2 Material und Methoden
2.1 Vorbereitung zur Akkreditierung
Die Einflihrung eines Qualitdtsmanagementprogramms zum Zwecke der Akkreditierung und

internationaler Vergleichbarkeit der Messergebnisse gliederte sich in folgende Abschnitte:

Information und Motivation aller Mitarbeiter iiber das Ziel der definierten Qualitét: Die
Einfiihrung eines solchen Programmes erfordert ausnahmslos die aktive Mitarbeit aller am
Prozess Beteiligten. Der Sinn der MaBBnahme muss von allen eingesehen und akzeptiert
werden. Daher musste das Wesen und die Art der Qualitétskontrolle in verstdndlicher Form
vom Projektleiter vorgestellt werden, der iiber die notwendige Kompetenz,
Uberzeugungskraft und Autoritit verfiigt.

a. Personliche Schulung und Vorbereitung des Direktors des Institutes

b. Benennung eines Qualititsbeauftragten (PD Dr. Baumler)

Schulung der Mitarbeiter durch den Institutsdirektor und den Qualititsbeauftragten unter
Aufsicht des Autors als einem externen erfahrenen Berater, der seit 1992 in mehreren
Laboratorien bereits ein QS System eingefiihrt hat und hier die Funktion des Projektleiters

ubernimmt.

Bestandsaufnahme
a. Erfassung der Bestinde der Abteilung einschlieBlich der Ridume, Gerite, Mobel,
Kommunikationssysteme, Soft- und Hardware, Anschliisse, Klimatisierung, Wasser-

und Gasanschliisse.

b. Workflow von Proben und Produkten.

c. Bisherige SicherheitsmafZnahmen.

d. Spezielle Definitionsbereiche fiir infektiose oder gefdhrliche Proben.

e. Erfassung aller Arbeitsabldufe in Produktion und Analytik

f. Durchfiihrung der Bestandsaufnahme durch den Direktor des Institutes, den

Qualitédtsbeauftragten sowie eine externe CAP Spezialistin, die Assistentin des

Autors, Frau Lesch-Merheim
Planung der operativen Schritte

a. Erstellung einer Verfahrensanweisung zum Verfassen einer Standard Operation

Procedure (SOP) und Schulung von Mitarbeitern
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b. Die Mitarbeiter, die die Arbeitsvorgidnge durchfiihren, schrieben die Standard
Operation Procedures (SOP) fiir alle Methoden des Instituts,
- Préparative Arbeitsvorginge
- Analytische Arbeitsvorgénge

C. Die Versuchs-SOP’s wurden einer kritischen Sichtung in hierarchischer Reihenfolge
durch die Spezialisten unterzogen: Qualititsbeauftragter, Institutsdirektor,
Projektleiter

d. Trouble Shooting: Aufgetretene Fehler und Méangel wurden analysiert und Wege zur
Beseitigung erarbeitet-

e. Anlegen eines Organigramms mit der Darstellung von Funktion und

Verantwortlichkeit der Beteiligten.

Spezielle Vorbereitung zum CAP-Audit

a Definition der Schulungsprogramme, Haufigkeit und Wiederholungen
b. Definition aller Verantwortlichen und ihrer Qualifikation und Funktion
c. Definition der Qualitéts- und Inprozesskontrollen

d. Schulung durch Dr. Peters, den internationalen Chef-Inspektor des CAP

Umsetzung des Qualititsmanagement-Programms in die Praxis

a. Einbeziehung aller gesetzlich vorgeschriebenen Verordnungen, Richtlinien und
empfohlenen Regelungen einschlielich Unfallverhiitung und Brandschutz

b. Angleichung der praparativen Arbeitsginge an die SOP’s

C. Angleichung der analytischen Arbeitsgdnge an die SOP’s

Uberwachung der Einhaltung der Vorgaben der SOP’s.

Der Qualitdtsbeauftragte iiberwacht die Arbeitsabldufe in Bezug auf korrekte Einhaltung,
sichere Durchfithrung und peinliche Beachtung. Er kontrolliert die Mitarbeiter auf ihre
Kenntnisse der SOP’s und beseitigt Fehler und Versdumnisse mit Hilfe des

Fehlermanagementprogrammes.

Fehlermanagement
Alle erkannten Fehler werden als solche in einem eigenen Verzeichnis schriftlich erfasst und
dokumentiert. Sie werden von den Verantwortlichen untersucht und eine Wiederholung

durch geeignete MaBnahmen nach Moglichkeit unterbunden. Geeignete Mallnahmen sind
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personliche Schulungen, Verbesserungen im Organisationsablauf, Beseitigung von

Missverstandnissen und ggf. Verbesserung der personlichen Motivation der Mitarbeiter.

Trockeniibung eines CAP-Audits

a.

= @ oo

Der Projektleiter verteilte an alle Gruppenleiter des Institutes die Inspektionsfragen

des College of American Pathologists (CAP).

Die Fragebogen wurden umfassend und vollstindig ausgefiillt, dem Qualitits-

beauftragten zur Beurteilung vorgelegt und diskutiert.

Fehlermanagement

- Die bei den Fragebogen zutage getretenen Fehler wurden analysiert und mit dem

Projektleiter besprochen. Durch geeignete MaBBnahmen wurde eine Wiederholung

vermieden und die Ursache abgestellt. Méngel wurden beseitigt, Defizite erginzt

- Eine erneute Schulung setzte alle Mitarbeiter iiber das FErgebnis der

Fragebogenaktion in Kenntnis. Die Fehler wurden besprochen, eine zukiinftige

Vermeidung dieser Fehler ebenfalls.

Die Qualitdtsverantwortlichen fiihrten unter der Beobachtung des Projektleiters ein

Vor-Audit mit einen erfahrenen CAP Inspektor vom Militdrkrankenhaus der

amerikanische Armee in Ramstein durch.

- In einer dem zeitlichen Aufwand der tatsdchlichen Inspektion entsprechenden
Phase wurde ein Audit durch die Inspektoren des CAP simuliert. Die Verteilung
der Inspektoren auf die einzelnen Bereiche entsprach ebenfalls den spéteren
Gegebenheiten.

- Vor der spiteren Inspektion wurde ein entsprechendes Audit durchgefiihrt

- Jedes definierte Fachgebiet wurde auditiert.

- Alle Gruppenleiter wurden von den Inspektoren gepriift.

- Der [Institutsdirektor stand dem obersten Inspektor (Projektleiter) zur
Beantwortung allgemeiner und strategischer Fragen zur Verfiigung.

Analyse der Ergebnisse des Audits durch den Projektleiter

Zusammenfassung und Auswertung aller Ergebnisse der Inspektion

Probeinspektion

Nach Beseitigung der Méngel und weiteren Schulungen sollte die offizielle

Inspektion von den Inspektoren des CAP-International durchgefiihrt werden.
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2.2 Leukozytendepletion

Die Vollblutkonserven wurden freiwilligen Blutspendern gemid3 den Richtlinien
(Wissenschaftlicher Beirat der Bundesdrztekammer und Paul-Ehrlich-Institut 1996, 2000)
entnommen. Zur Blutentnahme wurden Vierfachblutentnahmesysteme der Hersteller Baxter
Deutschland GmbH, UnterschleiBheim (Xtra Optipac, Art.-Nr. R 7451) bzw. Pall SLS
GmbH, Dreieich (Leukotrap WB, Art. Nr. 800 1228) verwendet. Beide Systeme enthalten
den integrierten Filter WBF-1 (Pall SLS GmbH). Die Blutentnahme erfolgte mit Hilfe von
Mischwaagen (MW 5001 electronic, Fresenius NPBI, Dreieich). Die Vollblutkonserven
wurden bis zur Filtration bei Raumtemperatur gelagert. Je 50 Vollblutkonserven wurden
sofort, 30 Minuten, 60 Minuten oder 120 Minuten nach der Herstellung gefiltert. Die
Filtrationsdauer wurde flir jede Konserve erfasst. Die Filtration im Routine-
Herstellungsprozess erfolgte innerhalb von 60 Minuten. Nach der Filtration wurden die
Konserven bei 5000 g zentrifugiert (Hettich Roto Silenta RP, Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen) und mittels eines Separators (Compo Separator, Fresenius NPBI, Dreieich)
in Plasma und Erythrozytenkonzentrat in Additivlosung aufgetrennt. Als Additivlosung
wurden Adsol oder PAGGS-M verwendet.

Leukozyten- und Thrombozytenmessung

Zur Bestimmung der Leukozyten- und Thrombozytenzahl wurde vor und nach Filtration
nach mehrfachem Ausrollen des entsprechenden Schlauchs jeweils ein Schlauchsegment
abgeschweif3t. Die zelluldre Zusammensetzung wurde mit einem Blutbildautomaten Cell-
Dyn 3500 (Abbott GmbH Diagnostika, Wiesbaden) gemessen. Zur Bestimmung der
Leukozytenzahl nach Filtration kam eine durchflusszytometrische Methode zur Anwendung
(Radtke 1995): 200 nul der Probe wurden mit 3,8 ml Erythrozyten-Lysereagenz Ortho-mune
(Ortho Diagnostic Systems, Neckargemiind) versetzt, zehn Minuten inkubiert und
anschlieBend bei 2300 g zehn Minuten zentrifugiert. 3,4 ml des Uberstandes wurden
abgehoben und verworfen. Das Zell-Pellet wurde resuspendiert. Anschlieend wurden 5 pl
anti-CD45-FITC/anti-CD14-PE (Simultest LeucoGATE, Becton Dickinson, Heidelberg)
und 50 pl Eichpartikel (FACSCount Controls™ high, Becton Dickinson) hinzupipettiert.
Nach 20-miniitiger Inkubation erfolgte die Messung am Durchflu8zytometer (FACScan,
Becton Dickinson GmbH). Die Geriteeinstellung erfolgte mittels automatischer Justierung
(CaliBRITE Beads und FACSComp-Software, Becton Dickinson), davon abweichend
wurde der Schwellenwert auf den Fluoreszenz-Kanal eingestellt, so dass nur CD45-positive
Ereignisse erfasst wurden. Die Messdauer wurde auf fliinf Minuten fixiert. Die
Datenerfassung erfolgte mit der Software CellQuest, die Datenauswertung mit dem

Programm Attractors (Becton Dickinson GmbH). Die Leukozytenkonzentration lie3 sich aus
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der bekannten Konzentration der Eichpartikel und dem Verhiltnis von Leukozyten- und

Eichpartikel-Ereignissen berechnen. Jede Messung erfolgte als Doppelbestimmung.

Sterilititskontrollen

Die Sterilititstestung erfolgte im Rahmen der routineméBigen Qualitdtskontrolle der im
Zeitraum von Juni 1997 bis Februar 1998 hergestellten Blutprodukte jeweils am Ende der
Haltbarkeitsdauer zwischen Tag 39 und 45 nach Herstellung. Die Sterilititstestung wurde
gemill dem Votum des Arbeitskreises Blut vom 05.05.97 (Arbeitskreis Blut beim Robert-
Koch-Institut 1997) durchgefiihrt (BacT/Alert, Organon Teknika, Eppelheim).

2.3 Bestrahlungsverfahren

Die Bestrahlung der EK erfolgte mit Hilfe des Blutbestrahlungsgerites IBL 437 C (Isotopen
Diagnostik CIS GmbH, Dreieich), bei dem "*’Cs als Strahlungsquelle dient. Unter Emission
eines B-Teilchens zerfillt *’Cs in *"™Ba, welches sich im angeregten Zustand befindet und
unter Aussendung energiereicher y-Strahlung (661 keV) in den Grundzustand "*"Ba
iibergeht. Im Zentrum der Drehtrommel des Bestrahlungsbehilters wird bei vollstindig
gefiilltem Container (Restvolumen wurde mit wassergefiillten Blutbeuteln aufgefiillt) eine
Energiedosis von 30+1,5 Gy erreicht (Rosen, 1993). Die Dosisverteilung wurde mit
geeichten Alanindosimetern tiberpriift (Guidlines on gamma irradiation 1996, Biumler &

Latza 1999).

2.4 Lagerung von Erythrozytenkonzentraten

Die Untersuchungen umfassten insgesamt 192 EK, die in Gruppen zu je 12 eingeteilt waren
und sich nach der Art der Herstellung (manuell, mittels Apherese: M), dem Lagerungs-
medium (SAG-M, PAGGS-M, Adsol), der Leukozytendepletion (ungefiltert, gefiltert: F),
sowie der Bestrahlung (unbestrahlt, bestrahlt: B) unterschieden (Tabelle 1). Wéhrend eines
Zeitraums von bis zu 7 Wochen wurden wochentlich die folgenden, den Metabolismus der
Erythrozyten charakterisierenden Parameter bestimmt: Na', K*, pH, Laktat, Glukose, 2,3-
Diphosphoglyzerat (2,3-DPG), Adenosintriphosphat (ATP) sowie Blutbildparameter und die
Hiamolyserate. Die EK wurden nach vier verschiedenen Verfahren jeweils aus Human-

Vollblut einer Einzelspende gewonnen.
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Bezeichnung des EK Lagerungsmedium Herstellungsverfahren Bestrahlung
EK in SAG-M SAG-Mannitol manuell nein
EK in SAG-M, B SAG-Mannitol manuell ja
EK in SAG-M, FMF SAG-Mannitol manuell, filtriert nein
EK in SAG-M, F, BMF SAG-Mannitol manuell, filtriert ja
EK in SAG-M, AF SAG-Mannitol Apherese, filtriert nein
EK in SAG-M, AF, B SAG-Mannitol Apherese, filtriert ja
EK in PAGGS-M PAGGS-Mannitol manuell nein
EK in PAGGS-M, B PAGGS-Mannitol manuell ja
EK in PAGGS-M, F PAGGS-Mannitol manuell, filtriert nein
EK in PAGGS-M, F, B PAGGS-Mannitol manuell, filtriert ja
EK in PAGGS-M, AF PAGGS-Mannitol Apherese, filtriert nein
EK in PAGGS-M, AF, B PAGGS-Mannitol Apherese, filtriert ja
EK in Adsol Adsol manuell nein
EK in Adsol, B Adsol manuell ja
EK in Adsol, F Adsol manuell, filtriert nein
EK in Adsol, F, B Adsol manuell, filtriert ja

Tabelle 1: Hergestellte und untersuchte Erythrozytenkonzentrate

Manuelle Spenden

Das Vollblut wurde innerhalb einer Stunde mit Hilfe des Vollblutfilters WBF1 (Pall GmbH,
Dreieich) gefiltert oder verblieb ungefiltert bei Raumtemperatur und wurde anschlieBend
zentrifugiert (Hettich Kiihlzentrifuge Roto Silenta/RP; 5080 x g, 10 min). Danach wurden
die Erythrozyten in die Beutel mit den Lagerungsmedien SAG-M, PAGGS-M (Biotrans
GmbH, Dreieich) bzw. Adsol (Baxter GmbH, Miinchen) abgepresst.

Maschinelle Spenden

Mittels des Zellseparators MCS 3p bzw. MCS plus (RBCP-Protokoll, Haemonetics GmbH,
Miinchen) wurden Erythrozytenkonzentrate hergestellt, die in die Lagerungsmedien SAG-M
bzw. PAGGS-M resuspendiert wurden. Die resuspendierten Erythrozytenkonzentrate
wurden ebenfalls mit Hilfe des Warmblutfilters WBF1 innerhalb einer Stunde gefiltert. Alle

Erythrozytenkonzentrate wurden bei 4°C+2°C gelagert.
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2.5 Lagerung von Thrombozytenkonzentraten

Fiir die Lagerungsuntersuchungen wurden 43 Thrombozytenkonzentrate verwendet. In
Notfdllen wurden viele dieser Konzentrate bereits vor Ablauf der zuldssigen Lagerungsfrist
transfundiert. Daher variierte gegen Ende der Lagerungszeit die Zahl der untersuchten
Konzentrate. Fiir die Qualititsuntersuchungen wurden 7 Thrombozytenkonzentrate
hergestellt. Diese wurden bis zum Ende der zuldssigen Lagerungszeit gelagert und dann
untersucht. Die Thrombozytenkonzentrate wurden von freiwilligen, gesunden Spendern aus
dem Spenderstamm des Instituts fliir Transfusionsmedizin der Charit¢ durch
Thrombapherese (MCS 3p bzw. MCS plus, Haemonetics GmbH) gewonnen. Die Flussrate
betrug dabei 70 ml/min bei einer durchschnittlichen Dauer der Spende von einer Stunde.
Den Konzentraten wurde ACD-A als Antikoagulanz und Lagerungsmedium in einem
Verhiltnis von 1 : 10 beigegeben. Die Auswahl der Spender erfolgte nach dem
Zufallsprinzip. Der Einfluss von Pharmaka, Erndhrung, Infektionen, Operationen und
anderen Faktoren auf die himostaseologische Funktion wurde ausgeschlossen. Die
Konzentrate aus dem Mutterbeutel wurden iiber einen leukozytendepletierenden Filter (LRF
6™ H, PALL) zu gleichen Teilen in zwei Tochterbeutel iiberfithrt. Die Schwerkraft war
dabei ausschlieBlich die treibende Kraft der Filtration. Die Dauer der Filtration betrug
zwischen 4 und 6 Minuten. Vor der Filtration, nach der Filtration und im Falle der
Bestrahlungsuntersuchungen nach der Bestrahlung wurden die Konzentrate circa 30 bis 60
Minuten auf einem Flachbett - Agitator (Baxter Healthcare Corporation) bis zur
Probenentnahme gelagert. Der Agitationsmodus war horizontal und hatte eine Frequenz von
60/Minute. Der Flachbettagitator befand sich in einem Thrombozyteninkubator (Kryotec
GmbH), der eine konstante Temperatur von +22 °C gewdhrleistete. Zwischen den einzelnen
Probenentnahmen an den folgenden  Untersuchungstagen lagerten die
Thrombozytenkonzentrate ebenfalls unter diesen Bedingungen (Wissenschaftlicher Beirat

der Bundesarztekammer und Paul-Ehrlich-Institut 1996, 2000).

2.6 Lagerung von Frischplasma

Das Plasma wurde gemeinsam mit Erythrozyten oder Thrombozyten mittels der in Tabelle 2
angegebenen Apheresesysteme gewonnen. Zusétzlich wurde Plasma mittels Plasmapherese
allein und aus manuellen Vollblutspenden gewonnen (Volumen der Plasmabeutel 250+10
ml). Die Lagerung der GFP erfolgte wunter Standardblutbankbedingungen
(Wissenschaftlicher Beirat der Bundesidrztekammer und Paul-Ehrlich-Institut 1996, 2000).
Aus diesem Grund wurden jeweils 2 x 6 Plasmen von der Thrombozytapherese und jeweils

3 x 6 Plasmen von der Erythrozytapherese, Plasmapherese und der manuellen
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Vollblutspende unter sterilen Bedingungen gemischt (gepoolt). AnschlieBend wurden die

gemischten Plasmen wieder in 2 x 6 bzw. 3 x 6 normale Plasmabeutel iiberfiihrt und

eingefroren. Proben wurden sowohl jeweils von den Ausgangsbeuteln, als auch vom

Poolbeutel entnommen. Von diesen Proben (n=12 und n=18, Pool: n=2 und n=3) wurden

folgende Parameter bestimmt:

Erythrozytenzahl (RBZ) und Leukozytenzahl(WBZ) mittels Zdhlung (Nageottekammer)
Zahl der Thrombozyten (PLT) (Celldyn 3500; Abbott GmbH, Frankfurt a.M.);
pH (37°C; AVL, Bad Homburg);

Externes freies Himoglobin (Hb.x) (Hitachi, Boehringer Mannheim);

Gesamtproteinkonzentration (Hitachi);

Aktivitdt von Faktor VIII und Antithrombin III (STA, Boehringer Mannheim).

Das Plasma wurde spitestens 6 h nach der Spende innerhalb von 30 min Schock gefroren

(Plasmafreezer KPE 24/80; Kryotec) und anschlieend bei Temperaturen < -30°C gelagert.

Abgesehen von der Zellzéhlung wurden alle Parameter alle 3 Monate bis zum 15.

Lagerungsmonat nach dem Auftauen im Wasserbad innerhalb von 5 min bei 37°C bestimmt.

.. o Zahl der
Art der Spende | Abkiirzung Apheresesystem Stabilisator
Spenden
GFP + GFP-T MCS+ Haemonetics, Miinchen, LDPLP ACD-A D
Thrombozyten MCS+) Protokoll
GFP + GFP-T .
Thrombozyten (MCS 3p) MCS 3p Haemonetics, A3p Protokoll ACD-A 12
GFP + GFP-T Cobe Spectra, Dreieich, 2 needle set, LRS ACD-A 12
Thrombozyten (Spectra) Protokoll
GFP + GFP-T AS104 Fresenius, Bad Homburg, Germany, ACD-A 12
Thrombozyten (AS 104) PLT-5d Protokoll
2 GFP + RBZ GFP-M MCS+ Haemonetics, RBCP+ Protokoll CPD-50 18
3 GFP GFP-P MCS 3p Haemonetics, GFP Protokoll Nacitrate 18
GFP + RBC GFP-B nein CPD 18

Tabelle 2: Ubersicht iiber verwendete Apheresesysteme, Stabilisatoren u. Zahl der Spenden

2.7 Blutprodukte aus der Routineherstellung

Im Rahmen

der

routineméfigen

Qualitdtskontrollen

wurden

am

Institut  fur

Transfusionsmedizin im Zeitraum von November 1998 bis Mirz 2000 die in Tabelle 3

aufgefiihrten Produkte untersucht.
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Verwendete Abkiirzungen:

.. EK: Erythrozytenkonzentrat; der
Arzneimittel Zahl der Proben N Zusatz PAGGS-M bzw. Adsol
verdeutlicht das Lagerungsmedium,
GFP 319 F: gefiltert
GFP-P 146 MF: Aphereseprodukt, gefiltert
TK, LD: Thrombozytapherese-
GFP-T 156 konzentrat, Leukozyten depletiert
GFP: gefrorenes Frischplasma aus
TK, LD 139 manueller Vollblutspende
GFP-P: gefrorenes Frischplasma aus
EK-PAGGS-M, F 164 Plasmapherese
EK-PAGGS-M, MF 213 GFP-T: gefrorenes Frischplasma aus
Thrombozytapherese
EK-Adsol, F 190

Tabelle 3: Ubersicht iiber die untersuchten Arzneimittel

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden durchgingig als Box-Plots dargestellt (siche
Abbildungl und Abbildung 2). Der Kasten symbolisiert die Quantile (0,05; 0,95), d.h.
innerhalb des Kastens befinden sich 90 % aller Werte. Die Striche stellen jeweils die

Minimal- und Maximalwerte dar.

Elektrolyte und pH-Wert
Mit dem AVL 987-S Elektrolyt-Analysegerdt (AVL Medical Instruments, Bad Homburg)
wurden die Elektrolyte Natrium und Kalium und der pH-Wert der Blutproben bestimmt.

Adenosintriphosphat
Die ATP-Konzentration wurde mit dem Testbesteck von SIGMA DIAGNOSTICS® am
Spektralphotometer U2000 (HITACHI) im gekoppelten optischen Test bestimmt.

2,3-Diphosphoglyzerat-Gehalt
Das 2,3-DPG wurde im gekoppelten optischen Test (Boehringer Testbesteck) nach Ablauf
der katalysierten Reaktionen am Spektralphotometer U 2000 (HITACHI) bestimmt.

Laktat

Laktat wurde mit einem enzymatischen Farbtest (LACTAT PAP, Analyticon GmbH) am
Photometer (Hitachi 747) gemessen.
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Glucose
Zur Anwendung bei der Glucosebestimmung kam die Hexokinasemethode, bei der im
gekoppelten optischen Test die Extinktion am Photometer (Hitachi 747) gemessen wurde

(Testbesteck Gluco-quant Glucose, (Boehringer Mannheim)).

Freies Himoglobin und Himolyserate

Zur Bestimmung des Plasma-Hamoglobins wurden die Absorptionsmaxima des freien
Himoglobins bei einer Wellenldnge von 540 nm nach Zugabe von Transformationslosung
zum Uberstand der Blutprobe gemessen. AnschlieBend erfolgte die Berechnung der
Himolyserate aus dem ermittelten Uberstand-Hb durch Bezug auf den Gesamt-Hb und Hk

der zugehdrigen Probe.

Kleines Blutbild

Die Messung der Blutbildparameter (Hb, Hk, Erythrozyten, MCV, MCH, MCHC,
Leukozyten, Thrombozyten) erfolgte mit dem H1/H2-System (Technicon) oder dem Celldyn
3500 (Abott GmbH). Die Leukozytenzahl nach Filtration wurde durch Zahlung in der
Nageotte-Kammer im Phasenkontrast nach Auflosung der Erythrozyten durch ein

oberflichenaktives Glykosid bestimmt.

Induzierte Thrombozytenaggregation

Bei Verwendung von Vollblut wurde das benétigte Probenvolumen (5 ml) in einer mit

Citrat gefiillten Sarstedt-Monovette aufgefangen. Zur Herstellung des bendtigten

plattchenreichen Plasmas wurde 5 Minuten bei 250 g zentrifugiert. Die dadurch erreichte

Thrombozyten-Zellzahl lag im Bereich von 250 000 bis 300 000 /ul. Die Zellzahl wurde mit

heterologem, ABO-kompatiblem Plasma eingestellt. Die Eichung des Aggregometers vor

jeder Messung erfolgte ebenfalls mit diesem Plasma. Die Aggregationsmessungen wurden

am  Mehrkanalaggregometer  (PAP-4, BioDATA, USA) durchgefiihrt.  Als

aggregationsauslosende Substanzen wurden benutzt:

e ADP: ADP als Lyophilisat (molab) rekonstituiert mit 0,5 ml bidestilliertem Wasser
(Konzentration 2 x 107*M).

e ADP,,,: ADP als Lyophilisat (molab) rekonstituiert mit 5 ml bidestilliertem Wasser
(Konzentration 2 x 10°M).

e Ristocetin: Lyophilisiertes Ristocetin (PAESEL + LOREI GmbH & Co) rekonstituiert
mit 0,5 ml NaCl (Endkonzentration 10 mg/ml).
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e Collagen: Lyophilisiertes Collagen (mélab) wurde in 0,5 ml bidestilliertem Wasser

rekonstituiert (Endkonzentration 1,9 mg/ml).

Zur Aggregationsmessung wurden je 200 ul Probe und die Magnetrithrer in die
MeBkiivetten gegeben und darin im Aggregometer circa 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Auf
200 pl Probe wurden dann 20 pl der jeweiligen aggregationsauslosenden Substanz gegeben.

Aggregation wurde definiert als prozentuale Anderung der optischen Dichte nach Zugabe

der aggregationsausldosenden Substanz.

Durchflusszytometrische Bestimmung von Aktivierungsmarkern der Thrombozyten
Die Expression des alphagranuliren Membranproteins GMP-140 (CD 62a, Synonym: P-
Selectin) wurde am Durchflusszytometer (FACscan, Becton Dickinson, USA) bestimmit.
Hierzu wurden 60 pl Thrombozytenkonzentrat in eine mit 1 ml EDTA/Formalin (1%)
gefiillte Monovette gegeben, um die geforderte Zahl von 1 Million Zellen pro ml zu
erreichen und gleichzeitig die Zellen zu fixieren.

Vorbereitende Untersuchungen ergaben, dass diese Methode der Fixation der mit einer
Spezialpufferfixation (Spezialpuffer 11, pH = 7,4; KH,PO4 9,07 g, Na,HPO4 x 12 H,O 9,47
g, EDTA-Na 4,36 g, Formaldehydlosung 10 g, Aqua ad 1000 ml) gleichwertig ist.

Die Spezialpufferfixation kam bei der Untersuchung von Vollblut zu den Zeitpunkten vor
der Spende und nach der Spende zur Anwendung. Dabei wurden 300 pl Vollblut mit 1 ml
des Spezialpuffers fixiert.

Nach vorsichtiger Resuspension wurden 10 pl des jeweiligen Gemisches entnommen und
fiir 20 Minuten mit je 10 pl der monoklonalen Antikdrper anti-CD 42 a (GP IX) und anti-
CD 62a (GMP-140) bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde mit 1 ml PBS (physiologischer Phosphatpuffer) aufgefiillt und die

Probe vermessen.

Nachweis von Interleukin 1 Rezeptor Antagonist (IL-1RA) im Uberstand von EK’s
und in lysierten Erythrozyten

Die Uberstinde der Buffy coat-armen EK’s und der gefilterten EK’s wurden zu jedem
Zeitpunkt der Studie (vor Lagerung, Woche 1 bis 7 der Lagerung) abgenommen und bei
-70°C fiir die IL-1RA Bestimmung eingefroren. Zusitzlich wurden zur Bestimmung der
Gesamtmenge von IL-1RA (frei und zell-assoziiert) in den EK’s die Erythrozyten

eingefroren (-70°C fiir 60 min.) und aufgetaut (37°C fiir 15 min.), um eine vollstindige Lyse
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durchzufiihren. Nach der Zentrifugation der lysierten Erythrozyten wurde der Uberstand
ebenfalls bei -70°C eingefroren. Da bei der Zell-Lyse die intrazelluldre Fliissigkeit
freigesetzt wurde, mussten alle IL-1RA Werte zur Korrektur mit dem Faktor 1/(1-
Hiamatokrit) multipliziert werden, um die Ergebnisse vergleichbar zu machen. Die IL-1RA
Bestimmungen wurden mit dem Quantikine™ IL-IRA ELISA Kit (DPC Biermann, Bad

Nauheim), wie vom Hersteller vorgeschrieben, durchgefiihrt.

2.8 Statistik

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programm SPSS fiir Windows 7.5.3 auf einem PC.
Zur explorativen Datenanalyse wurden flir die Leukozyten- und Thrombozyten-
Filtrationseffizienz, die Leukozyten-Kontamination und die Filtrationsdauer der Mittelwert
und die Standardabweichung in Abhédngigkeit vom Filtrationszeitpunkt berechnet. Zusétzlich
wurden Box-plots angefertigt: Box-Plots zeigen den Interquartilbereich, der die mittleren
50% der Einzelwerte enthilt als Kasten ("box") sowie den Median als Linie innerhalb der
Box. Die Linien ober- und unterhalb der Box stellen die Spannweite der Werte ohne
Ausreifler dar (Sachs, 1984). Ausreifler sind als Werte definiert, die mehr als das 1,5-fache
des Interquartilbereiches ober- bzw. unterhalb des Interquartilbereiches liegen. Sie sind in
Form von Rauten dargestellt. Zur konfirmativen Datenanalyse wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse fiir den unabhédngigen Faktor "Filtrationszeitpunkt" durchgefiihrt. Die
Nullhypothese eines fehlenden Einflusses des Filtrationszeitpunktes wurde bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 verworfen. Bei einem signifikanten Einfluss wurden
Einzelvergleiche zwischen den einzelnen Filtrationszeitpunkten mit dem Scheffé-Test
vorgenommen (Sachs, 1984).

Die Ergebnisse, mit Ausnahme der Zytokinuntersuchungen, wurden als Mittelwerte + SD
angegeben (Sachs 1984). Die statistische Priifung erfolgte mittels Varianzanalyse
(signifikant fiir p < 0,05). Als Korrelationsma3 diente der Bravaissche Korrelations-
koeffizient nach Priifung auf Normalverteilung der Merkmale (signifikant fiir p < 0,01). Die
Ergebnisse der Zytokinuntersuchungen wurden als Mittelwert + des Standardfehlers
dargestellt (SEM). Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der SPSS™ Software (SPSS
Inc.) durchgefiihrt. Signifikante Veranderungen wihrend der Lagerungszeit wurden mit dem
Friedman‘s Test (zeitabhédngig fiir alle Zeitpunkte) und dem Wilcoxon Test fiir gepaarte
Stichproben (gegeniiber den Werten vor Lagerung) bestimmt (Sachs 1984). Fiir jeden
Zeitpunkt wurde der Vergleich der Buffy coat-armen und der gefilterten EK's mit dem
Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt (Sachs 1984).
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