(1¢) BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND PAT E N T S C H R I FT
(12) Ausschli(;Bungspatent (11) DD 288 316 A5

Erteilt gomag § 17 Absatz 1 5(51) A61K35/18
Patentgesetz der DDR
vom 27,10.1983

in Ubereinstimmung mit den entsprachenden
Festlegungen im Einigungsvertrag

DEUTSCHES PATENTAMT In der vom Anmalder eingereichten Fassung verdffentlicht

(21) DDAG1K/3334786 (22)  11.10.89 (44)  28.03.91

(71) siehe (73)

(72) Bréutigam, Ralf, Dip!-Med.; Giese, Ralf, Dipl.-Med.; Strauss, Dorothea, Dr. sc. nat., DE

{73) Bezirksinstitut fiir Blutspende- und Transfusionswesen, Atzpodienstrale 1, O - 1130 Berlin, DE

(74) Zentralinstitut fir Molekularbiologie, AG Patent- und Neuererwesen, Robert-Réssle-StraBe 10, G - 1115 Ber-
lin, DE

(54) Verfahren zur Regenerierung von gelagerten Erythrozytenkonzentraten

(55) Erythrozytenkonzentrat; Regenerierung; Sauerstoffmangelzustinde; Inkubationslosung; 2,3 P,G-Werte;
ATP-Werte; Erythrozytenmorphologie

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Regenerierung von gelagerten Erythrozytenkonzentraten von Vertebraten.
Das Verfahren kann insbesondere bei Massivtransfusionen, bei Austauschtransfusionen, bei autologen Transfusionen
und bei Sauerstoffmangelzustanden in der klinischen Praxis angewendet werden. Erfindungsgema® werden 1-8
Wochen konservierte Erythrozytenkonzentrate (EK) regeneriert, indem man zu einem beliebigen Volumen EK 20-40
Volumenanteile in % einer Inkubationsldsung zusetzt, die 20~40 mraol/l Inosin, 20-40 mmol/l Pyruvat, 20-60 mmol/I
Phosphat und 20-40 mmol/I NaCl sowie 40-80 mmol/I NaOH enthait (IPP/NaCl/NaOH-Lésung). Durch Zugabe der
erfindungsgemaflen Losung werden innerhalb von 60-90 min sowoh physiologische 2,3 P,G- als auch physiologische
ATP-Werte erreicht, ohne die Erythrozytenmorphonlogie zu beeintrachtigen.
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Patentanspruch:

Verfahren zur Regenerierung von gelagerten Erythrozytenkonzentraten (EK) durch Zugal.e einer
inosin-, pyruvat- und phosphathaltigen Inkubationsldsung (IPP-Lésung), gekennzelchnet dadurch,
daf rnan zu einem beliebigen Volumen Erythrozytenkonzentrat 20-40 Volumenantsile in % einer
IPP-L6sung zusetzt, die 20-40mmol/l Inosin, 2040 mmol/| Pyruvat, 20-60 mmol/I Phosphat,
20-40mmoal/I NaCl und 40-80mmol/l NaOH enthalt (IPP/NaCl/NaOH-Lésung).

Hierzu 3 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Regenerierung gelagerter Erythrozytenkonzentrate fiir Transfusionszwecke, Das
Verfahren kann insbesondere bei Massiviransfusionen, bei Austauschtransfusionen, bet autologen Transfusionen, bei
Sauerstoffmangelzustinden und im Zusammenhang mit der Kryokonservierung angewendet werden,

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die Lagerung von Erythrozytenkonzentraten (EK) fiihrt zu einer 2,3P,G {2,3-Diphosphoglycerat)-Verarmung und etner teilweisen
ATP (Adenosintriphosphat)-Verarmung. Das ATP ist verantwortlich fiir die Aufrechterhaltung der Konzentrationsunterschiede
der Kationen zwischen Erythrozyt und Plasma, fiir die Aufrechterhaltung der epezifischen Zusammensetzung der organischen
Bestandteile, fiir die Erhaltung des Himoglobins im Funktionszustand und fiir die Aufrechterhaltung der Zellstruktur. Die
Hauptfunktion des 2,3P,G besteht in der Regulation der Sauerstoffabgabe. Die Affinitét des Himoglobins zum Sauerstoff
verringert sich durch die Bindung von 2,3P,G, wodurch die Sauerstoffabgabe an das Gewebe erleichtert wird, Um dis
physiologischen Funktionen des ATP und des 2,3F,G zu gewihrleisten, missen die fiir den klinischen Einsatz vorgesehenenEK's
auch physiologische Werte, was den ATP- und 2,3P,G-Gehalt anbetrifft, aufweisen. Der physiologische ATP-Gehalt betrégt
60mmol/mol Hb - Fe und der des 2,3P,G 250mmol/mol Hb - Fe.

An 2,3P,G und ATP verarmte EK’s sind bei Indikationen wie Massivtransfusionen, besonders bei Kindern, Transfusionen bei
alten Patienten und Transfusionen bei Patienten mit kardiovaskuliren und pulmonalen Erkrankungen nicht einsetzbar. So
stellten R.C. Dennis et al. {Surgery 77 [1975] 741-747) fest, daR ein 150% 2,3P,G enthaltendes EK zu einer signifikant héheren
Sauerstoffausnutzung des Gewebes und zu einer verbesserten myocardialen Funktion nach einer Operation fithrt im Vergleich
2u einem nur 70% 2,2P,G enthaltenden EK. E.Beutler {(Vox Saug. 34 [1978] 113-115) weist darauf hin, daB bei schwerkranken
Patienten die Kompensationsmechanismen der 2,3P,G-Regeneration erliegen und fiir diese Patienten maximal 1 Woche
gelagerte EK venvendet worden sollten,

Seit Anfang d: 70er Jahre ist bekannt, daf sich gelagerte Erythrozytenkonzentrate durch inkubation mit inosin-, pyruvat- und
phosphathaliigen Lésungen (IPP-L&sungen) regenerieren lassen. Oski et al. {Blood 37 [1971) 52-58) inkubieren in einer
IPP-haltigen L&sung, bendtigen aber eine 2- baw, 4stiindige Inkubation bei +37°C, um 70 bzw. 15¢  des normalen 2,3 P.G-
Gehalteszu erreichen. C.Leber (Prom. A, 1987} und R. Briutigam und R, Giese (Ciplomarbesit 1987) verwenden IPP-Lésungen, mit
denen bereits nach 2stiindiger Inkubation normale 2,3P,G-Werte erreicht werden kénnen. Von Machteil ist hier die hohe
Osmolabitit, vor allem auf Grund des hohen NaCl-Gehaltes dieser Lésungen (700mosmol/kg), Das fiihrt zur Zellschrumpfung,
wodurch die Erythrozyten schlechter deformierbar sind und damit eine geringere Uberlebensrate besitzen. Klinisch fihrt dor
Deformierbarkeitsverlust zu Lungenédemen und zu cardiogenen Schockzustinden.

Ebenfalls eine zu hohe Osmolabitét hat die von Valari et al. (Transfusion 22 (1982] 102-106) verwendete Inkubationslésung
(500mosmol/kg). Auch der pH-Wert dieser Inkubation sldsung war mit 7,2 zu gering, um das EK wirksam zu neutralisieren.
Weitere Versuche zur Aufrechterhaltung des 2,3P,G-Spiegels bestanden bisher auch darin, den pH-Wert zu Beginn der Lagerung
2u erhdhen (D. Strauss et al. in: VII. Int. Symp., Strukt, u. Funkt, d. Erythr., Akademie-Verlag, Berlin, 1975, 483-486), die
Regenerierungsldsungen mit entsprechenden Zus#tzen, wie 2.B. Dihydroxyaceton zi1 versehen {(US-PS 3795581) und die
Glycolyseenzyme zu beeinflue~ - "JS-PS 4774088). Bei diesen Versuchen ist die Lagerdauer begrenzt, und der 2,3P,G-Erhalt
geht mit einem ATP-Verlust o ,was zu einer geringen Uberlebensrate der Erythrozyten fiihrt,

In der GB-PS 2000023 wird zur . .wfrechterhaltung des 2,3P,G-Gehaltes die Verwendung siner Resuspensionslésung (Zusatz
direkt nach der Blutabnahme) in Kombination mit siner initialen Anhebung des pH-Wertes beschrieben. Hier wurden noch nach
28d Lagerung normale 2,3P,G-Werte gemesse:, was allerdings einer kontinuierlichen Phosphatzufuhr, verbunden mit einem
lonenaustauscher, bedarf.

G.L. Moore et 2i. {Vox Saug. 53 [1987) 16-18) versahen bei —80°C gelagertes Citrat-Phosphat-Dextrose-Erythrozytenkonzentrat
{CPD-EK) nach dem Auftauen mit einer Losung, die Adenin, Ascorbat-2-phosphat, Natriumphosphat, Dextrose und Mannitol
enthielt. Diese L6sung hatte einen pH-Wert von 11 und eine relativ hohe Osmolaritit von 466 mosmol/l. Der 2,3P,G-Gehalt
konnte 21d aufrechterhalten werden, wohingegen der ATP-Gehalt nur 62% betrug. Bei allen bisher bekannten Losungen des
Problems werden durch entsprechende Zusitze und/oder pH-Werterhthungen entweder der 2,3P,G-Gehalt oder der
ATP-Gehalt auf Kosten des anderen lingere Zeit aufrechterhalten, oder durch eine zu hohe Osmolaritit der Inkubationslésungen
wird die Erythrozytenmorphologie und damit die Uberlebensrate negativ beeinfluft,
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2iel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, eln einfaches Verfahren zur Regenerierung von gelagerten Erythrozytenkonzentraten bereitzustellen,
mit dem innerhalb kurzer Zeit und ohne grofen Aufwand sowohl normale 2,3P,G-Werte als auch normale ATP-Werte errsicht
werdenkdnnen, dabel elne ausrelchande Uberlebensrate der Erythrozyten garantiertist und die Erythrozytenmorphologie nicht
beeintréchtigt wird, Mit diesem Verfshren sollen gelagerte EK's innerhalb kurzer Zeit zur wirksaren kiinischen Anwendung,
besonders zu Transfusionszwecken, bereit sein,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, eine inosin-, pyruvat- und phosphatenthaltende Inkubationslésung (IPP-L8sung) bereitzustelien,
durch deren Zusatz die gewiinschte schnelle Regenerierung der gelagerten Erythrozytenkonzentrate innerhalb von 60-80min
erreicht wird, chine andere wichtige Parameter zu besintréchtigen.

ErfindungsgeméB wird die Aufgabe dadurch geldst, daB man zu einem beliebigen Volumen Erythrozytenkonzentrat bei +37°C
20-40 Volumenanteile in % einer Inkubations!6sung zusetzt, die 20-40 mmol/l Inosin, 20-40 mmol/|l Pyruvat, 20-60mmol/|
Phosphat, 20-40mmol/I NaCl und 40-80mmol/{ NaOH enthélt (IPP/NaCl/NaOH-Lésung).

Durch die erfindungsgeméRe Auswahl dieser Losung wird es moglich, den 2,3P,G- und ATP-Gehalt 1-8 Wochen bei +4°C
gelagerter Erythrozytenkonzentrate nach 60-90mintitiger Inkubation mindestens auf Normalwerte zu erhéhen (Abb. 1). Ohne
Zugabe von NaOH ist eine 2stiindige Inkubation nétig, um physiologische Werte zu erreichen. Mit der erfindungsgeméRen
Inkubationslésung kénnen durch langere Inkubation auch hypernormale Werte erreicht werden. Ein hypernormaler
2,3P,G-Gehalt bewirkt eine noch glinstigere Sauerstoffabgabe ans Gewebe, bei 300-400% des normalen 2,3P,G-Gehaltes treten
jedoch toxische Effekte auf,

In Abb, 2 wird die Verénderung des intra- und extrazelluliren pH-Wertes 21 Tage konservierter Erythrozyten durch die
erfindungsgeméRe Inkubationslosung dargestellt. Der fiir den Regenerierungsprozef wirksame intrazelluldre pH-Wert beléuft
sich auf etwa 7,1. Wenn die Inkubationsldsung nur IPP enthalt, erfolgt die Regenerierung lediglich bei einem pH-Wert zwischen
6,7 und 6,8. Aus Abb. 3 erkennt man, daR sich die mittlere corpuskuldre Himoglobinkonzentration (MCHC)im oberen Bereich von
Normwerttabellen bewegt (Frauen: 20,0-22,5mmol/l; Médnner: 18,5-21,0mmol/l). Damit wird eine wichtige Zielstellung
erreicht, da jetzt die Voraussetzungen fiir ein optimale Deformierbarkeit und Uberlebensrate der Erythrozyten erfiillt sind.

In Abb. 4 ist die morphologische Regenerierung dargestellt. Der erreichte Werte des morphologischen Index von 0,83 + 0,04
zeigt, daB die Erythrozyten eine gute Uberiebensrate haben, und sie somit ihrer physiologischen Funktion gerecht werden
kénnen,

Die Osmolalitét der extrazelluldren Flissigkeit betrégt nach der Inkubation 312 X 19mosmol/kg, was dem physiologischen Wert
von 300mosmoi/kg nahe kommt. Damit wird eine weitere Forderung an die Inkubationslésung erfiilit.

Die erreichte Hdmolyserate von 0,21 £ 0,07 % erfiillt ebenfalls die Anforderung fiir Transfusionen (<1%).

Durch die Anwendung der erfindungsgemidBen NaOH-enthaltenden Inkubationsldsung mit verringertem Phosphat- und NaCl-
Gehait wird somit eine schnelle Regenerierung der EK's erreicht, wobei die Erythrozytenmorphologie erhalten bleibt. Dis
Erythrozyten knnen nach der Transfusion ihrer physiologischen Aufgabe gerecht werden. Die mit dem erfindungsgemiBen
Verfahren regenerierten EK’s sind noch mindestens 7 Tage bei +4°C nachlagerbar, wobei alle wesentlichen Parameter
anndhernd erhalten bleiben,

Die Erfindung ist auch zur Regenerierung kryokonservierter EK anwendbar,

Ausfiihrungsbelspiel

Ein CPD-stabilisiertes und SAGM-resuspendiertes Erythrozytenkonzentrat wird in einem 3fach Beutelsystem (FENWAL®)

3 Wochen bei +4°C gelagert. 40ml von diesem EK werden mit 30Vol.-% {17 ml) der erfindungsgemaBen Inkubationslésung
(30mmol/l Inasin, 30 mmol/l Pyruvat, 45 mmol/l Phosphat, 31 mmol/l NaCl, 62mmol/l NaOH) unter sterilen Bedingungen in
einer Laminar-Flow-Box versetzt. Infolge der komplexen Wirkung der Inkubationslésung kann der ATP- und 2,3P,G-Gehalt, wie
in Abb. 1 ersichtlich, regeneriert werden. Aufgrund des geradlinigen Anstieges des 2,3P,G-Gehaltes werden nach etwa
90mindtiger Inkubation physinlogische 2,3P,G-Werte erreicht (260 mmol/mol Hb - Fe). Der physiologische ATP-Gehalt
(60mmol/mol Hb - Fe) wird bereits nach 30miniitiger Inkubation erreicht, Ohne die Zugabe von NaOH ist eine 2stiindige
Inkubation nétig, um physiologische Werte zu erreichen.
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Abb. 1 ATP- und 2,3P,G-Gehalt 21 d konservierter Erythro-
zyten wihrend 2stindiger Inkubation mit Zusatz von
IPP/NaOH/NaCl bul 437 “C sowie wiéhrend 24stindiger
Nachlagerung bei +4 °c in mmol/mol HbxFe
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Abb., 2 Intre~- und extrazellulérer pH-Wert 21 d konservierter
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Verhalten der MCHC und des morphologischen Index 21 d
konservierter Erythrozyten wihrend 2stindiger Inkuba-
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wihrend 24stindiger Nachlagerung bei +4 °C
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