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Zusammenfassung

Hintergrund:Die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten (EK) ist mit verschiedenen
Nebenwirkungen assoziiert, die u. a. durch Lagerungsschäden an Erythrozyten
hervorgerufen werden. Die Zellen verändern ihre Struktur und setzen dabei
Kalium sowie Lactat frei. Zur Minimierung dieser negativen Effekte können die
Erythrozyten mithilfe einer maschinellen Autotransfusion (MAT) unter Verwendung
vonWaschlösungen aufgereinigt werden.
Ziel der Arbeit: Untersuchung der Auswirkungen zweier Waschlösungen auf die
gelagerten Erythrozyten.
Material und Methode: In der vorliegenden Studie wurden 30 EK mittels MAT
(Xtra, LivaNova, München, Deutschland) gewaschen. Der Goldstandard 0,9%ige
Kochsalzlösung (n= 15; N-Gruppe) wurde mit einer 4mmol/l kaliumhaltigen
Hämofiltrationslösung (HF) (n= 15; HF-Gruppe; Duosol) verglichen. In einer
Subgruppenanalyse wurde eine Differenzierung bezogen auf die Lagerdauer der EK (7,
14, 37 Tage) bis zur Durchführung der MAT vorgenommen. Untersucht wurde der
Einfluss der Waschlösungen sowie des EK-Alters auf ATP, Lactat, Glucose, Elektrolyte
und Zitrat zu drei Messzeitpunkten vor MAT (EKprä), unmittelbar danach (EKpost) und
nach 10h im Retransfusionsbeutel (EKpost10h).
Ergebnisse und Diskussion: Die ATP-Konzentration nimmt durch die MAT-Waschung
von EKprä zu EKpost signifikant zu (n= 30). Bei 37 Tage alten EK nimmt die ATP-
Konzentration inderHF-GruppenachMAT stärker zu als inderN-Gruppe.DurchdieMAT-
Waschung werden die Kalium-, Lactat-, Glucose- und Zitratkonzentration signifikant
reduziert. Die MAT-Behandlung gelagerter EK verbessert deren Qualität. Das Waschen
mit einer HF-Lösung führt zu einer physiologischeren Elektrolytzusammensetzung.
Selbst 10h nach MAT mit einer HF-Lösung ist die Qualität eines 37 Tage alten
EK bezüglich der untersuchten Parameter mit einem jungen 7 Tage gelagerten,
nichtgewaschenen EK vergleichbar.

Schlüsselwörter
Lagerungsschäden · Qualitätsverbesserung · Fremdblut · Physiologische Kochsalzlösung ·
Hämofiltrationslösung
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Tab. 1 Elektrolyt- undMetabolitzusammensetzung von unterschiedlichen Lösungenmit Referenzwerten
Elektrolyt/
Metabolit

Einheit 0,9%ige NaCl-
Lösung

Hämofiltrationslösung
(Duosol; B. Braun)

Blutplasma Vollelektrolytlösung
(Jonosteril)

Na mmol/l 154 140 136–146 137

K mmol/l 0 4 3,5–5,0 4

Cl mmol/l 154 113 98–106 110

Ca mmol/l 0 1,5 1,15–1,29 1,65

Mg mmol/l 0 0,5 0,7–1,6 1,25

Osmolarität mosmol/l 308 300 280–300 (mosmol/kg) 291

pH – 5–7 7–8 7,35–7,45 5–7

HCO3
– mmol/l 0 35 22–26 0

CH3OO– mmol/l 0 0 0 36,8

Glucose mg/dl 0 100 70–105 0

Acetat anion (CH3COO–)
Osmotische Konzentration (mosmol/kg)

Die aktuelle Richtlinie Hämotherapie
der Bundesärztekammer, aufgestellt im
Einvernehmen mit dem Paul-Ehrlich-In-
stitut, enthält neben allgemeinen Infor-
mationen zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Anwendung
von Blutprodukten einen speziellen Ab-
schnitt3.2.1.3zu „gewaschenenErythro-
zytenkonzentraten“ und die Abschnit-
te 2.6.4 und 3.2.5.3 zur maschinellen
Autotransfusion. In einem geschlosse-
nen System kann unter der Verwendung
einer isotonischen Lösung das gelagerte
Erythrozytenkonzentrat mehrfach ge-
waschen werden. Die anschließende
Resuspendierung kann in einer isoto-
nischen Kochsalzlösung oder alternativ
in einer Additivlösung erfolgen [1].

Hintergrund und Fragestellung

DasWaschen von autologemBlut in einem
maschinellenAutotransfusionsgerät (MAT)
wird im klinischen Alltag praktiziert. Die
rechtlichen Auflagen zur Herstellung ge-
waschener Erythrozytenkonzentrate (EK)
sind definiert, wenn das Verfahren mit ei-
nem geschlossenes MAT-Gerät durchge-
führt wird. Der Schwerpunkt der vorlie-
genden Arbeit betrifft die Aufbereitung
gelagerter homologer EK sowie die ver-
wendeten Waschlösungen.

Im Allgemeinen ist die bestimmungs-
gemäße Durchführung der maschinellen
Autotransfusion im klinischen Alltag sehr
gut wissenschaftlich belegt. Entsprechend
werden in Kliniken mit operativem Spek-
trum MAT-Geräte zur intraoperativen Sau-
gerblutaufbereitung vorgehalten [2]. Das

allgemeine Funktionsprinzip basiert auf
der Zentrifugation, welche die einzelnen
Bestandteile des Blutes nach ihrem Se-
dimentationskoeffizienten auftrennt. Die
fertig aufbereiteten Erythrozyten stehen
dann zur Retransfusion bereit. Als Vor-
gabe der MAT-Geräte-Hersteller wird als
WaschlösungNaCl-Lösung, 0,9%ig, aufge-
führt. Diese Lösung besitzt eine unphysio-
logische Chlorid- und Natriumkonzentra-
tion von 154mmol/l (. Tab. 1). Eine über-
mäßige Infusion von 0,9%iger NaCl-Lö-
sung kann die Plasma-Ionen-Konzentrati-
on von Na und Cl erhöhen, sodass eine
metabolische Acidose die Folge sein kann
[3]. Durch die Infusion größerer Mengen
dieser „physiologischen Kochsalzlösung“
kann es zu einer renalen Vasokonstriktion
kommen, einer verminderten Miktion und
einer erhöhten Inzidenz einer Nierenin-
suffizienz [4]. Verschiedene Hersteller von
MAT-Geräten haben die „physiologische
0,9%ige Kochsalzlösung“ trotz möglicher
Nebeneffekte in ihren Bedienungsanlei-
tungen als alternativlosen „Goldstandard“
definiert [5]. Andere Hersteller, wie z. B. Li-
vaNova, erlauben zusätzlich auch andere
Lösungen,welche „für intravenöseAnwen-
dungen zugelassen sind“ [6].

Nachbehandlung gelagerter
Erythrozyten

Es gibt in der Literatur mehrere Ansät-
ze zur Nachbehandlung von gelagerten
EK, um die negativen Effekte der nichtver-
meidbaren Lagerungsschäden zu reduzie-
ren. Neben verschiedenen neuartigen Ad-
ditivlösungen steht die MAT-Behandlung

vor einer Transfusion zur Verfügung. Für
die EK-Vorbehandlung wurden von ver-
schiedenen Autoren alternative Waschlö-
sungen getestet. Yang et al. versuchten ei-
ne Mannitol-Adenin-Phosphat-Lösung zur
Waschung und zur Stabilisierung [7]. Die
von ihnen verwendete Stabilisatorlösung
konnte das bearbeitete EK u. a. länger halt-
bar machen. Huber et al. wählten erst-
mals den Ansatz einer „bikarbonatgepuf-
ferten“ Hämofiltrationslösung ohne Kali-
um zur MAT-Behandlung von EK mit aus-
schließlich positivem Effekt [8]. Gezeigt
werden konnte, dass es neben der Ver-
besserung des Säure-Base-Haushaltes im
Lagermedium zu einer verbesserten Sta-
bilität der Erythrozyten kam.

In Bezug auf die erforderliche Elektro-
lytzusammensetzung für eine Volumen-
therapie sind aktuell zwei Richtlinien von
klinischer Bedeutung. Zum einen die aktu-
elle S3-Leitlinie zur intravasalen Volumen-
therapie bei Erwachsenen, zum anderen
die S1-Leitlinie perioperative Infusionsthe-
rapie bei Kindern. Beide Leitlinien empfeh-
len grundsätzlich die Verwendung von ba-
lancierten Vollelektrolytlösungen zur Vo-
lumentherapie [9, 10].

Gesetzliche Rahmenbedingungen
der MAT

Den gesetzlichen Rahmen für die Transfu-
sion von Erythrozytenkonzentraten bildet
dasTransfusionsgesetz [11].Hierinwirdne-
ben allgemeinen Regelungen des Transfu-
sionswesens auf die Details in Richtlinien
nach §§ 12a und 18 TFG verwiesen. In
der entsprechenden Hämotherapie-Richt-

2 Die Anaesthesiologie



Abb. 18 Schematische Darstellung des VersuchsablaufsmitMesspunkten: EKprä vorMAT-Wa-
schung, EKpost nachMAT-Waschung, EKpost10h 10h Lagerung im Retransfusionsbeutel bei Raum-
temperatur und EKpost24h 24h Lagerung im Retransfusionsbeutel bei Raumtemperatur

linie von 2017 habendie Bundesärztekam-
mer und die zuständige Bundesoberbe-
hörde, das Paul-Ehrlich-Institut (PEI), im
Abschnitt3.2.1.3dieAnforderungenandas
Waschen gelagerter EK näher definiert [1].
Das Aufbereiten eines gelagerten EK hat in
einem geschlossenen System zu erfolgen.
Als Lagermedium nach dem Aufbereiten
mit 0,9%iger NaCl-Lösung sind auch Ad-
ditivlösungen erlaubt. Gewaschen werden
dürfen nur EK, die den allgemeinen An-
forderungen der Richtlinie entsprechen.
Die anschließende Lagerungsdauer hängt
von der durchgeführten Validierung des
Prozesses ab, in dem der Hämatokrit, das
Gesamt-Hb, dieHämolyserateundder Pro-
teingehalt bestimmt werden. Darüber hi-
nausmusseinemikrobiologischeKontrolle
durchgeführt werden.

Gelagerte Erythrozyten

Aus dem Metabolismus der Erythrozyten
erklärt sich ihre Schädigung durch die La-
gerung. In der Zellreifung präzipitieren die
Mitochondrien. Durch den funktionellen
VerlustderMitochondrienstehender kern-
losen Zelle β-Oxidation, der Zitratzyklus
und die Atmungskette zur Energiegewin-
nung nicht mehr zur Verfügung. Die anae-
robeGlykolysewirdzurEnergiegewinnung
herangezogen. Diese führt zum Endpro-
dukt Lactat, das in vivo außerhalb der Ery-
throzyten weiterverstoffwechselt werden

kann, sich im Blutbeutel aber kumuliert
und zur zunehmenden Ansäuerung im EK
führt.HierdurchkommteszumNachlassen
der Glykolyse; dies führt zu einer verrin-
gerten Verfügbarkeit von ATP. Aus dem
ATP-Mangel resultiert, dass der aktive Io-
nentransport nicht mehr vollumfänglich
gewährleistet werden kann. Hieraus er-
geben sich intrazellulär ein verminderter
Kaliumgehalt sowie eine erhöhte Natri-
um- und Kalziumkonzentration. Darüber
hinaus nimmt durch den ATP-Mangel die
Synthese bzw. die Reduktion von Gluta-
thion ab. Das Tripeptid ist Hauptbestand-
teil des Glutathionredoxsystems. In seiner
reduzierten Form schützt es die Sulfhy-
drylgruppen von Enzymen, Proteine der
Erythrozytenmembran und das Hämoglo-
bin vor der Oxidation. Insgesamt bleibt
allerdings die antioxidative Kapazität wäh-
rend der ganzen Lagerungsdauer ausrei-
chend [12]. Neben diesen genannten Ef-
fektenkannes imLaufe derAlterungs- und
Lagerungszeit auch zu einer Zunahme von
intrazellulärem Wasser kommen, wodurch
die Hämoglobinkonzentration in der Zelle
sinkt und die wichtige Deformierbarkeit
abnimmt. Zusätzlich wechselt Phosphati-
dylserin die Position von der Innenseite
zurAußenseiteund ist somitAngriffspunkt
für Makrophagen. Wegen der genannten
Zusammenhänge wird die ATP-Konzentra-
tion für die qualitative Beurteilung von
EK herangezogen. Heiden et al. definie-

ren die ATP-Konzentration sogar als den
wichtigsten Surrogatmarker für die Über-
lebenswahrscheinlichkeit gelagerter Ery-
throzyten im Transfusionsempfänger [13].

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich
mit der Fragestellung der Qualitätsver-
besserung gelagerter Erythrozytenkon-
zentrate (EK) mittels eines maschinel-
len Autotransfusionsgerätes. Untersucht
wurde, ob die Wahl der verwendeten
Waschlösung bei der maschinellen Auto-
transfusion einen Einfluss auf die Qualität
der Erythrozyten hat und das aufbereitete
EK dadurch verbessert wird.

Studiendesign und
Untersuchungsmethoden

Die In-vitro-Studie wurde von der Ethik-
Kommission der FAU mit dem Ethikvo-
tum Nr.: 22-41-ANF als unbedenklich
bewertet. Die verwendeten EK wurden
von der Transfusionsmedizinischen und
Hämostaseologischen Abteilung des Uni-
versitätsklinikums Erlangen, welche die
gesetzlichen und klinikinternen Vorgaben
zu Herstellung, Prüfung und Lagerung
von EK erfüllt, zur Verfügung gestellt.
Dreißig leukozytendepletierte „inline“-
gefilterte EK in einer Phosphat-Adenin-
Glucose-Guanosin-Saline-Mannitol-Stabi-
lisierungslösung (PAGGS-M) wurden in
vitro untersucht. Die Studie wurde unter
der arzneimittelrechtlichen Verantwor-
tung des beteiligten Transfusionsmedizi-
ners durchgeführt.

Versuchsaufbau und Versuchsablauf

Detaillierter Studienablauf im
digitalen Supplement
Für die In-vitro-Studie wurde ein MAT-
Gerät (Xtra; LivaNova) mit dem stan-
dardisierten Waschprogramm „Popt“
verwendet. Für die Untersuchung der
unterschiedlichen MAT-Waschlösungen
wurden die 30 EK in zwei Gruppen ge-
teilt: Gruppe N (n= 15)=NaCl-Lösung,
0,9%ig, 3000ml (Fresenius, Fresenius
Kabi AG, Deutschland) vs. Gruppe HF
(n= 15)=Hämofiltrationslösung (Duosol
5000ml, B. Braun, Deutschland). In einer
Subgruppenanalyse erfolgte eine weitere
Differenzierung bezogen auf die Lage-
rungsdauer der EK (7, 14, 37 Tage je 5
pro Gruppe). Gewaschen wurden alle
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Abb. 28ATP-Konzentrationen vordemWaschen (EKprä), nachdemWaschen (EKpost)mit 0,9%ige-
NaCl-Lösung-Gruppe (N), Hämofiltrationslösunggruppe (HF) und nach 10h Lagerung (EKpost10h).
Fehlerbalken zeigt Standardabweichung; *p<0,05 („paired t-test“);blauer Balken,blaue Schrift
Angabe Referenzbereiche

EK nach Studienprotokoll mit 1000ml
Waschlösung. Proben wurden zu vier
Messzeitpunkten entnommen: EKprä (vor
MAT-Waschung), EKpost (nach MAT-Wa-
schung), EKpost10h (10h Lagerung im
Retransfusionsbeutel bei Raumtempera-
tur) und EKpost24h (24h Lagerung im
Retransfusionsbeutel bei Raumtempera-
tur) (. Abb. 1).

Zur Bestimmung des ATP-Gehalts wur-
den die Blutproben zentrifugiert und
der proteinfreie Überstand abpipettiert,
in CryoTubes (Thermo Fisher Scientific)
überführt und anschließend bei –80 °C
für die nachfolgenden En-bloc-Messun-
gen gelagert. Diese quantitative In-vi-
tro-Bestimmung von ATP wird mit der
Hexokinasemethode an fotometrischen
Systemen (Kit-Nr. 1 6201, DiaSys GmbH)
durchgeführt. Die Plasmaproben wurden
mittels einem automatisierten Analyse-
gerät (Cobas 6000, Roche) ausgewertet;
neben den Elektrolyten (Na, K, Cl und Ca)
erfolgte die Konzentrationsbestimmung
der beiden Metabolite Lactat und Glucose.
Im gleichen Zug wurden für den Säure-
Basen-Haushalt das pCO2, das HCO3

–, der
BE und pH bestimmt.

Mikrobiologische Untersuchung

Im Rahmen der Studie wurden mikrobio-
logische Untersuchungen durchgeführt.
Hierzu wurden zu den Messzeitpunkten

EKprä, EKpost und EKpost24h aus dem bei
Raumluft gelagerten Retransfusionsbeu-
tel je 16ml aufbereitetes EK entnommen.
Zur Beimpfung der aeroben und anae-
roben Blutkulturflaschen wurden hierbei
jeweils 8ml EK/Kulturflasche benötigt.

Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit
SPSS für Windows (Version 21 SPSS Inc.,
USA).DerTestaufNormalverteilungerfolg-
te mittels Q-Q-Plot. Die gemessenen Wer-
te zu einem bestimmten Messzeitpunkt
wurden mittels Welch t-Test ausgewer-
tet. Die Analyse zwischen den einzelnen
Messzeitpunkten erfolgte mittels gepaar-
tem t-Test. Alle ermittelten Werte sind in
der Form Mittelwert± einfache Standard-
abweichung angegeben. Das Signifikanz-
niveau betrug α= 0,05.

Ergebnisse

ATP

Der ATP-Gehalt aller EK nimmt von Mess-
punkt EKprä zu EKpost signifikant zu
(n= 30; EKprä: 3,1± 0,7μmol/gHb vs.
EKpost: 3,8± 0,7μmol/gHb; p< 0,05). Die
. Abb. 2 zeigt die ATP-Konzentration nach
dem Prozessieren und der 10-stündigen
Lagerung, unterteilt nach der jeweils ver-
wendeten Waschlösung. In der Gruppe

der 37 Tage alten EK nimmt die ATP-Kon-
zentration in der HF-Gruppe im Verhältnis
zur N-Gruppe signifikant zu (EKpost vs. EK-
post10h: 3,7± 0,4 vs. 4,0± 0,5μmol/gHb;
p< 0,05).

Elektrolyte und Metaboliten

Zum Zeitpunkt EKprä lagen alle gemes-
senen Elektrolyte (Na, K, Cl und Ca)
unabhängig von der Lagerungsdauer in
unphysiologischen Konzentrationsberei-
chen (EKprä) (. Abb. 3). In den EK der HF-
Gruppe liegen alle Elektrolyte nach dem
Waschen (EKpost) in einem physiologi-
scherenBereich.DerMesszeitpunktEKpost
zeigt in der N-Gruppe im Vergleich zur HF-
Gruppe einen signifikanten Unterschied
bezogen auf die Natrium- (154mmol/l
vs. 136mmol/l) und Chloridkonzentration
(135mmol/l vs. 103mmol/l). In der HF-
Gruppe nimmt die Natriumkonzentration
zwischen den Zeitpunkten EKpost und
EKpost10h signifikant auf physiologische
Werte zu (Na= 140mmol/l), während sie
in der N-Gruppe auf einem unverändert
unphysiologischen hohen Niveau bleibt.
Die Ausgangskaliumkonzentration, die
über die Lagerdauer (EKprä) zunimmt,
sinkt durch die MAT (EKpost) in beiden
Gruppen signifikant. Im physiologischen
Referenzbereich liegt die HF-Gruppe zum
Zeitpunkt EKpost mit 4,1mmol/l, wäh-
rend die N-Gruppe diesen mit 0,4mmol/l
unterschritt. In der HF-Gruppe führt die
offensichtlich funktionierende Natrium-
Kalium-Pumpe in den Erythrozyten bis
zum Zeitpunkt EKpost10h zu einer signifi-
kantenAbnahmederKaliumkonzentration
(3,5mmol/l). Die Kalziumkonzentration in
dengelagertenEK (EKprä)warunabhängig
von der Lagerungszeit mit <0,2mmol/l
sehr niedrig. Zum Messzeitpunkt EKpost
und EKpost10h konnte kein Kalzium mehr
in der N-Gruppe nachgewiesen werden.
In der HF-Gruppe kam es zu einem signi-
fikanten Anstieg nach dem Waschen und
einem weiteren Anstieg bis zu EKpost10h
(. Abb. 3).

Die unphysiologische Glucosekon-
zentration in gelagerten EK vor MAT-
Waschung ist von der Lagerungsdauer
abhängig und konnte in der N-Gruppe
fast vollständig durch die MAT-Behand-
lung ausgewaschen werden (11mg/dl).
In der HF-Gruppe kam es zum Zeitpunkt
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Angabe Referenzbereiche

EKpost zu einer Reduktion der Glucose
auf ein physiologisches Niveau (95mg/dl).
Durch den noch funktionierenden Meta-
bolismus der Erythrozyten kam es zu einer
weiteren signifikanten Reduktion in der
HF-Gruppe auf 67mg/dl vs. 1mg/dl in
der N-Gruppe (. Abb. 4). Die Lactatkon-
zentration nimmt über die Lagerungszeit
signifikant zu und nimmt durch die MAT
wieder signifikant ab. Nach 10h Lagerung
liegt in der HF-Gruppe eine signifikant
höhere Konzentration vor (. Abb. 4).

Säure-Base-Haushalt

pH-Wert, HCO3
– und BE nehmen über die

Lagerungszeit (7 bis 37 Tage) signifikant
(p< 0,05) ab, bei signifikanthöherempCO2

(p< 0,05). Betrachtet man den pH-Wert
nach der MAT-Aufbereitung bezogen auf
die Waschlösung, stellt man fest, dass in
der HF-Gruppe insgesamt ein höherer pH-
Wert unabhängig von der Lagerzeit auf-
tritt (N-Gruppevs. HF-Gruppe: pH-Wert EK-
post: 6,50 vs. 6,89) und nur leicht über die
post-MAT Lagerzeit abnimmt (EKpost10h:
6,43 vs. 6,81) (. Abb. 5). Bezogen auf den
pCO2 und BE wurde sowohl zum Zeit-
punkt EKpost als auch zum Zeitpunkt EK-
post10h in der HF-Gruppe signifikant er-
höhte pCO2-Werte bei sinkenden BE und
in der N-Gruppe ein gegensätzliches Ver-
halten festgestellt. Im Mittel, über alle
EK (n= 30), sehen wir einen HCO3

–-Wert
von 12mmol/l. Waschlösungsbedingt ver-
ändert sich der HCO3

– nach der Aufbe-
reitung (EKpost) signifikant unterschied-
lich (N-Gruppe vs. HF-Gruppe: HCO3

–-Wert:
6mmol/l vs. 24mmol/l) (. Abb. 5).

Zitrat

Die mittlere Zitratkonzentration im La-
germedium bei 30 EK betrug 2,72±
0,44mmol/l zumMesszeitpunkt EKprä. Die
Konzentration zum Messzeitpunkt EKpost
nach MAT-Behandlung betrug unabhän-
gig von der Waschlösung 0,0mmol/l.
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Mikrobiologische Untersuchung

In den insgesamt 180 Blutkulturenwurden
zu bei acht verschiedenen Proben unter-
schiedlichen Zeitpunkten Hautkeime (Cu-
tibacterium acnes; Staphylococcus hae-
molyticus;Microbacteriumaurum; Cory-
nebacterium simulans) gefunden.

Diskussion

DerAdenosintriphosphatgehalt indenEry-
throzyten ist von elementarer Bedeutung,
da er mit der Überlebenswahrscheinlich-
keit der Erythrozyten nach der Transfusion
korreliert [13]. Durch eine übermäßige Ab-
nahme des ATP-Gehalts kommt es zu einer
morphologischen Verformung der Zellen
hinzuEchinozyten.DiesestrukturellenVer-
änderungenmachendiedeformiertenEry-
throzyten im Transfusionsempfänger zum
Ziel von Makrophagen und fördern damit
deren rasche Elimination aus dem Kreis-

lauf. Stewart et al. konnten zeigen, dass
die CD47-Expression auf den Erythrozy-
tenmit der Lagerungsdauer abnimmt [14].
Zusätzlich führt eine Abnahme der ATP-
Konzentration zu einer verminderten De-
formierbarkeit der Zellen und damit zu ei-
ner schlechterenMikrozirkulationnachder
Transfusion [15]. Daher empfiehlt die Zu-
lassungsbehörde, den ATP-Gehalt als Prüf-
kriterium für die Qualität von gelagerten
EKheranzuziehen [13].Der signifikanteZu-
nahme der ATP-Konzentration in den EK
nach dem Waschen in der vorliegenden
Studie lässt sich durch die MAT erklären.
Das lactatvermittelte saure Milieu um die
Erythrozyten wird beseitigt, und die En-
zyme der Erythrozyten können wieder in
einem physiologischeren Milieu arbeiten.
Die retransfundierten aufbereiteten Ery-
throzyten haben durch den höheren ATP-
Gehalt nach der Transfusion im Patien-
ten eine höhere Überlebenswahrschein-
lichkeit. Vergleicht man beide Studien-

gruppen, fällt die signifikant unterschied-
liche Glucosekonzentration nach MAT auf.
Damit fehlt in der N-Gruppe den gewa-
schenen Erythrozyten das grundlegende
Substrat für die anaerobe Glykolyse, die
in der HF-Gruppe in ausreichender Menge
für die Verstoffwechslung zur Verfügung
steht. Somit nehmen in der HF-Gruppe
der ATP-Gehalt und damit die Vitalität der
Erythrozyten während der 10h Lagerung
sogar wieder zu.

Über die Lagerungszeit von EK nimmt
die Glucosekonzentration, wie dargestellt,
ab (. Abb. 4), gleichzeitig steigt Lactat
als Produkt der anaeroben Glykolyse an
(. Abb. 4). Dieses Phänomen und der di-
rekte Zusammenhang mit der anaeroben
Glykolyse konnten nachgewiesen werden
[16]. Durch eine MAT wird das kumulier-
te Lactat signifikant ausgewaschen. Im
Verlauf der nachfolgenden 10-stündigen
Lagerung bei Raumtemperatur zeigte sich
ein wiedereinsetzender Metabolismus,
welcher einen Wiederanstieg der Lactat-
konzentration zur Folge hat. In der HF-
Gruppe kumulierte sich hierdurch das an-
fallende Lactat stärker als in der N-Gruppe.
Es sei hier nochmals darauf hingewiesen,
dass in der N-Gruppe der Metabolismus
durch die fast komplett fehlende Glu-
cose eine anaerobe Glykolyse faktisch
nur eingeschränkt möglich ist. Dieses
Hintergrundwissen ist essenziell, um die
dargestellten absoluten Lactatkonzen-
trationen nach der Wiederaufbereitung
richtig einzuordnen. Betrachtet man den
maximalen Lactatwert eines 37 Tage gela-
gerten und dann mit MAT behandelten EK
zum Zeitpunkt EKpost10h (HF-Gruppe),
so ist das gemessene Lactat mit einem
7 Tage alten ungewaschenen EK vergleich-
bar, sodass man von einer „Verjüngung“
um 30 Tage ausgehen könnte. Die mit
zunehmender Lagerung der Erythrozy-
ten nachlassende Aktivität wichtiger pH-
abhängiger Enzyme kann durch die MAT
wiederhergestellt werden.

Der pH-Wert nimmt im EK über die
Lagerungsdauer kontinuierlich ab. Süm-
pelmann et al. konnten zeigen, dass es
zwischen Lagerdauer (1 bis 17 Tage) und
pH-Wert (6,53–6,99) eine starke Korrelati-
on besteht [17]. Die Grenze zum vollstän-
digen Funktionsverlust der an der Glyko-
lyse beteiligten Enzyme liegt bei einem
pH von 6,4. Diese ist bei 37 Tage gelager-
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ten EK mit 6,4 noch eingehalten. Durch
MAT mit gepufferter HF-Lösung kann der
pH-Wert in einem 37 Tage alten EK auf
6,8 angehoben werden. In der N-Grup-
pe fällt der pH nach MAT auf 6,35 ab.
Dies könnte, neben dem fast vollständi-
gen Fehlen der Glucose, eine weitere Ursa-
che für das erniedrigte ATP nach Lagerung
in 0,9%iger NaCl-Lösung sein. Der Unter-
schied des pH-Werts ist gruppenspezifisch
auf die verwendete Waschlösung zurück-
zuführen. Bei der Bikarbonat (HCO3

–) ge-
pufferten Waschlösung steigt das pCO2,
wohingegen die 0,9%ige NaCl-Waschlö-
sung dem aufzubereitenden EK HCO3

– ent-
zieht. Zander et al. konnten diese HCO3

–-
Absenkung bei unphysiologischer Wasch-
lösung ebenfalls nachweisen [18].

Den Einfluss des HCO3
– konnte auch in

der tierexperimentellen Studie von Süm-
pelmann et al. nachgewiesen werden.
Hierbei wurde der Einfluss der gewählten
Waschlösung auf den Säure-Base-Haus-
halt der Tiere bei einer Massentransfusion
untersucht. Es zeigte sich, dass durch
0,9%ige NaCl-Lösung als Waschlösung
eine Dilutionsacidose entsteht. Dieses
Phänomen konnte in der HCO3

–-gepuf-
ferten Waschlösung nicht nachgewiesen
werden [19].

Nach einem Abfall des pH-Werts in
den Erythrozyten wird die Natrium-Kali-
um-Pumpe inaktiviert, und bedingt durch
dieLagerzeitkumulierenStoffwechselend-
produkte im EK [20, 21]. Die Hämolyse ei-
nes Teils der Erythrozyten steigert noch
die durch Funktionsverlust der Natrium-
Kalium-Pumpebedingte extrazelluläre Ku-
mulation von Kalium im gelagerten EK
(. Abb. 3).

Durch eine Hämolyse kommt es zum
Anstieg der Konzentrationen vom freien
Eisen und freiem Hb. Im Körper zirkulie-
rendes freies Hb kann zu einer erhöhten
Gefäßpermeabilität mit Endotheldysfunk-
tion führen [22]. Freies Hämoglobin in-
teragiert um einen Faktor 1000 schneller
mit Stickstoffmonoxid (NO) imVergleichzu
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Erythrozyten, was zu einer Vasokonstrik-
tion mit verschlechterter Mikrozirkulation
führen kann [23]. Zusätzlich wird das freie
Hb als möglicher Mediator bei der Ent-
stehung eines „acute respiratory distress
syndrome“ (ARDS) angesehen [24]. Refaai
et al. konnten zeigen, dass sich mittels
MATauchdas freieHbsignifikantabsenken
lässt [25]. Vorgeschädigte ältere Erythro-
zyten von minderer Qualität sowie bereits
toteZellenwerden imZuge einer positiven
Selektion ebenfalls ausgewaschen.

Für die Mehrzahl der Patienten, denen
EK transfundiert werden, dürfte die tat-
sächliche klinische Bedeutung der gravie-
renden Veränderungen, die Erythrozyten
während der Lagerung erleiden, gering
sein [26, 27].

Erhöhtes extrazelluläres Kalium kann
aber bei pädiatrischen herzchirurgischen
Patienten beim Starten einermit EK vorge-
füllten (geprimten) Herz-Lungen-Maschi-
nezueinerakutentransfusionsassoziierten
Hyperkaliämie mit daraus resultierendem
Herzstillstand führen [28]. Swindell et al.
untersuchten diesen Effekt an Neugebo-
renen, die zur Hälfte gewaschene EK er-
hielten, und in einer Kontrollgruppe mit
ungewaschenenEK.Einetransfusionsasso-
ziierte Hyperkaliämie trat bei 4 der 11 Pa-
tienten nach der Transfusion von unge-
waschenen EK auf, was bei 2 Patienten zu
einem Kammerflimmern führte [29]. Ost-
haus et al. zeigten, dass bei einem pädi-
atrischenHerz-Lungen-Maschinen-Einsatz
dieVerwendungeinerphysiologischenRe-
stitutionslösung in Form einer HCO3

–-ge-
pufferten Hämofiltrationslösung Störun-
gen des Elektrolyt- und Säure-Base-Haus-
halts verringern kann [30]. In den „Guide-
lines for Pediatric and Congenital Perfusi-
on Practice“ der American Society of Ex-
tracorporeal Technology wird empfohlen,
bei Verwendung von EK zum Priming ent-
weder eine Ultrafiltration durchzuführen
oder gewaschene EK zu verwenden [31].

Elektrolytveränderungen

Durch das Waschen eines EK erfolgt eine
Veränderung der Elektrolytzusammenset-
zung vom „ursprünglichen“ zum „neuen“
Lagermedium. Dabei ist die Art der ver-
wendeten Waschlösung bestimmend für
die Elektrolytzusammensetzung im Re-
transfusionsbeutel. Die Verwendung einer

Hämofiltrationslösung führt aufgrund ih-
rer Zusammensetzung zur Abnahme von
elektrolytassoziierten Nebenwirkungen.
Vergleicht man die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Waschlösungen in
Bezug auf Natriumionen, fällt die un-
physiologisch hohe Na-Konzentration
der Waschlösung in der N-Gruppe mit
154mmol/l vs. 140mmol/l in der HF-
Gruppe auf. Nach dem Waschen des
Blutes zeigt sich, dass alle gemessenen
Elektrolyte nur in der HF-Gruppe in ei-
nem physiologischen Bereich liegen. Die
negativen Einflüsse nach Massivinfusion
mit (un)physiologischer Kochsalzlösung
kann die Plasmaionenkonzentration von
Na+ und Cl– erhöhen, sodass eine meta-
bolische Acidose die Folge ist [3]. Diese
kann zu einer renalen Vasokonstriktion
mit verminderter Diurese und einer aku-
ten Niereninsuffizienz (ANI) führen [32].
Ursächlich für eine ANI könnte hierbei ein
erhöhte Chloridkonzentration der trans-
fundierten Kochsalzlösung sein. Proffitt
et al. konnten bei 14 Tage alten EK, die
mit 0,9%iger NaCl-Lösung gewaschen
wurden, eine signifikant höhere Hämoly-
serate im Vergleich zu EK, die mit SAGM
gewaschen wurden, feststellen [33].

Mikrobiologische Untersuchung

In den Ergebnissen der 180 Blutkultu-
ren wurden 8 positive Keimnachweise
gefunden. Verunreinigungen durch die
Behandlung der EK mit MAT konnten
nicht nachgewiesen werden. Zur Beimp-
fung der aeroben und anaeroben Blut-
kulturflaschen wurden die Kappe der
Kulturflasche ohne Handschuhe geöffnet
und mit Blut aus dem Retransfusions-
beutel befüllt. Hierbei dürften Hautkeime
vom Laborpersonal übertragen worden
sein. Das gefundene Keimspektrum zeigte
ausnahmslos Hautkeime. Es gab kein ein-
ziges EK, in dem sich bei weiterführenden
Messzeitpunkt des gleichen Retransfusi-
onsbeutel positive Keimnachweise fan-
den. Da kein weiteres Keimwachstum
nachweisbar war, ist in jedem Fall ei-
ner positiven mikrobiologischen Kontrolle
von unsachgemäßer Handhabung beim
Beimpfen der Kulturflaschen auszugehen.

Arzneimittelrechtliche Aspekte

Arzneimittelrechtlich wirft das Waschen
von homologen EK mittels einer MAT-Ma-
schine unmittelbar vor dem Priming ei-
ner Herz-Lungen-Maschine mit den so ge-
wonnenen gewaschenen EK in Deutsch-
land Probleme auf. Auch bei Verwendung
zugelassener und vom Hersteller in Ver-
kehr gebrachter EK stellt jeder nachgela-
gerte Bearbeitungsschritt, sei es Teilung,
Bestrahlung oder eben Waschen, einen
Schritt dar, der den weit gefassten Be-
griff Arzneimittelherstellung im Sinne von
§ 4 Abs. 14 AMG anwendbar macht. Da
es sich im beschriebenen Kontext um ei-
ne patientenbezogene gerichtete Herstel-
lung handelt und kein Inverkehrbringen
seitens der Person, die die MAT durch-
führt, vorliegt, wenn sie selbst die entste-
hendengewaschenenEK zumPriming ein-
setzt, ist eine Herstellungserlaubnis nach
§ 13 AMG nicht erforderlich. Sehr wohl
unterliegt die Tätigkeit aber der allgemei-
nen Anzeigepflicht nach § 67 AMG. Offen
ist aus unserer Sicht dagegen, ob die be-
schriebene Tätigkeit des Waschens homo-
loger EK per se eine Spendeeinrichtung
im Sinne von § 2 Nr. 1 TFG eröffnet. Diese
Frage stellt sich natürlich nicht, wenn die
Einrichtung auch die klassische MAT als
fremdblutsparendes autologes Hämothe-
rapieverfahren einsetzt, wovon in der Re-
gel auszugehen sein dürfte. Gerade dann
ist aber die Frage, ob der Qualifikations-
nachweis des Facharztes für Anästhesio-
logie als leitende ärztliche Person i. S. v.
§ 4 S. 1 Nr. 2 TFG, den Abschnitt 2.6.4 der
Richtlinie Hämotherapie erlaubt, auch die-
se Sonderanwendung der MAT abdecken
kann [1]. Da unseres Erachtens die aktuel-
lenFassungenvonAMG,TFGundRichtlinie
Hämotherapie keine zweifelsfreie Antwort
geben, dürfte die zuständige Aufsichtsbe-
hörde einen Ermessensspielraum haben.

Hierbei sollte berücksichtigt werden,
dass derzeit keine guteAlternative zur Ver-
meidung lebensgefährlicher Arrhythmien
in der Kinderherzchirurgie durch anfluten-
des Kalium aus zum Priming der Herz-
Lungen-MaschineeingesetztenEKvorhan-
den ist. Die systematische Bestellung ge-
waschener EK von versorgenden Spende-
diensten als Alternative beinhaltet erheb-
liche Probleme hinsichtlich Logistik und
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zeitnaher Bereitstellung benötigter Präpa-
rate.

Weitere positive Nebeneffekte durch
MAT anhand ausgewählter Studien

Erythrozyten Konzentrate werden in der
Regel in weichmacherhaltigen PVC-Lager-
beuteln bei 4 °C aufbewahrt. Mehrere Stu-
dien konnten nachweisen, dass durch das
Waschen von EK mittels MAT unabhängig
von der Waschlösung der primäre Weich-
macher (DEHP) sowie sein direkter Meta-
bolit (MEHP) signifikant reduziert werden
konnten [34, 35]. Bezogen auf die Elimi-
nation von Heparin aus der MAT-Spüllö-
sung konnten Kwapil et al. feststellen, dass
beim Waschen von EK eine um 99,6%ige
Reduktion des initial zugesetzten Hepa-
rins (25000 IE) erzielt werden konnte. Die
Arbeitsgruppe konnte somit nachweisen,
dass die Restheparinmenge pro transfun-
diertem Volumen unterhalb einer thera-
peutischen Wirksamkeit liegt [36]. Durch
die MAT kommt es zur vollständigen Elimi-
nation von Zitrat, welches dem „ursprüng-
lichen“Lagermediumzugesetztwurde.Die
Zitratelimination bietet den Vorteil, dass
keine Metabolisierung in der Leber statt-
findet und das Risiko einer Posttransfusi-
onsalkalose minimiert ist [18].

Limitationen

Die Verwendung von 150mmHg Vakuum
muss als Limitation der Studie betrachtet
werden. Durch diesen Unterdruck kann es
zu Hämolyse durch die hohen Scherkräf-
te beim Einsaugen ins Reservoir kommen.
Die Schwelle des negativen Drucks be-
trägt laut Jegger et al. 120mmHg [37].
Bezogen auf das gewaschene Endprodukt
im Retransfusionsbeutel, solle diese Limi-
tation ohne Bedeutung sein, da das freie
Hb durch das Waschen signifikant gesenkt
wird [25].

Beim Beimpfen der Kulturflaschen zur
mikrobiologischen Beurteilung der MAT-
Waschung kam es in 4,4% der Fälle zu la-
borpersonalbedingten Verunreinigungen.

Schlussfolgerung

Durch die Verwendung einer glucosehal-
tigen Hämofiltrationslösung mit 4mmol/l
Kalium als Waschlösung ist es möglich,

die Qualität von gelagerten EK nach MAT
signifikant zu verbessern. Durch das Wa-
schen gelagerter EK nimmt der ATP-Ge-
halt in den aufbereiteten Erythrozyten zu,
was in der Folge zu einer erhöhten Über-
lebenswahrscheinlichkeit bei retransfun-
dierten Erythrozyten führt. Der erhöhte
pH-Wert in der MAT-Gruppe mit einer glu-
cosehaltigen Hämofiltrationslösung führt
zu vermehrten Zellaktivitäten mit Aktivie-
rung der Natrium-Kalium-Pumpe. Die la-
gerungsbedingten Elektrolytverschiebun-
gen werden durch die Hämofiltrationslö-
sung „neutralisiert“, nach dem Waschen
sowie nach 10h Lagerung im Retransfusi-
onsbeutel befinden sich die Elektrolytwer-
te in einem physiologischen Bereich.

Fazit für die Praxis

4 Eine isotonische Hämofiltrationslösung
mit Glucose als Waschlösung gewährleis-
tet, dass den Erythrozyten nach der Auf-
bereitung mittels geschlossenem MAT-
Gerät genügend Glucose bei höherem pH
für die anaerobe Glykolyse zur Verfügung
steht.

4 Abhängig von der Waschlösung ist das
Elektrolytspektrum im gewaschenen EK
physiologisch.
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Abstract

Improved quality of stored packed red blood cells by mechanical rinsing

Background: The transfusion of packed red blood cells (PRBC) is associatedwith various
side effects, including storage damage to PRBCs. The cells change their structure,
releasing potassium as well as lactate. Mechanical rinsing, available in many hospitals,
is able to remove toxic substances and possibly minimizes the negative side effects of
transfusion.
Objective: The primary aim of our study was to improve the quality of PRBCs before
transfusion. The effects of different washing solutions on PRBC quality were analyzed.
Material and methods: This in vitro study compares 30 mechanically washed PRBCs.
They were either processed with standard normal saline 0.9% (n= 15, N group)
or a hemofiltration solution containing 4mmol/l potassium (n= 15, HF group) by
a mechanical rinsing device (Xtra, LivaNova, Munich, Germany). A subgroup analysis
was performed based on the storage duration of the processed PRBCs (7, 14, 37 days).
Samples were taken before washing (EKprä), immediately after washing (EKpost) and
10h later (EKpost10h), after storage in the “wash medium” at room temperature.
Concentrations of ATP (probability of survival in transfused erythrocytes), lactate,
citrate and electrolytes (potassium, sodium, chloride, calcium) were tested.
Results and conclusion: Mechanical rinsing improves pretransfusion quality of PRBC.
Washing with a hemofiltration solution results in a more physiological electrolyte
composition. Even 10h after mechanical rinsing with a hemofiltration solution, the
quality of 37-day-old PRBC is comparable to young PRBC that have been stored for
7 days and have not been washed. Washing stored PRBC increases the ATP content,
which subsequently leads to an increased probability of survival of red cells after
transfusion.
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