,Nicht blutlos ist, wer kaltes Blut bewahrt.”

Max Eduard Liehburg (1899-1962)

FUr meine Eltern
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Zusammenfassung

Nach den Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur
Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie) der Bundesarztekammer gemaf §§ 12
und 18 des Transfusionsgesetzes (TFG) (1) werden derzeit Plasmen in der Regel
spatestens 6 h nach dem Auftauen verworfen. Die Grunde fur die zeitlich begrenzte
Lagerung von aufgetautem Frischplasma sind, dass nach Ablauf der 6 h angenommen
wird, dass die enthaltenen Gerinnungsfaktoren und —inhibitoren auf ein kritisches
Niveau abfallen. Aullerdem wird eine bakterielle Kontamination der  Plasmen
befurchtet. Durch den Verwurf von gerinnungsaktivem Frischplasma entstanden z.B. an
der Charité in den Jahren 2001-2003 Kosten von 50.720 € (2). Zusatzlich zu einer
moglichen Kostenersparnis ware bei ausreichender Qualitat der Plasmen, wahrend
einer kontrollierten Lagerung, die Implementierung eines Notfalldepots zur Behandlung
akut transfusionsbedurftiger Patienten im Schockraum oder auf Intensivstationen
moglich. Dies wird durch die Untersuchung von Thiele et al. unterstutzt. In ihrer Studie
zur Lagerungsstabilitat zeigten sich bei 4°C gekuhlten FFP und Methylenblau plus Licht
behandelte Plasmen (MB/Licht-Plasma) auch nach 7 Tagen stabil (3). Allerdings fiel
FVIIl nach drei Tagen in allen getesteten Plasmen bereits unter 70% Aktivitat wie durch
das Transfusionsgesetz gefordert. Die Autoren befurworten dennoch eine Verwendung
des gelagerten Plasmas mit Ausnahme der Behandlung spezifischer FVIII
Mangelzustande.

Bisherige Studien haben entweder nur kleine Mengen an Plasmen oder selektierte
Blutgruppen untersucht (4, 5, 6, 7). Vor allem die modernen im Solvent/Detergent-
Verfahren behandelten Plasmen (S/D-Plasma), und die zusatzlich mit einem Verfahren
zur Prioneneliminierung hergestellten S/D-Plasmen LG (z.B. Octaplas LG®) wurden
bisher nicht auf die Stabilitat von Gerinnungsfaktoren bei Lagerung in aufgetautem
Zustand untersucht. Das Hauptziel der Studien war, die Stabilitat von
Gerinnungsfaktoren als Qualitatsmarker in allen gangigen Plasmatypen (FFP, S/D-
Plasma, S/D-Plasma LG) uber einen langeren Zeitraum zu beobachten. Des Weiteren
wurde die Inzidenz bakterieller Kontamination bei Lagerung aufgetauter Plasmen
untersucht. Hierfir wurden Proben zur Anlage aerober und anaerober Blutkulturen

entnommen.

In der Studie =zur Gerinnungsfaktorenstabilitdt wurden nach Aufklarung der



Plasmaspender frisch gespendete FFPs hergestellt und eingefroren. Fur die Studien zur
Lagerungsstabilitat von konventionellen S/D-Plasmen (ohne Prioneneliminierung) und
S/D-Plasma mit Prioneneliminierung wurden die Plasmaeinheiten kauflich erworben
bzw. durch den Hersteller zur Verfugung gestellt. Fur die Gerinnungsfaktorenanalyse
wurden in allen Studien Plasmaproben unmittelbar nach dem Auftauen sowie zu
pradefinierten Zeitpunkten Uber eine 6-tagige Lagerungszeit bei 4°C entnommen. Es
zeigte sich eine ausreichende Aktivitat der als Qualitatsindikatoren verwendeten
Gerinnungsfaktoren gemafl Transfusionsgesetz hinsichtlich der FFP (FVIII >70%
Aktivitat bzw. > 0,7 IE/ml). Gleiches gilt hinsichtlich der S/D-Plasmen und S/D-Plasmen
LG mit Prioneneliminierung (8), gemal der europaischen Pharmacopeia (FV, FVIIl und
FXI >50% Aktivitat bzw. > 0,5IE/ml). Keines der Plasmen zeigte eine bakterielle

Kontamination.

Die Ergebnisse der Untersuchungen deuten auf nach den gesetzlichen Vorgaben
eingehaltene Qualitatskriterien von aufgetauten Frischplasmen nach sechs Tagen
Lagerung bei 4°C hin. Es sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig, die die
klinische Anwendung aufgetauter und gelagerter Plasmen an Patienten beobachten.



1 Einleitung
1.1 Transfusion von Plasmaprodukten

Die Transfusion von Blutprodukten, wie gefrorenem Blutplasma, ist eine der
bedeutsamsten Therapieoptionen zur Wiederherstellung einer suffizienten Hamostase
bei erworbenen oder angeborenen Gerinnungsstorungen. Eine der wichtigsten
Indikationen sind moderate Verlust- oder Dilutionskoagulopathien, die disseminierte
intravasale Koagulopathie und wenn die Plasmaaktivitdten der Gerinnungsfaktoren und
Inhibitoren bei komplexen Koagulopathien wegen manifester Blutungen oder drohender
schwerer Blutungen vor invasiven Eingriffen angehoben werden mussen (9, 10). Die
frihe Transfusion von Plasma hat insbesondere bei Patienten mit schwerem Trauma
einen hohen Stellenwert, da die traumassoziierte Koagulopathie mit einer hohen
Letalitat verbunden ist (11, 12, 13). Die Gabe von Plasma kann eine progrediente
Dilutionskoagulopathie (14) durch Volumensubstitution mit kristalloiden oder kolloidalen
Infusionslosungen verhindern (15). Die Uberlebenswahrscheinlichkeit
schwersttraumatisierter Patienten hat sich in den letzten Jahrzehnten durch die fruhe
Behandlung der Trauma-induzierten Koagulopathie erheblich verbessert. Die pra- und
frhklinischen Behandlungskonzepte fokussieren im Rahmen der ,damage control
resuscitation® nicht mehr nur primar die Hypothermie, Hypoperfusion und Azidose,
sondern auch die Storungen der Hamostase (16, 17, 18). Duchesne et al. untersuchten
die Mortalitat abhangig vom Verhaltnis gegebener Erythrozytenkonzentrate (EKs) und
gerinnungsaktivem Frischplasma (FFP) bei polytraumatisierten Patienten. Wurden EKs
und FFPs in einem Verhaltnis von 1:1 gegeben, zeigte sich eine signifikant niedrigere
Mortalitat (16, 19, 20), was erst kirzlich durch eine Metaanalyse von Johannson et al.
bestatigt wurde (21). Sie verglichen ,high ratio® FFP : EK mit ,low ratio® FFP: EK in 16
Studien mit insgesamt 3.663 Patienten (21). Insbesondere die frihzeitige und
hochdosierte Gabe von FFP wird in mehreren Untersuchungen und der europaischen

Richtlinie zur Blutungstherapie bei schwerem Trauma empfohlen (17, 22).

Die Therapie mit Frischplasma statt Vollblut ist seit 1923 durch die erfolgreiche
Behandlung von Hamophiliepatienten durch Feissly bekannt (23). In der modernen
Transfusionsmedizin stehen auler dem klassischen FFP noch weitere
Plasmapraparationen zur Verfugung. Die ersten gefrorenen Plasmen wurden durch

Strumia et al. 1941 beschrieben (24). Moderne FFP werden aus Einzelspenderplasma



gewonnen und innerhalb von 24 h bei mindestens -30°C schockgefroren. Danach
erfolgt eine viermonatige Quarantanelagerung an deren Ende der Spender auf
verschiedene virale Erkrankungen (HIV, Hepatitis B und C) getestet wird, bevor die
Plasmen freigegeben werden konnen. Seit einigen Jahren sind nun auch S/D-Plasmen
(z.B. Octaplas®, Octaplas LG®) erhaltlich. Diese Plasmatypen zeichnen sich durch
Zellfreiheit, Virusinaktivierung und in der neuesten Generation (Octaplas LG®) auch
durch Prionenfreiheit aus (25, 26). Ein wesentliches Unterscheidungskriterium in der
Herstellung von S/D-Plasmen zu FFP ist das Pooling. Vor den Produktionsschritten der
Filtration und Inaktivierung lipidumhdallter Viren werden ca. 380 | blutgruppengleiche
FFP aufgetaut und gemischt (,gepooled®). Dadurch werden interindividuelle
Schwankungen der Gerinnungsfaktorenlevels ausgeglichen und ein homogener Gehalt
von Gerinnungsfaktoren hergestellt. Zu Beginn der Produktion durchlauft das Plasma
einen 1um Filter. Das nun zellfreie Plasma wird mit in der Regel mit 1% Tri (n-butyl)
Phosphat (TNBP) und 1% Triton X-100 fur 4h (S/D-Plasma, z.B. Octaplas®) bzw. 1-1,5h
(Octaplas LG®) behandelt, welches die Lipidumhiillung von Viren aufbricht (27). Danach
wird TNBP mittels Olextraktion und Phasenseparation entfernt. Das Plasma wird erneut
gefiltert. Triton X-100 wird durch hydrophobe Chromatographie entfernt. Nach einem
abschliefenden Filtrationsschritt (0,2um) wird das Plasma bei -60°C eingefroren und
bei -30°C gelagert. Bei der Herstellung von S/D-Plasma LG wird das Plasma in einem
zusatzlichen, chromatographischen Schritt Uber ein ligandenbindendes Gel geleitet
(26). Octaplas LG® hat durch die kurzere S/D-Behandlung einen doppelt so hohen

Plasmininhibitorgehalt als das herkdommliche S/D-Plasma.

In der klinischen Anwendung besteht bei der Transfusion von FFP das Risiko einer
transfusionsassoziierten akuten Lungeninsuffizienz (TRALI), die in Bezug auf Mortalitat
und Morbiditat mit einer ABO-inkompatiblen Erythrozytentransfusion vergleichbar ist (28,
29). In GroRbritannien zahlt die TRALI 2011 mit 0.7% aller adversen
Transfusionsreaktionen zu den haufigsten schwerwiegenden bis todlichen
Zwischenfallen (30). Die typischen Symptome der TRALI (Dyspnoe, Lungenddem,
Hypoxamie, Hypotension, Fieber u.a.) setzen in der Regel innerhalb von sechs Stunden
nach der auslosenden Transfusion ein. Eine TRALI kann immunvermittelt durch
Transfusion von Spenderleukozytenantikorper gegen Empfanger-leukozyten ausgelost
werden (immunvermittelte TRALI) (31). Da nicht in allen Fallen Antikorper

nachgewiesen werden konnen, gibt es die Hypothese der nicht-immunvermittelte



TRALI. Dieser Hypothese zufolge wird TRALI durch ein Priming mittels endogener
inflammatorischer Mediatoren, die z.B. durch Stress auslosende Ereignisse wie
chirurgische Eingriffe, Trauma, Tumore, Hypoxie, etc. freigesetzt werden ausgelost
(two-hit hypothesis)(32). Dies fuhrt zur Endothelaktivierung und Cytokinfreisetzung,,
welches die Sequestration, Adharenz und Priming in der Lunge vorhandener
Leukozyten (first hit) induziert. Bei der Lagerung von Blutprodukten entstandene
bioaktive Lipide, gelostes CD40L, plattchenaktivierende Faktoren oder in der
Transfusionseinheit enthaltene Antikdrper kdnnen nun die sequestrierten Leukozyten
aktivieren (second hit) (32, 33). Bei der Anwendung von S/D-Plasmen wurde bisher
keine TRALI beobachtet. Die S/D-Plasmen zeichnen sich aufgrund der Filtration durch
einen hohen Reinheitsgrad aus (Freiheit von jeglichen Zellbestandteilen, -trtitmmern),
wodurch eine nicht-immunvermittelte TRALI verhindert wird. Die immunvermittelte
TRALI tritt vermutlich durch die Dilution der auslosenden Antikorper gegen
Leukozytenbestandteile nicht auf (34). Die Inzidenz der TRALI ist in den letzten Jahren
jedoch durch eine selektive Auswahl der Spender (in Deutschland Ausschluss von
Schwangeren, bzw. Frauen mit Schwangerschaft in den letzten sechs Monaten) (1)
deutlich gesenkt worden (35). Derzeit ruckt die Transfusions-assoziierte zirkulatorische
Volumenuberlastung (TACO) mit 3,9% der adversen Transfusionsreaktionen (30) immer
mehr in den Vordergrund. Diese wird primar durch eine Volumenuberlastung des
kardiovaskularen Systems verursacht, besonders bei vorhandener Herzinsuffizienz
(36). Teilweise wird TACO aber auch ahnlich wie die TRALI mit der Ubertragung von
Leukozyten- und Thrombozytenmediatoren assoziiert (33). Dabei wird vermutet, dass
eine praexistente Herzinsuffizienz durch Leukozyten- und Thrombozytenmediatoren
aus nicht-leukozytendepletierten Blutprodukten exazerbiert wird (33). Dies wurde fur
ahnliche Falle der Herzinsuffizienz in Zusammenhang mit inflammatorischen

Mediatoren beschrieben (37).

1.2 Lagerung aufgetauter Plasmen

Bereits 1944 veroffentlichten Gilding und Nutt eine Arbeit Uber die Effekte einer
Transfusion von drei Wochen gelagertem Plasma bei narkotisierten Katzen (38). In ihrer
Studie wurde narkotisierten Katzen 0,5 bis 2ml vier Wochen bis 18 Monate altes, bei
Raumtemperatur gelagertes Plasma injiziert. Gilding und Nutt fanden heraus, dass



Plasma nach 3 bis 4 Wochen Lagerung toxische Wirkungen verursacht (Herzfrequenz-
und Blutdruckabfall, etc).

In der klinischen Medizin ist in den letzten Jahren zunehmend die Lagerungsfahigkeit
bzw. Qualitdt von aufgetauten, gerinnungsaktiven Frischplasmen untersucht worden.
Dies erfolgte hauptsachlich aus zwei Grunden. Erstens, um eine schnellere
Verfugbarkeit von Blutplasmen durch Vorhaltung aufgetauter Plasmen zu ermdoglichen
und zweitens, um durch eine langere Verwendbarkeit aufgetauter Plasmen (> 6h
gemal Richtlinien der Bundesarztekammer) (10) einen geringeren Verwurf zu erreichen
und damit Kosten zu reduzieren. In der jungeren Vergangenheit wurde von einigen
Autoren die Stabilitat von Gerinnungsfaktoren in aufgetauten und gelagerten Plasmen
untersucht. Diese Untersuchungen wurden in der Regel mit sehr wenigen Plasmen oder
einer kleinen Auswahl von Gerinnungsfaktoren durchgefuhrt. Downes et al.
untersuchten die Lagerungsstabilitat an je 5 Plasmen der Blutgruppen A, B und O bei 1
bis 6°C uber funf Tage (6). Die zur Messung bestimmten Proben wurden wieder
eingefroren und nach Ende der Studie gemeinsam gemessen. Im Ergebnis zeigte
diese Untersuchung einen relevanten Abfall von Faktor VIII (FVIII) nach funf Tagen mit
67% Aktivitat bei Blutgruppe B und 41% bei Blutgruppe 0. Die Autoren berichteten im
weiteren darUber, dass an ihrer Klinik nun Plasmen zumindest bis zu drei Tage
aufgetaut gelagert werden und so die Verwurffraktion und damit Kosten um 17.800 $
gesenkt werden konnten. Kritisch muss zur Methode dieser Untersuchung bemerkt
werden, dass durch das erneute Einfrieren und Auftauen sind die Ergebnisse

moglicherweise beeinflusst und daher nur eingeschrankt interpretierbar.

Thiele et al. veroffentlichten karzlich eine Untersuchung zur Lagerungsstabilitat von
aufgetauten FFP und MB/Licht behandelten Plasmen, im Sinne der Etablierung einer
Plasmabank (3). In der Studie wurden 50 Aphereseplasmen gesammelt und in drei
Subeinheiten geteilt. AnschlieRend wurden die Plasmen fur 7 Tage entweder bei 4°C,
bei Raumtemperatur oder bei 4°C nach MB/Licht Behandlung gelagert. Die
Gerinnungsfaktorenaktivitaten FVIII und Protein S fielen nach 7 Tagen Lagerung bei
4°C auf 56% bzw. 51% ab. Alle anderen Gerinnungsfaktoren zeigten nur geringfugige
Aktivitatsverluste. Analoge Ergebnisse zeigten die Messungen der MB/Licht-Plasmen.
Nur in den bei Raumtemperatur gelagerten Plasmen fielen mehrere Gerinnungsfaktoren
kritisch ab (FVII 69%, FVIII 59%Protein S 20%). Die Autoren befinden daher die bei 4°C

10



gelagerten Plasmen als transfundierbar, aul3er zur Behandlung eines spezifischen FVIII
Mangels. Derzeit erlaubt die American Association of Blood Banks eine Lagerung
aufgetauter Plasmen von bis zu 4 Tagen bei 1 bis 6°C (39). In Deutschland sind nach
Richtlinien der BAK aufgetaute Plasmen nach sechs Stunden zu verwerfen (10). Eine
Lagerung ob gekuhlt oder nicht ist nicht zugelassen.
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2 Zielstellung

Die schnelle Verfugbarkeit von humanem Plasma ist besonders bei der Erstversorgung
von polytraumatisierten und blutenden Patienten (z.B. im Operationssaal) wichtig. Eine
frihe und ausreichende Plasmagabe kann zur Vermeidung einer Dilutionskoagulopathie
beitragen.

Bisher liegen nur wenige bzw. unzureichende Daten zur Langzeitstabilitat von
Gerinnungsfaktoren und -inhibitoren in aufgetauten Plasmen vor. Bisherige Studien
gaben Anlass zur Vermutung, dass bei Kuhlung (2-6°C) Gerinnungsfaktoren in Plasmen

vermutlich Ianger stabil bleiben als 6 Stunden wie vom Gesetzgeber verlangt (1).

Das Hauptziel der vorgestellten Untersuchungen war, die Lagerungsstabilitat
verschiedener im Kklinischen Alltag gebrauchlicher humaner Plasmapraparationen zu
untersuchen und zu beurteilen, ob diese nach sechs Tagen Lagerung noch den
Qualitatskriterien des Transfusionsgesetzes bzw. der europaischen Pharmacopeia —
gemessen an der verbliebenen Aktivitat von Gerinnungsfaktoren und —inhibitoren —
entsprechen (8). Ein weiteres Ziel war das Risiko der bakteriellen Kontamination

aufgetauter Plasmen zu evaluieren.
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3 Material und Methoden
3.1 Patienten:

Publikation1: Fur diese Untersuchung von fresh frozen Plasma (FFP) wurde 20
freiwilligen Blutspendern (5 je Blutgruppe) nach mundlicher und schriftlicher Aufklarung
und Einwilligung jeweils 650 ml Blutplasma entnommen. Das Plasma wurde mittels

Apherese in drei Einheiten und eine Nativprobe getrennt.

Publikationen 2 und 3: Alle in den Studien untersuchten im Solvent/Detergent-Verfahren
behandelten Plasmen (20 gesamt, 5 je Blutgruppe) wurden kauflich erworben bzw.
durch den Hersteller zur Verfugung gestellt. Eine Aufklarung der Spender durch den
Untersucher war nicht moglich, da es sich um gepoolte Plasmen aus jeweils ca. 1500
Einzelspenden, die durch den Hersteller Octapharma GmbH (Langenfeld, Deutschland)
von verschiedenen kommerziellen und gemeinnutzigen Blutspendediensten erworben

wurden, handelte.

3.2 Messung der Gerinnungsfaktoren- und inhibitorenaktivitat (Publikation 1-3):

Zur Bestimmung der Gerinnungsfaktoren wurden den Plasmabeuteln via Fenwaladapter
Proben a 5 ml zu jedem Mefzeitpunkt entnommen. In Publikation 1 war dies vor
Einfrieren der Plasmen und analog zu den Publikationen 2 und 3 unmittelbar nach
Auftauen, nach 1, 2, 4, 6, 24 Stunden und dann alle 24 weiteren Stunden bis zum
sechsten Tag (144 h) der Fall. Die Messung der Gerinnungsfaktoren und —inhibitoren
erfolgte unmittelbar nach der Probenentnahme mittels kommerziell erhaltlicher und in
der labormedizinischen Routinediagnostik verwendeten Tests. Nach dem Auftauen
wurden die Plasmen bei 4° C (+/- 2°C) in einem Kuhlschrank mit
Temperaturuberwachung und —aufzeichnung gelagert (Thermoscript®, Kirsch,
Offenburg, Deutschland).

Es wurden folgende Gerinnungsfaktoren und Plasmabestandteile bestimmt: Fibrinogen,
Faktor Il (FIl), Faktor V (FV), Faktor VIl (FVII), Faktor VIII (FVIII), Faktor IX (F IX),
Faktor X (FX), Faktor XI (FXI), Faktor XII (FXII), Faktor XlII (FXIIl), und die Inhibitoren
Antithrombin (AT), Protein C (PC), freies Protein S (fPS) und von Willebrand Faktor
Antigen (VWF-Ag). Die Ergebnisse sind in % der Aktivitat eines kommerziell erhaltlichen
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Normalplasmas angegeben (Instrumentation Laboratory GmbH, Kirchheim,
Deutschland).

Fibrinogen (Referenzbereich: 150-450 mg/dl) wurde nach der Methode von Clauss

bestimmt.

FIl.  (Referenzbereich: 80-130%), FV (Referenzbereich: 60-140%), FVIi
(Referenzbereich: 50-150%) und FX (Referenzbereich: 75-130%) wurden mittels eines
spezifischen Mangelplasmas gemessen und die Messung durch hochsensitives
Thromboplastin Reagenz initialisiert, basierend auf rekombinantem humanem
Tissuefaktor (Instrumentation Laboratory GmbH, Kirchheim, Deutschland). FVIII
(Referenzbereich: 50-150%), FIX (Referenzbereich: 65-150%), FX (Referenzbereich:
65-150%) und FXIl (Referenzbereich: 50-150%) wurden mittels partiell aktiviertem
Thromboplastin und FVIlI-Mangelplasma und Zugabe von 28 mmolarem CaCl,

gemessen.

AT (Referenzbereich: 80-130%) und PC (Referenzbereich: 70-140%) wurden mittels
eines spezifischen chromogenem Assay bestimmt (Instrumentation Laboratory GmbH,
Kirchheim, Deutschland).

VWEF-Ag (Referenzbereich, Blutgruppe O 42%-141%, Blutgruppe A/AB/B 66%-178%),
FXII Antigen (Referenzbereich, 80%-150%), und fPS (Referenzbereich, Frauen 55%-
124%, Manner 74%-146%) wurden mittels eines spezifischen Lateximmunoassays
bestimmt (Instrumentation Laboratory GmbH, Kirchheim, Deutschland).

3.3 Mikrobiologische Testung:

Studie 1 und 3: Nach 12h, drei und sechs Tagen wurde aus allen Studienplasmen via
Fenwaladapter eine 10ml Probe entnommen und je eine aerobe bzw. anaerobe

Blutkultur mit 5ml beimpft.

Studie 2: Nach sechs Tagen wurde aus funf zusatzlich gelagerten Plasmen je eine 10ml
Probe entnommen und fur die mikrobiologische Diagnostik eine aerobe bzw. anaerobe
Blutkultur mit 5ml beimpft.

14



3.4 Statistische Analyse:

Die Daten wurden mit SPSS (Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows, Version 11.0, SPSS, Inc., Chicago, IL) analysiert. Die Ergebnisse werden als
Median und Interquartilbereich dargestellt. Aufgrund der fehlenden Normalverteilung
wurden nonparametrische Tests angewandt. Die Gerinnungsfaktorenaktivitat an den
verschiedenen Mefzeitpunkten wurde global mit dem Friedman Test und lokal mit dem
Wilcoxon Rangsummentest analysiert. Zusatzlich wurde eine nichtparametrische,
mehrfaktorielle Varianzanalyse (MANOVA) fur wiederholte Messungen, longitudinales
Design und kleine Probenzahlen angewandt. Ein p < 0.05 wurde als signifikant

betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Publikation 1: Activity of clotting factors in fresh-frozen plasma during storage at 4
degrees C over 6 days

Nach sechs Tage Lagerung bei 4°C zeigten sich folgende Parameter uUber den
Zeitverlauf eine signifikante Anderung der Aktivitat: Fll (75%, -8%), FV (100%, -16%),
FVII (74%, -31%), FVIIl (78%, -47%), F IX (114%, -12%), FX (83%, -10%), FXI (134%, -
25%), FXII (103%, +2%), FXIll (81%, +6%), PC (103%, +3%), FPS (95%, +/-0%). Alle
Gerinnungsfaktoren und -inhibitoren wiesen nach 6 Tagen Lagerung bei 4°C eine
Aktivitat >70% auf. In den Blutkulturen wurde kein bakterielles Wachstum festgestellt.

4.2 Publikation 2: Clotting factor activity in thawed Octaplas® LG during storage at 2—6
°C for 6 days from a quality assurance point of view

Die Gerinnungsfaktoren in den sechs Tage gelagerten Octaplas® LG Einheiten zeigten
fur Fibrinogen (+7 mg/dl), Fll (-2%), FIX (-1%), PC (+/-0%) und PI (-1%) keine
signifikanten Veranderungen und konnten als stabile Gerinnungsfaktoren in dieser
Plasmazubereitung bezeichnet werden. FV (80%, -15%, p <0.0001), FVII (74%, -19%, p
< 0.0001), FVII (53%, -19%, p < 0.0001), FXI (87%, -13%, p < 0.0001) und fPS (83%, -
4%, p = 0.0007) verloren signifikant an Aktivitat. In den Blutkulturen wurde kein
bakterielles Wachstum festgestellt.

4.3 Publikation 3: Thawed solvent/detergent-treated plasma: too precious to be
wasted after 6 hours?

Im Zeitraum von unmittelbar nach Auftauen bis sechs Tage Lagerung bei 4°C blieben
FXI (-4%) und FXII (-2%) stabil ohne signifikanten Aktivitatsabfall, vWF-Ag (+2%) und
Protein C (+1%) zeigten eine leichten Aktivtdtszunahme. Die anderen gemessenen
Gerinnungsfaktoren (Fibrinogen 270mg/dl, -10 mg/dl, p<0.0001; FIl 75%, -5%, p
<0.0001; FV 88%, -14%, p <0.0001; FIX 96%, -8%, p <0.0001; FX 92%, -1%, p
<0.0001; FXIII 89%, -1%, p 0.0019; fPS 78%, —4%, p <0.0001; Pl 29%, -4%, p 0.0299)
zeigten signifikante, aber im klinischen Alltag wahrscheinlich nicht relevante
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Aktivitatsverluste. Bemerkenswert ist der Abfall von FVII auf 81% (-24%) und FVIII 70%
(-16%), obgleich dieser noch im Bereich der unteren Qualitdtsnorm fur S/D-Plasmen ist
(2). In den Blutkulturen wurde kein bakterielles Wachstum festgestellt.
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5 Diskussion

5.1 Lagerungsstabilitdt von Gerinnungsfaktoren und —inhibitoren nach sechs Tagen
Lagerung bei 4°C

Um eine moglichst umfassende Analyse vornehmen zu kdnnen, wurde aul3er FV, FVIII
und FXI als Qualitatsindikator, wie im Transfusionsgesetz und in den Richtlinien der
BAK sowie der europaischen Pharmacopeia als Qualitatsindikatoren verwendet (1, 8,
10), ein breites Spektrum an Gerinnungsfaktoren und —inhibitoren untersucht. Durch
engmaschige Untersuchungen der Gerinnungsfaktoren bis zum Studienende nach
sechs Tagen konnte eine genaue Abgrenzung der maximalen Lagerungsfahigkeit
vorgenommen werden. Die Analyse der Gerinnungsfaktoren wurde mit Kklinisch

erprobten Standardverfahren zur Messung von Gerinnungsfaktoren durchgefuhrt.

Das Transfusionsgesetz schreibt fur FFP eine Mindestaktivitat des FVIII von 70%
entsprechend 0,7 IE/ml, und fir S/D-Plasmen den Richtlinien der europaischen
Pharmacopeia eine Mindestaktivitat von 50% entsprechend 0,5 IE/ml fur FV, FVIII und
FXI vor (8). In Studie 1 fallt die Aktivitdt von FVIIl von 125% auf 78% (p <0.0001)
signifikant ab. Damit erfullen die auftauten FFPs auch nach sechs Tagen Lagerung bei
4°C die gesetzlichen Qualitatskriterien. Downes et al. untersuchten 2001 ein ahnliches
Szenario mit 15 FFP der Blutgruppen A, B und 0 (6). Dort zeigte FVIII eine Aktivitat von
63% (Blutgruppe A) bzw. 67% (Blutgruppe B) nach funf Tagen. Die Plasmen der
Blutgruppe 0 fielen deutlich auf 41% Aktivitat ab. Allerdings war auch die
Anfangsaktivitat der Blutgruppe 0 Plasmen nur 70%. In einer Studie von Souto et al.
konnte die Korrelation der homozygoten Blutgruppe 0 mit einer signifikant niedrigeren
Aktivitat von FVIIl und vWF Ag gut belegt werden (40). In den Studien 2 und 3 wurden
verschiedene S/D-Plasmatypen untersucht. Die S/D-Plasmen zeigen eine hohe
Homogenitat belegt durch die nur gering variierenden 25 und 75% Perzentilen in den
Studien 2 und 3. Die Qualitatsindikatoren FV, FVIII und FXI erfullen sowohl in Studie 2
als auch in Studie 3 die Anforderungen einer Mindestaktivitat von 50%. Buchta et al.
konnten vergleichbare Ergebnisse fur FV, FVIIl und FXI in ihrer Studie messen (4).
Allerdings haben ihre Ergebnisse aufgrund der kleinen Zahl untersuchter Plasmen und
der ausschlieBlichen Untersuchung nur einer Blutgruppe eine beschrankte
Aussagekraft. Eine weitere Untersuchung von Heger et al. in der sechs FFPs und
sieben S/D-Plasmen untersuchte die Gerinnungsfaktorenstabilitat bei 4°C Uber 48h (5).
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Dabei zeigte sich eine ausreichende Qualitdt der S/D-Plasmen aber eine nach
Transfusionsgesetz unzureichende Qualitat der FFP. Allerdings gaben Heger et al. nicht
an, welche Blutgruppen die verwendeten Plasmen hatten (5). Sidhu et al. untersuchten
die Gerinnungsfaktorenaktivitat von 20 FFPs (5 je Blutgruppe A, B, AB und 0) bei 1-
6°C Uber 5 Tage Lagerung (41). Die Autoren fanden nach 5 Tagen eine ausreichende
Aktivitat aller gemessenen Gerinnungsfaktoren.

5.2 Sterilitat der aufgetauten Plasmen nach sechs Tagen Lagerung bei 4°C

Alle in den drei Publikationen untersuchten Plasmen waren nach sechs Tagen
Lagerung nicht bakteriell kontaminiert. In den Studien 1 und 3 ist besonders
hervorzuheben, dass die dort untersuchten Plasmen durch das Anstechen mit einem
Fenwaladapter und die regelmaRigen Probenentnahmen sogar einem aggravierten
Kontaminationsrisiko ausgesetzt waren. Der klinischen Situation eher entsprechend ist
die Behandlung der Plasmen in Studie 2, die analog zur Lagerung von EKs
verschlossen in einem entsprechendem Blutkihlschrank gelagert wurden. Analoge
Ergebnisse zeigte eine Untersuchung von Nifong et al.,, die die bakterielle
Kontamination von je 5 FFPs und S/D-Plasmen untersuchten (42). Die Autoren fanden
wahrend regelmafiger Probenentnahmen, insgesamt 80, keine Hinweise auf aerobes
oder anaerobes Bakterienwachstum. Insgesamt erscheint das Risiko einer bakteriellen
Kontamination bei kontrollierter Lagerung eher gering. Sidhu et al. fanden bei 20
Plasmen und 1 bis 6°C nach 5 Tagen ebenfalls keine Hinweise auf eine bakterielle
Kontamination (42). Bei leitliniengerechter Anwendung, d.h. Transfusion des Plasmas
unmittelbar bzw. in der Regel bis ca. sechs Stunden nach auftauen, werden nur sehr
geringe Kontaminationsraten von 0,019% bis 0,4% berichtet (43, 44). Vermutlich ist das
Risiko bei Plasmalagerung Uber mehrere Tage bei 4°C ahnlich zum
Kontaminationsrisiko bei EKs (0,029-0.167%) (43) und erscheint damit vertretbar.

5.3 Nutzen einer Vorhaltung von aufgetauten Plasmen

In Level | Traumazentren und Krankenhausern der Maximalversorgung wird im Bereich

des Schockraumes oder des Zentral-OPs haufig ein Notfalldepot mit EKs der
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Blutgruppe 0 negativ vorgehalten. Die dort gelagerten Blutprodukte dienen der
Akuttherapie von Patienten im hamorrhagischen Schock. Durch eine fruihe Gabe von
Blutprodukten statt kristalloiden oder kolloidalen Infusionslésungen als Ersatz des
verlorenen Blutvolumens kann eine Dilutionskoagulopathie vermieden bzw. ggf.
reversiert werden (45, 46). AulRer der Gabe von EKs wird die zeithahe Transfusion von
Plasmen bzw. Thrombozytenkonzentraten empfohlen (45, 46, 47, 48, 49). Insbesondere
mit der Plasmagabe im Verhaltnis 1:1 zu EKs wird eine Reduktion der Mortalitat
assoziiert (50). Die letale Trias Azidose, Hypothermie und Koagulopathie kann dadurch
frhzeitig und an entscheidender Stelle unterbrochen werden. Dies ist besonders
wichtig, da bereits ein groBer Teil der Patienten mit beginnender oder bereits
bestehender Koagulopathie im Krankenhaus ankommt (20, 51). Ein Depot mit
aufgetauten Plasmen der Blutgruppe AB z.B. im Blutkuhlschrank der Notfall-EKs wurde
die fruhestmogliche Gabe beider Blutproduktarten ermdglichen und so die
Koagulopathie frihzeitig behandeln. Einschrankend sollte erwahnt werden, dass die
Lagerung aufgetauter Humanplasmen vor allem im Bereich eines Traumazentrums
bzw. einem OP Bereich mit hohem Plasmaumsatz sinnvoll ist um eine zu hohe
Verwurfrate nichtgenutzter Plasmen zu vermeiden. Ein weiterer moglicher Bereich, in
dem die Lagerung von aufgetauten Blutplasmen sinnvoll sein kdnnte, ist im Bereich der
Blutbank oder operativer Intensivstationen. Insbesondere bei Patienten mit erwartetem
postoperativem Transfusionsbedarf kdonnten beispielsweise im OP nicht verwendete,
aber bereits aufgetaute Plasmen im Blutkihlschrank der Intensivstation aufbewahrt
werden. Dadurch konnte eine schnelle Verfugbarkeit gewahrleistet und gleichzeitig die
Verwurfrate gesenkt werden. Thiele et al. befurworten in ihrer Untersuchung die
Lagerung von FFP und MB/Licht-Plasmen bei 4°C im Rahmen einer Blutbank flr
aufgetaute Plasmen (3). So berichten Downes et al. von einer Kostenersparnis von
17.800% pro Jahr durch Reduktion der Verwurfrate bei Lagerung von Plasmen fir drei
Tage nach Auftauen (6).

Die kontrollierte prolongierte Lagerung aufgetauter Plasmen bei 2-6°C bietet die
Moglichkeit einer leitliniengerechten, frihestmoglichen Therapie polytraumatisierter
bzw. exsanguinierter Patienten mit qualitativ hochwertigem Plasma und kann so die
Mortalitat der traumainduzierten Koagulopathie senken. Des Weiteren konnte der
Verwurf bereits aufgetauter Plasmen gesenkt werden und so zu einer erheblichen
Kostenreduktion fuhren.
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