoziierten Virusinfektion infektionsspezifische
Krankheitszeichen nach Ablauf der Inkubationszeit auf.
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Weitere allgemeine Komplikationen:

Grundsétzlich kann es auch zur transfusionsassoziierten Parasitosen kommen.

Die Ubertragung von Prionen wie die neue Variante der Creutzfeldt-Jacob-K rankheit wurde
bisher lediglich in Tierversuchen nachgewiesen. Beim Menschen ist aktudl das Risiko
aufgrund fehlender Fallberichte schwer einzuschétzen [19, 104].

Des Weiteren kann es bei chronischem Transfusionsbedarf zur Transfusionsh&mosiderose
sowie bei Massivtransfusionen zur Hypothermie oder Hyperkaliamie kommen.

Eine zu schnelle Transfusion groferer Volumina kann insbesondere bei Neugeborenen,
Kindern und dlteren Patienten zur Hypervolamie fihren.

Die Transfusion hamolytischer Erythrozytenkonzentrate, deren Zustand z.B. durch
unsachgerechte Lagerung oder Erwérmung entstanden ist, konnen bei transfundierten
Patienten schwerwiegende Gerinnungsstérungen hervorrufen.

Folgende Tabelle stellt die Haufigkeiten der oben angefiihrten Transfusionskomplikationen
dar. Die Zahlen sind abgeleitet aus dem Jahresbericht 2000/ 2001 des britischen Registers
Serious Hazards of Transfusion (SHOT) [19]:
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Unerwiinschte Wirkungen

Risko jetransfundierter Einheit

Héamolytische Transfusionsreaktion vom
Soforttyp

- ohne tddlichen Ausgang

- mit tédlichen Ausgang

1:6.000 —1:80.000
1:250.000 — 1:600.000

Héamolytische Transfusionsreaktion vom
verzogerten Typ

1:1.000 —1:4.000

Febrile nicht-h&molytische
Transfusionsreaktion

< 1:200 (Erythrozytenkonzentrat)

Allergische Transfusionsreaktion
- mit mildem Verlauf

- mit schwerem Verlauf

1:33-1:333
1:20.000 — 1:50.000

Posttransfusionelle Purpura

Einzelfdle

Transfusionsassoziierte Graft Versus Host-
Krankheit

1:400.000 — 1:1 200.000

Transfusionsassoziierte akute

Lungeninsuffizienz

1:5.000 —1:7.200

Bakterielle Kontamination

1:500.000 — 1:4.700.000

(Erythrozytenkonzentrat)
Transfusionsassoziierte Virusinfektion durch
- HIV <1:10°
. HBV 1:10° - 1:10°
. HCV <110°
Transfusionsassoziierte Parasitosen <1:10°

Neue Variante der Creutzfel d-Jakob-
Krankheit

Bisher kein Fall bekannt

Tab. 1: Haufigkeit von unerwiinschten Wirkungen bei der Transfusion von Blutkomponenten

Erganzend sollen hier noch einzelne aktuellere Zahlen der nach 822 TFG viertejahrlich
erfolgenden epidemiologischen Erhebung des Robert-Koch-Institutes angefligt werden. Das
Risiko fur die Ubertragung von HCV und HIV durch Blutkomponenten wird heute jeweils
auf 1: 5 Millionen geschétzt. Die Wahrscheinlichkeit einer HBV-Ubertragung wird aktuell

mit 1:230.000 angegeben [7].
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Die Haufigkeitsangaben zur bakteriellen Kontamination von Blutprodukten schwanken
erheblich. Das Vollbild einer bakteriellen Infektion in Form einer Sepsis wird nur selten
ereicht; deren Haufigkeit wird bei der Transfusion von Erythrozytenkonzentraten auf 1:1
Millionen Einheiten geschétzt [29]. An anderer Stelle wird diese Haufigkeit mit 1:
5.000.000 Einheiten angegeben; letale Verlaufe treten zudem mit einer Haufigkeit von
1:8.000.000 Erythrozytenkonzentrateinheiten auf [101].

1.2.2 Komplikationen durch Leukozytenkontamination

Einige der in Abschnitt 1.2.1 aufgefiihrten Komplikationen werden durch die Anwesenheit
von Leukozyten in Blutkomponenten ausgel0st [14]. Dies ist in zahlreichen Studien belegt
worden und bildete u.a. die Begrindung fir die Einfihrung der generellen
Leukozytendepletion. Mit der Reduktion der Leukozytenzahl in transfundierten
Erythrozytenkonzentraten konnte das Risiko fur folgende Reaktionen vermindert werden.

HLA-Alloimmunisierung

HLA-Molekile (human leukocyte antigen) sind Gewebeantigene, die auf den Zellen fast
aler Gewebe vorkommen und sich besonders gut auf Leukozyten nachweisen lassen. Sie
sind auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 im so genannten major histocompatibility
complex (MHC) kodiert, weshalb man sie auch synonym as MHC-Molekile bezeichnen
kann. Die grof3e Zahl von HLA-Phanotypen beruht auf der polymorphen Struktur des HLA-
Gens.

Sie werden anhand der Hauptregionen im Genkomplex in Klassen unterteilt:
Klasse-I-HLA-Molekiile entsprechen den Regionen A, B und C — sie werden praktisch auf
alen kernhaltigen Zellen exprimiert;

Klasse-ll-HLA-Molekile entsprechen der Region D - diese werden nur auf
antigenprésentierenden Zellen (Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und B-
Lymphozyten) ausgebildet [72].

MHC-Molekiile spielen eine wichtige Rolle bei immunol ogischen Abwehrmechanismen und
unterscheiden zwischen ,Selbst® und ,Nichtselbst“. Werden Antikorper gegen fremde
MHC-Antigene gebildet, spricht man von Alloimmunisierung. Dazu sind fremde Klasse | -
und Klasse Il - tragende Zellen notwendig, wie dies z.B. bei leukozytenhaltigen
Erythrozytenkonzentraten der Fall ist. Zahlreiche Studien erléutern den positiven Einfluss
der Leukozytendepletion hinsichtlich der HLA-Alloimmunisierung [13, 14, 17].
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Fisher et al. untersuchten die kritische Dosis an Leukozyten in Thrombozytenkonzentraten,
die Alloimmunisierung hervorruft, und legten sie bei 5 10° Leukozyten pro
Transfusionseinheit fest [40]. Novotny et al. konnten zeigen, dass das Risiko mit mehreren

vorherigen Transfusionen und auch Schwangerschaften ansteigt [74].

Die Alloimmuniserung ist Ursache der bereits o.a Transfusionsassoziierten
Lungeninsuffizienz sowie der Febrilen nicht-hamolytischen Transfusionsreaktion [14,
17]. Eine Beschreibung der ebenfalls durch Leukozyten bedingten Transfusionsassoziierten
Graft versus Host-Krankheit (ta-GvHD) erfolgte bereitsin Abschnitt 1.2.1.

I nfektiositat von zelluldren Blutkomponenten

Zur potentiellen Infektiositdt von zelluldren Blutkomponenten ist ergénzend noch folgendes
anzumerken: Mit der Transfusion konnen Uber Leukozyten auch zellstdndige Viren wie
CMV, EBV (Epstein-Barr-Virus) und HTLV-I/ 11 (human T-cell leukemia virus 1/ 11) sowie
phagozytierte Bakterien Ubertragen werden [72].

Cytomegalievirus (CMV)

Die zellassoziierte Ubertragung des Cytomegalievirus wurde bereits in zahlreichen Studien
untersucht. Mit Gber 90% ist die Durchseuchung mit CMV in der Bevolkerung sehr hoch
[58]. Die Infektion ist fur immunkompetente Menschen harmlos und bleibt latent bestehen,
sie kann aber fur immunsupprimierte Patienten, Feten und Neugeborene todlich enden. Der
Infektionsstatus eines Spenders wird durch den Nachweis von CMV-spezifischen 1gG-
Antikorpern im Serum festgestellt. Eine generelle Testung der Spender auf CMV ist nicht
angezeigt. Zur Vermeidung einer CMV-Ubertragung auf gefahrdete Patientengruppen
werden in diesen Fallen CMV-Spendertestungen durchgefiihrt und seronegative Spender
ausgewahlt. In den 90er-Jahren wurde zunehmend die Leukozytendepletion als eine weitere
préventive Mal3nahme der transfusionsassoziierten CMV-Infektion dargestellt. Hillyer et a.
schlugen bereits 1994 vor, leukozytendepletierte Blutprodukte zu bevorzugen statt
ausschliefdlich CMV-seronegative Produkte zu transfundieren [52]. Auch Bowden et al.
zeigten 1995, dass gefilterte Blutprodukte transfusionsassoziierte CMV-Infektionen genauso
gut verhindern wie die ausschliefliche Verwendung von seronegativ - getesteten
Komponenten. Sie konnten bei ihrer Untersuchung keine signifikanten Unterschiede der
Wahrscheinlichkeit einer CMV-Infektion durch seronegative Blutprodukte im Vergleich zu
gefilterten feststellen (1,3 % vs. 2,4 %) [16].
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Des Weiteren gibt es Hinweise dafir, dass durch immunologische Stimuli — wie allogene
Leukozyten — latente Infektionen reaktiviert werden kdnnen, was vor allem auch wéhrend
einer Schwangerschaft zu Komplikationen fihren kann [17]. Mazeron et al. bestétigten 2000
die Gleichwertigkeit von CMV-seronegativen und leukozytendepletierten Blutprodukten. Sie
konnten mit ihren Ergebnissen auch die These stiitzen, dass durch Leukozytendepletion die
Reaktivierung latenter CMV-Infektionen reduziert wird [68].

Allerdings wird die Gleichwertigkeit von CMV-seronegativen und leukozytendepl etierten
Blutprodukten durchaus kontrovers diskutiert [6, 60, 76]. Eine Ubersichtsarbeit von
Ljungman kommt nach dem Vergleich mehrerer Studien schliefdlich zu dem Ergebnis, dass
beide Methoden der CMV-Pravention begrenzt sind. Als Vortell der Leukozytendepletion
zur Vermeidung von CMV-Infektionen wird betont, dass dadurch gleichzeitig auch das
Risko der  Ubertragung  anderer  zellstandiger  Viren  sowie  weiterer
Transfusionskomplikationen verringert werden kann. Letztendlich wird von Ljungman keine
der beiden Methoden bevorzugt. Vielmehr wird auf die Bedeutung einer dritten Entwicklung
hingewiesen - die Erforschung einer ,in vitro-Inaktivierung® von Pathogenen in
Blutprodukten. Mittels synthetischer Psoralene oder langwelliger UV A-Strahlung werden die
Nukleinsduren der Viren und Bakterien zerstort [63].

Das Verhalten der Blutbanken hinsichtlich der CMV-Problematik ist heute unterschiedlich.
In der Blutbank des Universitdtsklinikums Munster werden die leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentrate fir Risikopatienten zusétzlich auf CMV getestet.

Ubertragung von Prionen (nvCJD)

Die Frage, ob durch Blutprodukte Prionen tibertragen werden kdnnen und welche Rolle
Leukozyten dabei spielen, ist nach heutigen wissenschaftlichen Erkenntnissen weiterhin
offen. Allerdings konnten in den letzten Jahren in Tierexperimenten Anhaltspunkte fir eine
mogliche Infektiositét von Blut gewonnen werden. Zudem wurde festgestellt, dass die
Infektiositét vorwiegend in Leukozyten lokalisiert ist. In Experimenten mit Schafen konnte
nachgewiesen werden, dass die Gruppe der transmissiblen spongiformen Enzephal opathien,
zu denen auch die neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJID) z&hlt, durch
Transfusionen Ubertragbar ist. In Grof3britannien sind auch beim Menschen zwei Félle
bekannt geworden, die als mogliche Ubertragungen des nvCJID-Agens durch Transfusionen
angesehen werden miissen. Suchtests zum Ausschluss einer Infektion mit Prionen stehen
bisher nicht zur Verfigung.

Die Européische Kommission sowie das Paul-Ehrlich-Institut gingen vorsorglich zunéchst
von einem , theoretischen Risiko* der Ubertragung von Prionen durch Blutprodukte aus. Die
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Anordnung der generellen Leukozytendepletion zum 01.10.2001 sollte zu einem weiteren
Sicherheitsgewinn in Bezug auf die Vermeidung einer Ubertragung von nvCJD beitragen.
Vier Jahre spéter gibt es Hinweise dafir, dass die Leukoyztenreduktion zwar ein sinnvoller,
aber nicht unbedingt zuverlassiger Schutz gegen eine nvCJID-Ubertragung ist. Daher sind
strenge Spenderauswahlkriterien umso wichtiger [39, 64, 81].

I mmunmodulation, Postoperative I nfektion

Allogene Transfusionen haben einen Einfluss auf das Immunsystem. Dieses zeigten Studien
Zu postoperativen Infektionen.

Jensen et al. wiesen in einer prospektiven Studie bei kolorektal operierten Patienten nach,
dass die postoperative Infektionsrate bei mit leukozytendepl etierten
Erythrozytenkonzentraten transfundierten Patienten signifikant niedriger war as bei
Patienten, die buffy coat-arme Erythrozytenkonzentrate erhielten (12 % vs. 1 %, p = 0,0001)
[56].

Van de Watering et a. konnten zeigen, dass sich die Leukozytenreduktion bei
herzchirurgischen Patienten im Hinblick auf die Reduktion der postoperativen Sterblichkeit
ebenfalls positiv auswirkt [99].

1.3 Erythrozytenkonzentrate

Es gibt verschiedene Arten von Erythrozytenkonzentraten. Sie unterscheiden sich im
Wesentlichen durch den nach Herstellung verbleibenden Gehalt von Leukozyten,
Thrombozyten, Plasma und additiver L osungen.

WEel das buffy coat-freie Erythrozytenkonzentrat in Additividsung seit dem 1.10.2001 in
Deutschland nicht mehr zuléssig ist, gilt das leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrat in
Additiviésung als Standard-Erythrozytenkonzentrat [77]. Daneben gibt es noch gewaschene,
kryokonservierte sowie bestrahlte Erythrozytenkonzentrate, die speziellen Indikationen
vorbehalten sind.

1.3.1 Leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate — Prinzipien der Herstellung

Erythrozytenkonzentrate werden maschinell mittels Zellseparatoren oder aus frisch
abgenommenem Vollblut gewonnen.

Zahlreiche Techniken sind zur Herstellung von leukozytendepletierten Blutkomponenten
entwickelt worden. Man kann finf grundsétzliche Methoden unterscheiden:
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Differentielle Zentrifugation
Sedimentation
Zell-Waschen

Einfrieren und Auftauen
Filtration

Die Filtration hat sich aufgrund der guten Ergebnisse bezliglich der umfassendsten
Depletion von Leukozyten mit dem geringsten Verlust von Erythrozyten durchgesetzt. Sie ist
mittlerweile zur Routinepraxis geworden [18].

In den letzten Jahren sind bei der Entwicklung von Filtern zur Leukozytendepletion grof3e
Fortschritte gemacht worden. Mittlerweile kann eine Reduktion der Leukozyten bis zu

99,99 % erreicht werden [8, 18, 84].

Die meisten Filtermedien bestehen heute aus mehreren Schichten von so genannten non-
woven Polyesterfasern.

Die Filtration von Leukozyten kann as Tiefenfiltration verstanden werden, der wiederum
mehrere  Elementarmechanismen zugrunde liegen (Blocken, Uberbriicken, Abfangen,
Adhésion). Ein alternatives Erklarungsmodell zur Tiefenfiltration ist die Unterscheidung von
mechanischem (Sieben) und dem physikalisch-chemischen Zuriickhalten der Leukozyten
(Adhésion) [18].

Beziiglich des Zeitpunktes der Filtration unterscheidet man folgende Varianten:

Die aktuellen Richtlinien schreiben die Filtration mdglichst friihzeitig und vor Lagerung vor,
dabei spricht man von prestorage-Filtration [19, 20, 47, 77]. Zu den Aspekten, die fir eine
maoglichst frihzeitige Filtration sprechen, zahlt z.B. die Desintegration von Leukozyten zur
Freisetzung von zellsténdigen Viren und Bakterien, zu der es bei Lagerung kommen kann.
Als gunstiger Zeitpunkt fur die Filtration wird der Zeitraum zwischen 6 und 24 Stunden nach
Blutentnahme genannt [72].

Grundsétzlich kann die Filtration auch nach Lagerung erfolgen, sie bezeichnet man dann als
poststorage-Filtration. Dabel unterscheidet man wiederum die Filtration noch im Labor und
die Filtration direkt am Patientenbett (bedside-Filtration) [20, 42, 47].

Ein oft genannter Nachteil der mittlerweile kaum noch angewandten bedside-Filtration ist
die mangelnde M&glichkeit einer standardisierten Prozess- und Qualitétskontrolle. Damit ist
gemeint, dass Temperatur, Flussrate und andere beeinflussende Faktoren schwierig
kontrolliert werden konnen [32, 34, 79, 84].
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Bei der vorgeschriebenen Prestorage-Filtration unterscheidet man die Pre-Process- und die
In-Process-Filtration, was sich auf die Auftrennung der Komponenten bezieht. In der
Blutbank des Institutes fir Transfusionsmedizin des Universitétsklinikums Munster (UKM)
erfolgt die Filtration vor Auftrennung in die Komponenten (Pre-Process-Filtration).

Der oft auch in diesem Zusammenhang verwandte Begriff der Inline-Filtration bedeutet, dass
die Filtration in einem funktionell geschlossenen System erfolgt.

Folgendes Schema soll dazu einen Uberblick geben:

Vollblutfiltration nach der Spende vor der Komponentenauftrennung

Spende Auftrennung der Komponenten Transfusion

PRE-PROCESS [ ]
FILTRATION: G )
- Lagerung

Pre-Process
Filtration

Abb. 1:Prinzip der Pre-Process-Filtration

Die Filtration des Vollblutes erfolgt nach der Spende und vor der Auftrennung in die Komponenten.
Erst nach der vollsténdigen Verarbeitung werden die Blutprodukte bis zum Zeitpunkt der Transfusion

gelagert.

Die Filtration von Vollblut ist mittlerweile soweit entwickelt, dass mehrere Studien ihre
Effizienz belegen kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass mit den heute verwendeten
Filtersystemen die Richtlinien erflllt werden kdnnen — zum einen den L eukozytengehalt als
auch die sonstige erforderte Beschaffenheit von Erythrozytenkonzentrat und Plasma
betreffend [10, 19, 20, 84, 96, 103].

Eine weitere Studie konnte zeigen, dass der Vortell im Gegensatz zur Préparation eines
Buffy-coats darin liegt, dass das erhaltene Erythrozytenkonzentrat ein grof3eres Volumen hat
und der Verlust von Erythrozyten geringer ist [85].

1.3.2 Methoden zur Bestimmung des Restleukozytengehaltes

Zur Zahlung des Restleukozytengehaltes in Blutkomponenten sind verschiedene Methoden
beschrieben worden.

Masse und Dzik geben in ihren jeweiligen Arbeiten einen Uberblick [33, 65]. Beide
erwéhnen, dass bel der Entscheidung fir eine Methode zum einen die Kriterien Prazision,
Empfindlichkeit, Zuverl&ssigkeit, Genauigkeit und Reproduzierbarkeit zu beachten sind. Sie
heben zum anderen auch die Bedeutung der Einfachheit und schnellen Durchfiihrbarkeit
sowie die Kosten einer Methode hervor.
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Masse und Dzik unterscheiden zudem zwei Zahlstrategien: Erstens die Routinekontrolle mit
dem Zidl zu Uberprifen, ob die Werte unterhalb einer kritischen Schwelle, vorgegeben durch
die Richtlinien (s.u.), liegen. Hier liegen die Zellzahlen in einem Bereich von ca. 0,5-50
Zéellen/ pl. Die neuesten Filtrationstechniken ermdglichen allerdings eine Depletion bis zu
Zellzahlen 100-1000fach kleiner als der genannte Bereich. Hier setzt die zweite Strategie an,
die die Leistung des Filtrationsprozesses an sich validiert und absolute Zellzahlen ermitteln
will.
Vor allem nachfolgend aufgefuhrte M ethoden haben sich etabliert:

Lichtmikroskopische Zellzéhlung in der Nageotte-Kammer

Durchflusszytometrie

Polymerase Chain Reaction = PCR

Mikrovolumetrische Fluorimetrie

Die Zahlung in der Nageotte-Kammer ist die am weitesten verbreitete Methode und gilt
immer noch als Referenzmethode [65]. Ihr Vorteil ist die Einfachheit und die geringen
Kosten. Andererseits wird der Kammerzéhlung vorgeworfen, dass die Ergebnisse vom
jeweiligen Untersucher abhangen und eine grof3e Routine erfordern. Zudem ist der zeitliche
Aufwand von Nachteil. Eine Z&hlung dauert inklusive der Vorbereitung 20-30 Minuten.
Dabel werden 100 pl der Probe ausgezéhlt, was einem Nettovolumen von 10 pl entspricht.
Die Angaben beziiglich der unteren Nachweisgrenze sind unterschiedlich: Masse nennt fir
diese Methode eine untere Sensitivitétsgrenze von 0,2 Leukozyten/ pl [65], Dzik eine untere
Nachweisgrenze von 2 Leukozyten/ ul [33].

Rebulla et a. zeigten 1994 in einer Multicenterstudie, dass die Zahlung in der Nageotte-
Kammer im Bereich > 1 Leukozyt/ pl mit der Durchflusszytometrie vergleichbare
Ergebnisse erzielt und ermittelten eine untere Nachwei sgrenze fur die Nageotte-Kammer von
1 Leukozyt/ pl [82].

Seit Mitte der 80er-Jahre kam immer mehr die Durchflusszytometrie zur
Restleukozytenzahlung ins Gesprach. Diese unterliegt bis heute einer stetigen Entwicklung.
Mittlerweile ist es gelungen, sogar Subpopulationen von Leukozyten zu identifizieren. Das
Prinzip der Durchflusszytometrie wird an anderer Stelle beschrieben.

Als Nachteil gilt, dass der technische Aufwand grof? ist und es bis vor kurzem keinen
Kalibrierungsstandard gab [65]. Eine geeignete Kontrolle wie z.B. BD LeucoCOUNT RBC
Control (Becton-Dickinson, USA) wurde kirzlich erst entwickelt. Je nach Apparatur kbnnen
bei der Durchflusszytometrie aber grofere Probenvolumina von bis zu einem Milliliter und



Einleitung und Hintergrund 17

mehr ausgezéhlt werden. Das hier verwendete CyHFow-Durchflusszytometer enthélt eine
Zahlkammer von 500 pl, was einem Nettoprobevolumen von 50 gl und damit dem
Finffachen bel der Ballast-Kammerzéhlung entspricht. Zudem dauert eine Messung
inklusive Probenvorbereitung nur ca. 3 Minuten.

Masse nennt fir die Durchflusszytometrie die gleiche untere Sensitivitdtsgrenze wie fur die
Zahlung in der Nageotte-Kammer von 0,2 Leukozyten/ ul [65].

Die erste Multicenterstudie der BEST Working Party (Rebulla et a., 1994) zeigte im
Prézisionsbereich < 0,1 Zellen/ pl fir die Durchflusszytometrie bessere Ergebnisse als fir
die Kammerzdhlung. Es wird eine untere Nachweisgrenze von 0,1 Leukozyten/ pl genannt.
Allerdings schlug man die Durchflusszytometrie damals eher as Methode vor,
Filterleistungen zu Uberprifen anstatt zur Routinequalitdtskontrolle zu verwenden [82]. Dies
anderte sich im Laufe der Zeit. Immer mehr wurde sie als Alternative zur mikroskopischen
Zellzahlung deklariert [5, 22, 35, 73].

Eine weitere Methode ist die DNA-basierte quantitative Polymerase-K ettenreaktion
(PCR), bel der von Lee et d. HLA DQ a als Ziel-DNA gewahlt wurde [61]. Diese Methode
ist sehr aufwendig, bietet allerdings den Vorteil, dass bei der Z&hlung auch nicht mehr
intakte Leukozyten berticksichtigt werden und sich das Risiko der Unterschdtzung des
tatsdchlichen Leukozytenrestgehaltes verringert. Gleichzeitig ist aber das Ausmald der
exponentiellen  Amplifikation schwer zu kontrollieren und die Extrapolation zur
Originamenge an Ziel-DNA ebenfalls schwierig. Bisher sind keine Multicenterstudien mit
dieser Methode durchgeftihrt worden [33].

Unter den von Masse beschriebenen Methoden erhdt die PCR mit 0,02 Zellen/ pl die
niedrigste untere Nachweisgrenze [65].

Die volumetrische Kapillarfluorimetrie wurde 1995 ds neue Methode zur
Restleukozytenzéhlung auf dem Markt eingeftihrt. Anders als bei der Durchflusszytometrie,
bei der die Probe einen fixierten Laserstrahl passiert, wird bei der Kapillarfluorimetrie die
fixierte Probe von einem mobilen Laserstrahl abgerastert. Ahnlich der Durchflusszytometrie
werden fluoreszierende Partikel erfasst und gezdhit. Aufgrund einer automatischen,
software-gesteuerten Auswertung Uber ein  bildanaysierendes System ist sie wie die
Durchflusszytometrie von individuellen Fehlern unabhangiger als die Kammerzahlung [33].
Seghatchian et al. konnten die von Dietz et al. bereits 1996 vorgestellte Methode 2001 in
einer Multicenterstudie as vergleichbare Alternative zur Durchflusszytometrie darstellen
[27, 89].
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Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die Vor- und Nachteile der Methoden
zur Restleukozytenzahlung in Erythrozytenkonzentraten:

Methode Vorteile Nachteile
Nageotte-Kammer - einfache Methode - zeitlich aufwendig
[65, 82] - kostenglnstig - subjektive Methode (von
Untersucher abhéngig)

- wenig empfindlich
Durchflusszytometrie - objektiv - technisch aufwendig
[5, 22, 35, 65, 73, 82] - groflere Nettoproben-

Volumina

- schnelle Messung

- kostenglinstig
Polymerase Kettenreaktion | - objektiv - sehr aufwendig
(PCR) - Berlicksichtigung auch - bisher keine
[33, 65] nicht Multicenterstudien

mehr intakter Leukozyten - hohe Kosten

Volumetrische - objektiv - technisch aufwendig
Kapillarfluorimetrie - hohe Kosten
[27, 33, 89]

Tab. 2: Vor- und Nachteile der verschiedenen Methoden zur Restleukozytenzahlung

1.4 Qualitatskontrollrichtlinien

Die Einfuhrung der universellen Leukozytendepletion als neuer Standard erforderte eine
angepasste Prozess- und Qualitétskontrolle, um den klinischen Anforderungen und
nationalen Standards gerecht zu werden.

Es mussten neue Richtlinien entwickelt werden, die gewéhrleisten, dass die produzierten
Erythrozytenkonzentrate einerseits die adaguate Menge an therapeutischen Blutzellen
enthaten sowie andererseits den entsprechend vorgeschriebenen Grenzwert an
Restleukozyten einhalten.

Die transfusionsmedizinische Therapie unterliegt in Deutschland zahlreichen gesetzlichen
Regelungen, Richtlinien, Verordnungen und Leitlinien.
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Be der Herstellung von Blutprodukten ist neben dem Arzneimittelgesetz, die
Betriebsverordnung fir pharmazeutische Unternehmer (Pharmabetriebversordnung) und das
Medizinproduktgesetz (MPG) zu beachten [11, 43, 69]. Die Bundesarztekammer und das
Paul-Ehrlich Institut (PEI) beschreiben ihre Anforderungen an deutsche Hersteller in den
»Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von
Blutprodukten (Hamotherapie)“ [20].

Weiterhin bilden auch die Good manufacturing practices (GMP) und die Good laboratory
practices (GLP) der Européischen Gemeinschaft eine Grundlage fur die Herstellung und den
Umgang mit Blutprodukten [37, 38].

Bel der Anwendung von Blutprodukten ist dem Transfusionsgesetz Folge zu leisten [44].
Ebenso spielen auch die Richtlinien sowie Leitlinien der Bundesarztekammer eine wichtige
Rolle[19, 20].

Auf européischer Ebene gelten die Empfehlungen des Council of Europe [47].

Erganzend sind fur die USA noch die Richtlinien zu erwéhnen, die die Food and Drug
Administration (FDA) vorschreibt [41, 42].

Die beiden folgenden Tabellen zeigen klinische Parameter, die ein leukozytendepletiertes
Erythrozytenkonzentrat laut Richtlinien der Bundesérztekammer erfullen muss [20].

Prufparameter | Prifkriterium Prifungszeitpunkt

Volumen Abhangig von Entnahmevolumen, nach Herstellung
wird vom Hersteller festgelegt

Hamatokrit 50-70 % nach Herstellung und am Ende
der ermittelten Haltbarkeit

Gesamt-Hb 3 40g/ Einheit nach Herstellung und am Ende
der ermittelten Haltbarkeit

Hamolyserate < 0,8 % Hamolyse der am Ende der ermittelten

Erythrozytenmasse Haltbarkeit

Visuelle Beutel unversehrt, keine sichtbare nach Herstellung und am Ende

Kontrolle Hamolyse der ermittelten Haltbarkeit

Sterilitat Steril am Ende der ermittelten
Haltbarkeit

Tab. 3: Von der Bundesarztekammer geforderte klinische Parameter eines Erythrozytenkonzentrates
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Die anschlieRende Ubersicht zeigt weitere wichtige Parameter und vergleicht die

unterschiedlichen nationalen Standards:

Bundesér zte- Europarat FDA (USA) | FDA (USA)
kammer und | [47] 1996 [42] 2001 [41]
PEI [20]
Restleukozytengehalt <1 10° <1 10° <5 10° <1 10°
Leukozyten/ Leukozyten/ | Leukozyten/ | Leukozyten/
Einheit Einheit Einheit Einheit
Geforderter Mindestanteil
Erythrozytenkonzentrate, | 90 % 90 % 100 % 95 %
die Grenzwert (s.0.)
einhalten sollen
Monatliche Priffrequenz | 1 % der 1% der 1% der anfanglich
hergestellten hergestellten | hergestellten | 60 Einheiten
Einheiten, mind. | Einheiten, Einheiten, in Folge,
4 Einheiten mind. 4 mind. 4 dann mind.
Einheiten Einheiten 20 Einheiten/
Monat

Tab. 4: Vergleich verschiedener Richtlinien zur Qualitatskontrolle

In den USA erfolgte inzwischen eine Anderung der Richtlinien: Wahrend 1996 noch die

Einhaltung eines Grenzwertesvon <5~ 10° Leukozyten/ Einheit galt, wurde dieser 2001 der

europaischen Norm angeglichen [41, 42].

Innerhalb Europas ist als Beispiel noch Frankreich zu erwdhnen. Dort wurde die universelle

Leukozytendepletion bereits 1998 eingefiihrt. Der Grenzwert fir den Restleukozytengehalt

entspricht den européischen Richtlinien (< 1° 10° Leukozyten/ Einheit); ein Unterschied

besteht im Toleranzbereich: Hier missen 97 % der Uberpriften Einheiten den Grenzwert

einhalten [24].
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Die mikroskopische Zellzahlung in der Nageotte-Kammer gilt immer noch als so genannter
»Goldstandard” zur Restleukozytenzahlung - weil sie einfach und vor allem kostengiinstig ist
[66, 82]. Die Nachteile dieser Methode: Sie gilt als subjektiv, zeitaufwendig und als
Verfahren mit grof3er Variabilitét sowie geringer Sengitivitét.

Automatische Zéhimethoden sind demgegentiber bereits positiv Uberprift, gelten aber noch
als zu teuer und kompliziert im Verfahren [27, 35, 73, 89].

Cassens et al. vdidierten die in dieser Untersuchung angewendete Methode der
volumetrischen Durchflusszytometrie und erklérten sie a's glinstige und einfache Alternative
[22]. In einer Dissertation am Institut fur Strahlenbiologie der Universitéatsklinik M nster
konnte diese Methode bereits erfolgreich zur Uberpriifung des Restleukozytengehaltes von
Thrombozytenkonzentraten angewandt werden [15].

Diese Arbeit nutzt ebenfalls die Methode der volumetrischen Durchflusszytometrie, um
prospektiv. 1520  leukozytendepletierte  Erythrozytenkonzentrate  auf ihren
Restleukozytengehalt hin zu untersuchen. Uber mehrere Monate flossen samtliche in der
Routine des Instituts fur Transfusonsmedizin des Universitétsklinikums Mdnster
hergestellten Erythrozytenkonzentrate in diese Untersuchung ein.

Aufgabe dieser Studie ist es, folgende Fragen zu kléren:

1. In Vorversuchen soll zundchst der Frage nachgegangen werden, ob die
Probeentnahme aus dem Schlauchsegment eines Erythrozytenkonzentrates - hier im
Hinblick auf dessen Restleukozytengehalt - représentativ fir den Beutelinhalt ist.
Fir eine mogliche Weiterverwendung des Erythrozytenkonzentrates ist zwar
grundsétzlich nur die Entnahme der Blutprobe aus einem Schlauchsegment zul&ssig,
dennoch ist dies eine wichtige Frage, zu welcher bisang keine Untersuchungen

vorliegen.

2. Eine zentrale Frage dieser Arbeit ist, ob das hier angewendete Verfahren auch fur
den routinemdldigen Einsatz grofRRer Anayseserien zur Qualitdtskontrolle
leukozytendepletierter Erythrozytenkonzentrate geeignet ist. Dzik et a. schlugen
eine grofRe Anzahl von Messungen bereits 2000 vor, um sicher zu stellen, dass ein
hoher Anteil die Standards von FDA und Europarat erflllt [35]. In welcher
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Grolenordnung die Versagerrate wirklich liegt, untersuchten auch Adams et a. mit
einer Computer-Simulation [1]. Auch sie forderten klinische Studien mit einer
grof3en Anzahl von Blutkomponenten.

3. Des Weiteren soll diese Arbeit die bestehenden Richtlinien zur Qualitdtskontrolle
hinterfragen: Ist eine Uberprifung von mindestens 1 % der hergestellten
leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentrate ausreichend, um vermeintliche
Kontaminationen zu erfassen? Ist zudem ein Toleranzbereich von 10 % der
kontrollierten Konzentrate tragbar, die den Grenzwert dabei noch (berschreiten
dirfen? Mit welcher Wahrscheinlichkeit werden leukozytenkontaminierte
Erythrozytenkonzentrate im Rahmen der Qualitétskontrolle gem&ld3 den
Richtlinienanforderungen  entdeckt?  Bestent die  Notwendigkeit  der
Leukozytenzdhlung aler hergestellten Einheiten?



Material und Methoden 23

2 Material und Methoden

2.1 Auswahl der Proben

In dieser Arbeit wurden prospektiv 1520 leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate auf
ihren Restleukozytengehalt mittels Durchflusszytometrie untersucht. Alle innerhalb der
Routineblutspende gewonnenen Erythrozytenkonzentrate flossen Uber mehrere Monate
solange in die Untersuchung ein, bis die im Versuchsprotokoll festgelegte Anzahl von 1500
Préparaten erreicht war.

2.2 Verarbeitung zu leukozytendepletierten Erythr ozytenkonzentraten

Nach den Richtlinien zur Hamotherapie wurden die Vollblutpraparate innerhalb von 24
Stunden in ihre Komponenten (Buffy coat, Plasma und Erythrozyten) aufgetrennt [20]. Von
jedem Spender wurden 450 ml Vollblut entnommen und in ein geschlossenes Beutel system
mit integriertem Filter Uberfohrt. Durch das Filter wurden die Leukozyten im
Vollblutpréparat entfernt.

2.2.1 Verwendetes Vierfachbeutelsystem mit integriertem Filter

Bel dem verwendeten Beutelsystem Leukotrap WB [Firma Pall Newquay, Cornwall, UK
(REF 788-114BE)] handelt es sich um ein Pre-Process Filtersystem zur Entfernung von
Leukozyten aus Vollblut.

Das System besteht aus folgenden Komponenten (s. Abb. 2):
Primér-Beutel mit Entnahmenadel zur Aufnahme von 450 ml Vollblut; er enthélt 63
ml Stabilisator (CPD, s. u.) zur Antikoagulation
Integriertes Filter (WBF-2-Filter) mit Transfer-Beutel und
Blutriickgewinnungsschleife
Erythrozytenkonzentrat-Beutel mit 100 ml Additiviésung (SAG-Mannital, s. u.) as
Stabilisator
Plasma-Beutel zur Aufnahme des Plasmas

100 m Sabilisatorlésung CPD enthalten: Citronensaure-Monohydrat 0,327 g; Natriumcitrat-
Dihydrat 2,63 g; Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 0,251 g; Glucose-Monohydrat 2,55 g; Aqua
ad injectabilia ad 100 ml.
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100 ml SAG-Mannitol enthalten: Natriumchlorid 0,877 g; Glucose-Monohydrat 0,9 g; Adenin 0,017
g; Mannitol 0,525 g; Aqua ad injectabilia ad 100 m.

Abb. 2: Verwendetes Vierfachbeutel system mit integriertem Filter

Vom Primérbeutel (links), der wahrend der Spende gefillt wird, flie3t das Vollblut Uber ein
integriertes Filter in den Transferbeutel (Mitte). Dieser wird anschlief3end zentrifugiert und mittels
eines Separators in einen Erythrozytenkonzentrat- und Plasmabeutel aufgetrennt (rechts).

2.2.2 Filtration, Zentrifugation, Separation

Nach der festgelegten Ruhezeit vor der Weiterverarbeitung und Filtration wurde das gesamte
mit Vollblut gefiillte Beutelset gewogen und das Gewicht — wie alle anderen Daten der
Verarbeitung — auf dem Herstellungsprotokoll des einzelnen Erythrozytenkonzentrates
dokumentiert.

Jedes System war mit einer Strichcodenummer versehen, die zu jeder Zeit eine
Identifizierung jedes einzelnen Blutproduktes sowie Informationen Uber den Spender
ermdglichte.

Die Herstellung erfolgte gemédl Herstellerangaben und Standardarbeitsanweisung des
Institutes fur Transfusionsmedizin des UKM.

Der nach der Filtration gefullte Transferbeutel wurde bei 3200 Umdrehungen/ Minute fir 20
Minuten (g-Zahl = 3253) zentrifugiert (Zentrifugen Roto/ Silenta RP und RS, Hettlich,
Tuttlingen, Deutschland).
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Die Separation des zentrifugierten Beutels erfolgte im Biotrans-Separator (Biotrans,
Dreieich, Deutschland) mit eingestelltem Restvolumen von 50 ml.

Anschliel3end wurden das erhaltene leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrat und das
Plasma gewogen. Dieses so genannte Bruttogewicht wurde ebenfalls dokumentiert. Das
Nettovolumen wurde unter Berticksichtigung des Beutelleergewichtes von 41 g und der
gpezifischen Dichte des Erythrozytenkonzentrates von 1,064 g [72] folgendermal3en
berechnet:

(i;aaBruttoge\Mcht [g] 41 gg
e

2 - Nettovolumen [mi]
1064 g/mi

Erythrozytenkonzentrate auRerhalb der vom Hersteller festgelegten Spezifikation fir das
Nettovolumen flossen nicht in die Untersuchung ein.

Das hergestellte Erythrozytenkonzentrat wurde bei 4°C +/ - 2°C gelagert und war 42 Tage
haltbar.

2.3 Versuchsablauf

2.3.1 Probengewinnung

Die derile Probengewinnung erfolgte Uber einen Probeentnahmeschlauch. Der
Probeentnahmeschlauch wurde zehnmal ausgestrichen (Ausstreichzange, Baxter, Belgien),
wobei nach jedem Ausstreichvorgang der gesamte Beutel in der Hand zwei- bis dreimal
geschwenkt wurde, um eine gute Durchmischung des Inhaltes zu gewahrleisten.
Anschlieffend wurde mittels SchweilRverfahren ein steriles Segment aus dem Schlauch
abgetrennt. Dessen Schlauchinhalt, ca. 3-4 ml, wurde unter Beriicksichtigung der Strichcode-
Nummer in Proberéhrchen umgefillt. Bis zu Beginn der Messung, die jeweils unmittelbar
nach der Herstellung erfolgte, wurden die Proben bei 4 °C gekiihlt.

2.3.2 Vorversuche (Vergleichsmessungen)

Uber das Schlauchsegment wurde ein reprasentatives Aliquot entnommen, die
Ubereinstimmung des Inhaltes wurde Uber den Restleukozytengehalt bestimmt. Dabei
efolgte die Probenentnahme aus dem Schlauchsegment wie oben beschrieben. Zur
Probengewinnung aus dem Beutel wurde ein steriles Anstechset genutzt und die Probe (3-
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4ml) in ein Proberdhrchen Uberfihrt. Das Anstechset bestand aus einem Verbindungsdorn
mit Injektionsanschluss (Baxter, Belgien, REF RMC1401), einer Kanile (Neolus, 18G;
1,2mm, Terumo, Ref NN-1838S359) und einer 20ml-Einmalspritze (Braun, Melsungen, Ref
302030). Dabei wurden nur gesperrte Produkte verwendet, die nicht mehr zur Ausgabe an

Patienten bestimmt waren.

Folgende Vorversuche wurden durchgefuhrt:

Es wurden 20 leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate, deren
Haltbarkeitsdatum tberschritten war (8lter als 42 Tage) ausgewahlt, von
denen ca. 3-4 ml jeweils aus Schlauchsegment (zehnmal ausgestrichen)
und Beutel gewonnen wurden. Der Restleukozytengehalt wurde vierfach
per Durchflusszytometer (CyFlow, Partec, Minster) und mittels
zweifacher Ballast-Kammerz&hlung bestimmit.

Im  zweiten  Schritt  wurden acht  frisch  verarbeitete
Erythrozytenkonzentrate  untersucht, die wegen Uber- oder
Unterschreiten der Spezifikation fir das Nettovolumen zu verwerfen
waren. Hier erfolgte ebenfalls vierfach durchflusszytometrisch und
zweifach durch Kammerzéhlung die Prifung des L eukozytengehaltes.
Anschlief3end wurden zehn frische Erythrozytenkonzentrate untersucht.
Bel ihrer Verarbeitung wurde der Schritt der Filtration ausgelassen,
indem der Filter vom Beutelsystem abgeschweil3 und so umgangen
wurde. Hierbei wurde eine Probe aus einem Schlauchsegment, welches
nur funfmal ausgestrichen wurde, eine Probe aus einem zehnmal
ausgestrichenen Segment sowie eine Probe aus dem Beutel enthommen.
Die Bestimmung der Leukozytenzahl erfolgte diesmal jewells finffach
per Durchflusszytometer und per automatischen Hamatologie-
Zellzéhlgerédt (Sysmex, K-1000, Kobe, Japan).

Die unterschiedlichen Messmethoden und die jeweilige Praparation der Proben wird unter
Punkt 2.3.3 sowie 2.4 beschrieben.
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2.3.3 Hauptmessreihe: Durchflusszytometrische M essung

Aufbau und Prinzip des Durchflusszytometer s

Ein Durchflusszytometer ist ein optisches Mef3system zum Zadhlen und Analysieren von
Zellen oder Partikeln. Die Ergebnisse beruhen auf einer gleichzeitigen Messung mehrerer
physikalischer und biochemischer Parameter jeder einzelnen Zelle. Eine Analyse besteht aus
der Summe vieler schnell aufeinander folgender Einzelmessungen. Es sind Zellen jeder
Herkunft geeignet, sofern siein einer Suspension vorliegen.

Die wichtigsten Elemente eines Durchflusszytometers sind:
Die Messkiivette, in der die Zellen - wie an einer Perlschnur aufgereiht - an der
Optik vorbeigefiihrt und angeregt werden.
Das optische System - bestehend aus einem Anregungsteil (Laser- oder Quecksilber-
Dampflampe) und enem Detektionsteil. Die Fluoreszenzen werden Uber
verschiedene optische Elemente (Tellerkanten und Filter) den unterschiedlichen
Detektoren (Photomultipliern) zugefihrt.
Der Teil der Signaverarbeitung; hier werden die Fluoreszenzsignale digitalisiert,
Uber einen Computer verarbeitet und mit einer speziellen Software (FloMax, Partec,
MUnster, Deutschland) analysiert.

Das im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Durchflusszytometer besitzt im Gegensatz zu
anderen Durchflusszytometern die M églichkeit, die Konzentration der gesuchten Zellen oder
Partikel Uber eine Volumenmessung zu bestimmen. Dies hat den Vorteil, dass keine
Referenzmessung durch einen Hamatologiecounter oder Uber Referenzpartikel erfolgen
muss, wie sie bei anderen Durchflusszytometern erforderlich ist. Das Gerét hat hierzu eine
besondere Probenhaterung (s. Abb. 3), die garantiert, dass ein genau definiertes
Probenvolumen gemessen wird. Zwei unterschiedlich lange Elektroden sorgen fir ein
konstantes Messvolumen von 500 pl. Die Probe wird Uber ein Schlauchsystem zur
Messkivette geleitet, hier von Hullstrom umschlossen und zum Messbereich mitgefuhrt.
Aufgrund der spezifischen Geometrie der Kivette kommt es zu einem sehr schmalen,
laminar flieffenden Probenstrom (hydrodynamische Fokussierung), wobei Probe und
Hullstrom nicht vermischt werden.
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Abb. 3: Volumetrisches Messprinzip

— st Vv c=N/V Wahrend der Messung nimmt  das
——stop Probenvolumen  im  Probenréhrchen
ar | | sampe \[ N kontinuierlich ab. Erreicht der Meniskus
41 Flow Cuvette das Ende der oberen Elektrode, beginnt
‘ das Gerat mit der Zahlung, bei Erreichen
& | des Endes der unteren Elektrode wird die
i d ‘ ‘ ‘ Messung beendet. Die Volumendifferenz
Sample Tube 2nischen oberer und unterer Elektrode
entspricht 500 pl mit einer Abweichung

Run Start Count Stop von 2% (Angabe des Herstellers).

Die markierten Zellen passieren nun einzeln nacheinander den Messbereich und werden dort
mit Laser oder UV-Licht angeregt, abhéngig von der Ausstattung des Gerétes und von der
Anregungswellenlange des Fluorochroms. Die einzelnen Zellen leuchten nun in einer, fir
das Fluorochrom charakteristischen Wellenlénge. Die Intensitét der Fluoreszenz ist von der
Konzentration des Zdlinhatsstoffes abhéangig. Die Fuoreszenzsignae werden durch
unterschiedliche Filter, Blenden und Teilerkanten auf verschiedene Photomultiplier gelenkt
und als digitalisierte Signale von der Software des Computers (FloMax, Version 2.3, Partec,
Munster, Deutschland) verarbeitet. Die Rohdaten werden as FCS-File gespeichert und
graphisch in Form eines Histogramms dargestellt. Je nach Zahl der aktiven Photomultiplier
konnen die Signale als Ein- oder Zweiparameter-Histogramm dargestel It werden.

Einparameter-Histogramm

Die eingehenden Messignale werden entsprechend ihrer Intensitét, und damit der Menge des
interessierenden Zellinhaltstoffes, einer von 1024 GrofRRenklassen  zugeordnet. Diese
GroRenklassen entsprechen den Kanélen, die auf der Abszisse des Histogramms aufgetragen
sind. Die einzelnen Messwerte fallen gleichsam wie Kugeln in das ihnen jeweilig
entsprechende Register (GrofRenklasse). Der Kanalinhalt, d.h. die jeweilige Anzahl gezéhlter
Zellen der einzelnen GrolRenklasse, wird auf der Ordinate aufgetragen. Dadurch entstehen so
genannte ,Peaks‘. Alle zu einem Peak gehdrenden Zellen haben die gleiche Menge an
gemessenem Zellinhaltsstoff.
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3200 Abb. 4: Einparameter-Histogramm einer EDTA-

2560 RN1 Vollblutprobe

Entsprechend ihrer Fluoreszenzintensitdt sind DAPI-
gefarbte Leukozyten auf der Abszisse in 1024 Kandle
12804 eingeordnet (hier ein Ausschnitt der Kanale 0 bis 250). Die

19204

counts

Zahl der Leukozyten mit identischer Fluoreszenz gibt die
E40 4

Ordinate an. Der interessierende Fluoreszenzbereich kann
Uber Auswertefenster (Gate RN1) selektiert werden.

D &0 100 150 200 250
FSC (FL4) DAPI

Zwel parameter -Histogramm

Da die DAPI-Fluoreszenz bei zwei unterschiedlichen Wellenlangen gemessen werden kann,
erlaubt dies die Aufnahme eines begrenzten Spektrums und die Wiedergabe der Messung in
einem Zweiparameter-Histogramm, bei dem die Signale als Punkte in einem Histogramm
dargestellt werden. Diese Art der Auswertung erméglicht es, besser zwischen Zellsignalen
und Debris zu unterscheiden. Signale, die auf markierte Zellen zuriickzufiihren sind, sollten
auf der Diagonalen zu finden sein. Stérsignale, wie Debris, werden als diffus verteilte Punkte

gemessen.

Abb. 5. Zweiparameter-Histogramm einer EDTA-
Vollblutprobe

200

Zwel Fluoreszenzsignale einer  Zelle werden hier
miteinander kombiniert. Auf der Abszisse werden die 450
nm-Sgnale verarbeitet und mit denen der Ordinate bei 590

100 R1

nm kombiniert. Die Zahl der Ereignisse ist durch die

= ;o Farbintensitdét der Punkte in diesem Zweiparameter-
Histogramm wiedergegeben. Auch hier 18sst sich die Zahl

100 150
FSC(FL4) DAPI

der Ereignisse Uber so genannte Gates (R1) bestimmen.

Jede Zelle mit einer spezifischen Parameterkonstellation erzeugt einen Punkt (,dot*) an einer
bestimmten Stelle in dem Zweiparameter-Punktehistogramm (Dotplot). Haben Zellen den
gleichen Gehalt an gemessenem Zellinhaltsstoff, liegen sie (bereinander. Die
Quantitétsbeurteilung wird durch Farbabstufungen ermdglicht.

Zellpopulationen mit &hnlichen Eigenschaften erscheinen in Form von Punktwolken
(, Cluster®).
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Gating

Fir eine genauere Auswertung solcher Cluster und um die interessierenden Zellen von
Aggregaten, Zdlltrimmern etc. abzugrenzen, konnen Auswertefenster gesetzt werden — so
genannte ,, Gates®.

Bei einem Einparameter-Histogramm sind dies lineare Gates, die die interessierende
Population beinhalten (s. Abb. 4).

In Zweiparameter-Histogrammen werden polygonale Fenster, im vorliegenden Fall z.B. ein
rechteckiges Gate gesetzt, um eine Begrenzung zu erzielen (s. Abb. 5).

CyFlow-Dur chflusszytometer

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Durchflusszytometer der Firma Partec (Minster,
Deutschland) mit der Gerétebezeichnung CyFlow (s. Abb. 6) eingesetzt. Es handelt sich
dabei um ein portables Durchflusszytometer mit zwei optischen Parametern (2x Fluoreszenz,
450 nm und 590 nm) und einer Quecksilberhdchstdruck-Bogenlampe, die UV-Licht der
Wellenlange 350 nm emittiert sowie einem extern angeschlossenem PC (Pentium mit 1000
MHz und 128 MB RAM). Als Software dient die Windows basierte FloMax-Software
(Partec, Minster, Deutschland), die die graphische Aufarbeitung der Zellzéhlung in Echtzeit
ermdglicht.

Die Analysen wurden mit einer grofRen Volumeneinheit von 500 pl (Standard 200 pl)
durchgefihrt.

Abb. 6: CyFlow-Durchflusszytometer
Es handelt sich um ein portables Durchflusszytometer mit zwei optischen Parametern.

Rechts im Bild ist die Quecksilberhtchstdruck-Bogenlampe, in der Mitte die spezielle
Probenhalterung zu sehen.
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Dur chflusszytometrische M essung

Die isolierten Blutproben (ca. 3-4ml) wurden vor der Préparation fir ca. 15 Minuten auf
einen Schittler (Heidolph, Kelheim, Deutschland) gelegt und anschliefend einzeln
angesetzt, am gungtigsten wéahrend der laufenden vorherigen Messung. Innerhalb von
maximal 10 Minuten nach Probenbereitung erfolgte die Messung [22].

Als Farbstoff wurde 4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) gewdhit, welcher in die DNA
aller kernhaltigen Zellen intercalliert [75]. Es wurde ein kommerziell erhdtlicher
Farbepuffer Cystain R (Partec, Minster, Deutschland) benutzt, der DAPI enthdlt. Da dieser
hohe Konzentrationen an Detergenzien enthalt, wurde zudem noch 1:5 mit Férbepuffer ohne
Detergenz verdunnt [22]. Das charakteristische Anregungsspektrum fir dieses Fluorchrom
liegt bei 350 nm, dessen Fuoreszenzmaximum bei 480 nm. DAPI kann bei
unterschiedlichen Wellenlangen detektiert werden, im beschriebenen Fall bei 455 nm im
blauen Bereich (Filter: EM 450) und 523 nm im orangen Bereich (Filter: EM 590). Dies
ermoglicht die Aufnahme eines begrenzten Spektrums und dadurch die Wiedergabe der
Signale in einem Ein- oder Zwei parameter-Histogramm.

Mit einer automatischen Pipette (aus Pipettenset, Eppendorf, Deutschland) wurden 140 pl
Erythrozytenkonzentrat mit 1260 pul DAPI (1:5) in einem Messrohrchen (3,5 ml, 55 © 12
mm, Sarstedt, Art.-Nr. 55.484) gemischt, dies entspricht einer Verdiinnung von 1:10. Da das
CyFlow-Gerét 500 pl der 1:10 verdinnten Probe misst, entspricht dies einem gemessenen
Nettovolumen von 50 pl.

Kurz vor der Messung wurde die Probe fir 2-3 Sekunden auf dem Vortex-Gerat (Vortex
Genie 2, Scientific Industries, USA) durchmischt.

Es war darauf zu achten, dass die aufbereiteten Proben mdglichst luftblasenfrei in die
Probenréhrchen pipettiert wurden, da Luftblasen den Messvorgang beeinflussen kénnen. Fur
die Messung wurden die Probenréhrchen so in die Probenhalterung gegeben, dass die
Messrohrchen flhlbar einrasteten. Die Messung begann daraufhin automatisch mit einem
konstanten Fluss von 6 pl pro Sekunde.

Waéhrend einer Messung, die ca. zweieinhalb Minuten dauerte, wurden verschiedene
Messstadien angezeigt (Prerun-, Stabilize-, Run- und Count-Phase). In der Prerun-Phase
wurden die Zellen mit hoher Geschwindigkeit zum Messbereich transportiert. In der
Stabilize-Phase wurde die Geschwindigkeit gedrosselt, der Probenstrom stabilisiert und in
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der Run-Phase dann die Zellen anaysiert. Erst in der Count-Phase wurde das definierte
Volumen von 500 pl gemessen.

Mit der Anderung der Signalverstarkung durch Variation der Hochspannung der
Photomulltiplier lief3en sich die Signale, die den Zellen der G1-Phase (Interphase der Mitose)
entsprachen, auf den Kanal 100 einstellen. Dubletten, die zu einem geringen Prozentsatz

(< 2 %) entstanden, befanden sich in Kanal 200. Diese so genannte Gain-Einstellung erfolgte
jeweils zu Anfang eines Messtages durch Messen einer Vollblutprobe, die zugleich as
Vergleichsmessung zum Sysmex-Hamatol ogiecounter diente (s. Abschnitt 2.4.1).

Es wurde ein Auswertefenster zwischen Kanal 60 und 250 gewahlt, um vor alem die G1-
Zellen zu erfassen. Dieses Gate und sonstige Einstellungen wurden als so genannte Settings
gespeichert. Sie konnten bel jeder erneuten Messung aufgerufen werden, so dass
gewahrleistet war, dass immer mit der gleichen Einstellung gemessen wurde.

Das endglitige Ergebnis wurde as Konzentration in ,counts ml* angegeben. Die
dazugehdrigen Histogramme wurden im PC gespeichert. Unter Beriicksichtigung des
Verdunnungsfaktors wurden mittels Division durch 10.000 die Ereignisse in ,,counts/ pl*
berechnet. Der Leukozytengehalt pro Einheit wurde nach folgender Formel berechnet:

Counts/ml ~ Nettovolumen [mi] = Leukozyten/ Einheit

2.4 Prazisonskontrolle/ Kontrollmessungen

241 Sysmex - Hamatologiecounter

Gerét/ Messprinzip

Das Sysmex K-1000 (Kobe, Japan) ist ein automatisches Hamatol ogie-Anaysengerét fur die
quantitative in vitro-Diagnostik in klinischen Laboratorien.

Das Gerét besteht aus einem hydraulischen, einem pneumatischen und einem elektronischen
System.

Das hydraulische System sorgt fur das Ansaugen, Verdiinnen, Mischen und Hamolysieren.
Das elektronische System anaysiert und verarbeitet die Probensignale und steuert das
hydraulische System, sowie den Ausdruck Uber den Drucker. Des Weiteren Uberwacht es
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den Ablauf der Analyse, die Analysen-Daten und fiihrt die Qualitétskontrolle durch, alles mit
Hilfe von Mikroprozessoren.

Das pneumatische System produziert Druckluft und das Vakuum zur Steuerung der Ventile,
ferner sorgt es fir den Durchfluss der Reagenzien und Proben innerhalb des hydraulischen
Systems.

Das Sysmex K-1000 zahit Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten nach dem
Widerstandsmessprinzip (Impedanzprinzip). Die Probe wird angesaugt, verdinnt, gofs.
hamolysiert, in die Messkammer tberfiihrt und ein definierter Teil dieser Verdinnung durch
die Messoffnung gefuihrt. Hier fliefdt ein schwacher Gleichstrom. Blutzellen werden als
positive Spannungssignale zwischen zwei Elektroden registriert, die Hohe des Signalsist den
Volumina der auddsenden Partikel proportiona. Die Impulse werden gezéhit,
weiterverarbeitet und sind anschlief?end in Form von acht Hamatologie-Parametern als
Ausdruck erhdtlich: Leukozyten, Erythrozyten, Hamoglobin, Hamatokrit, MCV (mean
corpuscular volume), MCH (mean corpuscular haemoglobin), MCHC (mean corpuscular
haemoglobin concentration) und Thrombozyten.

Folgende Reagenzien werden zur Leukozytenbestimmung genutzt:
Diluent: Sysmex Cellpack, eine isotone K ochsalzl6sung; ca. 28 ml pro Zyklus
Lysemittel fir die Erythrozyten: Sysmex Stromatolyser-3WP; ca. 1 ml pro Zyklus
Detergenz: Sysmex Cdlclean, ein stark akalisches Detergenz zum Entfernen von
Verunreinigungen innerhalb des hydraulischen Systems

Zu jeder Messung wird ca. 0,1 ml des Vollblutes angesaugt, 12 pl davon mit den o.a
Reagenzien verdunnt (1:250) und schliefdlich 0.4 ml der verdinnten Probe gemessen. Dies
entspricht einem Nettoprobenvolumen von 1,6 pl der Originalblutprobe.

Nach jeder Messung werden ale Schlduche und Kammern gespilt. Kontamination und
Verschleppung werden dadurch auf ein Minimum reduziert. Trotz des geringen
Nettovolumens wird innerhalb bestimmter Grenzen ein hohes Mal3 an Richtigkeit und
Prézision erzielt.

Laut Herstellerangaben wird eine Prézision mit einem Variationskoeffizienten von 3% oder
kleiner und eine Richtigkeit von +/ - 3 % erreicht (bezogen auf die L eukozytenmessung). Die
Angaben zur Linearitét im Bereich von einem Leukozytengehat von 1,0 — 6,6~ 10%
liegen bei +/ - 0,2° 10% pl. Die untere Nachweisgrenze liegt bei ca. 100-200 Leukozyten/ pl.
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Kontrollmessung

In dieser Untersuchung wurde zu Beginn jedes Messtages der Leukozytengehalt einer
frischen Vollblutprobe dreifach mit dem Sysmex K-1000 sowie mit dem CyFlow
guantifiziert. Diese Messungen dienten der Kalibrierung des Durchflusszytometers und der
Validierung der durchflusszytometrischen Messungen.

Hierzu wurden ca. 2 ml einer frischen Vollblutprobe in ein Probenréhrchen gefillt und diese
dreimal im Sysmex-H&matol ogiecounter gemessen.

Diese gleiche Probe wurde am Durchflusszytometer gezéhlt. Dazu wurde das Blut zunéchst
1:10 mit detergenzfreiem Férbepuffer verdinnt, d.h. 4,5 ml Puffer wurden zu 0,5 ml Vollblut
mittels automatischer Pipette (Eppendorf, Deutschland) gegeben. Nach Durchmischen (2-3
Sekunden vortexen) wurde diese verdinnte Vollblutprobe nach der oben beschriebenen
Methode mit DAPI auf die Endverdinnung 1:100 gebracht. Nach weiterem Vortexen von 2-
3 Sekunden erfolgte die Messung mit dem CyFlow.

Anschliel?end konnten die jeweils dreifach per Sysmex und CyFlow bestimmten
Leukozytenzahlen direkt miteinander verglichen werden.

Das Sysmex K-1000 ist ein fester Bestandteil in fast jedem medizinischem Labor. Zahireiche
interne  und externe Kontrollen (Teilnahme an Ringversuchen) sichern dessen
Zuverlassigkeit. Daher wurden die erhaltenen Ergebnisse als Referenzwerte zur Beurteilung
der Messung mittels Durchflusszytometer benutzt.

2.4.2 Ballast-Zahlkammer

Gerét/ Bauprinzip

Die Ballast-Kammer (,S* Koch Products, Friedrichsdorf, Deutschland) ist eine Z&dhlkammer
fur die manuelle mikroskopische Erfassung von Zellen oder anderen Partikeln in Blut oder
anderen Fllussigkeiten (z.B. Liquor). Es handelt sich um eine modifizierte Rhodium-
bedampfte Nageotte-Kammer, die sich vor alem durch ein verbessertes Zahinetz
auszeichnet.

Diese Kammer besteht aus optischem Spezialglas in Form einer dicken Grundplatte, deren
Grole einem Objekttrager entspricht. Darin eingelassen sind vier Langsnuten, parallel zu den
kurzen Seiten, die das mittlere Drittel in zwei Seitenstege und einen Mittelsteg unterteilen.
Diese Stege sind plan geschliffen und poliert. Der Mittelsteg ist etwas vertieft und enthalt
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zwel Zahlnetze mit jewells 400 Kastchen (insgesamt 800 Késtchen); diese entsprechen
einem Volumen von 2° 50 ul (100 ul). Das Z&hlnetz ist vertikal numerisch und horizontal
alphabetisch gekennzeichnet. Auf die Auf3enstege wird mit sanftem Druck das befeuchtete
Deckglas geschoben. Es wurde richtig aufgebracht, wenn Newtonsche Ringe zu sehen sind
(s. Abb. 7).

| 0,5 mm

Abb. 7: Ballast-Kammer (modifizierte Nageotte-Kammer).
Diese Zahlkammer besitzzt zwei Z&hlnetze mit einem Gesamtvolumen von 100 pl der Probe. Die
Zahlnetze sind vertikal numerisch und horizontal alphabetisch gekennzeichnet.

Kontrollzahlung

In der vorliegenden Untersuchungsreihe diente die mikroskopische Leukozytenzéhlung in
der Ballast-Kammer dazu, erhthte Werte der durchflusszytometrischen Messung (CyFlow)
nochmals zu Uberprifen. Ein Wert fir den Restleukozytengehalt gilt gemél? den genannten
Richtlinien as erhdht, wenn er groRer als 1 10° Leukozyten/ Einheit (entspricht ca. 4
Leukozyten/ pl) ist. ,,Ausreifer” in diesem Sinne wurden durch eine doppelt durchgefihrte
Kammerzadhlung nochmals kontrolliert.

In Anlehnung an bereits zahlreiche beschriebene Methoden zur Restleukozytenzéhlung in
der Kammer wurde wie folgt verfahren [65]:

100 pl der zu messenden Probe wurden mit 900 ul Turksche Losung (Merck, Deutschland,
Ref. 1.09277.0500) verdinnt und durch Vortexen vermischt. Nach 10 Minuten (Lysezeit)
wurde beide Zahinetze beschickt und fir 15 Minuten zur Sedimentation in eine feuchte
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Kammer (Petrischale, Steriplan, Deutschland; mit wasserbefeuchtetem Zellstoff ausgelegt)
gegeben.

Anschlief?end erfolgte die Auszéhlung mit einem Lichtmikroskop (Leica Mikroskopie u.
Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland).

Eine Vormusterung erfolgte mit einer zehnfachen VergroRerung. Sobald ein Leukozyt zu
sehen war, wurden alle 800 Kastchen in zwanzigfacher Vergrofierung ausgezahlt. War kein
Leukozyt beim ersten Durchmustern identifiziert worden, wurden 20 Késtchen in der 40er-
Vergrofierung durchgesehen. Wurde dabel ein Leukozyt entdeckt, wurden ebenfalls alle
Ké&stchen untersucht.

Mit folgender Formel lief? sich schliefflich der Leukozytengehalt der jeweiligen Probe
ermitteln:

Gezihlte Leukozyten “ 10 (Verdiinnungsfaktor)
100m (Kammervolumen)

= Leukozyten/ m

243 CD45-Messung

Gerat: PAS

Im Fale von Leukozytenkontaminationen wurden neben den oben aufgefihrten
Kontrollmessungen mit der Ballast-Zéhlkammer weitere Vergleichsmessungen notwendig.
Als verlasslicher Parameter, dass es sich bei den gemessenen Ereignissen auch wirklich um
Leukozyten handelt, gelten Leukozyten-spezifische Oberflachenantigene (CD45). Dieser
Nachweis erfolgte mit spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern und mit Hilfe eines
auf Lasertechnik basierenden Durchflusszytometers (Particle Analysing System (PAS),
Partec, Munster, Deutschland), dessen volumetrisches Messprinzip dem des verwendeten
CyFlow gleicht.

Wie das CyFlow arbeitet auch das PAS auf volumetrischer Basis, ist aber mit einem blauen
Argon-lonen-Laser (Anregungswellenlange von 488 nm) ausgestattet. Mit Hilfe der
Laseranregung lassen sich die verschiedensten Fluorochrome wie Phycoerythrin,
Fluorescein-lsothiocyanat, Propidiumjodid usw. anregen und deren spezifische
Fluoreszenzen detektieren. Mit Hilfe Fluorochrome-konjugierter Antikorper konnen Zellen
anhand ihrer CD-Oberflachenantigene (CD45, CD4, CD8 usw.) klassifiziert werden. Das
PAS wird von der gleichen Software unterstiitzt wie das CyFlow (FloMax, Partec, Miinster,
Deutschland).
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Kontrollmessung

Leukozyten tragen auf ihrer Oberflache spezifische Marker. Dies sind in der Regel Proteine,
die die Eingruppierung in so genannte CD-Cluster (Cluster of Differentiation) ermdglichen.
Das CD45-Antigen wird auch als Pan-Leukozytenmarker bezeichnet und ist auf allen
Leukozyten nachzuweisen. Es unterscheidet damit Leukozyten von anderen
Blutbestandteilen wie Thrombozyten und Erythrozyten [72, 88].

Die mit Hilfe der Kernférbung als kontaminiert identifizierten Blutprodukte wurden durch
die immunologische Kontrollmessung (Bestimmung CD45-positiver Zellen) Uberpriift.

Im Falle der Kernfarbung kénnen Thrombozytenaggregate oder kernhaltige Erythrozyten
auch gemessene L eukozyten vortéuschen.

Protokoll zur Farbung CD45 - positiver Leukozyten:

Zu 100 pl der zu messenden Blutprobe wurden 10 pl monoklonaler Mauseantikorper (Maus-
Anti-Human CD45, Klon 2D1, Becton-Dickinson, USA) mittels automatischer Pipette
(Eppendorf, Deutschland) gegeben.

Dieser Antikorper war mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat) markiert, ein Farbstoff, der im
grinen Bereich fluoresziert (520 nm). Dieses Gemisch wurde 15 Minuten im Dunkeln bel
Raumtemperatur (RT) inkubiert.

Anschliel?end wurde die Probe in einer zweistiindigen Reaktion fixiert und lysiert. Zur
Fixierung wurde das Reagenz A der Lysddsung (CyLyse, Partec, Minster, Deutschland)
zugegeben, fir 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und der Ansatz fir
mindestens weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln unter Zusatz des
eigentlichen Lysereagenzes (Reagenz B) inkubiert. War die Losung dann klar (Lyse der
Erythrozyten), konnte die Probe am Durchflusszytometer gemessen werden.

Fir die sich anschlielfende Auswertung wurden mindestens drei unterschiedliche Parameter
gemessen. Dies waren die beiden Streulichtparameter (Vorwarts- und Seitwértstreulicht)
sowie ein Fluoreszenzparameter (FITC).
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2.5 Statistik

Zur Auswertung dieser Versuchsreihe wurden folgende statistische Methoden angewendet,
die kurz erl&utert werden sollen.

Wilcoxon-Test

Dieser Test ist ein Zweistichprobentest fur verbundene Stichproben. Es handelt sich um
einen nichtparametrischen Test, d.h. dieser Test setzt nicht voraus, dass die Messgrofien
normalverteilt sind. Dabei werden die Differenzen zwischen den zu vergleichenden
Wertepaaren gebildet und diesen werden wiederum nach ihrem absoluten Zahlenwert in
wachsender Reihenfolge Rangzahlen R- und R + zugeordnet. Anschlief3end wird jeweils aus
den positiven und negativen Rangzahlen die Summe gebildet. Die Testgrof3e ist dann die
kleinere der beiden Rangsummen R = Minimum R-, R+. Die Nullhypothese H, kann zum
Beispiel lauten: Die Ergebnisse von zwel Messreihen sind vergleichbar. Diese Nullhypothese
Ho wird abgelehnt, falls die Testgrofie kleiner/ gleich einem tabellierten Wert ist, der vom
vorgegebenen Wert a abhangt [26].

Hypergeometrische Verteilung

Die Hypergeometrische Verteilung ist ein Verteilungsmodell fir Zufallsvariablen mit zwei
Ausprégungen. Es geht dabel um die Frage, mit welcher Wahrscheinlichkeit p(X = j) die
Ausprdgung a in einer Stichprobe j-mal vorkommt, wenn diese Stichprobe ohne

Zurucklegen bezogen auf ein Urnenmodell ausgewahlt wurde.

Die Wahrscheinlichkeitsfunktion lautet wie folgt:

280, aN - s
o &l En- i 5
N
N5
Sieist abhangig:

- vom Umfang N der Grundgesamtheit,

- von der Anzahl der Untersuchungseinheiten s, die die gesuchte Ausprégung a aufweisen
- sowie vom Umfang n der Stichprobe.

Ihr Definitionsbereich geht von 0 bis n [51].
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Korrelation, Regression

Die Korrelation ermittelt, ob ein Zusammenhang zwischen zwei Merkmalen besteht. Es wird
der Korrelationskoeffizient r berechnet. V oraussetzung ist, dass die entsprechenden Werte
X1 und yy, X2 und y, usw. am gleichen Objekt bzw. der gleichen Probe gemessen werden.

Die Gleichung zur Berechnung des Korrel ationskoeffizienten lautet:

o " Axy-Ax 8y
Xy
8- @xF I ay:- @& vf

wobel immer - 1E 1 £ +1 gilt.

Je néher der Korrelationskoeffizient r bei +1 oder -1 liegt, umso intensiver ist der
Zusammenhang zwischen den beiden Merkmalen.

Eine lineare Korrelation kann durch die Regressionsgerade graphisch dargestellt werden. Sie
lasst sich durch folgende Formel definieren:

Y=R x+A

R und A werden folgendermaf3en berechnet [83]:

R =

nax-ax ay
n’éxz-(o x)2

Die 0.a. Berechnungen wurden mit Hilfe der Statistikfunktionen des Excel-Programms (Fa.
Microsoft, USA) durchgefiihrt.

Bland-Altman-Analyse

Die deskriptive Methode nach Bland-Altman ist geeignet, die Ubereinstimmung zwischen
zwei fehlerbehafteten klinischen Messmethoden zu Uberpriifen. Dabei handelt es sich um
eine Andyse, die ds MaR fir die Ubereinstimmung zweier verschiedener Messmethoden
deren Differenz zugrunde legt. Man berechnet zunédchst die Differenzen zwischen alen
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Messpaaren, anschlief3end den Mittelwert und die Standardabweichung dieser Differenzen.
Die mittlere Differenz ergibt den bias zwischen den beiden Beobachtungen, die
Standardabweichung ist ein Mal3 der Streuung zwischen diesen Beobachtungen. Aufgrund
der Annahme, dass beide Messwerte gleich gut oder schlecht sind, wird as der beste
Schéatzwert der Mittelwert der beiden Beobachtungen gewahlt. Tragt man nun die mittlere
Differenz gegen den Mittelwert ab, ergeben sich Hinweise, ob es systematische Unterschiede
zwischen den beiden Messtechniken in Abhéngigkeit von der absoluten Grofe der zu
messenden Variablen gibt [12, 45].
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche

Die Versuchsreihen der Vorversuche dienten dazu, Schlauch- und Beutelinhalt beziiglich des
Leukozytenrestgehaltes eines Erythrozytenkonzentrates zu vergleichen. Es sollte untersucht
werden, ob die aus enem Schlauchsegment enthommene Probe enes
Erythrozytenkonzentrates représentativ fur den Inhalt des Beutels ist. Es wurden im Verlauf
drei verschiedene Methoden (Vorversuche I-111, siehe auch Abschnitt 2.3.2) dazu eingesetzt.
Aus den jeweiligen Einzelmessungen von Schlauch- und Beutelinhalt der verschiedenen
Erythrozytenkonzentrate wurden die Mittelwerte errechnet und diese paarweise verglichen.
Mit Hilfe des Statistik-Programms SPSS (Version 11.0) wurde durch den Wilcoxon-Test
(nichtparametrischer Zweistichprobentest fir verbundene Stichproben) die Signifikanz bei
einem Niveau von p = 0,05 Uberprift. Bei einer ermittelten Wahrscheinlichkeit p > 0,05 geht
man dabei von einer Gleichheit der Paare aus, Werte von p < 0,05 bedeuten einen
signifikanten Unterschied der Wertepaare.

In den Vorversuchen | und Il konnte in allen Félen durch die Kammerzdhlung kein
Leukozyt gemessen werden, die Ergebnisse betrugen jeweils Null. Daraufhin wurde die
Kammerzadhlung bei der Auswertung der Vorversuche aul3er Acht gelassen.

Vorversuch |

Methode: Es wurden 20 leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate, deren
Haltbarkeitsdatum Uberschritten war, fir die Messungen eingesetzt. Die Restleukozyten
wurden vierfach mit dem Durchflusszytometer (CyFlow, Partec, Minster) und zweifach
mittels Ballast-Kammerzahlung gezahlt.

Die resultierenden 20 zu vergleichenden Wertepaare aus der durchflusszytometrischen
Messung ergaben im Wilcoxon-Test ein p = 0,00. Dies bedeutet, dass hier bel einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,05 ein signifikanter Unterschied von Beutelinhalt und
Schlauchinhalt der verfallenen Erythrozytenkonzentrate vorlag.
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Erythrozytenkonzentrat Mittelwerte Mittelwerte
Beutelinhalt Schlauchinhalt
[Leukozyten/ ul] [Leukozyten/ ul]
1 0,575 0,425
2 0,150 0,275
3 0,463 0,325
4 0,553 0,300
5 0,388 0,300
6 0,250 0,100
7 0,233 0,075
8 0,113 0,176
9 0,700 0,475
10 0,550 0,200
11 1,200 0,138
12 0,263 0,150
13 0,188 0,063
14 0,250 0,138
15 0,375 0,175
16 0,375 0,238
17 0,500 0,188
18 0,313 0,100
19 0,075 0,075
20 0,225 0,138
Wilcoxon-Test p = 0,00

Tab. 5: Ergebnisse Vorversuch |

Die Proben aus Schlauch und Beutel von 20 leukozytendepl etierten Erythrozytenkonzentraten, deren
Haltbarkeitsdatum Uberschritten war, wurden jeweils vierfach durchflusszytometrisch auf ihren
Restleukozytengehalt hin Uberprift. Die Mittelwerte von Schlauch- und Beutelinhalt sind hier
gegeniiber gestellt. Der Wilcoxon-Test ergab mit p = 0,00 einen signifikanten Unterschied.

Vorversuch 11

Methode: Es wurden 8 frisch verarbeitete Erythrozytenkonzentrate mit Uber- oder
Unterschreiten der Spezifikation fur das Nettovolumen fur die Messungen eingesetzt. Die
Restleukozytenbestimmung wurde auch hier vierfach mit dem Durchflusszytometer und
zweifach mit der Ballast-Kammer gezéhit.

Hier ergaben die zu vergleichenden 8 Wertepaare ein p = 0,528 im Wilcoxon-Test. Es kann
folglich eine Gleichheit der Werte von Beutel- und Schlauchinhalt der verwendeten frischen

Erythrozytenkonzentrate angenommen werden.
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Erythrozytenkonzentrat Mittelwerte Mittelwerte

Beutelinhalt Schlauchinhalt

[Leukozyten/ ul] [Leukozyten/ ul]
1 0,595 0,830
2 0,160 0,210
3 0,165 0,230
4 0,975 0,970
5 0,155 0,190
6 0,175 0,110
7 0,100 0,135
8 0,295 0,190

Wilcoxon-Test p = 0,528

Tab. 6: Ergebnisse Vorversuch |1

Die Proben aus Schlauch und Beutel von 8 frisch verarbeiteten leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentraten (mit Uber- oder Unterschreiten der Spezfikation fiir das Nettovolumen)
wurden jeweils vierfach durchflusszytometrisch auf ihren Restleukozytengehalt hin Uberprift. Die
Mittelwerte von Schlauch- und Beutelinhalt sind hier gegentiber gestellt. Der Wilcoxon-Test ergab
mit p = 0,528 keinen signifikanten Unterschied.

Vorversuch 111

Methode: Es wurden 10 frische ungefilterte Erythrozytenkonzentrate fir die Messungen
eingesetzt. Die Restleukozytenzahl wurde jeweils funffach mit dem Durchflusszytometer
und mit dem automatischen Hamatologie-Zellzéhlgerédt (Sysmex) bestimmt.

Hier wurden Schlauch- und Beutdinhalt jeweils mit zwel unterschiedlichen Zahlgeréten
ermittelt. Eine urspringlich zusédtzliche Unterscheidung zwischen finf- und zehnfach
ausgestrichenem Schlauchinhalt wurde letztendlich bei der Berechnung des Wilcoxon-Testes
nicht berlicksichtigt, da diesbeziiglich kein Unterschied der Werte bestand.

Bel diesem Vergleich ergab sich fir die Messung mit dem Sysmex-Gerét ein p = 0,074; fur
den Vergleich durch die CyFlow-Messung ein p = 0,155.

Beide Messreihen zeigten somit keine signifikanten Unterschiede zwischen Schlauch- und
Beutelinhalt dieser hier verwendeten Erythrozytenkonzentrate.
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Sysmex Cyflow
|Erythrozyten-| Mittelwerte | Mittelwerte |JErythrozyten{ Mittelwerte | Mittelwerte
konzentr at Beutel Schlauch konzentr at Beutel Schlauch
[Leukozyten/ | [Leukozyten/ [Leukozyten/ | [Leukozyten/
pu] pu] pu] pu]

1 2,42 2,46 1 2,36 2,28

2 2,06 2,10 2 1,78 1,80

3 0,28 0,22 3 0,26 0,20

4 7,98 8,10 4 7,22 7,20

5 5,36 5,60 5 4,82 5,30

6 5,80 5,92 6 5,34 5,38

7 3,66 3,74 7 3,84 4,14

8 1,48 1,50 8 1,42 1,58

9 0,98 1,00 9 0,90 0,90

10 6,68 6,82 10 6,10 6,64

Wilcoxon-Test p = 0,074 Wilcoxon-Test p = 0,155

Tab. 7: Ergebnisse Vorversuch I11

Die Proben aus Schlauch und Beutel von 10 frischen ungefilterten Erythrozytenkonzentraten wurden
jeweils funffach durchflusszytometrisch und jeweils finffach mit dem automatischen
Héamatologiecounter Sysmex auf ihren Restleukozytengehalt hin Gber pr Uft.

Die Mittelwerte von Schlauch- und Beutelinhalt sind hier jeweils gegentiber gestellt. Der Wilcoxon-
Test ergab mit p = 0,074 sowie p = 0,155 bei beiden Vergleichen keinen signifikanten Unterschied.
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3.2 Hauptmessreihe: CyFlow

Insgesamt wurden Uber einen Zeitraum von 18 Wochen alle produzierten
Erythrozytenkonzentrate  hinsichtlich  ihrer  Kontamination  durch  Leukozyten
durchflusszytometrisch untersucht, dies entsprach 1520 Einzel proben.
Erythrozytenkonzentrate, deren Leukozytengehalt den durch den Europarat vorgegebenen
Richtwert von 1° 10° Leukozyten/ Einheit Giberschritten, wurden zusstzlich mikroskopisch in
der Kammer ausgezéhlt sowie einer durchflusszytometrischen Methode unterzogen, die
Leukozyten aufgrund ihres spezifischen Oberflachenantigens CD45 identifiziert.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht zu den Ergebnissen:

L eukozytenzahl = 10%
L eukozytenzahl/ pl Einheit
Minimum 0 0
Maximum 42,40 11,556
Median 0,20 0,053
Mittelwert 0,32 0,090
Standar dabweichung 1,15 0,314
Varianz 1,33 0,098
Richtwert | <4 | <1 10°
Anzahl
Erythrozytenkonzentrate, 2
die Richtwert
Uber schreiten
Prozentualer Anteil
Erythrozytenkonzentrate, o
die Richtwert 0,13%
Uber schreiten

Tab. 8: Ubersicht der Ergebnisse der Hauptmessreihe (n = 1520)

Insgesamt wurden 1520 Erythrozytenkonzentrate auf ihren Restleukozytengehalt hin untersucht. Hier
findet sich eine Ubersicht (iber die entsprechende deskriptive Satistik.

Es wird unterschieden zwischen zamei moglichen Einheitsangaben: , Leukozyten/ pl* und
» Leukozyten/ Einheit” .

Die Abweichung der Werte in den Spaten , Leukozytenzahl/ pl* und , Leukozytenzahl/
Einheit* voneinander ist auf die unterschiedlichen Beutelgewichte, Bruttogewichte und
Nettovolumina, die bei der Berechnung der ,Leukozytenzahl/ Einheit® Eingang finden,
zuriickzufiihren. Dem Richtwert des Restleukozytengehaltes von < 1° 10° Leukozyten/
Einheit wird die ,, Orientierungsgrenze” von < 4 Leukozyten/ ul gegeniibergestellt.
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3.2.1 Haufigkeitsverteilung der Ergebnisse

Bel der Mehrzahl der 1520 Uberpriiften Erythrozytenkonzentrate (86,12%) wurden bis
maximal 0,5 Restleukozyten pro Mikroliter gemessen. Insgesamt wurden lediglich zwei
Konzentrate ermittelt, die mit mehr as 4 Zelen pro Mikroliter die deutschen und
européi schen Kriterien fir Blutprodukte nicht erfiillen.

Die folgende Tabelle 9 und das Diagramm (Abb. 8) stellen eine Ubersicht Uber vier frei

gewahlte Kategorien dar:

Kategorie Anzahl Antell

[Leukozyten/ pl] (%]
0-05 1309 86,12
>05-1 164 10,79

>1-4 45 2,96

>4 2 0,13

Gesamt 1520 100

Tab. 9: Verteilung der Ergebnisse des Leukozytengehaltes der Hauptmessreihe (n = 1520)

Die Ergebnisse wurden jeweils vier frei gewahlten Kategorien des Leukozytengehaltes zugeordnet.
Daraus folgt eine Verteilung, die hier in absoluten Zahlen sowie mit dem prozentualen Anteil
dargestellt wird.

Verteilung der Ergebnisse

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Antel in %

E0- 0,5 Leukozyten/ ul > 0,5 - 1 Leukozyten/ pl
O0>1-4Leukozyten/ pl > 4 Leukozyter/ pl

Abb. 8: Prozentuale Verteilung der Ergebnisse/ Hauptmessreihe

Die 1520 Erythrozytenkonzentrate wurden tber ihren Gehalt an Restleukozyten in vier Gruppen
geteilt. Die obige Graphik zeigt den Anteil der Konzentrate mit einem bestimmten Restgehalt an
Leukozyten zur Gesamtmenge.
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Den oben wiedergegebenen Ergebnissen liegt eine Einparameter-Messung zugrunde. Fir
eine bessere Diskriminierung nicht-zellulérer Messereignisse wurde alternativ ein begrenztes
Spektrum der DAPI Fluoreszenz bel zwei Wellenldngen (450 nm und 590 nm)
aufgenommen und dies fur die Auswertung benutzt. Die daraus resultierende Dotplot-

Darstellung soll im folgenden Abschnitt ndher erl&utert werden.



Ergebnisse 48

3.2.2 Dotplotdarstellungen

Nachfolgend werden Beispiele fir Ein- und Zweiparameter-Histogramme dargestellt, in
denen mit Hilfe von so genannten Gates (Auswertefenster) der Leukozytengehalt analysiert
wurde. Aus der Grundgesamtheit von 1520 Erythrozytenkonzentraten werden drei Beispiele
far Proben mit unterschiedlichem Leukozytengehalt herausgegriffen. Das dritte Histogramm
it ein Beispiel fur ein Erythrozytenkonzentrat mit deutlicher Uberschreitung des
Richtwertes.

100 R1

100 150 200 250
FSCIFL) -

100

80 4 RN1

counts

i} .i.IHIII e U 1) 1

D 50 100 150 200 250
FSC (FLY) -

Abb. 9: Beispiel 1 - Messung eines
Erythrozytenkonzentrates mit geringem Leukozytengehalt:
0,58 Leukozyten/ pl (entspricht 0,165 10° Leukozyten/
Einheit).

60 Die Dotplotdarstellung links zeigt im gewahlten

counts

w0 polygonalen Gate R1 nur vereinzelt Dots (entsprechend

markierten Leukozyten). Dementsprechend gering ist auch
207 der Peak in der Einparameter-Darstellung (jeweils fir
0 bl mipn g FSC- und SSC-Fluoreszenz dargestellt, Mitte und rechts).

’ % mgsc 190 o 0 Hier wurde das Auswertefenster RN1 gewahit.
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Abb. 10: Beispidl 2 - Messung eines

Erythrozytenkonzentrates mit mittlerem Leukozytengehalt:

2,12 Leukozyten/ pl (entspricht 0,536  10° Leukozyten/
Einheit).

Hier deuten sich ein Cluster in R1 sowie ein Peak in RN1
bei Kanal 100 an. Aulerhalb der Gates zeigen diffus
verteilte Punkte Storsignale als Debris an.
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100 R

80 4 RN1

counts

0 A . PR :
] A0 100 150 200 250
FSC (FL4) DAPI

100

801 Abb. 11: Beispiel 3 - Messung eines

Bl - Erythrozytenkonzentrates mit hohem Leukozytengehalt und
Uberschreitung des Grenzawertes: 10,02 Leukozyten/ pl
(entspricht 2,74" 10° Leukozyten/ Einheit).

20 1 In der Dotplotdarstellung ist in R1 ein Cluster sowie in der
Einparameter-Darstellung ein Peak in RN1 abgrenzbar.

counts

i} a0 100 150 200 250
S5C -Orange

Wahrend Beispiel 1 im festgelegten Auswertefenster nur sehr vereinzelt Dots aufweist, sind
diese bel Beispiel 2 schon zahlreicher zu sehen. Beispiel 3 zeigt eines der zwei mit
Leukozyten kontaminierten Erythrozytenkonzentrate. Hier zeichnet sich ein deutliches,
relativ scharf abgegrenztes L eukozytencluster ab.

Zellen aulerhalb der Gates stellen Zellen anderer Population dar und, vor alem im
Randbereich, Zelldebris.
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Im Abschnitt 2.3.3 wurden bereits die Histogramme einer EDTA-Vollblutprobe gezeigt
(Abb. 4 und 5). Ein Vergleich dieser mit den Abbildungen 9 bis 11 macht den Unterschied
der GrofRRenordnung des L eukozytengehaltes deutlich.

3.2.3 Hypergeometrische Verteilung

Die Hypergeometrische Verteilung ist ein Vertellungsmodell fir Zufallsvariablen mit zwei
Auspragungen [51]. Sie wurde bereits in Abschnitt 2.5 beschrieben.

Ubertragen auf diese Untersuchungsreihe erhdlt man folgende Parameter, mit der die
Wahrscheinlichkeitsfunktion berechnet werden kann:

N = 1500 Erythrozytenkonzentrate

a entspricht einem Leukozytengehalt des Erythrozytenkonzentrates von > 4 Zellen/ pl

s = 2 Erythrozytenkonzentrate mit der Ausprégung a

n = 15 (entspricht 1% von 1500 Erythrozytenkonzentraten)

Der Einfachheit halber wird bei dieser Berechnung von einer Grundgesamtheit von 1500
Erythrozytenkonzentraten ausgegangen.

Bel der Auswahl des Stichprobenumfanges n wurden die aktuellen Richtlinien der
Qualitatskontrolle zugrunde gelegt, die einen Priifanteil von mindestens 1% der hergestellten
Einheiten vorschreiben [20].

Hiermit 1&sst sich nun errechnen, mit welcher angenommenen Wahrscheinlichkeit p(X = j)
bei einer Uberprifung von 1 % von 1500 hergestellten leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentraten beide kontaminierten Erythrozytenkonzentrate (j = 2), nur eins

(j = 1) sowie beide nicht (j = 0) entdeckt werden wirden.

Die anschlieffende Ubersicht zeigt die Ergebnisse dieser Rechnung:

Aufdeckung von j Wahrscheinlichkeit p
kontaminierten
Erythrozytenkonzentraten
=0 98,0093 %
j=1 1,9813 %
j=2 0,0093 %

Tab. 10: Ergebnisse Hypergeometrische Verteilung
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Folgendes Diagramm veranschaulicht die Ergebnisse graphisch:

Entdecken der Ausreif3er

98,01

T 100
X
ey
Q
= 80
‘D
< =
28 60
&g ©
= X
2.5 40
>
g
ge) 20
C
w 1,98 0,01

0

0 1 2

Anzahl der Ausreil3er

Abb. 12: Ergebnisse Hypergeometrische Verteilung

Bei Uberprifung von 1 % der vorhandenen Erythrozytenkonzentrate bedeutet dies, dass zu
98,01 % keines der beiden kontaminierten Erythrozytenkonzentrate gefunden werden wirde.
Die Wahrscheinlichkeit, nur einen der beiden Ausreif3er zu finden, betragt 1,98 %, beide zu
finden, lediglich 0,01 %.

Wendet man die Rechnung der hypergeometrischen Verteilung auf angenommene Werte von
Ausreifleranzahlen von beispielsweise j = 5 10 und 15 an, geht die
Entdeckungswahrscheinlichkeit weiter gegen Null oder betragt praktisch Null.

Ein Ergebnis von genau Null erhdlt man bel einer Ausreif}eranzahl von j > 15, da der
Prifanteil von 1% der Gesamtmenge, entsprechend einem Stichprobenumfang von 15
Erythrozytenkonzentraten, diese Anzahl per se nicht decken wiirde.

3.3 Préazisonskontrolle/ Kontrollmessungen

3.3.1 Sysmex - Hamatologiecounter

Zur Kalibrierung des CyFlow-Durchflusszytometers und zur Validierung der Messungen
wurde zu Beginn jedes Messtages der Leukozytengehalt einer frischen Vollblutprobe
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dreifach mit dem Hamatologiecounter Sysmex K-1000 sowie mit dem CyFlow-
Durchflusszytometer bestimmt.

Jeden Tag konnten so die drel Messergebnisse des CyFlow denen des Sysmex
gegeniibergestellt und mit ihnen verglichen werden. Hier ein Beispiel fir einen der 67
Messtage:

| Messtag (16.04.2002) | Cyflow Sysmex |
1.Messung
[Leukozyten/ M~ 107 4,6 5,7
2.Messung
[Leukozyten/ m~ 107 6.3 55
3.Messung
[Leukozyten/ m” 107 5,8 55
Mittelwert
[Leukozyten/ m”~ 107 5,6 5,6

Tab. 11: Vergleichsmessungen CyFlow vs. Sysmex
Der Leukozytengehalt einer frischen Vollblutprobe wurde an jedem Untersuchungstag jeweils
dreifach durchflusszytometrisch (CyFlow) sowie mit dem Hamatol ogiecounter Sysmex bestimmt. Die

Mittelwerte wurden jeweils miteinander verglichen.

Durch Berechnen der einzelnen Mittelwerte erhdlt man 67 Wertepaare.

Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede der beiden Techniken bei p = 0,73
(Wilcoxon-Test, Signifikanzniveau p = 0,05).

Die Analyse nach Pearson ergibt fur diese Werte eine Korrelation von r = 0,902.

Tréagt man die Ergebnisse der beiden Messtechniken gegeneinander auf, ergibt sich
folgendes Bild:
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Vergleichsmessung CyFlow vs. Sysmex

15
r=0,902 M

y = 1,0543x - 0,224
*
*
10

CyFow
[Leukozyten/ pl x 107

0 T T
0 5 10 15

Sysmex
[Leukozyten/ pl x 10%]

Abb. 13: Vergleichsmessungen CyFlow vs. Sysmex

Hier sind die durchflusszytometrischen Ergebnisse (CyFlow) gegen die Ergebnisse des
Héamatol ogiecounters (Sysmex) aufgetragen. Es ergibt sich ein Korrelationskoeffizient von r = 0,902.
Eingezeichnet ist ebenfalls die Regressionsgrade mit entsprechender Gleichung.

Die bereits angesprochene Korrelation der beiden Methoden deutet mit einem Wert von r =
0,902 bereits Ubereinstimmung an. Ergénzend konnen die Ergebnisse mit der so genannten
deskriptiven Anayse nach Bland-Altman betrachtet werden [12]. Dabei handelt es sich um
eine Andyse, die ds MaB fur die Ubereinstimmung zweier verschiedener Messmethoden
deren Differenz zugrunde legt. Man berechnet zunéchst die Differenzen zwischen allen
Messpaaren, anschlief3end den Mittelwert und die Standardabweichung dieser Differenzen.
Die mittlere Differenz ergibt den bias zwischen den beiden Beobachtungen, die
Standardabweichung ist ein Mal3 der Streuung (s. Abb. 14).

Im vorliegenden Beispiel erhalt man einen bias von 0,11 Leukozyten/ pl = 10° (fettgedruckte
Linie) sowie eine Standardabweichung von 0,88 Leukozyten/ ul~ 10° (der Bereich der
zweifachen Standardabwei chung nach oben und unten ist durch die diinnen Linien begrenzt).
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Bland-Altman Analyse
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Abb. 14: Bland-Altman Analyse

Hier wurden die Mittelwerte der Wertepaare beider Methoden (CyFlow und Sysmex) auf der Abszisse
gegen die Differenz der Methoden auf der Ordinate aufgetragen. Jede Probe wurde dreimal sowohl
mit dem CyFlow als auch mit dem Sysmex gemessen, die Differenz wurde aus den jeweiligen
Mittelwerten errechnet. Die fett gedruckte Linie zeigt die mittlere Differenz (bias) an. Die Werte
streuen bis auf funf Ausnahmen im Bereich der zweifachen Standardabweichung (diinne Linien) um
diese mittlere Differenz. Das bedeutet, dass ca. 92,54 % der Werte (insgesamt 67 Wertepaare)

innerhalb dieser Standar dabweichung liegen.

Beide Techniken lieferten laut Bland-Altman-Analyse Werte, deren Differenzen gering
waren. Sie streuen - bis auf funf Ausnahmen - im Bereich der zweifachen
Standardabweichung um den Mittelwert der Differenzen. Dieser Mittelwert ist wie die
Abbildung zeigt, leicht ins Positive verschoben (bias von 0,11 Leukozyten/ pl~ 10%. Der
Héamatologiecounter misst daher leicht niedrigere Werte as die CyFow-Technik mittels
Kernférbung, was aber, wie bereits oben gezeigt, nicht im signifikanten Bereich liegt.

3.3.2 Ballast-Zahlkammer

Die mikroskopische Zellzdhlung in der Ballast-Kammer diente, wie schon erwahnt, als
Kontrollz&hlung bei erhéhten Werten der durchflusszytometrischen Messung (CyFlow). Fir
zwei Erythrozytenkonzentrate (s. Tab. 12 und Abb. 15) wurden Werte ermittelt, die den
Richtwert von < 1° 10° Leukozyten/ Einheit (entspricht < 4 Leukozyten/ pl) tberschritten.
Die Proben dieser Erythrozytenkonzentrate wurden anschliefend jewells zweifach

mikroskopisch ausgezéhit.
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Erythrozytenkonzentrat CyFlow Ballast-Kammer
[Leukozyten/ pl] (Mittelwert nach
doppelter Z&hlung)
[Leukozyten/ pl]
Ausreiler 1 10,02 4,75
Ausreif3er 2 42,2 10,85

Tab. 12: Ausreif3er-Vergleich CyFlow vs. Ballast-Kammer

Die zwei Erythrozytenkonzentrate, die durchflusszytometrisch (CyFlow) erhthte Werte lieferten,
wurden jeweils zweifach in der Ballast-Kammer ausgezihlt. Der resultierende Mittelwert wird hier
dem CyFlow-Wert gegeniiber gestellt

Vergleicht man anhand der obigen Tabelle die Ergebnisse dieser zwei Messmethoden, so
zeigen sich deutliche Unterschiede der Messergebnisse. In der Ballast-Kammer wurden im
Vergleich zur durchflusszytometrischen Messung weniger as ein Drittel oder weniger alsdie
Hélfte der Leukozyten gezahlt.

Folgende Abbildung veranschaulicht diesen Unterschied graphisch. Es wurden die
Ergebnisse gegeneinander aufgetragen. Bei Ubereinstimmung der Messergebnisse der beiden
Verfahren wirden die Datenpunkte im Bereich der eingezeichneten Geraden liegen oder eng
um diese streuen. Stattdessen stehen die zwei hier vorliegenden Wertepaare in keiner
Beziehung zu dieser Linie.

Ausreil3er-Vergleich CyFlow vs. Ballast-Kammer
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Abb. 15: Ausreil¥er-Vergleich CyFlow vs. Ballast-Kammer

Die zwei erhdhten Werte der durchflusszytometrischen Untersuchung (CyFlow) werden hier gegen die
Ergebnisse der Kammerzéhlung aufgetragen. Die Werte liegen in keiner Beziehung zu der
eingezeichneten Geraden, die den Bereich identischer Ergebnisse beider Untersuchungen anzeigt.
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3.3.3 CD 45-Messung

Die zwel in der durchflusszytometrischen Untersuchung as vermeintlich kontaminiert
identifizierten  Erythrozytenkonzentrate wurden immunologisch mit dem PAS
Durchflusszytometer kontrolliert. Hiermit werden die Leukozyten nicht durch ihre mittels
DAPI angeférbte DNA (CyFlow) bestimmt, sondern aufgrund ihrer spezifischen CD 45-
Oberflachenantigene, die Uber monoklonale Antikdrper mit einer Fluoreszenzmarkierung
versehen werden konnen, detektiert und quantifiziert. Durch diese Kontrollmessung sollte
ausgeschlossen oder bestétigt werden, dass die DAPI-Signale im CyFow auch tatsachlich
auf Leukozyten zurtickzufiihren sind.

Die zwei potentiell kontaminierten Proben wurden jeweils zweifach im PAS analysiert und
daraus jeweils der Mittelwert gebildet. Es ergibt sich folgende Ubersicht der Ergebnisse aus
den drei Methoden:

Erythrozyten- CyFlow Ballast-Kammer PAS
konzentr at [Leukozyten/ ul] [Leukozyten/ ul] CD 45-Messung
[Leukozyten/ ul]

Ausreil}er 1 10,02 4,75 10,71

Ausreil3er 2 42,2 10,85 34,96

Tab. 13: Ausreif3er-Vergleich CyFlow vs. Ballast-Kammer vs. PAS

Nach der CyFlow-Messung und der Kammerzdhlung wurden die zwei potentiell kontaminierten
Proben im PAS-Durchflusszytometer auf ihren Leukozytengehalt hin anhand der CD 45-Bestimmung
untersucht. Hier sind die Ergebnisse (Mittelwert bei Mehrfachbestimmung) aller drei Messmethoden

nebeneinander aufgetragen.

Jeweils ein Beispielhistogramm der doppelt durchgefihrten Messung mit dem PAS
Durchflusszytometer ist fir beide auffaligen Proben nachfolgend aufgefiihrt (Abb. 16 u. 17).

Ein Auswertefenster (Gate Q2) sowie ein Backgate (Gate R2) im FSC/ SCC-Plot erlaubt die
Berechnung der enthaltenen Leukozyten. Dabei muss, wie unten in der Berechnung gezeigt,
der Verdunnungsfaktor berticksichtigt werden.
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Abb. 16: Ausreil}er 1/ PAS
Messung der ersten auffalligen Probe mit der immunologischen Methode des PAS

Durchflusszytometers. Es zeigen sich Ereignisse im Gate Q2 sowie Backgate R2 im FSC/ SCC-Plot.
Entscheidend fur die Berechnung sind die Ereignisse im Backgate R2 (425 Zellen/ ml).

Berechnung: 425 Zellen/ ml~ 27,1 (Verdinnungsfaktor) : 1000 = 11,52 L eukozyten/ pl
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Abb. 17: AusreifRer 2/ PAS
Messung der zweiten auffalligen Probe im PAS Durchflusszytometer. Hier sind im Vergleich zur Abb.
16 deutlichere Cluster in beiden gesetzten Gates (Q2 und R1) zu sehen. Die gemessene Zellzahl im

Backgate R1 liegt bei 1355 Zellen/ ml.

Berechnung: 1355 Zellen/ ml~ 27,1 (Verdinnungsfaktor) : 1000 = 36,72 Leukozyten/ pl
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Auch hier lassen sich die immunologischen Ergebnisse gegen die Ergebnisse nach
Kernfarbung auftragen (Abb. 18). Die eingezeichnete Diagonale soll richtungweisend fir
den Bereich der identischen Ergebnisse beider Methoden sein. Wéahrend bel dem ersten
Ausreil3er beide Methoden gleiche Werte liefern und der entsprechende Punkt folglich auf
der eingezeichneten Diagonalen liegt, misst die CD 45-Messung beim zweiten Ausreif3er
einen leicht niedrigeren Gehalt an Leukozyten als das CyFlow. Der entsprechende Punkt
liegt etwas entfernt von der Geraden.

Hier ist eine deutlich groRere Ubereinstimmung zuerkennen als beim o.a. Vergleich CyFlow
versus Ballast-Kammer (Abb. 15).

Ausreisser-Vergleich CyFlow vs. PAS (CD 45)
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Abb. 18: Ausreil3er-Vergleich CyFlow vs. PAS (CD 45)

Die zwei erhohten Werte der durchflusszytometrischen Untersuchung mittels Kernférbung (CyFlow)
werden hier gegen die immunologischen Ergebnisse des PAS aufgetragen. Die Werte liegen in
deutlicher Beziehung zu der eingezeichneten Geraden, die den Bereich identischer Ergebnisse beider

Untersuchungen anzeigt.
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4 Diskussion

Dasin dieser Studie angewandte Verfahren der volumetrischen Messung kernhaltiger Zellen
mit dem Durchflusszytometer soll auf seine Eignung zur Restleukozytenzéhlung in
leukozytenreduzierten Erythrozytenkonzentraten untersucht werden.

Im Einleitungsteil wurden bereits die moglichen Folgen einer unentdeckten
L eukozytenkontamination von Erythrozytenkonzentraten beschrieben. Daraus ergibt sich die
Konsequenz einer maoglichst genauen und zuverlassigen Quadlitétskontrolle. An die
entsprechenden Kontrollgerdte missen hohe Anforderungen gestellt werden. Bisher galt die
mikroskopische Zellzdhlung in der NageotteKammer as Goldstandard zur
Restleukozytenzahlung in Blutprodukten. Aufgrund der offensichtlichen, bereits erwahnten
Nachteile dieser Methode wird nach Alternativen gesucht. Das hier angewandte Verfahren
soll in dieser Arbeit als eine mdgliche Alternative diskutiert werden. Aber auch die
Qualitatskontrollrichtlinien zur Restleukozytenzdhlung an sich sollen anhand einer grof3en
Versuchsreihe mit 1500 Erythrozytenkonzentraten in ihren Auswirkungen tberprift werden.

4.1 Auswertung Vorversuche

Die Herstellung und der Umgang mit Erythrozytenkonzentraten werden durch die
Pharmabetriebsverordnung geregelt und unterliegen damit strengen
Sicherheitsbestimmungen. Die Entnahme von Proben zu Kontrollzwecken wie Test auf
Kontamination und Infektion muss Uber dafir vorgesehene vom Beutel abgehende
Schlduche vorgenommen werden. Um eine reprasentatives Aliquot zu isolieren, muss der
Inhalt des Beutels gut durchmischt, der Schlauch nach mehrmaligem Ausstreichen gefllt
und ein Segment davon mittels Schwei3naht abgetrennt werden. Eine direkte Probeentnahme
aus dem Beutel wirde das Erythrozytenkonzentrat unsteril machen, es dirfte nicht weiter
verwendet werden.

Diese Methode dtellt die enzige Mdaglichkeit dar, kleine Mengen eines
Erythrozytenkonzentrates unter sterilen Bedingungen zu isolieren. Da sie eine wichtige
Grundlage dieser Arbeit ist, wurden zunéchst Vorversuche durchgefihrt, die kléren sollten,
ob der Inhalt des Schlauches dem des Beutels entspricht. Bislang war die Uberpriifung der
Probeentnahme zur Qualitatskontrolle noch nicht Inhalt vergleichender Untersuchungen.

Im ersten Vorversuch wurden die Restleukozytenmengen aus Beutel- und Schlauchinhalt
von 20 Erythrozytenkonzentraten verglichen, die das vom Herstdler angegebene
Verfallsdatum - in diesem Fall nach 42 Tagen Lagerung - Uberschritten hatten.
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Im Wilcoxon-Test ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnissen.

Dies kann verschiedene Griinde haben. Mit Werten zwischen 0,075 und 0,7 pro Mikroliter
liegen die Leukozytenzahlen in einem Bereich, der starken statistischen Schwankungen
unterliegt. Die untere Nachweisgrenze der durchflusszytometrischen Methode wurde in
friheren Experimenten mit 0,83 Leukozyten pro Mikroliter Erythrozytenkonzentrat
angegeben [22]. Folglich liegen die hier ermittelten Werte auRerhalb des M essbereiches.
Allerdings wurde in den beschriebenen Experimenten mit einem Probenvolumen von 200 pl
gearbeitet, welches im Rahmen dieser Arbeit auf 500 pl erhdht wurde. Des Weiteren kdnnte
die Uberschreitung der Haltbarkeit ein Grund fur die signifikanten Unterschiede im
Wilcoxon-Test sein. Subtrahiert man die Ergebnisse (siehe Tab. 5) des Schlauchinhaltes von
denen des Beutelinhaltes ergeben sich bis auf zwei Ausnahmen positive Differenzen. Dies
bedeutet, dass bei 18 von 20 Messungen im Schlauch weniger Leukozyten als im Beutel
ermittelt wurden. Hier ist eventuell die Ursache in trotz verbesserten Konservierungs- und
Lagerungsbedingungen weiterhin vorkommenden Lagerungsschdden zu finden. Diese
mogen vor alem die Erythrozyten selbst, aber sicher auch andere Zellen wie Leukozyten
betreffen. Dabei sind Verdnderungen der Form, der Flief3eigenschaften und die in geringem
Malke sicher auch noch nach Einfuhrung der allgemeinen Leukozytendepletion
vorkommende Bildung von Mikroaggregaten zu beachten [72]. Die Tatsache, dass fast bel
allen Vergleichsmessungen weniger Leukozyten im Schlauch as im Beutel gemessen
wurden, lasst vermuten, dass hier die Form des Schlauches, d.h. der geringe Durchmesser
von in der Regel 2,9-3,1 mm eine Rolle spidlt.

Nach diesen ersten Hinweisen wurden fur den zweiten, einem methodisch identisch
durchgefuihrten Vorversuch, 8 frisch verarbeitete Erythrozytenkonzentrate mit Uber- oder
Unterschreiten der Spezifikation fur das Nettovolumen gewdahlt (siehe Tab. 6). Es ergab sich
kein signifikanter Unterschied des Restleukozytengehaltes von Beutel- und Schlauchinhalt.
Dies deutet darauf hin, dass der Restleukozytengehalt des Schlauches mit dem des Beutels
vergleichbar ist, sofern es sich um frische Erythrozytenkonzentrate handelt. Dieses Ergebnis
kann als Bestétigung fur die oben erwdhnte These gedeutet werden, dass das Alter des
Erythrozytenkonzentrates durchaus Einfluss auf Vergleichsmessungen hat. Die Differenzen
von Beutel- und Schlauchinhalt zeigen eine ausgeglichene Verteilung, d.h. hier lasst sich
keine Tendenz zu htheren oder tieferen Werten feststellen. Dies deutet auch hier darauf hin,
dass das Alter des Préparates eine Ursache fir diesen Effekt zu sein scheint und weniger der
oben bereits erwéhnte enge Durchmesser des Schlauchsystems.
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Die Vergleichswerte mit der Ballast-Kammer aus den Vorversuchen | und Il erbrachten
gegeniiber den durchflusszytometrischen Ergebnissen niedrigere Zellzahlen (in der Regel
Ergebnisse von Null). Dies konnte mit der Begrenztheit dieser Methode bei niedrigen
Zellzahlen zusammenhéngen, zuma in der Literatur unterschiedliche untere
Nachweisgrenzen fur die Kammerzdhlung angegeben werden. Die niedrigste untere
Nachweisgrenze von 0,2 Leukozyten/ ul wurde von Masse publiziert [65]. Diesem Wert
stehen héhere Nachweisgrenzen bis zu 2 Zellen/ il gegeniiber [33].

Bel dieser Art der manuellen Zahlung ist es ferner moglich, dass individuelle Fehler zu
hohen Schwankungen in den Z&hlergebnissen fuhren konnen. Besonders deutlich wird die
Variabilitét in den Z&hlergebnissen bei Personen ohne langjéhrige Erfahrung im Umgang mit
der Zahlkammer. Das gilt als Bestétigung fir den bereits vermehrt in der Literatur
gedulRerten Vorwurf, die Kammerzdhlung sei zu subjektiv und weise grof3e Variabilitat auf
[22, 35, 73].

In einem dritten Vorversuch wurden Erythrozytenkonzentrate mit hohen Leukozytenzahlen
eingesetzt, um die Vergleichbarkeit von Beutel- und Schlauchinhalt zu untersuchen. Hierzu
wurden 10 ungefilterte, ebenfalls frische Erythrozytenkonzentrate ausgewdhlt. Eine
Kammerzdhlung wurde hier nicht durchgefiihrt, stattdessen wurden die Ergebnisse des
Durchflusszytometers mit denen des automatischen Hamatologiecounters (Sysmex)
verglichen. Beide Messreihen ergaben keine signifikanten Unterschiede im Wilcoxon-Test.
Die Ergebnisse stimmen mit denen aus Vorversuch |l Uberein und belegen die
Ubereinstimmung des Restleukozytengehaltes in Schlauch und Beutel, unabhangig von der
Konzentration der Zellen im Produkt. Zusétzlich wurde festgestellt, dass finf- oder zehn-
maliges Ausstreichen des Schlauches zu keinem Unterschied in den Ergebnissen fuhrt.
Dennoch fiel die Entscheidung in der Hauptmessreihe zugunsten des zehnmaligen
Ausstreichens des Schlauches vor jeder Probeentnahme.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass bei frischen Erythrozytenkonzentraten
sowohl im niedrigen Zellzahlbereich als auch bei hohen Zellzahlen der aus einem
Schlauchsegment ermittelte Restleukozytengehalt durchaus mit dem des Beutelinhaltes
vergleichbar ist. Daher wurde in der Hauptmessreihe der Restleukozytengehalt aus den
Schlauchsegmenten gezahit.
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4.2 Bedeutung der Restleukozytenzahlung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde bereits ausfihrlich erlautert, welche Beweggriinde
weltweit in verschiedenen Léndern zur Einfihrung der universellen Leukozytendepletion
von Blutprodukten flhrten. Ebenfalls wurde bereits genauer auf die einzelnen
Komplikationen eingegangen, die aus der Anwesenheit von kontaminierenden Leukozyten
resultieren konnen (Kapitel 1.2.2).

Weil Blutprodukte gemal 8 2 (1) AMG Arzneimittel sind, darf der Einfluss von Leukozyten
auf den Transfusionserfolg nicht mif3achtet werden. Anders widerspréche dies 8 28 Abs. 3c
Nr. 1 und 2 des Arzneimittelgesetzes, der die Qualitdt der Blutprodukte und die moglichst
umfassende Reduktion von Nebenwirkungen gewahrleisten soll [43].

Mehrere Autoren haben in ihren Arbeiten den Versuch gemacht, fir das Auftreten einzelner
Komplikationen Schwellenwerte des Restleukozytengehaltes anzugeben - diese Angaben
sind sehr unterschiedlich [14, 50]. Die heutige Filtergeneration erreicht eine
Leukozytendepletion weit unterhalb dieser Angaben bis zu einer Reduktion der Leukozyten
von finf Dekaden [8, 18, 84].

Hinzu kommt der fir Deutschland und Europa durch die Qualitdtskontrollrichtlinien
vorgegebene Grenzwert von < 1~ 10° Leukozyten/ Einheit, den ein Erythrozytenkonzentrat
nach Herstellung erfillen muss.

Es wird klar, dass die genaue Quantifizierung von Restleukozyten unabdingbar ist und
dementsprechend hochqualifizierte Kontrollmethoden erforderlich sind. Die zu diesem
Zweck gebrauchlichen Verfahren wurden bereits im ersten Kapitel beschrieben.

Im Laufe der Zeit wurden Studien durchgefihrt, die die Durchflusszytometrie als eine reativ
neue automatische M ethode zur Restleukozytenzdhlung in Blutkomponenten darstellen.
Vachula et a. konnten 1993 eine untere durchflusszytometrische Nachweisgrenze von 0,01
Leukozyten/ ul erreichen; die Dauer einer Messung geben sie mit weniger als 10 Minuten an
[97].

Auch Barclay et al. sehen in der Durchflusszytometrie eine wesentlich flexiblere Methode im
Vergleich zu bisherigen Standardmethoden. Sie halten eine Sensitivitét von etwa 0,15
Leukozyten/ pl mit dem von ihnen Gberpriften LeucoCOUNT System (Becton-Dickinson)
far moglich. In ihren Untersuchungen dauert eine Messung 2 Minuten [9]. Dieses System
eignete sich besondersin einer Multicenterstudie 2004 zur Restleukozytenzéhlung [28].
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In dieser Arbeit wurde das CyFlow (Partec, Mdinster, Deutschland) zur
Restleukozytenzdhlung  verwendet.  Dieses auf  Volumenmessung  basierende
Durchflusszytometer wurde vor alem auch im Hinblick auf die Anforderungen der
Qualitétskontrolle getestet.

Ein nach gleichem Prinzip messendes Gerdt anderen Namens, das CCA (Cell Counter and
Analyser, ebenfalls Fa. Partec), wurde bereits 2002 durch Cassens et al. erfolgreich fir die
absolute  Restleukozytenzdhlung  in  Erythrozytenkonzentraten  anhand  von
Verdunnungsreihen validiert. Ihre Studie zeigte, dass das CCA den von Dzik beschriebenen
Anforderungen wie Linearitét, Richtigkeit und Sensitivitét gerecht wird. Diese Methode wird
von Cassens et al. als akkurate, unkomplizierte und kostengunstige Alternative zum
bisherigen Goldstandard der Kammerzéhlung zur Restleukozytenzahlung bezeichnet [22,
33].

Das Cyflow-Durchflusszytometer selbst wurde 2003 in einer Dissertation am Institut fir
Strahlenbiologie des UKM  bereits fur die  Restleukozytenzdhlung  von
Thrombozytenkonzentraten angewandt. Dabei wurde es beztiglich Linearitét, Richtigkeit und
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse u.a. auch anhand von Verdiinnungsreihen in doppelt
filtrierten Erythrozytenkonzentraten erfolgreich Uberpriift [15].

4.3 Auswertung Hauptmessreihe und Kontrollmessungen

In mehreren Verdffentlichungen zur Durchflusszytometrie wurde bereits gefordert, dieses
Verfahren as neue Alternative noch durch Testung von einer grofen Anzahl von Proben
endgultig zu bestdtigen. Mit groferen Messreihen soll die Versagerrate festgestellt werden,
d.h. der Antell der Produkte, die den Grenzwert von < 1" 10° Leukozyten/ Einheit
Uberschreiten [1, 22, 35].

Dieser Forderung ist diese Arbeit nachgekommen, indem sie die Eignung der hier
angewendeten automatischen, auf Volumenmessung basierenden Methode des CyFlow-
Durchflusszytometers zur Routinemessung fir grof3e Testfrequenzen erfolgreich gepriift hat.
AuBerdem wurde die Versagerrate bestimmt und in Beziehung zu den bestehenden
Richtlinien gesetzt.

1520 frisch verarbeitete leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate wurden prospektiv
mit dem CyFlow-Durchflusszytometer auf ihren Restleukozytengehalt hin getestet.
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Sysmex-Hamatol ogiezellz&hl ger &t

Wie in Abschnitt 2.4.1. und 3.3.1. beschrieben dienten t&gliche Vergleichsmessungen von
Vollblut mit dem automatischen Hamatologiecounter Sysmex K-1000 dazu, das Cyflow-
Gerd zu kalibrieren und die Messungen zu validieren. Es wurden Vollblutproben mit
entsprechend hohen Zellzahlen gewdhlt, da das Sysmex nur bis zu einer unteren Grenze von
100 Leukozyten/ ul korrekte Ergebnisse liefert.

An jedem Messtag wurde zu Beginn der Leukozytengehalt einer Vollblutprobe jeweils
dreifach mit dem Sysmex und dem CyFlow bestimmt. Die Geréte konnten so direkt
verglichen werden. Der Wilcoxon-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,73) bei
einem Signifikanzniveau von p = 0,05. Die Korrelation nach Pearson mit r = 0,902 und die
graphische Darstellung (s. Abb. 13) zeigen ebenfalls Ubereinstimmung; genauer konnte dies
noch durch die deskriptive Analyse nach Bland-Altmann bestétigt werden (s. Abb. 14).
Aufgrund dieser Ergebnisse und der Tatsache, dass beide Gerdte auf unterschiedlichen
Messprinzipien beruhen, wird deutlich, dass die durchflusszytometrischen Ergebnisse
korrekt sind. Schwankungen im Bereich einzelner Messungen kénnen durch nicht optimale
Durchmischung der Proben sowie auch durch Pipettierfehler verursacht sein. Sie liegen
allerdings, wie im Ergebnisteil 3.3.1 gezeigt, nicht im signifikanten Bereich.

CyFlow-Dur chflusszytometer

Die Messungen mit Vollblutproben dienten auch der Zuordnung der Leukozyten im Ein- und
Zweiparameter-Histogramm des CyFlow (s. Abb. 4 und 5).

Die bei einer Vollblutprobe deutlich entstehenden Peaks und Punktwolken konnen sicher
Zéllen der G1-Phase (Interphase der Mitose) mit einfachem Gehalt an DNA zugeordnet und
auf den Kanal 100 eingestellt werden. Dubletten (Messung von Zellpdarchen) bilden sich
entsprechend ihres doppelten DNA-Gehaltes um Kanal 200 ab, dabei handelt es sich aber
nur um einen geringen Prozentsatz von < 2 %.

Demzufolge werden Gates gesetzt, in diesem Fall zwischen Kanal 65 und 250, um ale
interessierenden Zellen zu erfassen. So kann man davon ausgehen, dass Ereignisse im
Bereich von Kanal 100 auf jeden Fall Leukozyten entsprechen, da dieser den groften Antell
der Leukozyten der jeweiligen Probe représentiert. Dazu ermittelt das Gerét noch die exakte
Konzentration an Zellen. Durch Speicherung dieser Settings konnten diese Einstellungen
auch bei der Messung leukozytendepletierter Erythrozytenkonzentrate genutzt werden.

Es waren immer wieder einzelne Proben zu finden, die in den Histogrammen Ereignisse
unterhalb des Kanals 65 abbildeten. Dabei handelt es sich um Zellbruchstiicke (Debris) oder
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andere fluoreszierende Partikel, mit denen die Probe z.B. bel der Probenbereitung

kontaminiert worden saein kann.

Die oben beschriebene Interpretation der Ergebnisse der Referenzmessungen mit EDTA-
Vollblut konnte auf die eigentliche Hauptmessreihe der 1520 Erythrozytenkonzentrate
Ubertragen werden.

Sobald sich also deutliche Punktwolken im Bereich von Kana 100 abzeichneten und das
Gerédt zudem eine Konzentration von > 4 Zellen/ pl (entspricht dem Grenzwert von 1° 10°
Leukozyten/ Einheit) anzeigte, konnte die Probe als leukozytenkontaminiert betrachtet
werden. Zur Bestétigung wurden solche Ausreif3er zusétzlich in der Ballast-Kammer
ausgezahlt sowie durch eine CD45-M essung kontrolliert.

Einen Gesamtiberblick Uber die 1520 Messergebnisse gibt Tab. 8. Unter den 1520
leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentraten fanden sich nur 2 Produkte, die den vom
Europarat vorgegebenen Grenzwert Uberschritten. Dies entspricht einem Anteil von 0,13 %
aller untersuchten Produkte. Abb. 8 zeigt wie verschwindend gering dieser Anteil der
Ausreif3er ist: Der zugeordnete Balken ist in der graphischen Darstellung nicht zu erkennen.
Im Mittel wurde bei den 1520 Erythrozytenkonzentraten ein Restleukozytengehalt von 0,32
Zeller/ pl gezdhlt, was einem Wert von 0,09° 10° Leukozyten/ Einheit entspricht und damit
weit unter dem Richtwert liegt.

Tab. 9 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Ergebnisse Uber vier frei gewahlte Kategorien. Es
falt auf, dass 86,12% der Ergebnisse innerhalb der Kategorie von 0 — 0,5 Leukozyten/ pl in
einem sehr niedrigen Bereich liegen. Der Anteil der Ergebnisse, die > 1 Leukozyt/ pl
betragen, falt mit 2,96 % sehr gering aus und liegt damit auch noch weit unterhalb des

Grenzwertes.

Unter 1520 Préparaten lediglich 2 Ausreil3er zu finden, spricht zun&chst einmal fur eine gute
und effektive Filterleistung. Das im Institut fir Transfusionsmedizin des UKM und auch im
Rahmen dieser Studie verwendete inline-Filtersystem Leukotrap WB (Pall Newquay,
Cornwall, UK) funktioniert gut und belegt die Ergebnisse friherer speziell auf die
Uberpriifung von Filterleistungen angelegte Studien [10, 103].

Die durch die CyFlow-Messung as leukozytenkontaminiert — aufgedeckten
Erythrozytenkonzentrate wurden wie bereits beschrieben weiteren Kontrolluntersuchungen
unterzogen - zunachst einer zweifachen Zahlung in der Ballast-Kammer.
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Kontrollunter suchung mit der Ballast-Z&hlkammer

Tab. 12 und Abb. 15 veranschaulichen die Ergebnisse dieser Kontrolluntersuchung im
Vergleich zu den Werten des CyFlow. Es zeigt sich ein klarer Unterschied mit erheblich
niedrigeren Ergebnissen der Ballast-Kammerauszdhlung. Die Untersuchung bestétigt, dass
diese zwei Proben auf jeden Fall leukozytenkontaminiert waren, weil beide Ergebnisse den
Grenzwert von 4 Leukozyten/ pl Uberschreiten und die ausgezahlten Leukozyten sicher as
solche zu erkennen waren. Allerdings scheint diese Methode schlecht mit  der
Durchflusszytometrie zu korrelieren. Eine endgultige Aussage dazu ist erst nach Auswertung
der zweiten Kontrolluntersuchung, der CD45-Bestimmung (s.u.), moglich.

Eine mogliche Ursache kann der Vorwurf sein, den Dzik et al. 2000 in ihrer
Multicenterstudie &ufRerten: Sie stellten fest, dass die Zellzdhlung durch die Nageotte-
Kammer im Vergleich zur Durchflusszytometrie und mikrovolumetrischen Fluorimetrie zur
Unterschétzung neigt und weniger genau ist [35].

Des Weiteren wird auch hier die Erfahrung und Fahigkeit des Untersuchers eine
beeinflussende Rolle spielen. Diese Beobachtung wurde im Rahmen dieser Arbeit bereits bei
den Vorversuchen gemacht. Subjektivitdt wird der Kammerz&hlung auch in der Literatur
vorgeworfen [22, 35, 73].

Die mikroskopische Zellzéhlung in der Ballast-Kammer nach Nageotte gilt immer noch als
Goldstandard der Restleukozytenzéhlung, sieist die verbreitetste Methode [65, 66].

Obwohl sich in einer Studie von Masse et a. 1992 bereits Grenzen der mikroskopischen
Zellzahlung im niedrigen Zellzahlbereich andeuteten, wurde diese Methode als einfach und
ausreichend fur die Qualitdtskontrolle von  Blutprodukten angesehen. Der
Durchflusszytometrie warf man vor, technisch zu kompliziert zu sein und ihrerseits keine
Referenzmethode zu haben [66].

Die Angaben der Sensitivitétsgrenze fir die Kammerzahlung sind sehr unterschiedlich.
Masse sieht die Grenze bei 10 gezéhlten Leukozyten pro Kammer. Bei einem VVolumen der
Nageotte-Kammer von 100 ul entspricht dies einer Sensitivitét von 0,2 Zellen/ ul [65].
Rebulla et al. liegen mit ihrer Angabe hoher: In einer Multicenterstudie ermittelten sie eine
Sengitivitét der Nageotte-Kammer von 1 Zelle/ ul; sie konnten im Bereich darunter mit der
Durchflusszytometrie bis 0,1 Zelle/ pl bessere Ergebnisse erzielen [82].

Dzik nennt eine untere Nachweisgrenze fiir die Nageotte-Kammer von 2 Zellen/ ul [33].

In dieser Arbeit wurde eine modifizierte Nageotte-Kammer, die Ballast-Zahlkammer
verwendet. Sie besteht aus zwei Zahlnetzen von jeweils 50 pl Volumen. Insgesamt wurden
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100 pl einer 1:10 verdunnten Probe ausgezahlt, was einem Nettovolumen der Probevon 2™ 5
ul entspricht. Folgende Uberlegung lasst auf die theoretische absolute Nachweisgrenze
schlief?en: Um wenigstens ein positives Zahlergebnis zu erhalten, muss mindestens ein
Leukozyt pro 5 pl Probe gezahlt werden. Dies entspréche dann einer Konzentration von 0,2
Leukozyten/ pl.

Hieraus wird die Diskrepanz zu der von Dzik beschriebenen Sensitivitét deutlich. Er halt
lediglich das Zehnfache davon, namlich 2 Zelen/ pl mikroskopisch auszuzéhlen, fir
moglich. Diese Grenze kommt dem durch die Richtlinien vorgegebenem Grenzwert von
1" 10° Leukozyten/ Einheit, welcher 4 Leukozyten/ pl entspricht, schon sehr nahe. Dadurch
entstehen Zweifel in Bezug auf die Eignung der Kammerzéhlung zur Restleukozytenzéhlung
in wie gezeigt sehr niedrigen Zellzahlbereichen.

Vergleicht man die Methode der Kammerzahlung mit der Durchflusszytometrie fallen neben
den bereits mehrfach erwadhnten Nachteilen der Kammerzahlung weitere Nachteile dieser
Methode und Vorteile der Durchflusszytometrie auf. Bereits genannt wurden die schlechtere
Sensitivitét und die Subjektivitét der Kammerzdhlung. Die Durchflusszytometrie ist vom
Untersucher unabhéngig. Sie kann zudem innerhalb weniger Stunden erlernt werden,
wéhrend die Kammerzadhlung einer léngeren Lernphase und mehr Erfahrung bedarf.

In der Balast-Kammer ist es mdglich, ein Nettovolumen von 10 pl auszuzdhlen. Im
Gegensatz dazu kann bei dem hier verwendeten CyFlow ein Nettoprobenvolumen von 50 pl
untersucht werden. Entsprechende technische Anderungen wiirden sogar ein Nettovolumen
von 100 pl ermdglichen. Das CyFlow kann also alein schon aufgrund der Tatsache, ein
funf- bis zehnfach hoheres Volumen auszéhlen zu konnen, eine bessere Sensitivitét
erreichen. Dass dieser Zusammenhang besteht, beschreibt Dumont [30].

Ein weiterer Unterschied liegt in der unterschiedlichen Dauer einer einzelnen Messung.
Waéhrend eine Probe im CyFlow innerhalb von 2-3 Minuten ausgezahlt und in der
Zwischenzeit sogar die nachste Probe vorbereitet werden kann, nimmt die Auszéhlung einer
Kammer zwischen 20 und 30 Minuten in Anspruch. In einer Stunde kdnnen mit dem CyFlow
ungeféhr 30 Proben gemessen werden, die Kammerzahlung erlaubt es, lediglich ca. 3 Proben
zu bearbeiten.

Cassens et a. erdrterten in ihrer Arbeit zudem den finanziellen Aspekt. Sicherlich sind
zunéchst die Anschaffungskosten eines Durchflusszytometers hoher als die einer Ballast-
Kammer. Es muss aber beachtet werden, dass die laufenden Kosten wiederum relativ gering
sind[22].
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CD45-Bestimmung mittels PAS-Dur chflusszytometer

Die zwe offensichtlich leukozytenkontaminierten Proben wurden zusétzlich mit einer
immunchemischen Methode (CD45) untersucht. Durch die Bestimmung des
leukozytenspezifischen Antigens CD45 sollte der endguiltige Beweis erbracht werden, dass
es sich wirklich um Leukozyten handelt. Dieser Nachweis erfolgte, wie in Kapitel 2.4.3
geschildert, durch spezifisch fluoreszenzmarkierte Antikérper mit einem auf Lasertechnik
basierenden PAS-Durchflusszytometers (Particle Analysing System, Partec, Minster,
Deutschland), dessen Messprinzip dem verwendeten CyFlow gleicht.

Die Ergebnisse (Kapitel 3.3.3) zeigen eine wesentlich bessere Ubereinstimmung mit dem
Cyflow als der Vergleich CyFlow versus Ballast-Kammer. Vor alem der Wert des ersten
Ausreiflers wird sehr genau bestétigt. Auch die gegeneinander aufgetragenen Werte
veranschaulichen den engen Zusammenhang. Eventuelle Abweichungen wie hier im Falle
des zweiten Ausreif3ers, sind - wie in der Literatur beschrieben - durch Lyseeffekte erklarbar
[23, 46].

Insgesamt wird durch diese Kontrollmessung endgiltig bewiesen, dass die Ergebnisse des
CyFlow korrekt sind: Bei den zwei Ausreiffern handelt es sich tatsachlich um
leukozytenkontaminierte Erythrozytenkonzentrate. Diese beiden Blutprodukte wurden
selbstversténdlich nach Erhalt des CyFlow-Ergebnisses gesperrt und aus dem Verkehr
gezogen.

Die letzte Kontrolluntersuchung mittels CD45-Bestimmung belegt aulerdem die oben
bereits angesprochene Feststellung, dass die Ergebnisse der Ballast-Kammer sehr schlecht
mit denen des CyFlow korrelieren. Mdgliche Ursachen sind bereits genannt worden.

Weiterhin miissen folgende Fehlerquellen, die es bei der Kammerzahlung zu berticksichtigen
gilt, urséchlich in Betracht gezogen werden [107]. Ein Teil davon gilt entsprechend auch fur
durchflusszytometrische Verfahren (im Folgenden mit * markiert).

Blutprobe verwechselt*

Blutprobe geronnen oder unzureichend gemischt*

Reagenzien verunreinigt*

Pipetten-Typ verwechsel t*

Pipetten-Markierung missachtet*

Verdinnungsfaktor falsch*



Diskussion 70

Benutzung von ungeeichten, defekten, spllfeuchten oder ungereinigten
Gerétschaften*

Durchmischung des Pipetten-1nhalts mangel haft*
Deckglas falsch auf die Kammer geschoben
Erste Pipettentropfen nicht verworfen*

Kammer nicht luftblasenfrei gefillt

Kammer Uberfullt

Sedimentationszeit zu kurz

Trotz ungleichm&diger Zellverteilung ausgezahlt
Zahlung falsch durchgefihrt*

Rechenfehler, Schreibfehler*

Fehler in der Befundiibermittlung*

Qualitatskontrollrichtlinien

Das Ergebnis dieser prospektiven Untersuchung, in der Uber mehrere Monate alle
hergestellten Erythrozytenkonzentrate auf ihren Restleukozytengehalt hin getestet wurden,
soll nun vor dem Hintergrund der Qualitatskontrollrichtlinien betrachtet werden.

Zur Erinnerung: Die aktuellen Richtlinien der Bundesérztekammer und auch des Europarates
schreiben vor, dass 1% der hergestellten Einheiten und mindestens 4
Erythrozytenkonzentrate pro Monat Uberpriift werden sollen. 90% der Uberpriften Einheiten
davon wiederum miissen den Grenzwert von < 1° 10° Leukozyten/ Einheit einhalten [20,
47].

In dieser Arbeit wurden bei der Uberpriifung von 1520 hergestellten Einheiten lediglich 2
Erythrozytenkonzentrate gefunden, die den Grenzwert nicht einhielten. Dies entspricht
einem Anteil von 0,13 %. Ein Ergebnis, welches deutlich unter denen dhnlicher Studien
liegt, in denen ebenfalls eine grofRe Anzahl von Erythroyztenkonzentraten Uberpriift wurde.
In einer Studie von Kao et al. konnten 0,3-8 % den Standard von hier allerdings < 5 10°
Leukozyten/ Einheit nicht einhalten [57]. Yomtovian et al. ermittelten bel 1869 getesteten
leukozytendepl etierten Erythrozytenkonzentraten eine Versagerrate von 8,3 % beziglich des
europaischen Grenzwertes [105].

Nicht zuletzt durch diese Arbeit wird deutlich, dass die Versagerrate zwar auf3erst klein, aber
vorhanden ist. Somit kann ein Eindruck gewonnen werden, in welcher Grof3enordnung diese
Versagerrate tatsichlich liegt. Dies ist wiederum wichtig fir eine dementsprechend
angepasste Qualitatskontrolle.
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Qualitétskontrolle besteht, wie Dumont et a. in ihrem Artikel erldutern, aus mehreren Saulen
[31]. Diese Arbeit will lediglich den Aspekt der Restleukozytenzahlung durchleuchten.

Eine wichtige Frage ist, ob die Testung von 1 % der hergestellten Produkte ausreichend
dafur ist, vermeintliche Kontaminationen zu erfassen und weitere Folgen zu vermeiden.
Durch Ubertragung der hier ermittelten Zahlen auf das Modell der Hypergeometrischen
Verteilung und basierend auf den aktuellen Richtlinien, sollte diese Frage eine Antwort
finden (Kapitel 3.2.3).

Mit Hilfe der Hypergeometrischen Verteilung konnte berechnet werden, wie grof3 die
Wahrscheinlichkeit ist, bei zwei gegebenen Versagern in einer Menge von insgesamt 1500
Erythrozytenkonzentraten, diese in einer Stichprobe von 1 % der Einheiten zu entdecken.
Die Ergebnisse zeigt Tab. 10. Mit 98,0093 % Wahrscheinlichkeit findet man keinen der
beiden Ausreif3er, mit nur 1,9813 % einen davon. Die Wahrscheinlichkeit beide Versager
aufzudecken liegt mit p = 0,0093 % nahe Null. Angenommen, es l&gen hthere Zahlen von
Ausreif}ern vor, wird es immer unwahrscheinlicher alle Ausreiffer zu finden, diese
Wahrscheinlichkeit betragt dann praktisch Null. Interessant ist sicher auch die Uberlegung,
dass es per se bei Versagerraten von > 15 unmoglich ist, ale diese aufzufinden, weil 1 % zu
prifen nur 15 Erythrozytenkonzentrate als Stichprobe entspréche.

Aus dem Geschilderten geht hervor, dass mit sehr grofRer Wahrscheinlichkeit durch die
Ubliche Testung von 1 % der hergestellten Erythrozytenkonzentrate die beiden Ausreif3er
Ubersehen worden wéren. Dass dies auch bei anders gegebenen Zahlen der Fall gewesen
wére, wurde ebenfalls deutlich gemacht. Welches Risiko damit fur den Empfanger dieser
kontaminierten Blutprodukte verbunden gewesen ware, wurde im ersten Teil dieser Arbeit
erlautert.

Das Zidl, bei der Transfusion von Blutprodukten das Risiko von Nebenwirkungen so weit
wie moglich zu reduzieren, ist nach Meinung der Autorin dieser Arbeit mit einer Kontrolle
gemal den aktudlen Richtlinien nicht méglich. Unter der Vorstellung, dass in Deutschland
die gesamte Herstellung von Erythrozytenkonzentraten auf gefilterte Produkte umgestellt
werden musste, besteht eine Diskrepanz zwischen der mit hohen Kosten verbundenen
generellen Umstellung und dem méldigen Interesse, die Produkte in ihrer Qualitét
ausreichend zu Uberprifen. Eine deutlich erhthte Priffrequenz ist erforderlich. Idealerweise
wére eine Testung von 100 %  der hergestellten Blutprodukte anzustreben. Die
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durchgefiihrte Untersuchung dient als passendes Beispiel: Nur durch Uberprifung aller
Préparate waren in diesem Fall die kontaminierten Proben aufzudecken.

Diese Arbeit bestétigt die Untersuchungen von Adams et al., die durch Computer-Simulation
schon Hinweise erhielten, dass hthere Testfrequenzen notwendig sind [1]. Sie bietet
gleichzeitig auch einen Lodsungsansatz fir die Umsetzung einer Routinetestung aller
hergestellten Blutprodukte. Dumont et al. hielten dies in ihrer 1997 vorgestellten Arbeit mit
den bisherigen automatischen Methoden fir nicht praktikabel und nicht immer
wlnschenswert [31].

Die hier vorgestellte durchflusszytometrische Methode mittels volumetrischem
Durchflusszytometer hat sich, wie die Ergebnisse zeigen, bei der Messung von 1520
Erythrozytenkonzentraten bewdhrt. Eine routinemalige Testung aller hergestellten
Erythrozytenkonzentrate ist praktikabel, da es sich um ein zuverl&ssiges, sehr sensitives und
unkompliziert durchzufihrendes Verfahren handelt. Die Vorzige dieser Methode sind
ausfuhrlich beschrieben worden.

Selbst wenn durch eine hundertprozentige Testung nur ein Versager gefunden wirde,
dadurch aber eventuell eine Transfusionskomplikation mit Todesfolge verhindert werden
konnte, sollte sich der Aufwand gelohnt haben.
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4.4  Schlussfolgerungen

Abschlief?end konnen die Ergebnisse dieser Arbeit und deren Diskussion wie folgt
zusammengefasst werden:

1. Die Vorversuche bestédtigen, was vielfach einfach vorausgesetzt wurde: Eine
Probeentnahme aus dem Schlauchsegment eines Erythrozytenkonzentrates ist
reprasentativ fir den Probeninhalt des Beutels. Wichtige Vorraussetzung fir eine
Vergleichbarkeit ist - neben ordnungsgeméal3em Ausstreichen und Schiitteln des
Beutels zur Durchmischung - das Alter des Erythrozytenkonzentrates. Nur Proben
frischer Erythrozytenkonzentrate bestanden den Vergleich zwischen Schlauch- und
Beutelinhalt. Bei Erythrozytenkonzentraten, die das Verfallsdatum des Herstellers
Uberschritten hatten, ergaben sich signifikante Unterschiede. Somit ist die bisher
praktizierte Probeentnahme bei frischen Erythrozytenkonzentraten weiterhin
vertretbar. Um die genaue Ursache herauszufinden, ab wann das Alter des
Erythrozytenkonzentrates von Bedeutung ist, wéren weitere Untersuchungen
erforderlich.

2. Das hier angewandte CyFlow-Durchflusszytometer konnte sich in der grofien
Hauptmessreihe behaupten. Es konnte seine Eignung fir hohe Testfrequenzen von
Erythrozytenkonzentraten unter Beweis stellen. Mit der Uberprifung von 1520
hergestellten Erythrozytenkonzentraten aus dem Institut fir Transfusionsmedizin des
UKM wurde eine hundertprozentige Testung Uber mehrere Monate vollzogen. Das
CyFlow konnte durch einfache Handhabung, schnelle Messungen und gute
Sensitivitdt den Anforderungen gerecht werden. Die Versagerrate bestehend aus
Erythrozytenkonzentraten, die den Richtwert von < 1" 10° Leukozyten/ Einheit
Uberschreiten, machte mit 2 von 1520 Préparaten einen sehr geringen Anteil von
0,13 % aus. Diese zwel AusreifRer wurden durch das CyFlow richtig als solche
erkannt. Daraus ergibt sich eine Sengitivitét von 100 % fir diese hier eingesetzte
durchflusszytometrische Methode. Die Prdparate, die in der CyFow-Messung
unaufféllig waren, konnen im Umkehrschluss sicher als nicht kontaminiert betrachtet
werden. Im Gegensatz zu den durchflusszytometrischen Untersuchungen waren die
Ergebnisse durch die Kammerzahlung nicht zufrieden stellend. Hier wurden bereits
in der Literatur genannte Nachteile bestdtigt. Die hier angewandte Methode der
Durchflusszytometrie kann berechtigt als Alternative zur mikroskopischen
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Zellzéhlung und als neuer Goldstandard zur Restleukozytenzéhlung vorgeschlagen

werden.

3. Schliefdich sollten auch die aktuellen Qualitétskontrollrichtlinien hinterfragt werden.
Die Ergebnisse und statistischen Uberlegungen dazu haben deutlich gemacht, dass
die beiden Versager dieser Untersuchung durch eine Testfrequenz von 1 % - wie die
deutschen und europdischen Richtlinien es vorschreiben - mit einer
Wahrscheinlichkeit von praktisch  Null aufgedeckt worden wéren. Ein
Toleranzbereich von zusétzlich noch 10 % ist unversténdlich. Diese Richtlinien
scheinen der Redlitédt nicht angepasst. Eine deutlich erhthte Testfrequenz ist
erforderlich. Optimal wére eine Uberpriifung aller hergestellten Produkte. Die
Ergebnisse  zeigen, dass nur unter dieser Bedingung fur 1518
Erythrozytenkonzentrate das Risiko fir Transfusionskomplikationen minimiert war.
Mit der hier vorgestellten Methode ist eine Routinetestung von 100 % der
hergestellten Erythrozytenkonzentrate praktikabel.
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