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ZUSAMMENFASSUNG

Bortolussi, Sonia

Durchfluf3zytometrische Untersuchung zum Leukozytengehalt von

leukozytenreduzierten Thrombozytenkonzentraten

Der Restleukozytengehalt von Thrombozytenkonzentraten gilt als Ursache fiir zahlreiche
Komplikationen im Rahmen der Transfusionsmedizin. Der COUNCIL OF EUROPE schreibt
eine maximale Leukozytenkontamination von 1x10° pro Bluteinheit bei einer
Mindestpriiffrequenz von 1% aller Blutproben vor, wobei 90% aller Proben diesem

Kriterium entsprechen miissen.

In der vorliegenden Arbeit wurden 991 leukozytendepletierte Thrombozyten-konzentrate
mit Hilfe der durchfluBzytometrischen Messung kernhaltiger Zellen mit dem CyFlow-
Gerit® auf ihren Restleukozytengehalt hin untersucht. In Gegensatz zu der konventionellen
Priifmethode der Ballastzahlkammer bietet die DurchfluBzytometrie eine automatisierte und
beschleunigte Messung mit hoherer Sensitivitét.

Insgesamt wurden 59 verdichtige Proben festgestellt. Von diesen iiberschritten 7 Produkte
die erlaubte Leukozytenzahl. 52 der Proben erwiesen sich als qualitativ so fragwiirdig, dass
sie verworfen werden mussten. Durch mikroskopische Beurteilung mittels
Ballastzihlkammer und durch immunologischen Nachweis von Leukozyten mittels Farbung
mit CD45-Antikorper konnten 7 leukozyten- und 52 debriskontaminierte Konzentrate
gefunden werden. Somit wurde bestitigt, dass die Richtlinien zwar eingehalten werden, die
Wahrscheinlichkeit, alle kontaminierten Proben bei einer Mindestpriifung von 1% zu
detektieren, jedoch gegen Null geht. Um das individuelle Risiko jedes Patienten so weit wie

moglich zu reduzieren, ist eine deutlich erhdhte Priiffrequenz dringend erforderlich.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Transfusionsmedizin hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einem sehr
differenzierten Fach entwickelt, das eine Vielzahl von Blutkomponenten fiir
verschiedenste klinische Anwendungen zur Verfiigung stellt.

Die Herstellung, die Indikationsstellung und die Verwendung von Blut und
Blutbestandteilen unterliegt deshalb strengen Anforderungen, die durch neue
Erkenntnisse in der Immunhématologie und Transfusionsmedizin stindig erginzt oder

ersetzt werden [34, 46].

Bei Blut und Blutkomponenten handelt es sich um Arzneimittel. Daraus ergeben sich
zahlreiche Bestimmungen und behordliche Auflagen, die die Herstellung und
Anwendung von Blutprodukten regeln [16, 17, 46].

Jede Transfusion kann, wie jede andere Organiibertragung auch, dennoch
unterschiedliche Gefahren, Komplikationen und auch Spitfolgen nach sich ziehen.
Deshalb ist der gezielte und gut iiberlegte Einsatz dieses ,,Arzneimittels” fiir den
Therapieerfolg des Patienten wichtig. Auch hier gilt der Leitsatz: sowenig wie moglich,
soviel wie ndtig! Nur so kann eine optimale Therapie bei gleichzeitiger bestmoglicher

Beherrschung von Risiken erreicht werden.

Mit Hilfe einer verfeinerten Blutfraktionierung ist eine genauere Auftrennung des
Blutes in die verschiedenen Zell- und Plasmaproteinkonzentrate mdéglich. So ist der
Einsatz homologer Vollblutkonserven heute langst obsolet.

Stattdessen werden zunehmend einzelne Bestandteile, wie Erythrozytenkonzentrate,
Thrombozytenkonzentrate, Frischplasma oder auch einzelne Gerinnungsfaktoren

verwendet.

Dieses Vorgehen hat mehrere Vorteile:
* Medizinische Griinde: die Transfusion soll fiir die entsprechende Indikation so

spezifisch wie mdglich sein, um die Risiken zu minimieren
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« Okonomische  Griinde: Kostenreduzierung durch Verwendung mehrerer
Komponenten eines Spenders
* Lagerungstechnische Griinde: die verschiedenen Blutkomponenten weisen

unterschiedliche Lagerungsoptima auf.

Wenn man diese Rahmenbedingungen beachtet, konnen biochemische Veridnderungen,
die oft eine Minderung der biologischen Wertigkeit bedeuten, reduziert oder zumindest
verzogert werden [56]. Thrombozyten sind beispielsweise bei einer Temperatur von

22 + 2°C fiinf Tage haltbar.

1.1 Thrombozytentransfusion

1.1.1 Einsatzgebiet der Thrombozytentransfusion

Das FEinsatzgebiet der Thrombozytentransfusion ist breit gefdchert; insbesondere bei
Thrombozytopenien, einigen Thrombozytopathien oder groflen Blutverlusten findet
diese Verwendung [7].

Auch bei Knochenmarkdepressionen kann die Zahl der Blutplattchen so stark reduziert
sein, dass eine Substitution noétig wird. Solche thrombozytopenischen Zustéinde
beobachtet man bei Leukidmien, aggressiven Chemotherapien oder auch
Knochenmetastasen.

GrofBe chirurgische Eingriffe mit starken Blutverlusten konnen ebenfalls zum allogenen
Thrombozytenersatz zwingen.

Liegt eine immunologische Destruktion der Thrombozyten zugrunde, so ist die
Thrombozytenkonzentratgabe in aller Regel vergeblich. In diesen Fillen ist eine

Transfusion nur bei lebensbedrohlichen Blutungen zu versuchen.

Zu bedenken ist bei jeder Thrombozytentransfusion, dass normalerweise etwa 65% der
transfundierten Zellen in der Blutzirkulation bleiben; die restlichen 35% werden in der

Milz sequestriert [7, 49].
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Bei Vorliegen von Antikorpern gegen Thrombozyten gelingt die Substitution durch
Transfusion von nichtkompatiblen Thrombozyten meist nicht; hier handelt es sich also
um refraktire Patienten. Bei einer disseminierten intravasalen Gerinnungsstorung kann
die Verbrauchskoagulopathie durch Transfusion weiter unterhalten werden und

zusitzlich Gefalverschliisse verursachen [23].

Eine exakte Grenze, ab welchen Thrombozytenwerten eine Substitution erforderlich ist,
lasst sich nur schwer angeben. Die Entscheidung muss von Fall zu Fall erfolgen.
Einen weitgehend anerkannten Versuch, Richtlinien zur Thrombozytentransfusion

aufzustellen, gibt der folgende Abschnitt 1.1.2.

1.1.2 Indikation der Thrombozytentransfusion

Als Hilfestellung bei der Entscheidung, eine Thrombozytentransfusion durchzufiihren,

kann die folgende Auflistung gelten [7, 23, 46].

e Thrombozytenzahl geringer als 20.000 — 10.000/ul ohne weitere klinische
Gefahrensignale

* Thrombozytenzahl geringer als 80.000 — 50.000/ul bei manifester Blutung oder
vor chirurgischen Eingriffen

* Manifeste Blutung und Verdopplung der Blutungszeit aufgrund von
Thrombozytenfunktionsstdrung

* Thrombozytenzahl auf einen Wert gefallen, bei dem derselbe Patient schon

einmal eine himorrhagische Blutung erlitten hat

Ein therapeutisch wirksamer Anstieg der Thrombozytenzahl kann folgendermalien
erreicht werden:

Erfahrungsgemdl wird bei einem normalgewichtigen Erwachsenen in stabilem
klinischen Zustand durch Thrombozytenkonzentrate mit etwa 6 x 10'° Plittchen ein

korrigiertes Inkrement von 6 — 8 x 10%/ 1 erzielt [7, 34].
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1.2 Komplikationen bei der Thombozytentransfusion

1.2.1 Allgemeine Komplikationen bei Bluttransfusionen oder Ubertragung von
Blutbestandteilen

Die Ubertragung vitaler, jedoch nicht teilungsfihiger Blutzellen auf ein anderes
Individuum wird als Transfusion bezeichnet. Hierbei kann es durch immunologische
und/oder nicht-immunologische Reaktionen auf Seiten des Empfingers zu
schwerwiegenden Komplikationen kommen.

Zu den immunologischen Reaktionen zdhlt man 1m engeren Sinne die
Transfusionsreaktion, die Sensibilisierung und die Graft-versus-host Reaktion. Zu den
nicht-immunologischen Reaktionen zéhlt unter anderem die Komplikation durch
bakterielle Kontamination.

Zudem sind durch Blut iibertragbare virale Infektionskrankheiten zu nennen. (z.B. HIV,
Hepatitis B und C) [34]

Andere Risiken, wie z. B. die Gefahr der Eiseniiberladung, sind nur bei hiufig oder

massiv transfundierten Patienten zu erwéahnen.

1.2.1.1 Immunologische Transfusionsrisiken

Hamolytische Reaktionen

Unter hdmolytischer Reaktion versteht man die Reaktion, die durch Alloantikdrper
gegen Erythrozyten (Blutgruppenantikorper) ausgeldst werden.

Der Begriff Immunhidmolyse bezeichnet alle Formen des immunologisch bedingten
Erythrozytenabbaus, schlie3t also intra- und extravasalen Erythrozytenabbau ein.

In der Immunhidmatologie wird oft kurzerhand von héamolytischen Antikdrpern
gesprochen, obwohl Antiképer nicht selbst hidmolysieren, sondern eine

komplementbedingte Himolyse induzieren konnen.[34]



Einleitung 5

Posttransfusionspurpura

Die Posttransfusionspurpura (PTP) wird durch thrombozytenspezifische Alloantikorper
verursacht. Der hidufigste fiir PTP verantwortliche Pléttchenalloantikdrper ist Anti-

HPA-1a. Klinisch zeigt sich eine akute Thrombozytopenie und Blutungen.

Transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI)

TRALI ist eine dem ,adult respiratory distress Syndrome* (ARDS) vergleichbare
immunologisch ausgeloste Transfusionsreaktion. Sie hat im Vergleich zum ARDS trotz
der Bedrohlichkeit dieser Reaktion eine bessere Prognose. Das Initialereignis bei
TRALI ist die Reaktion von Alloantikérpern mit Granulozyten. Demzufolge sind
zumeist Spender-Ak im Rahmen der Minorinkompatibilitét fiir die Wechselwirkung mit
den Granulozyten des Patieten verantwortlich: schwere pulmonale Komplikationen sind

oft die Folge.

Allergische Reaktionen

Allergische Transfusionsreaktionen sind durch das klinische Bild definierte Reaktionen,
fiir die im Spenderplasma geldste Antigene verantwortlich gemacht, jedoch nur in
seltenen Fillen nachgewiesen werden konnen. Die schwerste Form ist der seltene

anaphylaktische Zwischenfall. Haufig sind urtikarielle Reaktionen.

Auch die febrile nicht-hdmolytische Reaktion und Graft-versus-Host-Krankheit gehdren
zu den immunologischen Transfusionsrisiken. Sie werden unter Punkt 1.2.2 genauer

erlautert.

1.2.1.2 Nicht-immunologische Transfusionsrisiken

Das Infektionsrisiko durch Gabe von Blutprodukten wird durch die vorgeschriebene
intensive Testung des Spenders auf viele Erreger so gering wie moglich gehalten. Die
Antikorpertestung versagt jedoch in der sogenannten diagnostischen Liicke nach

frischer Infektion, wo es noch nicht zu einer Antikérperbildung gekommen ist.



Einleitung 6

Bei Plasmaprodukten wie FFP (fresh frozen plasma) oder Gerinnungsfaktoren-
konzentraten werden Plasmabestandteile von vielen Spendern gemischt (gepoolt), was
das Infektionsrisiko erhoht. Andererseits kann bei Plasmen entweder eine
Quarantdnelagerung oder eine Inaktivierung von Pathogenen erfolgen, um das

Infektionsrisiko zu senken.

Bakterielle Kontamination:

Es ist nicht auszuschlieBen, dass einige Blutprodukte trotz intensiver Testung bakteriell
besiedelt sind; sie diirfen deshalb nur tiber definierte Zeitabstinde gelagert werden, um
eine exponentielle Vermehrung und damit klinisch relevante Kontamination zu
verhindern. Erythrozytenprodukte werden bei 4°C + 2°C gelagert [46]; hierbei
wachsende Organismen sind selten invasiv, kdnnen jedoch Endotoxine bilden.

Ein erhohtes Risiko geht dagegen von den bei Raumtemperatur gelagerten
Thrombozytenpriparaten aus: hier kann es zu Ubertragungen invasiver Organismen
kommen.

Bei Ubertragung kontaminierter Konserven kann es zu lebensbedrohlichen

Krankheitsbildern kommen, die bis zum Multiorganversagen fithren knnen [34].

1.2.1.3 Durch Blut tbertragbare Infektionskrankheiten

Die Testung von Blutspendern nach Anti-HIV-1 und -2 sowie Hepatitis B- und C-
Antigenen sind mittlerweile obligat. Zusitzlich ist ein AusschluB von HCV-RNA
mittels PCR-Testung vorgeschrieben. Fakultativ wird zusétzlich auf den
Cytomegalievirus getestet. Dieses ist im Hinblick auf immungeschwéchte Patienten von
grofBer Wichtigkeit.

Das Gesamtrisiko fiir eine todliche Virusinfektion liegt bei 1: 260000 [52].

Humanes Immunodefizienz Virus (HIV)

Trotz intensiver Testung auf HIV kommt es in Deutschland dennoch jéhrlich zu drei bis

fiinf transfusionsassoziierten HIV-Infektionen. Dies entspricht circa 0,1% der jéhrlichen
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HIV-Neuinfektionen (3000/Jahr). Bei insgesamt 80000 HIV-infizierten in der BRD
entspricht dieses somit nur einem geringen Anteil [51].

Von 1482 neu erkrankten Patienten im Jahr 2001 werden drei Fille dem Infektionsweg
Transfusion zugeschrieben. Hierin eingeschlossen sind auch Empfinger von
Organtransplantaten und im Ausland erhaltenen Transfusionen. Dies entspricht 0,2 %
der Neuinfektionen im Jahr 2001. Im ersten Halbjahr 2002 wird keine der 600
Neuinfektionen auf eine Transfusion zuriickgefiihrt [47].

KUBANEK ET AL. gaben 1993 eine geschitztes Restrisiko fiir DRK-Blutprodukte in
Baden-Wiirttemberg fiir HIV von 1:500.000 bis 1:1.000.000 an. Die Ermittlung der
Pravalenz ergab einen Wert von 2/100.000 [24].

Hepatitis B und C:

Von noch groflerer quantitativer Bedeutung sind die HBV- und HCV-Infektionen. Hier
werden die jdhrlichen HCV-Neuinfektionen auf circa 10.000 geschitzt [51]. Die
Haufigkeit von HCV-Antikorper positiven Spendewilligen belduft sich auf 0,27 —
0,49 % [52]. Transfusionsassoziierte Neuinfektionen von Hepatits-B-Antigenen
konnten dank steigender Sensitivitit des Screeningverfahrens auf ein Minimum
reduziert werden. In einzelnen Féllen erfolgt trotz des sehr empfindlichen Tests, wenn

auch sehr selten (1/50.000) eine Ubertragung durch transfundiertes Blut [42].

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber das geschiitzte Restrisiko von
transfusionsassoziierten Virusinfektionen sowie die Einflihrung von Screeningtests bei

Blutspendern.

Tabelle 1: Schiatzung von Restrisiko/ Infektiositét transfusionsassoziierter
Virusinfektionen im Jahr 1991 [52]

Virus Pravalenz in der Screening bei Risiko/
Bevolkerung [%0] Blutspendern Blutkonserve
HIV 0,05-0,1 April 1985 500.000 — 3 Mio.
HCV 0,2-0,6 1990/1991 10.000 — 20.000
HBV 4-6 1970 20.000 —40.000
Zytomegalievirus 50 (Ga) <1000
Parvovirus B19 25 nein 800 - 4000
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Eiseniiberladung:

Bei hédufig mit Erythrozyten transfundierten Patienten (zum Beispiel nach > 100
Transfusionen) kommt es zur Uberladung mit Eisen. Dies lagert sich zunichst im
retikuloendothelialen System ab, kann jedoch spéter in allen mdoglichen Geweben
auftauchen und Zellfunktionsstorungen auslosen (Diabetes mellitus, Leberzirrhose,
Kardiomyopathie). Transfusionen eines solchen Ausmales sind in der Regel nur bei

Héamoglobinopathien notig.

1.2.2 Komplikationen durch Leukozytenkontamination

1.2.2.1 Sensibilisierung / Alloimmunisierung im HLA-System

Jeder Mensch besitzt ein individuelles Muster an Oberflichenmolekiilen, das primér fiir
die Erkennung von Selbst und Nicht-Selbst verantwortlich ist und insofern fiir die
Abstoflung genetisch unterschiedlicher Gewebe von hoher Relevanz ist. Sie werden als
HLA-Molekiile (Human leucocyte antigen) bezeichnet und sind auf den kernhaltigen
Korperzellen exprimiert.
Jede Korperzelle (mit Ausnahme der kernlosen Erythrozyten) kann also anhand dieses
HLA-Musters als korpereigen erkannt werden. Die HLA-Molekiile gehdren zwei
unterschiedlichen Klassen an. Sie sind beide genetisch im sogenannten major
histocompatibility complex (MHC) auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 kodiert.
HLA-Molekiile werden deshalb auch synonym als MHC-Molekiile bezeichnet.
Bei diesen beiden Klassen handelt es sich um
» Klasse-I-HLA-Molekille (HLA-A,B und C), die praktisch auf allen kernhaltigen
Zellen exprimiert werden und
» Klasse-l1I-HLA-Molekiile (HLA-D, mit Untergruppen HLA-DR, -DQ, -DP), die
nur auf antigenprdsentierenden Zellen, also auf bestimmten Leukozyten
(Monozyten, Makrophagen, dentritische Zellen und B-Lymphozyten) prasentiert
werden.

Sie befinden sich somit nicht auf Thrombozyten.
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Antigen-prisentierende Zellen exprimieren somit sowohl Klasse-I- als auch Klasse-II-
HLA-Molekiile, wohingegen Thrombozyten nur HLA-Klasse-I-Molekiile exprimieren.
Die HLA-Molekiile sind genetisch stark polymorph, d.h. sie sind durch eine Vielzahl
unterschiedlicher Allele kodiert.

Unter Alloimmunisierung versteht man die Bildung von Antikdrpern gegen fremde
Antigene. In diesem Fall die Bildung von HLA-Antikérpern gegen Antigene eines

fremden major histocompatibility complex.

Als Vorrausetzung fiir diesen Prozess ist das Vorhandensein von fremden Klasse I-und
Klasse II -tragenden Zellen notwenig [10, 25, 48, 60].

Bereits 1981 konnten CLAAS ET AL. im Tiermodell zeigen, dass eine Thrombozyten-
transfusion mit einer Leukozytenkontamination von 10° pro Transfusion eine
Antikorperbildung beim Empfanger hervorruft. Bei Transfusion von Thrombozyten

allein hingegen wurde keine Antikdrperbildung beobachtet [10].

In weiteren Untersuchungen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Verwendung
leukozytenarmer Thrombozytenkonzentrate eine Alloimmunisierung verhindern kann
[35, 48, 54]. Die Folge der Alloimmunisierung ist die Refraktiritit gegen allogene
Thrombozyten.

Die Hiufigkeit nimmt ab, wenn weniger als 2,5-5x10° Leukozyten pro
Transfusionseinheit iibertragen werden [21, 32].

SAARINEN ET AL. untersuchten 1990 die Inzidenz der Refraktdritdt gegen Thrombozyten,
wobei immunsupprimierte Kinder entweder Standardblutpraparate oder leukozytenarme
Priparate erhielten. Die Gruppe Kinder, die mit Standardblutpriparaten versorgt
wurden, entwickelten in 52% der Félle eine Refraktéritit. Bei der anderen Gruppe, die
weniger als 10° Leukozyten pro Einheit erhielten, entwickelte keiner eine Refraktiritit
[48].

SLICHTER ET AL. untersuchten 1997 in einer Multicenterstudie den Einflul von
leukozytenreduzierten =~ Thrombozytenkonzentraten  auf die  Bildung  von
plattchenreaktiven Alloantikérpern und Refraktéritdt. Dabei zeigte sich, dass die

Leukozytenreduktion durch Filtration genauso effektiv ist wie diejenige, die durch



Einleitung 10

Bestrahlung mit UVB-Licht erzielt wird. AuBerdem wurde festgestellt, dass
Thrombozytenkonzentrate von einem einzigen Spender im Gegensatz zu gepoolten
Konzentraten von verschiedenen Spendern keine weiteren Vorteile mit sich bringen

[57].

1.2.2.2 Febrile, nicht hdmolytische Transfusionsreaktion (FNHTR)

Febrile, nicht hadmolytische Transfusionsreaktionen sind Reaktionen mit
Temperaturanstieg von mindestens 1°C, ohne dass Zeichen einer hdmolytischen
Reaktion oder Symptome anderer transfusionsbedingter Reaktionen vorliegen.

Als Ursachen febriler nicht hdmolytischer Reaktionen werden Alloantikorper gegen
transfundierte Leukozyten und Thrombozyten angenommen [6]. Die FNHTR &uferst
sich in Fieber, hdufig begleitet mit Schiittelfrost. Das Fieber tritt in der Regel innerhalb
der ersten zwei Stunden nach Transfusion auf. Das Fieber geht spontan zuriick, das
subjektive Empfinden der Patienten ist oft bedenklicher als die gute Prognose [34].
Neuere Arbeiten belegen iibereinstimmend eine Korrelation zwischen Auftreten und
Schweregrad febribler Reaktionen und dem  Gehalt, insbesondere von
Thrombozytenkonzentraten an Leukozyten, der Lagerungsdauer von Konserven und

dem Gehalt an Zytokinen [2, 20, 38, 39].

1.2.2.3 Graft-versus-Host-Disease (GvHD)

Die immunologische Reaktion der mittransplantierten immunkompetenten Zellen wird
als Graft-versus-Host-Disease (GvHD) bezeichnet. Héufig kommt sie bei
immunsupprimierten Patienten vor.

Die Leukozyten des Spenders, speziell T-Lymphozyten, infiltrieren das lymphatische
Gewebe des Empfingers. Durch das unterschiedliche HLA-Muster der Zellen des
Empfingers werden die eingeschwemmten Leukozyten stimuliert und koénnen
prinzipiell alle Organe und Zellen angreifen. Meist tritt die GVHD ein bis vier Wochen
nach Transfusion auf. Es sind verschiedene Erscheinungsformen in der Klinik moglich:
Dermatitis, Hepatitis, Pneumonitis, Karditis oder auch ZNS-Befall. Therapeutisch

werden Glukokortikoide und Immunsuppressiva eingesetzt [45]. Die Leukozyten-
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Reduktion kann die Wahrscheinlichkeit einer GvHD reduzieren, aber nicht absolut

verhindern. Dies ist nur durch Bestrahlung des Thrombozytenkonzentrates moglich.

1.2.2.4 Cytomegalie-Virus-Infektion

Der humane Zytomegalievirus (CMV) gehort der Gruppe der Beta-Herpesviren an und
weist den typischen Aufbau der Herpesviren auf. Das doppelstringige DNA-Genom des
CMV kann in Granulozyten und Monozyten des Wirtes persistieren. Charakteristisch
sind zytopathische Verdnderungen infizierter Zellen mit einer Zunahme der Zellgrof3e
und Bildung von Einschlusskorperchen im Kern und Zytoplasma.

Immunsupprimierte Patienten, die bisher nicht mit dem CMV in Kontakt gekommen
sind und somit seronegativ sind, konnen sich iiber die leukozytenkontaminierten
Thrombozytenkonzentrate seropositiver Spender infizieren.

Da die Pridvalenz in der BRD mit 50% (Tabelle 1: Schitzung von Restrisiko/
Infektiositit transfusionsassoziierter Virusinfektionen im Jahr 1991 [52]) sehr hoch
liegt, muss mit einer solchen Infektion gerechnet werden. Das Krankheitsbild ist weit
gefachert und erstreckt sich iiber Fieber, Pneumonie, Osophagitis, Kolitis,
Hepatosplenomegalie.

Auch eine Reaktivierung latenter Cytomegalieviren ist moglich [41].

MAZERON [30] konnte zeigen, dass das Risiko einer transfusionsassoziierten CMV-
Infektion bei gefilterten Blutprodukten mit einem Restleukozytengehalt von weniger als
5x10° pro Einheit genauso gering ist wie das Risiko, das bei Blutprodukten
seronegativer Spender vorherscht.

Dartiber hinaus scheint die Leukozytenreduktion die Reaktivierung latenter

Cytomegalieviren zu reduzieren [30].
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1.3 Thrombozytenkonzentrate

1.3.1 Herstellung

Es gibt verschiedene Moglichkeiten zur Gewinnung von Thrombozytenkonzentraten:

* Einzelspender-Thrombozytenkonzentrate:
Dem Spender wird Vollblut entnommen, welches zunédchst zentrifugiert wird.
AnschlieBend werden das Plasma und die Erythrozyten abgetrennt und es folgt eine
erneute Zentrifugation des buffy coats. Danach kdnnen die Thrombozyten im autologen
Plasma oder in einem Gemisch von Plasma und Additivlosung fiir Thrombozyten

resuspendiert werden [46].

* Pool-Thrombozytenkonzentrat
Bei dieser Methode werden ca. vier bis sechs ABO-blutgruppengleiche Buffy coats oder
fertige Einzelspender-Thrombozytenkonzentrate zu einem sogenannten Pool-
Thrombozytenkonzentrat zusammengefiihrt. Damit eine therapeutisch wirksame Dosis
erreicht werden kann, ist dieses Vorgehen mit Hilfe eines funktionell geschlossenen
Systems noétig [46]. Studien belegen jedoch eine erhdhte Zytokinfreisetzung durch
derartig gepoolte Thrombozytenkonzentrate [50].

» Leukozytendepletiertes Pool-Thrombozytenkonzentrat
Das Herstellungsprinzip ist mit dem des Pool-Thrombozytenkonzentrats zu vergleichen.
Hier erfolgt jedoch zusédtzlich eine Leukozyten-Filtration innerhalb des funktionell

geschlossenen Systems [46].

» Apherese-Thrombozytenkonzentrat
Hier werden mittels Apherese gezielt Bestandteile aus dem Spenderblut gesammelt,

entweder durch die Thrombozytenapherese oder durch Multikomponentenspende [46].
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» Leukozytendepletiertes Apherese-Thrombozytenkonzentrat:
Die Depletion der Leukozyten schlieit sich entweder der Apherese an oder erfolgt
direkt als integrierte Leukozytendepletion wéhrend des Aphereseverfahrens. Das

Leukozyten-Reduktions-System wird im Abschnitt 2.2.2 genauer beschrieben [46].

» Bestrahltes Thrombozytenkonzentrat
Vorzugsweise sollen leukozytendepletierte Thrombozytenkonzentrate bestrahlt werden,
die abhédngig von der Herstellung jeweils die Spezifikationen der unbestrahlten
Préaparate aufweisen. Die Bestrahlung erfolgt mit einer mittleren Dosis von 30 Gy und

darf an keiner Stelle des Préparates die Dosis von 25 Gy unterschreiten [46].

1.3.2 Lagerung und Haltbarkeit

Die optimalen Lagerungsbedingungen sind bei Thrombozytenkonzentraten, unabhéngig
von der Art der Herstellung, gleich.

Unter stidndiger Agitation des Prédparates sollte eine Lagerungstemperatur von + 22°C +
2°C eingehalten werden [46].

Die Lagerungszeit sollte mdglichst kurz sein, das heifit also, je kiirzer die Zeit zwischen
Entnahme und Transfusion um so besser [55]. Sie darf maximal fiinf Tage nach der
Spende betragen und ist abhéngig von dem Herstellungsverfahren und den verwendeten

Lagerbeuteln [46].

Der pH-Wert des Suspensionsmediums sollte zwischen 6,5 und 7,2 liegen [53]. In erster
Linie trdgt der Stoffwechsel der Thrombozyten zu einem kritischen Abfall des pH-
Wertes bei. Diese produzieren ndmlich unter anaeroben Bedingungen wihrend der
Lagerung in Plastikbeuteln Laktat. Dieser Effekt ist umso ausgeprégter, je hoher
konzentriert die Thrombozytenpriparate sind. Aus diesem Grund konnte frither nur
plattchenreiches Plasma gelagert werden [37].

Damals kamen noch Beutel aus PVC zum Einsatz. In der folgenden Zeit bemiihte man
sich, Beutel aus moglichst gasdurchldssigem Kunststoff zu entwickeln und kam zum

Polyethylen. AuBlerdem wurden Versuche mit PVC-Folien und Tri-(2-ethylhexyl)-
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trimelitat (TOTM) als Weichmacher durchgefiihrt (Beutel der zweiten Generation) [36,
37].

Grund fiir diese Uberlegungen war die Tatsache, dass in die Beutel diffundierender
Sauerstoff durch den Pasteur-Effekt die anaerobe Glykolye und somit auch die
Laktatproduktion hemmt. Auflerdem kann das durch die Reaktion der Wasserstoffionen

mit dem Bikarbonat des Plasmas entstehende CO, abdiffundieren.

Eine stindige leichte Bewegung ist zur besseren Erhaltung von Struktur, Lebensdauer
und Funktion der gelagerten Thrombozyten notwendig. Als Mechanismus wird die
moglichst rasche Entfernung von schidlichen Stoffwechselprodukten aus der direkten
Umgebung der Thrombozyten vermutet.

Auch zum optimalen Mischverfahren liegen Untersuchungen hinsichtlich Stérke,
Frequenz, Bewegungsart vor. So sollen Agitatoren eine horizontale Pendelbewegung
oder Rotationen ausfithren. Insgesamt muss man aber sagen, dass all diesen

Uberlegungen nur eine sehr untergeordnete klinische Bedeutung zukommt [1].

1.3.3 Qualitatskontrollen

Blutprodukte sind Arzneimittel im Sinne von § 2 (1) AMG i. V. mit § 2 Nr. 3 TFG und
unterliegen in Herstellung und Qualitdtspriifung den gesetzlichen Vorschriften des
Arzneimittelgesetzes (AMG) und der Pharmabetriebsverordnung (PharmBetrV).
Weiterhin ist bei ihrer Herstellung die Einhaltung der Empfehlungen des Europarates
und der Weltgesundheitsorganisationn sowie die ,,Richtlinien zur Gewinnung von Blut
und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (H&dmotherapie)® der

Bundesirztekammer zu beachten [5, 16].

Fiir die einzelnen Arten von Thrombozytenkonzentraten sind verschiedene Formen von
Qualitatskontrollen verdffentlicht worden [19, 46].

Die monatliche Priiffrequenz der Qualitdtskontrollen betrdgt 1% der hergestellten
Einheiten, mindestens aber vier Einheiten. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht

iiber die durchzufiihrenden Qualitétskontrollen bei den einzelnen Praparaten:
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Tabelle 2: Qualitdtskontrollen bei Einzelspender-Thrombozytenkonzentraten
PRUFPARAMETER PRUFKRITERIUM PRUFZEITPUNKT
Volumen >40 ml nach Festlegung nach Herstellung
Thrombozytenzahl >60 x 10°/ Einheit* nach Herstellung
Restleukozyten <0,5 x 10% Einheit* nach Herstellung
Resterythrozyten <0,5 x 10’/ Einheit nach Herstellung

pH-Wert 6,5-74 am Ende der Haltbarkeit
Visuelle Kontrolle Beutel unversehrt, ,,swirling” |am Ende der Haltbarkeit
Sterilitdt Steril am Ende der Haltbarkeit

*Diese Anforderungen sollen 75% der gepriiften Einheiten erfiillen.

Tabelle 3: Qualitatskontrollen bei leukozytendepletierten Pool-Thrombozyten-

konzentraten
PRUFPARAMETER PRUFKRITERIUM PRUFZEITPUNKT

>40 ml in Abhidngigkeit vn der

Volumen nach Herstellung
Anzahl der gepoolten Einheiten
>60 x 10°/ in Abhingigkeit von der

Thrombozytenzahl o nach Herstellung
Anzahl der gepoolten Einheiten*

Restleukozyten < 1x 10% in der gepoolten Einheit* |nach Herstellung
< 0,5 x 10’/ in Abhingigkeit von der

Resterythrozyten o nach Herstellung
Anzahl der gepoolten Einheiten

pH-Wert 6,5-74 am Ende der Haltbarkeit

Visuelle Kontrolle

Beutel unversehrt, ,,swirling*

am Ende der Haltbarkeit

Sterilitat

Steril

am Ende der Haltbarkeit

*Diese Anforderungen sollen 90% der gepriiften Einheiten erfiillen
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Tabelle 4: Qualitatskontrollen bei Apherese-Thrombozytenkonzentraten
PRUFPARAMETER PRUFKRITERIUM PRUFZEITPUNKT
Volumen >200 ml nach Herstellung
Thrombozytengehalt |>200 x 10°/ Einheit nach Herstellung
Thrombozyten/ ml Nach Festlegung, ermittelt abhinglg nach Herstellung
von Lagerbedingungen

Restleukozyten <1 x 10’/ Einheit* nach Herstellung
Resterythrozyten <3 x 107/ Einheit nach Herstellung
pH-Wert 6,5-74 am Ende der Haltbarkeit

Visuelle Kontrolle

Beutel unversehrt, ,,swirling*

am Ende der Haltbarkeit

Sterilitat

Steril

am Ende der Haltbarkeit

*Diese Anforderungen sollen 75% der gepriiften Einheiten erfiillen.

Tabelle 5: Qualitatskontrollen bei leukozytendepletierten Apherese-Thrombozyten-

konzentraten
PRUFPARAMETER PRUFKRITERIUM PRUFZEITPUNKT
Volumen >200 ml nach Herstellung
Thrombozytengehalt |>200 x 10°/ Einheit nach Herstellung
Thormbozyten/ ml Nach Festlegung, ermittelt abhangig nach Herstellung
von Lagerbedingungen

Restleukozyten <1 x 10°/ Einheit* nach Herstellung
Resterythrozyten <3 x 10’/ Einheit nach Herstellung
pH-Wert 6,5-74 am Ende der Haltbarkeit

Visuelle Kontrolle

Beutel unversehrt, ,,swirling*

am Ende der Haltbarkeit

Sterilitat

Steril

am Ende der Haltbarkeit

*Diese Anforderungen sollen 90% der gepriiften Einheiten erfiillen
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1.3.4 Gebrauchliche Methoden der Leukozytenbestimmung in Blutprodukten

Die Ziahlung von Leukozyten in Blutprodukten erfolgt nach verschiedenen Methoden,
die sich durch unterschiedliche Genauigkeiten, aber auch durch unterschiedlich hohen
apparativen und zeitlichen Aufwand voneinander unterscheiden.

Die Sensitivitdit in der Literatur anerkannter Leukozytennachweisverfahren ist in

Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Vergleich der Sensitivititsgrenzen gebrauchlicher Bestimmungsmethoden
der Leukozytenzahl in Blutprodukten [27]

MeRmethode Untere Sensitivitatsgrenze/ pl Blut

Automatische Zahlmethoden 100 Leukozyten
Mikroskopische Methoden:

* Neubauer-Kammer 2,8 Leukozyten

e Ballastzahlkammer 0,2 Leukozyten

Durchflulzytometrie 0,2 Leukozyten
PCR 0,002 Leukozyten

Die in Abschnitt 1.3.3 dargestellten Richtlinien zur Qualititskontrolle schreiben vor,
dass leukozytendepletierte Apherese-Thrombozytenkonzentrate hochstens 1 x  10°
Leukozyten/ Einheit enthalten diirfen. Es wird also eine Methode benétigt, die in dem
Bereich von <4 Leukozyten pro Mikroliter Blutpréparat zuverldssige Ergebnisse liefert.
Standardmethode ist die Zéhlung in der Ballastzahlkammer mit einer Nachweisgrenze
von 0,2 Leukozyten/ul [26, 27, 29].

In anderen Untersuchungen zeigte sich, dass die manuelle Leukozytenzéhlung in der
Ballastzdhlkammer nur bei Konzentrationen bis niedrigstenfalls 2 Zellen pro pl effizient
ist, besteht man auf einem gewissen Mal} an Genauigkeit (Variationskoeffizient < 25%)

[12].

Erste Veroffentlichungen, die die Verwendung des DurchfluBzytometers fiir die
Leukozytenzdhlung beschreiben, erschienen 1984 [59]. In den darauffolgenden Jahren
stieg die Anzahl der Studien auf diesem Gebiet stetig. Der Einsatz der
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Durchflulzytometrie bietet gegeniiber dem mikroskopischen Verfahren den Vorteil der
Automatisierungsmoglichkeit und grofBeren Standardisierbarkeit der Untersuchung.

AulBlerdem ist der mit 2 min deutlich geringere Zeitaufwand beim Arbeiten mit dem
Durchflulzytometer im Vergleich zur Ballastzdhlkammer mit 20 bis 30 min pro

Einzelmessung zu erwihnen [8,40].
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1.4 Zielsetzung und Fragestellung

Die vorliegende Arbeit untersucht einen wesentlichen Aspekt der Qualititssicherung bei
der Herstellung von Thrombozytenkonzentraten. Dabei spielt die Zéhlung von
Restleukozyten in den Blutprodukten die zentrale Rolle.

Die vom COUNCIL OF EUROPE festgesetzte Priifung von mindestens 1 % [19] aller
Thrombozytenkonzentrate wird bis heute mit der Ballastzéhlkammer durchgefiihrt.
Diese Methode ist zum einen sehr zeitaufwendig, zum anderen kann die Zahlung durch
subjektive Faktoren wie mangelnde Aufmerksamkeit oder individuelle Erfahrung
negativ beeinflusst werden und somit fehlerhafte Ergebnisse liefern. Die hohe

Variabilitit einzelner Labore untereinander ist kritisch zu sehen.

Die vorgeschriebene Leukozytenkontamination von maximal 1 x 10° Leukozyten pro
Einheit (entspricht ca. 4 Leukozyten/ul Blut) steht einer tatsdchlichen Nachweisgrenze
der Ballastzéhlkammer von 2 - 4 Zellen/ul Blut gegeniiber [12]. Damit befindet man
sich bereits im Grenzbereich der Nachweisbarkeit dieser offiziell verwendeten

Kontrollmethode.

Somit ergeben sich folgende Fragestellungen:

1) Reicht die vorgeschriebene Priifung von mindestens 1 % der Proben aus, um
vermutliche Leukozytenkontaminationen statistisch sicher zu erfassen?
Um eine konkrete Vorstellung zu bekommen, wie viele Ausreifler in einer
bestimmten Anzahl von Blutprodukten tatséchlich vorhanden sind, wurden im
Rahmen  dieser Arbeit 991  Thrombozytenkonzentrate auf  ihren

Leukozytenrestgehalt gemessen.

2) Ist die Ballastzihlkammer fiir eine sichere und schnelle Quantifizierung von
Leukozyten iiberhaupt geeignet?
Dies ist im Hinblick auf die folgenschweren Komplikationen durch
Leukozytenkontamination in Thrombozytenkonzentraten [siehe 1.2.2] von

hochster Wichtigkeit.
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3) Gibt es Alternativen fiir diese Kontrollzdhlungen?
Bei dieser Arbeit wurde die Durchfluzytometrie, die eine automatische
Zellzéhlung bietet, als Alternative gepriift. Durch das hohe Nettoprobenvolumen
von 20-50 pl liegt die Nachweisgrenze hier bei 0,05-0,02 Zellen/ul [12]. Die
Ballastzdhlkammer besitzt dagegen nur ein Nettoprobenvolumen von maximal

2x 5yl

4) Liefern die verschiedenen Typen von Zellseparatoren, die im Arbeitsbereich
Blutspende/ Hadmapherese des Universitdtsklinikums der Westfdlischen Wilhelms-
Universitidt Verwendung finden, gleiche und ausreichend gute Ergebnisse beziiglich der

Anzahl der Restleukozyten in den Thrombozytenkonzentraten?
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2 Material und Methoden

2.1 Auswahl der Blutproben

Im Arbeitsbereich Blutspende/ Héamapherese des Universititsklinikums der
Westfilischen Wilhelms-Universitit werden tdglich etwa 25 bis 30 Thrombozyten-
konzentrate durch Thrombozytapherese gewonnen.

Hierbei handelt es sich um Prédparate von freiwilligen Spendern, die sich gegen eine

Aufwandsentschidigung Blutplattchen entnehmen lassen.

In unserer Untersuchung wurden insgesamt 991 Thrombozytenkonzentrate auf ihren

Leukozytengehalt hin durchfluBzytometrisch untersucht.

2.2 Entnahme der Thrombozyten - Thrombozytapherese

Im Universititsklinikkum der Westfilischen Wilhelms-Universitdt finden drei
unterschiedliche Zellseparationssysteme Verwendung.

Hierbei sind die kontinuierliche und diskontinuierliche Technik zu unterscheiden.

Bei dem sogenannten kontinuierlichen Verfahren werden zwei Venen des Spenders
punktiert. Unter fortlaufender Entnahme von Vollblut aus der einen Vene und Riickgabe
von Erythrozyten und Plasma in die andere Vene erfolgt die Auftrennung der
Blutbestandteile durch Zentrifugation.

Bei dem diskontinuierlichen Verfahren wird nur eine Vene des Spenders punktiert.
Hierbei wird mehrmals ein Blutvolumen von ca. 200 — 300 ml abgenommen und durch
Zentrifugation in seine Bestandteile aufgetrennt. Erythrozyten und Plasma werden dem
Spender durch die gleiche Vene zu einem spiteren Zeitpunkt reinfundiert. Dieser
Vorgang wird etwa 6 bis 8§ mal wiederholt, bis geniigend Thrombozyten gesammelt

sind.
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Im folgenden werden das Trima™ Blutkomponentensammelsystem, das Cobe

Spectra™ Apheresesystem und der Amicus Zellseparator nidher beschrieben:

2.2.1 Trima™ Blutkomponenten-Sammelsystem

Das automatische Trima™ Blutkomponenten-Sammelsystem ist ein mobiles
automatisiertes System, das mit Hilfe einer Zentrifuge Vollblut in seine
Hauptkomponenten separiert. Kombinationen von Thrombozyten, Plasma und
Erythrozyten werden in Beuteln gesammelt, die restlichen Komponenten werden an den

Spender riickgefiihrt.

Das Trima™ Sammelsystem verwendet fiinf Pumpen, die sich auf der Frontplatte

befinden: Zufluss-, Antikoagulanz-, Thrombozyten-, Plasma- und Riickflusspumpe.

Wihrend des Sammelverfahrens werden Antikoagulanz und Vollblut am Verteiler in
der Ndhe der Punktionsstelle vermischt. Das Blut und Antikoagulanzgemisch werden
von der Zuflusspumpe in das System gesogen und flieBen in den Kanal. Wahrend das
Vollblut im Kanal getrennt wird, werden die Thrombozyten und das Plasma von den
entsprechenden Pumpen abgesammelt. Die Erythrozyten werden durch den Druck, der
dadurch entsteht, dass kontinuierlich Spenderblut in die Zentrifuge gepumpt wird, aus
dem Kanal gedréngt.

Je nach der ausgewihlten Methode werden die Thrombozyten, das Plasma und die
Erythrozyten in Priparatebeuteln gesammelt oder an das Riickflussreservoir geleitet und
zum Spender zurilickgefiihrt.

Wenn das Riickflussreservoir ein ausreichendes Volumen enthdlt, wird die
Riickflusspumpe aktiviert. Der Inhalt des Riickflussreservoirs wird an den Spender
zuriickgefiihrt, bis die Blutmenge den unteren Fiillstandsensor des Reservoirs erreicht.
Wihrend der Sammlung von Thrombozyten und Plasma behilt die Zuflusspumpe eine
konstante Geschwindigkeit bei und eine geringe Menge des zuriickfliessenden Blutes
wird durch den Zuflussschlauch zuriick in den Kanal gesogen.

Mittels dieses rezirkulierten Blutes kann das Trima™ Sammelsystem einen

kontinuierlichen Blutfluss durch den Kanal aufrecht erhalten. Waihrend eines
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Plasmaerythrozytenverfahrens regelt die Thrombozytenpumpe die kontinuierliche Gabe

von Volumenersatzfliissigkeit sowie die Gabe eines Fliissigkeitsbolus.

2.2.2 Cobe Spectra™ Apheresesystem

Das Spectra™ Apheresesystem dient ebenfalls zur Trennung und Sammlung von
Blutkomponenten von Spendern und Patienten nach dem kontinuierlichen Verfahren.

Thrombozytensammlung und Plasmaaustausch konnen hierbei im Zweinadelbetrieb
(eine Zuflussnadel und eine getrennte Riickflussnadel) oder im Einnadelbetrieb (eine
ZufluB-/ RiickfluBnadel) erfolgen. Im Arbeitsbereich Blutspende/ Hédmapherese der
Universititsklinikum der Westfdalischen Wilhelms-Universitét findet ausschlieBlich der

Zweinadelbetrieb Verwendung.

Das Spectra System besteht aus dem FEinwegset (vorbefestigter Trennkanal und
Blutschlduche) und dem Spectra Apheresesystem. Das System umfasst folgende
Komponenten:

1) Spectra Einwegset — bestehend aus einem sich in der Zentrifuge drehenden
Trennkanal zur Auftrennung von Blut in dessen Bestandteile und aus
Blutschlduchen, in denen Blut und Ersatzfliissigkeiten durch das System geleitet
werden.

2) Spectra Apheresesystem — ein auf dem Zentrifugenprinzip basierender
automatischer Blutkdrperchenseparator, der die Steuerung und Uberwachung

des extrakorporalen Kreislaufs bei der Apherese iibernimmt.

Das im Arbeitsbereich Blutspende/ Hamapherese des Universititsklinikums benutzte
Spectra Einwegset ist ein Langzeit-Thrombozytenset mit
LRS(Leukozytenreduzierungssystem)-Kammer fiir Zweinadelbetrieb. Hierbei handelt es
sich um ein funktionsmédBig in sich geschlossenes Set zur Sammlung von
Einzelspenderthrombozyten oder zur therapeutischen Thrombozytendepletion. Dieses

Set besteht aus einem Zweiphasen-Thrombozytenkanal, einer LRS-Kammer und einem
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Blutschlauchsystem fiir Thrombozyten und ist fiir den Einsatz mit LRS-

Zweinadelprinzip konzipiert.

Der Zweiphasen-Thrombozytenkanal sammelt Thrombozyten und bei Bedarf
Plasma mit geringer zelluldrer Kontamination. Dies erfolgt in zwei Phasen:
Trennung von Thrombozyten, Plasma und roten und weillen Blutkdrperchen mit
anschlieender Konzentrierung der Thrombozyten durch Reduzierung des

Plasmavolumes.

Die LRS-Kammer (leukozytenreduzierendes System) fiihrt die endgiiltige
Trennung der Leukozyten von den Thrombozyten vor dem Transport der
Thrombozyten von der LRS-Kammer in den Sammelbeutel durch. Bei diesem

auf Zentrifugation basierendem System ist kein Leukozytenfilter ndtig.

Der Langzeitthrombozytenschlauch sammelt Thrombozyten zur
Langzeitlagerung und bei Bedarf Plasma mit Hilfe eines funktionsméaBig
geschlossenen Kreislaufs, der aus Schlduchen, Zuflussnadel, Riickflussnadel,
Thrombozytensammel-beuteln, Plasmasammelbeuteln und Filtern (Sterilfilter

fiir die Fliissigkeitszuleitungen) besteht.

Gemdll der Bedienungsanleitung sollen unter Verwendung dieses Systems

Einzelspenderthrombozyten mit einem Leukozyten-Kontaminationsniveau unter 1 x 10°

gesammelt werden konnen.

2.2.3 Amicus Zellseperator

Der Amicus Zellseparator ist ein Gerét mit einer Zentrifuge mit kontinuierlichem Fluss

und dient zur Separation von Vollblut in seine Bestandteile: Thrombozyten, Plasma,

Erythrozyten und mononukleédre Zellen. Blutkomponenten werden mit sterilen Einmal-

Apherese-Sets gesammelt. Die Zellen werden aufgrund von Unterschieden in der Dichte

mittels Zentrifugalkraft getrennt.
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Das Geridt arbeitet vollautomatisch und verfligt tiber Hardwarekomponenten und
Einmalsetkomponenten.

Die Betriebsbereiche gliedern sich in einen Berlihrungsbildschirm, mit dem der
Zellseparator vom Anwender gesteuert wird, in die Gerdteoberseite, in die das
Apherese-Set-Tablett eingelegt wird und in einen Zentrifugenraum, in dem die

eigentliche Separation stattfindet.

2.3 Versuchsdurchfiihrung

2.3.1 Vorversuche (Verdinnungsreihen)

Zur Validierung der Versuchsmethode bei niedrigen Leukozytenzahlen wurden
verschiedene Verdiinnungsreihen durchgefiihrt. Durch Abgleich von Soll und Istwert
wird die Richtigkeit bestimmt. Als Referenzmethode zur Bestimmung des Sollwertes
galt die Zahlung durch das Hamatologie-Analysengerit SYSMEX K-1000 [Absatz
2.4.1]. Hohe Verdiinnungen mit niedrigen Leukozytenkonzentrationen dienen zur
Bestimmung der Sensitivitit. Durch wiederholte Messungen kann mit dem
Variationskoeffizienten eine Aussage zur Reproduzierbarkeit der Messmethode
gemacht werden.

Folgende Verdiinnungsreihen wurden angesetzt:

Vollblut in Phosphatpuffer
Hierzu wurde Vollblut in Verdiinnungsstufen von 1:10, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000

und 1:10000 mit isotonem Phosphatpuffer angesetzt.

Als Leukozyten-Marker wurde die DAPI-Farbstoff Losung (Cystain R, Firma Partec,
Miinster) verwendet. Der Farbstoff 4’,6-Diamidino-2-phenylindol bindet sich an die
DNA und kennzeichnet so alle kernhaltigen Zellen fluoreszierend. Werden die so
vorbereiteten Proben mit Licht zwischen 340 und 380 nm angeregt, fluoreszieren sie in

kraftigem Hellblau (450 nm).
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0,1 ml jeder Probe wurden in einem Reagenzglas mit 0,9 ml DAPI versetzt. Dies
geschah mit Hilfe einer automatischen Pipette (Eppendorf, Hamburg), wobei die
Messspitze nach jedem Schritt gewechselt wurde.

Es wurde ein Vortex-Gerit (Vortex-Genie Winn) verwendet.

Die Leukozytenkonzentration fiir jede verdiinnte Probe wurde innerhalb von drei
Minuten mit dem DurchfluBzytometer bestimmt. Dieser Zeitraum wurde exakt
eingehalten, da eine Verzogerung zu vorzeitiger Lyse und somit MefBungenauigkeiten
fiihrt.

Dieser Vorversuch wurde mit zwei unterschiedlichen Vollblutproben durchgefiihrt.

Ungefilterte Erythrozytenkonzentrate (EK) in gefilterten Erythrozytenkonzentraten

In dieser Versuchsreihe wurden ungefilterte EKs in Verdiinnungen von 1:10, 1:100,
1:500, 1:1000, 1:5000 und 1: 10000 mit gefilterten EKs versetzt.

Wie bei den beiden ersten Vorversuchen wurde mit DAPI als DNA-Marker gearbeitet.
0,9 ml DAPI wurde mit 0,1 ml der jeweils verdiinnten Probe versetzt.

Analog wurde mit der Eppendorfpipette und dem Vortex-Gerdt gearbeitet. Die
Leukozytenzahl wurde innerhalb von drei Minuten mit dem DurchfluBzytometer

gemessen, beginnend mit der hochsten Verdiinnungsstufe.

2.3.2 Durchflul3zytometrische Messung

2.3.2.1 Aufbau und Prinzip eines Durchflu3zytometers

Im Gegensatz zu einem Mikroskop, in dem verschiedenartige Zellen statisch untersucht
werden, beruht das DurchfluBzytometer auf einem anderen Prinzip, da es in der Lage
ist, Zellen in Bewegung, also im Fluss auszuwerten.

Es analysiert Streulicht und Fluoreszenzsignale in einem Fliissigkeitsstrom fokussierter
Partikel.

Zunichst werden die Zellen mit einem fluoreszierenden Stoff versetzt, der die
eigentliche Erkennung kernhaltiger Zellen und deren Zahlung durch Erfassung des

Fluoreszenzlichts jeder einzelnen Zelle erst moglich macht.
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Beleuchtete Zellen strahlen ein fiir das Fluorochrom charakteristisches Licht einer
bestimmten Wellenldnge aus. Mit Hilfe einer FlieBkiivette wird die Zellsuspension
angesaugt und von einem fokussierten Lichtstrahl einer UV-Lampe oder Laser in einer

Kapillare beleuchtet und einzeln nacheinander im Analysepunkt erfasst.
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Abbildung 1: Messprinzip der FlieBkiivette

Im Probenrdhrchen platzierte Sensorelektrode erlauben die Messung eines bestimmten
Suspensionsvolumens, hier 500 pl.

Das Fluoreszenzlicht wird durch einen Photomultiplier in elektrische Impulse
umgewandelt. Der elektrische Impuls wird von einem Computer in einem

»Signalhdhen“-Histogramm geordnet und auf dem Bildschirm dargestellt.
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2.3.2.2 CyFlow®

Die beschriebenen Messungen wurden mit dem CyFlow®™ der Firma Partec, Miinster,
Deutschland  durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um ein portables
Durchflulzytometer, das in der Standardausfithrung mit fiinf optischen Parametern
(FSC, SSC und 3x Fluoreszenzlicht) ausgeriistet ist. In den hier durchgefiihrten

Versuchen wurde ein mit einer UV-Lampe bestiicktes Gerit benutzt.

Abbildung 2: CyFlow® der Firma Partec, Miinster, Deutschland

An das CyFlow® wurde ein PC mit Pentiumprocessor angeschlossen mit mind. 1000
MHz Taktrate und 128 MB RAM. Die Windows-basierte FloMax® Software
ermoglichte die Zellzdhlung und graphische Aufarbeitung in Echtzeit. Die
Fluoreszenzsignale wurden in Form von Histogrammen und Dotplot-Diagrammen

dargestellt:

1-Parameter Histogramme

In diesen Histogrammen oder Hiufigkeitsverteilungen werden die Messdaten sehr
einfach dargestellt. Die Lichtintensitdt einzelner Zellen und somit die Menge der zu
untersuchenden Substanz wird einer Quantitétsklasse (,,Kanal®) zugewiesen. Diese
Klassifizierung erfolgt, wihrend die Zellen analysiert werden.

Die bei einer Messung gewonnenen digitalisierten Werte konnen zum Beispiel bei einer

Auflosung von 1024 Klassen Werte von 0 bis 1023 einnehmen. In einem Histogram
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sind die Zellzahlen auf der Y-Achse gegen die Klassen (,,Kanéle®) auf der X-Achse
aufgetragen. Somit kann man sich die Messwerte als Kugeln, die in einzelne Register
fallen, vorstellen.

Dabei entstehen sogenannte ,,Peaks (Gipfel). Alle Zellen, die zu einem solchen Peak
gehoren, liefern eine dhnliche Fluoreszenzlichtintensitét.

Diese Fluoreszenzlichtintensitét korreliert im Fall einer DAPI-Farbung positiv mit dem
DNA-Gehalt der Zellen. Alle Zellen mit dem gleichen DNA-Gehalt erscheinen somit im
gleichen Kanal. In unserem Fall wird der ,,G1-Peak® auf einen Kanalbereich von 100-
150 eingestellt. Die Zellen in diesem Kanalbereich prasentieren somit Leukozyten mit

dem diploiden DNA-Gehalt im Zellkern.

Als ,,Noise“ bezeichnet man Signale in den niedrigen Kanilen. Diese konnen von
elektrischen Stoérungen, Zellfragmenten oder anderen Partikeln herriihren. Um zu
vermeiden, dass zu hohe Anteile an ,Noise“-Signalen gemessen werden, wird ein
,Lower Level“ festgelegt. Der ,,L-L* stellt eine Schwelle dar, unter der Signale nicht

mehr im Histogramm dargestellt werden.
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Abbildung 3: Beispiel fiir ein 1-Parameter-Histogramm

Korrelierte 2-Parameter Dotplots
Wenn die DAPI- Fluoreszenz jeweils bei zwei vorgegebenen Wellenldngen gemessen

wird, erhélt man eine korrelierte 2-Parameterdarstellung.
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Zum einem ist auf der X-Achse ( FL-IV) die kurzwellige Fluoreszenz bei Wellenlédnge
455 nm, und zum anderen auf der Y-Achse (FL-II) die ldngerwellige Fluoreszenz bei
Wellenldnge 570 nm  dargestellt. Jede Zelle mit einer bestimmten
Fluoreszenzlichtintensitidt wird durch einen Punkt (,,dot*) im Dotplot dargestellt. Aus
der gegenseitigen Auftragung der Klassenwerte von zwei Parametern entsteht eine
Matrix. lhre Struktur oder Auflésung entspricht der Klassifizierungsbreite der
Parameter. Verschiedene Zellen mit den gleichen FL-IV- und FL-II-Werten nehmen im
Diagramm die gleiche Stelle, also den gleichen ,,dot* an. Diese gegenseitige Darstellung

ermoglicht eine bessere Abgrenzung zu anderen fluoreszierenden Partikeln.

Gating

In einem 2-Parameter Dotplot erscheinen Zellpopulationen mit annéhernd &hnlichen
Eigenschaften als Punktwolken (,,Cluster®). Diese Punktwolken konnen genauer
analysiert werden, indem man sie durch Rechtecke eingrenzt und somit Auswertefenster
definiert. Dieser Vorgang, einzelne Zellcluster genauer zu untersuchen, nennt sich
»gating®. Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden alle in das Auswertefenster

fallenden Fluoreszenzsignale als intakte kernhaltige Zellen gewertet und gezéhlt.
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Abbildung 4: Beispiel fiir ein korreliertes 2-Parameter Dotplot nach dem Gating
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Nach einer Kernfarbung mit DAPI wurde die Vollblutprobe mit dem Flowzytometer
gemessen. DNA-haltige Zellen befinden sich im Bereich des Auswertefensters. Dieses
wurde zu Beginn unserer Untersuchung definiert und dann fiir die Analyse aller

weiteren Thrombozytenkonzentrate verwendet.

2.3.2.3 Messung

Von jedem Thrombozytenkonzentrat wurde eine représentative Probe von 2-3 ml steril
abgenommen und fiir die Messungen am Durchflulzytometer verwendet.

0,1 ml der Blutprobe wurde mit 0,9 ml DAPI-Farbstoff versetzt.

Nach griindlicher Durchmischung erfolgte die durchfluBzytometrische Messung im
CyFlow®. Die Leukozyten waren nur ca. 10 Minuten im Farbepuffer stabil.

Ein Probenrohrchen wurde unter Vermeidung von Luftblasenbildung mit 1300 ul der
aufbereiteten Probe gefiillt. Nach dem Einrasten begann automatisch die Messung. Die
FloMax-Software zeigte folgende Mess-Stadien an:

In der ,Prerun-Phase wurde der Probenstrom mit hoher Geschwindigkeit zur
Messkiivette transportiert. Wahrend der ,,Stabilize-Phase* wurde die Geschwindigkeit
deutlich gedrosselt, so dass sich das Messsystem stabilisieren konnte. In der ,,Run-
Phase* wurden die Zellen analysiert und in Echtzeit in Histogrammen auf dem Display
dargestellt. Erst in der ,,Count-Phase* erfolgte dann die Zellzéhlung in einem definierten
Volumen von 500 pl.

Die Anzeige und statistische Auswertung konnte durch das Definieren von
Auswertefenstern auf solche Messsignale reduziert werden, die ausschlieBlich von

kernhaltigen Zellen stammten (markiertes Fenster in der Abbildung 4).

Die Fluoreszenzsignale aller Gi-Zellen (Stadium der Interphase des Zellzyklus) wurden
so verstirkt, dass sich die Signale im Bereich von Kanal 100 fanden. Etwa bei Kanal
200 wurden einige wenige Signale aufgezeichnet, die Gj;-Zellen oder Zellpaare
reprisentierten. Der Prozentsatz lag iiblicherweise unter 2 %.

Alle Signale zwischen Kanal 85 und 250 wurden durch ein Fenster markiert und
ausgewertet (,,gegated®).

Signale unterhalb von Kanal 85 entstehen entweder durch Leukozytenbruchstiicke oder

durch andere fluoreszierende Partikel, die weniger DNA als G;-Zellen enthalten. Diese
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wurden bei der Auswertung ignoriert und gingen nicht in die Zdhlung ein [Abbildung

3].

2.4 Prazisionskontrolle

2.4.1 SYSMEX

24.1.1 Gerat
Der SYSMEX K-1000 (Kobe, Japan) ist ein vollautomatisches Hamatologie—

Analysengerit fiir die quantitative in vitro-Diagnostik in klinischen Laboratorien.

Er garantiert ein schnelles, einfaches und richtiges Screening derjenigen Proben von
Patienten, deren abnormale Blutwerte weitere Untersuchungen erforderlich machen. Die
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit wurde regelméBig {iiberpriift durch Messung
interner und externer Standards. Dieses in vielen Multicenterstudien getestete Gerit
eignet sich daher besonders als Vergleich fiir die Richtigkeit der Dapi-Messungen [4,
14, 31]. Der SYSMEX K-1000 kann jedoch Leukozyten nur im (anndhernd)
physiologischen Bereich zuverldssig detektieren (unterste Grenze: ca. 100 WBC/ pl).

Insofern war das System nur zur Analyse von unverdiinnten Proben geeignet.

Systemaufbau:
Der SYSMEX K-1000 besteht aus einer Haupteinheit und einer Druck-/ Vakuum-

Versorgung.

Die Haupteinheit gliedert sich in hydraulische und elektronische Komponenten.

Durch das hydraulische System wird die entsprechende Probe angesaugt, pipettiert,
verdiinnt, gemischt und lysiert.

Das elektronische System analysiert und berechnet aus den Messsignalen des
hydraulischen Systems die Ergebnisse und iibermittelt diese an den integrierten

Drucker.
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Reagenzien:

Es werden ein Verdiinnungsmittel und Lysemittel fiir jeden Messzyklus und ein
Detergenz zur Reinigung benotigt.

Das WBC-Lysemittel (Stromatolyser-3WP) lysiert rote Blutzellen vollstindig und
zerstort deren Membran so weit, dass sie keinen Einfluss mehr auf die WBC-Messung
haben. Pro Zyklus wird 1 ml SYSMEX Stromatolyser-3WP benétigt.

Als Detergenz wird nach jeder Zdhlung das stark alkalische SYSMEX Cellclean
verwendet, welches Lysemittelriickstdande, zellulare  Bestandteile sowie

Proteinablagerungen im hydraulischen System entfernt.

Probenflusssystem WBC

Alle Schlduche und Kammern werden nach jeder Messung gespiilt. Kontamination und
Verschleppung werden damit auf ein Minimum reduziert.

Das mit EDTA durchmischte Blut wird durch eine Ansaugpipette in das
Probendosierventil gesaugt. Aus der angesaugten Probe werden 12 pl entnommen und
mit ca. 2 ml Verdiinnungsmittel Cellpack und ca. 1 ml Stromatolyser 3-WP direkt in der
Messkammer verdiinnt. Exakt 0,4 ml der verdiinnten Probe (1 :250) werden aus der

Messkammer durch die Messkapillare gesaugt und die Partikel gezéhlt.

2.4.1.2 Kontrollzdhlung

Zur Validierung der durchfluBzytometrischen Messung der Leukozyten in den
Thrombozytenkonzentraten wurde tiglich parallel eine Kontrollzdhlung mit Hilfe des

SYSMEX K-1000 durchgefiihrt (Richtigkeitskontrolle).

Hierzu wurde jeden Tag der Leukozytengehalt einer frischen Vollblutprobe im
SYSMEX K-1000 bestimmt.

Dieselbe frische Vollblut-Probe wurde sofort danach mit Hilfe der DAPI-Féarbung im
Durchflulzytometer gezéhlt und die Leukozytenanzahl bestimmt.

Jede Vollblutprobe wurde dreifach mit beiden Geriten analysiert.

Die Leukozytenzahlen derselben Vollblutprobe, einmal gemessen im SYSMEX K-1000

und einmal gemessen im Durchfluzytometer konnen so direkt verglichen werden.
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Das Héamatologie—Analysegerdit SYSMEX K-1000 ist ein zur Messung von
Blutparametern validiertes Gerdt. Deshalb konnen diese Werte als Referenzwerte zur
Sicherung und zum Nachweis der Messung des DurchfluBzytometers angesehen

werden.

2.4.2 Ballast-Zahlkammer

2.4.2.1 Gerat

Die Zéhlkammer ist ein Prazisionsgerdt aus optischem Spezialglas. Sie wird verwendet,
um Zellen oder andere Teilchen in Suspensionen unter dem Mikroskop zu zéhlen:

Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten sowie Zellen im Liquor

Bauprinzip:

In einer rechteckigen, dicken Grundplatte aus optischem Spezialglas in der GréBe eines
Objekttragers befinden sich im mittleren Drittel vier Langsnuten, die parallel zu den
kurzen Seiten verlaufen. Die beiden groBeren AuBenflichen sind unbearbeitet und
dienen der Beschriftung. Der Mittelsteg und die beiden Auflenstege sind plangeschliffen
und poliert. Die Oberfliche des Mittelsteges ist gegeniiber den beiden AuBenstegen

vertieft. In den Mittelsteg (Kammerboden) sind die Zahlnetze eingraviert.

Wird ein Deckglas auf die AuBlenstege gelegt, so entsteht zwischen der Unterseite
dieses Deckglases und dem Mittelsteg der Zahlkammer ein Kapillarspalt.
Bei der Ballastzdhlkammer ist der Mittelsteg geteilt, so dass zwei Zdhlnetze a 40

Kaéstchen entstehen. Dies entspricht einen Probenvolumen von 2 x 50 ul =100 pl .

Das Zihlnetz ist mit einer vertikal numerischen und horizontal alphabetischen
Netzkennzeichnung ausgestattet, was die Ubersicht bei der optischen Zihlung
verbessert. Die AuBenstege werden mit destilliertem Wasser befeuchtet und das

Deckglas dann mit sanften Druck von vorn auf die Zahlkammer geschoben.



Material und Methode 35
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Abbildung 5: Bauprinzip der Ballastzdhlkammer

Probenbereitung:

Die zu messende Probe sollte zuerst griindlich mit einem Schiittler durchmischt werden.
Dann werden 50 pl der Probe mit 450 pl Essigsdure (3 %ig) fiir 10 min lysiert.

Danach erfolgt die Beschickung der Kammer mit anschlieBender 10miniitiger
Sedimentation in der feuchten Kammer.

In einem Phasenkontrastmikroskop bei 100 bis 200-facher Vergroferung konnen die
Leukozyten gezéhlt werden.

Diese Methode ist besonders gut geeignet, um Leukozyten in Thombozyten-

konzentraten zu zahlen.

Die Anzahl der in der Probe enthaltenen Leukozyten wird nach folgender Formel

ausgerechnet:

Gezéhlte Leukozyten x Verdiinnungsfaktor = Leukozyten / pul
Volumen der Kammer
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2.4.2.2 Kontrollzdhlung

Die Ballastzihlkammer ist das bis heute iibliche und am hiufigsten verwendete
Verfahren, um leukozytendepletierende Blutkomponenten auf ihren Restleukozyten-
gehalt hin zu iiberpriifen.

Ziel der Kontrollzdhlung mit der Ballastzdhlkammer war es, einzelne erhohte
Messergebnisse der durchfluBzytometrischen Bestimmung im CyFlow® nochmals zu

iiberpriifen.

Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden insgesamt 14 der 991 Blutproben einer
Kontrollzdhlung unterzogen. Hierbei wurden Konzentrate mit vermutlich hohen
Leukozytenzahlen, insgesamt 4 Blutproben, kontrolliert. Dariiber hinaus wurde ca. jede
hundertste (10 von 991) ,unauffillige* Blutprobe mit niedrigen Leukozytenzahlen
herausgegriffen und gezéhlt

2.4.3 CD45 Messung

243.1 Gerat

Immunologische Kontrollmessungen

wurden am PAS (Particle Analysing System, Partec, Miinster) durchgefiihrt. Hierbei
handelt es sich um ein dem CyFlow® &hnliches Durchflulzytometer. Es zeichnet sich
durch einen ,,internen* blauen Argon-lonen-Laser der Wellenldnge 488 nm aus. Der

Ablauf der eigentlichen Messung wurde bereits in Abschnitt 2.3.2 beschrieben.

2.4.3.2 Kontrollzdhlung

Ziel der Kontrollzahlung mit dem Partec PAS war es, die Messergebnisse der
durchfluBzytometrischen Bestimmung kernhaltiger Zellen (WBCs) im CyFlow®

nochmals tiber eine immunologische Bestimmung dieser Zellen zu verifizieren.

Eine Probe von 100 pl der Thrombozytenkonzentrate wurde mit 10 pl des

monoklonalen Antikorpers gegen CD 45 versetzt.
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Hierbei handelt es sich um den murinen CD 45 Antikorper (Klon J33 Immunotech.
Coulter, Marseille, Frankreich), der mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Fluorescin-

Isothiocyanat (FITC) markiert ist und alle Leukozyten anférbt.

Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur wurden
100 pl Fixierlosung (6%ige Paraformaldehyd-Losung) hinzugefiigt und erneut fiir
10 Minuten im Dunkeln inkubiert.

Danach wurde die Losung mit 2500 ul CyLyse (Erythrozyten-Lyse-Reagenz, Partec,
Miinster) versetzt und fiir weitere 20 Minuten im Dunkeln inkubiert.

Danach erfolgte die durchfluBzytometrische Bestimmung der CD 45-positiven Zellen.
Mit Hilfe dieser Kontrollzdhlung wurden insgesamt 13 der 991 Blutproben gemessen.
Es wurden 3 Konzentrate mit hohen Leukozytenzahlen kontrolliert und ebenfalls ca.
jede hundertste (10 von 991) ,,unaufféllige* Blutprobe mit niedrigen Leukozytenzahlen

herausgegriffen und gezahlt
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3 Ergebnisse

Die Vorgabe durch das COUNCIL OF EUROPE, Leukozyten in zelluldren Blutprodukten
auf weniger als 1x10° Leukozyten pro Mikroliter abzureichern, erfordert ein sensitives
Nachweisverfahren in der Qualititskontrolle.

Mikroskopische Methoden sind hierbei nur geeignet, um die gesetzlich vorgeschrieben
Menge von 1-5% aller Produkte zu untersuchen. Wiinschenswert in diesem
Zusammenhang wire aber die Messung aller Proben, was jedoch nur mit automatischen
Zahlverfahren moglich ist.

Eine im Institut fiir Strahlenbiologie etablierte Methode zur Quantifizierung
kernhaltiger Zellen wurde in dieser Arbeit auf ihre Tauglichkeit zur Qualitdtskontrolle

getestet.

3.1 Vorversuche

3.1.1 Vollblut in Phosphatpuffer

Zur Validierung der Versuchsmethode bei niedrigen Leukozytenzahlen wurden
Verdiinnungsreihen pipettiert. Die Variationskoeffizienten lagen zwischen 2,48% bei
niedriger Verdiinnung und 33,63% bei sehr hoher Verdiinnung. Dies entspricht bei der
verwendeten Blutprobe einer Sollzahl von 460 Leukozyten/ul bzw. 0,46 Leukozyten/ul.

- CV248%
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E CV 3,86 %

~—~
2 9
5 CV 21.17%
— 104 L 3
% 3 CV6.31%
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5 ]
3 . cvaia.es%
CV 27.15%
0.1 +rrry ——rrr ———rr ——
10 100 1000 10000

Verdinnung

Abbildung 6: Verdiinnungsreihe Vollblut in Phosphatpuffer

Jede Verdiinnungsstufe wurde dreimal gemessen.
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Die Korrelation nach Pearson betrdgt 0,993 und ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig)

signifikant.

3.1.2 Ungefilterte Erythrozytenkonzentrate in gefilterten Erythrozytenkonzentraten

Zur Validierung der Versuchsmethode bei niedrigen Leukozytenzahlen wurden
auflerdem Verdiinnungsreihen mit gefilterten Erythrozytenkonzentraten durchgefiihrt.

Die Variationskoeffizienten lagen zwischen 3,47% bei niedriger Verdiinnung und
26,91% bei sehr hoher Verdiinnung. Dies entspricht bei der verwendeten Blutprobe

einer Sollzahl von 750 Leukozyten/ul bzw. 0,75 Leukozyten/ul.

1000 5
E 4 Cv347

100 E CV5.38

Cv 953

CV11.20

Cv5.383

Leukozytenzahl [1/ul]

Cv26.9L

E Restleucozyten im gefilterten Blut (0.9 Zellen pro pl)

10 100 1000 10000
Verdiinnung

Abbildung 7: Verdiinnungsreihe ungefilterte Erythrozytenkonzentrate in gefilterten

Erythrozytenkonzentraten.

Jede Verdiinnungsstufe wurde dreimal gemessen.

Die Korrelation nach Pearson betragt 0,997 und ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig)
signifikant.

Die Restleukozyten im gefilterten Blut (0,9 Zellen pro Mikroliter) geben den Leerwert
des gefilterten Erythrozytenkonzentrates an. Dabei handelt es sich um Zellen, die auch
bei sehr hohen Verdinnungen oder in den unverdiinnten gefilterten

Erythrozytenkonzentraten nachweisbar sind.
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3.2 CyFlow®

3.2.1 Ubersicht

Insgesamt wurden 991 leukozytenreduzierte Thrombozytenkonzentrate mit Hilfe der
Flowcytometrie untersucht. Dabei galt es, aufgrund unvollstindiger Eliminierung im

Konzentrat verbleibenden Restleukozyten nachzuweisen und zu quantifizieren

Tabelle 7: Deskriptive Statistik des Messwerte

Leukozyten pro pl Leukozyten pro Einheit
Minimum 0,05 0,01
Maximum 200,50 46,14
Median 2,28 0,53
Mittelwert 1,35 031
Standardabweichung 7,40 1,73
Varianz 54,79 2,98
Richtwert [46] 4 1x10°
Anzahl der Proben, die den 73 59
Richtwert iiberschreiten
Prozentualer Anteil der
Proben, die den Richtwert 7,4 6,0
iiberschreiten

Aufgelistet sind die Leukozytenwerte in Thrombozytenkonzentraten. Alle oben
wiedergegebenen Werte ergeben sich aus 991 gemessenen Blutprodukten, wobei
Minimum und Maximum den niedrigsten und hochsten gemessenen Leukozytenwert
beschreiben. Es ergibt sich fiir das Thrombozytenkonzentrat mit dem hochsten WBC —
Wert demzufolge eine 46-fache Uberschreitung des Grenzwertes.

Die Abweichung der Werte in den Spalten ,,Leukozyten pro ul*“ und ,,Leukozyten pro
Einheit“ ist auf die unterschiedlichen Beutelgewichte, Bruttogewichte und
Nettovolumina, die bei der Berechung der ,,Leukozytenzahlen pro Einheit“ Eingang
finden, zuriickzufiihren.

Von den insgesamt 991 getesteten Blutprodukten tiberschritten 59 den Richtwert.
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Mit 0,05 Leukozyten/ul wurde der niedrigste Wert gemessen, wihrend der hochste bei
200,5 Leukozyten/ul lag. Die Leukozytenkontamination sollte laut COUNCIL OF EUROPE

nicht mehr als 4 Leukozyten/ul betragen.

3.2.2 Dotplot-Darstellungen

Messtechnisch lassen sich kernhaltige Zellen unterschiedlich darstellen. Ein in dieser
Arbeit angewandtes Verfahren misst die DAPI-Fluoreszenz bei zwei unterschiedlichen
Wellenldngen (im blauen Bereich bei 455 nm und im orangen Bereich bei 570 nm).
Dies ermdglicht begrenzte Spektren und somit den Vergleich zweier Darstellungen in
einem Zwei-Parameter Dotplot. Die Leukozytenzahlen lassen sich iiber ein
Auswertefenster (Gate) bestimmen

Exemplarisch werden die Ergebnisse dreier Proben mit unterschiedlich starker

Leukozytenkontamination herausgegriffen.
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Abbildung 8: Messung eines Thrombozytenkonzentrates mit geringer Leukozyten-
kontamination (0,65 Leukozyten/ul) in der Dotplot -Darstellung (A) und
der Ein-Parameter-Darstellung (B)

Die Zahl der Ereignisse im Auswertefenster bzw. Gate wurde

softwaregesteuert errechnet und ausgedruckt.
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Abbildung 9: Messung eines Thrombozytenkonzentrates mit hoher
Leukozytenkontamination (9,55 Leukozyten/pl). In der Dotplot -
Darstellung (A) ist ein Cluster und in der Ein-Parameter-Darstellung (B)

ein Peak fiir intakte Leukozyten klar abgrenzbar
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Abbildung 10: Messung eines Thrombozytenkonzentrates mit Debris-Kontamination
(162,4 Ereignisse/ul)

Ein Cluster (A) oder Peak (B) fiir intakte Leukozyten ist nicht zu
erkennen
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Beim Vergleich der Abbildung 9 mit der Abbildung 10 féllt die deutlich
unterschiedliche Verteilung der Dots auf.

Wiéhrend in Abbildung 9 eine relativ scharf abgegrenzte Leukozytenpunktwolke
erkennbar ist, fehlt diese in Abbildung 10 génzlich.

Auch die absolute Anzahl der Dots variiert. Hier siecht man statt eines isolierten

Zellclusters ein breites Band an Dots, das sich zu den hohen Kanile hin verjlingt.

3.2.3 Gegentberstellung der einzelnen Apherese-Gerate

Die Thrombozytenkonzentrate wurden an 16 unterschiedlichen Zellseparatoren
gewonnen. Es galt nun im Rahmen dieser Studie, die einzelnen
Leukozytenkontaminationen den entsprechenden Geridten zuzuordnen. Tabelle 8 gibt

einen Uberblick iiber die mittlere Zahl der Leukozyten in Produkten.

Tabelle 8: Deskriptive Statistik der einzelnen Apherese-Geritetypen

[Leukozyten/Einheit]
Geratetyp | N | Minimum | Maximum | Mittelwert | Standard-
abweichung
Al 72 0,04 4,60 0,4967 0,5998
A2 88 0,04 2,93 0,3897 0,4145
A3 51 0,03 46,14 1,7343 6,5880
A4 86 0,05 10,63 0,5469 1,1602
A5 23 0,05 1,17 0,2796 0,2468
A6 63 0,07 8,94 0,7914 1,8088
Cl1 83 0,01 1,11 0,3294 0,2208
C2 42 0,06 7,25 0,6500 1,3371
C3 38 0,02 1,22 0,3400 0,2795
C4 75 0,02 11,75 0,4745 1,3462
Cs 21 0,04 2,66 0,4300 0,5439
C6 24 0,04 1,02 0,3504 0,2463
C7 34 0,07 1,09 03715 0,2542
C8 81 0,04 2,34 0,4510 0,4074
Tl 112 0,04 1,70 0,4141 0,3140
T2 98 0,05 6,54 0,5251 0,9305

Insgesamt wurden 16 unterschiedliche Gerite getestet.
Es sind jeweils mit N die Zahl der aufgearbeiteten Probe, mit Minimum und Maximum

die niedrigsten und hochsten Zahlwerte wiedergegeben.
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Tabelle 9: Anzahl der Grenzwertiiberschreitungen von maximal zuldssiger

Leukozytenkontaminationen in Thrombozytenkonzentraten, aufgeschliisselt
nach Zellseparatoren

Al|A2 |A3|A4[AS5S|A6|C1[C2|C3|C4|C5[C6[CT|C8|T1|T2

Anzahl der
Proben, die den
Richtwert pro | 4 5 8 6 1 5 1 4 2 3 1 1 1 71515

Einheit

iiberschreiten
Bestitigung
durch Kontroll- | 0 0 4 1 0 1 0 0 0 0 0 01010 1 0
versuch

1,00

0,75

0,50

Leukozyten/ Einheit

025

0,00

A2 A4 A6 Cc2 Cc4 C6 (O]

Geratetyp

Abbildung 11: Boxplot-Darstellung fiir die einzelnen Gerateuntertypen [Leukozyten pro
Einheit]

Ein Boxplot ist ein zusammenfassender Plot mit der Ausgabe des Medians, der
Quantilwerte sowie der Extremwerte. Die Boxplots bestehen aus ,,Késten®, die 50% der
Werte enthalten. Diese fallen zwischen das 25. und 75. Perzentil.

In Abbildung 11 und 12 sind diese Kistchen unterschiedlich schraffiert. Bei gleicher
Schraffierung handelt es sich um den gleichen Geritetyp.

Linien erstrecken sich vom Kasten zum hochsten (Maximum) und zum niedrigsten
(Minimum) Wert. Ausreifler- und Extremwerte werden hierbei ausgeschlossen und
separat als Kéastchen (Ausreifler) bzw. Sternchen (Extremwerte) dargestellt. Ausreiller

sind dabei die Fille, deren Werte zwischen dem 1,5- und 3-fachen der Boxldnge vom
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hochsten oder niedrigsten Wert der Box liegen. Extremwerte iibersteigen das 3-fache
der Boxlénge.
Auf die Darstellung von Extremwerten wird in dieser Abbildung verzichtet, da eine

ibersichtliche graphische Darstellung sonst nicht mehr moglich ist.

Im Folgenden wurden zusammenfassend nur die drei Haupttypen der einzelnen Geréte
(A, C, T) in Boxplots gegeniibergestellt. Dabei wurden die Leukozytenzahlen bezogen

auf eine Transfusionseinheit.

1,00 =

asmmanan s

0,50 =

Leukozyten/ Einheit

025 = B L0000

0,00 =

A C T

Geratetyp

Abbildung 12: Boxplot-Darstellung fiir die drei Apherese-Gerédtetypen [Leukozyten pro
Einheit]
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3.3 Prazisionsversuche

3.3.1 SYSMEX

Zur Validierung der durchfluBzytometrischen Messung der Leukozyten in den
Thrombozytenkonzentraten wurde téglich eine Kontrollzdhlung mit dem SYSMEX K-
1000 parallel durchgefiihrt. Jeweils drei Messergebnisse des CyFlow® wurden drei
Messergebnissen des SYSMEX gegentibergestellt.

Die Korrelationen nach Pearson aller Soll- und Ist-Werte ist auf dem Niveau von 0,01

(2-seitig) signifikant und wird in Tabelle 10 wiedergegeben.

Tabelle 10: Korrelation nach Pearson von CyFlow® und SYSMEX

CyFlow® | CyFlow® | CyFlow® [SYSMEX 1|SYSMEX 2|SYSMEX 3
1 2 3

CyFlow® 1 1,000, 0,936 0,918 0,901 0,848 0,856
CyFlow® 2 0,936 1,000 0,970 0,910 0,879 0,873
CyFlow® 3 0,918 0,970 1,000, 0,899 0,870 0,364
SYSMEX 1 0,901 0,910 0,899 1,000 0,996 0,991
SYSMEX 2 0,848 0,879 0,870 0,996 1,000 0,995
SYSMEX 3 0,856 0,873 0,364 0,991 0,995 1,000,

Die folgende Abbildung 15 zeigt die lineare Regression mit dem 95,0%

Vorhersageintervall fiir den Einzelwert
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Abbildung 13: Lineare Regression mit 95,0% Vorhersageintervall der
Leukozytenzahlen im Vollblut von CyFlow® und SYSMEX
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3.3.2 Ballast-Zahlkammer

Die mikroskopische Zdhlmethode wurde an Proben angewandt, die im Flowzytometer
als kontaminiert identifiziert wurden. Insgesamt wurden 14 von 59 kontaminierten
Proben gezihlt.

In der folgenden Abbildung 14 stimmen vier der vierzehn Messergebnisse sehr exakt
iiberein. Diese Werte befinden sich jeweils im Bereich der hoheren Leukozytenzahlen
(ab 8 Leukozyten/ul).

Alle iibrigen Werte ergaben in der Ballastzidhlkammer Leukozytenzahlen zwischen 0
und 1,1 Leukozyten/ul, wohingegen die CyFlow®-Bestimmung Werte zwischen 2,5
und 47 Leukozyten/ul ergaben. Sechs Werte, bei denen keine Leukozyten in der
Ballastzahlkammer zu finden waren, liegen direkt auf der Y-Achse und sind deshalb in
der Abbildung nur schlecht erkennbar.

Damit wird gezeigt, dass es sich nur bei diesen vier Werten tatsidchlich um
leukozytenkontaminierte Proben handelt, wohingegen die iibrigen Werte durch die
Ballastzahlkammer nicht bestétigt werden konnten. Der Korrelationskoeffizient dieser

vier Werte betragt 0,998.

100

CyFlow (Leukozyten/ul)
I

0.1 ——r — ——rr
0.1 1 10 100

Ballastzéhlkammer (Leukozyten/pl)

Abbildung 14: Vergleich der durchflulzytometrischen Z&hlung mit der
Ballastzdhlkammer

Aufgetragen wurden flowzytometrische und mikroskopische Zéhlergebnisse derselben

Probe. Die diagonale Gerade gibt die Verteilung der identischen Zahlergebnisse wieder.
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3.3.3 Immunologischer Nachweis von Leukozyten (CD45 Messung)

Bei den DNA —Messungen mit dem CyFlow® wurden 59 Thrombozytenkonzentrate als
,.kontaminiert™ beurteilt. Ziel war es, zwischen solchen Proben zu unterscheiden, bei
denen tatsdchlich ein Leukozytenpeak zu finden war, und solchen, bei denen Debris
einen erhohten Leukozytenwert vortduschte. Zur genaueren Differenzierung solcher
Ergebnisse wurden diese Proben mit einem monoklonalen Antikérper gegen das

leukozytenspezifische Oberfldchenantigen CD45 geférbt.

Die Abbildung 15 A und B zeigt als Beispiel zwei Histogramme der Analyse. In A
wurden mit Hilfe der Quadrantenanalyse im Feld Q1 30,9 Leukozyten gefunden,
wihrend in B, eine Probe mit hohen Debriswerten, keine Leukozyten nachgewiesen
wurden. Bei den errechneten 0,16 Leukozyten/ul handelt es sich lediglich um

Hintergrundfluoreszenz und kann damit vernachlissigt werden.

A B
04: 3.79% Q2 1 E5% - G4 0.03% 0Z: 3.90%
1140 7 mil A70 7 ml S0 ml 450 ) ml

-
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Abbildung 15: Immunologischer Nachweis von Leukozyten in einem
Thrombozytenkonzentrat mit einer Leukozytenkontamination von 30,9
Leukozyten/pul (A) bzw. von 0,16 Leukozyten/ul (B)

Anmerkung:
1140 Zellen/ml  x 27,1 (Verdiinnungsfaktor) : 1000 = 30,9 Leukozyten /ul
5Zellen/ml x 27,1 (Verdiinnungstaktor) : 1000 0,16 Leukozyten /ul
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In der folgenden Abbildung wurden die Ergebnisse des CyFlow® denen der CD45-

AntikOrpermessung gegeniibergestellt:
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Abbildung 16: Vergleich der immunologischen und der DNA-Nachweismethode

Drei der dreizehn CD45-Messungen stimmen sehr exakt mit der CyFlow®-Messung
iiberein. Diese Werte befinden sich jeweils im Bereich der hoheren Leukozytenzahlen
(ca. 30 Leukozyten/pl).

Alle iibrigen Werte ergaben in der CD45-Antikdrpermessung Leukozytenzahlen von
unter einem Leukozyten/ pl, bei denen die CyFlow®-Bestimmung Werte zwischen 4
und 40 Leukozyten/ul ergeben. Auch in dieser Abbildung erscheinen zwei Werte nicht,
da bei diesen Konzentraten keine Leukozyten in der CD45-Zdhlung nachgewiesen
werden konnten.

Drei Werte liegen direkt auf der Y-Achse und sind deshalb auf der Abbildung nicht
erkennbar. Bei diesen Proben wurden keine Leukozyten in der CD45-Zihlung
gefunden.

Damit wurde gezeigt, dass es sich nur bei diesen drei Werten tatsdchlich um
leukozytenkontaminierte Proben handelt, wohingegen die iibrigen Werte durch die

CD45 Messung nicht bestdtigt werden konnten.
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Statistische Auswertung

Die Leistungsfahigkeit eines Labortests als diagnostisches Kriterium wird beschrieben
durch seine Sensitivitdt und Spezifitit:

Die Sensitivitat ist ein MaBl fiir die Empfindlichkeit eines Tests. Sie gibt die
Wabhrscheinlichkeit an, mit der eine Blutprobe, die den Richtwert iiberschreitet, im Test
als positiv erkannt wird.

Die Spezifitdt hingegen ist ein MalB fiir die Eindeutigkeit ecines Tests. Sie gibt die
Wabhrscheinlichkeit an, mit der eine nicht kontaminierte Blutprobe als negativ erkannt

wird.

Bei unserer Untersuchung von 991 Proben wurden - wie unter Punkt 3.3.2 und 3.3.3
beschrieben - 7 Messwerte gesichert als Leukozyten-kontaminierte identifiziert. Diese

Blutproben iiberschritten den Richtwert von 10° Leukozyten/ Einheit.

Testergebnis T Wirklichkeit W
Kontamination Keine Kontamination
mit Leukozyten [+] mit Leukozyten [-]
positiv 7 52 59
negativ 0 932 932
7 984 991

Sensitivitdt und Spezifitit sind in der Sprache der Statistik nichts anderes als bedingte
Wabhrscheinlichkeiten:

Sensitivitit: P(T=[+)/W=[+]) =7/7 =1

Spezifitit:  P(T=[-]/ W=[-]) =932/984 =0,947

Es werden 100% der Blutproben, die tatsichlich den Richtwert von 10° Leukozyten/
Einheit tiberschritten, im Test als positiv erkannt (Sensitivitit).
Dem gegeniiber sind 94,7% der tatsdchlich nicht kontaminierten Blutproben im Test

negativ (Spezifitit).
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In der Praxis mochte man aber auch wissen, wie gro3 bei gegebener Sensitivitidt und
Spezifitit die Wahrscheinlichkeit ist, dass eine im Test positive Probe tatsdchlich

kontaminiert ist, bzw. eine im Test negative Probe tatsidchlich nicht kontaminiert ist.

Fiir diese beiden bedingten Wahrscheinlichkeiten gilt:
Positiver pradiktiver Wert: P(W =[+]/T=[+]) =7/59 =0,118
Negativer pradiktiver Wert: P(W =[-]/ T=[-]) =932/932 =1

Um zu iiberpriifen, ob die vom COUNCIL OF EUROPE vorgeschriebene Kontrolle von
mindestens 1 % der Proben ausreicht, um alle kontaminierten Proben zu identifizieren,

sollten folgende Fragen beantwortet werden:
1. Mit welcher Wabhrscheinlichkeit findet man bei der vorgeschriebenen
Mindestkontrolle von 1 % alle fehlerhaften Proben?

2. Mit welcher Wahrscheinlichkeit findet man zumindest einen Ausrei3er?

Ad 1: Mit welcher Wahrscheinlichkeit findet man bei der vorgeschriebenen

Mindestkontrolle von 1 % alle fehlerhaften Proben?

Hierbei dient die Binomialverteilung als Modell, da bei dem Versuch zwei
Moglichkeiten gegeben sind und diese mit den Wahrscheinlichkeiten p bzw. 1-p
auftreten. Auflerdem liegen n unabhédngige Versuche mit der gleichen

Einzelwahrscheinlichkeit p vor.

Wie grof} ist die Wahrscheinlichkeit ,,P*, dass bei ,,n* Stichproben genau ,,X* davon den

Richtwert iiberschreiten? Dieses ,,P* hdngt von ,,n“, ,,x*, und ,,p* ab. Dabei gilt:

N = Anzahl der Blutproben = 991

n = N * 1% = Anzahl der Stichproben ~ 10

p = Wabhrscheinlichkeit dafiir, dass eine beliebige Stichprobe den Richtwert
iiberschreitet

Die Wahrscheinlichkeit p ist streng genommen unbekannt. Aufgrund der hohen Zahl N
der untersuchten Blutproben kann man aber ansetzen:

p= 7/991=10,7064 % = 0,007064
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Gemal der Binomialverteilung errechnet sich P folgendermaf3en:
n X n-x
P=P(n,x,p)= N Up ™ L1 = p)

Damit ergibt sich die Wahrscheinlichkeit aus P (10, 7, 0,007064) = 1,03 ¢ 10713,

Somit findet man bei der vorgeschriebenen Mindestkontrolle von 1 % mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 1,03 ° 10" alle fehlerhaften Proben.

Diese Wahrscheinlichkeit liegt praktisch bei Null.

Ad 2: Mit welcher Wahrscheinlichkeit findet man zumindest einen Ausreifer?

Die folgende Tabelle verdeutlicht, mit welcher Wahrscheinlichkeiten man in den
untersuchten Blutproben welche Anzahl von Ausreilern findet. Hierbei gilt

entsprechend wie oben:

p = Erfolgswahrscheinlichkeit fiir eine einzelne Probe (0,007064)
n = Anzahl der Tests (10)
X = Anzahl der erfolgreichen Tests ,,Ausreifler*

Tabelle 11: Wahrscheinlichkeiten fiir die Anzahl der ,,Ausreiffer

X P(n,x,p) 1-P(n,x,p)
0 0,931563724 0,068436276
1 0,06627382

2 0,0021217

3 4,02515E-05

4 5,01129E-07

5 4,27819E-09

6 2,53635E-11

7 1,0311E-13

8 2,75081E-16

9 4,34888E-19

10 3,0939E-22

Das folgende Histogramm zeigt noch einmal deutlich, wie gering die
Wahrscheinlichkeiten werden, sobald man mehr als einen kontaminierten Fall mit der

vorgeschriebenen Mindestpriifung von 1% aller Blutproben finden will.
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Abbildung 17: Logarithmische Darstellung der Wahrscheinlichkeitsverteilungen

Die Wahrscheinlichkeit, mindestens einen Ausreiller zu finden, liegt bei 6,8 %.

3.4 Zeit und Kostenaufwand

Wie bereits eingangs erwahnt, benotigt man fiir die mikroskopische Zahlung 20-30 min
pro Probe. Somit ist diese Methode fiir die Zéhlung aller hergestellten Blutprodukte
ungeeignet. Im Gegensatz dazu bendtigt man fiir die automatische Zellzdhlung mit dem
CyFlow® 2 min fiir jede einzelne Probe. Darin eingeschlossen ist bereits die Zeit fiir die
Aufarbeitung und Zdhlung der Probe.

Neben dem zeitlichen Aufwand entscheidet auch der Kostenfaktor iiber die
Praktikabilitdt einer automatischen Zéhlmethode in der Laborroutine.

Die Anschaffungskosten fiir ein CyFlow® betragen ca. 20.000 €. Die laufenden Kosten
setzen sich aus folgendem zusammen:

Alle 300 ,,Mess-Stunden* wird eine neue HBO-Lampe erforderlich. Umgerechnet auf
eine ,,Mess-Stunde® betragen die Kosten ca. 0,3 €.

0,9 ml Dapi sind fiir jede Probe nétig, die Kosten hierfiir belaufen sich auf ca. 0,15 €.
Weitere 0,15 € sind fiir Probenrohrchen, Messspitzen und dhnliches notwendig.

Die Kosten fiir jede einzelne Messung liegen somit unter einem Euro, wobei hierbei die

einmaligen Anschaffungskosten nicht beriicksichtigt wurden.
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4 Diskussion

1.1 Bedeutung der quantitativen Leukozytenzahlung in
Thrombozytenkonzentraten

Das in dieser Studie beschriebene Verfahren der volumetrischen Messung kernhaltiger
Zellen mit dem DurchfluBzytometer wurde genutzt, um eine zelluldre Kontamination
von leukozytenreduzierten Thrombozytenkonzentraten zu bestimmen.

Auf die schweren Komplikationen und langwierigen Folgen einer solchen
Kontamination durch Leukozyten wurde in dieser Arbeit bereits ausfiihrlich in der
Einleitung eingegangen.

Ziel ist es somit, Nebenwirkungen zu vermeiden oder zumindest so gering wie moglich
zu halten.

Verschiedene  Studien haben gezeigt, dass sogar verhdltnismédBig kleine
Leukozytenzahlen in Blutprodukten noch negative Auswirkungen auf den Empfanger
haben konnen.

VAN MARWIK KOOY ET AL. untersuchten den Einfluss der Leukozytenkontamination in
Thrombozytenkonzentraten auf die Entstehung von Alloimmunisierung im HLA-
System bei leukdmiekranken Patienten. Diejenigen, die Thrombozytenkonzentrate mit
durchschnittlich 35 x 10° Leukozyten pro 6 Einheiten, entsprechend ca. 5,8 x 10°
Leukozyten pro Einheit, erhielten, entwickelten in 42% der Fille eine
Alloimmunisierung. Bei den Patienten, die Thrombozytenkonzentrate mit
durchschnittlich < 5 x 10° Leukozyten pro 6 Einheiten, entsprechend weniger als 1 x 10°
Leukozyten pro Einheit, erhielten, ergab sich immerhin in 7% der Félle eine
Alloimmunisierung [60].

Den Versuch, eine Art Schwellenwert fiir das Auftreten von Komplikationen
anzugeben, machten zum Beispiel FISCHER ET AL. Threr Meinung nach soll eine
Alloimmunisierung im HLA-System bereits bei Werten von weniger als 5 x 10°
Leukozyten pro Transfusionseinheit moglich sein [15].

So wird deutlich, dass die genaue Quantifizierung von Leukozyten von grof3ter
Bedeutung ist. Hochwertige Kontrollgerdte miissen zum Einsatz kommen, um diese

notwendige Qualititssicherung zu gewihrleisten.
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Die zentrale Frage dieser Arbeit war, ob die durchfluBzytometrische Messung
kernhaltiger Zellen geeignet ist, den hohen Anspriichen der Qualitédtssicherung gerecht

zu werden.

1.2 Validierung der Versuchsmethode

Es wurden in der Literatur verschiedene automatisierte Verfahren zur Messung von
Restleukozyten vorgestellt. All diese Techniken bendtigen ein Referenzsystem. In
dieser Arbeit wurde ein neues, volumetrisches Verfahren zur Absolutzihlung gepriift,
das in Kombination mit einem einfachem Farbeprotokoll eine kostengiinstige
Alternative zur manuellen Zahlung darstellt.

Das CyFlow, ein auf Volumenmessung basierendes Durchfluzytometer, wurde auf
seine Eignung zur Quantifizierung von Restleukoyten in Thrombozytenkonzentraten
getestet.

Ein ebenfalls auf Volumenmessung beruhendes Gerit, das CCA (Cell Counter and
Analyser), wurde bereits erfolgreich fiir die Messung von Restleukozyten in
Erythrozytenkonzentraten validiert [8].

Wie fiir das CCA beschrieben, wurden auch fiir das CyFlow die Linearitét, Richtigkeit
und Reproduzierbarkeit der Messwerte untersucht. Hierzu wurde Vollblut mit bekannter
Leukozytenkonzentration (aus einer SYSMEX-Zéhlung) zum einen in Phosphatpuffer

und zum anderen in doppelt filtrierten Erythrozytenkonzentraten seriell verdiinnt.

Die Daten zeigten eine gute Linearitit der automatischen Zihlmethode bei einer
Korrelation nach Pearson von 0,993 fiir Phosphatpuffer und 0,997 fiir das
Erythrozytenkonzentrat.

Ebenso konnte eine gute Reproduzierbarkeit gezeigt werden mit Variationskoeffizienten
von 2,48 % bzw.3,47 % bei hohen Leukozytenkonzentration von 460/ul bzw. 750/ul
und 27,15% bzw.26,1% bei niedrigen Leukozytenkonzentrationen von 0,46/ul bzw.
0,75/ul.
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Verdiinnungsreihen, die auf einem dhnlichem Prinzip beruhen, sind in der Literatur
schon mehrfach erwihnt worden. So beschrieben DZIK ET AL mit 0,1 Leukozyten/ul eine
vergleichbare Sensitivitdtsgrenze fiir die durchfluzytometrische Zahlmethode [13].
Auch VACHULA ET AL. [58] gaben einen linearen Zusammenhang zwischen erwartetem
und gemessenem Wert bis zu einer Schwelle von 5 Leukozyten/ul an.

Ahnliche Ergebnisse finden sich sowohl bei LuTz [26] als auch bei REBULLA ET AL.
[43], die zufriedenstellende Ergebnisse bis zu einer Grenze von 0,3 bzw. 0,1
Leukozyten/pul vorweisen konnten.

Die Richtigkeit der volumetrischen Absolutzihlung beruht im Wesentlichen auf der
Erfassung eines konstanten Messvolumens. Fiir das Volumen des CyFlow garantiert der

Hersteller einen CV von 2,4%.

1.3 Prazisionsversuche

Der Hamatologiecounter SYSMEX K-1000 (Kobe, Japan) ist, wie in 2.4.1 beschrieben,
ein vollautomatisches Hadmatologie—Analysegerdt. Es dient zur quantitativen in-vitro-
Diagnostik in klinischen Laboratorien.

Zur Validierung der durchflulzytometrischen Messung von Leukozyten in den
Thrombozytenkonzentraten wurden tiglich Kontrollzahlungen mit dem SYSMEX K-
1000 durchgefiihrt. Hierzu wurden die Leukozyten einer frischen Vollblutprobe
zundchst dreimal mit dem SYSMEX gemessen und parallel dazu mit dem
Durchfluflzytometer CyFlow®. So war ein direkter Vergleich der Gerdte moglich.
Tabelle 10 zeigt die Korrelation nach Pearson fiir die Messdaten von CyFlow® und
SYSMEX.

Der Korrelationskoeffizient flir diese beiden Messmethoden lag zwischen 0,848 und
0,91. Die Ergebnisse in Abbildung 13 bestitigen diesen Sachverhalt. Hier sieht man,
dass alle korrelierenden Werte innerhalb des Vorhersageintervalls liegen.

Die Schwankungen beim Vergleich der Einzelmessungen lassen sich mit einer nicht

ganz optimalen Durchmischung der Blutbestandteile im Blutplasma erkléren.
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Zusammenfassend kann somit fiir die Prazisionsversuche festgestellt werden, dass eine
gute Reproduzierbarkeit der durchfluzytometrischen Messergebnisse besteht.

Die Referenzwerte des Himatologiecounters stimmen gut mit den flowzytometrischen
Daten {iiberein. Alle volumetrischen Messwerte liegen innerhalb des 95 %-
Vorhersageintervalls.

Bei niedrigen Konzentrationen ist die SYSMEX-Messung der durchfluBzytometrischen
Messung jedoch unterlegen. Der Hamatologiecounter liefert nur bis zu einer
Konzentration von minimal 100 Zellen/ul zuverldssige Messergebnisse. Die
durchfluBzytometrische Messung kernhaltiger Zellen hingegen kann bis zu 0,1
Leukozyten/ul exakt zdhlen.

Deshalb wurden nur Vollblutproben, mit entsprechend hohen Zellzahlen, fiir den

Vergleich von SYSMEX und Durchflulzytometrie verwendet.

Seit Jahren gilt die mikroskopische Zihlung von Leukozyten im Blut oder in
Blutbestandteilen mit Hilfe der Ballastzidhlkammer als anerkannte Standardmethode
[27,43]. Sie ist neben der DurchfluBzytometrie die am haufigsten beschriebene Methode

zur Quantifizierung von Leukozyten in leukozytenarmen Blutprodukten.

In dieser Studie wurden die Blutprodukte, die mit volumetrischer Messung erhdhte
Leukozytenzahlen aufwiesen, mit der Ballastzahlkammer tiberpriift.

Neben solchen Proben, die eindeutig mit Leukozyten kontaminiert waren, gab es
Produkte, die zwar erhdhte Messwerte im Durchfluzytometer zeigten, aber bei denen
die Zuordnung der Zédhlsignale zu den Leukozyten fragwiirdig war. Mit Hilfe der
Ballastzdhlkammer konnte eindeutig gezeigt werden, dass es sich bei thnen nicht um
Leukozyten handelte, sondern um fluoreszierende Partikel oder Zellabbauprodukte.

Die Zuordnung der Leukozyten im 2-Parameter-Dotplot erfolgte {iber
Referenzmessungen mit Vollblutproben. Ein Beispiel fiir ein korreliertes 2-Parameter-
Dotplot ist in Abbildung 4 zu sehen.

Nach dem Gating war in Hohe von Kanal 100 eine Punktwolke zu erkennen. Diese
Punktwolke reprasentiert G1- Zellen, also Zellen, die sich in der G1-Phase des
Zellzyklus befnden und daher den einfachen Gehalt an DNA im Zellkern besitzen.
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Die Hohe der Kanile korrelierte positiv mit der Menge an DNA. Dementsprechend
handelte es sich bei Signalen im Bereich von Kanal 200 um Zellen, die doppelt so viel
DNA enthielten wie G1 —Zellen. Diese als G2-Phase-Zellen bezeichneten Ereignisse
machten gewohnlich einen Anteil von weniger als 2 % am Zellzyklus aus. Bei ihnen
handelt es sich meistens nicht um Zellen vor der Meiose, sondern um Zellpaare.
Zwischen Kanal 100 und 200 waren die Zellen der S-Phase (Synthese-Phase) zu finden,
in der die DNA verdoppelt wird.

Unterhalb von Kanal 85 gemessene Signale reprisentierten Partikel, deren
Fluoreszenzintensitdt kleiner ist als die der normalen Leukozyten. In Einzelfillen
konnte der Anteil in Thrombozytenkonzentraten extrem hoch sein. Die Mehrzahl dieser
Signale setzte sich aus Zellbruchstiicken (Debris) oder anderem fluoreszierenden
Material zusammen. Bestétigt wurde dies durch die Untersuchung derselben Probe mit
dem Leukozytenmarker CD45 und parallelen Zahlungen mit der Ballastzidhlkammer.
Vereinfacht kann man also sagen, dass alle unbeschidigten Zellen, egal in welcher
Phase des Zellzyklus sie sich befanden, in dem Bereich zwischen Kanal 85 und Kanal
250 lagen. Der groBite Anteil, ndmlich etwa 98%, war in der G1-Phase und somit in
Hohe von Kanal 100 zu finden.

Wenn eine Blutprobe in dieser Weise untersucht wurde und sich eine klar
abzugrenzende Punktwolke in H6he von Kanal 100 abzeichnete, konnte man davon

ausgehen, dass es sich hierbei um Leukozyten in der G1-Phase des Zellzyklus handelte.

Diese Interpretation war auch auf die Untersuchung leukozytendepletierter
Thrombozytenkonzentrate {ibertragbar. Eine Punktwolke in der Dotplot-Darstellung im
Bereich der Leukozyten zeigte, dass es sich um ein leukozytenkontaminiertes
Thrombozytenkonzentrat handelte. Die exakte Konzentration wurde durch das Gerit

ermittelt.

Der vom COUNCIL OF EUROPE zuldssige Grenzwert fiir leukozytenreduzierte
Thrombozytenkonzentrate liegt bei 1x10° Leukozyten pro Einheit, entsprechend ca. 4
Leukozyten pro Mikroliter.

Wenn nun der Fall eintrat, dass
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1. eine klar abgrenzbare Leukozytenpunktwolke in Hohe Kanal 100 zu erkennen
war und diese

2. den maximalen Hochstwert von 4 Leukozyten pro pl tiberschritt,
konnte davon ausgegangen werden, eine Probe gefunden zu haben, welche den
Grenzwerten des COUNCIL OF EUROPE nicht geniigt.
Es fand sich eine klare Beziehung zwischen abgrenzbaren Leukozytenpunktwolken mit
de facto liber den Grenzwert erhdhten Leukozytenkonzentrationen einerseits und nicht
klar abgrenzbaren Punktwolken, bei denen sich erhdhte Leukozytenkonzentrationen
nicht bestdtigten (Beispiele hierfiir Abbildung 9 und Abbildung 10)
Bei Proben mit nicht klar abgrenzbaren Punktwolken konnte man eine Art Kontinuum
von fluoreszierenden Ereignissen erkennen, das in Richtung niedriger Kanéle an
Hiufigkeit zunimmt. Die meisten Ereignisse sind somit in Hohe niedriger Kandle zu
verzeichnen. Diese Verteilung der Ereignisse ldsst sich auch eindrucksvoll am
entsprechenden Ein-Parameter-Diagramm erkennen. Hier kann man die hohe Anzahl
von ,,Counts* im Bereich nahe Null und den raschen Abfall an Ereignissen in Richtung
hoherer Kanidle klar erkennen. Diese bilden die Form einer Hyperbel. Ein
Leukozytenpeak ist nicht erkennbar.
Diese Ereignisse bei niedrigen Kandle stammen, wie oben bereits beschrieben, nicht
von ,unbeschddigten Zellen. Ein solches Produkt diirfte trotz fehlender
Leukozytenpunktwolke medizinisch zumindest sehr problematisch sein. Um eine
mogliche Gefdhrdung des Patienten auszuschlieBen, sollten diese Proben nicht zur
Thrombozytenspende eingesetzt werden.
Mogliche Erklarungen fiir die Ursache dieser Ereignisse sind:

1. Zelltriimmer, die noch eine geringe Menge an DNA enthalten, welche fiir die

Fluoreszenzsignale verantwortlich ist.

2. aggregierte Thrombozyten,

3. Kontamination bei der Probenbereitung oder -messung
Auch solche Blutproben wurden in der Ballastzdhlkammer tiberpriift. So konnte sicher
nachgewiesen werden, dass es sich hier nicht um Leukozyten handelt. Eine
Unterscheidung zwischen Leukozytenkontamination und Verschmutzung durch Debris

ist so moglich.
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Bei den Messungen leukozytendepletierter Thrombozytenkonzentrate wurden insgesamt
4 Proben, die in Dotplot-Darstellungen auf eine wirkliche Leukozytenkontamination
hinwiesen, in der Ballastkammer gepriift.

Diese doppelt gemessenen Werte (CyFlow® und Ballastzahlmessung) zeigten eine hohe

Korrelation (Abbildung 14). Der Korrelationskoeffizient betrug 0,998.

Ahnliche Untersuchungen sind in der Literatur zahlreich beschrieben worden:

So konnten LuTz ET AL. einen Korrelationskoeffizienten von 0,9996 fiir die
Zidhlergebnisse der Ballastzéhlkammer und der DurchfluBzytometrie angeben. Hier
ergab die Zahlung in der Ballastzahlkammer in einem Zdhlbereich von weniger als 2
Leukozyten pro Mikroliter allerdings einen Variationskoeffizienten von 40%. MASSE ET

AL. konnten einen Korrelationskoeffizienten von 0,974 ermitteln.

Insgesamt wurden 14 von 59 Proben mit auffallend hohen Werten im
Durchflulzytometer mit Hilfe der Ballastzdhlkammer kontrolliert. Der Vergleich der
Ergebnisse aus Ballastzéhlkammer und DurchfluBzytometer zeigte jedoch, dass 10
dieser 14 Proben lediglich Verunreinigungen enthielten, die einen erhdhten
Leukozytengehalt vortduschten. Diese 10 Proben waren aufgrund eines nicht
abgrenzbaren Leukozytenclusters im Dotplot aufgefallen. Die Verteilung der Messwerte
in Form eines Kontinuums lief auf eine Verunreinigung schlieBen. Da eine verminderte
Qualitdt durch diese Verunreinigung nicht auszuschlieBen ist, sollten diese Blutprodukte
zundchst keinem Patienten transfundiert werden.

Es ist sicherlich sinnvoll, solche verunreinigten Proben weiteren Untersuchungen
zuzufiihren.

Abbildung 16 veranschaulicht dieses Ergebnis: 4 der 8 Messwerte korrelieren gut mit
der Ballastzahlkammer und liegen im Bereich der Diagonalen (die ideale Linie bei
identischen Messwerten). Die restlichen Ergebnisse weichen hiervon ab. Bei den
iibrigen Messwerten konnten keine Leukozyten mit Hilfe der Ballastzidhlkammer
nachgewiesen werden. Diese Werte liegen somit direkt auf der Y-Achse.

Dementsprechend sind sie in der Abbildung nicht erkennbar.
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Abschliefend kann man festhalten, dass die Regressionsanalyse mit Hilfe der
Ballastzdhlkammer die Messergebnisse der Durchflulzytometrie bestdtigen konnte. Der
hohe Korrelationskoeffizient lidsst auf eine sehr gute Linearitit und Ubereinstimmung
des Durchfluzytometers schlieBen. Somit konnten die Ergebnisse, die die
Regressionsanalyse mittels Hadmatologiezéhlgerdt ergeben hat, nur bestitigt und

wiederholt werden.

Ein Vorteil der durchfluBzytometrischen Messung kernhaltiger Zellen gegeniiber der
Ballastzihlkammer liegt sicherlich darin, dass ein groBeres Nettoprobenvolumen
analysiert werden kann. Dies ist insofern wichtig, da die Grofle des Vertrauensintervalls
der Ergebnisse sowie die Sensitivitit der Messungen vor allem vom prozessierten
Probenvolumen abhéngt. Eine Arbeit liber Fehlerquellen bei der Bestimmung sehr
kleiner Leukozytenzahlen konnte dies bestitigen [11].

Die Ballastzihlkammer ermdglicht die Auswertung eines Probenvolumens von 2 x 50ul
= 100ul, aufgeteilt in zwei Zihlnetze. Bei einer 1:10-Verdiinnung der Probe entspricht
dies einem Nettoprobenvolumen von 2 x Spl.

Theoretisch muss mindestens eine Zelle pro 5 pl Probe (= 0,5 Zellen pro Mikroliter)
vorhanden sein, damit iiberhaupt ein positives Zahlergebnis moglich ist. Dies entspricht
der absoluten Nachweisgrenze. Die tatsdchliche Nachweisgrenze liegt nach DzIK um
den Faktor 10 bis 20 hoher, also bei 10 bis 20 Zellen pro 5 ul (= 2 bis 4 Zellen pro
Mikroliter) [12]. Damit wird gerade noch der Bereich der gewiinschten Empfindlichkeit
fiir die Produkte (mit 4 Zellen pro Mikroliter) erreicht.

Andere Autoren gaben Sensitivititsgrenzen von 0,5 Leukozyten pro Mikroliter an [33].

In der Durchflulzytometrie werden meistens Probenvolumina von 200 pl verwendet.
Bei einer Verdiinnung der Probe von 1:10 entspricht dies einem Nettoprobenvolumen
von 20 pl.

Das in dieser Arbeit benutzte CyFlow™-Gerit ermdglicht sogar ein Probenvolumen von
500 pl, entsprechend einem Nettoprobenvolumen von 50 pl. Somit wird im CyFlow®
gegeniiber der Kammerzdhlung ein 10-fach hoheres Volumen gemessen. Die

Sensitivitdt, gerade bei geringen Leukozytenkonzentraten, hingt von der Menge an
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prozessiertem Volumen ab [11]. Sogar ein Probenvolumen von einem Milliliter ist

technisch moglich, erfordert aber mit ca. 4 min eine lingere Messdauer.

Auch die durchschnittliche Dauer einer Probenmessung unterscheidet sich erheblich
zwischen der Ballastzdhlkammer und der flowzytometrischen Messung. So wird fiir
eine Zahlung in der Ballastkammer im Durchschnitt 10 — 30 Minuten veranschlagt [26,
28, 44]. Mit dem CyFlow® ist es moglich, innerhalb von 30 Minuten 15 Proben zu
messen. Die Messung jeder einzelne Probe dauert somit gerade einmal 2 Minuten. Die
Kosten fiir jede einzelne Zahlung betragen weniger als einem Euro. Mit 20.000 € liegt
der Anschaffungspreis fiir ein CyFlow® im Bereich der Kosten fiir ein einfaches

konventionelles Himatologie-Zahlgerit.

Unstrittig ist, dass die mikroskopische Zdhlmethode einiger Erfahrung bedarf und
zudem eine hohe Konzentration von dem Untersucher verlangt. So kénnen Zahlfehler
durch Miidigkeit und mangelnde Aufmerksamkeit entstehen (hoher intra- und
interindividueller Variationskoeffizient). Die hier vorgestellte durchfluBzytometrische
Technik ist ein vollautomatisches Zahlverfahren und damit weitgehend unabhéngig von
individuellen Einfliissen.

Fiir die Durchfiihrung der Messung ist keine speziell ausgebildete Fachkraft notig. Eine
kurze Einfiihrung von einigen Stunden im Umgang mit dem Gerit ist ausreichend.

Bei der Verwendung der Ballastzihlkammer sind der hohe zeitliche Aufwand und die
daraus resultierenden hohen Personalkosten als negative Punkte zu nennen. Das
Durchflufizytometer hat dagegen hohe Anschaffungskosten.

Die um den Faktor 10 grofere Sensitivitit und die Moglichkeit der Automatisierung
sprechen fiir die DurchfluBzytometrie. Die Vor- und Nachteile der automatischen
Leukozytenzihlung sind in einem Ubersichtsartikel von DZIK zusammengefasst worden

[12].

Der endgiiltige Nachweis, dass es sich bei den Messwerten auch tatsdchlich um
Leukozyten handelte, wurde mit Hilfe des Leukozyten-spezifischen CD45-Antigens

erreicht.
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In Abbildung 15 sind zwei als kontaminiert identifizierte Thrombozytenkonzentrate mit
einer Leukozytenkontamination von 30,9 Leukozyten/ul (A) bzw. von 0,16
Leukozyten/pul (B) zu sehen. In der in Abbildung 17 B gemessenen Probe waren keine
CD45-positiven Zellen nachweisbar. Dieses Ergebnis stimmte mit dem der
Kammermessung {iberein. Somit waren die flowzytometrischen Signale eindeutig nicht

auf Leukozytenkontamination zuriickzufiihren.

Insgesamt wurden 13 der 59 Proben, die im CyFlow als kontaminiert erfasst wurden,
mittels der CD45 Antikopermessung kontrolliert. Der Vergleich der Ergebnisse aus
CDA45-Zahlung und DurchfluBzytometer zeigte jedoch, dass 10 dieser 13 Proben
lediglich Verunreinigungen enthielten, die einen erhohten Leukozytengehalt
vortiduschten. Diese 10 Proben waren aufgrund des fehlenden Leukozytenclusters im
Dotplot aufgefallen. Die Verteilung der Messwerte in Form eines Kontinuums lie3 auf
eine Verunreinigung schlieen

In Abbildung 16 sind die 3 Proben mit wirklichen Leukozytenkontaminationen im
Bereich hoher Leukozytenwerte (ca. 30 Leukozyten/ul) dargestellt. In den niedrigeren
Bereichen sieht man vereinzelte Dots ohne linearen Zusammenhang zur
Regressionsgeraden. Diese stellen die Debriskontamination dar.

Der Korrelationskoeffizient der Leukozytenkontamination liegt bei —0,96. Dieser
negative Wert ldsst sich folgendermaflen erkldren: Alle im CyFlow® gemessenen
Leukozytenkontaminationen lagen zwischen 41 und 47 Leukozyten/ul. Da die Werte
somit in einem sehr engen Intervall liegen, wirken sich kleinste Abweichungen von der
Ideallinie = sehr viel stirker aus, als bei Proben unterschiedlicher
Leukozytenkonzentrationen. = Abweichungen der CD45-Messung  gegeniiber

Messergebnissen der Kernfarbung sind durch Lyse erklédrbar [3, 9, 18, 22].

Es wurden alle Proben, bei denen sich im CyFlow eine Leukozytenpunktwolke zeigte,
mit einer Prazisionskontrolle gezdhlt. Dies waren 7 der insgesamt 911 Proben. Von
diesen 7 Proben mit grenzwertiiberschreitender Leukozytenkontamination wurden 4
mittels Ballastzdhlkammer, die tibrigen 3 mit Hilfe der CD45-Zédhlung kontrolliert. Bei

allen 7 Proben konnte die Leukozytenkontamination so bestdtigt werden
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Die Sensitivitit des Testverfahrens betrigt somit 100%. Alle 7 kontaminierten Proben,
die den Richtwert liberschritten, wurden mit Hilfe der DurchfluBzytometrie als solche
erkannt. Allerdings sind nur 94,7 % der tatsichlich nicht kontaminierten Proben im Test
auch wirklich als negativ aufgefallen. Somit sind 5,3 % aller Proben zundchst
falschlicherweise im DurchfluBzytometer als kontaminiert bewertet worden. Durch
bereits detailliert beschriebenen optischen Kriterien konnten diese Proben als mit Debris
kontaminiert identifiziert werden.

Mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit kann man aber davon ausgehen, dass
eine Probe, bei der die Zéhlung mit dem CyFlow-Gerét keine Kontamination ergab,
auch tatsdchlich nicht verunreinigt ist (negativer pradiktiver Wert). Solche Blutproben

konnen somit unbedenklich ohne weitere Testung transfundiert werden.

1.4 Vergleich der Zellseparatoren

Unter 2.2 wurden bereits die Zellseparationssysteme beschrieben.
Im Einzelnen waren dies:
1. der Amicus Zellseparator mit 6 Gerdten ( A1-A6 )
2. das Cobe Spectra™ Apheresesystem mit 8 Geriten (C1-C8) und

3. das Trima™ Blutkomponenten-Sammelsystem ( T1-T2).

Von diesen Gerdten wurden, in unterschiedlichen Mengenanteilen, insgesamt 991
leukozytendepletierte Thrombozytenkonzentrate gewonnen. Jedes einzelne Konzentrat
wurde mit dem CyFlow® auf den Restleukozytengehalt untersucht.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 7: Deskriptive Statistik des Messwerte aufgefiihrt. Hier
wurde zwischen Leukozyten pro Mikroliter und pro Bluteinheit unterschieden. Der
interessantere Wert ist sicherlich die Angabe bezogen auf eine Bluteinheit, weil das
CouNciL oF EUROPE die Richtlinien auch in dieser Maf3einheit angibt.

Bei der Betrachtung der Werte ist zu beriicksichtigen, dass hier alle Proben eingingen,
auch die, die eindeutig mit Debris belastet waren und weder iiber CD45 noch iiber die
Ballastzahlkammer bestdtigt wurden. Die Anzahl der Proben, die den Richtwert von

1x10° Leukozyten/ Einheit bei dieser Technik tiberschritten, lag bei 59 und betrug somit
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6%. Durch die Korrelationen mittels Ballastzdhlkammer und CD45-Messung konnten 7
leukozytenkontaminierte Proben bestétigt werden. Bei den tibrigen 52 Proben handelt es
sich um Signale, die nicht von Leukozyten stammen.

In unseren Untersuchungen konnte bestitigt werden, dass die Richtlinien zur Gewinnung
von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hdmotherapie)
[46] eingehalten werden. Demnach diirfen maximal 10% der gepriiften Einheiten einen

Restleukozytengehalt von 1x10° Leukozyten/ Einheit aufweisen.

In Abbildung 11: Boxplot-Darstellung fiir die einzelnen Geréteuntertypen [Leukozyten
pro Einheit] wurden Unterschiede nicht nur zwischen den einzelnen Gerétetypen,
sondern auch den Untertypen dargestellt. So fillt zum Beispiel auf, dass das Gerit ,,A5*
sich mit durchschnittlich niedrigen Leukozytenzahlen positiv abgrenzt. AuBlerdem
scheinen das Cobe Spectra™ Apheresesystem sowie das Trima'™ Blutkomponenten-
Sammelsystem durchschnittlich geringeren Schwankungen ausgesetzt zu sein, als der
Amicus Zellseparator.

Fasst man die Ergebnisse fiir die einzelnen Gerdte der Hersteller zusammen, zeigt das
Cobe Spectra™ Apheresesystem die durchschnittlich besten Ergebnisse mit den
geringsten Extremwerten.

Auffallig ist weiterhin, dass vier von den sieben mit Leukozyten kontaminierten Proben
durch das Gerédt A3 (Amicus Zellseparator) hergestellt wurden.

Zwei weitere mit Leukozyten kontaminierte Proben sind von Amicus Zellseparatoren
angefertigt worden. Somit stammen sechs der sieben kontaminierten Blutproben von
den Amicus Zellseparatoren, obwohl von diesen nur 383 der 991 Blutproben hergestellt
worden sind.

Das Cobe Spectra' ' Apheresesystem mit 8 verschiedenen Geriten stellte insgesamt 398
der 991 Blutproben her. Hierunter iiberschritt keine einzige Probe den Richtwert von

1x10° Leukozyten/ Einheit.

Das CouNcCIL OF EUROPE fordert eine Mindestpriiffrequenz von einem Prozent fiir
leukozytendepletierten Thrombozytenkonzentrate [19]. In unseren Untersuchungen
wurden unter 991 Thrombozytenkonzentraten sieben Proben gefunden, die den

Richtwert von maximal 1x10° Leukozyten pro Einheit nicht gerecht wurden. Betrachtet
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man nun die statistische Wahrscheinlichkeit, mit der man bei der derzeitigen
Mindestpriiffrequenz alle kontaminierten Proben ausfindig macht, muss man
feststellen, dass sie bei 1,03 x 1077, also 0,000000000000103 % liegt. Somit ist es
annidhernd unmdoglich, weder alle Proben noch eine reprédsentative Zahl kontaminierter

Proben zu finden.

Die Wahrscheinlichkeit, zumindest einen Ausreif3er zu finden, liegt bei 6,8 %. Aber
auch in diesem Fall wiirden sechs weitere kontaminierte Proben unentdeckt bleiben.

Um das individuelle Risiko fiir Patienten so weit wie moglich zu reduzieren, ist eine
deutlich erhohte Priiffrequenz, idealerweise von 100%, dringend erforderlich.

Die hier vorgestellte Messtechnik eroffnet diese Moglichkeit bei vergleichbar geringem

Kosten- und Personalaufwand.



Zusammenfassung 69

2 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden klinisch relevante Aspekte der Qualitdtssicherung
bei der Herstellung von Thrombozytenkonzentraten untersucht. Dabei spielte die
Zahlung von Restleukozyten in den Blutprodukten die zentrale Rolle.

Die vom COUNCIL OF EUROPE festgesetzte PRUFUNG von mindestens 1 % [19] aller
Thrombozytenkonzentrate wird bis heute mit der Ballastzéhlkammer durchgefiihrt.
Diese visuelle Methode ist zum einen sehr zeitaufwendig, zum anderen durch subjektive
Faktoren wie mangelnde Aufmerksamkeit oder individuelle Erfahrung negativ
beeinflusst und kann somit fehlerhafte Ergebnisse liefern. Ein weiterer Kritikpunkt ist
die hohe Variabilitét einzelner Labore untereinander.

Die vorgeschriebene maximale Leukozytenkontamination von 1 x 10° Leukozyten pro
Einheit (entspricht ca. 4 Leukozyten/ul) steht einer tatsdchlichen Nachweisgrenze der
Ballastzdhlkammer von 2 - 4 Zellen/ul gegentiber [12]. Damit befindet man sich bereits

im Grenzbereich der Nachweisbarkeit dieser offiziell verwendeten Kontrollmethode.

Bei unserer durchfluzytometrischen Untersuchung von 991 Thrombozytenkonzentraten
fanden sich 59 verdichtige Proben. Bei genauerer Betrachtung der Dotplot-Diagramme und
mit Hilfe einzelner CD45-Antikorperkontrollmessungen sowie mit der Ballastzéhlkammer
stellte sich heraus, dass unter den 59 verdichtigen Proben genau sieben durch Leukozyten
kontaminierte Thrombozytenkonzentrate waren. Somit konnte bestétigt werden, dass die
Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von
Blutprodukten (Hdmotherapie) [46] eingehalten werden.

Bei den iibrigen 52 Thrombozytenkonzentraten handelte es sich um Produkte fragwiirdiger
Qualitit, die mit keiner anderen Kontrollmethode auffielen. Bis zur weiteren Abklarung

sollten derartige Produkte nicht verwendet werden.

Bei der Gegentiberstellung der einzelnen Apheresesysteme zur Herstellung der
Thrombozytenkonzentrate waren das Cobe Spectra™ Apheresesystem sowie das
Trima™ Blutkomponenten-Sammelsystem durchschnittlich geringeren Schwankungen
ausgesetzt als der Amicus Zellseparator. Insbesondere der Amicus-Untertyp A3 schien

deutlich schlechtere Restleukozytenzahlen zu liefern.
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Bei einer Mindestpriiffrequenz von 1% ist es rechnerisch und praktisch beinahe
unmdoglich, auch nur annidhernd alle kontaminierten Proben zu entdecken.

Um das Risiko fiir Komplikationen fiir jeden einzelnen Patienten zu minimieren,
erscheint eine erhohte Mindestpriiffrequenz, am besten die Testung aller Produkte
unumginglich. Die in den vorliegenden Untersuchungen angewandte Messtechnik

wiirde dies bei vertretbarem Zeit- und Kostenaufwand leisten.
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