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, (I~A Simple Method to

Wash Freeze-Preserved
Red Cells Containing 40%
or 20% W/V Glycero l Using

~ Sodium Chloride Solutions
ti. CDR C. R. Valeri, MC, USNR

Seit über 20 Jahren werden Im Naval Blood Research
Laboratory, Chelsea1 Massachusetts, wissenschaftliche Unter-
suchungen zurTiefkuhlkonservierung von Blut durthgeführt.
Als Schutzsubstanz wird Glycerin in 20 °Iotger bzw.
40 °Joiger Konzentratlon verwendet. In ACO-Stabilisator ent-

~~~ nommene Erythrozyten sollen nicht langer als 24 Stunden vor
dem Elnirlerprozess gelagert werden, weil sonst die Sauerstoff-

~~~ transportfunktion ungUnstig beeinflu8t wird. Im CPD-Stabdisa-
~~~ tar können die Erythrozyten dagegen 3 bis 5 Tage vor dem

Einfrieren gelagert werden. Durch den Elnfrier- und Auftau-
4 vorgang selbst wird die Sauerstotftransportfunktion der

Erythrozyten nicht wesenthch beeintrâchtigt. Soiche Blut-
korperchen werden als TM non-rejuvenatedM (nicht-verjUngt)
angesehen, wãhrend Blutkôrperchen, die nach elner 3 bis 5
tagigen Lagerung in CPD und anschlieBender HinzufUgung
von Pyruvat, Inosin, Glukose, Phosphat und Adenin (PIGPA) als
“indated-rejuvenated” (während der zulässlgen Lagerungszeit
verjUngt) betrachtet werden. Wurden Blutkörperchen in ACD
oder CPD maximal 28 Tage gelagert, danach mit dieser P1GPA-
Losung versetzt, sowerden sie als uoutdated..rejuvenated~(nach Ablauf der Lagerungszeit verjungt) angesehen.

Der nach dem Auftauen notwendige Waschvorgang entfernt
nicht nur das Glycerin, sondern auth die mit der “rejuvenation”-
Losung (PIGPA) hinzugefügten Substanzen. Das Auswaschen
des Glycerins ertolgt durch NaCl-Losung in einem der drei
erhälttichen Waschsysteme (s. U.).
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Material und Method.n

Die Entnahme des Blutes und Lagerung bel +4°Cvor dem
Hinzufügen von Glycerin: Blut wird in CPD-Stabillsator
in einem Dreifach-Blutbeutel entnommen und anschlie6end
3 Minuten bel 4500 x g in elner Sorvall RC 3 Zentrifuge bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das plättchenrelche Plasma
wird In den Transferbeutel ubergepreBt und daraus das
Thrombozyten-Konzentrat hergestetit , wãh rend aus dem
plättchenarmen Plasma das Kryopräzlpitat genommen wird.
Die roten Blutkörperchen werden bis zu 5 Tage bei +4°C
gelagert. Darauf geachtetwird, daB derHãmatokrit des
Erythrozyten-Konzentrats bei etwa 70 V ~/o liegt. Sofern die
Erythrozyten während dieser Zeit nicht transfundiert worden
sind, werden sie eingefroren. Vor der Glycerinzugabe wird ~~T — --~zunächst durch erneute Zentrifugation (7 Minuten bei 3000 x g)
alles Plasmaentfernt (Hãmatrokrlt90 V %) ‘u:: . ~ v

Blut,das entweder 3 bis 5 Tage oder biS zu 34 Tage
bei +4°C gelagert worden 1st, wird var dem Einfrieren
mit 50 ml folgender Lôsung versetzt (“rejuvenated”), die In
1 Liter enthalten: 9 g NaCl -

50 mmol Pyruvat
4 50 mmol Inosin ‘ ‘- ~:

100 mmol Glukose
50 mmol Phosphat
5 mmol Adenin
pH-Wert 7,2

D1ese PIGPA-LösungwirddurcheineY-VerbindUflg -- 
—

aseptisch dem Erythrozyten-Konzentrat (Hämatokrit 70 V o/~)
hinzugefügt, anschliel3end werden die Erythrozyten für 1 Stunde
bei + 37°C in em Wasserbad gebracht. Danach zentrifugiert.
der Oberstand entfernt (der Hãmatokrit beträgt nunmehr
90 V 0/o) und das Glycerin hinzugefügt.

Blutkörperchen mIt 400/s W/V Glycerinzusatz
Verwendet wird eine 6,2 M Glycerin-Lösung folgender

Zusammensetzung:
lOO ml enthalten 57,1 g Glycerin

0,03 g Kaliumthlorid
0,04 g Magnesiumchlorid
1,609 Natriumlactat
0,08 g Di-natriumphosphat
pH-Wert 6,8

Die Zugabe der Glycerin-Losung erfolgt entsprechend den in
der Tab. 1 angegebenen Volumina. Sowohl die Zellen als auch
die Glycerin-LOsung wurden vorher 2 Stunden bei Raum-
temperatur gelagert. Zunächst wird nur eine kleine Menge
Glycerin unter leithtem SchUtteln hinzugefügt (S. Tab. 1).
Danach wird für 15 bis 20 Sekunden mit hoherer Geschwindig-
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keit geschOttelt (250 bis 300 Rotationen In der Minute) und nath
etwa 10 Minuten der Rest der erforderlichen Glycerinmenge
zugegeben. Der Plastikbeutel wird in elnen speziellen Metall-
rah men gebracht und bel —80°C eingefroren.

Table 1
Nomogram for Matching the Weight of Concentrated Red Cells
and the Volume of the 6,2 M Glycerol Solution

Weight of InItIal Volume Total Volum e
Concentrated of Glycerol of Glycerol
Red Cells Solution Added SolutIon Added
(gm) (ml) (ml)

75-125 15 200
126 - 175 25 250
176- 225 50 300
226 - 275 75 350
276-325 100 400

4
Blutkörp.rch.n mit 20°/o WN Glycerlnzusatz

Verwendet wird folgende Glycerin-Losung:
100 ml enthalten 35,0 g Glycerin

2,88 g Mannit
0,65g NaCI

Entsprechend dem Gewichtdes Erythrozyten-Konzentrates
(Hämatokrit 90 V °/o) wird die gleiche Menge Glycerin-Losung
(in mI) hinzugefOgt, wobel ebenfalls wieder elne SchUttel-
apparaturverwendet wird (150 bis 200 Rotationen/min).
Erythrozyten und Glycerin-Lösung werden vor dem Einfrieren
2 Stunden bei Raumtemperatur gelassen. Sofem vor dem
Einfrieren eine “rejuvenation” vorgenommen warden ist,
werden sie noch zusätzlich 1 Stunde bel +37°C gelagert.
Die mit Glycerin versetzten Erythrozyten werden durch
E intauthen in flUssigen Stickstoff eingefroren (—196°C), die
Lagerung erfolgte in der Gasphase (—150°C).

Auftauen, Waschen und Lagerung In der Auftauperlode

Blutkorperchen mit 40 0/0 W/V Glycerinzusatz
Durch leichte Bewegungen werden die eingefrorenen Zellen

im Wasserbad bei +37°C innerhalb von 10 Minuten aufgetaut.
• Das Auswaschen des Glycerins erfolgte mit einer der folgenden

automatischen Waschsysteme:

1. Haemonetics Modell 15 Blood Processor
2. FENWAL ELUTRAMATIC System
3. IBM Blood Cell Processor
Verwendet werden dazu folgende Kochsalz-Konzentrationen:
150 ml 12°/s NaCI-Lösung pH 7,2
(gepuffert mit 0,150/0 Di-Natrium-Phosphat)
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1 oder 2 Liter 1,6°/o NaCI-Losung pH 7,2
(gepuftert mit 0,03 0/0 Di-Natrlum-Phosphat)
1 Liter 0,8°/s NaCl-Lösung,
die 0,2°/c Glucose enthlelt und mit
0,0650/0 Di-Natrium-Phosphat auf elnen pH-Wert von 6,8
aingesteilt ist.

r~I

:; Blutkörp rclien mIt 20°/s WIV Glycsrinxusatz
• Die eingefrorenen Zeilen werden im Wasserbad bel + 42°C

Innerhalb 6 Minuten unter leichtem Hin-und Herbewegen
aufgetaut. In eInem der oben beschriebenen Wasthsysteme
wlrd dann das Glycerin entfernt.
Folgende Lösungen warden verwendet:
500 ml 3,2°/o NaCI-Lasung pH 7,2
(gepuffert mit 0,065 0/0 DI-Natrlum-Phosphat)
I oder 2 Liter 0,80/0 NaCI-LOsung,
die 0,20/0 Glucose enthielt und mit
0,0650/0 Di-Natrlum-Phosphat auf elnen
pH-Wert von 6,8 eingesteHt 1st.

Auswaschen des Glycerins

1. Haemonetlcs Modell 15, Blood Processor
-1 Prinzlp: Kontinuierliches Waschen in einem speziellen

Zentrifugenkopt, wobei die Wasthlösungen nach dam Schwer-
kraftprlnzip hinzugefUgt warden.

a) Erythrozyten mit 40 °Io WN Glycerlnzusatz
Zunächst werden die aufgetauten Erythrozyten mIt 150 ml
derl2°/o igen Kochsalzlösungverdünnt und mindestens
2 Minuten bel Raumtemperatur stehengelasseri. Danach
zusammen mit der 1,6°/oigen Kochsalzläsung in den
Zentrifugenkopf eingebracht (4800 U/mm ) und gewaschen.
Daran schlieBt sich das Waschen mit der 0,9°/s NaCI-
Glucose-Phosphat-LOsung an.
Bei einer DurchfluBrate von etwa 200 mI/mm dauert das
Waschen etwa 15 bis 20 Minuten. Die Resuspension der
gewaschenen Zellen erfofgt In dern Rest derO,9% NaCI-
Giucose-Phosphat-Lösung bei elnem Hämatokrit von 40V°/o.
Das Blut wird vor der Transfusion bis zu 24 Stunden bei
+4°C gelagert.

b) Erythrozyten mIt 200/0 W/V Glycerlnzusatz
Die aufgetauten Erythrozyten warden mit 500 ml der
3,2°/oigen Kochsalzlösung verdUnnt, nach dem Schwer-
kraftprinzip in den Zentrifugenkopt eingebracht, bis dieser
gef üllt 1st und gewaschen. Der Rest wird mit der 0,9 °/oigen
KochsalzIosung (die 200 mg Glucose und 0,065°/c Di-
Natrium-Phosphat enthält, pH 6,8) gewasthen.
Bei am er Durchflul3rate von etwa 200 mI/mm beträgt die
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Waschzeit etwa 15 bls 20 Minuten. Die Zellen werden bis
zu 24 Stunden bel +4°C gelagart (Hâmatokrlt 40 V Sb ) . Vor
der Transfusion erfolgt Im allgemeinen noch eine Konzen-
tration (Hãmatokrit 70 V °/o) .
In dem gleichen Zentrifugenkopf können bis zu 2 Einheiten
Blut der gleichen ABO- und Rh-Gruppe für elnen Patienten
gewaschen warden.

2. FENWAL ELUTRAMATIC System
Prlnzlp: Es warden immer zwei Einheiten zu glelcher Zeit

kontinuierlich In einem speziellen Beutelsystem (ELUTRA-
PACK) nach dem GegenstromprInzlp gewaschen.

a) Erythrozyt.n mit 40 0/0 W/V GIyc.rlnzusatz
Zunächst warden die aufgetauten Blutkôrperchen mit 150 ml
der 12°/olgen NaCI-Losung verdQnnt und für mindestens
2 Minuten beI Raumtemperaturstehengelassen.
AnschlieBend Zugabe von 500 ml der 1 ,6°/oigen Kochsalz-
losung, danach HinzufUgen von 2 Litem der
1 ,6°/oigen Kochsalzlösung. Insgesamt wird mit 2,7
Litern Kochsalzlôsung gewaschen. Nach dem Waschen
werden die Zellen entweder konzentriert (Entternung des
Oberstandes durch Zentrifugation bel 3100 U/mm für
2 Minuten) oder mit einem Hämatokrit von 40 V °/o für

r maximal 24 Stunden bel +4°C gelagert. Im letzteren Fall
kann vor der Transfusion noch eine Konzentration auf einen
Hâmatokrit von 70 V o/~ erfolgen.

b) Erythrozyten mit 200/s W/V Glycerlnzusatz
Die aufgetauten Erythrozyten werden zunächst mit 250 ml
einer 3,2°/oigen Kochsalzlôsung verdünnt und dann
zusammen mit 500 ml der 3,2°/oigen Kochsalzlösung in das
ELUTRA-PACK-System eingefüllt. Daran schliefIt sich em
Waschvorgang mit 1 LIter 0,9°/olger Kochsalzlosung an, die
200 mg ~/o Glucose enthält und mit 65 mg °/o Di-Natrium-
Phosphat auf elnen pH von 6,8 eingestellt warden 1st. Nach
dem Waschen warden die Zellen entweder konzentriert oder
mit einem Hämatokrit von 40V °/o bei +4°C für maximal
24 Stunden gelagert.
Die Tab. 2 u. 3 zeigen versthiedene Waschprozeduren für die
Entfernung von Glycerin.
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Table 2
Comparison of methods for whashlng 40°/o W/V glycerol lzed
red cell frozen within 3 to 5 days of collection In CPD and
stored at _800C

IBM Blood FENWAI.
Processor ELUTRAMATIC
(2,2 Ht.rs) (2,7 lIters)

Freeze-Th w
Recov.sy (%) 98% 98%
Fieeze-Th*w
Wash Recovery (%) 90% 90%

it Sub Hb (mg%) 100 mg % 100mg %
R dC&l K’ 10% 10%
ResIdual ‘~~ IAlbumin <0,2% (02%

-
‘ 

CEP Negative-
RIA Positive
UnItSAItSr100X
Concentration Neg. Neg.
Residual Glycerol
1%) <0,3% <0.3%

HeemonetIcs Huggin.
Model 15 Cytoglomsrator
(3,2 lIters) (4,7 liters)

Freeze-Thaw
Recovssy (%) 96% 98%
Freeze-Thaw-
Wash Recovery (“/,,) 90’,. 80 %
SubHb (mg %J lOOmg % 200 m9 %
RdCIII K” 10% 25%
Resldusl TU I
Albumi n <0.2 % 3,5%
CEP Negative-
RIA Posit Ive
Unite Aft ., IOOX
Concentration Neg. Pos.
Residual Glycerol
(%) <0,4 % 1.5%
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Table 3
Comparsion of methods for washing 20°/o W/V glycerollzed
red cells frozen within 3 to 5 days of collection In CPD and
stored at —1500C

IBM Blood FENWAL Haemonet lca
Proc essor ELUTRAMATIC Model 15
(1,5 lIters) (1,7 liters) (2,5 lIters)

Freeze-Thaw
Recoveiy (%) 97% 97% 97%

Freeze-Thaw-
Wash Recove~y( %) 90% 90% 90%
SupHb(mg %) lSO mg % l5O mg°!. lSO mg %
Red CSIIK 10% 10% 10%

ResIduaI 1
~’ IAlbum In <0,3 % <0,2 % <0,4%

CEP Negative.
RIA PosItive
Unite After 100X
Concentration Neg. Neg. Neg.
Residual Glycerol
(%) <0,3% <0.4% <0.5%

3. IBM Blood Processor
Prinzlp: Automatischer diskontinuierlicher Waschvorgang

(unterbrothen durch Zentrlfugationen)

a) Erythrozytsnmit4o °/o W/VGlyzerlnzusatz
Die aufgetauten BlutkOrperchen werden zunächst mIt 150 ml
12 °/oiger Kochsalzlosung verdUnnt, bei Raumtemperatur
für 2 Minuten stehengelassen und danach 500 ml am er
1,6°/olgen Kochsalzlasung hlnzugefUgt. Etwa die Hälfte
dieses Volumens der auf diese Wemse verdOnnten
Erythrozyten warden In am en Spezialbeutel gebracht,
zentrltugiert und der Oberstand verworfen, danach die
andere Hãlfte In der gleichen Wemse gewaschen. Das
weitere Waschen erfolgte ansthlieBend mit 1 ,6°/oiger
Kothsalzlosung, wobei die Entfernung des Uberstandes und
die Zufuhr der WaschflOssigkelt auf etwa 350 mI/mm
eingestellt wird.

b) Erythrozyt.n mIt 20 °/o WN Glycerinzusatz
Das Auswaschen des Glycerins erfolgt mit dem gleichen
Programm. Zunächst werden 500 ml elner 3,2°/oigen Koch-
salzlOsung hlnzugefUgt, danach mit 0,9 g°/oiger Kochsalz-
Glucose-Phosphat-LOsung gewaschen. Die Waschzeit
betrlgt etwa 16 Minuten.

25

w

— ~ ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1..I T T ~~~~



~ - -

Ergebniue

Die Abb. 1 und 2 zeigen schematlsch das Prmnzlp, nach dem
Blutkãrperchen mIt 20°/oW/V bzw. 40°/o W/V Glycerlnzusatz
ausgewaschen warden. In den Abb. 3 und 4 werden
verschiedene Parameter graphisch dargesteilt, worm
Erythrozyten mit dem IBM Blood Processor ausgewaschen
werden. Die Abb. 5 gibt die Werte winder, wenn das Aus-
waschen mit dem ELUTRAMATIC Waschsystem erfolgt. Die
besten Resuitate warden erzielt, wenn das Auswaschen
entsprechend dem Cycle 4 (a. Tab. 4) durthgetOhrt wurde.
Der Hämatokrit derfertlg gewaschenen Erythrozyten-
Suspension beträgt 40 V ~/o, die Waschzeit Ca. 20 Minuten.
Die Erythrozyten werden in der Auftauperlode für maximal
24 Stunden bei +4°C gelagert, wobei sie vor der Transfusion
Im ailgemeinen winder auf elnen Hamatokrmt von 70 V °/o
eingestellt warden.
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Abbildung I
Dilution of 40°/o W/V glycerolized red cells first with 150 ml

of 12°/o sodium chloride, and then with 450-500 ml of
1,6°/o sodium chloride selution, prior to recovery and washing
with just sodium chloride solutions in one of the three systems.
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Abbildung 2
Dilution of 20% W/V glycerolized red cells with 250-500 ml

of 3,20/0 sodium chloride solutions prior to recovery and
washing with just sodium chloride solutions In one of the three
systems.
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Abbildung 3
Effects of washing previously frozen red cells containing

20°/o W/V glycerol in the IBM Blood Processor. The thawed red
cells were diluted with 500 ml of 3,2 0/~ sodium chloride
solution and equilibrated at room temperature for at least

4 2 minutes. The diluted red cells were recovered in the IBM
centrifuge bag and then washed twIce more by dilution and
centrifugation. The washed red cells were stored in a sodium
chloride-glucose-phosphate solution at 4°C for 7 days.
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Abbildung 4
Effects of washing previously frozen red cells containing

40 °/o W/V glycerol in the IBM Blood Processor. The thawed
red cells were diluted with 150 ml of 120/a sodium chloride
solution, equilibrated at room temperature for at least 2 minutes
an then diluted with 400-450 ml of 1,6°Io sodium chloride
solution. The diluted red cells were then recovered in the
IBM centrifuge bag and washed three more times by dilution
arld centrifugation. The washed red cells were stored in a
sodium chloride-glucose-phosphate solution at 4°C for 7 days.
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The 4 cycles employed in the FENWAL ELUTRAMATIC to
wash previously frozen red cells containing 200/a WN glycerol.
Cycles 1 and 4 required the y-sets to simultaneously add the
diluted blood and the 3,2 0/~ sodium chloride solution. V-sets •1
were not needed with cycles 2 and 3 because the diluted blood
was added first and then the sodium chlorIde solutions.
Only cycle 4 was used during preparation of the red cells for
clinical transfusion.

4 ~~0’  ~~~~~
02  25~~8 T.THMI€O
~~ 3 25±7 5.5~S$l~)

~~~ 4 / 9± 10

[REc0VER~] [osMoLAuT~i IGIY~ZROL1
30 I~S14CD IASI€D

~~~ I~~~Ln— 4 14 21 31 4 14 21 31 3 4 13 24

ISup ~ I~~TRA !~i

~~Abbildung 5
Effects of washing previously frozen red cells in the FENWAL

ELUTRAMATIC using the 4 wash cycles shown in Figure 5. The
red cells were stored in ACD at 4°C for up to 5 weeks, and
incubated at 37°C for 1 hour with the PIGPA, Solution A, after
which they were frozen with 20°/0 W/V glycerol and stored at
—150°C from 7 to 93 days. The red cells were thawed at 42°C
with agitation and were washed with 1,5 liters of sodium
chloride solutions.

t
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Table 4

( Thawed Blood+500 m1o13.2%NaCI
Cycle 1 ~ Diluted Blood + P 01.010,9 % NaCl Together

t Diluted Blood Fill Bag
I f

,..~ , ~, J Diluted Blood Fill Bag
1C C 1 Diluted Blood Alone Followed by 1.01.0(0.9 % NaCI

NaCI

Thawed Blood + 500 ml of 3,2 % NaCI + 200 ml
of 0,9 % NaCI

Cycle 3 FIll Bag
Diluted Blood Alone Followed by 1.01.010,9 % NaCI
NaCl

- Thawed Blood + 250 ml of 3,2 % MaCI
FII BagCycle 4 Diluted Blood + 250 ml of 3,2 % NaCI
Together Followed by 1.01.010,9 % NaCI

An den aufgetauten und gewaschenen Erythrozyten werden
bakteriologische Kontrollen durchgetUhrt sowie u. a. folgende
Parameter bestimmt: Recovery In vitro, Kalium- und Hb-Gehalt
im Oberstand, Katiumgehalt der Erythrozyten, 2,3 Diphorpho-
glycerinsäure (DPG), ATP und Sauerstoff-Dissoziationskurve,
Lactat, Harnsäure, Kreatinin, lnosin, Hypoxanthin und
pH-Wart des Blutes.

Die Bestimmung der Erythrozyten-Oberlebenszeit homolog
transfundierter Blutkörperchen erfolgt sowohl mit der Chrom-
Technmk als auch mittels automatisierter Differentiataggluti-
nation.

Die therapeutische Effektivitãt wird berechnet aus der
Multiplikation des In vitro Recovery-Prozentsatzes mit dem
Prozentsatz der Oberlebensrate nach 24 Stunden.

Die Rosultate lassen sich wiefolgtzusammenfassen:
Blutkärperchen, die 3 bis 5 Tage in CPD oder 1 (maximal 2) Tag.
in ACD gelagert werden, können eingefroren werden. Sowohi
der hohe Glycerinzusatz (40 °/o W/V) als auch der niedrige
Glycerinzusatz (20 0/~ W/V) sind dafUr geeignet. Wâhrend elner
7-tägigen Lagerung in der Auftauperiode wird bei dam mit
hohem Glycerinzusatz eingefrorenen BIut eine geringere
Hb-Zunahme im Uberstanci beobachtet , als bei dem mit der
niedrigen Glycerinkonzentration eingefrorenen Blut.

Keine Unterschiede zwischen den beiden Glycerin-
konzentrationen fanden sich bei der Bestimmung der
E rythrozyten-Uberlebenszeit , der Sauerstofftransporttunktiorm,
dem 2,3 DPG- und ATP-Gehalt sowie dam Blut-pH und
Blutkörperchen-pH.

Die Beemnflussung des 2,3 DPG-Gehaltes durch “rejuvena-
tion” (Zugabe der PIGPA-Losung) von entweder frischem
(d. h. 1 bis 2 Tage altem ACD-Blut oder 3 bis 5 Tage altem
CPD-BIut) oder tänger als 3 Wochen gelagertem ACD- bzw.
CPD-BIut ze gt die Abb. 6. Im frischen BIut kann dadurch der
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2,3 DPG-Gehalt bis auf das Doppelte erhöht werden, wäh rend
er bel langer gelagertem Blut bis auf etwa 75 °/o des Normal-
wertes wieder angehoben werden kann.

PIGPA (Sol.A) PIGPA (SoI.A)
l7 5 .~~~~

~~l50 . I

~~ l25

~• ~~ ~\ “~
— CPD stopad R9C

~~~~~

DAYS STORED AT+4C

Abbildung 6
Changes in the 2,3 DPG level in red cells stored at 4°C for

28 days in either acid-citrate-dextrose (ACO) or citrate-
phosphate-dextrose (CPD). Some of the red cells were stored
at 4°C in CPD for 3 to 5 days, incubated with the PIGPA,
Solution A at 37°C for 1 hour, glycerolized to achieve 40 /oW/V ,
stored at —80°C, thawed, and washed. Other red cells were
stored in ACD or CPD at 4°C for 28 days, incubated with PIGPA,
Solution A , glycerolized to achieve 40 O/~ W/V and stored at
—80°C before thawing and washing.

Die mit 40°/o Giycerinzusatz eingefrorenen und wieder
aufgetauten Erythrozyten hatten eine 24-Stunden-Uberlebens-
rate von 85 bis 900/o, die Lebensdauer betrug 90 Tage. Diese
Werte wurcten auch nach ‘ rejuvenation° von frischem Blut
gesehen, während die 24-Stunden-Uberlebensrate etwas
schlechter war (70 bis 80°/o), wenn schon lánger konserviertes
Blut “rejuveniert ” und anschlieI3end eingefroren wurde. Die
Lebensdauer dieser ZeIlen betrug aber ebenfalls 90 Tage.

Einen Vergle ich der mit verschiedenen Waschprozeduren
erhaltenen Ergebnisse zeigt die Tab. 2. Sie wurden mit dem
Verfahren der reversiblen Agglomeration in dem von Huggins
entwickelten Cytoglomerator verglichen. Tab. 3 gibt die
Resultate wieder, die mit dem Waschen von Blutkörperchen
erzielt wurden, die 20°/o Giycerinzusatz enthielten.
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Diskussion

Die Zugabe von Glycerin zu Blutkôrperchen. die e m -
gefroren werden solien, erfolgt bei niedrigen Glycerinkonzen-
trationen (20 0/~ W/V) auf einmal. Bei Verwendung höherer
Konzentration (40 0/~ W/V) wird zunächst eine kleine Menge
hinzugegeben, während die Hauptmenge nach Ca. 10 Minuten
hinzugefUgt wird. Sowohl die BlutkOrperchen als auth die
Glycermnlosung sollten bei Raumtemperatur gelagert werden.

Glycerin muB vor der Transfusion wieder aus den
Erythrozyten entfernt werden. Dies erfolgt heute weitgehend
automatisch in einem der drel erhãltlichen Wasch-Systeme.
Wichtig für eine hohe Ausbeute ist, daB die aufgetauten Blut-
kôrperchen zunächst verdünnt warden. Als Waschlosung wird
Kochsalzlosung in verschiedenen Konzentrationen verwendet.
Neben der Entfernung des Glycerins werden durch das Wa-
schen auth Eiweit3reste, Hämoglobulin sowie Leukozyten und
Thrombozyten entfernt. Offenbar wird auth das Australia-
Antigen entfernt bzw. in seiner Konzentration beträchtlich ver-
mindert.

Das letztere lieB sich dadurth nachweisen, daB im Radio-
immunoassay (RIA) positiven Blut nach dem Einfrieren,
Auftauen und Auswaschen im 100-fach konzentrierten Oberstand
kein Au-Antigen im RIA mehr nachgewiesen werden konnte.

Der Recovery-Prozentsatz betrug bei den Glycerin-
techniken 90Db , derselbe Wert wurde auth für die 24-Stunden-
Uberlebenszeit gefunden (sofern frische Erythrozyten einge-
froren wurder ~). Durch das Einfrieren und Waschen wj rd der
2,3 DPG- und ATP-Gehalt sowie der Pso-Wert nicht ungQnstig
beeinfluf3t.

Durch eine “rejuvenation” wird der 2,3 DPG-Gehalt bei
frischen Blutkorperthen bis auf das Doppelte erhöht, bei
langer gelagerten Blutkörperchen auf etwa 75 0/s des
Normalwertes wieder angehoben.

Nath dam Auftauen und der Entfernung des Glycerins
dUrfen die Blutkôrperthen maximal 24 Stunden in einer Koch-
salz-Phosphat-Lbsung gelagert werden. Kurz vor der
Transfusion wird nochmals zentrifugiert und der Uberstand
entfernt (Hämatokrit 75-80 V 0/a)

t
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Seit uber 20 Jahren warden im Naval Blood Research Laboratory, Chelsea, Massachusetts,
wissenschaftliche Untersuchungen zur Tiefkuhlkonservlerung von Slut durchgefuhrt. A1s
Schutzsubstanz wird Glycerin in 20% iger bzw. 40% iger Konzentration verwendet. In
ACD-stabilisator entnoninene Erythrozyten sollen nlcht langer als 24 Stunden vor dam
Elnfrierprozess gelagert werden, wail sonst die Sauerstofftransportfunktion ungunstig
beeinflusst wird. Im CPD-stabillsator konnen die Erythrozyten dagegen 3 bis 5 Tage vor
dem Einfrieren gelagert werden. Durch den Einfrler-und Auftauvorgang selbst wird die
Sauerstofftransportfunkt-f on der Erythrozyten nlcht wesentlich beeintrachtlgt. Soiche
Blutkorperchen warden als Nnon_rejuvenated~ (nicht-verjungt) angesehen, wahrend Blut-korperchen, die nach elner 3 bls 5 tagigen Lagerung in CPD und anschliessender Hlnz-
ufugung von Pyruvat, Inosin, Glukose, Phosphat und Adenin (PIGPA) als Nindat ed_
rejuvenatedTM (wahrend der Zulassigen Lagerungszeit verjungt) betrachtet werden. Wurden
Blutkorperchen in ACD oder CPU maximal 28 Tage gelagert, danach mit dieser PIGPA-
Losung versetzt, so werden sle als Noutdated_reiuvenatedu (nach Ablauf der Lagerung-
szeit ver,jungt) angesehen.
Der nach den Auftauen notwendige Waschvorgang entfernt nicht nur das Glycerin, sondern
auch die mit der TMrejuvenation TM-Losung (PIGPA ) hlnzugefugten Substanzen. Das
Auswaschen des Glycerins erfolgt durch NaCJ-Losung In elnem der drel erhaitlichen
Waschsysteme (s.u.).
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