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A. Einleitung

A.1 Historischer Einblick in die Entwicklung der Transfusionsmedizin

Der Bedeutung des Blutes fiir den Menschen war man sich von jeher bewusst. So bemerkte
Hippokrates:“ Das Blut verleiht dem Menschen das Bewusstsein.“ (1). Mit der Erfindung von
Werkzeugen und Waffen und damit der Ermoglichung des Jagens und Erlegen von Tieren, fand
man den Zusammenhang des Lebens mit der ,,roten Fliissigkeit* und die Folgen seines Verlusts
bei Verletzungen heraus (2). Die Agypter nahmen Blutbider um sich zu erholen und die Romer
tranken das Blut gefallener Gladiatoren zur Behandlung von Epilepsie (3). Die urspriingliche
Motivation, mit Bluttransfusionen zu beginnen, war der Glaube, dass junges und gesundes Blut
Greise verjingen und Kranke heilen konnte (4). Die erste, in der Geschichte vermutete
Bluttransfusion wird in der Literatur hiufig auf Papst Innocent VIII im Jahre 1492
zuriickgefiihrt. Es ist davon auszugehen, dass diesem an den Folgen eines Schlaganfalls
leidenden Mann das Blut dreier geopferter Jungen zu trinken gegeben wurde und es nicht zu
einer ,echten Blutiibertragung® gekommen ist (5). Die Frage wer sich als Erster in der
Geschichte mit Bluttransfusionen beschiftigte, ldsst sich nicht eindeutig beantworten. Magnus
Pegel, Professor aus Rostock, veroffentlichte 1604 sein Buch {iber die Theorie der
Bluttransfusion (6, 7). Die Beschreibung der Technik der Bluttransfusion geht auf Andreas
Libavius zuriick (8). Der aus dem sidchsischen Halle stammende Chemiker und Physiker (9)
berichtete 1615 iiber seine Methode, bei der die Arterie eines jungen Mannes ,,ge6ffnet und mit
der ,,eroffneten* Arterie eines alten Mannes iiber Silbertuben verbunden wurde. Auf diese Weise
sollte dem geschwichten Alten die ,,Fontidne des Lebens* zuriickgegeben werden. Es ist nicht
bekannt, ob diese Prozedur von Libavius auch in die Tat umgesetzt worden ist (10). Ob
Transfusionen vor der Entdeckung des Blutkreislaufs 1628 durch Harvey iiberhaupt durchgefiihrt
worden sind, ldsst sich nicht eindeutig belegen.

Mit dem Wissen tiber die Zirkulation des Blutes wurde begonnen, geringe Mengen Blut, sowie
Opium und andere Drogen intravends zu injizieren (11). Die erste gut dokumentierte
Blutiibertragung von Tier zu Tier wurde von dem Physiologen Lower im Februar 1665 in
England vorgenommen (12). Fiir die Blutiibertragung wurde die Arteria Carotis eines Hundes
mit der Vena Jugularis eines anderen Hundes verbunden. Dabei beobachtete man, dass es zu
keinen negativen Reaktionen oder Wesensidnderungen bei dem iiberlebenden Empféingertier kam
(13). Hingegen waren Blutiibertragungen zwischen Tieren verschiedener Gattungen mit dem

Tod assoziiert. Die vermutlich erste Blutiibertragung von einem Tier auf den Menschen wurde



am 15.06.1667 in Paris durch den Mathematiker und spéter koniglichen Leibarzt J.-B. Denis und
den Chirurg P. Emmerez durchgefiihrt. Die Wahl eines Tieres als Spender diirfte mit der
Vorstellung zusammenhéngen, dass das Blut von Tieren, besonders das des Lammes als rein
galt. Die gewihlte Technik entsprach der von Lower, bei welcher die A. cervicalis eines Lammes
mit der V. cubitalis eines von Fieber geschwichten Jungen in Verbindung gebracht wurde. Auch
Italien und Deutschland schlossen sich den Versuchen an. In Deutschland wurde die erste
Bluttransfusion durch den Feldchirurgen des groBen Kurfiirsten M. Purmann und den
Regimentchirurgen B. Kaufmann im Jahre 1668 durchgefiihrt. Dabei soll sich, nach der
Blutiibertragung von einem Lamm zu einem angeblich an Lepra Erkrankten, die Heilung
angeschlossen haben. Natiirlich kam es auch zu zahlreichen Todesféllen nach Bluttransfusionen,
was zu Einschriankungen des Experimentierens fiihrte. In Frankreich zeigte sich dieses in einem
Urteilsspruch des franzosischen Gerichtshofs im Jahr 1668, wonach Transfusionen nur noch mit
Einwilligung eines der Pariser Fakultit angehorenden Arztes erfolgen durften. Diese dufleren
Erschwernisse und die noch groBen Unsicherheiten im Umgang mit Transfusionen durch das
geringe Wissen um die Griinde fiir die Misserfolge bei den Blutiibertragungen fiithrten dazu, dass
die Experimente fiir fast 100 Jahre weitestgehend eingestellt wurden.

Das Thema der Transfusion wurde am Anfang des 19. Jahrhunderts von dem Londoner
Geburtshelfer James Blundell wieder aufgegriffen. Bei seiner Arbeit war ihm aufgefallen, dass
eine hohe Zahl an Frauen unter der Geburt verbluteten. Dies veranlasste ihn, Experimente mit
Bluttransfusionen an Tieren durchzufithren, wobei er die Tiere zunidchst ausbluten lie3, um sie
dann {iiber Injektionen mit Blut wieder ,,aufzufiillen. Dabei entdeckte er, dass die Ubertragung
von Blut zwischen Tieren unterschiedlicher Spezies zum sicheren Tod des Empfingertiers fiihrte
(14). Er folgerte daraus, dass fiir die Blutiibertagung auf den Menschen nur menschliches Blut
verwendet werden sollte. Die Anwendung der Transfusionen blieb aber weiterhin ein unsicheres
Verfahren.

Als Therapie bei drohendem Verbluten ergab sich ab 1879 jedoch die Moglichkeit der
Anwendung von Kochsalzlosungen (15). So hatten Kronecker und Sander in Tierexperimenten
festgestellt, dass die Aufrechterhaltung eines adidquaten Volumens fiir den Organismus
bedeutender ist als die Gabe von Erythrozyten. Fiir eine anhaltende Erh6hung des Blutvolumens
reichten reine Salzlosungen jedoch nicht aus. Der Physiologe Starlin entdeckte 1896, dass fiir
den Erhalt eines bestimmten Volumens ein ausreichend hoher kolloidosmotischer Druck
vorhanden sein muss (16). Dieser konnte durch den Saft einer Gummiarkazienart, bestehend aus
verschiedenen Zuckern erreicht werden. Bis zum Anfang des 20. Jahrhunderts wurden

Blutverluste somit mit Elektrolyt und Zuckerlosungen behandelt.



Dennoch wurden weiterhin Forschungen auf dem Gebiet der Blutiibertragung unternommen. Das
Phinomen der Blutagglutination wurde erstmals 1869 von Creite beschrieben (17), nachdem er
Katzenserum zu Kaninchenblut gegeben hatte. Zunidchst wurde diese Erscheinung als
,bakterielle Agglutination* interpretiert, da man vermutete, dass nur das Blut Kranker mit dem
Gesunder agglutinierte (18). K. Landsteiner publizierte jedoch 1900 in seinen Forschungen iiber
»serum gesunder Menschen* die Moglichkeit, dass die Agglutination auch eine individuelle
Eigenschaft des Blutes sein konnte (19). Ein Jahr spiter folgerte er, seine Beobachtungen
konnten iiber das Gelingen oder Missgliicken der therapeutischen Bluttransfusionen zwischen
Menschen Aufschluss geben (20). Seine Untersuchungen hatten die Entdeckung von 3
Isoagglutininen ergeben. Sturli und Decastello stellten ein weiteres Jahr spiter das Fehlen der
Isoagglutinine in einigen Féllen fest und vervollstindigten das Gesamtbild der 4 Gruppen des
menschlichen Blutes, welches ab 1928 einheitlich als ABO-System bezeichnet wurde (21, 22).
Fir diese revolutionidre Entdeckung erhielt K. Landsteiner 1930 den Nobelpreis fiir Medizin
(23).

Seit dem Durchfiihren von Blutiibertragungen war auch das Problem der Blutgerinnung bekannt.
Man bemerkte bei den Versuchen die Koagulation des Blutes in den Apparaturen und nahm die
Gefahren der Gerinnseliibertragung auf den Empfianger war. Dennoch wurde die Bedeutung der
Blutgerinnung am Anfang des 19.Jahrhunderts noch recht unterschiedlich bewertet. Fiir J.
Hunter und F. Megendie war die Gerinnung ein Hinweis fiir die Vitalitdit und
Funktionstiichtigkeit des Blutes (24). Dagegen stellte die Gerinnung fiir Bischoff einen
Zersetzungsbeginn und ein Zeichen sich auflosenden Lebens dar (25). Der Hunter Schiiler W.
Henson hatte schon 1771 die einzelnen Phasen der Blutgerinnung nach seinen Untersuchungen
dokumentiert (26) und dabei festgestellt, dass Blut durch Stagnation im Korper gerinnt, ebenso
durch die Beriihrung mit Luft. Er folgerte daraus, dass das Blut durch ,,Umriihren bzw. Quirlen*
fliissig bleibt (27). Um das 18. Jahrhundert konnten Parametier und Deyeux Fibrin als
Gerinnungsstoff im Blut identifizieren und stellten seine Notwendigkeit fiir den
Gerinnungsvorgang fest. Es bestand jedoch weiterhin keine Einigkeit dariiber, ob nun
defibriniertes Blut oder Vollblut verwendet werden sollte. Die Befiirworter des Einsatzes von
defibriniertem Blut, wie Bischoff, Miiller und Brown- Sequard fanden heraus, dass die positive
Wirkung des transfundierten Blutes auf den Empfinger allein von den Erythrozyten ausging und
das Fibrin nur die Gefahr der Gerinnselbildung verstirkte. Sie stellten auch fest, dass durch das
»dchlagen des Blutes* die Blutkorperchen sich nicht verdnderten (28). Die Meinungen blieben
aber weiterhin geteilt. Fiir die Verwendung von defibriniertem Blut, war auch der Physiologe

Landois eingetreten (29).



Die zunichst zu Beginn des 17. Jahrhunderts fiir die Bluttransfusion angewandte Technik war
die Methode der ,direkten Bluttransfusion®. Dabei wurde eine Anastomose zwischen der A.
radialis des Spenders mit der V. cubitalis des Empféangers hergestellt, worliber das Blut
tibertragen wurde (30). Die Nachteile waren jedoch enorm. Es kam zu einem erheblichen
Zeitaufwand und die Blutiibertragung war nur durch einen erfahrenen Operateur durchfiihrbar.
Weitere Probleme waren die Ubertragung pathogener Erreger, die Unkontrollierbarkeit der
ibertragenen Blutmenge und der Verlust einer Arterie auf Seiten des Spenders. Der Chirurg Payr
modifizierte die Technik, indem er eine in Formalin gehirtete und in Paraffin getrinkte
Kalbsarterie in die arterio-vendse Anastomose einfiigte, was sich als positiv fiir den Zeit- und
Arbeitsaufwand herausstellte (31). Ebenfalls variiert wurde die ,,direkte Methode von dem
Hamburger Chirurgen Oehlecker. Die veno-vendse Transfusion wurde iiber eine in die Spender-
bzw. Empfingervene eingelegte Glaskaniile und eine zwischengeschaltete Glasspritze
portionsweise durchgefiihrt. Er entwickelte auch die ,,biologische Probe* bei der dem Empfianger
zundchst nur vorsichtig geringe Mengen Blut injiziert wurden, um Unvertrdglichkeiten
rechtzeitig zu erkennen (32). Bis heute gilt diese Vorsicht im Umgang mit Transfusionen, die nur
vom Arzt und unter Uberwachung durchzufiihren sind. Neben der Anwendung der ,.direkten
Methode* wurde unter der Notwendigkeit von Transfusionen im 1. Weltkrieg ein einfacheres
Verfahren von Wederhake entwickelt (33), wobei er aus der erdffneten Spendervene 300-500 ml
Blut in ein steriles Gefill entnahm, durch ,,Schlagen* mit Pinzetten defibrinierte und intravends
verabreichte. Diese, auch von den Briten und Amerikanern im Krieg verwendete Methode,
wurde als ,,indirekte Bluttransfusion® bezeichnet und stellte den Beginn der Verwendung von
Blutkonserven da. Dem entnommenen Blut wurde auflerdem Natriumcitrat beigefiigt. Die
gerinnungshemmende Wirkung von Natriumcitrat war seit 1914 bekannt (34) und konnte somit
als Antikoagulanz fiir die Blutkonservierung genutzt werden.

Die oben genannten Voraussetzungen ermoglichten den Ausbau des Transfusionswesens. Durch
die Zunahme an durchgefiihrten Transfusionen stieg der Bedarf an Blut immer weiter an, so dass
fiir geniigend Blutspender gesorgt werden musste. So wurde in London 1921 der erste
europdische Blutspendenachweis gegriindet, dessen Aufgabe war, unbezahlte Spender, deren
Blutgruppe vorher bestimmt wurden, auf Anfragen der Krankenhiduser zu vermitteln. Die erste
Blutbank entstand 1937 in Chicago (35). Der Grundgedanke war, Blutkonserven auf Vorrat zu
lagern wie Geld auf einer Bank, wobei keine finanziellen Gewinne damit beabsichtigt waren.
Das Blut wurde in 500 ml Flaschen entnommen, welche noch einen Zusatz an
Natriumcitratlosung  enthielten und denen  zusdtzlich zwei  Pilotrohrchen  zur

Blutgruppenbestimmung beigefiigt waren. Die Konserven wurden bei einer Temperatur von 4-



6°C aufbewahrt (36) und konnten noch nach 4-5 Tage verwendet werden. Auch die Sowjetunion
nahmen an dieser Entwicklung der Blutiibertragung teil, so dass dort ab dem Jahre 1940 fast
ausschlieBlich konserviertes Blut fiir die Transfusion verwendet wurde (37).

In Deutschland wurde noch ldngere Zeit an der Frischblutiibertragung festgehalten. Ursachen fiir
das Fortbestehen  dieser Blutiibertragungsmethode konnte die Uberzeugung von der
»einzigartigen Qualitdt unverdnderten Blutes® gewesen sein und das Verkennen der Bedeutung
von organisierten Transfusionsdiensten wie sie im Ausland bereits eingefiihrt waren (38). Erst im
Verlauf des 2. Weltkriegs wurde dieser Irrtum erkannt, als man die Blutversorgung an der Front
mit Frischblutiibertragungen nicht gewihrleisten konnte. Ab 1940 wurde dann auch in
Deutschland die ersten Transfusionen mit Blutkonserven durchgefiihrt (39). Mitte der 50 er Jahre
erfolgte der Ubergang von der direkten Blutiibertragung zur indirekten Methode mit
Blutkonserven.

Die zur Blutkonservierung in den Jahren nach dem 2. Weltkrieg verwendeten Behiltnisse waren
meist Erlenmeyerkolben, welche mit einem Wattebausch verschlossen wurden. Bis in die 50er
Jahre wurde das Blut iiber Stahlnadeln entnommen und in mit Gummistopfen verschliebaren
Glasflaschen gesammelt. Die Materialien wurden nach dem Waschen und Sterilisieren
wiederverwendet. Durch diese Mehrfachanwendungen kam es jedoch zu schweren
Fieberreaktionen und Schiittelfrosten nach den Bluttransfusionen. Bei der Erforschung der
Ursachen dieser Erscheinungen entdeckte Florence Seibert die Endotoxine (40). Sie fand heraus,
dass diese fiebererregenden Substanzen, auch als Pyrogene bezeichnet, nur durch langes und
starkes Erhitzen zerstort werden konnten. Erst die Erfindung von Blutbeutelsystemen fiir den
einmaligen Gebrauch erbrachte einen deutlichen Riickgang der durch Verunreinigungen
hervorgerufen Nebenwirkungen bei den Blutempfangern. Diese, 1952 von Walter und Murphy
entwickelten, in sich geschlossenen Beutelsysteme bestanden aus einer Nadel zur venosen
Blutabnahme, einem Zwischenstiick und dem anschlieBend zur Blutkonservierung benutzten
Polyvinylbeutel (41). Seither werden geschlossene Blutbeutelsysteme zur Blutkonservierung
verwendet.

Durch die von Loutit und Mollison entwickelte ACD-Losung (acidum citricum-natrium
citricum-dextrose) konnte die Haltbarkeit der Blutkonserven verbessert werden. Die Losung
wurde dem Blut in einem bestimmten Verhiltnis beigefiigt und dadurch die Lagerung der
Konserven unter Kiihlung fiir ca. 3 Wochen moglich (42). Ohne die Verwendung der
Plastikbeutel wire auch die Entwicklung im Bereich der Komponententherapie kaum moglich

gewesen. Die Beutel, bestehend aus nicht mit biologischen Fliissigkeiten reagierendem



Polyvinyl, erlaubten durch ihre Flexibilitit die Zentrifugation und Auftrennung des Blutes in
seine Bestandteile.

In den letzten 50 Jahren wurde die Verwendung von Vollblutkonserven allméhlich ersetzt durch
die gezielte Therapie mit einzelnen  Blutkomponenten (Erythrozytenkonzentrat,
Thrombozytenkonzentrat und Plasma). Die Blutkomponententherapie hat zu einer Minimierung
der transfusionsassoziierten Risiken gefithrt und die Lagerungszeiten fiir Blutprodukte erhoht.
Die Wandlung in der Therapie von Vollbluttransfusionen zu der Ubertragung nur einzelner
Blutkomponenten wird auf die Zeit des 2. Weltkriegs datiert. Damals entwickelte Edwin J. Cohn
die ,kalte Ethanolmethode* (43), womit es moglich wurde, Plasma zu fraktionieren und die
Proteinbestandteile des Blutes wie Albumin, gamma-Globulin und Fibrinogen therapeutisch zu
nutzen. Albumin und Plasma waren wihrend des Krieges wichtige Therapeutika in der
Behandlung des himorragischen Kreislaufschocks (44). Auch  die Verwendung von
unfraktioniertem Plasma wurde durch den Einsatz von einzelnen Gerinnungsfaktoren weiter
modifiziert. Dies war ein grofer Erfolg in der Therapie der Himophilie. Pool hatte 1965 den
Faktor VIII entdeckt und diesen iiber ,Kilteausfillung“ mit Hilfe des geschlossenen
Beutelsystems aus dem Blut separiert (45). Das Wissen iiber das erhohte Risiko der Ubertragung
von Syphiliserregern durch frisches noch warmes Blut hat den Schritt in Richtung
Blutkomponententherapie ebenfalls vorangetrieben. Durch die Abkiihlung und Lagerung des
Blutes, bevor es transfundiert werden konnte, entstand aber ein erhohter Verlust an
funktionstiichtigen Gerinnungsfaktoren. Um die Gerinnungsfaktoren zu erhalten, wurden die
Zellbestandteile des Blutes vom Plasma getrennt und das Plasma mit den Gerinnungsfaktoren
schnellstmoglich eingefroren.

Die Gewinnung von Plasma mit Hilfe einer Zentrifuge wurde erstmals 1944 von Tui et al.
beschrieben (46). Diese Methode wurde durch Judson weiterentwickelt, der 1968 die
»geschlossene Zentrifuge* erfand (47). Das war der Beginn des Hadmapherese-Verfahrens, bei
dem das Blut wihrend der Spende in seine einzelnen Blutkomponenten aufgetrennt wird und die
nicht benétigten Bestandteile noch im Verlauf der Spende zuriickgegeben werden konnen. Die
Zentrifugation und zu einem geringen Anteil die Hidmapherese stellen zur Zeit die

Standardverfahren der Blutkomponentenherstellung dar.



A.2 Aktuelle Standardverfahren der Blutkomponentengewinnung

A.2.1 Blutseparation durch Zentrifugation

Nachdem die Spendefihigkeit hinreichend gekliart wurde, wird eine Spendervene durch das
Entnahmepersonal gestaut, desinfiziert und dann punktiert. Die Kaniile ist steril iiber einen
Schlauch mit dem Beutelsystem verbunden. Vor der Fiillung des fiir die Vollblutkonserve
vorgesehenen Beutels, werden ca. 20 ml Blut in einen ,,predonation sample* Beutel gefiillt (48).
Fiir die dann folgende Spende wird ein Blutvolumen von ca. 495 ml entnommen.

Der auf der Mischwaage liegende Beutel zum Sammeln des Vollblutes ist mit 70 ml CPD
Stabilisatorlosung  gefiillt, welche sich aus Citrat zur Verhinderung der Gerinnung,
Phosphatpuffer zur PH-Stabilisierung und Dextrose zur Energiebereitstellung zusammensetzt.
Wihrend der Spende werden Vollblut und Stabilisator iiber die Mischwaage gleichmiBig
vermengt.

Fiir die ,,Sammlung* des Blutes wird in der Regel ein Vierfachbeutelsystem verwendet (s. Abb.
1). Dieses geschlossene Beutelsystem ist steril iiber Schlduche verbunden und bietet die

Moglichkeit, das Vollblut in die verschiedenen Blutkomponenten aufzutrennen.

1: Vollblut

2: integrierter Leukozytenfilter
3: gefiltertes Vollblut

4: gefiltertes Frischplasma

5: gefiltertes Erythrozytenkonzentrat

Abbildung 1: Vierfachbeutelsystem

Der Beendigung der Spende folgt das Abschweiflen des Entnahmeschlauchs und die Entfernung
der Kaniile. Die Vollblutkonserve steht dann zur weiteren Aufbereitung zur Verfiigung.

Die nun folgenden Schritte miissen innerhalb von 24 Stunden (48) abgeschlossen sein. Werden
bis zur Herstellung der Blutkomponenten iiber 8 Stunden benétigt, sollten sich die Blutprodukte

bei Temperaturen von + 4°C +/- 2°C fiir die Erythrozytenkonzentratherstellung oder + 22°C



+/- 2°C fiir die Thrombozytenkonzentratherstellung (48) befinden. Da ein groBer Teil der
Blutspenden aufBerhalb der Blutspendezentralen gewonnen wird, miissen bis zur Herstellung der
Blutkomponenten Transportwege und Zeitverzogerungen hingenommen werden.

Die erforderliche Leukozytendepletion erfolgt mit einem Leukozytenfilter und kann vor oder
nach der Zentrifugation durchgefiihrt werden. Da nicht nur die Leukozyten, sondern auch ein
groBBer Teil der Thrombozyten durch den Leukozytenfilter entfernt werden, erfolgt bei der
Thrombozytenkonzentratherstellung aus Vollblut die Leukozytenfiltration nach der
Zentrifugation.

Der Leukozytenfilter ist von den Herstellern der jeweiligen Beutelsysteme bereits unterhalb des
Vollblutbeutels integriert worden. Fiir die Leukozytenfiltration wird der mit dem Beutelsystem
verbundene Vollblutbeutel an einer Aufhiingevorrichtung angebracht. Durch Offnen des Ventils
vor dem Leukozytenfilter wird die Filtration gestartet (s. Abb. 2). Nachdem das gesamte Blut

den Filter passiert hat, wird der Beutel mit dem gefilterten Blut entliiftet und abgeschweif3t.

Abbildung 2: Leukozytendepletion iiber
den Leukozytenfilter

Die Zentrifugation erfolgt nach Finlage der Blutkonserve in den Rotator.
Rotationsgeschwindigkeit, Zentrifugationsdauer und Temperatur werden durch die zu
separierenden Blutkomponenten und das verwendete Beutelsystem bestimmt. Zur Auftrennung
des Vollbluts in Erythrozytenkonzentrat und Frischplasma werden in der Regel eine
Zentrifugalbeschleunigung von 4000 bis 5000 x g und eine Zentrifugationsdauer von ca. 20

Minuten verwendet.



Durch das Zentrifugieren des Blutes sedimentieren die einzelnen Blutbestandteile entsprechend

der Svedberg- Gleichung (s. Gleichung 1) in unterschiedlichen Geschwindigkeiten.

Svedberg-Gleichung:

V= 2/9 x W? x R[d (Zellen) — d (Plasma)] x r*

¢

V= Sedimentationsgeschwindigkeit ; W= Winkelgeschwindigkeit ; R= Abstand der Blutzellen zur Drehachse ;

d = spezifisches Gewicht ; r = Radius der Blutzellen ; n, = Viskositit des Mediums bei t° C

Gleichung 1 : Svedberg- Gleichung

Am Anfang der Zentrifugation beeinflusst vor allem die ZellgroBe die Schichtung der einzelnen
Blutzellreihen (s. Abb.3). Dadurch sinken die Leukozyten, als Zellen mit dem groften Radius,
am schnellsten ab. Es folgen die Erythrozyten und schlielich als kleinste Zellbestandteile die

Thrombozyten.

Thrombozyten

Erythrozyten

Leukozyten

Abbildung 3: Die erste Phase der Zellschichtung
erfolgt nach der Zellgrofie

Der als niichstes auf die Zellschichtung Einfluss nehmende Faktor ist das spezifische Gewicht
(s. Abb.4 S.10). Dadurch kommt es durch die Masse der Erythrozyten zum Hochdriicken der
Leukozyten vom Beutelboden. Diese Umschichtung ist an eine Temperatur von ca. 20°C

gebunden, wodurch die Viskositit der Erythrozyten beeinflusst wird.



Thrombozyten
Leukozyten

Erythrozyten

Abbildung 4: Die zweite Phase der Zellschichtung

erfolgt nach dem spezifischen Gewicht

Bei noch nicht durchgefiihrter Leukozytendepletion enthilt der Blutbeutel nach Abschluss der
Zentrifugation die Blutbestandteile in folgender Reihenfolge: die oberste Schicht besteht aus
Plasma, darunter befindet sich der ,buffy coat” aus den Thrombozyten und einem Teil der
Leukozyten (Lymphozyten und Monozyten) und am Boden die Erythrozyten und die
Granulozyten (s. Abb. 5). Ist die Leukozytendepletion vor der Zentrifugation erfolgt, sind die
Leukozyten und der iiberwiegende Teil der Thrombozyten bereits entfernt worden. Durch die
Entfernung der Thrombozyten und besonders der Leukozyten werden unerwiinschte Reaktionen
bei der Lagerung und der Transfusion (PH- Abfall wihrend der Lagerung, Verstopfung der
Transfusionsfilter durch groe Zellaggregate, Nebenwirkungen durch die Transfusion)

minimiert.

Plasma

,,buffy coat* (Thrombozyten, Leukozyten)

- Erythrozyten

Abbildung 5: Schichtung der Blutbestandteile einer Blutkonserve nach der

Zentrifugation (ohne vorherige Leukozytenfiltration)
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Nachdem das Beutelsystem ohne die Zellschichten zu vermischen aus dem Rotator entnommen
wurde, schliet sich die Trennung der Schichten voneinander an. Frither wurde die Separation
noch mit Hilfe einer manuellen Federpresse durchgefiihrt. Heute geschieht dieser Vorgang
teilweise automatisch. Die zentrifugierte Vollblutkonserve wird in den Separator eingelegt,
welcher tiber optische Detektoren die Trennschicht zwischen Plasma und Zellen ermittelt und
diese dann jeweils in die verbundenen Beutel abpresst. Das leukozytendepletierte
Erythrozytenkonzentrat wird in additive Losung resuspendiert und von dem Plasmabeutel
getrennt. Das Plasma wird fiir die Lagerung unter eine Temperatur von — 30°C tiefgefroren. Die
Erythrozytenkonzentrate werden, bei einer Temperatur von + 4°C +/- 2°C gelagert und sind dann

bis zu 49 Tage haltbar.

A.2.2 Blutseparation durch Himapherese

Eine weitere Moglichkeit einzelne Blutkomponenten zu gewinnen, ist die Apherese. Bei dieser
Methode wird das Blut wihrend der Spende in seine Blutkomponenten getrennt und dem
Spender die nicht bendtigten Blutbestandteile zurtickgegeben. Die Separation des Blutes erfolgt
auch bei der Himapherese mit Hilfe der Zentrifugation und es werden ein diskontinuierliches
von einem kontinuierlichen Verfahren unterschieden. Bei der diskontinuierlichen Methode wird
dem Spender zundchst maximal 15% seines Blutvolumens entnommen, dieses in die
Blutkomponenten separiert und die nicht gebrauchten Blutanteile anschlieBend iiber die Kaniile
zuriickgegeben. Wihrend des kontinuierlichen Verfahrens werden die nicht benétigten

Blutbestandteile bestédndig unter der Blutspende zuriick transfundiert.

A.3 Aufgabenstellung

Die heutigen Standardverfahren der Blutkomponentenherstellung weisen einige Nachteile auf.
Der maschinelle Betrieb der Zentrifuge und Himapherese ist an eine &dullere
Energiebereitstellung gebunden und erfordert hohe Anschaffungs- bzw. Unterhaltskosten. Die
praktische Umsetzung der Blutseparation ist nur durch geschultes Personal durchfiihrbar.
AuBerdem ist die Blutfraktionierung hédufig mit einer Zeitverzogerung verbunden, da ein
betrdchtlicher Teil der Blutkonserven mittels mobilen Spendestationen (Fahrzeugen) entnommen
wird. Die Blutkonserven werden zunéchst iiber grole Strecken zu den Hauptblutspendezentren

transportiert, bevor dort die Fraktionierung in Blutkomponenten durchgefiihrt werden kann.
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Der Grundgedanke, mit den Versuchen zu beginnen, war eine alternative Methode zu Zentrifuge
und Hamapherese zu schaffen, um bei gleichen Anforderungen an das Endprodukt (s. Tab. 1)
mit recht einfachen Mitteln und ohne die Benotigung von Energiequellen die Herstellung von

Blutkomponenten zu ermdoglichen.

Tabelle 1: Qualitdtskontrolle fiir leukozytendepletiertes Erythrozytenkonzentrat in
Additivlosung ( Auszug aus den Richtlinien zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Gewinnung von Blutprodukten 2005 )

Volumen gemil Zulassung

Hamatokrit 0,50-0,70 11

Gesamt-Hb > 40 g/Einheit” oder > 2,48 mmol/Einheit
J%Himolyse <0,8% der Erythrozytenmasse
Restleukozyten <1x10%Einheit

Visuelle Kontrolle Beutel unversehrt, keine sichtbare Himolyse
Sterilitat steril

Eine Moglichkeit dieses Ziel zu erreichen, ergab sich durch den fiir die Hémodialyse
verwendeten Hollow-Fiber-Filter, dessen Filtereigenschaft auf der Ausnutzung der Schwerkraft
beruht. Aus diesem Filter und Teilen des geschlossenen Beutelsystems wurde eine Apparatur fiir

die Durchfiihrung der Versuche zur Blutkomponentengewinnung konstruiert.
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B. Material und Methode

B.1 Material fiir den Versuchsaufbau

B.1.1 Aufbau und Funktion von zur Himodialyse verwendeten Hollow Fiber Filtern

Das AuBere eines Hollow Fiber Filters lisst sich durch die Form einer Sidule beschreiben, in
deren Inneren sich die Hohlfasern (Hollow Fiber) befinden (s. Abb. 6). Diese 500 bis mehrere
tausend parallel zueinander angeordneten Hohlfasern konnen zusammen einen
Innendurchmesser von 330 bis 770 um bilden. An der Séule befinden sich drei Anschliisse, von
denen zwei in Verbindung mit den Hohlfasern stehen und den Blutfluss durch die Siule
ermoglichen. Ein weiterer Anschluss miindet in den mit physiologischer Kochsalzlosung

gefiillten AuBBenraum der Séule.

Blutfithrende Hohlfasern

Plasmafiltrat

AuBenansicht Querschnitt

— Blutleitung
Plasmaleitung

[] Beliiftungsventil

Abbildung 6: Hollow Fiber Filter
Die Hohlfasern bestehen aus asymmetrisch angeordneten Membranen. Zur blutfithrenden Seite

hin ist die Membran 1pum breit und hat einen Porendurchmesser von 0,2 bis 0,5 um. Bei dieser

Porengrofle kommt es zu einem hohem Filtratstrom, ohne eine Hdmolyse zu begiinstigen. Es
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schlieBt sich eine 140-160 pm kriftige Membranschicht an, deren Porendurchmesser sich nach
AuBen erweitern. Die Membranen lassen molekulare Substanzen bis zu einer Molmasse von 0,2
bis 0,5 x 10° Dalton passieren. Sie bestehen in der Regel aus hydrophoben Polymeren und
zeichnen sich durch eine gleichméBig gute Filtratleistung und Biokompatibilitit aus (49, 50).

Die Himodialyse wird therapeutisch eingesetzt, um die Nierenfunktion zeitweise zu
tibernehmen. Dabei wird das Blut iiber einen extrakorporalen Kreislauf durch den
Membranseparator ~ geleitet, welcher die Reinigung des Blutes von urdmischen
Stoffwechselmetaboliten und die Regulation des Wasser- und Sédure- Basen-Haushalts
tibernimmt. Der Stofftransport findet durch die Transportmechanismen der Diffusion und
Konvektion iiber die semipermeable Membran statt. Bei Diffusion bewegen sich die Stoffe
entsprechend der Konzentrationsdifferenz von der Losung mit der hoheren Konzentration zu der
mit der niedrigeren Konzentration. Dies ist ein passiver Vorgang (51, 52), der von dem
Konzentrationsgradienten, der Masse der Molekiile, dem Diffusionsweg, der Temperatur und der
Stromung im System beeinflusst wird. Die Konvektion ist der Transport von geldsten
Substanzen zusammen mit filtrierter Fliissigkeit. Sie ist abhéingig von dem hydrostatischen
Druckgefille und wird nicht so sehr wie bei der Diffusion von dem Verhiltnis der Groe der
Molekiile zu der Porengrof3e bestimmt.

Die Gewinnung des Filtrats bei der Membranplasmapherese ldsst sich durch den Begriff der
»cross flow filtration® beschreiben (s. Abb. 7). Die gelosten bzw. ungelosten Stoffe flieen
parallel zur Filtermembran und kénnen diese nicht passieren. Das Filtrat wird dabei senkrecht

zur Filtermembran durch den Suspensions- bzw. Losungsfluss transportiert (53).

S

Filtermembran

44

Abbildung 7: Cross — flow- filtration
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B.1.2 Nutzung des Hollow Fiber Filters fiir die Blutkomponentenherstellung

Die fiir die Hamodialyse eingesetzten Hollow Fiber Filter trennen die nicht bendtigten, fliissigen
Bestandteile von den zelluldren Bestandteilen des Blutes. Um dies zu gewéhrleisten haben die
Membranen der Hohlfasern eine Porengrofle von 0,2-0,5 um. Da die Erythrozyten eine Grof3e
von 4-7 um haben, werden sie durch den Filter zuriickgehalten und somit vom Plasma getrennt.
In der hier vorgestellten Arbeit, wurde unter diesen Voraussetzungen der fiir die Himodialyse
verwendete Hollow Fiber Filter ohne Modifizierung fiir die Herstellung von Blutkomponenten

genutzt.

Fiir die Versuche wurde der Hollow Fiber Filter: ,,Hemaplex BT 900 C* der Firma Dideco
(Italien) verwendet (s. Abb.8).

_ Anschluss fiir den
Beliiftungsventil

Erythrozytenbeutel
IF

Anschluss fur ]
Anschluss fiir den

Vollblutbeutel

den Plasmabeutel

bzw.

Erythrozytenbeutel
2F

Abbildung 8: Hollow Fiber Filter (Hemaplex
BT 900 C)
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Dieser entspricht einem, fiir die Routine in der Hamodialyse gebrduchlichem Filter, der sich

durch die folgenden Merkmale beschreiben lisst. (s. Tab. 2)

Tabelle 2: Hollow Fiber Filter (Hemaplex BT 900 C)

Hersteller Dideco
Bezeichnung Hemaplex BT 900 C
Hohlfaser-Material Polypropylen

Linge des HF Filters 16 cm

Effektive Linge 14 cm

Porengrofie 0,2-0,5 um
Wandstirke 150 um
Innendurchmesser 330 um

Oberfliche 0,1 m?

B.1.3 Vollblutkonserven

Die fiir die Versuche bendtigten Vollblutkonserven entstammten gesunden Spendern, die jeweils
aufgekliart wurden und ihre Einwilligung gegeben hatten. Bis zur Gewinnung der
Vollblutkonserven entsprach das Vorgehen hinsichtlich der Spenderauswahl und der

Blutentnahme dem Ablauf fiir die Blutkomponentenherstellung mit Hilfe der Zentrifuge.

B.1.4 Stabilisatorlosung und additive Losung

Fiir die Versuche wurden Teile der Vierfachbeutelsysteme, sowohl der Firma Maco Pharma, als
auch der Firma Fresenius verwendet. Die Vollblutbeutel waren von Fresenius und enthielten
70 ml CPD Stabilisatorlosung (2,63 g Natriumcitrat-Dihydrat, 327 mg Citronenséure, 2,55 g
Glucose, 251 mg Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat ). Das darin enthaltene Citrat wirkt
antikoagulierend, das Phosphat wirkt dem absinkenden PH-Wert durch die anaerobe Glykolyse
in den Erythrozyten entgegen und die Dextrose dient der Energiebereitstellung.

Nach Herstellung des Erythrozytenkonzentrats, wurde diesem die additive Losung beigegeben.
Die darin enthaltenen Purinbasen (Adenin, Guanosin) unterstiitzten die Synthese von ATP und
2,3-Diphosphoglycerat und wirkten so giinstig auf die Lebensfidhigkeit der Erythrozyten ein.

Mannitol bewirkte eine zusitzliche Memranstabilisation.
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Die den Erythrozytenkonzentratbeuteln zugesetzten additiven Losungen enthielten fiir die

Firma Maco Pharma 110ml SAG-M und fiir die Firma Fresenius 110ml PAGGS-M (s. Tab. 3).

Tabelle 3: Inhaltsstoffe der additiven Losungen

Inhaltsstoff SAG-M PAGGS-M
Natriumchlorid 877 mg 421 mg
Glucosemonohydrat 900 mg 940 mg
Adenin 16,9 mg 19,4 mg
Guanosin 40,8 mg
Mannitol 525 mg 1000 mg
Dinatriumhydrogen- 143,2 mg
phosphatdihydrat
Natriumdihydrogen- 125,5 mg
phosphatdihydrat
Wasser ad 100 ml ad 100 ml

Die Konservierungslosungen ermdglichen eine Verlingerung der Uberlebenszeit an
funktionstiichtigen Erythrozyten, so dass die Erythrozyten bei einer Lagerungstemperatur von

+ 4°C +/-2°C bis zu 35 Tage (SAG-M) bzw. 49 Tage (PAGGS-M) haltbar sind.

B.1.5 Leukozytenfilter

Leukozyten konnen, wenn sie in dem zu transfundierendem Blut enthalten sind, eine Reihe von
negativen Reakionen im Empfinger auslosen. So kann es zu Leukozyten vermittelten
Fieberreaktionen (FNHTR: febrile nicht-hdmolytische Transfusionsreaktionen), HLA-
Alloimmunisierung, Immunsuppression und der Ubertragung zellstéindiger Viren (CMV, HHVS,
HTLV) kommen. Es konnte belegt werden, dass die Leukozytenfiltration vor der Transfusion
von Blutprodukten das Auftreten von Nebenwirkungen stark reduziert. So wurde mit der
Begriindung auf dem §28 Abs. 3c Nr.1 und 2 des Arzneimittelgesetzes in einem Bescheid des
Paul Ehrlich Instituts festgelegt, dass nur Vollblute, Erythrozytenkonzentrate und
Thrombozytenkonzentrate verabreicht werden diirfen, deren Leukozytengehalt unter 1 x
10° pro Einheit / Blutkonserve betrégt.

Die Entfernung der Leukozyten aus dem Blut gelingt, neben den Moglichkeiten der

Zentrifugation und Sedimentation, am besten durch die Filtration. Die verwendeten Filter
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bestehen aus mehreren Schichten Polyesterfasern, deren Benetzungsfahigkeit durch Ionisation
und chemische Vorbehandlung erhoht wurde. Der Filtrationsvorgang erfolgt durch direkte
Adhédsion der Leukozyten an den Fasern oder iiber Thrombozyten an die die Leukozyten
adhériert sind und den mechanischen Siebeffekt. Eine hinreichende Leukozytenfiltration findet
durch ein einmaliges Passieren des Blutes durch den Filter statt, welcher ein Bestandteil des
geschlossenen Beutelsystems ist. Die Leukozytendepletion ist prinzipiell vor oder nach der
Zentrifugation moglich und schlieft sich auch an die Apherese an. Sie sollte jedoch 6 bis 24
Stunden nach der Blutentnahme bei Raumtemperatur erfolgen.

Bei mehreren Versuchen wurde die Leukozytenfiltration als Teil des Versuchsablaufs

durchgefiihrt. Dafiir wurde der Filter ,,Leucoflex* der Firma Maco Pharma verwendet (s. Abb.9).

Abbildung 9: Leukozytenfilter (Maco Pharma)
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B.1.6 Materialauflistung

-Vollblutkonserve (Fresenius)

-Leukozytenfilter (Maco Pharma)

-Hollow Fiber Filter ( Hemaplex BT 900 Dideco)
-Erythrozytenbeutel 1F und 2F (Maco Pharma, Fresenius)
-Beutel mit 110 ml additiver Losung (Maco Pharma, Fresenius)
-Plasmabeutel (Maco Pharma, Fresenius)

-Sterile Schlauchverbindungen (Maco Pharma, Fresenius)
-Infusionssténder als Aufhidngung

-Plastikklemmen

-Waage (Sartorius universale)

-Thermometer

-Steriles Schweilgerit (Termu Sterile Tubing Welder (TS CD))
-Blutanalysator (Sysmex K-4500)

B.2 Versuchsdurchfiihrung

Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurde eine Apparatur konstruiert, die sich aus dem Hollow
Fiber Filter und Bestandteilen des geschlossenen Beutelsystems zusammensetzte. Die fiir die
Versuche benotigten Beutel und Schlauchverbindungen wurden aus dem System abgetrennt und
in neuer Anordnung unter sterilen Bedingungen mit dem Schwei3gerdt der Firma Terumo
zusammengeschweilit. Als Aufhingevorrichtung diente ein hohenverstellbarer Infusionsstinder,
an dessen ausziehbaren Teil der Stange der Hollow Fiber Filter (abgekiirzt mit HF Filter)
befestigt wurde. Das grundsitzliche Prinzip des Versuchaufbaus wird an einer der moglichen
Varianten vorgestellt (s. Abb. 10-12).

An den mit Spenderblut gefiillten Vollblutkonservenbeutel (a) wurde der Leukozytenfilter (b)
geschweilit (s. Abb.10 S.20). Bei einigen Versuchen wurde der Leukozytenfilter an anderer
Position der Apparatur angebracht oder die Integration des Leukozytenfilters entfiel, wenn die
Leukozytendepletion innerhalb des Versuchsablaufs nicht vorgesehen war. Das untere Ende des
Leukozytenfilters (b) wurde mit einem leeren Beutel (c¢) verbunden, der als Erythrozytenbeutel
2F ( 2F = 2Filtration) bezeichnet wurde. Dieser Beutel (c¢) wurde iiber einen

Verbindungsschlauch mit dem unteren roten Zulaufventil (d) an den HF Filter angeschlossen.
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a Vollblutbeutel

b ] Leukozytenfilter

Zwischenbeutel
Bzw.
Erythrozytenbeutel 2F

m Beutel mit additiver Losung
1

4 n
11
i
0
111
Erythrozyten- P
Beutel 1F
h
v ) j
Sammelbeute]
fiir NaCl
Plasmabeutel k

— Plastikklemme

Abbildung 10: Detaillierte schematische Darstellung der 1. Filtration ,bei der die Leukozyten-
depletion vor der HF- Filtration erfolgt
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Die Vollblutkonserve mit daran angeschlossenen Leukozytenfilter und Erythrozytenbeutel 2F
wurde tiber dem HF Filter an dem Infusionsstinder befestigt. Das obere blaue Ventil (f) des HF
Filters wurde mit dem leeren Beutel 1F ( 1F = 1.Filtration) (h) verbunden und dieser unterhalb
des HF Filters an dem Infusionssstinder angebracht. Zusétzlich der beiden Ventile (d, f) die den
Ein- und Abfluss des Blutes durch die Hohlfasern des HF Filters ermdglichen, befindet sich ein
weiteres Ventil (g) am HF Filter. Dieses Ventil (g) ist ein Anschluss zur Filtratseite des HF
Filters. An dieses Ventil wurde ein leerer Beutel (k) zum Sammeln des Plasmas angeschlossen
und iiber eine abzweigende Schlauchverbindung (i) ein leerer Beutel (j) zum Sammeln des in
dem HF Filter enthaltenen Kochsalzlosung angebracht. Beide Beutel wurden unterhalb des HF
Filters am Infusionsstinder befestigt.

Die Abstinde der einzelnen Beutel von dem HF Filter sind fiir die Versuche variiert worden und
im Kapitel Ergebnisse (s. Tab. 8-10 S.36-38) aufgefiihrt.

Vor Versuchsbeginn wurden die Vollblutkonserven mit einer Laborwaage gewogen und ihre
Temperatur mit einem Ohr- Thermometer bestimmt. Es wurde eine Blutprobe aus einem der
abgeschweiliten Schlauchsegmente des Vollblutbeutels genommen und der Hématokrit der
Konserve durch einen ,,Blutanalysator® gemessen. Die benotigten Beutel wurden in den fiir die
jeweiligen Versuche gewihlten Abstinden an dem Infusionsstinder angebracht und an den HF
Filter angeschlossen. Die Verbindungsschlduche I - IV waren iiber Plastikklemmen (m-p)
blockiert. Zu Beginn des Versuchs wurde der Verschlussmechanismus der Vollblutkonserve
gedffnet und die fiir die erste Filtration bendtigte Zeit mit einer Stoppuhr gemessen. Bei einem
Teil der Versuche lief das Blut zunédchst durch den Leukozytenfilter in den Erythrozytenbeutel
2F. Nachdem dieser gefiillt war, wurde der Verschlussmechanismus gedffnet und die Klemme
der Verbindung (m) gelost. Entfiel dieser Schritt floss das Blut direkt von der Vollblutkonserve
zum HF Filter (e) .

Uber das untere Ventil (d) floss das Blut durch die Hohlfasern und wurde durch den Druck des
nachkommenden Blutes in Richtung oberes Ventil (f) befordert. Wihrend dieses Vorgangs
diffundierte das Plasma iiber die semipermeable Membran auf die Filtratseite des HF Filters.
Die in dem HF Filter zur Benetzung der Hohlfasern enthaltene Kochsalzlosung wurde durch das
gefilterte Plasma, nach Losen der Klemme (0) der Verbindung III, in den leeren Beutel (j)
verdriangt. Diese MaBBnahme wirkte einer Verdiinnung des gesammelten Plasmas entgegen. Die
Klemme (o) wurde verschlossen, nachdem die Kochsalzlosung aus dem HF Filter abgeflossen
war und das Plasma in der Verbindung III sichtbar wurde. Nun wurde die Klemme (p) der
Verbindung IV gel6st und zum parallelen Sammeln des Plasmas wihrend des gesamten

Filtrationsvorgangs offengehalten. Die 1. Filtration war beendet, nachdem das komplette Blut
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durch den HF Filter geflossen und vollstindig im Erythrozytenbeutel 1F aufgefangen worden
war.

Da die Bestimmung des Hadmatokrits des Erythrozytenkonzentrates nach der ersten Filtration
einen niedrigen Wert ergab, wurde eine zweite Filtration durchgefiihrt. Fiir die 2. Filtration

wurden nur die Positionen der Erythrozytenbeutel 1F und 2F verédndert (s. Abb. 11).

1. Filtration —= Umhingen der Beutel —>> 2. Filtration

Vollblutkonservenbeutel
Bzw.

Erythrozytenbeutel 2F

Erythrozytenbeutel 1F

. Erythrozytenbeutel 1F

Erythrozytenbeutel 2F

Plasmabeutel Plasmabeutel

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Blutflusses durch den HF Filter in der
Reihenfolge der Filterungen

Der mit Erythrozytenkonzentrat gefiillte Erythrozytenbeutel 1F wurde iiber dem HF Filter

angebracht und der leere Erythrozytenbeutel 2F unter dem HF Filter befestigt (s. Abb. 12 S.23).

Die gewihlten Abstinde variierten mit den jeweiligen Versuchen.
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Erythrozytenbeutel 1F
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1 Erythrozytenbeutel 2F
q v I
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P
l ——
. . Leukozytenfilter
Beutel mit j
additiver
Losung a Sammelbeutel
Fiir NaCl
Vollblutbeutel
Plasmabeutel

Abbildung 12: Detaillierte schematische Darstellung der 2. Filtration
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Mit dem Losen der Klemme (n) der Verbindung II vor dem Erythrozytenbeutel 1F diffundierte
das Blutes nun in umgekehrter Richtung durch den HF Filter. Das Ende der 2. Filtration war
mit der vollstandigen Sammlung des Erythrozytenkonzentrats im Erythrozytenbeutel 2F erreicht.
Nach dem Ablesen der Zeit fiir den zweiten Filtrationsvorgang, wurde der gefiillte
Erythrozytenbeutel 2F gewogen.

AnschlieBend wurde der Himatokrit des erhaltenen Erythrozytenkonzentrats bestimmt und die
additive Losung zugegeben. Danach wurde der Himatokrit erneut gemessen.

Das sich noch in dem HF Filter befindliche Plasma wurde durch Beliiftung (r) in den
Plasmabeutel abgelassen. Fiir die klinische Anwendung dieses Verfahrens zur Gewéhrleistung

der Sterilitédt, miisste der HF Filter jedoch mit einem anderen Beliiftungsventil versehen werden.
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C. Ergebnisse

C.1 Optimierungsversuche ohne Leukozytenfilter

C.1.1 Auswirkungen mehrmaligen Filtrierens auf den Himatokrit

In den ersten beiden Versuchen wurde der grundsitzliche Versuchsaufbau fiir das Gelingen der
Filtration iiber den HF Filter experimentell ermittelt. Das Vollblut wurde tiber den HF Filter
filtriert und das erhaltene Erythrozytenkonzentrat im Beutel 1F gesammelt (s. Abb. 10 S. 20).
Laut der ,,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von
Blutprodukten* miissen die Erythrozytenkonzentrate nach der Zugabe von additiver Losung
einen Hiamatokrit von 50%-70% erreichen (s. Tab. 1 S.12). Der nach der ersten Filtration
gemessene Hamatokrit ergab fiir den zweiten Versuch einen Wert von 56% (ohne Additiv) und
wiirde nach der Zugabe von additiver Losung unter einen Hamatokrit von 50% sinken. Um einen
hoheren Hiamatokritwert zu erreichen, wurde das Erythrozytenkonzentrat ein zweites Mal
filtriert (s. Abb. 12 S.23). Der im Anschluss gemessene Hamatokrit hatte einem Wert von 68,5%
(ohne Additiv ) (s. Tab. 8 S.36).

Nach zweimaliger Filtration wurde das Blut ein drittes mal iiber denselben HF Filter filtriert
(Versuch 3). Der gemessene Hamatokrit lag mit 73,6% auch deutlich iiber dem Vorwert. Die
sich im néchsten Versuch (Versuch 4) anschlieBende viermalige Filtration erbrachte keine
zusitzliche Steigerung des Hamatokritwertes. Es folgten weitere Versuche mit zweimaligem
Filtrieren. Durch die Optimierung des Versuchsaufbaus konnten so ebenfalls ausreichend hohe
Hiamatokritwerte erreicht werde, so dass der Versuchsablauf auf zwei Filtrationen tiber den HF

Filter beschrankt wurde.

C.1.2 Findung der optimalen Abstandsverhiltnisse innerhalb der Apparatur

Nachdem durch die ersten Versuche der wesentliche Aufbau bzw. Ablauf gefunden war, sollten
durch weitere Versuche die Ergebnisse optimiert werden. Es wurden die Auswirkungen
verschiedener Abstinde der Blutbeutel zum HF Filter auf die benétigte Laufzeit und den
Héamatokritwert untersucht.

Zunichst wurden die Abstinde der Vollblutkonserve zum HF Filter fur die erste Filtration

variiert (s. Tab. 4 S.26). Beginnend mit einem geringen Abstand von 9 cm des Vollblutbeutels
zum HF Filter (Versuch 5) wurde der erste Filtrationsdurchgang gestartet. Um die Laufzeit zu
verringern wurden die Abstéinde der Vollblutkonserve zum HF Filter in den sich anschlieBenden

Versuchen stetig gesteigert.
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Tabelle 4: Ergebnisse der Versuche ohne Leukozytenfilter

nach der 1. Filtration

Versuche | Abstand: Vollblut/HF Filter Hiamatokrit Laufzeit
ohne additive Losung

5 9 cm 49.9 % 28 min
6 20 cm 59,3 % 25 min
7 20 cm - 31 min
8 25 cm 47,0 % -
9 30 cm 49,6 % 12 min
10 30 cm 37,9 % 14 min
11 40 cm 54,6 % 10 min
12 40 cm 55,6 % 23 min
13 40 cm 53,9 % 15 min
14 40 cm 51,8 % -

Es wurde deutlich, dass die Laufzeit der ersten Filtration sich stark verkiirzte, wenn der Abstand
des Vollblutbeutels zum HF Filter 30 cm betrug. Durch die Erhohung des Abstandes auf 30
bzw. 40 cm konnte die Laufzeit mit einem Durchschnittswert von 14,8 Minuten um beinahe die
Hilfte verkiirzt werden. Durch die schnellere Passage des Blutes iiber den HF Filter kam es zu
einer Verminderung der Hamatokritwerte von durchschnittlich 4 %.

Fir die zweite Filtration wurde der Beutel 1F in geringen Entfernungen von 9 cm und 20 cm

(Versuche 5, 8, 6) zum HF Filter angebracht (s. Tab. 5 S.27). Die ermittelte Laufzeit fiir die
zweite Filtration betrug 40 Minuten.

In den Versuchen 7 und 9 bis 14 wurde der Abstand des Beutels 1F zum HF Filter fiir die zweite
Filtration auf 40 cm erhoht. Bei einem Abstand von 40 cm war die zweite Filtration bei vier der
Versuche unter 20 Minuten und bei zwei weiteren Versuchen nach iiber bzw. 40 Minuten
beendet. Wie sich schon an den Ergebnissen der Entfernung des Vollblutbeutels von dem HF
Filter fiir die erste Filtration herausstellte, zeigte auch der Abstand des Beutels 1F von dem HF
Filter wihrend der zweiten Filtration Einfluss auf die fiir den Filtrationsdurchgang benotigte
Laufzeit. Die Anbringung des mit Blut gefiillten Beutels iiber dem HF Filter in einem Abstand
von 40 cm, bewirkte bei der zweiten Filtration in vier von sechs Versuchen eine Halbierung der

Laufzeit im Vergleich zu der Befestigung des Beutels bei 9 bis 20 cm.
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Die durchgefiihrten Versuche erbrachten bei einem Mittelwert von 64,4% relativ konstante
Hamatokritwerte. Die durch die ersten Filtrationen erreichten Himatokritwerte wurden durch die
zweiten Filtrationen um einen Zugewinn an Hidmatokrit von durchschnittlich 13,3% erhoht. Die
noch als kritisch zu beurteilenden Hamatokritwerte, konnten in den folgenden Versuchen noch

gesteigert werden.

Tabelle 5: Ergebnisse der Versuche ohne Leukozytenfilter nach der 2. Filtration”

Abstand
Ausgangs- Héamatokrit Laufzeit
Versuche | Erybeutel 1F/ HF Gesamtlaufzeit
HéamatoKrit ohne additive 2 Filtration
Filter
Losung

5 9cm 34,4% 67,2% 40min 68min
6 20cm 30,0% 69,1% 40min 65min
7 40cm 37,3% 64,5% 51min 82min
8 9cm 33,8% 62,8% - 55min
9 40cm 32,3% 63.,4% 17min 29min
10 40cm 33,0% 57,8% 18min 32min
11 40cm 37,7% 67,4% 15min 25min
12 40cm 36,6% 70,5% 40min 63min
13 40cm 36,7% 54,0% 20min 35min
14 40cm 35,2% 67,1% - 24min

’ Anmerkung: Bei Unterschieden in den Ergebnissen bei gleichem Versuchsaufbau bleibt der Ausgangshimatokrit

zu beriicksichtigen, welcher jedoch nicht immer mit dem Himatokrit nach der zweiten Filtration korreliert.

C.1.3 Bestimmung einzuhaltender Abstinde zur Vermeidung einer Himolyse

Im folgenden Versuch (Versuch 15) wurde der Beutel 1F fiir die zweite Filtration auf eine Hohe
von 125 cm gehéngt, um die Laufzeit weiter zu beschleunigen. Wihrend dieser Filtration kam
es jedoch zu einer leichten Hamolyse. Der nichste Versuch (Versuch 16) sollte den maximal
moglichen Abstand der Blutbeutel zum HF Filter festlegen, bei welchem es nicht zu einer
Hiamolyse kam. Ausgehend von dem bereits erfolgreich getesteten Abstand von 40 cm, wurde
der Vollblutbeutel diesmal in 50 cm Entfernung von dem HF Filter angebracht und das Blut

einmal filtriert. Bei der zweiten Filtration befand sich der Beutel 1F ebenfalls in einem Abstand
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von 50 cm zum HF Filter. Jetzt zeigte sich jedoch eine Hadmolyse im Plasmabeutel. Durch
Tieferhingen des Beutels 1F auf 40 cm konnte die Himolyse wieder verhindert und die zweite
Filtration storungsfrei fortgesetzt werden. Wihrend der ersten Filtration war es auch bei
Abstinden von 80 cm bzw. 100 cm der Vollblutkonserve zum HF Filter in der gesamten

Versuchsreihe nicht zu einer Himolyse gekommen.

C.2 Optimierungsversuche mit Leukozytenfilter

C.2.1 Leukozytenfiltration vor Versuchsbeginn

In dem folgenden Versuch (Versuch 17) wurde die Leukozytenfiltration der Vollblutkonserve
tiber den Leukozytenfilter auBerhalb des Versuchsaufbaus durchgefiihrt, bevor der Versuch
gestartet wurde. Der H@matokrit unterschied sich mit 67,1% nicht von den Versuchen ohne

Leukozytenfiltration.

Fiir die weiteren Versuche wurde der Leukozytenfilter an unterschiedlichen Standorten in den

Versuchsaufbau integriert:

Vallblutbeutel

Q Leukozytenfilter

15 I_i

19
20
Z1
. 2z
Zwischen- | o
Eeeﬂieell ;Ed L7 Hollow Fiber S&ule

25 o5

Z6

Beutel 2F Beutel 1F

Abbildung13: Positionen des Leukozytenfilters der Versuche 18 bis 26
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C.2.2 Durchfiihrung der Leukozytenfiltration vor der ersten Hollow Fiber Filtration

Der Leukozytenfilter wurde zundchst (Versuche 18, 19 und 20) nach der Vollblutkonserve
positioniert, so wie er auch normalerweise fiir die Leukozytendepletion nach der Blutentnahme
der Konserven innerhalb des Beutelsystems angebracht ist. Nach dem Leukozytenfilter wurde
ein leerer Beutel zum vorldufigen Sammeln des Blutes integriert, dieser entsprach wéhrend der
zweiten Filtration dem mit 2F bezeichneten Beutel (s. Abb. 13). Der Vollblutkonservenbeutel
mit dem Leukozytenfilter wurde in einer Entfernung von 100 cm zum HF Filter angebracht und
der daran angeschlossene leere Beutel befand sich in dem bewéhrten Abstand von 40 cm zum
HF Filter (Versuch 18). Durch die Erhohung des Abstandes der Vollblutkonserve wurde ein
ausreichender Druck fiir den Blutfluss zum Passieren des Leukozytenfilters erreicht. Der Beutel
IF wurde fiir die zweite Filtration bei einer Hohe von 40 cm angebracht. So konnte ein
Hiamatokritwert von 72,7% erzielt werden. Eine geringere Entfernung der Vollblutkonserve von
dem HF Filter von 80 cm (Versuch 19) und des Beutels 1F fiir die zweite Filtration von 40 cm,

erbrachte einen Hamatokritwert von 73,8%.

Leukozytenfiltration mit umgebender Metallkammer:

Der nichste Versuch (Versuch 20) entsprach in Aufbau und Abstédnden dem vorherigen Versuch
(Versuch 19) (s. Abb. 13). Zusitzlich wurde aber eine Metallkammer (s. Abb. 14) um den
Leukozytenfilter angebracht, um den Durchfluss zu beschleunigen, was sich aber mit einer

Gesamtlaufzeit von 75 Minuten nicht bestitigte.

Leukozytenfilter

Abbildung 14: Skizze von Metallgehduse mit Leukozytenfilter

Der Leukozytenfilter wurde in den folgenden beiden Versuchen (Versuch 21 und 22) ebenfalls
nach der Vollblutkonserve vor dem HF Filter angebracht. In diesem Fall entfiel der Beutel zum
vorldufigen Sammeln des leukozytenfiltrierten Blutes. Die Vollblutbeutel wurden 90 cm bzw.

80 cm vor dem HF Filter befestigt. Da es bei dieser Konstruktion zu keinem Durchfluss des
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Blutes iiber den HF Filter kam und somit auch die Filtration ausblieb, mussten die Versuche

abgebrochen werden.

C.2.3 Durchfiihrung der Leukozytenfiltration nach der ersten Hollow Fiber Filtration

Fiir diesen Versuch (Versuch 23) wurde der Leukozytenfilter vor dem Beutel 1F befestigt, so
dass die Leukozytendepletion sich an die erste HF- Filtration anschloss (s. Abb. 13). Die
Héamatokritbestimmung des Beutels 1F ergab nach der ersten Filtration einen Wert von 29,2 %.
Es wurde ein zweiter Versuch (Versuch 24) mit dem gleichen Versuchsaufbau durchgefiihrt, bei
welchem lediglich der Abstand der Vollblutkonserve von dem HF Filter verdoppelt wurde (s.
Tab. 10 S.38), um die Laufzeit zu beschleunigen. Nach der ersten Filtration wurde ein
Himatokrit von 33,3 % ermittelt. Die bestimmten Hamatokritwerte der beiden Versuche waren

niedriger als ihre Ausgangswerte.

C.2.4 Durchfiihrung der Leukozytenfiltration nach der zweiten Hollow Fiber Filtration

Der Leukozytenfilter wurde vor dem Beutel 2F unterhalb des HF Filters angebracht, so dass die
Leukozytendepletion nach der zweiten HF- Filtration erfolgte (s. Abb.13). Die Abstinde wurden
mit 40 cm fiir die Vollblutkonserve und 40 cm fiir den Beutel 1F in den Versuchen 25 und 26
jeweils gleich gewihlt. Es wurden mit Hématokritwerten von 72,4% bzw. 72,1% gute
Ergebnisse erzielt. Auch die Laufzeiten waren mit 48 bzw. 41 Minuten fiir diese beiden

Versuche relativ kurz und akzeptabel.

C.2.5 Optimale Positionen fiir den Leukozytenfilter innerhalb der Apparatur

Die Varianten der Anbringung des Leukozytenfilters nach der Vollblutkonserve mit
Zwischenbeutel, sowie vor dem Beutel 2F, erreichten mit Himatokritwerten von ca. 72% ein
gleichwertig gutes Ergebnis. Die Gesamtlaufzeit fiir die beiden Filtrationsdurchginge iiber den
HF Filter war fiir die Leukozytenfiltration nach der zweiten HF-Filtration (Versuche 25 und 26)
mit durchschnittlich ca. 45 Minuten jedoch fast doppelt so schnell wie die der
Leukozytenfiltration (Versuche 18, 19 und 20) vor der ersten HF-Filtration (s. Tab. 6 S.31).
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Tabelle 6: Ergebnisse der Versuche mit Leukozytenfilter

Versuch Position des Leukozytenfilters Héamatokrit Gesamtlaufzeit
ohne additive Losung
18 Nach der Vollblutkonserve 72,7 % -
19 Nach der Vollblutkonserve 73.8 % 85 min
20 Nach der Vollblutkonserve +Metallkammer 68,2 % 75 min
21 Unmittelbar vor dem HF Filter Abbruch -
22 Unmittelbar vor dem HF Filter Abbruch -
23 Nach der 1. Filtration Abbruch -
24 Nach der 1. Filtration Abbruch -
25 Nach der 2. Filtration 72,4 % 48 min
26 Nach der 2. Filtration 72,1 % 41 min

C.2.6 Auswirkung der Flussrichtung des Blutes durch den HF Filter auf die
Himatokritwerte

Da das Blut fiir die 1. Filtration den HF Filter von unten nach oben und fiir die 2. Filtration den
HF Filter entgegengesetzt passierte (s. Abb.11 S.22), stellte sich die Frage, ob die Flussrichtung
die Filtration beeinflusste. Im Verhiltnis waren die Hidmatokritwerte nach der 1. Filtration
durchschnittlich 1,4% gegeniiber der Hamatokritwerte nach der 2. Filtration erhoht. Mit einem
Blutfluss von oben nach unten sind jedoch ebenfalls ausreichende Hadmatokritwerte erreichbar

und der Blutfluss durch den HF Filter ist somit in beide Richtungen moglich.

C.2.7 Bestimmung des Restblutanteils im HF Filter

Es wurden zwei weitere Versuche durchgefiihrt. Diese entsprachen in ihrem Aufbau beziiglich
der Wahl der Abstinde sowie der Position fiir die Integration des Leukozytenfilters den beiden
Versuchsvarianten mit den besten erzielten Ergebnissen. Die Leukozytenfiltration erfolgte fiir
den Versuch 27 somit nach der 2. Filtration iiber den HF Filter, entsprechend des
Versuchsablaufs der Versuche 25 und 26. Dem Aufbau der Versuche 18 und 19 folgend, wurde
der Leukozytenfilter fiir den Versuch 28 nach der Vollblutkonserve angebracht (s. Abb. 13). In

den beiden Versuchen sollte der Anteil des Blutes bestimmt werden, das sich nach den
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Filtrationsdurchgéngen noch im HF Filter befand. Dies geschah iiber Auswiegen des HF Filters
vor und nach den Filtrationen. Bei diesen Versuchen floss die additive Losung nach Abschluss
der Filtrationen iiber den HF Filter in das erhaltene Erythrozytenkonzentrat. Diese Spiilung
sollte die Nutzung des sich noch in den Hohlfasern befindlichen Erythrozytenkonzentrats
bewirken. Aulerdem wurde iiberpriift, ob der routinemifBig zur Leukozytenfiltration eingesetzte
Pall Filter sich auch fiir die integrierte Leukozytenfiltration bei der Blutkomponentenherstellung

mit der HF Filtration eignet.

Vergleich verschiedener Leukozytenfilter in der Anwendung der integrierten
Leukozytenfiltration bei der Blutkomponentenherstellung:

Fir die vorausgegangen Versuche war der Leukozytenfilter von Maco Pharma verwendet
worden, welchen eine elastische duflere Hiille umgibt (s. Abb.9 S.18). Der nun benutzten Pall
Filter hat dagegen ein Gehduse aus hartem Plastik. Der ebenfalls aus einer harten Hiille
bestehende Leukozytenfilter von Fresenius hatte sich nicht fiir die Integration des Filters in den
Ablauf der Blutkomponentenherstellung mit dem HF Filter bewihrt. Bei seiner Anwendung war
es zu einer Stagnation des Blutflusses im Filter gekommen. Als Grund wurde eine zu massive
Erhohung des Widerstandes durch die harte Hiille vermutet, welcher sich zu dem Widerstand
durch die Hintereinanderschaltung der Filter summierte. Das Umstellen auf einen
Leukozytenfilter mit elastischer Hiille lie das Blut ohne Probleme passieren. Der von einer
harten Schale umgebene Pall Filter sollte wegen seiner heute hiufigen Anwendung fiir die
Leukozytenfiltration auch in seiner Verwendung fiir die Blutkomponentengewinnung durch HF-
Filtration iiberpriift werden. Es kam zu einem storungsfreiem Durchfluss, wodurch neben dem

Filter von Maco Pharma, auch der Pall Filter verwendet werden konnte.

Ermittlung der Plasmamenge im FilterauBenraum und des Restblutanteils im Hollow
Fiber Filter nach der zweiten Filtration :

Nach Abschluss der zweiten Filtration wurde das sich im Auflenraum des HF Filters befindende
Plasma in den Sammelbeutel abgelassen. Uber Auswiegen des HF Filters vor bzw. nach dem
Ablassen sollte diese Plasmamenge bestimmt werden. Der HF Filter mit enthaltener
Kochsalzlosung wog im unbenutzten Zustand ca. 172 g. Nach Abschluss des zweiten
Filtrationsdurchganges war das Gewicht des Filters, inklusive Blut in den Hohlfasern und
Plasma im Auflenraum, ca. 190 g. Wurde das Plasma abgelassen, hatte der Filter noch ein
Gewicht von ca. 149 g, womit die Differenz von ca. 41 g dem Gewichtsanteil des Plasmas

entsprach. Untersucht wurde auch die Menge an Blut, welche sich nach Abschluss der
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Filtrationsdurchginge noch in den Hohlfasern des HF Filters befand. Den
Erythrozytenkonzentraten wurde nach Beendigung der zweiten Filtration additive Losung
zugegeben. Hierfiir wurde der Additivbeutel nach den Filtrationsdurchgingen iiber dem HF
Filter befestigt und das Additivum iiber die Hohlfasern in den Erythrozytenbeutel abgelassen.
Uber diesen Schritt sollte gleichzeitig eine Spiilung der Hohlfasern vorgenommen werden. Es
wurde das Gewicht des HF Filters bei leerem FilterauBenraum vor und nach den Filtrationen
bestimmt. Der unbenutzte HF Filter wog nach dem Ablassen der Kochsalzlosung aus dem
Filterauenraum ca. 132 g. Nach der 2. Filtration wog der HF Filter nach dem Ablassen des
Plasmas aus dem FilterauBenraum ca. 149 g. Der Anteil des in den Hohlfasern verbleibenden

Blutes, ldsst sich durch die Gewichtsdifferenz von ca. 17g jedoch nur grob abschitzen.

C.2.8 Anmerkungen zu den Himatokritwerten nach Zugabe von Additivum

Alle bisher aufgefiihrten Himatokritwerte sind ohne die Zugabe von additiver Losung angegeben
worden. Bei sieben Versuchen wurde nach der zweiten Filtration 110ml SAG-M oder 110ml
PAGGS-M Additivldsung zu den erhaltenen Erythrozytenkonzentraten beigefiigt. Die danach zu

erwartenden Hiamatokritwerte sollten in einem Bereich von 50 % - 70 % liegen (s. Tab. 7).

Tabelle 7: Ergebnisse der Versuche nach der 2. Filtration und

Additiv Zugabe
Gewicht des Héamatokrit
Versuch | Erythrozytenkonzentrates | Himatokrit | plus 110ml
Additivum
10 357 g 57,8 % 42,4 %
13 341 ¢ 54,0 % 40,3 %
18 251 ¢g 72,7 % 54,1 %
20 306 g 68,2 % 45,0 %
25 415¢g 72,4 % 41,4 %
27 367 g 72,5 % 54,7 %
28 359 ¢ 68,0 % 63,7 %*

* Anmerkung: moglicherweise fehlerhafte Messwertbestimmung

Bei einem mittleren Hamatokritwert von 60 % des Erythrozytenkonzentrates mit additiver

Losung und einer Wiederfindungsrate von ca. 70 % nach der Transfusion, ist mit einem
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Ansteigen des Hamatokritwertes um ca. 3-4 % zu rechnen. Wiirde ein Konzentrat verabreicht,
welches nur einen mittleren Hamatokrit von 45 % aufweist, konnte nur ein Zugewinn an ca. 2,6
% erreicht werden.

Nach der Zugabe von 110 ml additiver Losung konnte nur bei einem Teil der erhaltenen
Erythrozytenkonzentrate ein ausreichend hoher Hamatokritwert (HKT> 50%) erreicht werden (s.
Tab.7). Zur Optimierung der Ergebnisse sind noch weitere Versuche erforderlich.

Bei Hiamatokritwerten nach der 2. Filtration von unter 60% kam es zu einem starken Abfallen
der Werte nach der Zugabe von additiver Losung. Die Durchmischung der
Erythrozytenkonzentrate mit der additiven Losung erfolgte manuell. Die schlechten Ergebnisse
der Himatokritwerte von 45,0 % bzw. 41,4 % (Versuche 20 bzw. 25) nach der Zugabe von
additiver Losung sind bei Ausgangswerten von 68,2 % bzw. 72,4 % moglicherweise auf eine

unzureichende Durchmischung der Konserven zuriickzufiihren.

C.3 Optimierungsversuche zur Verbesserung der Plasmagewinnung und zur

Festlegung der Abstiinde des Plasmabeutels bzw. des Beutels 2F

C.3.1 Steigerung der Plasmagewinnung

Es wurden die Auswirkungen der Entfernung des in dem HF Filter befindlichen Kochsalzlosung
auf die Plasmagewinnung untersucht (Versuch 8). Die Kochsalzlosung wurde hierfiir bereits vor
der Filtration des Blutes iiber den HF Filter abgelassen. Dieses Vorgehen war mit einer
Blockierung der Filtration des Plasmas verbunden. Erst nach erneuter Auffiillung des HF Filters
mit Kochsalzlosung lie$ sich diese wieder herstellen.

Ein kontinuierliches Ablassen der Kochsalzlosung nach dem Einsetzen der Plasmafiltration, bis
zur Fiillung des AuBenraumes des HF Filters mit Plasma, war problemlos moglich. Durch das
Sammeln der Kochsalzlosung in einen Extrabeutel konnte eine Verdiinnung des Plasmas
verhindert werden. Die bessere Alternative wire einen HF Filter zu verwenden bei welchem nur
die Filtermembranen mit Kochsalzlosung benetzt sind.

Durch  Beliiftung des HF Filters, konnte die nach der zweiten Filtration gewonnene
Plasmamenge um das im AuBenraum des HF Filters angesammelte Plasma, gesteigert werden.
Fir die klinische Anwendung dieses Verfahrens miisste der HF Filter mit einem

Beliiftungsventil versehen werden, das die Sterilitdt der Blutprodukte gewéhrt.
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Anmerkung zum Plasma: Da zellulire Bestandteile durch die Membranen des HF Filters

zuriickgehalten werden, ist von einem zellfreien Plasmafiltrat auszugehen. Das erhaltene
Plasmafiltrat mit einem mittleren Volumen von 254 ml war klar und unauffillig. Bei
optimiertem Versuchsaufbau zeigten sich visuell keine Zeichen einer Hidmolyse. Nihere

Untersuchungen zur Qualitidt des Plasmas wurden nicht durchgefiihrt.

C.3.2 Wahl der Abstinde des Plasmabeutels bzw. des Beutels 2F

Versuche mit unterschiedlichen Abstinden des Beutels 2F zum HF Filter ergaben keine
Auswirkungen der Entfernung auf die zu gewinnende Erythrozytenkonzentratmenge bzw. den
Hématokrit. Der Beutel 2F wurde wihrend der zweiten Filtration in einem Abstand von 10 cm
unterhalb des HF Filters angebracht. Die gleiche Entfernung wurde auch fiir den Beutel 1F
wihrend der ersten Filtration gewdhlt.

Um einen gleichméBigen Abfluss des Plasmas wihrend der Filtration zu ermoglichen, wurde der
Plasmabeutel fiir die gesamte Versuchsreihe unterhalb des HF Filters angebracht. Verschieden
gewihlte Abstinde hatten keinen Einfluss auf die zu gewinnende Plasmamenge gezeigt, so dass
der Plasmabeutel, aus Griinden des praktischen Versuchsaufbaus, in einem Abstand von 85 cm

Entfernung vom unteren Ausflussventils des HF Filters zum Boden befestigt wurde.
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C.4 Tabellarische Darstellung der Ergebnisse
Tabelle 8: Ergebnisse der Versuche 1 bis 9

Lauf. Versuchsnummer Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Versuch 6 Versuch 7 Versuch 8 Versuch 9
Konserve Nr. 2027906 2027927 2027920 2027875 2028060 2028067 2028523 2027879 2028185
Alter der Konserve Frisch Frisch Frisch Frisch Frisch Frisch Frisch Frisch Frisch
Versuchaufbau Leuﬁ%ﬁlter Leuﬁ%ﬁlter 3 Filtrationen | 4 Filtrationen Leu}f(?):‘“ter Lefk%lqlter Letﬁ%lfrillter Leuﬁ%glter Lelﬁgfrillter
Vollblutbeutel Firma Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius
Ausgangsgewicht Vollblut 542 g 535¢g 535 ¢ 537 ¢ 529 g 539 ¢ 509 g 535¢g 483 g
Hamatokrit Vollblut 34,8% 40,6% 39,8% 36,2% 34,4% 30% 37,3% 33,8% 32,3%
Leucofilter Firma keiner keiner keiner keiner keiner keiner keiner keiner Maco Pharm
Erybeutel | Firma Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma Maco Pharma Fesenius Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma
Abstand Vollblut / Saule 18 cm 23 cm 22 cm 35CM 9cm 20 cm 20cm 25¢cm 30 cm
Laufzeit 18 min 18 min 11 min 20 min 28 min 25 min 31 min . 12 min
Hamatokrit Ery | 39,4% 56% 44,5% J. 49,9% 59,3% J. 47,0% 49,6%
Umdrehen der Ery-Beutel 1X 1X 3X 4 X 1X 1X 1X 1X 1X
Erybeutel Il Firma Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma| Fresenius Maco Pharma Fresenius Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma
Abstand Erybeutel | Saule Variabel Variabel 41 cm Variabel 9cm 20cm 40 cm 9cm 40 cm
Laufzeit 18 min 35 min 16 min J. 40min 40min 51 min J. 17 min
Hamatokrit Ery Il 55% 68,5% 58,1% Je 67,2% 69,1% 64,5% 62,8% 63,4%
Abstand Erybeutel Il Saule Variabel Variabel 50 cm Variabel 11cm 11cm 10cm 26 cm 10cm
Gesamtlaufzeit 36 min 53 min 27 min . 68 min 65 min 82 min 55 min 29 min
Netto Gewicht 420 g 2879 255¢ J. 2374 2619 241g 2829 2279
Hamatokrit Ery llI J. J. 73,6% 63% . . . A

Plasmabeutel Firma Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma Maco Pharma Fresenius Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma
Plasma Abstand Saule Variabel Variabel Variabel 35cm 65 cm 85 cm 85 cm 0/80cm 85 cm
Netto Gewicht 180 g 2959 313 g /. 323 ¢ 3309 256 g 3389 2899
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Tabelle 9: Ergebnisse der Versuche 10 bis 18

Lauf. Versuchs Nr. Versuch 10 Versuch 11 Versuch 12 Versuch 13 Versuch 14 Versuch 15 Versuch 16 Versuch 17 | Versuch 18
Konserve Nr. 20285525 2028190 2028662 2028663 2028059 2028058 2028191 2028170 2028788
Alter der Konserve Frisch Frisch Frisch Frisch Frisch gekihlt Frisch Frisch Frisch
Versuchaufbau Kein Keiq Keir_1 Keir_1 Kein. Kein Kein Vorher Qber Leukofilter
Leukofilter Leukofilter Leukofilter Leukofilter Leukofilter Leukofilter Leukofilter Leukofilter |nach Vollblut
Vollblutbeutel Firma Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius
Temperatur Vollblut 23,5°C 26°C 24,5°C
Ausgangsgewicht Vollblut 497 g 467 g 536 g 503 g . 534 g 494 g 490 g 534 g
Hamatokrit Vollblut 33% 37,7% 36,6% 36,7% 35,2% 45,3% 39,2% 34,0% 36,2%
Leucofilter Firma keiner keiner keiner keiner keiner keiner keiner keiner Maco Pharm
Erybeutel | Firma Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma [ Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma Pw:rcn?a
Abstand Vollblut / Saule 30 cm 40 cm 40 cm 40 cm 40 cm 7cm 50 cm 20cm 100 cm
Laufzeit 14 min 10 min 23 min 15 min . 40 min 17min 14 min .
Hamatokrit Ery | 37,9% 54,6% 55,6% 53,9% 51,8% 59,0% 58,5% 54,4% 55,3%
Umdrehen der Ery-Beutel 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X
Maco
Erybeutel Il Firma Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma| Pharma
Abstand Erybeutel | Sdule 40 cm 40 cm 40 cm 40 cm 40 cm 125 cm 50/40 cm 40 cm 40 cm
Laufzeit 18 min 15 min 40 min 20 min . Abbruch 45min 24 min .
Hamatokrit Ery Il 57,8% 67,4% 70,5% 54,0% 67,1% . 67,9% 67,1% 72,7%
Abstand Erybeutel Il Sdule 10 cm 10 cm 10 cm 10 cm 10 cm 10 cm 10 cm 10 cm 10 cm
Gesamtlaufzeit 32 min 25 min 63 min 35 min 24 min A 62min 38 min .
Netto Gewicht 357 g+Add 233 g 253 g 341 g+Add A 328 g . A 251¢g
Hamatokrit Ery Il incl. Add. 42,40% 40,3% 54,10%
Maco
Plasmabeutel Firma Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma| Maco Pharma [Maco Pharma | Maco Pharma | Maco Pharma| Pharma
Plasma Abstand Saule 85 cm 85 cm 85 cm 85 cm 85 cm 85 cm 85 cm 85 cm 85 cm
Netto Gewicht 263 g 253 g 280 g 253 g 279 ¢ 242 g J. 282 g 247 g
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Tabelle 10: Ergebnisse der Versuche 19 bis 26

Lauf. Versuchs Nr. Versuch 19 Versuch 20 Versuch 21 | Versuch 22 | Versuch 23 | Versuch 24 | Versuch 25 Versuch 26
Konserve Nr. 2028989 2028788 2028059 2028543 2027893 2027803 2028966 2028995
Alter der Konserve Frisch vom Vortag Frisch Frisch Frisch Frisch Frisch Frisch
. Leukofilter . . Leukofilter Leukofilter . .
odenter | nacholo | Levkorter | Lesioler | oo | umore | Lol | Louiotter
+Metallkammer Filter Filter
Vollblutbeutel Firma Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius Fresenius
Ausgangsgewicht Vollblut 533 g 525 g 528 g 520 g 540 g 5199 540 g 522 g
Temperatur Vollblut 28,5 °C 24,5°C A 27,5 °C 26°C
Hamatokrit Vollblut 39,1% 34,4% 38,4% A 35,2% 36,0% 33,5% 40,8%
Leucofilter Firma Maco Pharma| Maco Pharma Fresenius |Maco Pharma|Maco Pharma|Maco Pharma| Maco Pharma| Maco Pharma
Erybeutel | Firma Maco Pharm | Maco Pharm | Maco Pharm | Maco Pharm | Maco Pharm | Maco Pharm | Maco Pharm Maco Pharm
Abstand Vollblut / Saule 80 cm 80 cm 90 cm 80 cm 22 cm 45 cm 40 cm 40 cm
Laufzeit 45 min 35 min Abbruch Abbruch 62 min 19 min 27 min 20 min
Hamatokrit Ery | A 52,3% A A 29,2% 33,3% 56,6%
Umdrehen der Ery-Beutel 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X
Fresenius Fresenius
Erybeutel Il Firma Maco Pharma| Fresenius+ Add [Maco Pharma| +Add Maco Pharma| Fresenius +Add Maco Pharma
Abstand Erybeutel | Saule 40 cm 40 cm 40 cm 40 cm 30 cm 30 cm 40 cm 40 cm
Laufzeit 40 min 40 min Abbruch Abbruch . . 21 min 21 min
Hamatokrit Ery Il 73,8% 68,2% J. . . J. 72,4% 72,1%
Abstand Erybeutel Il Saule 10cm 10 cm 10cm 10 cm variabel variabel 10 cm 10cm
Gesamtlaufzeit 85 min 75 min Abbruch . 62 min J. 48 min 41 min
Netto Gewicht 234 g 306 g+Add J. . 3879 447 g 415 g+Add 226 g
Hamatokrit Ery Il incl. Add. . 45,00% . . . . 41,40% Entfallt
Plasmabeutel Firma Maco Pharma| Maco Pharma |Maco Pharma|Maco Pharma|Maco Pharma|Maco Pharma| Maco Pharma | Maco Pharma
Plasma Abstand Saule 85 cm 85 cm 85 cm 85 cm 30cm 62 cm 85 cm 85 cm
Netto Gewicht 254 g 282¢g . A 1649 1759 268 g 224 g
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D Diskussion

D.1 Optimierungsversuche

Zur Zeit beruhen die Standardverfahren zur Herstellung der Blutkomponenten entweder auf der
Zentrifugation nach der Entnahme von Vollblut oder der Himapherese. Beide
Gewinnungsmethoden werden maschinell betrieben. Somit ist das Vorhandensein einer
Energiequelle in Form von Elektrizitdt unbedingt erforderlich. Der Raumbedarf ist fiir beide
Techniken nicht unerheblich und betrégt fiir die Durchfithrung einer Himapherese mindestens 10
m2. In einer Blutspendezentrale werden fiir die Gewinnung des Erythrozyten- bzw.
Plasmakonzentrats mittels Zentrifugation mindestens 90 Minuten benotigt. Allerdings, kann die
Separation der Blutkomponenten, durch die Transportwege, bis zu 24 Stunden verzogert sein.
Bei der Hamapherese betrigt die Zeit fiir die Fraktionierung des Blutes wihrend der Spende ca.
30 Minuten und die Durchfiihrung der Himapherese ist mit dem Vorhandensein einer Maschine,
der Anwesenheit einer examinierten Pflegekraft und der Bereitschaft eines Notarztteams
verbunden. Dariiber hinaus sollte ein Operator fiir hochstens drei Separationen gleichzeitig
zustdndig sein. Weiterhin sind die Kosten fiir die Anschaffung dieser Gerétschaften sehr hoch
und liegen bei ca. 50.000-60.000 € fiir einen Separator bzw. eine Zentrifuge, so dass sich diese
Techniken nur an bestimmten Instituten befinden.

Innerhalb der Versuchsreihe der vorliegenden Arbeit sollte eine alternative Methode zu den
Standardverfahren fiir die Blutkomponentenherstellung geschaffen werden. Die Herausforderung
war, den fiir die Hamodialyse bereits verwendeten HF Filter auch fiir die Gewinnung von
Blutkomponenten einzusetzen. Fiir die Durchfithrung dieses Projekts wurden nur
Arbeitsmaterialien verwendet, wie sie im klinischen Alltag bereits vorkommen und erprobt sind.
Der Filter musste in keiner Weise fiir diesen Zweck verdndert werden und wurde lediglich in
seiner urspriinglichen Funktion als Himodialysefilter um die der Blutkomponentengewinnung
erweitert. Der von der Firma Dideco verwendete Filter besitzt einen Innendurchmesser von 330
um, eine Wandstirke von 150um und eine Porengrofe von 0,2 - 0,5 um. Fiir die Apparatur
dieses Verfahrens wird das geschlossene Beutelsystem mit darin integriertem Leukozytenfilter,
welches fiir die Blutkomponentenherstellung mit den Standardverfahren benutzt wird und der
HF Filter verwendet. Die verschiedenen Beutel werden iiber Schlauchverbindungen an den HF
Filter angeschlossen. Somit ist dieses Verfahren ohne aufwendige Materialbeschaffung und
geringen Arbeitsaufwand leicht konstruierbar. Fiir die klinische Anwendung muss die Apparatur
jedoch sterilisiert werden und als geschlossenes System angeboten werden. Die gewonnenen

Erythrozytenkonzentrate sollten, geméll der Vorschriften zu den ,Richtlinien zur Gewinnung
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von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten* bzw. dem
Transfusionsgesetz (48) nach Zugabe der Stabilisatoren (Additiv Losung) Hiamatokritwerte von
50 % bis 70 % haben. Ein einmaliges Filtrieren iiber den HF Filter resultierte mit relativ
niedrigen Hidmatokritwerten (Mittelwert HKT: 49,9 % (ohne Additiv)). Der Einsatz eines
langeren HF Filters, um unter Anwendung des Verfahrens den gewiinschten Hamatokrit durch
ein einmaliges Filtrieren zu erzielen, fiihrte zu einer Stagnation des Blutflusses. Versuche, die in
threm Aufbau aus einer direkten Anbringung des Leukozytenfilters vor dem HF Filter bestanden,
zeigten ebenfalls nicht den gewiinschten Erfolg. Vermutlich kam es durch das direkte
Hintereinanderschalten der Filter bzw. durch die Verlingerung des HF Filters zu einer
uniiberwindbaren Erhohung des Widerstandes fiir den Blutfluss.

Daher stellte sich die Frage, ob ein zweimaliges Filtrieren die Hamatokritwerte der gewonnenen
Erythrozytenkonzentrate auf {iber 70 % anheben wiirde, so dass durch die Zugabe von additiver
Losung zur Erhaltung der Funktionalitdt der Erythrozyten, die Himatoktitwerte nicht unter 50 %
absinken wiirden. In den ersten Versuchen wurden zunichst die Auswirkungen mehrmaligen
Filtrierens auf den Hématokritwert untersucht. Durch ein dreimaliges Filtrieren iiber den
gleichen HF Filter konnte der Himatokritwert erstmalig auf iiber 70 % (ohne Additiv) gesteigert
werden. Es kam jedoch auch zu einer Verzogerung der Gesamtlaufzeit. Unter Beriicksichtigung
des Zeitfaktors wurden die folgenden Versuche mit zweimaligen Filtrieren durchgefiihrt und
durch weitere Optimierungsschritte konnten Himatokritwerte von iiber 70 % erreicht werden.
Zunichst wurden verschiedene Abstiinde der Beutel zum HF Filter gewihlt und deren Effekt auf
den Hiamatokrit und die Laufzeit tiberpriift. Fiir die erste Filtration war die Anbringung des
Vollblutbeutels zum HF Filter in einem Abstand von iiber 30 cm erfolgreich, da die Laufzeit der
Filtration mit ca. 15 min deutlich verkiirzt werden konnte. Durch den dadurch erzeugten
schnelleren Blutfluss iiber den HF Filter blieb die Effizienz der Filtration bzw. der gewiinschte
Hamatokritwert konstant. Die Anbringung des Beutels 1F (s. Abb. 12 S.23) fiir die zweite
Filtration zeigte ebenfalls eine Abhéngigkeit der bendtigten Laufzeit von den Abstinden zum HF
Filter, so dass die Laufzeit bei einer Erhohung der Entfernung auf 40 cm, um die Hilfte
reduziert werden konnte. Bei der ersten Filtration durchfloss das Blut den HF Filter von unten
nach oben, wihrend der Blutstrom bei der zweiten Filtration von oben nach unten folgte. Dies
filhrte zu der Uberlegung, ob sich die Filtrationseffizienzen der beiden Filtrationen
unterschieden. In den optimierten Versuchen zeigte sich im Vergleich der jeweils nach der ersten
bzw. zweiten Filtration bestimmten Héimatokritwerte nur ein minimal hoherer Himatokrit fiir

die erste Filtration.
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Neben der Laufzeit und dem notwendigen Hidmatokrit war auch das mogliche Auftreten einer
sichtbaren Hamolyse ein wichtiges Kriterium fiir die genaue Festlegung der Abstinde. Um die
Laufzeit bestmdoglichst zu minimieren, wurden die Abstinde der Beutel zum HF Filter weiter
vergrolert. Wihrend der ersten Filtration kam es auch bei Entfernungen von 100 cm der
Vollblutkonserve zum HF Filter nicht zu einer sichtbaren Himolyse. Bei der zweiten Filtration
trat dagegen bereits bei einem Abstand von 50 cm eine optische Hamolyse auf. Dieser Effekt
lasst sich moglicherweise durch eine erhohte Empfindlichkeit der Erythrozyten nach der ersten
Filtration fiir ein nochmaliges Filtrieren erkldren. Um eine Hamolyse zu vermeiden, durfte der
Abstand von 40 cm des Beutels 1F zum HF Filter nicht iiberschritten werden. Die Wahl der
Abstinde der Beutel zum HF Filter war somit von groer Bedeutung. Ein zu geringer Abstand
verzogerte die Laufzeit erheblich und eine zu weite Entfernung fiihrte zur Himolyse wihrend der
zweiten Filtration.

Nachdem die ersten Versuche ohne Leukozytenfilter durchgefiihrt worden waren, wurde fiir die
weiteren Versuche ein Leukozytenfilter integriert. Dadurch wurde die fiir die Anwendbarkeit
von Erythrozytenkonzentraten geforderte Leukozytendepletion wihrend den HF Filtrationen
ermdglicht. Es wurde versucht die optimale Position fiir den Leukozytenfilter zu ermitteln, um
die aufgestellten Kriterien einer mdoglichst schnellen Leukozytendepletion und einer
storungsfreien Erythrozytenfiltration zu erfiillen. Es wurde der Leukozytenfilter von Maco
Pharma verwendet. Heute ist durch die neueren Leukozytenfilter (z. Bsp. Asahi) eine wesentlich
schnellere Leukozytendepletion moglich. Alle zugelassenen Leukozytenfilter sind in ihrer
Filtrationseffizienz hinreichend gepriift worden, so dass die von den Richtlinien geforderte
Restleukozytenzahl ( < 1x 10° /Einheit ) in Erythrozytenkonzentraten mit ihrer Anwendung zu
erreichen ist. Hinsichtlich der Anbringung des Leukozytenfilters waren nur die Versuche
erfolgreich, bei denen der Leukozytenfilter entweder nach der Vollblutkonserve mit
Zwischenbeutel oder vor dem Beutel 2F integriert wurde (s. Abb. 13 S. 28). Dagegen mussten
die Versuche, bei denen der Leukozytenfilter unmittelbar vor dem HF Filter positioniert war,
abgebrochen werden, da kein Durchfluss des Blutes iiber den HF Filter stattfand. Durch das
direkte Hintereinanderschalten der Filter kam es offensichtlich zu einem starken Anstieg des
Widerstandes, so dass das Filtrieren des Blutes iiber die Hohlfasern nicht moéglich war.
Ungiinstig waren auch die Ergebnisse der Versuche bei denen der Leukozytenfilter nach dem HF
Filter vor dem Beutel 1F integriert worden war, so dass die Leukozytenfiltration sich an die
erste Filtration anschloss (s. Abb. 13 S.28). Es kam dabei zu einem Absinken der
Héamatokritwerte unter die Ausgangswerte, wobei die Ursache nicht geklirt werden konnte. Die

Variante den Leukozytenfilter nach dem HF Filter zu integrieren, wurde auch in weiteren
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Versuchen untersucht. Der Unterschied bestand jedoch in der zeitlichen Abfolge, da die
Leukozytenfiltration sich nun nicht an die erste Filtration, sondern erst an die zweite Filtration
anschloss. Diese Vorgehensweise war erfolgreich und fiihrte zu guten Ergebnissen in den
Hiamatokritwerten. Der Blutfluss war bei dieser Filterkonstellation erleichtert, da das Blut die
beiden hintereinander angebrachten Filter von oben nach unten durchfloss. Versuche in denen
die Leukozytenfiltration vor der ersten Filtration erfolgte und das Blut den HF Filter von unten
nach oben durchfloss, erbrachten ebenfalls gute Hamatokritwerte. Als gute Positionen fiir den
Leukozytenfilter ergaben sich demnach die Platzierung vor dem Beutel 2F nach der zweiten HF
Filtration (Abb.13) und auch die Anbringung nach der Vollblutkonserve mit Zwischenbeutel vor
der ersten HF Filtration (Abb.13). In diesen Versuchen wurden mit Hamatokritwerten von iiber
70 % die hochsten Werte erzielt.

Es stellte sich die Frage, ob bei der Verwendung von zunéchst nicht leukozytendepletiertem Blut
eine Beeintriachtigung der Filtrationseffizienz in dem HF Filter entstehen konnte. Durch die im
Blut enthaltenen Leukozyten konnte eine Blockierung der Poren der Filtermembranen verursacht
werden. Es wurde untersucht, ob der Zeitpunkt der Leukozytendepletion in Bezug auf die HF
Filtration eine Bedeutung fiir die Hamatokritwerte hatte. In mehreren Versuchen wurde die
Leukozytenfiltration vor der HF Filtration durchgefiihrt. Diese Versuche waren mit
Héamatokritwerten von 72,7 % bzw. 73,8 % erfolgreich und zeigten jedoch nur minimale bessere
Héamatokritwerte als Versuche bei welchen erst nach der HF Filtration leukozytendepletiert
wurde. Somit verursachen die im Vergleich zu den Erythrozyten wesentlich groBeren
Leukozyten in einer im Normbereich liegenden Anzahl im Blut, offenbar keine Einschrinkung
der Plasmafiltration bzw. der Erythrozytenkonzentration. Bei der Durchfithrung der
Leukozytendepletion vor der HF Filtration ist dementsprechend nur von einem leichten positiven
Effekt auf die Hamatokritwerte der Erythrozytenkonzentrate auszugehen. Vergleiche der
hochsten Hidmatokritwerte von Versuchen mit Leukozytenfiltration vor bzw. nach der HF
Filtration haben eine Differenz von 1% ergeben. Dies deutet darauf hin, dass der Zeitpunkt der
Leukozytenfiltration fiir die Hamatokritwerte nur von geringer Bedeutung ist.

In einem Versuch wurde der Leukozytenfilter zusitzlich von einer Metallkammer umschlossen,
um eine Beschleunigung der Leukozytenfiltration durch geringere Aufbldhung des Filterbeutels
und stdrkeren Gegendruck durch das Metallgehduse zu erzielen. Die Leukozytendepletion wird
durch die Metallkammer nicht beeintrachtigt. Es zeigte sich jedoch keine Verkiirzung der
Leukozytenfiltrationszeit und somit auch keine Zeiteinsparung in der Gesamtlaufzeit.

In einem weiteren Versuch sollte durch das Ablassen der im AuBenraum des HF Filters

befindlichen Kochsalzlosung, eine Erhohung der Plasmafiltration bewirkt werden. Durch die
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fehlende Benetzung der Filtermembranen, kam es  jedoch zu einem Erliegen der
Plasmafiltration. Um eine Verdiinnung des Plasmas zu verhindern, wurde die Kochsalzlésung
kontinuierlich in einen Extrabeutel abgelassen. Das Ablassen der Kochsalzlosung begann nach
dem Einsetzen der Plasmafiltration und endete nach der Fiillung des Auflenraumes des HF Filters
mit Plasma. Fiir die klinische Anwendung sollten HF Filter benutzt werden, bei welchen nur die
Filtermembranen mit Kochsalzlosung benetzt sind. Die Verwendung von HF Filtern mit
Kochsalzlosung im Auflenraum fiihrt zu einer Kontamination des Plasmas mit Kochsalzldsung.
Das, sich nach Abschluss der Filtrationsdurchgéinge im AuBenraum des HF Filters befindende
Plasma, wurde iiber Beliiftung in den Plasmabeutel abgelassen. Fiir den klinischen Gebrauch
wire ein steriles Ventil am HF Filter erforderlich.

Zusammenfassend sollte die Vollblutkonserve einen Abstand von 30 cm zum HF Filter nicht
unterschreiten, um eine kurze Laufzeit fiir die erste Filtration zu erreichen. Zum gleichméBigen
Sammeln des Erythrozytenkonzentrates geniigt es, den Beutel 1F bei der ersten Filtration bzw.
2F bei der zweiten Filtration unterhalb des HF Filters zu befestigen. In der Versuchsreihe
wurden Abstidnde von ca. 10 cm gewihlt. Der Beutel 1F sollte fiir die zweite Filtration in einer
Entfernung von 40 cm zum HF Filter befestigt werden, da sich mit diesem Abstand eine kurze
Laufzeit erzielen ldsst. Die Empfindlichkeit fiir eine Hdamolyse ist fiir die zweite Filtration
gegeniiber der ersten Filtration stark erhoht. Deshalb sollte ein Abstand von 40 cm fiir die
Anbringung des Beutels 1F wihrend der zweiten Filtration nicht iiberschritten werden.
Akzeptable Hamatokritwerte konnen durch ein zweimaliges Filtrieren iiber den HF Filter erreicht
werden. Zum gleichméfigen Sammeln des Plasmas sollte sich der vorgesehene Beutel unterhalb
des HF Filters befinden. Als beste Positionen fiir den Leukozytenfilter ergaben sich die
Anbringung nach der Vollblutkonserve vor dem ersten Filtrationsdurchgang, sowie vor dem
Beutel 2F nach dem zweiten Filtrationsdurchgang. Fiir die Variante der Anbringung des
Leukozytenfilters nach der zweiten Filtration wurde mit ca. 45 Minuten eine kiirzere
Gesamtlaufzeit ermittelt.

Fir das zweimalige Filtern der Blutkonserve iiber den HF Filter, einschlieBlich der
Leukozytenfiltration bis zum Erhalten der Blutkomponenten werden durchschnittlich zwischen
45 Minuten (Leukozytenfiltration nach 2. Filtration) und 80 Minuten (Leukozytenfiltration vor 1.
Filtration) bendtigt. Das gewonnene Erythrozytenkonzentrat zeigt im Durchschnitt ein Volumen
von 262ml ohne additive Losung und von 322 ml nach der Zugabe von additiver Losung. Der
mittlere Hidmatokrit der optimierten Versuche betrigt 71,84 % ohne additive Losung. Bei

Hamatokritwerten von {iiber 72 % konnten nach der Zugabe von additiver Losung
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Héamatokritwerte von ca. 54 % bestimmt werden. Das gewonnene Plasmavolumen erreicht einen

mittleren Wert von 254 ml.

D.2 Vorteile der Hollow Fiber Filter Methode

An die Blutkomponentengewinnung mit Hilfe des Hollow Fiber Filters sollten die gleichen
Bedingungen hinsichtlich der Qualitit der Endprodukte (s. Tab.1 S. 12) gestellt werden, wie sie
auch fiir die Standardverfahren gelten. Die durch die ,,Hollow Fiber Filtrations-Methode
erhaltenen Erythrozytenkonzentrate zeigten unter optimalen Bedingungen keine sichtbare
Hamolyse. Fiir die integrierte Leukozytenfiltration wurden zugelassene Leukozytenfilter
verwendet. Der eingesetzte Filter ist ein gewohnlich zur Hidmodialyse eingesetztes Modell,
welches ohne Modifikation, die Gewinnung von Blutkomponenten (Erythrozyten- und
Plasmakonzentrat) ermdglicht. Da die Filter bereits fiir den klinischen Einsatz in der Dialyse
produziert werden, sind keine zusitzlichen Kosten fiir die Entwicklung dieser Technik
erforderlich. Auflerdem zu erwihnen ist die leichte Handhabung dieser Separationsmethode und
der geringe rdumliche Aufwand.

Der Hauptvorteil dieser Art von Separation ist jedoch die Unabhéngigkeit von jeglicher duflerer
Energiezufuhr. Die Hollow Fiber Methode gelingt lediglich durch Diffusion und Konvektion
tiber die semipermeable Membran unter Ausnutzung der Schwerkraft. Durch diesen Umstand
stellt sie zur Zentrifugation und Himapherese an einigen Orten der Welt die einzige Moglichkeit
dar, um Blutkomponenten zu gewinnen. So ist die Herstellung von Blutkomponenten iiber den
HF Filter iiberall dort ausfiihrbar, wo Elektrizitit nicht oder nur unzureichend vorhanden ist und
eine direkte Anwendung der Konserven benétigt wird. Es ist auch in Lindern anwendbar in
welchen der Einkauf einer Zentrifuge oder Himapherseapparats im Verhiltnis zur Haufigkeit im
Gebrauch die Anschaffungskosten nicht tragen wiirde oder die notigen Geldmittel gar nicht erst
zur Verfligung stehen wiirden. Moglicherweise konnte die vorgestellte Methode auch eine
Unterstiitzung fiir die Organisation der Blutspendezentralen in Deutschland bedeuten. Die
Herstellung von Blutkomponenten konnte am Ort der Blutspende durchgefiihrt werden. Die
Blutkonserven wiren nicht langen Transportwegen ausgesetzt, welches die Qualitét

beeintrichtigen kann, sondern wiirden ohne Zeitversdumnis direkt zu separieren sein.
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D.3 Zur Entwicklung der Hollow Fiber Filter Methode

Versuchsdurchfithrungen, deren Ausgangspunkt die Hypothese war, ob eine Separation von
Blutkomponenten auch mit einem Filtersystem moglich wire, wurden 1990 von einer
japanischen Arbeitsgruppe des Hokkaido Red Cross Blood Center beschrieben (54). Es wurde
die Gewinnung von Plasma mit einem Hollow Fiber System dargestellt. Damals wurde ein Filter
aus 800 Polyethylenhohlfasern mit einer Linge von 200 mm, einer Membrandicke von 30 um
und einer PorengroBe von 0,2 pum verwendet. Die erhaltenen Produkte zeigten ein
Plasmavolumen von 176 ml, ein Erythrozytenkonzentrat von 274 ml und einen Hématokritwert
von durchschnittlich 62%. Eine Leukozytendepletion war bei der damaligen Versuchsreihe
jedoch nicht vorgesehen gewesen, so dass die heute geltende Bedingung der Richtlinien fiir die
Restleukozyten in der Konzentratherstellung nicht gewdhrleistet sind. Bei einem zellfreiem
Plasma, beinhaltete das Erythrozytenkonzentrat iiber 80% der Thrombozyten und iiber 98% der
weillen Blutzellreihe. Durch das Vorhandensein der Leukozyten im Erythrozytenkonzentrat ist
der Einsatz dieses Verfahrens nicht mehr moglich. Als mit den Versuchsdurchfithrungen der
hier vorgestellten Arbeit begonnen wurde, lagen keine weiteren Publikationen vor. Basierend auf
dieser Methode wurde mittlerweile von der Firma Heim die sogenannte ,,Sangofer Apparatur*
vorgestellt (55). Diese setzt sich aus einem Beutelsystem mit integriertem Leukozytenfilter
(WBF 2) und einem speziell fiir die Blutkomponentenherstellung entwickelten HF Filter
zusammen. Der benutzte Filter besteht aus 650 Polyethylenhohlfasern mit einer Wanddicke von
ca. 100 um und er hat eine Porengré8e von 0,5 um. Die Hohlfasern sind parallel in Form einer
einfachen Schleife im Separator angeordnet. Es wurden Hiamatokritwerte von 57% (mit additiver
Losung), Erythrozytenkonzentratvolumen von 321ml (mit additiver LOsung) und
Plasmavolumen von 291 ml erreicht.

Der wesentliche Unterschied der in dieser Arbeit beschriebenen Methode zum Sangofer
Verfahren beruht auf der Verwendung verschiedener Filter. Fiir die hier vorgestellte Methode
musste kein spezieller Filter konstruiert werden. Der fiir die Himodialyse verwendete HF Filter
konnte ebenfalls fiir die Blutkomponentengewinnung genutzt werden. Durch seinen Einsatz in
der Himodialyse ist er leicht verfiigbar und in seiner Wirkung auf Blut bereits bewihrt. Bei der
Anwendung des Sangofer Filters wird nur ein Filtrationsdurchgang benoétigt. Dies wird durch die
Hohlfaserschleife ermoglicht. Nach Abschluss der Filtration wird in der Hohlfaserschleife
moglicherweise mehr Erythtrozytenkonzentrat zuriickgehalten, als durch den HF Filter. Die
Anwendung des fir die Himodialyse verwendeten @ HF  Filters fiir die

Blutkomponentenherstellung erfordert zwei Filtrationen, die durch ein einfaches Umhingen der
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Beutel und der Verwendung desselben HF Filters durchgefiihrt werden. Die senkrechte
Anordnung der Hohlfasern erleichtert das AbflieBen des Erythrozytenkonzentrats aus dem HF

Filter.

D.4 Ausblick

Nachdem die Herstellung von Erythrozytenkonzentrat und Plasma durch den Hollow Fiber Filter
durchfiihrbar ist, konnte auch die Gewinnung von Thrombozytenkonzentrat moglich werden. Bei
dem hier verwendeten HF Filter konnten keine Thrombozyten in das Plasma gelangen, da die
Filterbarriere mit einer Porengréfe von 0,2 - 0,5 um fiir die einen Durchmesser von 2 - 3,5 um
besitzenden Thrombozyten nicht passierbar war. Um thrombozytenhaltiges Plasma zu erhalten,
miisste man einen HF Filter mit groBerem Porendurchmesser zur Verfiigung haben, wodurch
dann lediglich die Erythrozyten zuriickgehalten werden wiirden. Fiir die Durchfiihrung einer
Thrombozytenfiltration mit dem HF Filter ist der Zeitpunkt der integrierten Leukozytenfiltration
zu beachten, da der iiberwiegende Teil der Thrombozyten durch den Leukozytenfilter absorbiert
wird. Wie die Versuche gezeigt haben, wird die Filtrationseffizienz des HF Filters bzw. die
Héamatokritwerte durch im Blut enthaltene Leukozyten nicht wesentlich beeintrichtigt. Dies
ermdglicht es zunidchst die Thrombozyten und das Plasma von den Erythrozyten zu separieren,
um erst nach der zweiten Filtration die Leukozytendepletion durchzufiihren.

Der groB3e Vorteil der Hollow Fiber Methode im Vergleich zu den Standardverfahren ist, dass die
Blutkomponentengewinnung nur unter Ausnutzung der Schwerkraft moglich ist und keine
duBere Energie bendtigt wird. Dadurch kann dieses Verfahren sehr vielfiltig eingesetzt werden.
Ein anderes Modell zur Blutkomponentenherstellung verwendet das hier vorgestellte Prinzip,
ohne auf die Schwerkraft angewiesen zu sein. Im Innern einer doppelhalsigen ,,Flasche* mit
mehreren Ein- und Auslassstellen befinden sich superhydrophobe Filterplatten, die die ,,Flasche
in verschiedene Kompartimente unterteilen. Uber mehrere Filter unterschiedlicher Porosititen
werden die Blutbestandteile durch einen Vakuumsog getrennt, wodurch auch die direkte
Separation am Spender moglich ist. Durch das Unabhingigsein von der Schwerkraft, konnte
durch dieses Verfahren die Blutkomponentenherstellung auch in der Weltraumforschung

moglich werden. Die klinische Erprobung steht jedoch noch aus.
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D.5 Zusammenfassung

Der Grundgedanke dieser Versuchsreihe war den fiir die Himodialyse verwendeten HF Filter fiir
die Blutkomponentenherstellung zu nutzen. Dieses Ziel konnte auch erreicht werden und es
wurde somit eine Methode entwickelt, welche im Gegensatz zu den an duflere Energiequellen
gebundenen Standardverfahren, nur unter Ausnutzung der Schwerkraft funktioniert. Das
erhaltene Erythrozytenkonzentrat und das Plasma sollten fiir die Zulassung in ihrer Qualitét
den durch Zentrifugation und Hémapherese erhaltenen Blutprodukten entsprechen. Die
vollstindige Uberpriifung der laut der Richtlinien aufgefiihrten Kriterien sollte durch weitere
Untersuchungen erfolgen.

Fiir die Durchfiihrung wurde eine Apparatur konstruiert die sich aus Bestandteilen des
geschlossenen Beutelsystems und dem Hollow Fiber Filter zusammensetzt.

Es sollte ein Erythrozytenkonzentrat mit einem akzeptablen Hidmatokrit ( 50 - 70% ) hergestellt
werden. Nachdem durch die ersten Versuche der grundsitzliche Versuchsaufbau fiir das
Gelingen der Filtration iiber den HF Filter experimentell ermittelt war, wurden die Versuche in
ithrem Aufbau bzw. Ablauf weiter optimiert. Dabei wurden zunichst verschiedene Abstinde der
einzelnen Beutel zum HF Filter gewidhlt, um die Bedingungen fiir eine bestmogliche
Filtrationsleistung zu schaffen. Durch die Optimierung konnen akzeptable Hédmatokritwerte
erreicht werden. In die Betrachtungen miteinbezogen war, auch eine moglichst kurze
Filtrationszeit zu erreichen. Es wurden obere Grenzwerte fiir die Abstidnde der Beutel zu dem HF
Filter bestimmt, bei deren Einhalten es zu keiner Himolyse kam.

Die Erythrozytenkonzentrate miissen vor ihrer Verabreichung an die Patienten
leukozytendepletiert sein, um mogliche Nebenwirkungen minimal zu halten. Unter dieser
Voraussetzung wurde ein Leukozytenfilter in den Versuchsaufbau integriert und sein Einfluss
auf die Filtrationsleistung des HF Filters an verschiedenen Positionen der Apparatur untersucht.
Fiir das erfolgreiche Durchfiihren der Filtration von Vollblutkonserven iiber den HF Filter sind
einige Kriterien zu beriicksichtigen. Der Abstand des Vollblutes zum HF Filter sollte nicht unter
30 cm betragen , damit es nicht zu einer groen Verzogerung in der Filtrationszeit kommt. Um
eine Hamolyse zu vermeiden, sollte die Entfernung des Beutels 1F zum HF Filter 40 cm fiir die
zweite Filtration nicht iiberschreiten. Als gute Standorte fiir den Leukozytenfilter haben sich die
Anbringung nach der Vollblutkonserve vor der ersten HF Filtration und die Position vor dem
Beutel 2F nach der zweiten Filtration ergeben. Die Leukozytendepletion lie sich ziigig

durchfiihren und die HF Filtration wurde nicht beeintréachtigt.
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Der Einsatz eines HF Filters mit groBerem Porendurchmesser konnte auch die Gewinnung von
Thrombozytenkonzentrat moglich machen. Da der grofite Teil der Thrombozyten durch den
Leukozytenfilter bereits absorbiert wiirde, ist eine Leukozytenfiltration erst nach der zweiten
Filtration durchzufiihren. Eine wesentliche Minderung der Filtrationseffizienz des HF Filters
durch im Blut enthaltene Leukozyten wurde nicht festgestellt. Ein auf der vorgestellten HF
Filter Methode beruhendes Verfahren nutzt anstatt der Schwerkraft einen Vakuumsog fiir die
Blutkomponentenherstellung. Dieses sich noch im Experimentierstadium befindende Projekt
konnte die HF Methode auch fiir die Weltraumforschung nutzbar machen.

Die Anwendung des fiir die Himodialyse verwendeten Hollow Fiber Filters fiir die Gewinnung
von Blutkomponenten, ermoglicht neben den Standardverfahren eine neue Methode der
Herstellung. Dieses Verfahren zeichnet sich durch die Verwendung von Materialien aus, die im
klinischen Alltag bereits vorkommen, durch seine einfache Handhabung, geringen personellen
Aufwand, niedrige Kosten und durch seine Unabhingigkeit von dufleren Energiequellen, ist es
prinzipiell iiberall anwendbar. Es sollte der prinzipielle Ablauf des Verfahrens vorgestellt
werden, wobei der Hollow Fiber Filter mit dem Beutelsystem fiir die klinische Anwendung noch

in ein geschlossenes System tiberfiihrt werden muss.
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