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Kryokonservierung von Erythro-
zyten mit Hydroxyethylstirke (HES)
— Vom Laborversuch zur klinischen
Anwendung

Zusammenfassung. Die Kryokonservierung von Erythrozyten
(RBC) ist angebracht bei Patienten mit seltenen Blutgruppen
und Problemen mit multiplen Antikérpern. Sie kann dariber
hinaus angebracht sein zur Uberbriickung von Engpéssen bei zi-
vilen oder militdrischen Katastrophen. Zusatzlich kénnte sie zu
Quarantdnezwecken genutzt werden. In der praktischen Routi-
ne kann die Kryokonservierung dazu beitragen, den Verfall von
Eigenblutkonserven fiir Elektiveingriffe zu verringern. Im Ge-
gensatz zum etablierten Kryoprotektiv Glycerin muss das Kol-
loid HES nach dem Auftauen nicht herausgewaschen werden.
Methoden und Ergebnisse: Nach zahlreichen in vitro und tier-
experimentellen Experimenten wurden bei 7 Freiwilligen die er-
sten Re-Transfusionen der mit dem neuen optimierten HES-Pro-
tokoll hergestellten Eigenblutkonserven durchgefiihrt. Thera-
peutisch angewendet wurde das Verfahren zum ersten Mal bei
einer 16jdhrigen Patientin. Vor einigen Jahren wurde eine syste-
matische klinische Phase-lI-Studie abgeschlossen, die die Uber-
priifung der Sicherheit und Vertraglichkeit von mittels HES
kryokonservierten autologen Erythrozyten-Konzentraten (EK)
zum Ziel hatte. Jeweils das erste (EK), das von 36 Patienten er-
halten worden war, die sich einer prdoperativen Eigenblutent-
nahme unterzogen hatten, war randomisiert 3 Gruppen zuge-
ordnet worden. Gruppe 1: Konventionelle Fliissiglagerung bei
4°C in PAGGS-M, Gruppen 2 und 3: Kryokonservierung mittels
Fliissigstickstoff und HES (MW 200.000, MS 0,5, Endkonzentra-
tion 11,5 Gewichts-%). Gruppe 2: Re-Transfusion nach Waschen
der aufgetauten Konserve, Gruppe 3: ohne Waschen. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede nach autologer Re-Transfusion
im Hinblick auf Hdmodynamik, Blutgasparameter und Gewebs-
oxygenierung in den drei Gruppen gefunden. Es wurden auch
keine schwerwiegenden Nebenwirkungen bei der Re-Transfu-
sion der gewaschenen oder ungewaschenen kryokonservierten
RBC gesehen. Die Ergebnisse zeigten, dass die Gabe eines mit-
tels HES kryokonservierten autologen EK sicher ist und gut ver-
tragen wird. Ausblick: Weitere Untersuchungen sind notwen-
dig, um die Effekte zu untersuchen, die bei der Gabe groRerer
Volumina homologer, mittels HES kryokonservierter RBC auf-
treten kénnen.
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Cryopreservation of red blood cells using hydroxyethyl
starch (HES) — From laboratory investigations to clinical
application. Introduction: Cryopreservation of red blood cells
(RBC) is appropriate in case of rare blood groups, problems due
to multiple antibodies and possibly as an interim aid during
temporary shortages, especially in case of civil or military dis-
asters. Additionally, RBC deep freezing may be useful for qua-
rantine purposes. For routine clinical practice, cryopreservation
may help to overcome the outdating of autologous blood depo-
sits for elective surgery. In contrast to the established cryopro-
tectant glycerol, the colloid HES need not be removed after
thawing. Methods and results: After in vitro and animal expe-
riments, autologous studies using an optimised HES protocol
were carried out on 7 healthy volunteers. The first clinical appli-
cation was the case of a 16 year old female patient. Recently, a
clinical study to determine the safety and tolerance of red
blood cells cryopreserved with the HES has been performed.
The first RBC concentrate obtained from each of 36 patients un-
dergoing preoperative autologous blood donation was ran-
domly assigned to the conventional storage method (4°C,
PAGGS-mannitol = group 1) or to cryopreservation with HES
(MW = 200,000, MS = 0.5) at a final concentration of 11.5% (w/
w) using liquid nitrogen (= groups 2, 3). Group 2: postthaw wa-
shing step, group 3: no postthaw washing step. No significant
differences after autologous re-infusion of the respective unit
between the 3 groups could be detected regarding hemodyna-
mic or blood gas parameters and tissue oxygenation. No ad-
verse reactions after reinfusion of washed or unwashed cryo-
preserved RBC were observed. The data suggested that the ad-
ministration of one autologous unit of RBC after cryopreservati-
on with HES is save and well tolerated. Outlook: Further inve-
stigations are necessary to evaluate the effects of the transfu-
sion of larger volumes of homologous HES cryopreserved RBC.
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Einleitung

Bislang wird die Kryokonservierung von Erythrozyten bei
Patienten mit seltenen Blutgruppenmerkmalen oder Proble-
men mit multiplen Antikérpern eingesetzt. Denkbar ist aber
auch die Uberbriickung temporirer Engpisse, insbesondere in
Katastrophenfillen. Zusdtzlich kénnen RBC aber auch zu
Quarantdne-Zwecken eingefroren werden, eine in der BRD fiir
Blutplasma bereits gesetzlich vorgeschriebene Manahme zur
Verringerung des Infektionsrestrisikos, wenn keine Verfahren
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zur Virusinaktivierung eingesetzt werden. Auferdem kann die
Kryokonservierung von RBC dazu beitragen, bei der Eigen-
blutgewinnung den prdoperativen Sammelzeitraum auszudeh-
nen, der ansonsten wegen der begrenzten Haltbarkeit der EK
(max. 49 Tage) hdufig fiir eine ausreichende Konservenanzahl
(ohne Andmisierung am OP-Termin) zu kurz ist oder das
miihselige ,Bocksprungverfahren“ erforderlich macht. Die
Chancen fiir spekulative Eigenblut-Depots sind schwer abzu-
schdtzen: Immerhin steigt die Transfusionswahrscheinlichkeit
ab dem 65. Lebensjahr deutlich an [1], so dass sich die
Moglichkeit ergibt, vor dem Erreichen dieses Alters ein Eigen-
blutdepot anzulegen. - In dieser Ubersicht wird die Entwick-
lung eines Verfahrens, das HES anstatt des bisher {iblichen
Glycerins als Kryoprotektiv verwendet, beschrieben. Im Gegen-
satz zum Glycerin muss das bereits in der Infusionstherapie seit
Jahrzehnten bewdhrte Kolloid HES vor der Transfusion nicht
unbedingt entfernt werden. Falls es doch entfernt werden soll,
so gelingt dies sehr viel schneller und einfacher als beim
Glycerin, da HES als Makromolekiil nicht in die Zellen eindringt.
Gelegentlich kann sogar die Wirkung des Kolloids HES als
Volumenersatzmittel (z.B. bei Hypovoldmie und Blutverlust)
durchaus erwiinscht sein. Die seit der Erstbeschreibung [2] bis
zur Mitte der achtziger Jahre bekannten Techniken hatten
wegen zu geringer Wiederfindungsrate, zu hoher Hiamolyse-
rate und zu schlechter Reproduzierbarkeit noch nicht zu
Verfahren gefiihrt, die eine klinische Anwendung zulieen.

Untersuchungen und Ergebnisse
In-vitro-Untersuchungen

Ziel dieser Untersuchungen war zundchst, die das Verfahren
beeinflussenden Parameter zu ermitteln, sie zu optimieren und
die Reproduzierbarkeit zu erhéhen [3].

So wurde gefunden, dass bei einer ausreichend griindlichen
Vorbereitung (3 Waschen vor dem Einfrieren) auch nach einer
Woche als CPD-A Vollblutkonserve gelagerten RBC noch Wie-
derfindungsraten nach dem Auftauen von 90% (gemessen mit
dem ,saline stability“-Test) erzielt werden konnten. Da dieser
,Wascheffekt“ mit zunehmendem Konservenalter zunahm, ist
zu vermuten, dass ein dosierter Stress zur Zerstérung und
Entfernung weniger vitaler (vermutlich dlterer) Blutkorper-
chen fiihrte.

Weiterhin wurden die Zusammensetzung der kryoprotektiven
Losung (hinsichtlich HES-Konzentration und Elektrolytgehalt)
und die Temperaturfithrung beim Abkiihlen und Wiedererwar-
men optimiert. Es besteht ndmlich eine Abhdngigkeit der
Wiederfindungsrate nach dem Auftauen von der HES-Konzen-
tration, dem Elektrolytgehalt sowie der Kiihlrate. Weiterhin
spielten der Hkt und die HES-Modifikation eine Rolle. Die
besten Ergebnisse wurden - bei Vorgabe eines anwendungs-
orientierten Hkt von 40% - mit einer Kiihlrate von 220 K/min
und einer HES-Konzentrationen von ca. 11,5 Gew.-% HES erzielt.
Die optimale Elektrolytkonzentration im Extrazellulirraum
betrug dabei 75 mmol/l. Dies wurde durch die Zugabe einer
23,3 Gew.-% HES enthaltenden Losung mit einem Elektrolytge-
halt von 60 mmol/l zum gewaschenen RBC-Konzentrat (Hkt ca.
80%) erreicht.

Die RBC, die den optimierten Konservierungsprozess iiber-
stehen - und das sind ca. 90% - unterscheiden sich in ihrer
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Qualitat hinsichtlich biochemischer und das Sauerstoffbin-
dungsverhalten beschreibender Parameter nicht nennenswert
von frischen ,Nativerythrozyten*.

Aus Untersuchungen, in denen abweichend von den Empfeh-
lungen eine Lagertemperatur von nur - 80°C gewdhlt worden
war, ist bekannt, dass bei dieser Temperatur sowohl mit einer
geringeren zahlenmdRBigen Wiederfindung, als auch einer
Verringerung der Glucose-Utilisation und Membranstabilitat
zu rechnen ist [4]. Diese Ergebnisse passten zu den aus
differenzialthermoanalytischen Untersuchungen [5] zu extra-
polierenden Daten, die zeigten, dass bei - 80° C innerhalb von
ca. 100 Tagen mit einer Verringerung der Wiederfindungsrate
um 10% zu rechnen ist. Um eine Abschdtzung der Lager-
stabilitdit von mit HES kryokonservierten RBC unterhalb von
-130°C vorzunehmen, wurden kryokonservierte und iiber
einen langen Zeitraum gelagerte Proben aufgetaut, von denen
identisch behandelte ,Zwillingsproben“ bereits zu einem sehr
viel fritheren Zeitpunkt aufgetaut und untersucht worden
waren. Die Referenzproben wiesen bei einer durchschnitt-
lichen Aufbewahrung von 0 bis 40 Tagen vor dem Auftauen eine
Wiederfindungsrate von 92 % +2 % auf. Der Unterschied zu den
bis zu 4 Jahren gelagerten Proben betrug weniger als 1% (n=8).
9 weitere Proben, die im Durchschnitt beinahe 3 Jahre gelagert
worden waren, wiesen nach dem Auftauen ebenfalls Wieder-
findungsraten von 90% + 2 % auf.

Tierexperimentelle Untersuchungen

In der ersten Versuchserie wurde Hunden 4 ihres Blut-
volumens entnommen, die RBC mit dem HES-Verfahren tief-
gefroren und nach einer Zeitspanne von einigen Wochen
autolog retransfundiert [6]. Dariiber hinaus konnte in Iso-
topen-Studien mittels >!Cr-Markierung gezeigt werden, dass
sich die 24-Stunden-Uberlebensrate (>95%) und die In-vivo-
Uberlebensrate (ca. 120 Tage) von kryokonservierten und
ungefrorenen Blutkdérperchen nicht unterschieden [7].

Klinische Studien

In einer Phase-I-Studie wurden bei 7 Freiwilligen die kryokon-
servierten RBC aus einer Vollblutentnahme vor der Re-Infusion
zundchst einmalig ,gewaschen®, d. h. das Schutzadditiv und der
geringe Prozentsatz der zerstorten Zellen zum Grofteil ent-
fernt.In einer zweiten Serie wurde wiederum bei den gleichen 7
Freiwilligen nach dem Auftauen jeweils eine Konserve direkt
ohne weitere MaBnahmen zusammen mit dem Kryoprotektiv
HES re-transfundiert [8]. Alle Versuchspersonen vertrugen die
Re-Transfusion der kryokonservierten Eigenblutkonserven
problemlos. Die nach der Verabreichung in engem zeitlichen
Abstand erfassten Laborwerte zu Blutbild, Gerinnung, Nieren-
und Leberfunktion zeigten keine relevanten Veranderungen.

Die erste klinische Anwendung ohne einen Waschschritt nach
dem Auftauen erfolgte bei einer 16jdhrigen Patientin als
,gezielte drztliche HeilmaBnahme*, wobei 3 mittels LN, in
11,5% HES tiefgefrorene autologe RBC-Konzentrate re-trans-
fundiert wurden [9]. Die Patientin vertrug die Re-Transfusionen
ohne Probleme und konnte nach komplikationslosem post-
operativem Verlauf nach Hause entlassen werden.

Inzwischen wurde eine systematische und von der Ethikkom-
mission genehmigte Phase-II-Studie an 36 Patienten abge-

S163



S164 Andsthesiol Intensivmed Notfallmed Schmerzther 2001;36

schlossen [10]. Dazu wurden 36 Patienten, die sich in Vorbe-
reitung auf einen elektiven chirurgischen Eingriff der Eigen-
blutentnahme unterzogen in 3 Gruppen randomisiert: Die RBC
in Gruppe 1 wurden konventionell bei 4° C in additiver Losung
(200 ml PAGGS-Mannit) gelagert, die RBC in den Gruppen 2 und
3 wurden mit KryoHAES® (200.000/0,5) in einer Konzentration
von 11,5 Gew.-% HES mittels LN, tiefgefroren. Nach Narkose-
einleitung wurden weitere 900 ml Blut entnommen. Patienten
in Gruppe 1 erhielten das fliissig gelagerte RBC, diejenigen in
Gruppe 2 kryokonservierte und nach dem Auftauen mit 290 ml
isotoner NaCl gewaschene RBC. Patienten in Gruppe 3 wurden
die tiefgefrorenen RBC ohne Waschschritt nach dem Auftauen
re-transfundiert. Um die unterschiedliche Menge an HES in
allen 3 Gruppen auszugleichen, erhielten die Patienten in den
Gruppen 1 und 2 zusatzlich 500 ml HAES-steril® 10 %. Wéahrend
der Re-Transfusionsphase und im weiteren operativen und
postoperativen Verlauf wurden die Patienten engmaschig
iiberwacht. Neben zahlreichen anderen Parametern wurden
die Herzfrequenz, der mittlere arterielle Blutdruck, der zentrale
Venendruck, die arteriellen Blutgase, das ,freie“ Hb in Plasma
und Urin und die Oxygenierung des M. quadriceps femoris
(50%-p0,) mittels Feinnadelelektrode bestimmt. Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den 3 Gruppen
hinsichtlich der Himodynamik, der Blutgase und der Geweb-
soxygenierung mit Ausnahme eines innerhalb von 2 h wieder
reversiblen Anstiegs des arteriellen Mitteldrucks um 20 mm Hg
in Gruppe 3. Unerwiinschte Reaktionen im Zusammenhang mit
dem Studienprotokoll oder eine Hiamoglobinurie nach Re-
Transfusion der gewaschenen bzw. ungewaschenen kryokon-
servierten RBC wurden nicht beobachtet. Das ,freie“ Himo-
globin in den Gruppen 2 und 3 stieg auf 60+ 12 mg/dl bzw.
98 + 20 mg/dl im Vergleich zu Gruppe 1 (26 + 8 mg/dl), norma-
lisierte sich aber spdtestens innerhalb von 24 h. Die Daten
zeigten, dass die autologe Re-Transfusion der kryokonservier-
ten RBC aus einer Vollblutkonserve sicher ist und gut vertragen
wird.

Ausblick

Fiir die Fremdbluttransfusion sind aber weitere Untersuchun-
gen, beispielsweise in einer Phase-III-Studie, zum Nachweis der
Wirksamkeit, der Vertraglichkeit und der Unbedenklichkeit an
groBeren Patientenkollektiven, Nutzen-Risiko-Vergleich ge-
geniiber existierenden Arzneimitteln sowie Feststellung der
Indikationsgebiete* zur Zulassung als Fertigarzneimittel noch
erforderlich. Unabhdngig davon soll aber zundchst eine Her-
stellungsgenehmigung fiir mittels HES kryokonservierter EK-
Konzentrate bei Eigenblutpatienten beantragt werden.
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