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1 Einleitung:

Angesichts der Risiken homologer Bluttransfusionen haben fremdblutsparende Verfahren

in der operativen Medizin groRe Bedeutung erlangt.

Durch die préoperative Plasmapherese, die préoperative Eigenblutspende, die
normovoldmische H&modilution und die intra- und postoperative maschinelle
Autotransfusion kann der Bedarf an homologen Blutprodukten, als Gesamtkonzept der
autologen Transfusion, bei elektiven chirurgischen Eingriffen entscheidend verringert
werden [13, 48, 97]. Dartuber hinaus kann der Einsatz von homologen
Erythrozytenkonzentraten auch durch die Gabe von Erythropoetin vermindert werden [34].
Der Einsatz von Aprotinin kann den Transfusionsbedarf in der Herzchirurgie, bei groRRen
orthopadischen Eingriffen und bei Leberresektionen verringern [21, 66, 67]. Die
prophylaktische Gabe von Antifibrinolytika auf3erhalb der Herzchirurgie wird aber
weiterhin kontrovers diskutiert [58]. Inwieweit neu entwickelte Sauerstofftrégermedien zur
Einsparung von Blutprodukten fuhren, ist derzeit noch nicht zu beurteilen [100]. Am Ende
wird der Fremdblutbedarf aber immer auch von dem Transfusionsregime der behandelnden
Kliniken bestimmt [101].

Bei Patienten, die an Malignomen operiert werden miussen, besteht ein haufiger
Transfusionsbedarf. Etwa ein Viertel aller transfundierten Blutkonserven wird fir
Tumorpatienten verwendet [29, 36]. Die unerwinschten Wirkungen einer Transfusion von
Fremdblut stellen mit der Ubertragung von infektiosen Erkrankungen, mit einer
Immunsuppression, mit Transfusionsreaktionen, mit graft-versus-host Reaktionen und mit
einer moglichen Inkompatibilitat ein nicht unerhebliches Problem dar [33]. Gerade bei
Tumorpatienten sind die unerwinschten Wirkungen mit besonderen Risiken verbunden. So
kann es bei der Ubertragung von Infektionskrankheiten aufgrund des eingeschrankten
Allgemeinzustandes dieser Patienten zu besonders schweren Verldufen kommen.
Homologe Transfusionen fiihren zu einer Immunmodulation, und es konnte eine héhere
postoperative Infektionsrate nachgewiesen werden [15, 55, 88]. Postoperative
Komplikationen verzdgern den Heilungsverlauf und die eventuell nétigen adjuvanten
Therapien der Grunderkrankung. Hingegen ist die Frage nach einer klinisch relevanten
Beeinflussung des Krankheitsverlaufs der malignen Erkrankung durch die

Immunmodulation noch nicht endgultig geklart [7, 19, 28, 42]. Nicht zuletzt sollte jedoch
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bei jeder Fremdblutgabe berticksichtigt werden, dass die Ressourcen fur homologe

Blutprodukte beschrankt sind.

Der Einsatz der prdoperativen fremdblutsparenden Verfahren ist zwar medizinischer
Standard, doch lassen sich diese Verfahren nicht uneingeschréankt bei Patienten anwenden,
die an soliden Tumoren operiert werden mussen. Der haufig reduzierte Allgemeinzustand
dieser Patienten, eine mogliche praoperative Anamie durch Blutverlust oder eine
Tumoranamie und die zlgige Operationsplanung spiegeln die Probleme der prdoperativen
Eigenblutspendeverfahren wider.

Die intra- und postoperative maschinelle Autotransfusion (MAT) ist als Bestandteil des
Konzeptes zur autologen Transfusion ein etabliertes Verfahren [13, 45, 48, 74, 97]. Sie hat
bei groRen orthopéadischen Operationen, die haufig mit einem hohen Blutverlust
einhergehen, zu einer intraoperativen Fremdbluteinsparung zwischen 68 und 95% gefihrt
[48]. Bei diesem Verfahren wird das Blut aus dem Operationsgebiet unter kontinuierlicher
Antikoagulation mit Heparin in einen sterilen  Auffangbeutel abgesaugt.
Blutverlustabhdngig kann dann mit der MAT begonnen werden. Aus dem Reservoir wird
das gesammelte Blut nach einer Primarfilterpassage in eine Zentrifugenglocke gepumpt.
Dort werden die Erythrozyten separiert, mit physiologischer Kochsalzlésung mehrfach
gewaschen und anschlieBend  konzentriert. Zur  Retransfusion wird das
Erythrozytenkonzentrat in einen Transfusionsbeutel tberfiihrt.

Da bei Tumoroperationen in tiber 90% der Falle Tumorzellen im Wundblut nachgewiesen
werden konnen [35], wird der Einsatz der MAT auch im Rahmen der orthopadischen
Tumorchirurgie wegen der Gefahr einer systemischen Tumorzellaussaat als kontraindiziert
angesehen [84, 109].

In einer Studie von Hart et al. ist der Einsatz der MAT in Kombination mit einem
Porenfilter (20 Mikrometer) bei Operationen von Blasenkarzinomen angewandt worden
[41]. Bei einer Patientenanzahl von 49 und einer Nachbeobachtung von mindestens einem
Jahr wurden diese Krankheitsverldufe mit vorliegenden Daten aus der Literatur verglichen.
Es konnten hierbei keinerlei Anderungen des Krankheitsverlaufs erkannt werden. Damit
wurde die Unbedenklichkeit dieser Methode bezlglich einer Tumorzellaussaat
angenommen. Der Einsatz der MAT in Kombination mit einem Leukozyten-
Depletionsfilter wurde bei drei urologischen Tumorzelllinien in vitro untersucht [108]. Die

Tumorzellen wurden in diesem Versuchsaufbau radioaktiv markiert. Es konnten nach



Aufbereitung der Tumorzellsuspension mit der MAT und Filtration durch den Leukozyten-
Depletionsfilter keine Tumorzellen mehr nachgewiesen werden.

Von groRer Bedeutung sind daher alle Verfahren, welche eine Elimination von
Tumorzellen aus dem Wundblut bewirken kénnen. Nur die Elimination der Tumorzellen
verhindert eine mdgliche generalisierte Tumorzelldissemination mit der Gefahr von
Tochtergeschwiilsten.

Bei Operationen zur Resektion von Osteosarkomen werden regelméafig hohe Blutverluste
beobachtet, die h&ufig zu Transfusionsbedarf fiihren. Der Blutverlust kann bei diesen
Operationen auch préoperativ nur schlecht abgeschatzt werden. Deshalb besteht gerade
hier ein groRes Interesse, den Fremdblutbedarf zu reduzieren. Um die Elimination von
Osteosarkomzellen durch MAT und Passage durch einen Leukozyten-Depletionsfilter
beurteilen zu kénnen, wurden bei diesen Untersuchungen die Ausgangssuspension dem
Wundblut bei einer solchen Operation nachgestellt. Wir verwendeten dazu kultivierte
humane Osteosarkomzellen eines 14 jahrigen Jungen [4] in Suspension mit einem

homologen Erythrozytenkonzentrat und Natriumchloridlésung.



2 Fragestellung:

In der vorliegenden in vitro-Studie soll die Frage beantwortet werden, ob ein maschinelles
Autotransfusionssystem in  Verbindung mit einem handelsiblichen Leukozyten-
Depletionsfilter in der Lage ist, kultivierte humane Osteosarkomzellen der Zellline MG 63
aus einer Suspension mit einem homologen Erythrozytenkonzentrat und

Natriumchloridlésung zu separieren.



3 Methodik:

3.1 Material und Methode:

Zur Herstellung definierter Tumorzellsuspensionen verwendeten wir
Langzeittumorzelllinien von Osteosarkomen. Die humanen Osteosarkomzellen der
Zelllinie MG 63 ( Zellbank American Tissue Culture Collection, Rockville, MB, USA:
CRL 1427) wurden aus dem Zellkulturlabor des Zentrums fir Pathologie des Klinikums
der Justus-Liebig-Universitat GieRen bezogen. Die Osteosarkomzelllinie stammt von dem
Osteosarkom eines 14 jéhrigen Jungen [4]. Diese Zellen wurden nach einer
Vitalitatskontrolle unter der Aufsicht von Dr. Hinrichs quantitativ. mit dem
Zellzahlungsgerat Coulter Counter S PLUS STKR® (Fa. Shandon, Frankfurt a. M.,
Deutschland) bestimmt und anschlieRend in Dulbecco’s modified eagles medium (DMEM)

[17] als Suspension von 100ml gewonnen.

Zu jedem Versuch wurde ein Erythrozytenkonzentrat (DRK Blutspendedienst Hessen,
Frankfurt a.M., Deutschland) mit 100ml NaCl 0,9% (Fa. B. Braun, Melsungen,
Deutschland) aufgeschwemmt. Die Erythrozytenkonzentrate waren in Additividsung SAG-
Manitol suspendiert, zwischen 20 und 26 Tage alt und wurden aus dem Rucklaufbestand
der Blutbank bezogen. Vom Erythrozytenkonzentrat wurden 300ml zusammen mit 500mi
NaCl 0,9% (Fa. B. Braun, Melsungen, Deutschland) mit jeweils 100ml der
Tumorzellsuspension in das Reservoir des handelsublichen Autotransfusionssystems
DIDECO codice 710° (Dideco, Mirandola, Italien) infundiert.

Zur weiteren Durchmischung des Versuchsansatzes wurde das Autotransfusionsreservoir
bis zur Aufbereitung in wechselnder Richtung langsam gedreht.

Mit dem Standardprogramm des Autotransfusionsgerates DIDECO BT 795 / P® (Dideco,
Mirandola, Italien) wurde diese Suspension unter Zuhilfenahme der Funktion "Better Wash
Quality” als einer Mdglichkeit, die den Waschvorgang mit einer erhéhten
Waschlosungsmenge von  1000ml und mit dreimaliger Reduzierung der
Zentrifugationsgeschwindigkeit ~ durchfiihrt, wie folgt aufbereitet: Aus dem

Autotransfusionsreservoir wurde die Zellsuspension des Versuchsansatzes nach der



Passage des integrierten Porenfilters mit einem Durchmesser von 40 Mikrometer in die
Zentrifugenglocke gepumpt. Durch die angewandte Zentrifugalkraft wurde die
Blutsuspension anschlieRend in der Glocke entsprechend dem spezifischen Gewicht seiner
einzelnen Komponenten konzentriert und separiert. Berechnungen zu den genauen
physikalischen Werten der Sedimentation und der Zentrifugalbeschleunigung wurden vom
Hersteller durchgefuhrt. Sie sind spezifisch flr die jeweilige, auf Latham-Glocken
basierenden, Glockenform. Die Erythrozyten sedimentieren wahrend der Zentrifugation
mit ca. 4000 Umdrehungen pro Minute an der Glockenwand. Der Fillvorgang wurde
beendet, sobald die Ausgangssuspension vollstandig in die Zentrifugenglocke tberfiihrt
war. Das Gerédt wechselte nun automatisch zum Waschvorgang, bei dem intermittierend
insgesamt 1000 ml Kochsalzlésung 0,9% (Fa. B. Braun, Melsungen, Deutschland) in die
Zentrifugenglocke gepumpt und das Zellsediment ausgewaschen wurde. Der Uberstand
wurde in einen Abfallbeutel abgefiihrt.

Nach diesem automatischen Waschvorgang wurden die aufbereiteten Erythrozyten in einen
Transfusionsbeutel (berflihrt. Das so gewonnene Erythrozytenkonzentrat wurde
anschlieRend schwerkraftabhéngig durch den Leukozyten-Depletionsfilter PALL BPF 4°
(Fa. Pall Biomedizin, Dreieich, Deutschland) gefiltert. Mit diesem Filtersystem lassen sich
in der ursprunglichen Indikation Leukozyten, Thrombozyten und Mikroaggregate durch
Adhéasion an einer Kunststoffoberfliche aus einer Suspension entfernen. Diese

Filtersysteme bestehen hauptsachlich aus Polyester und Acrylpolymeren.

Zur Untersuchung der Elimination von Osteosarkomzellen fuhrten wir acht Versuchsreihen
durch. Die Tumorzellkonzentrationen in der Ausgangssuspension wéhlten wir anhand von
Daten aus der Literatur, um die Untersuchung den realen Gegebenheiten des gesammelten
Waundblutes bei Tumoroperationen anzugleichen [35].

In den Experimenten eins bis finf wurden dem Versuchsansatz je 9 Millionen Tumorzellen
zugesetzt. Dies fuhrte zu Konzentrationen von 10000 Osteosarkomzellen/ml in den
Ausgangssuspensionen von 900ml, bestehend aus Tumorzellen, Erythrozytenkonzentrat
und Natrumchloridldsung 0,9%.

In den weiteren Versuchsreihen (Versuche sechs bis acht) wurde die Tumorzellmenge im
Versuchsansatz von 6,5 Millionen tber 1,5 Millionen auf 150000 Zellen verringert, um
auch das Verhalten von geringeren Zellzahlen zu untersuchen. Diese Reihe fiihrte bei
einem Ausgangsvolumen von 900ml zu Tumorzellkonzentrationen von 7222/ml, 1667/ml

und 167/ml in der Ausgangssuspension.
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Um die Eliminationswirksamkeit des Autotransfusionssystems und des Leukozyten-
Depletionsfilters beurteilen zu kénnen, wurden nach grindlichem Durchmischen jeweils
10 Proben von je 1ml aus der Ausgangssuspension (a) sowie aus dem aufbereiteten
Erythrozytenkonzentrat vor (b) und nach Passage des Leukozyten-Depletionsfilters (c)
entnommen. Aus diesen Proben wurden Zytozentrifugate angefertigt (Zytozentrifuge
,Cytospin 2°“, Firma Shandon, Frankfurt a.M., Deutschland). Fiir die verschiedenen

Nachweisverfahren wurden die Zentrifugate anschlieend wie folgt bearbeitet.
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3.2 Nachweismethoden:

3.2.1 Papanicolaou - Klassifikation:

Zur histologischen Untersuchung wurden die Zytozentrifugate nach Hamatoxylin-Eosin
[17] und Pappenheim [82] geférbt. AnschlieBend wurden sie von zwei Pathologen
unabhédngig voneinander nach der Papanicolaou-Klassifikation auf Tumorzellen hin
untersucht [9] (Bild 1).

Tabelle 1: Einteilung nach Papanicolaou (modifiziert nach Blimcke [9] )

Papanicolaou-Klassifikation | deskriptive Klassifikation
PAP 1 normale Zellen
PAP 2 Zellen ohne Tumorverdacht
(z.B. bei Entziindung )
PAP 3 verdachtige Zellen
PAP 4 starker Verdacht auf maligne Zellen
PAP 5 maligne Zellen

12



3.2.2 Immunozytochemische Untersuchung:

Als weiteren Nachweis fur Osteosarkomzellen fihrten wir immunozytochemische
Untersuchungen an den Zytozentrifugaten durch. Zum Nachweis diente die konstante

Expression des Intermediarfilamentes Vimentin der Osteosarkomzellen.

Als morphologischer Nachweis wurde die Alkalische Phosphatase Anti Alkalische
Phosphatase Komplex-Methode (APAAP-Komplex-Methode) angewandt. Bei dieser
indirekten immunenzymatischen Methode wird an den primdren monoklonalen Antikorper
(V9, Intermediarfilament Vimentin) als zweiter Schritt ein Bruckenantikorper (2259, rabit-
anti-mouse) gebunden. Dieser im Uberschuss zugegebene Briickenantikorper reagiert dann
mit dem APAAP-Komplex der gleichen Tierart (D 651 mouse monoclonal), von der auch
der primare Antikorper stammt. Die alkalische Phosphatase dient als Markerenzym fiir das
Antigen Vimentin der Osteosarkomzellen (Antikorper und Entwicklungslosung: Fa.
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, Deutschland). Die Enzymaktivitat wird durch eine
entsprechende Entwicklungslosung (Fast Blue) als blaue Farbreaktion sichtbar gemacht
[63] ( Bild 2).

.—".
£ oa
-

e
TYED/) APAAP-Komplex mit Antikdrper
>_ Briickenantikorper

AN AN Primarer Antikorper gegen Vimentin
ANTIGEN

Abbildung 1: APAAP-Komplex-Methode
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Es erfolgte eine semiquantitative Graduierung der Farbreaktion nach folgendem Schema:

Tabelle 2: Einteilung der Vimentinexpression

Vimentinexpression | Einteilung nach Farbreaktion
Negativ -

Schwach +

Positiv ++

stark positiv +++
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3.2.3 DNA-Analyse:

Zur DNA-Analyse erfolgte eine Feulgenfarbung [63, 77] der Zytozentrifugate (Bild 3).
Das Feulgen-Reaktionsprodukt bindet stoichiometrisch an DNA, so dass die resultierende
optische Dichte ein MaR fur den nukledaren DNA-Gehalt darstellt. Es erfolgte eine
quantitative Bestimmung des nukledaren DNA-Gehaltes der Zellen nach der von Bdcking
und Mitarbeitern beschriebenen Methode fir statistische Einzellzytometrie [10].

Als Messsystem wurde ein Bildanalysegerat (IBAS® Firma Kontron, Minchen,
Deutschland)  verwendet. Gemessen wurden die Prdparate bei  63-facher

Objektivvergroerung.

Die Messung der integrierten optischen Dichte der Zellkerne erfolgte interaktiv am
Monitor eines mit einem konventionellen Mikroskop gekoppelten Fernsehbild-
Analysesystems. Nach Auswahl der Zellen durch den gleichen Untersucher erfolgte primér
ein Graustufenabgleich zur Hintergrundgrauwertkorrektur. Mit der anschlieRenden
Bestimmung des Extinktionswertes der Zellkerne wurde der Wert fur den entsprechenden
DNA-Gehalt errechnet. Die DNA-Verteilung der Zellkerne, als spezifisch optische Dichte
gemessen, fuhrt zu einer Haufigkeitsverteilung des Ploidiegrades. Mit einer Messung des
Ploidiegrades von Zellkernen kann die Malignitat einer Zellsuspension geprift werden.
Koss et al. [63] zeigten in ihrer Beschreibung ein Beispiel zur Untersuchung von einer
benignen Zellsuspension im Vergleich zu drei malignen Zellsuspensionen. Das Maximum
bei den diploiden Werten 2n (1n entspricht der DNA-Menge eines einfachen
Chromosomensatzes) und dem tetraploiden Wert 4n ergeben die Verteilung der
Extinktionswerte einer benignen Zellsuspension.

Die DNA-Verteilung bei benignen Zellen zeigt ein Maximum bei diploiden
Extinktionswerten (2n) des DNA-Gehalts. Es kénnen jedoch auch regelmalRig tetraploide
Werte (4n) gemessen werden, wenn sich Zellen in der G2- oder in der M-Phase des
Zellzyklus befinden. DNA-Extinktionswerte zwischen diesen Phasen (2n und 4n)
représentieren die Synthesephase im Zellzyklus. Zellsuspensionen mit malignen Zellen
weisen in der DNA-Verteilung eine Aneuploidie einschlieRlich auch hypertetraploider
Werte auf (Abbildung: 2).
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Als Referenzsystem fur den diploiden DNA-Gehalt bei unserer Untersuchung,
entsprechend "2n", wurden Zytozentrifugate von Fibroblastenkulturen verwendet. Diese
Préaparate wurden in einem Nebenversuch ebenfalls nach Zytozentrifugation einer
Feulgenfarbung unterzogen und anschlieBend in Relation als diploide Standardzellen
gemessen. Diese Messdaten fur den DNA-Gehalt ergaben den Wert fur einen diploiden
Zellverband (Abbildung 3).

Abweichungen der Chromosomen bzw. des DNA-Gehaltes werden als Aneuploidie
bezeichnet. Dem Nachweis chromosomaler Aneuploidie kann die Funktion eines Markers
flir eine neoplastische Transformation der Zelle zugeschrieben werden.

Der Schwellenwert fur hypertetraploide und somit sicher maligne Zellen als Nachweis fir
Osteosarkomzellen wurde mit einem DNA-Gehalt entsprechend "5n" festgelegt
(Abbildung 4).

Bei den Messungen wurden zum einen die absolute Anzahl kernhaltiger Zellen bestimmt
und zum anderen die Zellen ermittelt, die den Schwellenwert des DNA-Gehaltes von "5n"
uberschritten. Der prozentuale Nachweis hypertetraploider Zellen wurde mittels gepaartem

T-Test verglichen.

Tabelle 3: Einteilung der DNA-Analyse

Absolute Anzahl kernhaltiger Zellen (k)

Absolute Anzahl hypertetraploider Zellen (h)
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Papanicolaou - Klassifikation:

Bei der Untersuchung nach der Papanicolaou - Klassifikation konnten in allen Proben der
Versuchsansédtze la-7a maligne Zellen nachgewiesen werden. Nach der maschinellen
Aufbereitung im Autotransfusionsgerat waren in allen Proben (1b, 2b, 4b-7b) Zellen mit
der Klassifikation PAP 5, also maligne Zellen, nachzuweisen. Eine Ausnahme bildete der
Versuch 3. Die Zellen der Probe 3b wurde nach PAP 3, also verdéachtige Zellen ohne
sicheren Tumorverdacht, klassifiziert.

Die nach der Passage des Leukozyten-Depletionsfilters entnommenen Proben (1c-8c)
wurden alle als Zellen ohne Tumorverdacht (PAP 1) klassifiziert.

Bei dem Versuchsansatz 8 mit einer Tumorzellkonzentration von lediglich 167/ml wurden
sowohl im Versuchsansatz (8a) als auch nach MAT (8b) die Proben mit PAP 1, also als

Zellen ohne Tumorverdacht, beurteilt (Tabelle 4).

4.2 Ergebnisse der Untersuchung mittels Immunzytochemie:

Der Nachweis einer Vimentinexpression als Marker fur Osteosarkomzellen lie sich in den
Versuchsreihen 1-7 sowohl im Versuchsansatz (la-7a) als auch nach der maschinellen
Aufbereitung im Autotransfusionsgerat (1b-7b) positiv flhren.

Im Versuch 8 mit einer Tumorzellkonzentration von 167 Tumorzellen/ml war nur im
Versuchsansatz (8a) eine positive Vimentinexpression als Osteosarkomzellnachweis
vorhanden.

Nach der Passage des Leukozyten-Depletionsfilters (1c-8c) war in allen Versuchen keine
Vimentinexpression mehr nachzuweisen, was eine Elimination der zugesetzten

Osteosarkomzellen bedeutet (Tabelle 4).
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Tabelle. 4: Papanicolaou-Klassifikation (PAP) und Immunzytochemie:

PAP-Klassifikation:
Normale Zellen (PAP 1), regelwidrige Zellen ohne Tumorverdacht (PAP 2), verdéchtige
Zellen (PAP 3), stark verdachtige Zellen (PAP 4), maligne Zellen (PAP 5).

Immunzytochemie (Vimentinexpression):

Stark positiv (+++), positiv (++), schwach positiv (+), negativ (-).

Nr.: | Messzeitpunkt: Tumorzell- | PAP- Vimentin-
konzentrati | Klassifikation: |expression:
on:

la Ansatz (a) 10000/ml |5 ++

1b | Vor Leuk.-Filter (b) 5 +

1c Nach Leuk.-Filter (c) 1 -

2a Ansatz (a) 10000/ml |5 ++

2b | vor Leuk.-Filter (b) 5 +

2C nach Leuk.-Filter (c) 1 -

3a Ansatz (a) 10000/ml |5 +

3b  |vor Leuk.-Filter (b) 1 +

3c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

4a Ansatz (a) 10000/ml |5 +

4b vor Leuk.-Filter (b) 5 +

4c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

5a Ansatz (a) 10000/ml |5 ++

5b  |vor Leuk.-Filter (b) 5 +

5c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

6a Ansatz (a) 7111/ml 5 ++

6b vor Leuk.-Filter (b) 5 +

6c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

7a Ansatz (a) 1667/ml 5 +

7b | vor Leuk.-Filter (b) 5 ++

7c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

8a Ansatz (a) 167/ml 1 +

8b  |vor Leuk.-Filter (b) 1 -

8c nach Leuk.-Filter (c) 1 -
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4.3 Ergebnisse der DNA-Analyse:

Mit der DNA-Analyse konnten bei allen Versuchen kernhaltige Zellen im Versuchsansatz
(@) und im maschinell aufbereiteten Erythrozytenkonzentrat (b) nachgewiesen werden. Bei
diesen Zellen waren konstant Zellkerne mit einem hypertetraploiden Chromosomensatz als
Nachweis von Osteosarkomzellen bestimmt worden. Im Mittel waren 20,5% der Zellen im
Versuchsansatz  hypertetraploid gegenuber 19,1% der Zellen im gewonnenen
Erythrozytenkonzentrat.

Auch im Versuch 8 mit der niedrigsten Tumorzellkonzentration waren im Versuchsansatz
und im aufbereiteten Erythrozytenkonzentrat sowohl kernhaltige Zellen als auch Zellen mit
einem hypertetraploiden Chromosomensatz zu identifizieren.

In allen Proben nach der Passage des Leukozyten-Depletionsfilters waren keine

kernhaltigen Zellen mehr nachzuweisen (Tabelle 5).
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Tabelle. 5: DNA-Analyse der Zytospinpraparate:

Absolutwert DNA beinhaltender Zellen (Anzahl kernhaltiger Zellen),

Absolutwert eindeutig hypertetraploider Zellen (Anzahl hypertetraploider Zellen)

Nr.: | Messzeitpunkt: Tumorzell- Anzahl kernhaltiger | Anzahl
konzentration: | Zellen (k) hypertetraploider
Zellen (h)
la |Ansatz (a) 10000/ml 27 4
1b | vor Leuk.-Filter (b) 35 4
1c |nach Leuk.-Filter (c) 0 0
2a | Ansatz (a) 10000/ml 27 1
2b | vor Leuk.-Filter (b) 12 0
2c  |nach Leuk.-Filter (c) 0 0
3a |Ansatz (a) 10000/ml 15 4
3b | vor Leuk.-Filter (b) 6 1
3c [nach Leuk.-Filter (c) 0 0
4a | Ansatz (a) 10000/ml 24 1
4b | vor Leuk.-Filter (b) 9 3
4c | nach Leuk.-Filter (c) 0 0
5a [Ansatz (a) 10000/ml 9 1
5b | vor Leuk.-Filter (b) 8 0
5¢ [nach Leuk.-Filter (c) 0 0
6a |Ansatz (a) 7222/ml 11 3
6b | vor Leuk.-Filter (b) 5 1
6c |nach Leuk.-Filter (c) 0 0
7a | Ansatz (a) 1667/ml 21 7
7b | vor Leuk.-Filter (b) 7 3
7c  |nach Leuk.-Filter (c) 0 0
8a [Ansatz (a) 167/ml 8 3
8b  |vor Leuk.-Filter (b) 7 2
8c [nach Leuk.-Filter (c) 0 0
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5 Diskussion:

5.1 Diskussion der Methodik:

In unseren Untersuchungen wurde der Versuchsansatz dem Wundblut bei Operationen an
einem Osteosarkom nachgestellt. Aus der Versuchsansatzsuspension, bestehend aus einem
homologen Erythrozytenkonzentrat, Natriumchloridlésung und Osteosarkomzellen, wurde
primdr mittels MAT ein gewaschenes Erythrozytenkonzentrat gewonnen, welches
anschlieBend durch einen Leukozyten-Depletionsfilter gefiltert wurde. Ziel dieses
Versuchsaufbaus war, die Mdoglichkeit zur Retransfusion von autologem Blut bei den
blutverlustreichen Eingriffen wahrend der Operation an einem Osteosarkom zu prifen. Die
Tumorzellkonzentrationen entsprachen den in der Literatur angegebenen Werten [35]. Als
Eliminationsverfahren wurde die Filtration durch einen Leukozyten-Depletionsfilter
gewdhlt. Dieses Verfahren ist durch seine einfache Logistik in jedem Operationssaal,
unabhéngig von weiterem Personal und Medizingeraten, durchfuhrbar. Ein Porenfilter mit
einer durchschnittlichen Porengréfle von 10um wurde wegen der Variabilitat der
PorengrofRe nicht eingesetzt. Osteosarkomzellen mit einer GrofRe von circa 12 - 19um
wirden diesen Filter passieren kdnnen.

In der Ausgangssuspension von 900 ml, bestehend aus 500 ml Ringerlésung, 300 ml eines
mit 100 ml 0,9% Natriumchloridlésung aufgeschwemmten Erythrozytenkonzentrates und
100 ml der quantitativ bestimmten Tumorzellsuspension mit 9 Millionen Tumorzellen
erreichten wir eine Tumorzellkonzentration von 10000 pro ml. Die ersten Versuchsreihen
(1 - 5) wurden mit diesen Konzentrationen an Tumorzellen durchgefiihrt. AnschlieRend
wurde in den Versuchen (6 - 8) eine Reduktion der Tumorzellen im Versuchsansatz
durchgefiihrt. Der Ansatz enthielt dann Tumorzellkonzentrationen von 7222/ml, 1667/ml
und 167/ml in der Ausgangssuspension. Die Reduktion der anfanglich hohen
Tumorzellzahl erfolgte, um die Nachweismethoden fir Osteosarkomzellen auch bei
geringeren Konzentrationen beurteilen zu kénnen. Nach dem Aufbereiten der Suspension
durch das Autotransfusionsgerat wurden die gewonnenen Bluteinheiten durch einen
handelstblichen Leukozyten-Depletionsfilter gefiltert. Diese Filter werden auch als
Adsorptions- oder Membranfilter bezeichnet.
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Erst nach sorgféaltigem Durchmischen von Versuchsansatz, aufbereitetem MAT-Blut und
gefiltertem MAT wurden Proben entnommen. Die Proben wurden bei unserer
Untersuchung dem Versuchsansatz sowohl vor als auch nach der Aufbereitung mit der
MAT und ebenso nach der Filtration durch den Leukozyten-Depletionsfilter entnommen.
Es wurden drei validierte Nachweismethoden auf Osteosarkomzellen hin gewahlt.
Unabhangig voneinander wurden die Proben untersucht. Die Sensitivitat der
Nachweismethoden priften wir in einer Verdunnungsreihe. Die Vimentinexpression und
die DNA-Analyse konnten auch bis zur Tumorzellkonzentration von 167/ml in der
Ausgangssuspension einen positiven  Osteosarkomzellnachweis liefern. Bei der
modifizierten  Klassifikation nach  Papanicolaou hingegen war bei dieser
Tumorzellkonzentration kein Tumorzellnachweis mehr méglich.

Die untere Nachweisgrenze fur Osteosarkomzellen unserer Untersuchungsmethoden war
nicht genau zu bestimmen, da nicht das gesamte Erythrozytenkonzentrat auf Tumorzellen
hin untersucht werden konnte.

Die Kapazitatsgrenze eines Leukozyten-Depletionsfilters wurde auch mit hohen
Tumorzellkonzentrationen bei uns nicht erreicht. Eine Analyse der Tumorzellen in den
Filtersystemen durch eine histologische Technik erfolgte nicht. Weiterhin ist die mdgliche
Interaktion eines gelagerten und mit Stabilisator versetzten Erythrozytenkonzentrates in
Suspension mit den Tumorzellen nicht bekannt.

In den Proben nach der Filterpassage konnten mit allen drei Nachweisverfahren keine

Tumorzellen mehr nachgewiesen werden.
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5.2 Risiken der homologen Transfusion:

Die Therapie mit einer homologen Bluttransfusion ist mit einem nicht zu unterschéatzenden
Risiko fur alle transfusionspflichtigen Patienten verbunden, insbesondere aber auch fiir
Tumorpatienten. Nach Daten von Friedmann et al. 1974 [29] erhielten unter den gesamten
hospitalisierten Patienten in den USA 4,5% Bluttransfusionen, wobei Erkrankungen an
malignen Neoplasien mit ungefdhr 20% zu den hé&ufigsten Transfusionsindikationen
zahlten. So ist der Bedarf an autologen Blutprodukten auch bei Tumoroperationen mit den
bekannten Risiken der homologen Transfusion im Hinblick auf eine Infektionsubertragung
gestiegen [3, 16, 31, 32, 33, 91]. Voroperationen und vorhergehende Transfusionen haben
bei Tumorpatienten h&ufig zu einer Sensibilisierung gefiihrt und somit das Risiko einer
Inkompatibilitdat erhéht [27]. Vor allem aber die immunsuppressiven Effekte einer
homologen Transfusion komplizieren den Krankheitsverlauf bei Patienten, die an
Malignomen erkrankt sind, wenn mit homologen Blutprodukten therapiert wird. Gerade
bei Tumorpatienten ist die Beeintrachtigung der Immunabwehr aber als kritisch flr den
Verlauf der Grunderkrankung anzusehen, denn schon  Operationen und
Allgemeinanaesthesien wirken sich messbar negativ auf die Immunabwehr aus [64].

Die Immunsuppression durch homologe Transfusionen wird kontrovers beurteilt. Schon
seit langerem ist ein positiver Effekt mit einer verlangerten Transplantatiiberlebenszeit bei
Nierentransplantationen nach homologen Bluttransfusionen bekannt [81].

Bruson et al. [15] beschreiben detailliert VVorgange, welche die Immunreaktionen nach
homologen Transfusionen beeinflussen: Die unspezifische Immunsuppression lasst sich an
einem Abfall des Quotienten der T-Helferzellen und der T-Suppressorzellen sowie an einer
Funktionseinschrankung der Granulozyten erkennen. Als Ursache fur diese Effekte wird
eine verminderte Interleukin-2-Produktion bei einer gesteigerten Prostaglandin-E2-
Synthese angenommen. Das von den T-Helferzellen produzierte Interleukin-2 ist fur viele
Vorgange bei der Immunantwort Voraussetzung. Dagegen hemmt Prostaglandin-E2 die
Antigenprésentation der Makrophagen und reduziert die Freisetzung von Interleukin-2.
Damit beeintrachtigt es die Immunantwort der Targetzellen. Zur spezifischen
Immunsuppression fiihren nachgewiesene blockierende und anti-indiotypische Antikorper,
die Gber mehrere Monate hinweg auftreten.

In einer groRen retrospektiven Studie von Agarwal et al. [1] zeigte sich eine signifikant

erhohte Infektionsrate bei den mit homologen Blutprodukten behandelten Patienten, die
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daruber hinaus noch mit der Anzahl der transfundierten Bluteinheiten korrelierte. Jensen et
al. [55] stellten in einer prospektiven Studie bei elektiven Dickdarmeingriffen eine erhéhte
Infektanfalligkeit bei den mit homologen Erythrozytenkonzentraten behandelten Patienten
fest, wéhrend Patienten, die mit leukozyten- und thrombozytenfreien Blutprodukten
versorgt wurden, sich beziglich der Infektionshaufigkeit nicht wvon Patienten
unterschieden, die nicht transfusionspflichtig waren. Ein ebenfalls erhéhtes perioperatives
Infektionsrisiko zeigte sich bei transfusionspflichtigen Patienten, die homologe
Bluttransfusionen erhielten, im Vergleich zu Patienten, die nach Eigenblutspenden mit
autologen Transfusionen versorgt wurden [43, 103]. Boileau et al. [11] beschrieben, wie
homologe Transfusionen die laborchemischen Werte der Immunfunktion negativ
beeinflussen. Patienten, die ausschlielich mit autologen Blutprodukten versorgt werden
konnten, zeigten keine Unterschiede zu einer nicht transfusionspflichtigen
Patientengruppe.

In vielen klinischen Studien wurde die vermutete Immunmodulation in Bezug auf das
Auftreten perioperativer Infektionen sowie ihre Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf
bei Tumorerkrankungen bestétigt [52, 54, 65, 69, 70, 71, 72, 75, 86, 96].

In wieweit die Immunsuppression sich auf eine klinisch relevante Beeinflussung der
korperlichen  Tumorabwehr auswirkt, ist wunklar. In mehreren retrospektiven
Untersuchungen  wurde die Frequenz von Rezidiverkrankungen und die
Funfjahresiiberlebenszeit von Patienten, die eine Fremdbluttransfusion benétigten, mit der
von nicht transfusionspflichtigen Patienten verglichen. Hierbei wird die homologe
Transfusion als ein prognostisch ungiinstiger Faktor bei Karzinomen des Rektums und bei
urologischen Karzinomen gewertet [6, 7, 18, 42].

In einer prospektiven Studie mit insgesamt 423 Patienten wurden 216 Patienten mit
homologen Blutprodukten substituiert und 207 Patienten mit autologen Transfusionen
behandelt. In dieser Untersuchung fanden Bush et al. [19] hingegen ein identisches
Auftreten von Rezidiverkrankungen und keine Unterschiede hinsichtlich der
Funfjahresiberlebenszeit.

Ubersichtsarbeiten und Metaanalysen spiegeln diese kontroversen Daten beziiglich der
Effekte von homologen Bluttransfusionen wider [6, 7, 8, 28, 80, 92, 104, 105, 110].

In einer experimentellen Untersuchung fanden Clarke et al. [22] nach homologen
Transfusionen ein haufigeres Auftreten von Metastasen, wohingegen sie kein schnelleres

Tumorwachstum nachweisen konnten. Andere experimentelle Studien lassen eine
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Immunsuppression oder ein verstarktes Tumorwachstum schon nach groleren

Blutverlusten vermuten [50, 98].

5.3 Der Einsatz der fremdblutsparenden Verfahren in der Tumorchirurgie:

Um fremdblutsparende Verfahren in der Tumorchirurgie einsetzen zu kdnnen, mussen die
speziellen Indikationen und die Besonderheiten dieser Patienten beriicksichtigt werden.

Das von W. Schleinzer und H.-H. Mehrkens beschriebene Gesamtkonzept zur
Vorgehensweise  zur  Fremdbluteinsparung  bei  Operationen als  "Autologes
Transfusionskonzept UIm" erldutert die Kombination der unterschiedlichen
fremdblutsparenden Verfahren nach Operationsarten in den unterschiedlichen Kliniken
[95]. Das Vorgehen bei Operationen an soliden Tumoren wird nicht diskutiert. Da jedoch
Operationen bei Tumorerkrankungen in einem erhéhten Mal3e auch intraoperativ zu einem
transfusionspflichtigen Zustand fiihren, ist die Mdglichkeit, fremdblutsparende Verfahren
in der Tumorchirurgie einzusetzen, von enormer Wichtigkeit. Genau sollten die einzelnen

Indikationen und Kontraindikationen bewertet werden.

Zu dem Konzept der fremdblutsparenden Verfahren =zdhlen die prdoperative
Eigenblutspende, die prdoperative Plasmapherese, die préoperative normovoldmische

Hé&maodilution sowie die intra- und postoperative maschinelle Autotransfusion.

5.3.1 Praoperative Eigenblutspendeverfahren bei Tumoroperationen:

Um den Einsatz der prdoperativen Eigenblutspendeverfahren bei Tumoroperationen
durchzufiihren, muss zum einen der praoperative Zustand der Patienten und zum anderen
die zugige Terminplanung der Operation beachtet werden. Ein mdglicher Algorithmus fir
Tumorpatienten ist an eine enge Kooperation aller Abteilungen gebunden. Bei bekannter
Operationsplanung sollte der voraussichtliche Blutverlust nach den manifesten
Erkrankungsstadien und den Klinikspezifischen Daten abgeschétzt werden konnen. Des

weiteren sind bei einem solchen Konzept einheitliche Interventionsgrenzen im Hinblick
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auf den einzelnen Patienten und die Therapieziele durch alle an der Behandlung beteiligten
Arzte zu diskutieren [59, 62, 99].

Eigenblutspendeprogramme werden jedoch wegen des drdngenden Operationstermins,
wegen des haufig eingeschrankten Allgemeinzustandes und aufgrund bestehender
Kontraindikationen, wie z.B. einer Tumoranamie, nicht regelmaRig bei Patienten vor
Operationen solider Tumore angewandt [68].

Harrison et al. [40] versuchten bei Patienten mit Tumoren des Kolons und des Rektums
praoperative Eigenblutspenden durchzufiihren, um den Fremdblutbedarf zu reduzieren.
Von 129 Patienten mussten bei dieser Untersuchung 101 von der Eigenblutspende jedoch
schon ausgeschlossen werden. Der Ausschluss erfolgte am héufigsten aufgrund einer
Andmie bei ischamischer Herzerkrankung. Bei 17 Patienten konnte aufgrund von
administrativen Problemen keine Spende durchgefiihrt werden. Es wird auf den grof3en
organisatorische Aufwand bei Patienten hingewiesen, die einerseits auf den
baldmdglichsten Operationstermin warten, andererseits aber nur zu 25% effektiv
spendetauglich sind. Lediglich 30% der Patienten konnten hier ausschlieflich mit
Eigenblut versorgt werden. 50% der Eigenblutkonserven wurden jedoch nicht benétigt und
mussten verworfen werden. Die ungenigende Kalkulation des Blutverlustes und die
dadurch unsicheren Aussagen zum Transfusionsbedarf stellen das Problem einer effektiven
Eigenblutspende dar. Jaffray indizierte eine Zuordnung jeder Operationsart, auch
Operationen an Neoplasien, einer moglicher Eigenblutspende [53].

In einer prospektiven Studie flihrten Heiss et al. [44] Tumorpatienten einem
Eigenblutspendeprogramm zu. Aus einem Kollektiv von 520 Patienten waren 120
Patienten laut Protokoll spendefahig, also 23%. Diese wurden in eine Eigenblutgruppe und
in eine Kontrollgruppe randomisiert. In diesem Programm wurden den
Eigenblutspendepatienten je 2 Einheiten Blut am 10. und am 7. prdoperativen Tag
entnommen. Patientendaten, Erkrankungsstadien und Operationsverfahren zeigten keine
Unterschiede. In der Eigenblutgruppe kam es zu einem haufigeren Transfusionsbedarf,
doch waren bei diesen Patienten signifikant weniger postoperative infektiGse
Komplikationen zu beobachten, 12% in der Eigenblutgruppe versus 27% in der
Kontrollgruppe. Es war bei 9% der Eigenblutpatienten keine Transfusion erforderlich, in
der Kontrollgruppe bendtigten 40% keine Transfusion. In der Eigenblutgruppe benétigten
35% der Patienten zuséatzlich auch homologe Erythrozytenkonzentrate. Die Auswirkungen

der Transfusionen auf die Tumorerkrankung konnten nicht schliissig beantwortet werden,
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jedoch beschrieben Heiss et al. einen Trend zu einer verlangerten tumorfreien
Uberlebenszeit. In einer weiteren Studie von Hoynck van Papendrecht et al. benétigten die
Patienten, die in ein Eigenblutspendeprogramm aufgenommen waren, nur noch zu 15%
homologe Blutprodukte [51]. Eine weitere Ausdehnung des préoperativen Zeitraumes zur
moglichen VergroRerung des autologen Blutvorrates lehnen die Autoren aber vor allem mit

Riicksicht auf die psychische Belastung der Tumorpatienten ab.

5.3.2 Maschinelle Autotransfusion in der Tumorchirurgie:

Der Vorteil der maschinellen Autotransfusion liegt in der Verfigbarkeit solcher Geréte
praktisch in allen Operationsbereichen. Bei der maschinellen Autotransfusion wird primar
mit Operationsbeginn das mittels einer Doppellumensaugleitung antikoagulierte Wundblut
in das Reservoir des Autotransfusionssystems gesammelt. Alternativ kann bei Operationen
das Wundblut auch in einen sterilen Auffangbehélter gesammelt werden. Die maschinelle
Autotransfusion wird dann erst bei Erreichen des Mindestvolumens zur Aufbereitung eines
Systems eingesetzt und das antikoagulierte Wundblut steril in das Autotransfusionssystem
uberfuhrt. Dem aktuellen Blutverlust kann jederzeit Rechnung getragen werden und
Waundblut nach Vorbereitung des Systems aufbereitet werden. Im heutigen Routineeinsatz
befinden sich fast ausschlieBlich Geréte, die eine Zentrifugation, einen Waschvorgang und
einen  Konzentrationsvorgang manuell  oder automatisch  ermdglichen.  Der
Aufbereitungsprozess beginnt mit einer Passage eines Grobfilters (200 um Porengrof3e) im
Reservoirbehalter, in dem Gewebereste und Blutkoagel abfiltriert werden. AnschlieRend
werden in der Zentrifugenglocke aus jeweils ungefédhr einem Liter Wundblut die
Erythrozyten nach dem Prinzip der Differentialzentrifugation abgetrennt. Nach einem
Waschvorgang mit isotonischer Kochsalzlésung kdénnen die Erythrozyten durch
Zentrifugation nochmals konzentriert werden und stehen nach Uberfilhrung in einen
Einmalbeutel zur Retransfusion zur  Verfligung. Die Herstellung eines
Erythrozytenkonzentrates benotigt etwa einen Zeitraum von funf Minuten. Wéhrenddessen
kann durch die Absaugeinheit kontinuierlich weiteres Wundblut gesammelt werden. Bei
den aufbereiteten Erythrozyten ist eine gute Uberlebensfihigkeit und eine gute Funktion

nachgewiesen worden [84].
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Studien zur Qualitdt der mit der maschinellen Autotransfusion aufbereiteten
Erythrozytenkonzentrate belegen eine Elimination von bedenklichen Mengen an
Antikoagulans, Zelldetritus, freiem Hamoglobin und auch an Antibiotika [74, 76, 83]. Die
Elimination von korpereigenem entemulgiertem Fett gilt als schwierig. Es wird versucht,
mittels Mikrofiltration die Fettpartikel zu entfernen. Da die GrdRenordnung der
Fettpartikel in einen Bereich von bis zu 5um liegt, ist dies nicht vollstandig mdglich. Erst
eine neue Generation von Autotransfusionssystemen mit einem kontinuierlichen Wasch-
und Separationsvorgang zeigten hier bei orthopéadischen Operationen bessere Ergebnisse
[12].

Der Einsatz der intra- oder postoperativen maschinellen Autotransfusion kann eine
deutliche Einsparung an Fremdblut ermdéglichen. Dies kann mit geringem Aufwand
routinemaRig und vor allem blutverlustabhéngig geschehen. So hat sich dieses Verfahren
vor allem bei orthopédischen, herzchirurgischen und geféRchirurgischen Eingriffen
etabliert [5, 85]. Bei Operationen in infizierten Wundgebieten jedoch oder bei
abdominalchirurgischen Eingriffen, hier insbesondere bei der Colonchirurgie, wird
regelmaRig eine bakterielle Kontamination des Wundblutes nachgewiesen. Durch die
maschinelle Autotransfusion wird das gesammelte Wundblut von einer bakteriellen
Kontamination nicht gereinigt und deshalb besteht eine Kontraindikation fiir den Einsatz

der maschinellen Autotransfusion bei allen septischen Eingriffen [26, 48, 56, 73].

Die maschinelle Autotransfusion wurde trotz moglicher Tumorzellkontamination auch in
Klinischen Studien in der Tumorchirurgie eingesetzt [41, 60, 61, 89, 111]. In diesen
Studien wurde den Patienten das maschinell aufbereitete Blut aus dem Operationsgebiet
von Operationen bei urologischen Tumoren und bei Lebertumoren retransfundiert.
Postoperativ. wurden  die  Patienten im  Rahmen einer vierteljahrlichen
Nachsorgeuntersuchung beobachtet. Diese Autoren fanden im Vergleich zu homologen
Bluttransfusionen bei ihren Patientengruppen gleiche Raten an Rezidiverkrankungen und
keine erniedrigten Uberlebenszeiten. Hieraus schlossen die Autoren, dass die maschinelle
Autotransfusion auch bei Tumoroperationen eingesetzt werden kann. Das schwerwiegende
Risiko einer Tumorzellverschleppung kann mit diesen Studien jedoch nicht hinreichend
widerlegt werden.

Es besteht eine absolute Kontraindikation fir die maschinelle Autotransfusion bei

tumorchirurgischen Eingriffen, da hier die Gefahr einer systemischen Tumorzellaussaat
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besteht, wenn die Tumorzellen aus dem Wundblut nicht sicher eliminiert werden kdnnen
[2, 25].

Diese Kontraindikation leitet sich aus dem Nachweis von Tumorzellen in dem Wundblut
im Rahmen der Tumorchirurgie ab. Nachdem Yaw 1975 von Tumorzellen im Wundblut
bei der Operation eines fortgeschrittenen Bronchialkarzinoms berichtet hatte, wurde der
Einsatz der maschinellen Autotransfusion in der Tumorchirurgie wegen der moéglichen
Dissemination von Tumorzellen abgelehnt [109]. Er demonstrierte den Fall eines an einem
fortgeschrittenen Bronchialkarzinom mit persistierender Hamoptoe erkrankten Mannes,
dessen Wundblut wahrend der Thorakotomie gesammelt wurde. In der anschlieRenden
zytologischen Untersuchung wurden sowohl vor als auch nach der Passage durch ein
Autotransfusionsgerat Tumorzellen sicher identifiziert.

Hansen et al. fanden bei quantitativen Untersuchungen mittels spezifischer
Dichtezentrifugation und Zytozentrifugation Tumorzellen im Wundblut bei 57 von 61
Patienten. Diese Patienten wurden an abdominellen, orthopédischen, urologischen und
gynékologischen Tumoren und an Malignomen im Kopf- und Halsbereich operiert. Die
Konzentrationen der nachgewiesenen Tumorzellen im gesammelten Wundblut lagen bei
60/100ml bis 4000 Tumorzellen/ml. Es fand sich keine Korrelation zum gesamten
Blutverlust, der zwischen 50 und 3000 ml lag. Bei 26% der Patienten waren intraoperativ
auch im zentralventsen Blut zirkulierende Tumorzellen mit einer Anzahl von bis zu 12
Tumorzellen pro 20 ml nachweisbar [38].

Die oben genannten Tumorzellkonzentrationen im Wundblut waren mitbestimmend fir die
Konzentrationen der Osteosarkomzellen in der Ausgangssuspension unserer Untersuchung.
Eine mdogliche Elimination der Tumorzellen im Wundblut wahrend der maschinellen
Autotransfusion wurde auch quantitativ untersucht. Homann et al. fanden nach flinffacher
Passage von Tumorzellsuspensionen aus Zellkulturen durch ein Autotransfusionsgerat eine
Reduktion der anfanglichen Tumorzellen um 97% [49]. Diese malignen Zellen waren
oftmals in ihrer Vitalitat gemindert, aber doch in der Lage, sich zu teilen und Metastasen
zu bilden.

Weitere in vitro-Untersuchungen zur Tumorzellelimination durch die maschinelle
Autotransfusion mit radioaktiv markierten Tumorzellen zeigten lediglich reduzierte
Aktivitditen in dem aufbereiteten Blut. Diese Ergebnisse implizieren ebenfalls eine
Tumorzellkontamination des aufbereiteten Blutes [23, 46].

Eine weitere  Arbeitsgruppe konnte durch den Einsatz eines speziellen
Autotransfusionsgerates mit Dichtezentrifugation bei einer Ruckhalterate von 50%
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ebenfalls nicht alle Tumorzellen entfernen. Die Autoren fanden einen hohen Anteil an
morphologisch geschadigten Tumorzellen und diskutierten ebenfalls die Gefahr einer
Tumorzellverschleppung [57]. Diese Ergebnisse mit nachweisbaren Tumorzellen im

maschinell aufbereiteten Blut bestétigen alle die Kontraindikation zur Retransfusion.

5.3.3 Elimination von Tumorzellen durch die maschinelle Autotransfusion mit

Bestrahlung des Erythrozytenkonzentrates:

Hansen et al. [37] versuchten durch die Bestrahlung der mittels maschineller
Autotransfusion aus dem  Wundblut von  Tumoroperationen  gewonnenen
Erythrozytenkonzentrate alle Tumorzellen zu inaktivieren. Die Messung der
Strahlenempfindlichkeit von Tumorzellen ergab Werte zwischen 1 und 2 Gray. Als
geeignetes Verfahren nannten die Verfasser eine Bestrahlung des aufbereiteten und
filtrierten Blutes mit 50 Gray durch ein Blutbestrahlungsgerat. Diese Dosis soll ausreichen,
die Koloniebildungsrate um mindestens 9 Zehnerpotenzen zu reduzieren, so dass bei 10’
Zellen mit Sicherheit keine Teilungsaktivitat der Tumorzellen mehr vorhanden ware [20].

Die Bestrahlung von Blutbestandteilen wird schon seit langerem in der klinischen Routine
zur Vermeidung einer Graft-versus-Host Erkrankung eingesetzt. Die kernlosen
Erythrozyten werden bei einer Dosis von 50 Gray nicht geschédigt. Nach einer
Bestrahlung von Blutkonserven ist lediglich ein Anstieg der extrazelluldren
Kaliumkonzentration beobachtet worden [94]. Bei diesem Vorgang handelt es sich um ein
reversibles Geschehen, welches nur kleine Schwankungen zeigt und nur bei Neugeborenen
von Klinischer Relevanz ist [14, 24]. Als Therapieempfehlung zur Retransfusion von
aufbereitetem Wundblut bei tumorchirurgischen Eingriffen geben die Autoren bei allen
Tumorarten diese VVorgehensweise an [39]. Als Voraussetzung fur dieses Verfahren muss
die Infrastruktur zur Blutbestrahlung geschaffen und unterhalten werden. Wenn keine
separate Blutbestrahlungseinheit zur Verfligung steht, muss mit einer Strahlenklinik die
Logistik vereinbart werden. Die Zeitspanne bis zur Retransfusion ist lang, insbesondere
wenn das aufbereitete Erythrozytenkonzentrat zu einer externen Bestrahlungseinheit
gebracht werden muss. Ein akuter Blutverlust lasst sich bei dieser Methode nicht
ausgleichen. Die Gefahr einer mdglichen Verwechslung des Erythrozytenkonzentrates

sowie hoher materieller und personeller Aufwand grenzen dieses VVorgehen ein.

30



5.3.4 Elimination von Tumorzellen durch den Einsatz von Porenfiltern:

Im Rahmen von weiteren klinischen Untersuchungen wurde versucht, Tumorzellen durch
Porenfilter zu eliminieren. Klimberg et al. untersuchten Patienten mit urologischen
Tumoren, bei denen das maschinell aufbereitete Wundblut nach der Filtration durch einen
Filter mit einer PorengroBe von 24 um retransfundiert wurde. Sie fanden im Vergleich mit
Daten aus der Literatur, in denen solche Patienten mit homologen Blutprodukten behandelt
wurden, vergleichbare Krankheitsverlaufe [61]. Fujimoto et al. untersuchten 52 Patienten
nach Resektion von hepatozelluldren Karzinomen, die mit Eigenblut und maschinell
aufbereitetem und filtriertem Wundblut transfundiert wurden. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Rezidivrate und bei der Uberlebensrate im Vergleich zu
den 50 Patienten der Kontrollgruppe [30]. Fujimoto relativiert die moégliche Gefahr der
Retransfusion von Tumorzellen, da zirkulierende Tumorzellen haufig nachgewiesen
werden und hohe Zellzahlen nétig sind, um eine Metastase zu induzieren.

Auch Hart et al. filtrierten das maschinell aufbereitete Wundblut bei Operationen zur
radikalen Zystektomie bei Blasenkarzinomen durch einen Porenfilter mit einer PorengrofRe
von 20 um, bevor sie es transfundierten. Im Mittel wurden 492 ml maschinell aufbereitetes
Blut transfundiert. Sie kamen aufgrund von Nachbeobachtungen zu dem Schluss, dass die
maschinelle Autotransfusion in diesem Bereich relativ sicher eingesetzt werden kann . Eine
diffuse Metastasierung wurde in den 33 beschriebenen Verldufen nicht beobachtet und die
Krankheitsverldufe unterschieden sich nicht von denen ihrer anderen Patienten [41].
Harrison et al. haben darauf hingewiesen, dass ausgehend von einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von etwa 40% eine Studie mindestens 1000 Patienten umfassen miisste, um
eine Veranderung der Uberlebensrate um 10% mit statistischer Signifikanz nachweisen zu
konnen. Bei anderen Transfusionsrisiken mit einer Risikorate von 1:40000, wie zum
Beispiel bei der Hepatitis B, ware es unverstandlich, ein Metastasierungsrisiko von 1:100
nicht ernst zu nehmen [40]. Die Unbedenklichkeit dieser Therapie mit aufbereitetem
Wundblut kann bei den Fallzahlen dieser Studien wund der beschrankten
Nachbeobachtungszeiten nicht tbernommen werden.

Die mogliche Elimination von Tumorzellen durch Porenfilter ist kritisch zu sehen. Bei
einer mittleren Porengrofe, die auch nur anndhernd im GroRenbereich der Tumorzellen
liegt, ist bei vitalen und deformierbaren Tumorzellen keine sichere Separation zu
erreichen. Miller et al. [78] haben mikroskopisch Tumorzellen nach der Filtration mit

einem Porenfilter von 40 um nachweisen konnen. In Vorversuchen zeigte sich, dass sich
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auch Osteosarkomzellen mit einer GroRe von 12 — 19 um sich nicht durch einen Filter mit

einer Porengrof3e von 10 um abtrennen lassen [79].

5.3.5.1 Elimination von Tumorzellen durch den Einsatz von

Leukozyten-Depletionsfiltern:

Obwohl Leukozyten-Depletionsfilter bezuglich ihres eigentlichen Einsatzgebietes keine
komplette Elimination der weilRen Blutkdrperchen, sondern lediglich eine definierte
Reduktion in der GroRenordnung von 3 bis 4 Zehnerpotenzen bewirken [47, 90], wurden
diese Filter von mehreren Arbeitsgruppen zur Elimination von Tumorzellen geprift [35,
78, 87, 107]. Hierbei wurden fast ausschliefflich Tumore epithelialer Herkunft untersucht,
so dass Uber die Eliminationsleistung dieser Filter bei mesenchymalen Tumoren nur

sparliche Informationen vorliegen.

Miller et al. [78] erorterten in einer Arbeit aus dem Jahre 1991 die Mdglichkeit der
Separation einer definierten Anzahl von Tumorzellen aus den Zellkulturen eines
Lungenkarzinoms (SKBr3), eines Kolonkarzinoms (COLO 320), eines Burkitt Lymphoms
(Daudi) und eines Erythroblastoms (K562). Nach der Inokulation mit Vollblut und der
Aufbereitung mit  einem  Autotransfusionsgerdt ~ wurden die  gewonnenen
Erythrozytenkonzentrate und der Zentrifugationsabwurf samt der Spulflissigkeit
untersucht. Es wurden Zentrifugate aus jeweils 50-ml-Proben hergestellt. Diese wurden
mittels Mikroskop und Zellkultur auf Tumorzellen hin untersucht. Das mit den
Bronchialkarzinomzellen und Kolonkarzinomzellen versetzte Blut wurde im Anschluss
durch einen Porenfilter mit einer PorengrélRe von 40 um (SQ40S) und in einer anderen
Versuchsreihe durch einen Leukozyten-Depletionsfilter (RC100) gefiltert. Beide
Nachweisverfahren zeigten bei allen aufbereiteten Erythrozytenkonzentraten vor und nach
der Passage des Porenfilters positive Ergebnisse. Der Nachweis von Tumorzellen gelang
jedoch nicht bei den durch Leukozyten-Depletionsfiltern gefilterten Blutprodukten.

Mit einer ahnlichen Versuchsanordnung und einer radioaktiven Markierungstechnik
konnten Wiesel et al. [106] bei urologischen Tumorzellen aus Zellkulturen nur noch eine
Restaktivitat in Hohe der Hintergrundstrahlung nachweisen. Sie schlossen daraus auf eine

vollstdndige Tumorzellelimination. In einer klinischen Untersuchung dieser Autoren
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wurden in Blutproben aus einem zentralen Venenkatheter sowohl préoperativ als auch
postoperativ. mittels Zellkulturen, Immunfluoreszenzfarbung sowie Nachweis auf
Prostataspezifisches Antigen in allen 22 beobachteten Féllen Tumorzellen nachgewiesen.
Dagegen waren im maschinell aufbereiteten und anschlieBend durch einen
Leukozyten-Depletionsfilter filtrierten Wundblut nur noch in einem der beobachteten Falle

Tumorzellen nachzuweisen.

5.3.5.2 Elimination von Osteosarkomzellen:

In der vorliegenden in vitro-Studie galt es, die Frage zu klaren, ob es mdglich ist,
angezichtete Osteosarkomzellen in Suspension mit einem Erythrozytenkonzentrat und
einer  kristalloiden LOosung mittels maschineller  Autotransfusion und eines
nachgeschalteten Leukozyten-Depletionsfilters zu eliminieren. Die Versuchsanordnung
wurde in dieser Form gewahlt, um sie in der Klinik bei Operationen an Osteosarkomen
nachstellen zu kdnnen. Auch dort wiirde Wundblut in dem Reservoir oder in einem sterilen
Auffangbehélter zusammen mit einem Antikoagulans und einer kristalloiden L&sung
primar gesammelt. Auf die Zugabe von Heparin und anderen im Wundblut sicher
vorhandenen Partikel wurde im Versuchsansatz verzichtet.

Mit den von uns verwendeten Nachweismethoden liel3en sich nach der Filterpassage keine
Osteosarkomzellen mehr nachweisen.

In allen Proben aus den maschinell aufbereiteten Bluteinheiten liel3en sich vor Passage der
Leukozyten-Depletionsfilter Osteosarkomzellen nachweisen. Erst die Passage durch den
Filter bewirkte eine Tumorzellelimination, nicht jedoch die alleinige Wiederaufarbeitung
im Autotransfusionsgerat mit dem Zentrifugations- und Waschvorgang [79]. Die
Versuchsergebnisse  bestatigen in  diesem Punkt die Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen [23, 78].

Im Vergleich mit den in der Literatur angegebenen Tumorzellkonzentrationen im
Wundblut liegen dort die Zahlen im Bereich von 0,2 bis 4000/ml. In unseren
Versuchsreihen eins bis finf finden sich sogar 2,5fach hohere Osteosarkomzell-
konzentrationen, wéhrend in den Versuchsansdtzen sechs bis acht Konzentrationen

vorliegen, die in dem aus der Literatur bekannten Bereich liegen.
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Obwohl in der vorliegenden Untersuchung mit drei unabh&ngigen Nachweisverfahren
keine Tumorzellen im filtrierten Blut nachgewiesen werden konnten, muss bei der
Beurteilung der Ergebnisse beriicksichtigt werden, dass Tumorzellen aus Zellkulturen an
kinstliche Oberflachen gewohnt sind und ein besonderes Adhésionsverhalten gegenuber
Leukozyten-Depletionsfilter besitzen kénnen [93]. Ob ein mesenchymaler Tumor auch ein
anderes Adhasionsverhalten an Adsorptionsfiltern hat, ist bisher nicht bekannt.

Auch war es uns in diesem Versuchsaufbau nicht méglich, den genauen Grenzwert unserer
Nachweismethoden fir Osteosarkomzellen zu bestimmen. Eine unbekannte GroRe ist
weiterhin die maoglicherweise endliche Kapazitdt fir Osteosarkomzellen, die ein
Leukozyten-Depletionsfilter dieser Bauart eliminieren kann. Diese Kapazitatsgrenze wurde
auch mit hohen Osteosarkomzellkonzentrationen in unseren Untersuchungen bei
einmaliger Verwendung der Filter nicht erreicht.

Diese Resultate mit einer kompletten Elimination der Osteosarkomzellen aus dem
aufbereiteten Wundblut stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen von Hansen et al., die
ihre Versuche aber mit Tumorzellen epithelialer Herkunft durchfuhrten [35]. Diese
Arbeitsgruppe trennte Tumorzellen aus dem Wundblut von transfusionsrelevanten
tumorchirurgischen Eingriffen ab. Die Trennung der Tumorzellen und Blutzellen erfolgte
aufgrund ihres unterschiedlichen spezifischen Gewichtes durch die Dichtezentrifugation
nach der Herstellung des Erythrozytenkonzentrates durch die maschinelle Autotransfusion.
Dabei sedimentieren die Partikel oder Zellen in einem Medium zunehmender Dichte so
weit, bis sie die gleiche spezifische Dichte wie das Medium an diesem Ort haben. Fir eine
Optimierung der Trennmethode wurde die spezifische Dichte fir jede Tumorzellart in
einem kontinuierlichen Gradienten bestimmt und der Einstufengradient nach diesem
Ergebnis ausgerichtet. Voraussetzung flr eine solche Dichtezentrifugation muss ein
homogener Tumor sein, wie er in Zellkulturen vorkommt. Ob diese Methode auch auf
Tumorzellen und Tumorzellkonglomerate aus Operationen angewendet werden kann,
bleibt unklar. Nach Abtrennung der Tumorzellen wurde die Suspension mittels
Zytozentrifugation angereichert. Die Arbeitsgruppe um Hansen untersuchte in Portionen
von jeweils 50ml das gesamte Wundblut und auch das ganze Erythrozytenkonzentrat nach
der Aufbereitung mit der maschinellen Autotransfusion. Die von den Autoren angegebene
Nachweisgrenze lag bei 10 Tumorzellen pro 500ml Blut. Somit war es dieser
Arbeitsgruppe mdoglich, die Rickhalteraten unterschiedlicher Leukozyten-Depletionsfilter
fir die Tumorzellen zu bestimmen. Sie untersuchten Zellen aus etablierten Zelllinien

(Urothel-, Ovarial-, Melanom-, Prostata-, Mamma- und Kolonkarzinom), aus
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Primarkulturen von im Wundblut vorhandenen Tumorzellen (Magen- und
Ovarialkarzinom), aus soliden Tumoren (Schilddriisen-, Magen-, Kolon-, Rektum-,
Nierenzell-, Prostata-, Ovarial- und Endometriumskarzinom und eines Melanoms) sowie
auch Zellen aus dem Wundblut selbst. In 53 der 55 Falle konnten im Wundblut, das ein
Volumen zwischen 100-3000 ml hatte, Tumorzellen in einer Anzahl von 10 bis 10’
bestimmt werden.

Die Rickhalterate der Leukozyten-Depletionsfilter bei Tumorzellen aus etablierten
Zelllinien lag im Median etwa bei 4 Zehnerpotenzen, fir Tumorzellen aus Priméarkulturen
von Wundblut lag der Median der Rickhalterate bei etwa 3 und fir Zellen aus
Primarkulturen war der Median der Rickhalterate ebenfalls bei etwa 3 Zehnerpotenzen.
Zwischen den verschiedenen Leukozyten-Depletionsfiltern konnte kein signifikanter
Unterschied bezuglich der Eliminationsleistung fur Tumorzellen festgestellt werden. Die
im filtrierten Wundblut nachgewiesenen Tumorzellen waren vital, teilungsfahig und in der
Lage, im Tiermodell Tumore zu bilden. Eine vollstandige Elimination der Tumorzellen
war in der genannten Studie nicht immer maoglich, es erfolgte lediglich eine definierte

Reduktion durch die Passage des Leukozyten-Depletionsfilters [39].

Unsere Untersuchungen deuten darauf hin, dass eine hinreichende Absicherung gegen eine
Tumorzellkontamination erreicht wird, wenn gesammeltes und antikoaguliertes Wundblut
aus Operationen eines Osteosarkoms mit maschineller Autotransfusion aufbereitet und mit
einem Leukozyten-Depletionsfilter gefiltert wird. Die Vorteile gegenuber der
Blutbestrahlung von aufbereitetem Wundblut ist die Unabhangigkeit von einer
Blutbestrahlungseinheit oder einer Strahlenklinik. Die Filtration ist eigenhandig vom
behandelnden Arzt ohne hohen technischen Aufwand durchfiihrbar. Es bedarf keiner
groRen Logistik bei der Zusammenarbeit mehrerer Institute und des geplanten
Bluttransports. Die Risiken einer Fehltransfusion sind geringer, da die Filtration bettseitig
geschehen kann. Auch besteht bei Notfalltransfusionen oder bei Versorgungsproblemen
mit Erythrozytenkonzentraten die Mdoglichkeit, kurzfristig den Patienten mit einem
autologen Blutprodukt zu versorgen. Der materielle Aufwand bezuglich Lagerung und
Kosten ist durch den Einsatz eines weiteren Filtersystems vergleichsweise gering.
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5.4 Schlussfolgerung:

Obwohl in der vorliegenden Untersuchung mit drei unabh&ngigen Nachweisverfahren
keine Tumorzellen im maschinell aufbereiteten und anschlieBend filtrierten Blut
nachgewiesen werden konnten, muss bei der Beurteilung der Ergebnisse berlicksichtigt
werden, dass Tumorzellen aus Zellkulturen ein besonderes Adhdsionsverhalten gegentiber
kinstlichen Oberflachen besitzen kénnen. Hansen et al. haben die Trenneigenschaft der
Leukozyten-Depletionsfilter fir Karzinomzellen aus dem Wundblut sowie aus soliden
Tumoren untersucht [35]. Sie fanden mit einer Reduktionsrate von etwa 4 Zehnerpotenzen
gegenuber einer Reduktionsrate von 3 Zehnerpotenzen eine hohere durchschnittliche
Riickhalterate fur Tumorzellen aus kultivierten Zelllinien gegentiber Tumorzellen aus
Wundblut. Allerdings kdnnte die potentielle Filterpassage zu einer Selektion besonders
vitaler Tumorzellen fiihren. Sato et al. haben dies in tierexperimentellen Untersuchungen
fur Porenfilter nachweisen kénnen [93].

Die Filtration von aufbereitetem Wundblut durch einen Leukozyten-Depletionsfilter ist
eine technisch einfach durchzufuhrende, kostengiinstige Malinahme. Es besteht keine
Abhangigkeit von Blutbestrahlungseinheiten, die Durchfilhrung ist mit keinem grofRRen
organisatorischen Aufwand verbunden. Der Zeitaufwand zur Durchfihrung der
Transfusion ist im Vergleich zur Blutbestrahlung geringer und die Risiken einer
Fehltransfusion sind minimiert, da alle MaRnahmen Dbettseitig durchgefiihrt werden
konnen. Im Rahmen von  Notfalltransfusionen,  Massivtransfusionen  und
Versorgungsproblemen ist die Transfusion von MAT-Blut nach Filtration mit Leukozyten-
Depletionsfilter eine praktikable Therapie bei Operationen von Osteosarkomen. Die
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung deuten darauf hin, dass eine hinreichende
Absicherung beziiglich einer Tumorzellaussaat besteht und im Sinne eines Heilversuchs in

einer Notfallsituation auch so verfahren werden kann.
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6 Zusammenfassung:

Fragestellung: Der Einsatz der maschinellen Autotransfusion (MAT) wird in der
Tumorchirurgie wegen der Gefahr einer systemischen Tumorzellaussaat als kontraindiziert
angesehen. Diese in vitro-Studie untersuchte, ob die MAT in Verbindung mit einem
handelsiiblichen Leukozyten-Depletionsfilter in der Lage ist, Osteosarkomzellen aus einer

Suspension mit einem Erythrozytenkonzentrat zu eliminieren.

Material und Methoden: Eine definierte Menge aus Zellkulturen angezichteter
Osteosarkomzellen wurde jeweils mit einem Erythrozytenkonzentrat und Ringerlésung
vermischt. Diese Versuchsansétze wurden mit einem maschinellen Autotransfusionssystem
aufbereitet und anschlieBend durch einen handelstblichen Leukozyten-Depletionsfilter
gefiltert. Standardisierte Proben aus dem Versuchsansatz wurden sowohl vor als auch nach
der Passage des Filters mittels Papanicolaou-Klassifikation, immunzytochemischem
Nachweis (Vimentinexpression) und mit der DNA-Analyse auf Osteosarkomzellen hin

untersucht.

Ergebnisse: Nach der maschinellen Aufbereitung im Autotransfusionsgerat und der
Passage des Leukozyten-Depletionsfilters konnten mit den drei verwendeten
Nachweisverfahren keine Osteosarkomzellen mehr in den Probenansatzen nachgewiesen
werden. Im Gegensatz hierzu wurden durch die alleinige Aufbereitung im
Autotransfusionsgerdt die Osteosarkomzellen nur unzureichend eliminiert. Die DNA-
Analyse erwies sich im Vergleich zur Papanicolaou-Klassifikation und zur

Immunzytochemie als das sensiblere Nachweisverfahren fiir Osteosarkomzellen.

Schlussfolgerung: Obwohl mit den verwendeten Nachweisverfahren keine Tumorzellen
im filtrierten Blut mehr nachgewiesen werden konnten, muss bei der Beurteilung der
Eliminationsleistung des Leukozyten-Depletionsfilters beriicksichtigt werden, dass diese

Filter in ihrem eigentlichen Einsatzgebiet lediglich eine definierte Zellreduktion bewirken.
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Dartiber hinaus kdnnen Tumorzellen aus Zellkulturen ein besonderes Adhdasionsverhalten
gegeniber kunstlichen Oberflachen aufweisen.

Die Filtration von aufbereitetem Wundblut durch einen Leukozyten-Depletionsfilter ist
eine technisch einfach durchzufiihrende MaRnahme. Es besteht keine Abh&ngigkeit zu
Blutbestrahlungseinheiten, die Durchfuhrung ist mit keinem grof3en organisatorischen
Aufwand verbunden, der Zeitaufwand fir die Herstellung der Transfusion ist gering und
die Risiken einer Fehltransfusion sind minimiert, da alle MaRnahmen bettseitig
durchgefuhrt werden kdnnen. Im Rahmen von Notfalltransfusionen, Massivtransfusionen
und Versorgungsproblemen ist die Transfusion von MAT-Blut nach Filtration mit
Leukozyten-Depletionsfilter  eine  praktikable Therapie bei  Operationen von
Osteosarkomen. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung deuten darauf hin, dass
eine hinreichende Absicherung beztglich einer méglichen Tumorzellaussaat besteht und
im Sinne eines Heilversuchs in einer Notfallsituation auch so verfahren werden kann.
Solange das genaue Verhalten von Osteosarkomzellen aus Wundblut bei Operationen zur
Resektion von Osteosarkomen nicht sicher beurteilt werden kann und fiir den Einsatz der
maschinellen Autotransfusion eine komplette Elimination von Tumorzellen gefordert
werden muss, ist bisher aber keine Therapieempfehlung zur Retransfusion des

aufbereiteten Wundblutes zu geben.
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8 Abbildungen und Tabellen:

Bild 1: Osteosarkomzellen geféarbt nach Hdmatoxylin-Eosin und nach Pappenheim
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Bild 2: Osteosarkomzellen immunzytochemische Vimentinexpression

-

- 1
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Bild 3: Osteosarkomzellen gefarbt nach Feulgen
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Abbildung 2: benigne Zellsuspension (durchgezogene Linie) und drei maligne

Zellsuspensionen (gestrichelte Linien) nach Koss et al.[63]

Héaufigkeitsverteilung

DNA-Gehalt der Zellen
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Abbildung 3: Diagramm einer DNA-Analyse einer Fibroblastenzellsuspension

Zellzahl (n)
[8)]

O T T T T T T T T T
2c 4c 6¢c 8c 10c

Exstinktionswerte (c)

Abbildung 4: Diagramm einer DNA-Analyse einer Zellsuspension mit Osteosarkomzellen

Zellzahl (n)
a1

Exstinktionswerte (c)
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Tabelle 4: Papanicolaou-Klassifikation (PAP) und Immunzytochemie:

PAP-Klassifikation:
Normale Zellen (PAP 1), regelwidrige Zellen ohne Tumorverdacht (PAP 2), verdéchtige
Zellen (PAP 3), stark verdachtige Zellen (PAP 4), maligne Zellen (PAP 5).

Immunzytochemie (Vimentinexpression):

Stark positiv (+++), positiv (++), schwach positiv (+), negativ (-).

Nr.: | Messzeitpunkt: Tumorzell- | PAP- Vimentin-
konzentrati | Klassifikation: |expression:
on:

la Ansatz (a) 10000/ml |5 ++

1b | Vor Leuk.-Filter (b) 5 +

1c Nach Leuk.-Filter (c) 1 -

2a Ansatz (a) 10000/ml |5 ++

2b | vor Leuk.-Filter (b) 5 +

2C nach Leuk.-Filter (c) 1 -

3a Ansatz (a) 10000/ml |5 +

3b  |vor Leuk.-Filter (b) 1 +

3c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

4a Ansatz (a) 10000/ml |5 +

4b vor Leuk.-Filter (b) 5 +

4c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

5a Ansatz (a) 10000/ml |5 ++

5b  |vor Leuk.-Filter (b) 5 +

5c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

6a Ansatz (a) 7111/ml 5 ++

6b vor Leuk.-Filter (b) 5 +

6c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

7a Ansatz (a) 1667/ml 5 +

7b | vor Leuk.-Filter (b) 5 ++

7c nach Leuk.-Filter (c) 1 -

8a Ansatz (a) 167/ml 1 +

8b  |vor Leuk.-Filter (b) 1 -

8c nach Leuk.-Filter (c) 1 -
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Tabelle 5: DNA-Analyse der Zytospinpraparate:

Absolutwert DNA beinhaltender Zellen (Anzahl kernhaltiger Zellen),

Absolutwert eindeutig hypertetraploider Zellen (Anzahl hypertetraploider Zellen)

Nr.: | Messzeitpunkt: Tumorzell- Anzahl kernhaltiger | Anzahl
konzentration: | Zellen (k) hypertetraploider
Zellen (h)
la |Ansatz (a) 10000/ml 27 4
1b | vor Leuk.-Filter (b) 35 4
1c |nach Leuk.-Filter (c) 0 0
2a | Ansatz (a) 10000/ml 27 1
2b | vor Leuk.-Filter (b) 12 0
2c  |nach Leuk.-Filter (c) 0 0
3a |Ansatz (a) 10000/ml 15 4
3b | vor Leuk.-Filter (b) 6 1
3c [nach Leuk.-Filter (c) 0 0
4a | Ansatz (a) 10000/ml 24 1
4b | vor Leuk.-Filter (b) 9 3
4c | nach Leuk.-Filter (c) 0 0
5a [Ansatz (a) 10000/ml 9 1
5b | vor Leuk.-Filter (b) 8 0
5¢ [nach Leuk.-Filter (c) 0 0
6a |Ansatz (a) 7222/ml 11 3
6b | vor Leuk.-Filter (b) 5 1
6c |nach Leuk.-Filter (c) 0 0
7a | Ansatz (a) 1667/ml 21 7
7b | vor Leuk.-Filter (b) 7 3
7c  |nach Leuk.-Filter (c) 0 0
8a [Ansatz (a) 167/ml 8 3
8b  |vor Leuk.-Filter (b) 7 2
8c [nach Leuk.-Filter (c) 0 0
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Abbildung 5: Prozentualer Nachweis hypertetraploider Zellen mit der DNA-Analyse
(p <0,01; gepaarter T-Test)

Hypertetraploide Zellen (%) n=28
50+ MW + SD
40
304 w
204
10 *
0
Ansatz vor Filter nach Filter
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Abbildung 6: Schema der maschinellen Autotransfusion [39].
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Tabelle 6: Material:

- Humane Osteosarkomzelllinie (MG 63) aus Zellbank ATCC CRL 1427 (American
Tissue Culture Collection), Rockville, MB, USA
- Zellzadhlungsgerat Coulter Counter S PLUS STKR
(Fa. Coulter, Krefeld, Deutschland)
- Erythrozytenkonzentrat (300 ml)
(DRK Blutspendedienst, Frankfurt a. M., Deutschland)
- NaCl 0,9% 100 ml
(Fa. B. Braun, Melsungen, Deutschland)
- NaCl 0,9% 500 ml
(Fa. B. Braun, Melsungen, Deutschland)
- Autotransfusionsgerat DIDECO Autotransfusion BT 795/ P
(Fa. DIDECO, Mirandola, Italien)
- Autotransfusionssystem dideco codice 710
(Fa. DIDECO, Mirandola, Italien)
- Leukozyten-Depletionsfilter Pall BPF 4B
(Fa. Pall Biomedizin GmbH, Dreieich, Deutschland)
- Zytozentrifuge "Cytospin 2"
(Fa. Shandon, Frankfurt a. M., Deutschland)
- F&rbung nach Papanicolaou [82]
- Farbung mit H&matoxylin-Eosin [17]
- Immunozytochemie:
- monoklonale Antikdrper gegen Intermediarfilament Vimentin ( VV9)
- Brickenantikdrper (Z 259 rabit-anti-mouse)
- APAAP Komplex (D 651 mouse monoclonal)
(Fa. DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, Deutschland)
- Feulgenfarbung [17]
- Bildanalysegerat IBAS
(Fa. Kontron, Miinchen, Deutschland)
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