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Quality of |
Red Cell Transfusion

CDRC.R. Valeri, MC, USNR

Viele Autoren sehen die derzeitige Praxis der Blutkonser-
vierung,d. h. die Lagerung von Blut im ACD- oder CPD-Stabili-
sator fir maximal 3 Wochen bei einer Temperatur von +4°C
als nicht mehr befriedigend an. Einige in der Tabelle 1 aufge-
fuhrte Kriterien lassen sich zwar auch noch nach dreiwdchiger
Lagerung nachweisen, wie z. B. eine fiir die Transfusion akzep-
table Uberlebensrate, doch kommt es wéhrend der Lagerung zu
einer Verminderung von Faktor V und VIlI, zur Zerstérung der
Thrombozyten und Granulozyten sowie zu einem Verlust der
normalen Sauerstofftransportfunktion der Erythrozyten.

Table 1
Criteria for Liquid- and Freeze-Preservation of Human Red Cells

1. 24-Hour posttransfusion survival

2. Oxygen transport function

3. Spontaneous hemolysis (extracellular potassium,
supernatant hemoglobin)

4. Amorphus debris-microaggregates (red cell, white cell and
platelet products; di-2-ethylhexyl phthalate ester;
lipoprotein-fibrin complex)

5. Toxicity of additives and anticoagulants used for
preservation

6. Effects of white cells, platelets, protein and nonprotein
substances in the blood

7. Risks of homologous serum jaundice, malaria and
cytomegalovirus

8. Sterility and pyrogenicity

Herstellung von Blutkomponenten

Vollblut wird transfundiert, wenn das Blutvolumen aufrecht
erhalten werden soll und die Sauerstofftransportfunktion des
zirkulierenden Blutes verbessert werden muB. Optimal ist dafiir
Blut, das entweder in Heparin, ACD oder CPD entnommen und
bei Raumtemperatur (22°C) nicht linger als 4 Stunden
gelagert wurde, da wahrend dieser kurzen Lagerungszeit nur
eine minimale Schadigung der Zellen und der lagerungslabilen
Gerinnungsfaktoren beobachtet wird. Wird zur Blutentnahme
ein Mehrfachbeutel verwendet und das Blut nicht innerhalb der
néchsten 4 Stunden nach der Blutentnahme transfundiert, so
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wird es in seine Komponenten zerlegt: Die Erythrozyten werden
eingefroren und aus dem Plasma die Gerinnungsfaktoren
isoliert (Abb. 1).

Liquid stored concentroted 40%RW/v
RBC (MHet~70%) a-80c
stored ot +4C ~——=Frozen with glycerol:
20% W/V
a -150c¢

Australia Antigen PLATELETS
G Plosmo concentrate

Platelets 1) Liquid storoge ot +dor +22C
2) Frozen storoge:

0)6% OMSO 8 -80C

b) 5% DMSO & -150C

ACD or CPD
PLASMA PROTEIN
1) Cryoprecipitate ~AHG
2) Frash frozen piasma
3) Albumin
4) Gamma globufin
Abbildung 1

Comparison of preserved whole biood and preserved
components of whole blood. Within 4 hours of storage at room
temperature (22°C), platelet concentrates, red cell concentrates,
and plasma protein can be isolated from whole blood, and the ; - e e
components individually preserved using liquid and freezing e L e /

procedures.

In Europa ist es uiblich, fir die Blutkonservierung Glas-
flaschen zu verwenden, wahrend Plastikbeutel nur fir die Her-
stellung von Thrombozyten-Konzentraten bzw. zur Plasma-
phorese genommen werden. In den USA dagegen werden aus- ‘ w
schlieBlich Plastikbeutel verwendet. Es ist mehrfach berichtet ' .
worden, daB die im PVC-Beutel verwendeten Weichmacher : s k
moglicherweise toxisch sind. So haufen sich wahrend der
Lagerung im Blut Phthalsaureester an. Einer dieser Ester, ,
di(2-ethylhexyl)-phthalat (DEHP) wurde aus der Leber, den
Lungen und anderen Geweben von Verstorbenen isoliert, die -
vorher Blut transfundiert bekommen hatten. Allerdings wurden

diese Substanzen auch bei Patienten gefunden, die niemals
Bluttransfusionen erhaiten hatten. Es existieren deshalb bis
heute keine exakten Daten, aus denen eine Schadigung der
roten Blutkérperchen, der Thrombozyten oder der Plasma-
proteine durch DEHP abgeleitet werden kann. Dennoch haben
einige Firmen Plastikbeutel aus inertem Material entwickelt,

2. B. Teflon, allerdings sind diese Beutel sehr teuer.

Nachweis der Serumhepatitis

Zur Vermeidung der Serumhepatitis wird heute das Blut auf
Australia-Antigen (Hepatitis B Antigen) getestet. Es besteht
weiterhin ein echtes Bediirfnis fiir ein einfaches, empfindliches
und schnelles Nachweisverfahren. Die Uberwanderungselektro-

8

SPRRETYT T AT Yy




Ta S WAl

e

i it et %

—

" phorese bendtigt fast zwei Stunden, der Radioimmunoassay ist

100-fach empfindlicher, benétigt aber ca. 20 Stunden.* Bei
Verfahren, die langer als 4 Stunden dauern, soll das Blut bei
+4°C gelagert werden. Bei dieser Temperatur kommt es aber
bereits zu einer Schadigung der Thrombozyten und Granulo-
zyten, so daB die Qualitat der Frischblutkonserve beeintrachtigt
wird.

Blutfilter

Eine pulmonale Insuffizienz bei Patienten, die Massivtrans-
fusionen erhalten hatten, wird durch die Transfusion zahl-
reicher, im gelagerten Blut vorhandener Mikroaggregate
hervorgerufen. Wird vor der Transfusion eine Filtration durch
ein 170-Micron-Filter vorgenommen, so erfolgt eine Reduzie-
rung des sog. Siebungsdruckes erst im Empféangerkreisiauf. Es
wird angenommen, daB die Mikroaggregate vorwiegend im
Kapillargebiet der Lungenstrombahn entfernt werden. Obwohl
durch kleinporige Filter weniger Mikroaggregate transfundiert
werden, bevorzugen die meisten Kliniker die groBerporigen
Filter, da dadurch eine schnellere Transfusion méglich ist. Die
Effektivitat des 170-Micron-Filters kann durch eine vorherige
Zentrifugation des Transfusionsblutes erh6ht werden, weil
offenbar dadurch aus kleineren Partikeln gréBere gebildet
werden, die dann im Filter zuriickgehalten werden. Diese
Mikroaggregate bestehen aus Zelltrimmern (Granulozyten,
Thrombozyten) sowie Plasmalipoproteinen. Ihre Entstehung
soll durch die aus den Plastikbeuteln vorhandenen Weich-
macher begiinstigt werden. Einer Entfernung dieser Mikro-
aggregate durch entsprechende Filter kommt deshalb groBe
Bedeutung zu.

Vollblut und Blutkomponenten bei der Behandlung des
akuten Blutverlustes

Die Hypovolamie hat eine verminderte Organperfusion
zur Folge, welche ihrerseits zu Acidose und Gewebshypoxie
fuhrt. Wahrend der Operation wird eine Haemostase durch
eine sorgfaltige chirurgische Unterbindung der GefaBe sowie
durch die Aktivierung der Thrombozyten und des gesamten
Gerinnungssystems bewirkt. Wenn jedoch die Gerinnungs-
ablaufe mit Acidose, Stase und Hypoxie verbunden sind, kann
eine Verbrauchskoagulopathie die Folge sein. Patienten im
hamorrhagischen Schock erhalten kolloidale oder kristalloide
Losungen infundiert, um das Kreislaufvolumen wieder zu er-
héhen. Kolloidale Losungen wie Albumin, Plasma, Dextran und

* Anmerkung des Ref.: <
fzuerdings wird auch in den USA ein Radioimmunoassay verwendet, bei
azm die Ergebnisse bereits nach ca. 3 Stunden abgelesen werden kénnen.
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Gelatine sind wegen ihrer langeren Verweildauer im intravas-
kuldren Raum empfohlen worden. Allerdings werden auch
kristalloide LGsungen, wie physiologische Kochsalzldsungen,
Ringer-Lactat-Lésung dazu verwendet, obwohl ihr osmo-
tischer Effekt nur voriibergehend ist. Eine evtl. zusitzliche
Behandlung mit Thrombozyten oder Gerinnungsfaktoren
hangt vom Ausmas des Blutverlustes und der Dauer des
Schockzustandes ab. 3
Zur Behandlung des Blutverlustes kann sowohl Vollblut als
auch Erythrozyten-Konzentrat (aus flissig konserviertem Blut
oder aus tiefkiihlkonserviertem Biut hergestelit) genommen
werden, das letztere in Kombination mit kolloidalen oder
kristalloiden Losungen. Die US-Marine verfiigt Gber groBe
Erfahrungen bei der Anwendung von Erythrozyten-Konzen-
traten, die aus tiefkiihlkonserviertem Blut hergestelit worden
sind und zusammen mit den oben erwahnten Lésungen zur
. Behandlung des hamorrhagischen Schocks eingesetzt werden.
Dafir die Tranfusionstherapie im aligemeinen Konserven-
blut genommen wird, muB die mit zunehmender Lagerungszeit
" abnehmende Lebensdauer der roten Blutkdrperchen beim
Ausgleich des Blutverlustes beriicksichtigt werden. Nach etwa
einer Woche Lagerung sind noch etwa 90 %o der Zellen lebens-
« fahig, nach zwei Wochen noch 80 %o und nach drei Wochen nur ;
" noch 70%. Bei der Transfusion von 5 Einheiten Blut, das eine
Woche gelagert worden war, werden deshalb de facto nur
4,5 Einheiten lebensfdhiger Erythrozyten hinzugefigt.
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Erythrozyten-Uberlebenszeit und Sauerstofftransportfunktion

Die Konservierung wird als befriedigend angesehen, wenn
die roten Blutkdrperchen nach der Transfusion im Empfanger-
] kreislauf zirkulieren und ihre Funktion erhalten ist. Die Uber-
lebenszeit kann mittels Isotopentechnik in-vivo bestimmt
1 werden. Zellen, die 24 Stunden nach der Transfusion im
Empfangerkreislauf noch zirkulieren, haben eine normale
= Lebensdauer, sofein nichtim Empfanger vorhandene

immunologische oder andere Mechanismen ihre Lebensdauer
1 verkirzen.

Die durch die Konservierung bedingte Schadigung fiihrt
nicht nur dazu, daB ein Teil der Zellen nicht mehr lebensfihig
ist, sondern bewirkt auch eine veranderte Sauerstofftransport-
funktion der noch lebensfihigen Zellen. Diese Blutkdrperchen
binden den Sauerstoff fester, so daB er in der Peripherie nur
schlecht oder fast gar nicht wieder abgegeben werden kann. ]
Diese sog. Linksverschiebung der Sauerstoff-Dissoziations-
kurve wurde bereits vor mehr als 20 Jahren beschrieben
(Valtis-Kennedy-Effekt). Seine Ursache besteht in einer
wahrend der Konservierung sehr rasch einsetzenden Abnahme
von 2,3 DPG (Diphosphoglycerin-Séure), einem Intermediar-
produkt des Erythrozythen-Stoffwechsels (Abb. 2). Jedoch
wurde bereits von Valtis und Kennedy beobachtet, daB es nach

10




der Transfusion zu einer Regeneration der Sauerstoff-Disso-
ziationskurve im Emptangerkreisiauf kommt. Allerdings héngt
die Geschwindigkeit dieser Regeneration von der Menge und
Qualitat der transtundierten Zellen sowie vom Zustand des

Patienten ab.
Whole Biood stored ot +4C
‘ ©ACO ne3|
L . © CPD ne5 4
REDGELL | .¢, .. 3
ATP L. § 0.5 " o’ $ .3
(Jsumoles/g Hb) . ° ,.,,4.2 8!.55. 7
2} o e © .a.r .? =§ -
(o] r i S 1 | R e
12 .
RED CELL J
2,3DPG =8 ~
(sumoles/g Hb) o :
o 1
20} .
PLASMA a4 SR i
PHOSPHORUS [ " °e -p® o @ > 2 g
° L -
(mo%) 'Of ¥ et ;8 8g8°3 8
9 :
0 Ll 4 3 1 (- 1 1
O . 9 10 15 20 25 30
DAYS STORED AT +4C
Abbildung 2

Effects of storage of ACD- and CPD-collected whole blood
at 4°C for up to 30 days on red cell levels of ATP and 2,3 DPG,

and plasma phosphorus levels.5?
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Valeri und Collins transfundierten 3 bis 5 Einheiten zwei bis
drei Wochen konservierter Erythrozyten mit vermehrter
Affinitat fir Sauerstoff in andmische Patienten (Abb. 3). Ein
signifikanter Effekt auf den Sauerstoffverbrauch lie8 sich zwar
nicht nachweisen, es kam aber fiir die néchsten 4 Stunden zu
einer Zunahme des Herzindex und zu einer Abnahme der

" AV Ditferenz.

|
" OXYGEN I
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Abbildung 3

Oxygen consumption, arteriovenous difference in oxygen
content, and cardiac output prior to and following transfusion
to stable anemic patients of 3 to 5 units of preserved red cells
with low 2,3 DPG levels and high affinity for oxygen.?®

Kopriva und Mitarbeiter teilten ahnliche Erfahrungen nach
Massivtransfusionen von zwei Wochen gelagertem ACD-Blut
bei Schwerverwundeten mit. Schon innerhalb 12 Stunden war
der 2,3 DPG-Spiegel auf fast 75 % des Normalwertes wieder
angestiegen. Diese rasche Zunahme war mit einem Anstieg

12
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des vendsen Blut-pH verbunden. Auch andere Autoren hatten
tiber eine dhnlich rasche Regeneration von 2,3 DPG berichtet,
allerdings dirfte die Geschwindigkeit dieser Regeneration u. a.
durch den Saure-Basen-Haushait des Patienten, den Grad der
Anamie, der Herzkreislauffunktion sowie vom Gehalt an
Phosphat im Plasma abhangen.

Sauerstofftransportfunktion fliissig konservierter
Blutkdrperchen

Verschiedene Stabilisatoren werden heute verwendet: ACD,
CPD, ACD + Adenin, CPD + Adenin mit oder ohne Inosin,
Guanosin oder Pyruvat. Die Sauerstofftransportfunktion
konservierter Blutkdrperchen im CPD bleibt Ianger erhaliten,
als dies bei gleichlanger Lagerung im ACD der Fall ist
(s. Abb. 2). Dagegen bestehen hinsichtlich der Konservierungs-
zeit keine Unterschiede. Der Effekt, den die Purinderivate auf
den 2,3 DPG-Gehalt haben, ist unterschiedlich. Wahrend der
Adeninzusatz eine raschere Abnahme von 2,3 DPG wahrend

- - der Konservierung bewirkt, verzdgert inosin die 2,3 DPG-
. Abnahme bzw. durch einen wahrend der Lagerungszeit

erfolgten Inosinzusatz kann der DPG-Gehalt wieder erh6ht
werden.

Sauerstofftransporttunktion eingefrorener und wieder
aufgetauter Erythrozyten

Der Gehalt an organischen Phosphaten bleibt erhalten,
wenn die Blutkérperchen nach dem “slow-freezing“- oder
“rapid-freezing“-Verfahren eingefroren und wieder aufgetaut
werden. Auch durch das Auswaschen des Glycerins tritt kein
nennenswerter Verlust von 2,3 DPG auf. Der 2,3 DPG-Gehalt
wird jedoch durch das bei der Blutentnahme verwendete
Antikoagulans, durch die Lagerungsdauer vor dem Einfrieren
sowie durch den pH-Wert der Wasch- bzw. Resuspensions-
16sung beeinfluBt. Hohere pH-Werte haben zwar einen
glnstigeren Effekt auf den 2,3 DPG-Gehalt, bewirken jedoch
eine raschere Abnahme von ATP.

Blutkdrperchen mit erhéhtem 2,3 DPG-Gehalt und verminderter
Affinitat filr Sauerstoff

Patienten mit Hypoxie und normalem oder erhdhtem Blut-pH
haben Blutkérperchen mit verminderter Affinitat fir Sauerstoff
und einen auf das zweifache erhdhten 2,3 DPG-Gehalt. Wenn
der 2,3 DPG-Gehalt der Blutkorperchen so hoch ist und wenn
der Sauerstoffverbrauch der Gewebe konstant bleibt, wird das
Herzminutenvolumen reduziert. Dies kann auch therapeutisch
ausgenutzt werden, wenn man Patienten im hamorrhagischen

13




Schock Blutkdrperchen transfundiert, die einen erhdhten
2,3 DPG-Gehalt haben.

Durch die kombinierte Anwendung flissig-konservierten
und tiefkihlkonservierten Blutes ist es moglich, Blutkdrperchen
mit erhéhtem 2,3 DPG-Gehalit herzustellen. Dazu wird CPD-Biut
verwendet, dem nach einer Lagerung von 2 bis 3 Tagen eine
Losung hinzugefigt wird, die Pyruvat, Inosin, Glucose, Phos-
phat und Adenin (PIGPA) enthait. Wahrend der Inkubationszeit
(1 Std. bei +37°C) steigt der 2,3 DPG-Spiegel auf 20 u mol/g Hb
(Normalwert 12 u mol/g Hb), der ATP-Gehalt auf 6 u mol/g Hb
(Normalwert 4 umol/g Hb) und der Pso-Wert auf 40 mm Hg
(Normalwert 28 mm Hg) an. Nach der Inkubation wird zentrifu-
giert und der Uberstand entfernt. Das Einfrieren und die

- Lagerung der Blutkorperchen erfolgt entweder bei —80°C

oder bei —150°C, sie konnen fiir mindestens 2 Jahre konser-
viert werden. Nach dem Auftauen und Auswaschen des A

" Glycerins werden sie bei +4°C in einer Koohsalz—GIucose-

Phosphat-Losung bis zu 24 Stunden gelagert.

Die Erythrozyten-Uberlebensrate (24-Stunden-Wert) dieser
Zellen betragt etwa 85 %o (Abb. 4). ErwartungsgeméaB kam es
nach der Transfusion zu einer Verminderung des Herzminuten-
volumens. Bisher wurden bis zu 6 Einheiten Blut mitdem
1 1/2fachen bis doppelten 2,3 DPG-Gehalt transfundiert. Der
klinische Erfolg war ausgezeichnet. Gegenwartig werden
Studien Uiber den physiologischen Effekt dieser Blutkdrperchen
auf die Myocardfunktion durchgefiihrt.

100~ pSO  2,3-DPG ATP
04 (mm) (umoles /g.Hb)
d
R.W. 35.0 20.2 49 PIGP (Sol.A)

-~ 80 M.L. 350 19.3 4.3 PIGPA( » )
§ J.w. 371 21.5 59 PIGPA(« »)
I y=8.3(1"%,)
< 60
I n=<l3
N
BN ”
(3
S 40
“ o

20}

A ik L 1
0 20 40 60 80 100
DAYS AFTER TRANSFUSION

Abbildung 4

24-hours posttransfusion survival and lifespan values of red
cells stored in CPD at 4°C for 2 days prior to rejuvenation and
freezepreservation with 40 %o W/V glycerol at —80°C. In 3
patients (R.W., M. L., J. W.) the red cells were transfused
within 4 hours of washing. The red cell 2,3 DPG and ATP levels
and the Pso values are reported for each patient.>
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