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Wenn auf der Bihne dieser sublunarischen Welt groRe oder
unerwartete Ereignisse eintreten —
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Triehfeder davon ausfindig zu machen.
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|. Einleitung

Erythrozytenkonzentrate (EK) werden derzeit entweder aus Vollblutkonserven oder
mittels Apherese hergestellt. Beim erstgenannten, dem klassischen Verfahren, werden
dem Spender unter sterilen Kautelen ca. 450 ml Vollblut in einen Natriumzitrat
enthaltenden, speziellen Plastikbeutel entnommen. Aus dem antikoagulierten Vollblut
werden durch Filtration zunéchst die Leukozyten und Thrombozyten weitestgehend
entfernt (sog. In-line-Filtration), sodann wird die Konserve zentrifugiert, wodurch eine
Auftrennung in Erythrozyten und Plasma erfolgt. Das Erythrozytenkonzentrat wird in
einen angeflgten Beutel Uberfuhrt, welcher eine sog. Additive (nutritive) Losung
enthdt, mit deren Hilfe das EK fir 42-49 Tage bel +4°C aufbewahrt werden kann.
Eine Variation des Verfahrens besteht darin, dal3 nach Zentrifugation der Konserve
zunéchst das Plasma abgetrennt wird. Sodann werden die Erythrozyten in einen
Transferbeutel Gberfiihrt, um jetzt erst Gber einen Leukozytenfilter in den Beutel mit
Additiver Losung zu gelangen. Der Buffycoat verbleibt im Primérbeutel, aus ihm kann
dann noch ein Thrombozytenkonzentrat hergestellt werden.

Bei der Herstellung von EK unter Anwendung der Apheresetechnik wird dem Spender
mit Hilfe enes automatischen Zellseparators im kontinuierlichen oder
diskontinuierlichen Verfahren Vollblut aus einer Vene entnommen, antikoaguliert und
in seine Hauptkomponenten, also Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten
aufgetrennt. Die gewunschten Bestandteile, z.B. das EK, behdt man zurick, alles
andere wird dem Spender retransfundiert. Auf diese Weise kdnnen auch gleichzeitig
mehrere Komponenten gewonnen werden, z.B. EK und Plasma, man spricht dann von

Multikomponentenspende (MKS).



Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, herauszufinden, ob zwischen den
Erythrozyten der aus Vollblut bzw. per Apherese gewonnenen EK im Verlaufe der
Lagerung unterschiedliche Alterationen ihrer Membranflexibilitét, mithin ihrer
rheol ogischen Eigenschaften nachgewiesen werden kénnen. Gleichzeitig sollte gepriift
werden, ob und ggf. inwieweit sich mit Hilfe direkter kapillaroskopischer
Untersuchungen  Verédnderungen der kutanen Mikrozirkulation bei  den

Apheresespendern nachweisen lassen.



|1, Material und Method e n

1 Material
1.1 Probanden

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen wurden an 20 freiwilligen
Probanden durchgefuhrt. Alle eflllten die in den ,Richtlinien zur
Blutgruppenbestimmung und  Bluttransfusion ~ (Hamotherapie)*  verlangten
Voraussetzungen fir Apheresespender.’® Weitere Ausschlufkriterien waren
regelmaldiger Nikotinkonsum und M edikamenteneinnahme.

Vor Beginn der Versuche wurden sie auf ihre gesundheitliche Eignung untersucht und
ausfuhrlich Uber den Ablauf und mdgliche Komplikationen aufgeklart. Folgende

Daten wurden unter anderem erfafit:

Tabelle 1: Die Spender

Alter bei erster KérpergrofRe Kérpergewicht | Anzahl
Spende [Jahre] [m] [kg]
MW (SEM) 27,5(1,1) 1,80 (0,02) 76,3 (2,2) alle: 20
MW (SEM) 30,8 (2,1) 1,70 (0,02) 66,6 (4,1) w: 5
MW (SEM) 26,3 (1,2) 1,83 (0,01) 79,5 (2,0) m: 15

Die Freiwilligen wurden in zwei gleich grof3e Gruppen geteilt, die erste Gruppe
leistete eine konventionelle Vollblutspende, die zwete eine maschinelle
Apheresespende. Nach einem Mindestabstand von 8 (mannliche Probanden) bzw. 12
(welbliche Probanden) Wochen unterzogen sie sich dem jewells anderen

Spendeverfahren, um einen intraindividuellen Vergleich zu ermdglichen.




Folgende Gerdte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien kamen im Laufe der

Untersuchungen zur Anwendung:

1.2 Gerate
Aggregometer MA 1, Myrenne, Roetgen

zur Messung der Erythrozytenaggregation

Anemometer CAM 1 Kapillar-Anemometer, Lawrenz, Sulzbach/Taunus
zur Messung der Blutflu3geschwindigkeit in einzelnen Kapillaren
Arbeitsplatte, Lawrenz, Sulzbach/Taunus

zur Lagerung des Mef3areals und zur Befestigung des CAM 1
Blutmischwaage MW 5001 electronic, Biotrans, Dreieich

zur konventionellen Blutspende

Datumsgenerator Time-Date-Generator WJ-810, Panasonic, Japan

zur Kennzeichnung der aufgezei chneten Messungen

Filtrometer St. George's Filtrometer, Carri-med, Dorking, Surrey, England
zur Filtrometrie der Erythrozyten

Fixierarm, zweiseitig, Lawrenz, Sulzbach/Taunus

zur ruhigen Lagerung des untersuchten Fingers

Flachbettagitator LPR 1, Melco Engineering, Glendale, USA

zum Durchmischen der Blutkonserven vor Probenentnahme
Kapillarrheometer OCR-D, chempro - Gesellschaft fur Prozef3- und Automations-
technik, Hanau

zur oszillationsviskosimetrischen Messung und zur Dichtebestimmung
Mikropositionierer, Lawrenz, Sulzbach/Taunus, Deutschland

zur Feinfokussierung des CAM 1 in alen drei Raumebenen



Monitor EVM 1519X, Electrohome, Kitchener, Ontario, Kanada

zur Darstellung des CAM 1-Videobildes

Personal Computer mit Intel Pentium-Prozessor und Windows 95 al's Betriebssystem
zum Betrieb der WCAM 1-Software

Software WCAM 1 Version 2.0.0.2, KK Technology, Braeside Smallridge Devon,
Grof3ritannien

zur Messung und Auswertung der kapilléaren Blutfluf3geschwindigkeit
Thermo-Sensor A 11079, Fa. Biotherm, Hagen

zur Kontrolle der Hauttemperatur

Videorekorder AG-5700 Super-VHS, Panasonic, Japan

zur Aufzeichnung und Nachbearbeitung der anemometrischen Messungen
Warmeplatte Modell 12511, Medax-Nagel, Kiel

zur Aufrechterhaltung einer konstanten Hauttemperatur

Zéllseparator MCS+, Haemonetics, Minchen

zur Multikomponentenspende

Zellzahler K 1000, Sysmex, Norderstedt

zur Bestimmung des Hamatokrit

Zentrifuge Rotixa K S, Hettich, Tuttlingen

zur Verarbeitung der Laborproben

Zentrifuge Roto Silenta RP, Hettich, Tuttlingen

zur Auftrennung der Vollblutkonserve in ihre Komponenten

1.3 Verbrauchsmaterialien

Blutbeutel Compoflex Dreifachblutbeutel Top and Bottom, Biotrans, Dreieich

zur herkdmmlichen Vollblutspende



Blutbeutel mit Leukozytendepletionsfilter BPF4 BBSd, Pall Biomedizin, Dreieich

zur Leukozytenfiltration und Lagerung des Erythrozytenkonzentrates nach der
Vollblutspende

Blutbeutel RBCP+ Sammelsystem mit Leukozytendepletionsfilter (Filtersystem BPF4
BBSd, Pall), Haemonetics, M iinchen

zur Apheresespende und Leukozytenfiltration

Blutentnahmerohrchen Monovetten, Sarstedt, NUmbrecht

zur Probenentnahme von Probanden und Konserven

Desinfektionsmittel Neo-Kodan, Schilke & Mayr, Norderstedt

zur Vorbereitung der Punktionsstelle

Durchstechverschlul3 Fenwa Sampling Site Coupler, Baxter Deutschland,
Unterschleif3heim

zur aseptischen, seriellen Probenentnahme aus den Konserven

Kulturmedium Bac T Alert Aerobier- und Anaerobierkulturflasche, Organon Teknika,
Eppelheim

zur Prifung der Konserven auf Sterilitét

Kunststoffmembran fir OCR-D, chempro - Gesellschaft fur Prozef3- und Automations-
technik, Hanau

zur Aufnahme der Probenflissigkeit fir die Oszillationsviskosmetrie
Polykarbonatfilter, Filtertyp TMTP, Porengroie 5 um, Typenbezeichnung
TMTPO1300, Chargennummer R/KM 32879, Millipore, Eschborn

zur Filtrometrie

Separationsautomat Biotrans-Separator, Biotrans, Dreieich

zur konventionellen Separation des Vollbluts in Erythrozytenkonzentrat und Plasma

Videokassetten BASF Fantastic Colours Chrome, BASF Magnetics, Willstatt



als Aufzeichnungsmedium in Super-VHS-Qualitét

ubliche Verbrauchsmaterialien fir Laboratorien aus dem Fachhandel

1.4 Reagenzien:
Aqua destillata, Apotheke des Klinikums der Universitdt Wirzburg, Wrzburg

zur Reinigung des OCR-D

CPD-50 Antikoagulansdsung, Fa. Biotrans, Dreieich

fur die Vollblutkonserve

Dextran, Art Nr. B 512, durchschnittliches Molekulargewicht 260000, Sigma
Chemical, St. Louis, Missouri, USA

zur Aufbereitung der Proben fir die Aggregometrie

Ethanol 70 %, vergdllt mit Petrolether, Apotheke des Klinikums der Universitét
Wirzburg, Wirzburg

zur Reinigung des OCR-D

| sotoni sche K ochsal zl 6sung, Fresenius, Bad Homburg

zur Aufarbeitung der Proben fir die Aggregometrie

Mefdlosung fur OCR-D (800 ml Aqua destillata und 150 ml abs. Alkohal),
Laborfachhandel

als Koppelflissigkeit zur Messung im OCR-D

Paraffinum subliqguidum nach DAB, Apotheke des Klinikums der Universitat
Wirzburg, Wirzburg

zur Darstellung der Hautkapillaren

PBS-L6sung (Phosphate Buffered Solution: 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,44 g/l NagHPQ,,
0,2 g/l KH,PO, und 0,1 g/l MQgCl,), Apotheke des Klinikums der Universitéat

Wirzburg, Wiirzburg



zur Aufbereitung der Probe fur die Filtrometrie
PPAGGS-Mannitol, GZBT ORK, Eugendorf/Sal zburg, Osterreich
als Additivlosung fur die Erythrozytenkonzentrate

RBS Phosphatfrei, Carl Roth, Karlsruhe

zur Reinigung des OCR-D

2 Versuchsablauf
2.1 Allgemeiner Ablauf

Nach Eintreffen der Probanden, einer dreiRigminttigen Akklimatisierungsphase im

Liegen und einer erneuten Aufkldrung Uber die Spende schlof3 sich die
kapillarmikroskopische Untersuchung mittels Laser-Doppler-Anemometrie (LDA)
und die Entnahme einer Blutprobe aus einer Kubitalvene zur in-vitro-Diagnostik an.
Nach Blutspende und ener einstindigen Wartephase zur Adaptation der
Mikrozirkulation wurde erneut eine LDA durchgefihrt, eine weitere Blutprobe wurde
entnommen.

Die Probanden wurden nach Hause entlassen und stellten sich 24 Stunden danach zur
Nachuntersuchung vor. Wieder folgte nach einer dreildigminttigen Akklimatisierungs-
phase die LDA und eine Blutentnahme.

Die Vitaparameter wurden vor und nach jeder LDA-Messung bestimmt (Blutdruck,
Herzfrequenz, Fingertemperatur und K 6rpertemperatur)

Um maogliche circadiane Schwankungen zu vermeiden, wurden alle Untersuchungen
zur selben Tageszeit vorgenommen.

Die entnommenen Produkte wurden in einem Kihlschrank mit kontinuierlicher
Temperaturkontrolle bei 4°C gelagert und nach einem festen zeitlichen Schema

untersucht.



Tabelle 2: Entnahmezeitpunkte zur in-vitro-Analyse rheologischer Parameter

vor 1h nach | 24h nach
Spende | Spende | Spende

Konserven

| Tagl | Tag7 | Tag21l | Tag35 | Tag49 | Tag 63 |

2.2 Die konventionelle Vollblutspende (VBS)

Nach Venenpunktion wurde das Blut mittels Schwerkraftentnahme in ein

geschlossenes Dreifach-Beutelsystem (,Top and Bottom“) geleitet, die standige
Durchmischung mit 70 ml des Antikoagulans CPD-50 wurde durch eine Blut-
mischwaage gewahrleistet. Nach Erreichen des Zielenthahmevolumens von 500 ml
wurde der Beutel abgetrennt und zwei Stunden bel Raumtemperatur gelagert. Die
anschlieffende Zentrifugation (3500 U/min, 10 min, 22°C) fuhrte zur Sedimentation
von zelluldren und azelluléren Bestandteilen. Mit dem Biotrans-Separator erfolgte die
Fraktionierung zu EK und Plasma, die Erythrozyten wurden zu 110 ml der
Additiviésung PPAGGS-Mannitol hinzugefiigt, das Plasma verworfen, desgleichen
das Restvolumen des Buffycoat von 50 ml. Danach wurde eine Filtration mittels des
Leukozytendepletionsfilters Pall BPF4 BBSd durchgefuhrt, die Erythrozyten-
konzentrate wurden anschlief3end im angeschlossenen Blutbeutel (Weichmacher:

DEHP) in einem temperaturtiberwachten Blutkihlschrank bei 4°C gelagert.

2.3 Die maschinelle Multikomponentenspende (MKS)

Die maschinelle Spende erfolgte im Ein-Arm-Verfahren mit dem Protokoll ,, RBCP+*
des Zellseparators Haemonetics MCS+, welches die diskontinuierliche Sammlung
eines Erythrozytenkonzentrates ohne Buffycoat und zweier FFP-Einheiten ermoglicht.

Herzstick der MCS+ fir die Erythrozytapherese ist die ,, Latham-Glocke®. Diese setzt
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sich aus einem stationaren Teil mit Einlal3, Fullrohr und Audlal3sffnung zusammen,
umgeben wird dieser vom rotierenden Teil, der Zentrifugenglocke. Verbindendes

Element ist die ebenfalls rotierende Rotationsdichtung (siehe Abb. 1).
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Abbildung 1 : Die Latham-Glocke
Zum Grund der rotierenden Glocke (5500 U/min) wird mit CPD-50-

Antikoagulansd6sung im Verhdltnis 1 zu 6 versetztes Vollblut eingeleitet, durch die
Zentrifugalkraft wandert die FlUssigkeit zur Peripherie der Glocke, entsprechend der
Dichte zuerst Erythrozyten, dann Leukozyten und Thrombozyten, die innerste Schicht
wird von Plasma gebildet. Bei entsprechender Fillung der Glocke stromt die
Flissigkeit zur AudlaRoffnung, zuerst wird das Plasma unter stéandiger Kontrolle durch
Sensoren abgeleitet, sobald es zur Vermischung mit anderen Bestandteilen kommt
oder das Zielvolumen fir den ersten Zyklus erreicht ist, wird das verbleibende
antikoagulierte Vollblut dem Spender zurlickgegeben, es schliefdt sich ein zweiter
Zyklus an. Hierbei wird wiederum zuerst Plasma gesammelt, anschlief3end erkennt der
Uberlaufsensor den Buffycoat und leitet ihn einem separaten Behaltnis zu. Dann
erfolgt die Sammlung der Erythrozyten in einen Primarbeutel. Das verbleibende

Volumen einschliefdich Buffycoat wird dem Spender wieder zugefihrt. In den
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Primérbeutel werden 110 ml PPAGGS-Mannitol kontinuierlich zugegeben. Im
Anschlul? an die Spende erfolgt die Leukozytenfiltration. Im Lagerungsbeutel werden
die Erythrozytenkonzentrate temperaturkontrolliert zusammen mit den konventionell

gesammelten Produkten aufbewahrt.®*

2.4 Die in-vitro-Analyse

Den Probanden wurde nach einer mindestens 30minitigen Liegedauer aus einer
ungestauten Kubitalvene ohne Sog mittels einer grof3lumigen Kantle ca. 15 ml Blut
entnommen und mittels EDTA antikoaguliert. Die auftretenden Scherkréfte wurden so
gering gehalten. Sofort im Anschlufd wurden die Proben verarbeitet. War dies nicht
méglich, wurden die Proben bis zur weiteren Verwertung gekiihlt.®

Die Probenentnahme aus den Blutkonserven erfolgte nach ausfihrlicher
Durchmischung mittels eines Flachbettagitators und einer sorgféltigen Desinfektion
des Durchstechverschlusses ebenfalls mit einer groflumigen Kanule. Fir die ca. 15 ml
Probenvolumen wurde kein Antikoagulans verwendet. Unmittelbar im Anschluld an

die Entnahme der Blutproben erfolgte die Weiterverarbeitung.

2.4.1 Oszillierende Kapillarviskosimetrie

Eine Moglichkeit der Einteilung von Substanzen besteht in der Beschreibung der
Reaktion auf das Einwirken aulerer Kréfte. Hierbel unterscheidet man Stoffe, die sich
dauerhaft verformen und andere, die sich in ihre Ausgangsform zurtickbegeben.
Erstere nennt man plastische Stoffe, ihr Verhalten viskds, letztere sind elastische
Stoffe, oder auch Festkorper. Eine Zwischenstellung nehmen Stoffe und
Stoffgemische ein, die sowohl viskoses als auch elastisches Verhalten zeigen, sie

werden daher ds viskoelastische Materialien bezeichnet. Wahrend die verformende
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Kraft bei elastischen Materialien in die Wiederherstellung der Ausgangskonformation
flieft, kommt es bei viskdsen Materialien zur Energiedissipation.®

»Eine Flussigkeit unterscheidet sich von einem Festkorper hauptséchlich darin, dal3
eine FlUssigkeit eine Scherungsspannung nicht aufrechterhalten kann, und sei es fir
noch so kurze Zeiten. Ubt man eine Scherung auf eine Fliissigkeit aus, so bewegt sie
sich unter ihrem EinfluR.“ (John von Neumann)’

Waéhrend eines rheologischen Experiments wird ein Korper mechanischer Energie
ausgesetzt. Bel Konstanz von Volumen und Oberflache werden die elastisch

gespeicherte und die thermisch dissipierte Energie betrachtet (siehe Abb. 2).

i/\% 7
F<— Z/A /
V7

Abbildung 2: Mechanisch deformierter Kérper (nachg)

Die Oberflache A eines einseitig fixierten wirfelformigen viskoelastischen Materias

wird einer sinusoidalen oszillierenden Kraft F ausgesetzt. Es resultiert ein Schergrad y
mit der Kreisfrequenz w, mit der Amplitude yo und mit der Phasenverschiebung ¢
zwischen Fund y.

Fur den Schergrad gilt:

y =y, sin(at)
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abgeleitet nach der Zeit ergibt sich:
y =yweos(at) =y, coslat)

Die Schubspannung ist gegeben durch:

r=— =71, cos(at - )

F
A
Fir newtonsche Flissigkeiten betragt die Phasenverschiebung ¢ = 0°, fur hooksche

Festkorper betragt ¢ = 90°, bei viskoelastischen Substanzen liegt ¢ definitionsgemaf}

dazwischen (siehe Abb. 3).

‘ Schubspannung T
! . Newtonsche
Schergrad Y Flussigkeit

: >
\;/wt

T Hookscher
Festkorper

-
wt

T Viskoelastische
\\< Flussigkeit
- s -
(p \// §

Abbildung 3: Phasenwinkel viskoelastischer Materialien (nach 8)

Die aus der Schubspannung 7 resultierende Energie (= komplexe Viskositét n*) lait
sich bei viskoelastischen Substanzen somit in eine viskdse und in eine elastische

Komponente aufteilen:
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T =T, COSW + T 4. SINGL
Vereinfacht 183 sich dies auf der Ebene der Komplexen Zahlen darstellen, der
Redantell n° entspricht der viskésen Komponente, der Imagindranteil n™° der

elastischen Komponente (siehe Abb. 4):>"%°
n =n'-in"

) T .
N =Y —-SNQ
W

n T
n =v.., —Cosep
max w

r] Realanteil
L

>
S

Imaginaranteil

Abbildung 4: Realanteil und Imaginaranteil der komplexen Viskoelastizitat (nach 8)

Eine Kapillare von 100 mm Lange und 1 mm Durchmesser mit einer diinnen flexiblen
Kunststoffmembran am unteren Ende dient zur Aufnahme der Probenfllssigkeit im

OCR-D (s. Abb.5).

Probenflissigkeit in.
Kapillare

Probenflissigkeit in
Kunststoffmembran Temperiermantel mit

Temperierflissigkeit

DMS-Wegaufnehmer

Druckaufnehmer
-
™ MeRkammer mit
Elektrodynamischer Schwinger Koppelflussigkeit

Abbildung 5: Das OCR-D (nach 8)
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Das obere Ende wird druckdicht verschlossen. Die Mef3kammer zur Aufnahme der
Kapillare ist mit einer Koppeflussigkeit gefillt, welche die durch einen
elektrodynamischen Schwinger erzeugte Oszillation auf die zu messende Substanz
Ubertragt. Die Frequenz der Oszillation betragt konstant 2 Hz, die Amplitude des
Schwingers kann in 20 Schritten zwischen 0,01 und 7 mm variiert werden, wodurch
ein Bereich von Scherraten [= D] zwischen 0,2 und 200 pro Sekunde abgedeckt
wird. "ot

Ein piezoresistiver Druckaufnehmer mif3t die Amplitude des Druckes in der
Koppelflussigkeit, ein DMSWegaufnehmer die der Schwingerauslenkung. Der
Phasenwinkel zwischen Druck und Volumenfluf3 wird durch einen Frequenzgang-
Analysator berechnet und Uber eine Gerédtekonstante in die Werte der viskdsen (n°)
und elastischen (n™") Komponente der Viskoelastizitdt umgewandelt und auf einem
Bildschirm ausgegeben.

Zugleich kann mit dem OCR-D die zur Berechnung der Viskositét nétige Dichte der
Probe bestimmt werden: ca. 2 ml der Flissigkeit werden in das angeschlossene U-
formige Rohrchen eingeflllt, die Probe in Oszllation versetzt und mittels
optoelektronischer Rickkopplung die Resonanzfrequenz bestimmt. Aus dieser wird
die Dichte der MeRsubstanz berechnet.***

Dichte- und Viskositdtswerte werden am OCR-D temperaturkontrolliert bei 37 °C
bestimmt. %

Im OCR-D wurde sowohl Vollblut as auch die Viskosité eines zentrifugierten
Plasmaiiberstandes (2000g, 10 min, 4°C, Bremse 7) bestimmt.

Als ersteswurde im Zellzdhler K 1000 der Hamatokrit des Vollbluts gemessen und zur

Durchfihrung weiterer Berechnungen in den an das OCR-D angeschlossenen
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Computer eingegeben. Im Anschlul erfolgte die Dichtebestimmung der Proben im
OCR-D, sodann konnte die Viskositéat ermittelt werden:

Nach Einflllen der Proben in die Mel3kammer wird eine Minute gewartet. Hierdurch
wird zum einen die notwendige Temperatur von 37°C in der Blutprobe erreicht, zum
anderen wird der Probe erlaubt, durch Aufbau interner Strukturen eine Ruheordnung
zu erlangen.™

Im OCR-D wird die Probe bei verschiedenen Scherraten vermessen, die Mefl3werte

werden graphisch und tabellarisch ausgegeben (siehe Abb. 6).

OCR-D MeRRdatenauswertung

100.0+

10.0

mPas

1.0+

0.1 T T —F—
0.1 1.0 10.0 100.0
D [1/s] [=Scherrate]

D [1/s] n’ n”’
1.0 | 10.07 4.27
2.0 9.14 3.52
5.0 8.68 2.95

10.0 7.93 2.02
20.0 6.54 0.99
30.0 5.93 0.40
50.0 5.20 0.11
70.0 4.96 0.00
100.0 4.80 0.00
150.0 4.60 0.00

Abbildung 6: Ausgabe des OCR-D

Im Anschlul® an jede Messung erfolgte die sequentielle Reinigung des Gerétes mit
RBS Phosphatfrei, Ethanol 70 % und Aquadestillata.

Die Standardisierung des OCR-D mit Aqua destillata wurde téglich durchgefthrt.

Bel Vollblut und Uberstand wurde die Bestimmung der viskdsen Komponente der
Viskoelagtizitét (n”) bel Scherraten von 10 und 150 pro Sekunde ausgewertet. Zudem

wurde mittels eines Excel-Programms, basierend auf einem GW-Basic-Programm von
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Dr. med. habil. Dr. rer. nat. R. Langer, die Flache unter der Kurve (, area under curve®,
AUC) Uber den gesamten Scherbereich ermittelt. Bei Vollblut wurden die gleichen
Berechnungen fir die elastische Komponente der Viskodastizitdt (n”") vorgenommen.
Zudem konnten hier die Teilkomponenten Fyem (membranbedingter Anteil der
elastischen Viskoelastizitét, hier wurden Scherraten zwischen 70 und 150 pro Sekunde
berlicksichtigt) und Face (aggregatbedingter Anteil der elastischen Viskoelastizitét,
Scherraten unter 70 pro Sekunde) errechnet werden.

Eine Auswertung der Werte von n”° fir den Uberstand ertibrigt sich mangels

elastischer Eigenschaften.

2.4.2 Erythrozytenaggregometrie

Mit Erythrozytenaggregation wird die reversible Anlagerung von Erythrozyten
aneinander bezeichnet. Sie ist ein physiologischer Vorgang, der von vielen
Komponenten beeinfluf3t wird:

Zelluldre Faktoren auf der einen Seite, peristatische Faktoren auf der anderen tragen
quantitativ, qualitativ und kinetisch zur Aggregatbildung bei.

Die zeluléren Faktoren sind die Membranelastizitdt (z.T. beeinflu® durch den
Energiegehalt der Zellen),*>*® die Membranladung,*”*® die Membrankomposition®®
und die Zellform,?* zu den peristatischen Faktoren zahlen die Zusammensetzung des
Blutplasmas,'®* die GefaRgeometrie, die Lage des BlutgefaRes im Raum,'”* die
Scherbedingungen,®* der pH und die Temperatur.®

In einer Suspension von Erythrozyten kommt es beim Vorhandensein geeigneter
Makromolekile wie z.B. Fibrinogen zur Adhasion des Makromolekils an die

Zelloberflache.'®*® Das freie Ende des Makromolekiils kann sich an einen anderen

Erythrozyt anheften, durch Membranrotation kommt es zur Parallelisierung der



18

Membranoberfléchen, weitere angeheftete Makromolekile vermitteln noch mehr
Bindungen zwischen beiden Zellen.*"®

Die bel der Erythrozytenaggregation interagierenden Kréfte lassen sich nach folgender
Formel beschreiben:

Fa=Fo-FeFsFm

Fa = aggregierende Kraft

Fy, = ,,surface bridging force"

Fe = elektrostatisch abstollende Kraft

Fs = Scherkraft

Fn = ,membrane bending Force = Kraft, die zur Verformung der Membran
notwendig ist, um parallele Oberflachen herzustellen®’

Durch Aggregation weiterer Erythrozyten kommt es zur Ausbildung von
eindimensionalen Rouleaux und schliefdlich zur Netzwerkaggregation mit
dreidimensionaler Ausrichtung und komplexer Verzweigung.'*#%27

An Stelle von Fibrinogen verwendeten wir der besseren Standardisierbarkeit wegen
Dextran 260000 zur Vermittlung der Aggregation.®#

Zur  Quantifizierung der  Erythrozytenaggregation  benutzten  wir  das
Erythrozytenaggregometer MA 1 von Myrenne:

Das Mef3gerdt MA 1 besteht aus einer Platte, einem Kegel mit einem Neigungswinkel
von 2° und einer dazwischenliegenden Probenkammer.*® Von einer LED erzeugtes

Licht der Wellenlange 900 nm durchstrahlt die transparente Anordnung, wird auf

einem Phototransistor abgebildet und analysiert (siehe Abb. 7).3%2
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Phototransistor

Platte

Probenkammer

a=2°

Kegel

Abbildung 7: Das Myrenne MA 1 Erythrozytenaggregometer
Nach Einbringen eines Probenvolumens von 20 pl wird der Kegel in Rotation versetzt,

die Erythrozytenaggregate werden bei einer konstanten Scherrate von 600/s
vollstandig desaggregiert, dann erfolgt der abrupte Stop der Drehung des Kegels
(Betriebsmodus M). Nach einer kurzen Phase der Desorientierung der dispergierten
Erythrozyten und einer damit verbundenen Abnahme der Lichttransmission,
vergleichbar den , kritischen Fluktuationen* beim Phaseniibergang des Wassers vom
flussigen zum gasformigen Aggregatzustand,® kommt es zur Aggregation der
Erythrozyten.?**3* Die Zahl der lichtbrechenden Flachen nimmt ab, die Zahl der
Plasmallicken steigt an, zugleich ndhert sich die Lichttransmission asymptotisch dem

Maximum (siehe Abb. 8).%>°
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100

Intensitat der Lichttransmission

0 -

Scherstop t

Abbildung 8: Die Verénderung der Lichttransmission unter Scherung

Durch numerische Integration wird die Flache unter der Kurve berechnet und durch
den vor jeder Messung bestimmten Leerwert dividiert, es resultiet en
, Syllektogramm® 232637

Die numerische Ausgabe des MA 1 entspricht dem Prozentsatz der maximal
moglichen  Erythrozytenaggregation wéhrend der ersten 5 Sekunden nach
Scherstop.**

In einem zweiten Betriebsmodus des Gerdtes (M 1) wird die Rotation nicht auf O
Umdrehungen pro Sekunde gebremst, sondern das Gerdt wird nach dem Abbremsen
mit 3 Umdrehungen pro Sekunde weiterbetrieben, hierdurch erhtht sich die Kolli-
sionswahrscheinlichkeit der Zellen, die Aggregathildung wird gefordert.®

Die Berechnung des Syllektogramms erfol gt analog dem Betriebsmodus M.

Zur Entfernung des Plasmas wurden die aus den Konserven enthommenen Proben zur
Aggregometrie zentrifugiert (2000g, 10 min, 4°C, Bremse 7) der Uberstand ab-
pipettiert, das Probenréhrchen wurde mit NaCl 0,9 % aufgefillt, es schlof3 sich eine
erneute Zentrifugation mit den gleichen Einstellungen an. 100 pl des Sediments wur-
den mit 100 ul NaCl 0,9 % verdinnt. Der resultierende Hamatokrit wurde an einem

Zellzéhler gemessen, die Probe wurde mit einem Dextran-NaCl-Gemisch auf einen
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Hamatokrit von 30 standardisiert, anschlief3end erfolgte die Aggregometrie mit 20 pl
der Suspension. Bei den aus den Konserven entnommenen Proben war das Hinzufligen
eines Antikoagulans nicht notwendig.

Die den Spendern entnommenen Blutproben wurden mit EDTA antikoaguliert.* Nach
sorgféltiger Durchmischung wurden 20 ul Blut mittels Eppendorf-Pipette auf den
Mef¥kegel appliziert und die Messung gestartet. Eine Hamatokritstandardisierung
erfolgte bei diesen Proben nicht. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde bel den den
Spendern vor Blutspende entnommenen Proben zusdtzlich eine Messung nach
Suspension mit Dextran wie oben beschrieben durchgefihrt.

Zur téglichen Herstellung des Dextran-NaCl-Gemisches wurden 50 mg Dextran
260000 Da abgewogen, 10 ml NaCl 0,9 % hinzugegeben und gut vermischt,
anschlief3end wurde die Losung abgedeckt im Kuhlschrank gelagert. Somit ergab sich
eine Dextrankonzentration von 5 g/l 2%

Nach Nullwertabgleich wurde jede Probe zwel Mal vermessen, anschlief3end erfolgte
die Reinigung des Gerdtes und ein erneuter Nullwertabgleich, gefolgt von weiteren
Messungen. Zu jedem gegebenen Zeitpunkt wurden pro Spender acht Messungen des
Parameters ,M* und acht Messungen des Parameters ,M1“ vorgenommen und jeweils

das arithmetische Mittel bestimmit.

2.4.3 Filtrometrie
Die Filtration von Erythrozyten durch Polykarbonatfilter kontrollierter Porengrofie

dient der Bestimmung verschiedener Parameter:
Bel kleinen Porendurchmessern um 3 pum und damit in der Néhe der Grenzgrof3e der
Erythrozytenpassage wird die Passage durch das Oberfl &chen-V olumen-Verhétnis der

Zellen bestimmt. Bel Porendurchmessern von 7 um sind die Membrandeformabilitét



22

und die interne Viskositdt der Zellen die dominierenden Eigenschaften. Bei
intermediéren Porengréf3en von 5 pum kommt die Kombination obengenannter
Eigenschaften zum Tragen.*#

Bestimmt wird zum einen die Passagezeit durch das Filter, zum anderen die Okklusion
des Filters durch rigide Erythrozyten, Erythrozytenagglomerate und Leukozyten.

Die Kinetik der Passagezeit der Erythrozytensuspension wird mit der des
Suspensionsmediums verglichen, hieraus wird die kalkulierte relative Filtrationsrate
zum Zeitpunkt to = 0 ermittelt.

Bel Vermessung des Suspensionsmediums ist die Passagezeit fur alle Volumina
gleich, es resultiert eine horizontale Gerade mit der Steigung m=0. Die

Erythrozytensuspension fuhrt zur linear zunehmenden Okklusion der Filterporen, die

Steigung m der Geraden wird negativ (siehe Abb, 9). 14243444

A

rFr(0)

Relative Filtrationsrate

rFr(1)

rFr(2)

rFr(3)

|
V’(0) V(1) V'(2) V'(3) Volumen

Abbildung 9: Die relative Filtrationsrate zum Zeitpunkt to = 0 (rFR(0))
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Es gilt die allgemeine Geradengl eichung:

y=mx+a

mit:

y = rFR(t) ( = relative Filtrationsrate zum Zeitpunkt t)

m = Steigung der Geraden = Tangens des Anstiegswinkels a
x = filtriertes Volumen zum Zeitpunkt t = V' (t)

esergibt sich:

rER(t) =mV'(t) +a

fur das St. George's Filtrometer gilt:

V'(1)=v(o)+\@
v'(z)=v(o)+v(1)+@

V(E)=v(0)v()v(2)+ Y

Mittels der Methode der kleinsten Abweichungsquadrate kann die Geradensteigung

ermittelt werden, es ergibt sich nach Umformung:

V'(t)

n

] rFR(t)

i tZrFR(t)\/'(t)— =
m= T H
> () - E“ZV %

durch lineare Ruckextrapolation ergibt sich fur a

ZrFR mZV

-
||M:
i
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zum Zeitpunkt t = 0 gilt:

v'(0)=0

somit ergibt sich:

rFR(0)=a

Die relative Filtrationsrate zum Zeitpunkt O (= kalkulierte relative Filtrationsrate zum

Zeitpunkt 0 (CrFR(0))) ist somit:

rFR(0)=

ZrFR(t)—mZV’(t)

Die Filterokklusionsrate (Clogging rate, CR) ist die Anderung der relativen

Filtrationsrate nach Passage eines bestimmten Volumens. Sie wird pro ml angegeben:

CR=—"M__x10°

" rFR(0)

Zudem kann unter Berucksichtigung des Hamatokrit die ,Red cell transit time®

(RCTT) berechnet werden:

Das St. George's Filtrometer verwendet das Prinzip der druckkonstanten Filtration von
mit PBS verdinntem Blut (Hamatokritwert 10 %) bei gleichzeitiger Messung der
bendtigten Zeit pro FluRvolumen.*##°

Im Kern besteht das Gerdt aus einem vertikal angeordneten Filter (eine
Polykarbonatmembran mit 13 mm Durchmesser, versehen mit ca. 260000 Poren mit
einem Durchmesser von 5 um), auf dessen innerer Seite sich die Einfull6ffnung, die

Probenkammer und eine Glaskapillare definierten VVolumens befinden, auf der &uferen
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Seite sind der mit eéinem Ventil versehene Ausfluffkanal und ein einen Unterdruck

erzeugendes Wasserbad angebracht (siehe Abb. 10).

Optische Detektoren

Polycarbonatmembran %\
\_ 0001

Ventil J 7%— Glaskapillare
(Ema

AusfluRBkanal \
Probenkammer

—3~Einflll6éffnung

I~ Wasserbad

Abbildung 10: Das St. George's Filtrometer (nach 4)
Alle Messungen erfolgen temperaturkontrolliert bei 37°C.

Nach Einsetzen eines neuen Filters und Zusammenbau des Gerétes werden die
Probenkammer und die sich direkt anschlief3ende Glaskapillare mit PBS gefiillt und
das Audlal3ventil gedffnet. Nun kann das in der Probenkammer befindliche Volumen
in den AusfluBkanal abflief3en, die Fullung der Glaskapillare passiert ebenso die
Filtermembran. Die Leerung der Kapillare wird durch vier optische Detektoren
registriert, die in Reithe im Abstand von jeweils 20 pl Volumen auf3en an der Kapillare
angebracht sind, es erfolgt die Messung der Zeit, die zur Passage dieses Volumens
notig ist.

Dieser Eichvorgang mit dem Suspensionsmedium PBS wird noch einmal wiederholt,
die maximal zul&ssige Abweichung zwischen beiden Messungen betragt 1 %, danach
erfolgt die Messung der Blutprobe auf die gleiche Weise.

Zur Herstellung der Erythrozytensuspension wird die Probe zentrifugiert (2000g, 10

min, 4°C, Bremse 7), zu 250 pl des Zellsediments werden 1750 ul PBS suspendiert.
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Es resultiert ein Hamatokrit von 10 £ 1 %. Die Probe wird gut durchmischt und in die
Mefkammer eingebracht. Sofort anschliefend erfolgt die Messung, um
sedimentationsbedingte Artefakte zu vermeiden.

Auf einem Drucker erfolgt die Ausgabe von rFR(0), CR und RCTT.

Danach muf3 das Gerét komplett gereinigt und ein neues Filter eingesetzt werden, nach

erneuter Standardisierung kann die néchste Probe verarbeitet werden.

2.5 Die in-vivo-Analyse

2.5.1 Laser-Doppler-Anemometrie (LDA)
Grundlage der Laser-Doppler-Anemometrie ist die von Christian Doppler 1842 in

seiner Publikation ,,Ueber das farbige Licht der Doppelsterne und einiger anderer
Gestirne des Himmels* verdffentlichte Beobachtung der Farbanderung des von einer
bewegten Quelle ausgesandten Lichts:*"#34°

An der feststehenden Lichtquelle A wird zum Zeitpunkt to = O das Objekt B mit der
Relativgeschwindigkeit 3 vorbeibewegt. A sendet zur Zeit t einen Lichtblitz aus.
Dieser wird an B zum Zeitpunkt T reflektiert. Der Lichtblitz braucht die Zeit 7 fir die
Strecke von A nach B, hin und zuriick die Zeit 2* 1. Der Blitz wird aso zur Zeit T =
t+1* 7 bei B reflektiert. A empféangt den Lichtblitz nach der Zeit t+2* 1.

Zum Zeitpunkt T ist der Abstand zwischen Aund B s.

Das Licht braucht fur diese Strecke die Zeit 1, B brauchte fur diese Strecke die Zeit
t+7=T.

Aus der Geschwindigkeit u von B kann man die Strecke s folgendermal3en berechnen:

s=Tu=(t+1)u
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fur das ausgesandte Licht gilt:
S=TC
durch Gleichsetzen ergibt sich:

c=Tu

o|lc

L
T
B hat eine andere Zeitmessung als A, fur die Zeitrechnung von B gilt:
t' =kt
damit gilt: der zur Zeit t* bei B reflektierte Blitz kommt zur Zeit kt™ bel A an. Aus der
Sicht von B bewegt sich A mit gleicher Geschwindigkeit von ihm weg. Es gilt aso:
t+2r =kt'
dat’ =kt gilt:
t+21=Kt

Fur die Laufzeit T des Blitzes und die Reflexionszeit T=t+ 1 gilt dann:

T :%(k2 —1)

und
T :t+r:t+%(k2—1):%(k2+l)

setzt man dies ein, so erhalt man:

u_k*-1
c k*+1

daqgilt:
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erhat man:

k = ﬂ
\1-8

Da die Lichtgeschwindigkeit konstant ist, kommt es beim reflektierten Licht zur

Frequenzverschiebung. v ist die Frequenz des ausgesandten Lichts, v die des

Empfangenen:

V= 1 = lv = ﬂv
T k 1+

mit

B=—

ergibt sich dann fir die Geschwindigkeit u:

y2-p3
v2+p

Das CAM 1 besteht aus einer Kombination von CCD-Kamera und Lasereinheit. Das
Laserlicht hat eine Wellenlange von 780 nm mit einer maximalen Leistung von 1,5
mW, die Kamera ist mit grinem Licht der Wellenlange 525 nm illuminiert, um einen
optimalen Kontrast zwischen roten Zellen und umgebendem Gewebe zu erzielen.***

Mittels eines Systems aus Linsen und Spiegeln wird der Laserstrahl parallel zum
Bildstrahl der CCD-Kamera ausgerichtet. Die Taille des Laserstrahls liegt in der

Objektebene der Kamera. Es resultiert ein elliptischer Fokus von ca. 5 * 10 um (siehe

Abb. 11).*
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—— CCD-Kamera
/ Bildebene
l Laser
X _____+ Photodetektor
,: & I\__Fl |~ Bildebene
i <> :?'d‘ Linse
i} i i
Streuspiegel '. :_ ‘E““X"% Spiegel
ik <
Streuspiegel — % i i Vo Spiegel
<
Linse <§ﬂ
K
Objektebene

Abbildung 11: Der Aufbau des CAM 1 (nach 50)
Der ausgesandte Laserstrahl wird zu einem kleinen Tell vom Gewebe reflektiert und

Uber das Linsensystem zu einem Photodetektor geleitet. Trifft der Laserstrahl auf sich
bewegende Erythrozyten, so registriert der Photodetektor eine Frequenzverschiebung
des reflektierten Lichts.

Die LDA-Messung wurde in der MKS-Gruppe vorgenommen. Nach ener
30mindtigen Akklimatisierungsphase der Probanden im Liegen wurde hierzu der
rechte Arm in Herzhdhe auf einer Schiene gelagert und fixiert, der Ellbogen mit einem
Kissen unterlagert. Die Phalanx media des Mittelfingers der rechten Hand wurde unter
dem Objektiv des Auflichtmikroskops plaziert. Die Ruhigstellung des Fingers erfolgte
von seitlich durch einen zweiseitigen Fixierarm unter minimaler Kraftausiibung. An
der proximalen Phalanx des Mittelfingers wurde ein Temperatursensor angeklebt. Die

optimale Mef3temperatur zwischen 27 und 31°C wurde durch eine unter der
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Handflache Dbefindliche Waéarmeplatte gewdhrleistet. Ebenso  konnte die
Raumtemperatur kontrolliert werden.?°%>*

Durch Auftragen von Paraffinum subliquidum auf die Hautoberflache wurden
storende Lichtreflexionen aus der Ebene der Kapillaren heraus nach oben verlagert, so
dal? ein deutliches Flul3signal gemessen werden konnte.

Bei der LDA wurden senkrecht zur Hautoberfldche verlaufende Kapillaren der
dorsalen Phalanx media verwendet, welche entsprechend dem Prinzip des Doppler-
Effektes die Messung der maximalen Flufdgeschwindigkeit ermoglichen. Erkennbar
waren diese zum einen optisch an ihrem punktférmigen Aussehen, zum anderen
akustisch an einem deutlichen FluRsignal, welches sich bei vielen Kapillaren durch
entsprechende Justage in das Signa des zu- und des abstrémenden Schenkels
differenzieren lieR.>

Die dreidimensionale Bewegung der Erythrozyten in den Kapillaren und im von den
Kapillaren durchzogenen Raum wird durch die LDA auf eine Dimension reduziert und
eswird nur diein dieser Dimension liegende Komponente der Bewegung erfalit.

Bei geringen Abweichungen der Hauptbewegungsrichtung von der Mef3achse kommt
es nur zu geringen Mef3fehlern in bezug auf die tatsachliche Geschwindigkeit, bei
groReren  Achsabweichungen konnen die Differenzen zwischen gemessener
Geschwindigkeit und tatséchlicher Geschwindigkeit jedoch gravierend sein (siehe

Abb. 12):
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen MeRBwinkel und gemessener Geschwindigkeit

Angestrebt wurde pro Mel3zeitpunkt (vor Blutspende, 1 Stunde nach Blutspende, 24
Stunden nach Blutspende) die Bestimmung der Flul3geschwindigkeit in mindestens
zwel Kapillaren mit deutlichem Signal. Um als Messung gewertet zu werden war ein
klar erkennbares Signal von 60 Sekunden Dauer notwendig. Bei gutem Signal wurde
bis zu funf Minuten pro Kapillare gemessen, um eventuell auftretende rhythmische
Schwankungen der Durchblutung zu erfassen.

Wahrend der Messung war durch Mikrobewegungen des Fingers ein standiges
Nachstellen des Laserstrahls mittels Mikropositionierer erforderlich.

Das auflichtmikroskopische Kapillarbild und das akustische Fluldsignal wurden
simultan mittels eines Super-VHS-Videorekorders aufgezeichnet, da sich in der
Vorbereitungsphase der Studie zeigte, dal3 die gleichzeitige Feinjustage des Lasers
wahrend der Messung und die Registrierung der Fluf3ggeschwindigkeit mit Markierung
von Mef3zeitpunkten und Artefakten nur bedingt mdglich war, die nachtrégliche
Auswertung jedoch sehr genau die Abgrenzung des Signals von Stéreinfliissen
ermdglichte. Auch konnten so die Messungen beliebig oft neu ausgewertet werden.
Die CAM 1-Software stellt das gemessene reflektierte Frequenzspektrum akustisch

und graphisch dar. Das Audiomonitoring erleichtert die Bebehaltung der
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Laserposition. Die farbkodierte Darstellung zeigt die zum gleichen Zeitpunkt
gemessenen reflektierten Lichtfrequenzen, bereits in Geschwindigkeiten umgerechnet.
Abhangig von der Glte des Signals kann eine von drel moglichen Hallkurven gewahlt
werden, um die definitive Geschwindigkeit zu einem bestimmten Zeitpunkt

festzulegen (siehe Abb.13).

mm{s

@@ 125 130
seconds

Abbildung 13: Ausgabe des CAM 1
Die rechts in der Abbildung erkennbare pl6tzliche Reduktion der Fluf3geschwindigkeit

ist durch ein Verrutschen der Kapillare unter dem Laserstrahl bedingt, die betreffende

Stelle wurde daher nicht in die Auswertung einbezogen.

2.6 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden durch Saulendiagramme dargestellt, eingezeichnet sind die
arithmetischen Mittelwerte und der Standardfehler.

Die statistische Auswertung der Daten wurde mittels des Computer-Programms SPSS
fr Windows, Version 6.1.3 , SPSS, Chicago, USA durchgefihrt.

Die Zahlenwerte wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test zur Uberpriifung der
Vertellungsform auf Normalverteilung untersucht. Eine signifikante Abweichung von

der Normalvertellung wurde bel p < 0,05 angenommen. Die im folgenden
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dargestellten Mel3werte sind sémtlich normalverteilt, ein Vergleich der verschiedenen

Gruppen mittels t-Test filr gepaarte Stichproben ist somit zul&ssig und zweckméRig.™

Gemal3 allgemein Ublicher Gepflogenheiten werden folgende Bezeichnungen benutzt:

Irrtumswabhrscheinlichkeit Bedeutung Abkirzung
p > 0,05 nicht signifikant ns
p <0,05 signifikant *
p<0,01 sehr signifikant o
p 0,001 hochst signifikant ok

Korrelationen wurden mittels des Produkt-Moment-K orrelationskoeffizienten nach

Pearson berechnet.




|11, Ergebnisse

1 Ergebnisse der Viskositatsmessung mittels OCR-D

1.1 Viskdser Anteil n~ der Viskoelastizitat

1.1.1 Viskdser Anteil 0~ der Viskoelastizitét von Vollblut bei einer Schergeschwindigkeit von 10/s

Beim Spender ergab sich nach der Spende kein Unterschied zum Wert vor der Spende,
erst nach 24 h war ein Abfal auf 86 % (VBS, ***) bzw. 82 % (MKS, **) im
Vergleich zum Ausgangswert feststellbar. Unterschiede zwischen den Gruppen liefzen
sich zu keinem Zeitpunkt feststellen.

In den Konserven erfolgte ein kontinuierlicher Anstieg der viskésen Komponente, der
Endwert am 63. Tag der Lagerung betrug das 1,39%fache (VBS, ***) resp. das
1,40fache (MKS, ***) des Wertes am 1. Tag. Ein signifikanter Unterschied im
Vergleich der Gruppen an den einzelnen Tagen war nicht nachweisbar, jedoch waren
die Werte der Vollblutspenden stets hoher.

Ein Vergleich der Konserven am 1. Tag mit den Nativwerten der jewelligen Spender
ergab in der Vollblutgruppe einen hdchst signifikanten Unterschied (Anstieg auf das
1,17fache), die Préparate der Maschine liel3en keinen Unterschied zu den

entsprechenden Vorwerten der Spender erkennen.
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Abbildung 14: viskdse Viskositat von Vollblut bei einer Schergeschwindigkeit von 10/s. MW und SEM. n = 16 - 20

1.1.2 Viskdser Anteil 0~ der Viskoelastizitét von Vollblut bei einer Schergeschwindigkeit von 150/s

Auch hier war erst 24 h nach der Spende ein Abfall der Werte im Vergleich zum
Ausgangswert feststellbar, der aber bei dieser Schergeschwindigkeit nicht ganz so
deutlich ausfiel (auf 92 % (VBS,*) und 87 % (MKS;**)). Zeigten die Gruppen vor
Spende keine Unterschiede, so waren 1 h nach Spende geringe, aber signifikante
Differenzen vorhanden, die sich 24 h danach nicht mehr nachweisen lief3en.

Auch bei hoheren Schergraden war im Verlauf der Lagerung eine Zunahme der
viskdsen Viskositdt zu verzeichnen, sie erreichte das 1,29fache (VBS, ***) bzw. das
1,31fache (MKS, ***) des Ausgangswertes. Die Werte der Maschinenspender waren
stets niedriger, das Signifikanzniveau von p = 0,05 wurde jedoch zu keinem Zeitpunkt
erreicht.

Die Viskositét in den Konserven im Vergleich zum Nativwert betrug am 1. Tag das

1,31fache (VBS, ***) resp. das 1,22fache (MKS, ***) des Wertes vor der Spende.
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Abbildung 15: viskdse Viskositat von Vollblut bei einer Schergeschwindigkeit von 150/s. MW und SEM. n = 17 - 20

1.1.3 Flachenfunktion des viskdsen Anteils 0~ der Viskoelastizitat von Vollblut

Auch bei Betrachtung Uber das gesamte Schergeschwindigkeitsspektrum ergab sich 1
h nach der Blutspende keine signifikante Anderung, erst bei der Untersuchung am Tag
nach der Spende war ein sehr signifikanter Abfall der viskdsen Viskositét zu
beobachten (um 11 % (VBS) bzw. 16 % (MKS)). Geringe Differenzen zwischen den
beiden Gruppen sowohl vor (Verhdtnis der Mittelwerte: MKS zu VBS = 1,05) ds
auch 1 h nach Spende (MKS zu VBS = 1,07) erwiesen sich as signifikant, waren aber

24 h nach der Spende nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 16: Integralfunktion der viskdsen Viskositat von Vollblut bei den Spendern. MW und SEM. n =17 - 20

Die viskose Viskositét in den Konserven verhielt sich tber die gesamte Bandbreite

von Schergeschwindigkeiten analog zu den Teilkomponenten, es war ein
kontinuierlicher Anstieg wahrend der Lagerung zu verzeichnen, die Endwerte lagen im
selben Bereich wie in den Telluntersuchungen (Verhdltnis Tag 63 zu Tag 1 fur VBS =
1,36, fur MKS = 1,42, jewells ***). Auffélig ist der steilere Anstieg zwischen Tag 49
und Tag 63 in beiden Gruppen (VBS: Tag 49 zu Tag 63: 113 %, MKS: 113 %)

An den einzelnen Tagen liel3en sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen
nachweisen, anders asin den Tellsystemen war der Mittelwert der VBS — Gruppe nur
an den Tagen 1 bis 35 groler, dann war er nahezu gleich grofd wie der der MKS —

Gruppe.
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Abbildung 17: Integralfunktion der viskdsen Viskositat von Vollblut bei den Konserven. MW und SEM. n = 18 - 20
Ein Viskositdtsunterschied zwischen dem Blut in den Konserven am 1. Tag und den

Nativwerten vor der Spende Uber die gesamte viskdse Integralfunktion war ebenfalls
nachweisbar (Tag 1 zu vor Spende = 1,26 fur VBS bzw. 1,16 fir MKS; beide

Gruppen ***),

1.1.4 Viskoser Anteil n” der Viskoelastizitat des Uberstands bei einer Schergeschwindigkeit von 10/s

Der abzentrifugierte Uberstand des Nativblutes der Spender (Plasma) und der
Konserven (Uberstand) wurde den selben oszillationsviskosimetrischen Messungen
unterzogen wie das entsprechende Bl ut.

Beim Plasma der Spender der VBS — Gruppe war im Vergleich zum Vorwert auch
nach 24 h noch keine Veranderung mef3bar, in der MKS — Gruppe war zwischen den
vor- und nach-Spende-Werten eine geringfugige (Faktor 1,05) signifikante Anderung
feststellbar, die 24 h nach Spende nicht mehr nachweisbar war. Ebenfalls als

signifikant erwies sich eine gering ausgeprégte Differenz (die Mittelwerte der
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Vollblutspender waren um den Faktor 1,04 niedriger) in den Ausgangswerten vor
Spende, das Signifikanzniveau wurde danach nicht mehr erreicht.

Im Verlauf der Lagerung war keine Anderung der Viskositdt des Uberstands zu
messen, die hochst signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen waren tber den
ganzen Zeitraum hinweg vorhanden, die Maschinenspender wiesen um den Faktor
1,08 (Tage 49 und 63) bis 1,11 (Tag 21) hohere Mef3werte auf.

Im Vergleich zur Plasmaviskositdt sank die Viskositét des Uberstands auf 67 % (VBS,

**%) bzw. 71 % (MKS, ***) des Ausgangswertes ab.
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Abbildung 18: viskdse Viskositat des abzentrifugierten Uberstands bei einer Schergeschwindigkeit von 10/s.
MW und SEM. n=17 - 19
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1.1.5 Viskdser Anteil n” der Viskoelastizitat des Uberstands bei einer Schergeschwindigkeit von 150/s

In der VBS — Gruppe war keine Anderung der Plasmaviskositat zu verzeichnen, die
MKS — Gruppe zeigte im Vergleich zum Vorwert nach 24 h einen geringen Abfall
(**)-

Wahrend vor Spende signifikant hthere Werte bei den Maschinenspendern vorhanden
waren, waren diese nach der Spende nicht mehr nachweisbar. 24 h danach hatte sich
das Verhdltnis der Gruppen umgekehrt (1 zu 1,03).

Der Uberstand wies schon zu Beginn der Lagerung nur Werte von 64 % (VBS,***)
bzw. 69 % (MK S,***) der Ausgangsviskositét des Plasmas auf.

Es ergaben sich bel den Multikomponentenspendern keine Unterschiede im Verlauf,
bei den Vollblutspendern kam es zu einem 5prozentigen Anstieg der Viskositét. Die
Differenz in den Mel3werten der beiden Gruppen war stets hochst signifikant, der

Quotient nahm von Tag 1 (1,11) bis zu Tag 63 (1,07) kontinuierlich ab.
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Abbildung 19: viskose Viskositat des abzentrifugierten Uberstands bei einer Schergeschwindigkeit von 1507s.
MW und SEM. n=17 - 20
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1.1.6 Fléichenfunktion des viskdsen Anteils n” der Viskoelastizitat des Uberstands

Das Plasma der Maschinenspender zeigte nach der Spende einen signifikanten Abfall,
ein weiteres Absinken der Werte war nicht nachweisbar. In der anderen Gruppe trat
keine Veranderung auf.

Auch hier waren vor und 24 h nach der Spende Gruppenunterschiede nachweisbar (*),
ebenso wie bei der Teilfunktion bel einer Schergeschwindigkeit von 150/s kehrte sich
das Verhdltnis der Mittelwerte nahezu um (vor Spende: 1,04 (*); nach 24 h: 1,03 (*)).
Am 1. Tag der Lagerung betrug die Viskositat des Uberstands 70 % (VBS,*) resp. 65
% (MKS,*) des entsprechenden Plasmawertes vor der Spende.

Nur in der konventionell gewonnenen Blutkonserve kam es im Verlauf zu einem
signifikanten, geringflgigen Anstieg der Viskositétswerte, die Werte der maschinell

gewonnen Praparate lagen jedoch stets hdchst signifikant um den Faktor 1,07 bis 1,10

hoher.
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Abbildung 20: Integralfunktion der viskdsen Viskositét des Uberstands. MW und SEM. n =17 - 20
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1.1.7 Vergleich der Viskositat des Vollblutes mit der des Uberstands

Beim Vergleich der Fachenfunktion der viskdsen Viskositdt von Vollblut und

Uberstand zeigten sich vereinzelt signifikante Korrelationen, nie jedoch in beiden

Gruppen zum gleichen Zeitpunkt:

Tabelle 3: Korrelation zwischen AUC des Vollblutes und AUC des Uberstands
| vor |nach| 24h | Tag1l | Tag7 |Tag 21|Tag 35| Tag 49 | Tag 63]

VBS
r= +0,30 | +0,60 | +0,32 | +0,16 | -0,02 | +0,72 | +0,47 | +0,09 | +0,17
p= ns *x ns ns ns ** * ns ns
MKS
r= +0,38 | +0,12 | +0,40 | +0,73 | -0,15 | +0,31 | +0,13 | +0,50 | +0,31
p= ns ns ns *x ns ns ns * ns

Ahnlich verhalten sich auch die Werte bei Schergeschwindigkeiten von 10/s und

150/s.

1.2 Elastischer Anteil n~~ der Viskoelastizitat

1.2.1 Elastischer Anteil n~~ der Viskoelastizitat von Vollblut bei einer Schergeschwindigkeit von 10/s

Nach der Spende war keine Verénderung der elastischen Viskositét nachweisbar, erst
nach 24 h kam es in beiden Gruppen zu einem deutlichen (auf 75 % (VBS) bzw. 76 %
(MKYS)), hochst signifikanten Abfall der Mef3werte. Zwischen den Gruppen zeigten
sich keine Unterschiede.

In der Konserve kam es zu einem kontinuierlichen, deutlichen Anstieg der Elastizitét.
In der Gruppe der Maschinenspenden wurde am 63. Tag das 1,99fache des
Ausgangswertes erreicht, bei den Vollblutspenden das 1,74fache des Wertes vom 1.
Tag. Beide Veranderungen waren hochst signifikant.

Die Uber den gesamten Verlauf htheren Werte aus der konventionellen Spende waren
an den Tagen 7 (Verhdltnis MKS zu VBS = 0,70) und 21 (Verhdltnis MKS zu VBS =
0,68) sehr signifikant unterschiedlich zu der anderen Gruppe, zu den Ubrigen

Zeitpunkten wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht. Am Tag 21 war der
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Elastizitétswert der MKS — Gruppe immer noch geringer als der Wert der VBS —
Gruppeam 1. Tag.
Die Werte des Konservenblutes waren nur in der Zytapheresegruppe im Vergleich

zum Nativwert signifikant niedriger (84 % des Ausgangswertes).
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Abbildung 21: elastische Viskosit&t von Vollblut bei einer Schergeschwindigkeit von 10/s. MW und SEM. n = 15 -
20

1.2.2 Elastischer Anteil N~ der Viskoelastizitdt von Vollblut bei einer Schergeschwindiakeit von 150/s

Im Verlauf der Lagerung kam es zu einer Abnahme der elastischen Komponente der
Viskositét. Weitergehende Aussagen erscheinen auf Grund der sehr niedrigen
gemessenen Energiewerte bel einer Schergeschwindigkeit von 150/s und der hieraus
resultierenden starken BeeinfluRbarkeit durch Artefakte nicht moglich (Mittelwerte am

1. Tag der Lagerung: MKS 0,13 mPas, VBS 0,19 mPas).

1.2.3 Fléchenfunktion des elastischen Anteils ™"~ der Viskoelastizitat von Vollblut

Ebenso wie bei der Teilmessung bei einer Schergeschwindigkeit von 10/s zeigte sich
bei Berticksichtigung der gesamten Integralfunktion erst nach 24 h ein hoéchst (VBS;

auf 76 %) bzw. sehr (MKS; auf 69 %) signifikanter Abfall der Viskoelastizitdt im



Vergleich zum Ausgangswert. Bei den Proben der Spender waren keine
Gruppenunterschiede feststellbar.

Im Verlauf war in der Gruppe der Maschinenspenden erst am 49. Tag eine signifikante
Erhéhung der Werte verglichen mit Tag 1 zu beobachten, in der anderen Gruppe gar
erst am 63. Tag. Die Werte betrugen 143 % bzw. 158 % des Ausgangswertes (jeweils
**%), Zwischen 49. und 63. Tag zeigte sich eine signifikante Zunahme (VBS ** ;
MKS***),

Die Mittelwerte der Vollblutspenden lagen stets Uber denen der Vergleichsgruppe,
eine Signifikanz zeigte sich an den Tagen 7, 21 (jeweils ***) und 49 (*). Das
arithmetische Mittel der Werte der Maschinenspender war noch am Tag 49 geringer
asdasder VBS - Gruppe an Tag 1. Nach einer Woche war der Quotient MKS : VBS
mit 0,68 am geringsten, danach stieg das Verhdtnisbisauf 0,87 am 63. Tag an.

Der Anstieg der elastischen Komponente im Vergleich der Konserve am 1. Tag mit
den Werten vor Spende war in beiden Gruppen hdchst signifikant, wahrend es bel der
Gruppe der Maschinenspender nur eine Erhthung um 1,08 zu verzeichnen gab, war es

in der anderen Gruppe eine Zunahme auf das 1,45fache.
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Abbildung 22: Integralfunktion der elastischen Viskositat von Vollblut. MW und SEM. n = 15 - 20

1.2.4 Membranbedingter Anteil des elastischen Anteils r”” der Viskoelastizitét von Vollblut (Fyew)

Das Blut der Probanden zeigte im Verlauf keine Verénderung, auch Gruppen-
unterschiede traten nicht auf.

In den Konserven konnte nach drei Wochen ein sehr signifikanter Abfall der
Mef3werte nachgewiesen werden, der sich in der Gruppe der Vollblutspenden in den
nachsten zwel Wochen fortsetzte. Danach anderten sich die Werte in dieser Gruppe
nicht mehr signifikant. Bel den Zytapheresespenden war der weitere Abfall der
gemessenen Energiewerte nach dem 21. Tag nicht mehr signifikant, in den letzten
zwei Wochen der Lagerung jedoch erfolgte ein neuerlicher signifikanter Anstieg. Im
Vergleich der Tage 63 und 1 trat das Absinken der Elastizitdt auf 36 % (VBS, **)
bzw. 30 % (MKS, **) des Ausgangswertes deutlich zutage. Die Vollblutspende wies
stets eine signifikante, weit hohere Viskoelastizitét auf, am ausgepragtesten zeigte sich

dies am 49. Tag mit um nahezu den Faktor 5 htheren Werten.
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Die Anfangswerte der Konserve lagen bel den maschinell gewonnenen Praparaten um
das 12fache (**), bei den konventionell gewonnenen sogar um das 27fache (***)
hoher als die zugeordneten Nativwerte, waren allerdings deutlich niedriger als die
Werte fir den aggregatbedingten Anteil und erreichten nur einen Bruchteil der

Energiewerte der viskosen Viskositét.

OCR-D n”" Fygm Vollblut

30-
=Y MKS
»
s I \/BS
a¥
g 20+
T
g
Xx 10+
£
” § i '
0Ll éi Evi @ Y Y @
s 5 5§ 32 T & 8 2 8
~ & f 2 ® B B8
[ [ [ [
Zeitpunkt

Abbildung 23: Membranbedingter Anteil des elastischen Anteils der Viskositat von Vollblut.
MW und SEM.n=15-19

1.2.5 Aggregatbedingter Anteil des elastischen Anteils n"” der Viskoelastizitét von Vollblut (Fage)

Direkt nach der Spende ergaben sich keine Anderungen zu den Vorwerten, erst am
néchsten Tag war eine Abnahme zu beobachten (VBS: auf 74 % des Vorwerts, ***;
MKS: auf 68 % des Vorwerts, **).

Waren vorher keine Differenzen zwischen den Gruppen nachwelisbar, so traten diese
nach der Spende zutage: die MK S — Spende wies um das 1,17fache hdhere Mittelwerte

auf (*). 24 h spéter bestanden keine Unterschiede mehr.
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In der Konserve kam es zu einem kontinuierlichen Anstieg des aggregatbedingten
Anteils der Viskoelastizitdt, an Ende der Lagerung wurde fast das Doppelte der
Anfangswerte erzielt (VBS: Faktor 1,97, ***; MKS: Faktor 1,89, ***). Die Werte der
VBS — Gruppe waren stets hoher, signifikant war der Unterschied an den Tagen 7 und
21 (Faktor 1,25 bzw. 1,32).

Wadhrend, verglichen mit dem Nativwert, beim konventionell hergestellten Produkt am
Tag 1 keine Veranderung zu sehen war, trat in der anderen Gruppe ein signifikanter

Abfall auf 88 % des Ausgangswertes ein.
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Abbildung 24: Aggregatbedingter Anteil des elastischen Anteils der Viskositat von Vollblut.
MW und SEM.n=15-20
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1.3 Verhalten von viskdser und elastischer Viskositét von Vollblut im Vergleich

Es liegt stets eine sehr signifikante, mittlere bis sehr hohe Korrelation vor.

Exemplarisch sind in Abbildung 25 die Werte der MKS-Gruppe vor Spende

dargestellt.
Tabelle 4: Korrelation zwischen viskdser und elastischer Viskositat des Vollbluts
| vor [ nach | 24h | Tag1 | Tag 7 [Tag 21| Tag 35| Tag 49| Tag 63]
VBS
r= +0,73 | +0,68 | +0,69 | +0,85 | +0,74 | +0,87 | +0,94 | +0,89 | +0,79
p: *% *% *% *% *% *% *% *% *%
| MKS
r= +0,77 | +0,79 | +0,86 | +0,51 | +0,54 | +0,82 | +0,74 | +0,89 | +0,86
p: *% *% *% * * *% *% *% *%
MKS: AUC vor Spende
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Abbildung 25: Korrelation zwischen viskéser und elastischer Viskositat vor Spende, AUC der MKS-Gruppe. n = 17

2 Ergebnisse der Erythrozytenagaregometrie mit dem Myrenne-Aqgreqometer

Die Aggregationsneigung der Erythrozyten wurde zum enen mit einer nach

Desaggregation in Ruhe befindlichen Probe bestimmt (statische Erythrozyten-

aggregation, Auswertemodus M), zum anderen wurde nach Desaggregation eine

geringe Scherung beibehalten (dynamische Erythrozytenaggregation, Auswertemodus

M1). Die den Spendern entnommenen Proben wurden nativ vermessen, eine zusatzlich

vor der Spende entnommene Probe wurde gewaschen und in Dextran resuspendiert,
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um die Vergleichbarkeit mit den aus der Konserve entnommenen Zellen herzustellen,
die auf die gleiche Art behandelt wurden.
Durch Waschen und Resuspension wurde im Modus M die Aggregation ca. um den

Faktor 6 (***), im Modus M1 ca. um den Faktor 2 (***) reduziert.

2.1 Statische Erythrozytenaggregation

Bei den nativen Erythrozyten der Spender kam es im zeitlichen Verlauf zu keiner
Anderung der Aggregationsneigung. Gruppenunterschiede bestanden zu keinem
Zeitpunkt. Die Werte korrelierten in der VBS-Gruppe stets sehr signifikant, in der
MKS-Gruppe nur im Vergleich der Werte vor und nach Spende.

Tabelle 5: Korrelationen bei der Erythrozytenaggregation der Spender

| vor zu nach | vor zu 24 h | nach zu 24 h
VBS (M)
r= +0,63 +0,57 +0,72
p= *% *% *%
| MKS (M)
r= +0,63 +0,33 +039
p= ** ns ns
| VBS (M 1)
r= +0,72 +0,60 +0,46
- *% *% *
| MKS (M 1)
r= +0,70 +0,53 +0,64
p= *% * *%

Die gewaschenen Erythrozyten aus der Vollblutspende fielen am Tag 7 voriibergehend
nicht signifikant ab und erreichten wieder ihren Ausgangswert bis zum 21. Tag. Dann
erfolgte eine sehr signifikante Zunahme der Aggregationsneigung um das 1,5fache bis
zum 35. Tag, um dann bis zum Schlu® auf diesem Niveau zu verweilen. Bel den
Maschinenspenden kam es in der ersten Woche ebenfalls zu einer initiadlen Abnahme
des Mel3wertes auf 48 % des Wertesvom 1. Tag (*), gefolgt von einem Wiederanstieg.
Der Ausgangswert wurde am 21. Tag wieder erreicht, das 1,5fache davon am 35. Tag
(*). Auch hier wurde dieser Wert bis zum Ende der Lagerung in etwa beibehal ten.

Eine Korrelation zwischen dem 1. und dem 63. Tag bestand nicht.



50

Im Vergleich der gewaschenen Erythrozyten der Spender mit den am 1. Tag
entnommenen Zellen des Produktes wurde in beiden Gruppen eine signifikante

Zunahme um den Faktor 1,90 (VBS, *) bzw. 1,84 (MKS, *) beobachtet.
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Abbildung 26: Statische Erythrozytenaggregation (Modus M). MW und SEM. n = 16 - 20

2.2 Dynamische Erythrozytenaggregation

Bel den Proben der Spender wurden weder im Verlauf noch zwischen den
verschiedenen Gruppen Unterschiede beobachtet. Die geringe bis hohe Korrelation
war stets sehr signifikant (siehe Tabelle unter 2.1)

Auch bei den Konserven konnten keine Gruppenunterschiede beobachtet werden.
Wahrend der Lagerung kam es zu einem leichten Anstieg der Aggregationsneigung bis
zum 35. Tag, der jedoch nicht signifikant war. Danach sanken die Werte wieder
geringftgig ab. Als signifikant erwies sich die Abnahme um 24 % zwischen Tag 35

und Tag 63 bel den Maschinenspendern.
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Auch hier lief3 sich keine Korrelation zwischen den Werten zu Beginn und zum Ende
der Lagerung nachweisen.
Zwischen den vor der Spende entnommenen gewaschenen Erythrozyten und

denjenigen aus dem Produkt konnte kein Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 27: Dynamische Erythrozytenaggregation. (Modus M 1). MW und SEM. n = 16 - 20
2.3 Korrelation zwischen statischer und dynamischer Erythrozytenaggregation

Bei den nativen Proben zeigte sich zu jedem Zeitpunkt eine mittlere bis hohe, sehr
signifikante Korrelation. Nach dem Waschen war eine signifikante Korrelation nur
noch bei weniger a's der Halfte der Mef3zeitpunkte nachwei sbar:

Tabelle 6: Korrelation zwischen statischer und dynamischer Erythrozytenaggregation

vor nach 24 h vor Tagl | Tag7 | Tag 21 | Tag 35 | Tag 49 | Tag 63

nativ gew.
| VvBS
r=| +0,92 | +0,85 | +0,75 | +0,15 | +0,6 | +0,04 | +0,29 | +0,65 +0,3 +0,4
= *x *x *x ns *x ns ns xk ns ns
[ MKS

r=1|+0,78 | +0,77 | +0,65 | +0,47 | +0,35 | -0,21 +0,63 +0,68 +0,48 +0,84

p = *% *% *% ns ns ns *% *% ns *%
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Beispielhaft wird in den folgenden Abbildungen (28 und 29) die Korrelation zwischen

M und M 1 vor und nach dem Waschen der Zellen dargestellt.

MKS: Erythrozytenaggregation
vor Spende, nativ
10.0-
7.5+ "
H v
= 5.0 v - -
2.5+
0.0 T T T 1
0 2 4 6 8
M

Abbildung 28: Korrelation zwischen statischer und dynamischer Erythrozytenaggregation der nativen Proben,

MKS-Gruppe, vor Spende. n =19

MKS: Erythrozytenaggregation
vor Spende, gewaschen
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Abbildung 29: Korrelation zwischen statischer und dynamischer Erythrozytenaggregation der gewaschenen

Proben, MKS-Gruppe, vor Spende. n = 15
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3 Ergebnisse der Filterabilitdtsmessungen mit dem St. George s Filtrometer

3.1 Kalkulierte relative Filtrationsrate zum Zeitpunkt 0 (rFR (0))

Eine Abnahme des Mef3wertes in der Maschinenspender-Gruppe um 10 % nach der

Spende erwies sich gegeniiber dem Ausgangswert als signifikant. Am darauffolgenden
Tag war dieser Unterschied nicht mehr nachweisbar. In der anderen Gruppe traten
keine signifikanten Veranderungen auf. Unterschiede zwischen beiden lief3en sich
nicht nachweisen.

Nach konstanten Werten in den ersten drei Wochen folgte bei den Maschinenspenden
am 35. Tag eine Abnahme um 7 % gegenuber dem Vorwert (*), in den néchsten zwei
Wochen nahm die initiale Filtrationsrate um weitere 14 % ab (*), jetzt war auch bel
den Vollblutspenden ein signifikantes Absinken innerhalb von 14 Tagen um 19 % zu
beobachten. Noch deutlicher war der dann folgende hochst signifikante Abfall
zwischen Tag 49 und Tag 63: bei der konventionellen Spende auf 70 % des
Vorwertes, bel der zweiten Gruppe auf 63 %. Nach 63 Tagen Lagerung sank in beiden
Gruppen die kalkulierte relative Filtrationsrate zum Zeitpunkt 0 auf 56 % im Vergleich
zum ersten Tag (***). Gruppenunterschiede zu den jeweiligen Mel3zeitpunkten zeigten
sich nicht.

Bei Gegenuberstellung der Werte vor der Spende und den Werten der Konserven zu
Beginn der Lagerung war nur bei den Maschinenspenden eine leichte, signifikante

Abnahme zu beobachten.
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Abbildung 30: Relative Filtrationsrate zum Zeitpunkt 0 (rFR(0)). MW und SEM. n = 17 - 20
3.2 Filterokklusionsrate (Clogging rate)

Bei der Vollblutspende kam es nach Spende zu einer sehr signifikanten Abnahme der
Filterokklusionsrate auf 67 % des Vorwertes, gefolgt von einem signifikanten
Wiederanstieg, wobei der Ausgangswert fast wieder erreicht wurde. Bel der anderen
Gruppe liefd sich im gleichen Zeitraum eine Abnahme auf 78 % des Vorwertes
feststellen, diese war jedoch nicht signifikant (p=0,084). Zum einzelnen Mef3zeitpunkt
war zwischen den Gruppen kein Unterschied nachweisbar.

Die Filterverstopfungsrate nahm in der ersten Woche bei den Maschinenspenden sehr
signifikant um das 1,7fache zu, bei der zweiten Gruppe kam es erst danach zu einem
Anstieg, nach drei Wochen wurde bel den Vollblutspenden das 1,7fache gemessen
(***), bel der anderen Gruppe das 1,8fache (***) des Ausgangswertes. In den
folgenden 14 Tagen nahm die Okklusionsrate um 157 % (VBS, **) bzw. 131 %
(MKS, *) zu, bei den Produkten aus der herkbmmlichen Spende kam es in den

néchsten zwel Wochen zu einem sehr signifikanten Anstieg um weitere 215 %, der



55

alerdings von der anderen Gruppe weit Ubertroffen wurde: im Vergleich zum zuvor
gemessenen Wert wurde das 4,6fache erreicht (***). Nun blieb die Filterokklusion bei
diesem Produkt gleich, die VBS-Gruppe lief3 eine weitere Zunahme um das 2,9fache
erkennen (**). Im Verlauf der Lagerung nahm die Verstopfungsrate héchst signifikant
um das 16fache (VBS) resp. 11fache (MKYS) zu.

Nach der ersten Woche waren die Werte der MKS-Gruppe um das 1,5fache hoher als
die der anderen Gruppe (*), am Tag 49 sogar um das 2,1fache (*), am Ende der
Aufbewahrung Uberwog die VBS-Gruppe jedoch um den Faktor 1,4 (*).

Bel beiden war die Okklusionsrate zu Beginn der Lagerung hochst signifikant
niedriger als vor der Spende: nur 34 % (VBS) bzw. 39 % des Ausgangswertes wurden

erreicht.
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Abbildung 31: Filterokklusionsrate (Clogging rate). MW und SEM. n =15 - 20
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Abbildung 32: Filterokklusionsrate (Clogging rate). MW und SEM. n =16 - 19

3.3 Filterpassagezeit (Red cell transit time)

In der VBS-Gruppe kam es bei den Spendern zu keiner Verénderung, bei der MKS-
Gruppe nahm die Passagezeit nach der Spende signifikant um den Faktor 1,4 zu und
blieb bis zum néchsten Tag auf diesem Niveau.

Die Konserven behielten ihren Ausgangswert in den ersten drei Wochen bei, in den
folgenden 14 Tagen nahm die Transit Time bei der MKS-Gruppe um das 1,3fache zu
(*), be der VBS-Gruppe kam es erst zwischen Tag 35 und Tag 49 zu einer
signifikanten Zunahme (Faktor 1,9; **). Auch bel den maschinell entnommenen
Produkten war ein Anstieg bis zum 49. Tag zu verzeichnen, das 1,5fache des Vorwerts
wurde erreicht (**). Die letzten zwei Wochen der Lagerung fuhrten zu einem weiteren
sehr signifikanten Anwachsen der Zeiten (VBS: 2,6fach; MKS 2,2fach). In den neun
Wochen der Lagerung verlangerte sich die Passagezeit auf das 4,9fache (VBS;***)
resp. das 3,9fache (MKS;***). Die Mefdwerte am ersten Tag der Aufbewahrung

entsprachen denen vor Spende.
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Ein signifikanter Unterschied zum jeweiligen Mef3zeitpunkt lief3 sich am 35. Tag

feststellen: die maschinell verarbeiteten Erythrozyten brauchten die 1,2fache Zeit zur

Passage.
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Abbildung 33: Filterpassagezeit (Red cell transit time). MW und SEM. n =17 - 20
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4 \ergleich der verschiedenen in-vitro-Parameter

4.1 Korrelation zwischen der Erythrozytenaggregation und der elastischen Vollblutviskositdt

Wadahrend vor der Spende noch ene signifikante Korrelation zwischen der
Flachenfunktion der elastischen Viskoelastizitdt und der Erythrozytenaggregation
nachweisbar i, tritt diese nach der Spende bzw. nach dem Waschen der Erythrozyten
flr die Aggregationsmessung nicht mehr auf.

Tabelle 7: Korrelation zwischen der Integralfunktion der elastischen Viskoelastizitat von Vollblut und der

Erythrozytenaggregation

| nativ | gewaschen
| VBS, vor Spende
M r= +0,52 +0,23
p= * ns
| M1 r= +0,52 -0,07
p= * ns
| MKS, vor Spende
M r= +0,64 -0,41
p= *k ns
| M1 r= +0,53 -0,53
p= * ns

Exemplarisch wird die Gruppe der Maschinenspender in den Abbildungen 34 und 35

dargestellt.
MKS: n" AUC zu M
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Abbildung 34: Korrelation zwischen der Integralfunktion der elastischen Viskositat von Vollblut und der statischen

Erythrozytenaggregation der nativen Zellen, MKS-Gruppe, vor Spende. n =17
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Abbildung 35: Korrelation zwischen der Integralfunktion der elastischen Viskositéat von Vollblut und der statischen

Erythrozytenaggregation der gewaschenen Zellen, MKS-Gruppe, vor Spende. n = 16

4.2 Korrelation zwischen der Erythrozytenagqregation und der viskdsen Plasmaviskositat

Zwischen  viskéser Plasmaviskositdt und  statischer  und  dynamischer
Erythrozytenaggregation zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ene signifikante

Korrelation.

4.3 Korrelation zwischen der Fyey_von Vollblut und der Filtrometrie

Zwischen Filtrometrie und der membranbedingten Komponente der Viskoelastizitat

von Vollblut trat zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Korrelation auf.
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5 Ergebnisse der Anemometrie

Bel den Messungen mit dem Laser-Doppler-Anemometer zeigten sich im Verlauf
keine signifikanten Geschwindigkeitsunterschiede, wobel im Vergleich der nach-
Spende-Werte mit den anderen beiden Werten das Signifikanzniveau nur knapp

verfehlt wurde.
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Abbildung 36: FluRgeschwindigkeiten in Kapillaren in der MKS-Gruppe. MW und SEM. n =19

Tabelle 8: Durchschnittliche Anzahl der pro Spender vermessenen Kapillaren

vor Spende | nach Spende | 24hnach Spende |

MKS

3,11 | 3,00 | 2,95 |
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Tabelle 9: FlieBgeschwindigkeiten [mm/s]

MKS
vor | 1h [ 24h
0.40 0.56 0.23
0.70 0.63 0.76
0.36 0.70 0.44
0.57 0.68 0.51
0.52 0.31 0.46
0.57 0.53 0.69
0.44 0.34 1.10
0.83 0.46 0.57
0.47 0.29 0.73
0.62 0.84 0.65
0.94 0.76 0.83
0.49 0.37 0.59
1.40 0.54 0.72
0.88 0.53 0.71
0.77 0.38 0.54
0.53 0.62 0.72
0.52 0.37 0.46
0.83 0.96 0.85
0.79 0.31 1.34
0,66 0,54 0,68
0,06 0,04 0,06

Tabelle 10: Vergleich der Kapillardurchblutung in der MKS-Gruppe zu verschiedenen Zeitpunkten mit dem t-Test

fur gepaarte Stichproben

| vorzunach | vorzu24h | nachzu24h |
| MKS
p= 0,064 0,835 0,073
MW-Verhaltnis 1,24 0,98 0,79

Beim Vergleich der in-vivo-Werte der Anemometrie mit den verschiedenen

rheol ogischen

in-vitro-Parametern wie Erythrozytenaggregation,

viskdser und

elastischer Viskoelastizitdt und den Filterabilitétseigenschaften liefd sich zu keinem

Zeitpunkt eine signifikante Korrelation nachwel sen.
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6 Zusammenhang zwischen in-vivo- und in-vitro-Werten

6.1 LDA und Kapillarviskosimetrie

Zwischen den Werten der Kapillarviskosimetrie und der Laser-Doppler-Anemometrie
zeigten sich keine Korrelationen. Exemplarisch sind in den Abbildungen 37 bis 40 die
Flachenfunktionen der Viskosimetrie und ihre aggregat- und membranbedingten

Teilfunktionen dargestellt.
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Abbildung 37: Vergleich der FluBgeschwindigkeit mit der Integralfunktion der viskdsen Viskositat , MKS-Gruppe.
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Abbildung 38: Vergleich der FluRgeschwindigkeit mit der Integralfunktion der elastischen Viskositat , MKS-Gruppe.
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Abbildung 39: Vergleich der FluRgeschwindigkeit mit dem membranbedingten Anteil der elastischen Viskositét
MKS-Gruppe.
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Abbildung 40: Vergleich der FluBgeschwindigkeit mit dem aggregatbedingten Anteil der elastischen Viskositét ,
MKS-Gruppe.
6.2 LDA und Aggregometrie

Auch zwischen Erythrozytenaggregometrie und LDA konnten keine Korrelationen

nachgewiesen werden (siehe Abbildungen 41 und 42).
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Abbildung 41: Vergleich der FluBgeschwindigkeit mit der statischen Erythrozytenaggregation, MKS-Gruppe.
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Abbildung 42: Vergleich der FluBgeschwindigkeit mit der dynamischen Erythrozytenaggregation, MKS-Gruppe.
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6.3 LDA und Filtrometrie

Zwischen den verschiedenen Parametern der Filtrometrie zeigte sich 24 Stunden nach

Spende zwischen LDA und rFR(0) (+ 0,52; *) und LDA und RCTT (+ 0,64; **)

signifikante Korrelationen. Zu den anderen Zeitpunkten konnte kein Zusammenhang

gezeigt werden (siehe Abbildungen 43 bis 46).
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Abbildung 43: Korrelation zwischen Filterpassagezeit und FluBgeschwindigkeit in der MKS-Gruppe,
24h nach Spende. n =19
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LDA zu rFR(0)
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Abbildung 44: Vergleich der FluBgeschwindigkeit mit der relativen Filtrationsrate zum Zeitpunkt 0 (rFR(0)),
MKS-Gruppe.
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Abbildung 45: Vergleich der FluRgeschwindigkeit mit der Filterokklusionsrate (Clogging rate), MKS-Gruppe.
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Abbildung 46: Vergleich der FluRgeschwindigkeit mit der Filterpassagezeit (Red cell transit time), MKS-Gruppe.

7 Vitalparameter der Probanden

Wéhrend der Versuche kam es zu keiner signifikanten Anderung der Vitalparameter

der Spender (Blutdruck, Herzfrequenz, Korpertemperatur). Die Fingertemperatur
konnte mittels Warmeplatte zwischen 27 und 31°C gehalten werden. 1 h nach Spende

war lediglich bei einem Probanden die Fingertemperatur unterhalb dieses Bereiches.
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8 Produktparameter
Tabelle 11: Produktgewicht [g]
VBS MKS
| Spender | vor Filtration | nach Filtration vor Filtration | nach Filtration
1 341.5 311,0 378.5 342.5
2 379.5 350.5 375,0 333,0
3 369,0 329.5 381,0 346,0
4 388,0 363,0 372.5 329,0
5 347.5 307.5 371,0 334.5
6 325,0 245,0 372,0 327,0
7 356,0 335,0 371.5 334,0
8 365,0 336,0 355,0 314,0
9 352,0 324.5 387,0 351.5
10 350,0 319,0 373,0 331,0
11 397.5 367.5 388.5 346.5
12 369,0 337,0 365,0 324,0
13 350.5 316,0 368.5 328,0
14 371,0 339,0 - -
15 388,0 350,0 386,0 344,0
16 378.5 347,0 372,0 329.5
17 367,0 332,0 372.5 330,0
18 373,0 345.5 375,0 313,0
19 371,0 339,0 377.5 334,0
20 367,0 334,0 370,0 327,0
MW 365,3 331,4 374,3 332,6
SEM 3,8 5,6 1,8 2,3
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9 Bluthildwerte bei den Spendern

Die Werte des kleinen Bluthilds wurden im Zentrallabor der Universitatsklinik

Wirzburg bestimmt.

9.1 Erythrozytenanzahl

Signifikante Differenzen zwischen den Gruppen zeigte sich eine Stunde nach Spende,
hier Uberwog die MKS-Gruppe gering. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich nach 24

Stunden eine hdchst signifikante Abnahme in beiden Gruppen auf ca. 90 % des

Ausgangswertes.
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Abbildung 47: Erythrozytenanzahl bei den Spendern.
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9.2 Leukozytenanzahl

Bel den Leukozyten Uberwog die MKS-Gruppe sehr signifikant um den Faktor 1,11
eine Stunde nach Spende, am néchsten Tag waren keine Gruppenunterschiede mehr
nachweisbar. Der Unterschied der Leukozytenanzahl war in der MKS-Gruppe schon

eine Stunde nach Spende signifikant, in der anderen Gruppe erst nach 24 Stunden.
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Abbildung 48: Leukozytenanzahl bei den Spendern.
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9.3 Hdmoglobin
Auch hier Uberwog die MKS-Gruppe eine Stunde nach Spende gering. In der VBS-

Gruppe zeigte sich eine Stunde nach Spende ein geringer, signifikanter Abfall. Am
Tag nach der Blutspende konnte in beiden Gruppen ein deutlicher, hochst signifikanter

Abfall auf ca. 91 % des Ausgangswertes festgestellt werden (um ca. 1,2 g/dl).
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Abbildung 49: Hamoglobinwert der Spender.
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9.4 Hdmatokrit
Wieder war ein gering hoherer Wert in der MKS-Gruppe nachweisbar. Eine Stunde

nach Spende war kein signifikanter Unterschied nachweisbar, am Tag nach der Spende
konnte eine hoéchst signifikante Abnahme auf ca. 91 % des Ausgangswertes gemessen

werden (um ca. 3,7 Prozentpunkte).
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Abbildung 50: Hamatokrit der Spender.
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9.5 MCV

Hier waren keine Veranderungen feststellbar.

MCV
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Abbildung 51: MCV bei den Spendern.
9.6 MCH
Im Verlauf und zwischen den Gruppen kam es zu keiner Anderung.
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Abbildung 52: MCH bei den Spendern.
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9.7 MCHC

Bel der mittleren korpuskuldren Hamogl obinkonzentration waren die Werte konstant.
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Abbildung 53: MCHC der Spender.

10 Sterilitatspriifung

Alle Konserven wurden am Ende der Lagerung auf Sterilitét gepruft und fur steril

befunden.
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V. Diskussion

Diein der vorliegenden Arbeit verwandten Methoden sind ihrem Charakter nach noch
experimentelle Methoden, die bisher nur in wenigen Labors Verwendung finden. Zur
genaueren Einordnung der Wertigkeit dieser Verfahren folgt eine Darstellung ihrer
Vor- und Nachteile gegentiber den etablierten Methoden.

Zuvor jedoch muR3 auf die besondere Stoffwechselsituation gelagerter Erythrozyten
eingegangen werden. Aufbau und Stoffwechsel roter Blutzellen unter physiologischen
Bedingungen werden im Anhang ndher erl&utert.

Eine Reihe von strukturellen und metabolischen Verdnderungen treten bei gelagerten
Erythrozyten auf. Zum einen kommt es zur Veranderung der Zellmembran, zum
anderen andert sich das intrazellulére Milieu.

Wadahrend der Lagerung kommt es durch Bildung von 50 — 200 nm grof3en
Mikrovesikeln zum Verlust von Cholesterol und Phospholipidbestandteilen aus der
Zellmembran.®**"*®  Die Transmembranphospholipidasymmetrie geht zum Teil
verloren, wahrend normalerweise Phosphatidylserin vollstandig und Phosphatidyl-
ethanolamin zu Uber 70 % in der inneren Schicht der Doppel lipidmembran angeordnet
ist, steigt im Verlauf der Lagerung deren Anteil in der &uf3eren Schicht. Zellen mit
Phosphatidylserin in der &uf}eren Membranschicht werden relativ schnell aus der
Zirkulation entfernt.“**® Angeschuldigt fir den Verlust der Asymmetrie wird das
oxidative Crossliinking von Sulfhydrylgruppen von Spektrin, die Fahigkeit zur
Bindung von Aktin sinkt. Hierdurch resultiert zudem ein Verlust an Membranstabilitét
und an Verformbarkeit.*

Weiterer Schaden entsteht durch frele Sauerstoffradikale, die Membranlipide

oxidieren.>®
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Im Zytoplasma kann es wahrend der Lagerung der Erythrozyten zu einer
Denaturierung des Hamoglobins durch Oxidation kommen. Dieses fuhrt zum
Crosslinking des integraen Membranbestandteils Bande-3-Protein, wodurch ein
Epitop fur autologe 1gG-Antikorper an der Zelloberflache entsteht. Die so veranderte
Zéelle wird phagozytiert 20616263

Die Stérung der osmotischen Balance wéahrend der Lagerung schrankt die Viabilitéat
von Erythrozyten weiter ein: Verlust von Wasser aus dem Intrazellulérraum fuhrt zur
Schrumpfung, die interne Viskositét steigt, die Verformbarkeit sinkt. Auf der anderen
Seite bewirken Veranderungen, die zum Einstrom von Wasser flhren, eine
Zellschwellung, das verringerte Oberflachen-Volumen-Verhdtnis fuhrt zur Abnahme
der Verformbarkeit.*°

Auch das limitierte extrazelluldre Milieu in der Blutkonserve andert sich: der
Strukturstoffwechsel der gelagerten Zellen fuhrt zum Verbrauch von Glucose, Pyruvat
und Lactat aus der Glykolyse akkumulieren und senken den pH-Wert. Die pH-
sensitiven Enzyme Hexokinase und 6-Phosphofructokinase werden in ihrer Aktivitét
gebremst und der ATP-Gehalt der Zellen nimmt ab.

Kuhlen der gelagerten Erythrozyten reduziert den Strukturstoffwechsel, die Grenze
von 5 + 3°C sollte jedoch nicht wesentlich unterschritten werden, sonst droht
Zellschadigung durch Einfrieren. Zudem verlieren die roten Zellen Kalium und
nehmen Natrium auf, da die Na'-K'-ATPase einen sehr hohen Temperatur-
koeffizienten hat und bei kiihlen Temperaturen nicht arbeitet.®*®®

Die beschriebenen Veranderungen kdnnen bis zu einem gewissen Grad durch Additiva
in den Konserven kompensiert werden, vor alem jedoch die durch den

Strukturstoffwechsel bedingte Zunahme der Entropie in den Blutprodukten mit der

Anhdufung von Stoffwechselendprodukten setzt der Haltbarkeit der Zellen eine
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Grenze. Auch die Stérung der Wechselwirkung der in Jahrtausenden der Evolution
aufeinander abgestimmten Erythrozytenenzyme kann durch Konservierungslésungen
nur bedingt kompensiert werden.®>%0¢

Besonderheiten der Hamorheologie im Bereich der Mikrozirkulation werden kurz
erlautert, ausfuhrlicher wird hierauf im Anhang eingegangen:

Die treibende Kraft des Blutstromsist die vom Herzmuskel erzeugte Potentialdifferenz
zwischen linker Kammer und rechtem Vorhof, die Verteilung des Blutvolumens

erfolgt durch die Widerstandsgefal3e. Analog zum ohmschen Gesetz gilt bei

hinterel nandergeschal teten Gefaf3en:

R
(mit | = Stromstéarke, U = Potentiadifferenz, R = Widerstand)
Die Versorgung der Gewebe erfolgt durch Konvektion und Diffusion, dies muf3 durch
eine geeignete Geometrie des Blutkreisaufs gewahrleistet werden. Man unterscheidet
hierbei Hochdrucksystem und Niederdrucksystem, die unscharfe Grenze zwischen
beiden stellen kleine Arterien und Arteriolen dar, die am meisten zum totalen
peripheren Widerstand beitragen und in denen demzufolge der grofdte Druckabfall
stattfindet. Diese Widerstandsgefal3e bestimmen durch ihre Weite die Durchblutung
und den Druck in den nachgeschalteten Gebieten.®°
Die Gefél}e unterscheiden sich zudem durch ihren unterschiedlichen Anteil an den
Parametern Oberflache, Volumen, Querschnitt, Flul3geschwindigkeit, Pulsatilitét und
Permeabilitét.*>*
Aus Sicht der Hamorheologie ist hoch die Differenzierung nach der vorherrschenden

Schubspannung wichtig, es gibt Bereiche niedriger, mittlerer und hoher

Schubspannung.?®® Zudem ist die GroRe des GefaRdurchmessers in bezug auf den
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Erythrozytendurchmesser von essentieller Bedeutung, man unterteilt hier in grof3e
Gefalke (> 300 pm), kleinste GefaRe (< 8 pm) und Ubergangszone.®®

In groflen GefélRen wird das Fliefdverhalten bei hohen Schubspannungen von der
Vollblutviskositét bestimmt, der Einflu® einzelner Erythrozyten ist gering und das
Blut agiert nahezu wie eine newtonsche Flussigkeit. Bei geringen Schubspannungen
jedoch, die im vendsen Schenkel der Zirkulation herrschen, Uberwiegt das nicht-
newtonsche Verhalten des Blutes, es kann zu deutlichen Unterschieden in der
Viskositat und zur lokalen Stagnation des Flusses kommen.™

In den kleinsten Gefél3en wird das Flieverhalten des Blutes nahezu ausschliefdlich
vom Verhdten enzelner Zellen bestimmt, bedingt durch die geometrischen
Verhdltnisse kann jeweils nur ein Erythrozyt das Kapillarlumen passieren,
entscheidend ist die Viskoel astizitdt der Membran und die Viskositét des Zytoplasmas.
Beim Eintritt in eine Kapillare kommt es fur kurze Zeit (ca. 100 ms) zu einem
Perfusionsstopp in dieser Kapillare, abhangig von Verformbarkeit der Zelle und
treibender Kraft kommt es zur Reperfusion. Als ,, Storfaktoren” der Kapillarperfusion
agieren Leukozyten, sie fuhren zur temporéren Okklusion von Kapillaren, die
umgebenden Kapillaren werden bevorzugt perfundiert bis in diesen der Widerstand so
weit angestiegen ist, da3 die trelbende Kraft zur Deformation der Leukozyten
ausreicht. Bel Passage der Kapillare wird Plasma zum Teil an den Leukozyten
vorbeigeprefdt, dicht auf diese folgen Erythrozyten, morphologisch dnelt dies einer
L okomotive mit Waggons, hieraus resultiert die Bezeichnung , train flow* """

Im Gebiet der Ubergangszone schlieflich kommt es zur Bildung eines ca. 5 um breiten
zellfreien Plasmasaums an der Geféllwand. Die Zellen wandern zur Gefé3achse
(Axialmigration), es kommt zum Aufbau eines Hamatokritgefédles innerhalb eines

Geféldes. Dies Uberlagert sich mit dem Schergeschwindigkeitsprofil innerhalb des
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Gefdlles, am Ort der hochsten Schergeschwindigkeit herrscht auch die hochste
Konzentration an Zellen, die Zellen passieren eine gegebene Strecke schneller als das
Plasma.

Hier wird die Unterscheidung zwischen dynamischem Hamatokrit (der pro Zeiteinheit
durch ein Geféal stromende Anteil an Zellen) und Volumenhdmatokrit (der pro
Zeiteinheit in einem Volumen enthaltene Hamatokrit) sinnvoll und wichtig, man
bezeichnet dies a's , dynamische Hamatokritreduktion* (Féhraeus-Effekt).36707374.7
Diese fuhrt zur Abnahme der Blutviskositét mit dem GefaRdurchmesser (Fahraeus-
Lindgvist-Effekt), die Viskositét in den Kapillaren kann um ungefdhr die Hélfte
reduziert werden, 300970747

Zur quantitativen Beschreibung des stromenden Blutvolumens in Abhangigkeit von
Viskositét, Druckdifferenz, Gefaldénge und Gefdl¥adius kommt das Hagen-
Poiseuillesche Gesetz in alen Lehrbichern der Physiologie zur Anwendung
(Herleitung im Anhang). Die die Verwendbarkeit einschrankenden Voraussetzungen
werden jedoch, wenn Uberhaupt, nur am Rande beachtet:

Von einer stationdren Stromung ohne positive oder negative Beschleunigung kann
aufgrund der Pulsatilitét der Blutstromung nicht gesprochen werden, dies a3t sich
zum Beispiel mittels Laser-Doppler-Anemometrie in den Kapillaren sehr gut zeigen.
Der in horizontal verlaufenden Geféal3en geringe Einflu® der Schwerkraft kann bei
vertikalem Geféverlauf die Stromungsverhdtnisse komplett umkehren. Zur
Entwicklung eines parabelformigen Stromungsprofils kann es auch aufgrund der
haufigen GefaRaufzweigungen in den seltensten Fallen kommen. Der in der
Zirkulation vorliegende Stromungswiderstand variiert mit der Hohe des Blutdrucks,
bei hohem Druck kommt es aufgrund der Elastizitét der Blutgefal3e zur Zunahme des

GefalRdurchmessers.  Eine sehr wichtige Einschrénkung erféhrt das Hagen-
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Poiseuillesche Gesetz durch die Natur des Blutes selbst: wéhrend in den grof3en
Gefdllen eine homogene FlUssigkeit vorliegt (allerdings kann es hier aufgrund der
Flugeschwindigkeiten zur Ausbildung einer turbulenten Strémung kommen), spielt
die Zusammensetzung des Blutes in der Mikrozirkulation eine essentielle Rolle:
Newtonsche Flussigkeiten sind FlUssigkeiten ohne Gedachtnis, per definitionem liegt
bei ihnen eine lineare Abhangigkeit zwischen Schubspannung und Schergeschwin-
digkeit vor, die Viskositat stellt fir diese Flissigkeiten eine (temperaturabhangige)
Materialkonstante dar.””"®

Blut hingegen konstituiert sich aus zwei Kompartimenten:

Das Suspensionsmedium Plasma besteht aus in Wasser kolloida geldsten
Proteinmolekilen, die, abhéngig von ihrem ré&umlichen Aufbau und ihrer
Konzentration, einen unterschiedlichen Antell zur Plasmaviskositdt beitragen. Das
grol3e, langgestreckte Fibrinogen hat wegen seines ungunstigen Stromungsverhaltens
z.B. einen grofkeren Einflul als das in weit hoherer Konzentration vorkommende
Albumin.” Weitere wichtige Proteine sind Immunglobulin M und o,-Makroglobulin.
Bei guter Naherung kann Plasma als newtonsche Fliissigkeit angesehen werden.*

Die zelluléaren Bestandteile des Blutes werden von den Erythrozyten dominiert. Aus
rheologischer Sicht handelt es sich um eine viskbse Flissigkeit (eine
Hamoglobinldsung), die von einer viskoel astischen Membran umhillt ist. Neben dem
Aufbau der Zellen ist auch ihr Anteil an Gesamtblutvolumen wichtig. %"
Flissigkeiten mit nicht-newtonschem Verhaten zeigen eine nichtlineare Abhangigkeit
der Viskositét von der Schergeschwindigkeit. lhre Viskositdt wird deshab als
»Scheinbare Viskositdt" bezeichnet, da die Meltbedingungen genau mit angegeben

werden miissen.®
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Bel Blut kommt es, bedingt durch den Aufbau der Einzelzellen und ihrer
Wechselwirkung untereinander, bei linearer Erhohung der Schubspannung zum
tberproportionalen Anstieg der Schergeschwindigkeit.*”*

Auch die Zeitkomponente muf3 berticksichtigt werden: bel Blut liegt Thixotropie vor,
d.h. bei einer gegebenen Schergeschwindigkeit nimmt die Scherviskositdt mit der
Scherzeit ab. Umgekehrt kann es durch den Aufbau von Erythrozytenaggregaten bei
sehr niedrigen Schubspannungen zur Erhéhung der Viskositdt kommen, dieses
Verhalten bezeichnet man als Rheopexie %

Aus dem oben dargelegten wird ersichtlich, dal3 die in-vitro bestimmte Viskositét nur
sehr begrenzt auf in-vivo-Verhaltnisse Ubertragbar ist.

Der vorliegende Versuchsansatz jedoch erfald das Verhalten des Blutes und
insbesondere der Erythrozyten in einem weiten Bereich moglicher rheologischer
Beanspruchung. Die Umgebungsbedingungen wurden hierbei konstant gehalten, so
dai3 eine hohe Aussagekraft in bezug auf das rheologische Verhalten fllissiggel agerter
Erythrozyten erzielt wird.

Das viskoelastische Verhalten des Mehrkomponentensystems Blut [&3t sich im
oszillierenden Flul3 in eine viskdse und eine elastische Komponente trennen. Die
viskdse Komponente setzt sich aus der Viskositét von Membran und Zytoplasma
zusammen. Bel Scherraten von 150 pro Sekunde sind sdmtliche Erythrozytenaggregate
zerfallen, die Messung wird durch die viskdse Viskositds von Membran und
Zytoplasma der Erythrozyten bestimmt. Bei der niedrigeren Scherrate von 10 pro
Sekunde spielen zudem die viskdsen Eigenschaften der Erythrozytenaggregate eine
Rolle, da es hier nicht zur Dispersion der Rouleaux kommt.>*** Zusitzlich wurde

auch die Flachenfunktion der viskdsen Viskositdt bestimmt, da diese robuster

gegeniber Ausreifern  ist as die Einzelbetrachtung bei  bestimmten
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Schergeschwindigkeiten. Die elastische Komponente der komplexen Viskoel astizitét
wird durch die Elastizitét der Membran der Einzelerythrozyten bestimmt. Zudem
kommen hier die Eigenschaften der Erythrozytenaggregate zum tragen. Die
Wechselwirkungen von viskdser und elastischer Komponente im Gefal3system sind in
ihrer Komplexitét bisher noch nicht vollstandig erfaf?t.®

Bei den Vollblutproben aus den Konserven kam es wahrend der Lagerung zu einem
kontinuierlichen Anstieg der viskdsen Viskositét bis am 63. Tag das 1,36fache (VBYS)
bzw. das 1,42fache (MKS) des Ausgangswertes erreicht wurde. Ahnliche Beob-
achtungen wurden bereits in mehreren Untersuchungen an Vollblutkonserven und
Erythrozytenkonzentraten gemacht. Auffalig hier war der im Vergleich Uber-
proportionale Anstieg der Viskositétswerte zwischen dem 49. und 63. Tag der
Lagerung. Wir bestimmten zudem die Werte der viskdsen Viskositét des ab-
zentrifugierten Uberstands aus den Erythrozytenkonzentraten. Diese blieb Uber den
gesamten Lagerungszeitraum gleich, so dal3 davon ausgegangen werden kann, dal3 die
beobachtete Zunahme der Vollblutviskositét durch zelluldre Faktoren bedingt ist.

Bel der elastischen Viskositét blieben die Werte der Maschinenspender bis zum 21.
Tag konstant, sodann kam es zu einem kontinuierlichen Anstieg bis zum Ende der
Lagerung.

Zwar behielten die Proben der konventionellen Spender ihren Ausgangswert bis zum
35. Tag der Lagerung bei, um erst dann anzusteigen, jedoch waren bereits zu Beginn
der Lagerung in diesen Konserven weit hohere Werte der elastischen Viskositét
nachzuweisen: am 1. Tag betrugen diese 126 % des Wertes der anderen Gruppe. Nach
sieben Wochen Lagerung war das arithmetische Mittel der Werte der elastischen
Viskoelastizitét bei den Maschinenspendern immer noch geringer as das der

konventionell gesammelten Blutprodukte am ersten Tag der Lagerung.



Hierzu passt die Beobachtung, dal3 bei der MKS-Gruppe im Vergleich zu den Vor-
Spende-Werten ein Anstieg um 8 % vorlag, in der VBS-Gruppe jedoch ein Anstieg um
45 %.

Zu berlicksichtigen ist hierbei, dal3 die absoluten Werte der elastischen Viskositét ca.
das 11- bis 17fache der viskdsen Viskositét betragen.

Die membranbedingte Viskoelastizitdt des Vollblutes war zu Lagerungsbeginn in
beiden Gruppen deutlich gegentiber den nativen Blutproben erhoht, im Verlauf der
Lagerung kam es in beiden Gruppen wieder zu einer deutlichen Abnahme. Hier
zeigten sich in der MK S-Gruppe Uber den gesamten Verlauf deutlich niedrigere Werte,
am ersten Tag der Lagerung betrug sie nur die Hafte im Vergleich zur anderen
Gruppe. Beim aggregatbedingten Antell der Elastizitdt kam es im Verlauf der
Lagerung zur deutlichen Zunahme auf fast das Doppelte, Gruppenunterschiede waren
nicht zu verzeichnen.

Die beobachteten Verénderungen der viskésen und elastischen Viskositét sind zum

Teil bereits qualitativ in der Literatur beschrieben,3*8>887

ein quantitativer Vergleich
verbietet sich jedoch aufgrund oben angefiihrter methodischer Uberlegungen.

Bel Betrachtung der Anlagerung von Erythrozyten aneinander muf3 anhand von
Morphologie und Ablauf des Anlagerungsvorgangs die grundsétzliche Unterscheidung
zwischen physiologischer und pathol ogischer Aggregatbildung erfolgen:

Als Aggregation wird die reversible, , physiologische” Anlagerung von roten Zellen
aneinander betrachtet. Zuerst kommt es zur Punkt-zu-Punkt-Anheftung der
Membranoberfléachen, durch Rotation der benachbarten Membranen wird die
Oberflachen-Oberflachen-Anlagerung  erméglicht.  Sodann  werden  weitere

Erythrozyten in den Vorgang einbezogen: aus eindimensionalen kurzen Rouleaux

entstehen durch longitudinales Wachstum eindimensionale lange Rouleaux, diese
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verzweigen sich und bilden lockere dreidimensionale Aggregate mit Plasmallicken
innerhalb der Aggregate.’>*3®

Als , pathologisches Aggregat” wird die direkte Anlagerung vieler Zellen aneinander
bezeichnet, es kommt zur Bildung von Klumpen mit Plasmaliicken zwischen den
Aggregaten. Diese dichten Klumpenaggregate sind nicht primér reversibel. In
Unterscheidung zu den physiologischen Aggregaten werden sie auch als Agglomerate
bezeichnet. Eine Ursache fur diese Agglomerate sind hohe adhasive Kréfte durch
pathologische Plasmaproteine, die zur vollstandigen Deformation der Erythrozyten-
form fithren kénnen.*%8

Die die elektrostatisch abstof3ende Kraft F. Uberwindenden Makromolekile
bestimmen die Morphologie der Aggregate, Netzwerkaggregate werden z.B.
Uberwiegend durch Fibrinogen und IgM vermittelt, Klumpenaggregate durch a-
Makroglobulin.® Dextran beeinfludt die Aggregatbildung abhangig von
Molekulargewicht, Konzentration und Temperatur. Bei niedrigen Molekulargroflen
kommt es zur Bildung von physiologischen Aggregaten, bei hohen Molekulargrofen
entstehen Agglomerate. Zudem hat Dextran selbst konzentrationsabhangig ein
biphasisches Verhalten, bei niedrigen Konzentrationen wird durch Zugabe von
Dextran die Rouleauxbildung geférdert, bei hoheren kommt es zur Abnahme der
Rouleauxbildung, wohl bedingt durch Konformationsanderung des Dextrans von der
Spiralform zum Polymernetzwerk. >

Das von uns verwandte Dextran 260000 in einer Konzentration von 5 g/l vermittelt
eine qualitativ und quantitativ identische Aggregation wie sie im normalen
menschlichen Blut beobachtet wird.?® Vorteilhaft gegeniiber autologem Plasmaist die

Standardisierbarkeit dieses Suspensionsmediums, so dal3 ausschliefdlich die zelluldren

Faktoren in die Messung eingehen.



86

Im MA 1-Erythrozytenaggregometer werden die in Ruhe befindlichen Proben durch
einwirkende Scherkréfte desaggregiert, die Zellen werden entlang der Fufdrichtung
zum Ellipsoid verformt und rotieren im Fluf3. Durch diese Rotation wird die viskdse
Energiedissipation in der Suspension reduziert, der hydrodynamische Storeffekt falt
deutlich geringer aus. Es kommt zur Membranrotation um das Zellinnere &hnlich einer
Panzerkette. Die im Inneren der Zelle transportierte Hadmoglobinlésung wird ebenfalls
durchmischt, Sauerstoffbindung und -abgabe werden hierdurch erleichtert, 2336899031
Bel maximaler Schergeschwindigkeit wird eine steady-state-Photovoltage registriert,
nach Scherstopp erfolgt der Ubergang zur minimalen Lichttransmission, es schliefdt
sich die Phase der erneuten Aggregation der Zellen an mit Zunahme der
Lichttransmission.*

Bei den von uns nach Scherstopp vermessenen Proben zeigte sich in der MKS-Gruppe
ein biphasisches Verhalten mit initialer Abnahme der Erythrozytenaggregation in der
1. Woche, gefolgt von einem Anstieg der Aggregationsneigung bis zur 5. Woche, um
dann auf hohem Niveau zu verweilen. Die Gruppe der Vollblutspender blieb bis zur 3.
Woche konstant, auch hier zeigte sich dann in der 5. Woche ene hohere
Erythrozytenaggregation. Aufféllig war vor alem die Diskrepanz zwischen den den
Spendern entnommenen und gewaschenen Erythrozyten im Vergleich zu den in
Konservierungsldsung aufbewahrten Erythrozyten am ersten Tag der Lagerung: die
Erythrozytenaggregation nahm in beiden Gruppen um ca. 90 % nach einem Tag
Lagerung zu. Spekulativ konnte der in der MK S-Gruppe beobachtete erneute Abfall in
der ersten Woche auf zur zelluléren Reorganisation féhige Reparaturmechanismen in
dieser Gruppe zurtickgefuhrt werden, die in der anderen Gruppe durch enen

postulierten Sammelschaden nicht mehr mdglich sind. Aufgrund der Komplexitét der
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mannigfaltigen Einflul3faktoren wére dies zum gegenwartigen Erkenntnisstand der bei
der Erythrozytenaggregation ablaufenden Prozesse jedoch verfriiht.?38%

Wurde die Aggregation der Erythrozyten durch Beibehaltung einer geringen
Schergeschwindigkeit und  ener  daraus  folgenden  Erh6hung  der
Kollisionswahrscheinlichkeit der Zellen erleichtert, zeigte sich ein vollig anderes
Aggregationsverhalten. Hier blieb die Lichttransmission in beiden Gruppen tber den
gesamten Lagerungszeitraum unverandert. Eine mogliche Erkldrung wére, dald die
Erythrozytenaggregation ohne vermittelnde Scherung subtiler auf Unterschiede im
Aggregationsverhalten reagiert.?>® Eine andere wére in der starken Abhéngigkeit der
Messungen von nur bedingt kontrollierbaren Umgebungsbedingungen zu sehen.
Zelluldre Faktoren sollten mittels Erythrozytenaggregometrie erfaldt werden, der
Einflud von peristatischen Faktoren war somit zu minimieren: das
Suspensionsmedium wurde konstant gehalten, ebenso die Scherbedingungen. Die
fehlende Maoglichkeit zur Temperaturkontrolle jedoch kénnte die Mef3ergebnisse
deutlich beeinfluRt haben.”> Zwar wurden alle Proben méglichst kurz nach Entnahme
aus der Konserve zentrifugiert, aufbereitet und vermessen, Schwankungen lief3en sich
aber nicht immer vermeiden. Durch Mehrfachbestimmungen wurde versucht, diesen
unsystematischen Einfluf¥faktoren zu begegnen. Der grol3e Standardfehler, der schon
von fritheren Studien bekannt ist, fallt dennoch ins Auge 8" 94%%

Die Abhangigkeit von den Untersuchungsbedingungen schrankt die Verglechbarkeit
von Messungen der Erythrozytenaggregation ein. Die klinische Relevanz von

Veranderungen der Erythrozytenaggregation konnte jedoch bisher in vielen Studien

gezeigt werden und bleibt deshalb unbestritten, "% 99100101
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Zur Beurteilung von Membrandeformabilitdt und interner Viskositédt der Zellen
werden filtrometrische Untersuchungsmethoden angewandt. Abhangig von der
Porengrofie der verwandten Filter lassen sich zudem Aussagen Uber das Oberflachen-
Volumen-Verhaltnis der vermessenen Zellen machen.

Das St. George's Blood Filtrometer erlaubt unter standardisierten Untersuchungs-
bedingungen die Vermessung einer ganzen Zellpopulation. Die Ausgabe des Gerates
umfaldt drei Werte: die RCTT, die CR und die virtuelle rFR(0). Hierdurch kénnen
zwei verschiedene mikrorheologische Phéanomene erfaldt werden: die rFR(0) und die
RCTT stellen die Passagezeit der Erythrozytensuspension durch das Filter dar, die CR
beschreibt die Rate der Filterokklusion durch rigide Erythrozyten,
Erythrozytenagglomerate und Leukozyten. Hier ist besonders die rFR(O) hervor-
zuheben: die Bestimmung dieses Wertes erfolgt durch lineare Riuckextrapolation der
gemessenen Werte, es wird also die relative Filtrationsrate zu einem Zeitpunkt
ermittelt, bevor es zu Interaktionen zwischen Zellen und Filter gekommen ist. Der
maximale Ausgabewerte ,1“ stellt eine unbegrenzte Deformabilitét der Zellen dar,
sind die Zellen jedoch Uberhaupt nicht zur Deformation fahig, resultiert der Mel3wert
,0".

Um Zell-Z€dll-Interaktionen zu vermeiden, verdiinnten wir die Suspension auf einen
Hamatokrit von 10 £ 1 %. Das Suspensionsmedium PBS wurde zuerst zwel Mal ohne
Erythrozyten vermessen, bei Konstanz der Werte (max. Abweichung 1 %) wurde
sodann zum Vergleich die Erythrozytensuspension analysiert. Anhand des
molekularen Aufbaus der Erythrozyten wird Kklar, dald die Viskositdt und Elastizitét
von Membran und Zytoplasma stark temperaturabhangig sind. Das verwandte
Filtrometer arbeitet deshalb temperaturkontrolliert bei 37°C, um weitgehend

physiologische Untersuchungsbedingungen zu ermdglichen.>*
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Seit Beginn der Filtrometrie von Vollblut umstritten ist die Rolle der Leukozyten: fir
die einen kontaminierendes Agens, welches zu eliminieren ist, fir die anderen
essentieller Faktor zum Verstandnis der Mikrorheol ogie.*434445102103,104

Ziel der Untersuchungen war zum einen, mogliche Auswirkungen der Blutspende auf
den Spenderorganismus zu erfassen. Zum anderen sollte die Quaditd von
leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentraten im Vergleich beurteilt werden. Die
den Spendern entnommenen Proben wurden zur Vergleichbarkeit der erhaltenen Daten
ebenso filtriert.

Bei der Clogging rate wurden nur 34 bzw. 39 % des Ausgangswertes bei den filtrierten
Erythrozytenkonzentraten erreicht. In der MKS-Gruppe kam es in der 1. Woche zu
einem weiteren deutlichen Anstieg der CR, dies trat in der anderen Gruppe erst nach
drei Wochen ein. Zwischen funfter und siebter Woche kam es in beiden Gruppen zu
einer deutlichen Zunahme der Filterverstopfung, wieder mit deutlich schlechteren
Werten in der MKS-Gruppe. Erst gegen Ende der Lagerungszeit war eine deutlichere
Okklusion in der VBS-Gruppe zu verzeichnen. Eindrucksvoll ist hier auf jeden Fall
der Anstieg der Werte in neun Wochen Lagerungszeit um das 11- bzw. 16fache.
Relativ unbeeinflufd von solch starken Zuwéchsen zeigte sich die Filtrationsrate, die
erst in der fuinften Woche eine geringfiigige Anderung erfuhr. In den letzten Wochen
der Lagerung kam es jedoch zur deutlichen Abnahme der Filterabilitét auf 56 % des
Ausgangswertes. Die Filterpassagezeit blieb in den ersten funf Wochen relativ
konstant, dann kam es auch hier zum steilen Anstieg auf das 3,9- bis 4,9fache des
Ausgangswertes.

Die filtrometrisch beobachteten Verénderungen wurden qualitativ bereits in anderen
Untersuchungen éhnlich beschrieben. In Studien mit Vollblutpréparaten in CPDA-1

und mit Erythrozytenkonzentraten in SAG-M Uber 42 Tage zeigten sich diese



90

Veranderungen allerdings in weit starkerem Ausmal’. Ob die bei uns erzielte bessere
Konservierung auf die Verwendung des Antikoagulans PAGGS-Mannitol oder auf das
andere Leukozytenfilterungssystem zurtickgefiihrt werden kann, oder ob andere
Einflisse bestimmend sind, kann aufgrund der unterschiedlichen Methodik der
Studien nicht abschlieend beantwortet werden®” Bei Versuchen mit jeweils
unfiltrierten gewaschenen und ungewaschenen Erythrozytenkonzentraten in Erythrosol
und ungewaschenen Erythrozytenkonzentraten in SAG-Mannitol Uber 56 Tage zeigten
sich in den in Erythrosol gelagerten Konzentraten dhnliche Werte, die SAG-Mannitol -
Gruppe schnitt deutlich schlechter ab.*

Zusammengefasst zeigte sich wie erwartet eine Verschlechterung der rheologischen
Parameter Uber den Verlauf der Lagerung. Am deutlichsten zeigten sich diese
Veranderungen zwischen dem 35. und 49. Tag der Lagerung und in den zwei darauf
folgenden Wochen bis zum 63. Tag: Viskdse Viskositdt, Filterpassagezeit und
Filterverstopfungsrate zeigten hier starke Zunahmen, wahrend die relative Filtrations-
rate abnahm. Die statische Erythrozytenaggregation zeigte hingegen schon am 35. Tag
der Lagerung ihre maximale Anderung.

Schwer fdlt die Einschétzung der Bedeutung der Mef3ergebnisse fur die Qualitdt von
Erythrozytenkonzentraten.54’105’106’107’108’109'110’111’112

Die hier gewahlte Anordnung des intraindividuellen Paarvergleichs zur Beurteilung
der rheologischen Parameter im Verlauf zeigt klar die Zunahme lagerungsbedingter
Schéden in Erythrozytenkonzentraten. Beachtenswert erscheint die starke Zunahme
der elastischen Komponente der Viskoelastizitdt in der VBS-Gruppe direkt nach der
Spende. Der relative Anteil dieser Komponente ist zwar gering, im Gegensatz zum
viskdsen Anteil geht der elastische Anteil jedoch vollstéandig in die reversible

Deformation und Wiederherstellung des Ausgangszustandes des Blutes ein, die hierfir
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aufgewandte Kraft geht demzufolge vollsténdig verloren. Die Ursache hierfur in einem
postulierten Sammelschaden zu sehen ist sicherlich verfriht. Hinweisend sind jedoch
Untersuchungen, die ene deutlich schlechtere biochemische Qualitét von
gesammeltem Blut mit im UberschuR vorhandenen Antikoagulans zeigen.>* 314
Unter normalen Bedingungen spielen die beobachteten Unterschiede wohl eher eine
geringe Rolle. Die thixotropen Eigenschaften von Blut mit Zunahme der Viskositét bei
Abnahme der Flul3geschwindigkeit kdnnen in den postkapilléren Venolen bei dem hier
vorherrschenden drastischen Abfal der Wandschubspannung zum Circulus vitiosus
mit weiterem Abfall der Fluldgeschwindigkeit und weiterer Viszidierung fuhren.
Insbesondere bel  kritisch kranken Patienten, also der Hauptzielgruppe von
Bluttransfusionen, ist dieser pathophysiologische  Mechanismus  ausge-
pragt. 210N B g qut vorstellbar, dai? sich in diesem Zusammenhang eine
eingeschrankte Flieffahigkeit des transfundierten Blutes besonders negativ auswirkt.
Die Erfassung der Auswirkung einer Blutspende auf den Spenderorganismus war der
zweite Zielpunkt der vorliegenden Arbeit. Hierzu wurden sowohl die Werte des
kleinen Blutbildes erfal®, as auch die schon bel den Konserven beschriebenen
rheologischen Parameter. Zudem wurde bei den Maschinenspendern versucht, mittels
laser-anemometrischer Bestimmung eine Aussage Uber die Auswirkungen einer
Blutspende auf die Kapillardurchblutung zu machen.

Bel Betrachtung der viskdsen Viskositét fallt auf, dal? diese erst nach 24 Stunden auf
zwischen 89 und 84 % des Ausgangswertes fallt. Diese Veranderung lief3 sich Gber das
gesamte Schergeschwindigkeitsspektrum erfassen. Bei Konstanz der Plasmaviskositét
muf3 die Veranderung auf zellulére Faktoren zurtickgefihrt werden. Unterstiitzt wird

dies durch die stets hohe, hochst signifikante Korrelation zwischen der
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Flachenfunktion der viskdsen Viskositét und den Werten von Hb, Hk und
Erythrozytenanzahl. Keine Korrelation bestand hingegen zur Anzahl der Leukozyten.
Die Féachenfunktion der elastischen Viskositét des Spenderblutes blieb ebenfalls
direkt nach Spende konstant, am darauffolgenden Tag kam es aber auch hier zur
deutlichen Abnahme auf ca. 70 % des Ausgangswertes. In der membranbedingten
Teilfunktion bei Schergeschwindigkeiten zwischen 70 und 150 pro Sekunde zeigte
sich hier im Verlauf keine Anderung, bei der aggregatbedingten Teilkomponente bei
Scherraten unter 70 pro Sekunde kam es zum gleichsinnigen Verlauf wie im
Gesamtscherspektrum. Ursdchlich ist hier die Abnahme der Anzahl der Erythrozyten
und somit die Abnahme der Anzahl der zur Aggregatbildung beféhigten Zellen. Der
Verlauf ist gleichsinnig zu Hamatokrit, Hamoglobin und Erythrozytenanzahl.

Bedingt scheint diese Veranderung durch die Auswirkungen der Verminderung der
Gesamtzellzahl auf das viskoelastische Verhalten des Blutes zu sein. Konkordant zu
der Verminderung der Erythrozytenanzahl verlief erwartungsgemdl der Verlauf der
durch diese determinierten Werte Hamoglobin und Hamatokrit.

Bezieht man die Werte der Erythrozytenaggregation in diese Betrachtung mit ein, so
zeigt sich, dal3 hier weder im zeitlichen Verlauf noch im Vergleich der Gruppen
untereinander Unterschiede im statischen oder dynamischen Aggregationsverhalten zu
erfassen sind. Allerdings zeigt sich in der Gruppe der Vollblutspender zu alen
gemessenen Zeitpunkten bei der statischen Erythrozytenaggregation eine Korrelation
der Mel3werte untereinander. Dies 18/% sich in der MKS-Gruppe nur vor Spende
nachweisen. Nach der Spende bestehen hier keine Korrelationen mehr. Dies kann als
Hinweis auf Veranderungen der Plasmaproteinkomposition durch den maschinellen

Aphereseprozeld gesehen werden. Unterstiitzt wird dies durch die Tatsache, dal3 auch
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nach Waschen der Erythrozytensuspensionen und Hamatokritstandardisierung auf 30
% keine Korrelation der Werte zueinander mehr nachweisbar war.'*°

Die Untersuchung wurde als prospektiver intraindividueller Paarvergleich konzipiert
und deshab wurde auf eine Hamatokritstandardisierung der Proben fir die
Aggregometrie verzichtet. Retrospektiv bestétigt der Befund der Korrelationsabnahme
nach Waschen der Proben dieses V orgehen. 3404

Die dynamische Erythrozytenaggregation mit erhohter Kollisionswahrscheinlichkeit
der Zellen reagierte auf Auswirkungen der Spende weit weniger sensitiv, hier liefden
sich weder im Vergleich der Werte noch bel Korrelationen untereinander Unterschiede
feststellen.

Bei der Filtrometrie der Blutproben der Spender zeigte sich im Verlauf der
Untersuchungen erwartungsgemald keine Veranderungen, da hier ausschliefdlich die
Eigenschaften von Einzelzellen beurteilt werden. Ausgenommen hiervon ist die
Abnahme der Filterokklusionsrate auf 67 % des Ausgangswertes eine Stunde nach
Spende in der VBS-Gruppe. In der MKS-Gruppe zeigte sich dieses Verhalten nicht in
signifikanter Auspragung, ein Trend war aber auch hier zu erkennen. Am Tag nach der
Spende war keine Veranderung zu den Ausgangswerten mehr feststellbar. Bel in der
Tendenz niedrigeren Ausgangswerten kam es in der MKS-Gruppe zudem zu einem
Anstieg der Filterpassagezeit. Im Vergleich zur anderen Gruppe waren die Werte hier
nicht signifikant unterschiedlich.

Einflu’ auf die Filtrationsrate haben Unterschiede der ionischen Komposition des
umgebenden Mediums. Bel unserer Art der Probenbearbeitung mit Suspension der
Erythrozyten in PBS-Losung scheinen solche EinflUsse alerdings ausgeschlossen.

Allenfalls eine Zunahme von rigiden Zellen in der Zirkulation konnte hier

Veranderungen hervorrufen. Ein pathophysiologischer Mechanismus, der derartige
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Veranderungen hervorrufen konnte, scheint unwahrscheinlich, zuma auch keine
Korrelation mit den Werten des kleinen Blutbildes und insbesondere mit den
Leukozytenzahlen beobachtet werden konnte. Auch besteht keine Korrelation zu
viskdser oder elastischer Viskositat von Vollblut und Plasma. Die auf Anderungen der
ionischen Komposition sensibler reagierende Erythrozytenaggregation zeigte im
Vergleich ebenfalls keinen Zusammenhang zur Filterokklusionsrate 3480118

Die bisher zur Beurtelung von gelagerten Erythrozyten angewandten
Standardverfahren sind die Bestimmung von ATP, 2,3-BPG, Kaium, pH-Wert,
Hamolyserate und Bestimmung der 24h-Posttransfusionsiiberlebensrate radioaktiv
markierter Zellen,>*'?

Mit Ausnahme der Isotopenmethode haben ale diese Verfahren nur eine sehr
begrenzte Awussagekraft in bezug auf die Viabilitdt wvon transfundierten
Erythrozyten.116'119'120’121’122’123’124

Aus strahlenhygienischen Grinden ist die Anwendbarkeit von radioaktiven
Materiaien stark eingeschrankt, die Testung der gelagerten Zellen kdnnte nicht im
Verlauf, sondern nur an vorher definierten Endpunkten erfolgen.® Deshalb ist die
Erweiterung der  Testverfahren  zur  qudlitativen  Beurtellung  neuer
Konservierungsmethoden um rheologische Parameter eine wertvolle Hilfe. In
Kombination mit den oben angefihrten biochemischen Parametern kann die
Einschétzung des Blutproduktes genauer erfolgen.

Die Bestimmung von Fluf3geschwindigkeiten mittels Laser-Doppler-Technik geht auf
1964 veroffentlichte Arbeiten von Yeh und Cummins zurtick. Diese ermittelten mit
einem Referenzstrahlanemometer in Rohren die Geschwindigkeitsverteilung in

Fluiden. Die Ubertragung auf biologische Fliissigkeiten erfolgte 1972 durch Riva, der

FluRgeschwindigkeiten in Retinalarterien von Kaninchen mal3. In Kapillaren kamen
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hauptséchlich zur Messung der Blutflul3geschwindigkeit Laser-Doppler-Fluxmeter zur
Anwendung. Diese arbeiteten mit Laserstrahlen von ca. 250-800 um. Bel Einstrahlung
in ein definiertes Volumen der Haut von ca. 1 mm Durchmesser wurde ein kleiner
Antell reflektiert, die Frequenzverschiebung des reflektierten Anteils gemessen und
hieraus die FluRgeschwindigkeit von in diesem Volumen befindlichen Blutzellen
errechnet. Nachteilig an diesem Verfahren war die Grofe des erfaldten Volumens, zu
viele Kapillaren interferierten hier. Durch technische Begrenzungen war es bisher
nicht moglich, den Fokus des Laserstrahl auf eine einzelne Kapillare zu begrenzen und
nur die in diesem Volumen vorherrschende Geschwindigkeit zu erfassen.*°0%

Zur Ermittlung der kapillaren Blutflulgeschwindigkeit wurden deshalb bisher
hauptséchlich kapillaroskopische Verfahren benutzt, zum Teil unter Anwendung von
kontrastverstarkenden Medien. Gemeinsamer Nachteil dieser Verfahren war die
Notwendigkeit von paralel zur Hautoberflache verlaufenden Kapillaren. Die
Entwicklung des von uns herangezogenen CAM 1 Laser-Doppler-Anemometers
beseitigte dieses Problem. Durch ein System von Linsen, Spiegeln und Streuspiegeln
ist hier die Fokussierung des Laserstrahls auf einen Flache von ca. 5* 10 um maoglich,
somit kann eine einzelne Kapillare vermessen werden. Zudem benutzt dieses
Verfahren senkrecht zur Hautoberflache verlaufende Haargefélle, die Beschrankung
auf Gefale des Nagelfalzes entfallt somit.*°%>*

Die Untersuchungen wurden nach einer Akklimatisierungsphase von 30 Minuten
Dauer an liegenden Probanden der MK S-Gruppe vorgenommen. Geachtet wurde auf
immer gleiche, bequeme Lagerung von Arm und Finger der Probanden. Mégliche
Umgebungsfaktoren wie Temperaturschwankungen oder tageszeitabhangige Einfllsse
auf die Perfuson wurden durch die Versuchsanordnung ausgeschaltet. Die

Vitaparameter der Probanden wurden jeweils vor und nach Bestimmung der
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FluRgeschwindigkeit bestimmt, hier kam es zu keiner signifikanten Anderung im
Verlauf.

Zur Auswertung kamen ausschliefdlich Kapillaren mit einem Uber die Dauer von einer
Minute erfabaren Signa, um den Effekt von kurzfristigen, fur die
Gesamtdurchblutung nicht relevanten, Perfusionsschwankungen auszuschaten. ES
wurden pro Proband drei Kapillaren vermessen, um auch hier zuféllige EinflUsse zu
minimieren. Diese Zahl stellt einen Kompromif3 dar: durch Messung der
Flugeschwindigkeit in mehr Blutgefal3en ware der zuféllige Fehler weiter reduziert
worden, alerdings hétte sich hierdurch die Mef3dauer deutlich verléngert und es waren
nicht mehr die zeitlich eventuell begrenzten Veranderungen im Vergleich zu den
vorausgeplanten Zeitpunkten erfaldt worden.

Eine Stunde nach Blutspende zeigte sich in der MKS-Gruppe eine Abnahme der
gemessenen Perfusionsgeschwindigkeit auf ca. 81 % der Ausgangsgeschwindigkelit,
das Signifikanzniveau wurde hier nur sehr knapp verfehlt (p=0,064). Der beschriebene
Unterschied war nach 24 Stunden nicht mehr nachweisbar.

Aufgrund der grundsétzlich begrenzten Aussagekraft der in-vitro-Methoden auf die
jewellige Mef3situation und der komplexen Interaktion der einzelnen Unterparameter
waren direkte Korrelationen zur in-vivo-Messung nicht zu erwarten. Eine zusétzliche
Aussage zur Signifikanz der beobachteten Flureduktion war aus diesen Parametern
daher nicht zu gewinnen 34780117

Eher schon 183t die klinische Situation der Probanden Ruckschltsse auf die
Signifikanz der Laser-Doppler-Messung zu: 3 der 19 Probanden in der MKS-Gruppe
(Bel einem Probanden trat am Ende der Apherese ein Defekt des Zellseparators auf,
der das Produkt fr unsere Zwecke unbrauchbar machte. Dieser Proband ging in der

MKS-Gruppe deshalb nicht in die Auswertung ein.) klagten am Folgetag der Spende
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Uber Kreidaufprobleme am Spendetag, bei einer Probandin kam es einige Minuten
nach dem Aufstehen nach Anemometrie (also ca. 90 Minuten nach Abschlul® der
Blutspende) zu einer am ehesten orthostatischen Kreisdaufdysregulation. Eine
mogliche Ursache konnte die diskontinuierliche Entnahme und Rlckgabe des
prozessierten Blutes sein, verstérkend konnte die Belastung durch das Antikoagulans
ACD hinzukommen. Nach einer Ruhephase von enigen Minuten und oraler
Flissigkeitssubstitution waren die Beschwerden jedoch verschwunden. Ein
Zusammenhang zwischen Kapillarflul3geschwindigkeit oder in-vitro-Parametern ist
bei der geringen Anzahl nicht nachwelsbar.

Die sehr knapp verfehlten Signifikanzen lassen erwarten, da? bei weiteren
Untersuchungen mit einer grofReren Anzahl von Probanden deutliche Unterschiede
zutage treten, zumal durch diese Studie die methodischen und organisatorischen

Rahmenbedingungen fir einen routinemaldigen Einsatz geschaffen wurden.
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V. Zusammenfassung

20 Probanden nahmen im prospektiven Paarvergleich im Abstand von mindestens 8
Wochen im cross-over-Verfahren an je einer Vollblutspende (VBS) und einer
maschinellen Multikomponentenspende (MKS) tell. Die erzeugten leukozyten-
depletierten Erythrozytenkonzentrate beider Gruppen wurden mittels CPD-50
antikoaguliert und Uber einen Zeitraum von 63 Tagen in PAGGS-Mannitol gelagert.
Beurteilt wurden zum einen rheologische in-vitro-Parameter bei Spendern und
Blutkonserven in zweiwdchentlichen Abstanden: oszillierende Kapillarvis-kosimetrie,
Erythrozytenaggregometrie und Filtrometrie.

Zudem kam bei den Maschinenspendern die neue Methode der Laser-Doppler-
Anemometrie zur Ermittlung der kapillaren in-vivo-Blutflul3geschwindigkeit in
Einzelkapillaren zur Anwendung.

Konkordant kam es in beiden Gruppen zum Ansteigen der viskdsen Viskositdt der
Erythrozytenkonzentrate mit Gberproportionalem Anstieg nach 7 Wochen Lagerung.
Die elastische Viskositéat stieg ebenfals in beiden Gruppen an, hier wurden in der
Gruppe der Vollblutspender bereits zu Beginn deutlich hdhere Werte gemessen,
welche in der Vergleichsgruppe erst nach 49 Tagen erreicht wurden. Bei den
Blutspendern konnten 24 Stunden nach Spende Verédnderungen von viskdser und
elastischer Viskositdt gezeigt werden, welche stark mit Erythrozytenanzahl,
Hamoglobin und Hamatokrit korrelierten.

Bei konstanten Werten der dynamischen Erythrozytenaggregation zeigte die statische
Erythrozytenaggregation bel den Vollblutspenden nach drei Wochen eine Zunahme, in
der MKS-Gruppe imponierte ein biphasisches Verhalten mit initialer Abnahme der

Lichttransmission.
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Unabhéngig vom Spendeverfahren, trat eine deutliche Abnahme der Filtrierbarkeit der
Produkte in beiden Gruppen in den letzten beiden Lagerungswochen auf.
Eindrucksvoll war die Reduktion der Filterokklusonsrate auf unter 40 % des
Ausgangswertes durch Leukozytenfiltration vor der Lagerung. Bereits 1 Stunde nach
der Spende konnten filtrometrische Veréanderungen bel den Spendern gezeigt werden,
das Signifikanzniveau wurde hier nur knapp verfehit.

Die Bestimmung der kapillaren Blutfluligeschwindigkeit zeigte eine Stunde nach
Spende eine deutliche Abnahme auf 81 % des Ausgangswertes (p=0,064) in der
Gruppe der Maschinenspender. Dies wird as Ausdruck einer diskreten

Kreidaufbelastung durch das Aphereseverfahren gewertet.
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VI. Anhang
1 Erythrozytenaufbau

Erythrozyten haben im Ruhezustand eine bikonkave, diskoide Struktur mit einem
Durchmesser von 7,5 — 8,5 um entlang der groféten Achse, senkrecht zu dieser Achse
einen Durchmesser von 2,1 um am Rand und 1 pum in der Mitte. Die Zellen weisen bei

einer Oberflache von 140 pm® en Volumen von ca 95 pm® auf, der
Membraniiberschuf gegentiber der spharischen Form betrégt ca. 40 %.'2126127.128
Erythrozyten von Saugetieren sind kernlos, ihr Inneres enthalt eine hochkonzentrierte
Hamoglobinlosung (ca. 33 g Hamoglobin pro 100 ml Erythrozyten) mit einer
Viskositét von 7 mPas und newtonschen Stromungsel genschaften. Die Viskositat der
Losung wird zum einen durch den physikochemischen Zustand des zur kooperativen
Sauerstoffbindung beféhigten Hamoglobins und zum anderen durch pH und
Sauerstoffpartialdruck beeinfluft,10>127129130131

Umgeben sind sie von einer Membran, die aus einer Phospholipiddoppel schicht
analog dem ,, fluid mosaic*-Modell von Singer und Nicolson aufgebaut ist.*3*'% 50 %
der Membranlipide sind Phospholipide, 40 % Cholesterinmolekile, 10 % wird von
Glykolipiden beigetragen. Die Membran ist asymmetrisch aufgebaut, im &uferen Blatt
der Membran herrschen Phosphatidylcholin und Sphingomyelin vor, im inneren Blatt
Phosphatidylinositol, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin.*¥3+3*
Zusétzlich enthélt die Membran Proteine, diese kdnnen formal in extrinsische und
intrinsische Membranproteine unterteilt werden, letztere durchziehen die Membran
und erfullen hauptsachlich Transporter- und Rezeptorenfunktion, aul3erdem dienen sie

zur Anheftung einiger extrinsischer Membranproteine, die der Membran aufgelagert

sind.
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Zu den intrinsischen Membranproteinen werden Bande-3-Protein, Glykophorin A,
Glykophorin B, Glykophorin C (Glykoconnectin), die katalytisch tatigen Na'-K™*- und
Ca**-ATPasen, der GluT1-Glukosetransporter und  weitere  Proteine
gerechnet.105’135’136’137

Extrinsische Membranproteine bilden das Zytoskelett: Spektrin, Ankyrin, Aktin,
Bande-4.1-Protein, Bande-4.2-Protein, Bande-4.9-Protein, Bande-7-Protein, Bande-8-
Protein, Myosin, Tropomyosin, Tropomodulin, Adduktin, Calmodulin und mehrere
andere, nur in kleiner Menge vorhandenen Proteine.

Die hauptsachliche Komponente ist das phylogenetisch sehr alte, heterodimere Protein
Spektrin, das aus je zwe nichtidentischen Polypeptidketten zusammengesetzt ist (a-
Kette: 260 kDa, B-Kette: 245-460 kDa). Diese haben einen sehr homologen Aufbau,
viele in Tripel-a-Helices angeordneten Repeats einer Sequenz von 106 Aminosauren
Lange mit kurzen nichthelikalen Abschnitten dazwischen bilden die Ultrastruktur.

Die Kopf-an-K opf-Selbstassoziation des N-terminalen Endes der a1l-Doméane und des
C-terminalen Endes der (31-Domane wird durch eine enge laterde Assoziation
zwischen der N-terminalen Doméne der [3-Kette und der C-terminalen Doméne der a-
Kette stabilisiert. Hinzu kommt noch eine schwache Bindung durch eine laterale
Assoziation entlang der Untereinheiten in antiparalleler Anordnung, 838439140

Die so gebildeten Tetramere sind ausgedehnte, flexible Molekile von 200 — 260 nm
Lange und 3 - 6 nm Durchmesser. Die Untereinheiten sind helikal umeinander
gewunden. Die Neigung und der Durchmesser der Helix sind durch die nicht-
kovalenten Bindungen variabel, bei axialer Verformung konnen sich die

Spektrintetramere elongieren, bel Nachlassen der deformierenden Kraft nehmen sie

wieder ihre weniger geordnete Ausgangskonfiguration an, sie agieren gleichsam als
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.entropische Feder”, die adlerdings hochst nichtlineare  Eigenschaften
aufwe| sen.4°’l4°'141

Sechs (funf bis acht) der Spektrintetramere sind tber Verbindungskomplexe vernetzt,
sie bilden ein sich Uber das gesamte Zytoskelett erstreckendes Netzwerk mit zu Gber

85 % hexagonaler Anordnung (3 % sind in Form eines Pentagon angeordnet, 8 % als

133,139

Heptagon).
Mehr as 85 % des Spektrins in menschlichen Erythrozyten besteht aus Tetrameren,
bel einer gestorten Selbstassoziation des Spektrins kommt es zu einschneidenden
Anderungen der Membraneigenschaften: bei 30 % der Patienten mit hereditérer
Elliptozytose und bei allen Patienten mit hereditérer Pyropoikilozytose findet sich eine
defekte Spektrin-Selbstassoziation als Resultat molekularer Verdnderungen des N-
terminalen Endes von a-Spektrin oder des C-terminalen Endes von B-Spektrin.®42
Spektrin weist eine Reihe von Bindungsstellen auf, die wichtigsten sind digjenigen fir
Ankyrin, Aktin und Bande-4.1-Protein.

Das monomere Protein Ankyrin ist pro Erythrozyt in 100000 Kopien vorhanden. Es
hat bei einem Molekulargewicht von ca. 210000 Da eine anndhernd globuldre
Struktur, an seinem C-terminalen Ende ragt ein Schwanz hervor, der eine
regul atorische Doméne beinhaltet. Benachbart findet sich die Bindungsstelle fur die [3-
Kette von Spektrin. Die N-terminale Doméane von Ankyrin kann sich mit hoher
Affinitdt an die zytoplasmatische Doméne von Bande-3-Protein heften. Auch fir
andere Membranproteine, wie zum Beispiel die Na'-K'-ATPase, weist Ankyrin
Bi ndungsstel len auf .81,120,136,138,140,143

Aktin représentiert einen groferen Anteil des Zytoskeletts aller Zellen, im humanen
Erythrozyten ist die Isoform vom [-Nichtmuskel-Typ vorhanden. Aktin ist in

Protofilamenten von ca. 30 - 40 nm Lénge organisiert, die aus 12-14 filamentaren
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Monomeren von 43000 Da gebildet werden.®*331% Stahilisierend auf die ca. 30000
Protofilamente pro Erythrozyt scheint Tropomyosin zu wirken.**

e'* Phosphoprotein & Bande-4.1-Protein existiert in zwei Unterformen

Das globulér
(Protein-4.1ac 80000 Da, Protein-4.1b 78000 Da), in jungen Erythrozyten dominiert
die leichtere Variante, wohingegen wahrscheinlich durch posttrandationae
Modifikation die schwerere wahrend Reifung und Alterung der Zellen beginstigt
Wi rd.133’136’144

Eine der vier distinkten Doméanen weist Bindungsstellen fiir Spektrin auf,** eine
andere, hydrophobe Doméne kann sich an Transmembranproteine heften.®
Bande-4.2-Protein kommt in vielen Geweben vor, im Erythrozyten gibt es zwei
Isoformen, die dominierende hat ein MW von 77000 Da. Sieist der a-Untereinheit von
Faktor X 11 sehr homolog.®*

Bindungsstellen sind sowohl fur Bande-3-Protein als auch fur Ankyrin und Bande-4.1-
Protein vorhanden.'*

Tropomyosin im Erythrozyten ist aus zwei anndhernd gleich grof3en Untereinheiten
zusammengesetzt, die pro Zelle vorhandenen Dimere von ca. 60000 Da sind pro Zelle
in 70000 — 80000 K opien vorhanden.**

Im Gegensatz zu Tropomyosinen in anderen Zelen ist es nur schwach zur
Selbstassoziation befahigt,**® es bildet an Stelle von Head-to-Tail-Polymeren einen
zweistrangigen a-helikalen Stab mit einer Lange von ca. 33 - 34 nm aus. X0

Der Anteil von Bande-3-Protein an den intrinsischen Membranproteinen betrégt etwa
ein Drittel, pro Erythrozyt sind dies 10° Kopien des ca. 103000 Da schweren Proteins.
Die hydrophile aminoterminale Domane mit 420 Resten dient als Anker fir das

Zytoskelett, auch sind hier glykolytische Enzyme wie die Phosphofructokinase und die

Glycerinal dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase lokalisiert, die hydrophobe
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carboxyterminale Doméane durchspannt mit ihren 509 Aminosdureresten die
Erythrozytenmembran mindestens zwélfmal.#****1%® Sie dient dem Antiport von
Anionen, der elektrisch neutrale Austausch von HCOs; gegen ClI° stelt im
Erythrozyten den wichtigsten Transportvorgang dar und erfolgt mit einer maximalen
Geschwindigkeit von 4 * 10* s* pro Anionentransporter, 81138146

Zu den intrinsischen Membranproteinen werden flnf sialinsaurereiche Glykoproteine
gerechnet, die Glykophorine.**” Am haufigsten kommt das von Marchesi sequenzierte
Glykophorin A vor,™ jeder Erythrozyt enthélt 600000 Kopien dieses 31 kD schweren
Proteins.’*® Es durchspannt die Zellmembran, die aminoterminale Region ist
extrazelluldr lokalisiert und enthélt die in 16 Einheiten angeordneten 100 Zuckerreste,
es folgt eine hydrophobe Region, die im Kohlenstoffkern der Membran eine
transmembranale a-Helix bildet, im Zytosol schliefdlich ist die mit zahlreichen polaren
und ionisierten Seitenketten versehene carboxyterminale Region.*®

15 % der Glykophorine sind in Form von Glykophorin B vorhanden, 4 % als
Glykophorin C, die Subspezies D und E haben einen noch kleineren Anteil 24
Glykoproteine und auch Anteile von Bande-3-Protein ragen an der Aulenseite der
Membran hervor.®! Sie erzeugen die negative Oberflachenladung der Erythrozyten-
membran und hemmen die Erythrozytenaggregation. Des weiteren wurde nach-
gewiesen, dald sie bel vielen Blutgruppensystemen (insbesondere ABO, MNSs) die
Tréger der antigenen Determinanten sind, bei anderen (Rh) ist das Vorhandensein
bestimmter  Glykoproteine mit  definierten  Blutgruppenmerkmalen  asso-
Zii ert.l°5’l35'143' 148,149

Das aus funf- bis sechsseitigen Polygonen bestehende, zweidimensionale Netzwerk

des Zytoskeletts liegt der Zellmembran innen an und formt so die raumliche Struktur

des Erythrozyten aus. Die 200 nm langen Kanten des Polygons werden von Spektrin
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gebildet, am Kopfende des Molekils assoziiert es sich selbst zu Tetrameren, am
Schwanzende wird es durch den sogenannten junktionalen Komplex
zusammengehalten. Dieser wird durch Aktin, Bande-4.1-Protein, Bande-4.9-Protein
und Adduktin gebildet und stellt die Verknipfungsstelle zu weiteren
Spektrinmolekiilen dar. 5%

Die am Schwanzende eng verknipften Ketten von Spektrin assoziieren sich mit F-
Aktin, wahrscheinlich stellt das aminoterminadle Ende der [(-Kette den
Hauptanheftungspunkt.*** Die Affinitat betragt nur ca 1-5 * 10° M™ [KD = 107, in
Anwesenheit von Bande-4.1-Protein steigt sie jedoch um den Faktor 10° an.3-1331%0
Protein-4.1 kann nicht an Aktin binden, vielmehr tragt es nach Bildung des Spektrin-
Aktin-Komplexes zu dessen Stabiliserung bei, indem sich eine zentrale 10 kDa-
Doméne wahrscheinlich a-helikaler Struktur am Schwanzende des Spektrins
anheftet.81'140’l44

In ca. 20 nm Entfernung vom Kopfende des [3-Spektrins bindet Ankyrin mit seiner
aminoterminalen Domane. Obwohl pro Spektrintetramer zwel Anheftungsstellen
verflgbar sind, wird nur ein Ankyrin gebunden. Die Bindung an ein Tetramer hat eine
zehnfach hohere Affinitét al's diejenige an ein Dimer. 3136140

Unzahlige weitere Komponenten des Membranskeletts interagieren miteinander, dazu
gehoren z.B. viele Aktin-bindende Proteine wie Tropomyosin, Tropomodulin, capZ
und Adduktin.***

Das horizontale Netzwerk bendtigt zu seiner Anheftung an die Erythrozytenmembran

vertikale Pfeiler, die in der Lipiddoppelschicht verankert sind: Bande-3-Protein,

Glykophorin A und Glykophorin (139,141,151
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An vier nichtkovalent zu einem Tetramer assoziierte Bande-3-Proteine heftet sich ein
Ankyrinmolektl an und vermittelt so die Bindung zwischen (3-Spektrin und dem
Anionenaustauscher, stabilisierend wirkt hier Bande-4.2-Protein ein 8%

Auch Bande-4.1-Protein kann sich an Bande-3-Protein anlagern, eine weitere
Moglichkeit besteht in der Verbindung zwischen Protein-4.1 und Glykophorin C. Die
Bindung an Glykophorin C hat eine hohere Affinitét als die an Bande-3, jedoch
scheint die Bande-3-Protein-Bande-4.1-Protein-Verbindung die wichtigere zu sein, da
der Anionenaustauscher in zwanzigfacher Menge in der Membran vorkommt. Durch
die Verknipfung mit Protein-4.1 wird der junktionale Komplex an der Lipidschicht
angeheftet.l36'l40

Glykophorin A kann ebenfalls Bande-4.1-Protein binden, 8> dieser Komplex scheint
jedoch firr die Befestigung des Skeletts von untergeordneter Bedeutung zu sein.'#?
Unklar in ihrer Bedeutung ist die Beobachtung, dal3 sich Protein-4.1 direkt an
Phosphatidylserin der Membran binden kann.***'31% \Weitere Membran-Protein-
Interaktionen wurden beschrieben, so z.B. zwischen Bande-4.1-Protein und p55™**
oder auch eine direkte Verbindung zwischen Membranproteinen und Spektrin.4°

Die Interaktion der Proteine des Zytoskeletts und ihre Interaktion mit der Membran
unterliegen vielfaltigen Regulationsmechanismen, beispielhaft wird kurz auf die
Regulation durch 2,3-BPG, Calcium und Magnesium e hgegangen:

2,3-BPG hindet in hoherer Konzentration sowohl an Bande-4.1-Protein als auch an
Bande-3-Protein. Es inhibiert dadurch die Bildung des Spektrin-Ankyrin-Protein-4.1-
Komplexes, des Bande-3-Protein-Ankyrin-Komplexes und die Anheftung von Protein-
4.1 an Bande-3 und Glykophorin C. Die 2,3-BPG-Konzentration ist abhdngig vom

Oxygenierungsgrad der Zelle, im oxygenierten Erythrozyt kann sie bis auf 59 mM
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ansteigen, im desoxygenierten Erythrozyten kommt es durch Assoziation mit
Deoxyhamoglobin zum Absinken bis auf 0,5 mM.**

Erythrozytentropomyosin geht eine hochkooperative Bindung mit Aktin ein,
determiniert die Lange der Aktinfilamente und schitzt sie vor Scherkrdften und
Depolymerisierung. Auch wird die Affinitdt zu Spektrin reduziert. Die Bindung an
Aktin unterliegt der Regulation durch Calmodulin und Calcium, wird aber auch stark
durch die Konzentration des freien Magnesiums beeinflufdt. 8136138

Des weiteren wird durch Calcium-Calmodulin die Bindung eines weiteren Spektrins
an den Spektrin-Aktin-Adduktin-Komplex und damit die Reorganisation des
Zytoskeletts inhibiert, auch die Membranassoziation von Bande-4.1-Protein wird
durch ene Cacium-abhangige Bindungsstelle fur Camodulin auf der
aminoterminalen Doméne von Bande-4.1-Protein geregelt.!*°

Zytoskelett und Membran bilden eine einzigartige funktionelle Einheit, die es dem
Erythrozyten erlaubt, seine Aufgaben unter stéandig sich wandelnden
Umgebungsbedingungen wahrzunehmen. Das | abile Gleichgewicht zwischen extremer
Deformabilitdt zur Aufrechterhaltung des Flusses auf der einen und der standigen
Gefahr des Verlustes der Zellintegritét unter extremen Scherkréften auf der anderen
Seite wird durch das Zusammenspied von Membran und Zytoskelett
aufrechterhalten, 3314212

In der Makrozirkulation tragt die Verformbarkeit und Ausrichtung entlang der
Strémungslinien zur Minderung der Dissipation der kinetischen Energie bei,®*'® die
Erythrozyten verhalten sich wie FlUssigkeitstropfen, der deutliche Oberflachen-

tiberschul und die , Panzerkettenrotation” %"

um das Zellinnere geben die Energie des
Wandkontaktes an die viskdse Hamoglobinlésung im Innern ab und sorgen fur deren

sténdige Durchmischung, so dal3 der Gastransfer erleichtert wird.
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In der Mikrozirkulation konnen durch Faltung und lineare Extension der Zellen auf
230 % der Ausgangslange Kapillaren von 3 um passiert werden, im Anschluf3 kann
der Erythrozyt durch Reorganisation des Proteinnetzwerks in seine Ausgangsform
zuriickkehren, 133153

Der standige Formwandel wirde zu einer Ungleichverteilung der Membranproteine
flhren, dieser wirkt das Zytoskelett zum einen durch direkte Assoziation mit Ankyrin
entgegen, zum anderen scheint die trandationale Diffusion von Membranproteinen
wie dem Anionenaustauscher durch Spektrintetramere, die dhnlich einem Zaun
angeordnet sind und durchléssige Tore bilden kénnen, um den Faktor 50 - 100
reduziert (, SPEQ gate model“).*%

Defekte des Aufbaus von Membran oder Zytoskelett von Erythrozyten treten teilweise
als harmlose Normvarianten in Erscheinung, oft jedoch kommt es zu deutlichen
klinischen Auswirkungen mit massiv reduzierter Erythrozytentberlebenszeit und
hieraus resultierenden K onsequenzen fr den betroffenen Patienten.

Erwahnt sei hier nur die hereditére Sphéarozytose, viele weitere Erkrankungen sind

beschrieben, 1%
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2 Erythrozytenstoffwechsel

In alen Zellen des Korpers entsteht aus Glucose durch anaerobe Glykolyse Pyruvat,
dieses tritt in die Mitochondrien Uber und wird dort im Citratzyklus und durch
oxidative Phosphorylierung zur Erzeugung von ATP as universeller
Stoffwechsel energie genutzt:**°

Glucose + 36 ADP+ 36 P+ 36 H" + 6 O, > 6 CO, + 36 ATP + 42 H,0O

Eine Ausnahme stellen hier die Erythrozyten dar, das Verschwinden der
Mitochondrien markiert den Ubergang vom Retikulozyten zum reifen Erythrozyten.*®
Der Erythrozyt ist daher auf die anaerobe Glykolyse (Embden-Meyerhof-WeQ)
beschrankt, hier entsteht in zehn katal ysierten Reaktionsschritten Pyruvat, welches, da
ihm die aerobe Weiterverwertung versagt ist, zu Lactat umgewandelt wird:*’
Glucose+ 2P, + 2 ADP > 2 Lactat + 2 ATP + 2 H,0O

Anstelle von 36 Mol ATP kénnen nur 2 Mol ATP gewonnen werden, im Kreislauf
spielt dies keine Rolle, da Glucose durch den bidirektionadlen GluT1-
Glukosetransporter aus dem Plasma aufgenommen werden kann und sich der
intraerythrozytéare Glucosewert an den Plasmaglucosespiegel anpalt, in Blutkonserven
kann jedoch aus verschiedenen Grinden Glucose nicht in beliebig hohen Mengen zur
Verfligung gestellt werden.*3’

Im Vergleich zu kernhaltigen Zellen mit aktiver Syntheseleistung ist der
Energieverbrauch von Erythrozyten gering,*® ganzlich ohne ATP sind die roten
Blutkdrperchen jedoch zum Untergang verurteilt: Zum einen mul3 das intrazellulére
lonenmilieu aufrechterhalten werden, zum anderen missen verschiedene
Enzymgruppen vor Oxidation geschiitzt werden.

Dem durch intrazellulére Makromol ekille entstehenden kolloidosmotischen Druck und

der Herstellung eines Druckausgleichs zwischen Extra- und Intrazelluldrraum mit
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Entstehen eines Gibbs-Donnan-Gleichgewichts wirkt die ATP-verbrauchende Na™-K*-
ATPase durch intrazelluldre Anreicherung von K*-lonen und Auswartstransport von
starker hydratisierten Na'-lonen entgegen, ein Drittel des erzeugten ATP wird hierfir
verwendet. ™

Das sténdig durch spontane Oxidation der Eisengruppe des Hamoglobins zu
dreiwertigem Eisen entstehende M ethdmoglobin kann O, nicht reversibel anlagern und
damit auch kein O, transportieren. Die Methamoglobinreduktase sorgt daftr, dal3 der
Methamoglobingehalt von 1-2 % nicht iberschritten wird.*8%°

Die im Erythrozyten andauernd reaktiven Sauerstoffspezies ausgesetzten SH-Gruppen-
haltigen Enzyme und SH-Gruppen-tragende Membranbestandteile wie Hexokinase,
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und Glycerinal dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
werden durch das Redoxsystem aus oxidiertem und reduziertem Glutathion geschtitzt.
Glutathion selbst wird durch die Glutathion-Reduktase wieder in seine reduzierte
Form tiberfiihrt,1°%6*

Um seiner besonderen Stoffwechselsituation gerecht zu werden, bedient sich der
Erythrozyt in weit hoherem Ausmal} als alle anderen Zellen dreler Seitenwege der
Glykolyse, er benutzt Pentosephosphat-Weg, M ethdmoglobin-Reduktase-Weg und
2,3-Bisphospoglycerat-Weg.

Der Pentosephosphat-Weg beinhaltet die Umwandlung von Glucose-6-Phosphat tber
die Zwischenprodukte Ribulose-5-Phosphat und Ribose-5-Phosphat in Fructose-6-
Phospat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat. NADP™ wird hierbei zu NADPH + H”,

dieses dient im reifen Erythrozyten zur Reduktion von Glutathion durch die

Glutathion-Reduktase.*®*
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Bel der Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 1,3-Bisphospoglycerat mittels
der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase fungiert NAD® as Elektronen-
akzeptor: ™’

Glycerinaldehyd-3-Phosphat + P; + NAD+ = 1,3-BPG + NADH + H*

Dieses NADH + H* wird als Koenzym der Methdmoglobinreduktase zur Reduktion
von Methamoglobin zu funktionsfahigem Hamoglobin gebraucht.**®

Die Umwandlung von 1,3-Bisphosphoglycerat zu 3-Phosphoglycerat mittels
Phosphoglyceratmutase kann durch den 2,3-Bisphosphoglycerat-Weg umgangen
werden. Dieser auch as Rapoport-Luebering-Shunt bezeichnete alternative
Stoffwechselweg dient zur Erzeugung von 2,3-Bisphosphoglycerat und findet
hauptséchlich in Erythrozyten statt. Das entstehende 2,3-BPG kann weiter zu 3-
Phosphoglycerat umgewandelt werden. 2,3-BPG kann die 3-Ketten von Hamoglobin
vernetzen und stabilisiert alosterisch die Quartérstruktur von Deoxyhdmoglobin, die

Sauerstoffaffinitét von Hamoglobin wird um den Faktor 26 reduziert, wodurch die

Sauerstoffabgabe in den Gewebekapillaren erleichtert wird,*3h1°8:160162
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Abbildung 54: Energiegewinnung des Erythrozyten (modif. nach 157.1%)
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3 Herleitung des Gesetzes von Hagen-Poiseuille

Bei Betrachtung des Fliel3verhaltens von Flissigkeiten ist es zweckmaldig, sich die
zugrundeliegenden physikalisch-mathematischen Prinzipien zu vergegenwartigen,
zum einen zur Klarstellung beztglich der verwandten Nomenklatur, zum anderen zur
Verdeutlichung des Modellcharakters der deskriptiv verwandten Formeln und ihrer
Grenzen.

Isaac Newton beschreibt im zweiten Band seiner , Philosophiae naturalis principia
mathematica® ein Experiment mit zwel horizontal angeordneten Platten und einer
dazwischenliegenden Glyzerinschicht: Bel Bewegung der oberen Platte mit konstanter
Geschwindigkeit kommt es zur Mitbewegung der der oberen Platte direkt anliegenden
Glyzerinschicht mit gleicher Geschwindigkeit, wohingegen die der unteren Platte
anhaftende Schicht unbewegt bleibt. Die dazwischenliegenden Schichten bewegen
sich mit Geschwindigkeiten, die direkt proportional zum Abstand von der Bodenplatte

sind (siehe Abbildung 64).2% 7

_________________

dr
Ay
-

Abbildung 55: Schichtstrémung zwischen zwei Platten
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Dividiet man die einwirkende Kraft durch die Plattenflache, erhdlt man die

Schubspannung (shear stress):

mit 7 = Schubspannung; F = Kraft; A = Flache

== N4 =

Den Schergrad (shear rate) erh@t man durch Division der Geschwindigkeitsdifferenz
benachbarter Schichten durch die Schichtdicke:

V=ﬂ
dr

mit y= Schergrad; dv = Geschwindigkeitsdifferenz; dr = Schichtdicke
1 m
==;ldv|=—;|dr|=m
1=l = o]

Der Quotient aus Schubspannung und Schergrad stellt fir newtonsche Flissigkeiten

eine Materialkonstante dar und wird als Viskositéat bezeichnet:

Die von Newton als , defectus lubricitatis* bezeichnete Viskositét stellt die innere
Reibung einer Flissigkeit dar. Ihre Ursache ist in der ndtigen Aktivierungsenergie zur
Uberwindung von  Potentialwallen  ineinander  verzahnter  benachbarter

Flussigkeitsschichten zu sehen (Theorie der Platzwechselvorgange). Dies erklért auch
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die schon von Newton erkannte Abhangigkeit der Viskosité von Druck und
Temperatur.77’163’164

Das rotationssymmetrische Gegenstiick zur ebenen Kanalstromung zwischen zwel
Platten ist die Stromung durch ein gerades Kreisrohr, es ergibt sich hier ein
parabolisches Geschwindigkeitsprofil mit axialem Maximum (siehe Abbildung 56).
Wir betrachten die axiale Stromung einer inkompressiblen FlUssigkeit durch ein Rohr
mit kreisformigem Querschnitt vom Radius R. Vorausgesetzt wird eine un-
beschleunigte, gleichformige Bewegung, die Schwerkraft wird vernachlassigt. Es sind
zwei Kréfte zu berticksichtigen:

1. eine aus der Druckdifferenz (p,>p») resultierende Kraft Fnp

2. die Reibungskraft F;

l—1
T
N
a1
-

2R

2
= <3
./ F
J/

Abbildung 56: Strémung durch ein gerades Kreisrohr (nach 49)

Im stationéren Zustand haben beide Kréfte den gleichen Betrag, das Vorzeichen ist
entgegengesetzt:

Fap=-Fr

Wir betrachten einen im Innern eines Rohres gelegenen konzentrischen
Flissigkeitszylinder H der Lange | mit dem Radiusr. Die auf ihn von links nach rechts

wirkende Druckkraft (p1>p2) ist F,. Sie steht der Reibungskraft F, entgegen.

p="
A
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0F=pA

Ap=p1—p2

Fap=Fpi—Fp2=p1 A—p2 A= A(pr—p2) = A 4p
mitA=r?m

0 Fap=r*mlp

dv
F =nB=
rndr

B ist die Mantelflache des FlUssigkeitszylinders, sie errechnet sich durch:
B=2rrl

da FAp = - FR

rznAp:—Zrnlny
dr

r2Ap = —2rlnﬂ
dr

__2nav

= A_pa

_ IrApdr
2n

O dv=

nach Integration ergibt sich:

V(R) R

dv':J'—ﬂr’dr'
v(r) r 2"7

[/ = 0 ﬂ}r,zﬁ

©-"Han2 H

Ap o, Ap ,
V(R =v(r)=——R"+——r
(R)~v(r) 4an an

v(R)—v(r):—j—Z(Rz—rz)
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Hierbel betrachtet man den Grenzfall, bei dem der Radius des Zylinders H auf den
Radius R vergrof3ert wird.
Wegen der Haftbedingung gilt:

V(R) = 0

O —v(r) = —j—Z(RZ - r2)
A
v(r) =ﬁ(R2 —r2)
dav~r?
resultiert ein parabolisches Geschwindigkeitsprofil.
Bei einer inkompressiblen Flussigkeit muld die Geschwindigkeit in einem Rohr mit
gleichméaliigem Querschnitt A unabhangig von der Langskoordinate sein. Dies folgt
aus der Kontinuitatsbedingung A v = const.
Somit ist der Druckgradient in Langsrichtung ebenfalls konstant.

Wir gingen von einem Hohlzylinder mit innerem Radius r und &ulRerem Radiusr + dr

7

Abbildung 57: Stirnflache des Hohlzylinders
Die Stirnflache dA des Hohlzylinders errechnet sich wie folgt:

aus (siehe Abbildung 57).

dA = 77(r + dr)?- rrr?

dA = mrr® + 2 rrr dr + 71(dr)? - ir?
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wobei hier fir dr << r gilt, dai? 77 (dr)? sehr klein wird und deshalb vernachlassigt
werden kann:

O dA= 2 mr dr (far dr <<r)

Der Volumenstrom |y ist definiert als Volumenanderung dV pro Zeiténderung dt, also
gilt:

.7
Vooodt

Durch den Hohlzylinder im Rohr mit der Stirnflache dA stromt pro Zeiteinheit ein
Volumen dV = v dA dt
Damit gilt:

ly -V =vdA
dt

dVv = vdAdt

hier aso:

dVv = v(r) 2 rrr dr dt

integriert Uber den gesamten Querschnitt des Rohres erhdt man:

_av _v(r)2rrdrdt _

R
_ prt R?rdr —Ire’dr
2n )

—Aﬂ-[ zlrzﬁ—mr4ﬁ5:
_2“7%2 5 o BH




Aprmt
In 2

:Apn1R4_
2n 4

AprR*
8n

Lre-
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R* M=

NI

(Gesetz von Hagen-Poiseuille)



VII. Abkiirzungen

2,3-BPG:
ADP:
ATP:
AUC:
EDTA:

Facc:
FFP:
Fvewm:
GSH:
GSSG:
n:

n

N
HES:
LDA:
MKS:
MW:
NAD™:
NADH:
NADP":
NADPH:
SEM:
VBS:

Zeitpunkte:

120

2,3-Bisphosphoglycerat

Adenosindiphosphat

Adenosintriphosphat

Integralfunktion der Kurve (,, area under curve®)
Ethylendiamintetraessigsaure

aggregatbedingter Anteil der elastischen Viskoelastizitét
Fresh frozen plasma

membranbedingter Anteil der elastischen Viskoel astizitét
Glutathion (reduzierte Form)

Glutathion (oxidierte Form)

Viskositét

viskdse Komponente der Viskoel astizitét

elastische Komponente der Viskoel astizitét
Hydroxyethylstérke

L aser-Doppler-Anemometrie

Multikomponentenspende

Mittelwert (arithmetisches Mittel)
Nicotinamidadenindinucleotid (oxidierte Form)
Nicotinamidadenindinucleotid (reduzierte Form)

Ni coti nami dadeni ndi nucl eotidphosphat (oxidierte Form)
Nicoti nami dadeni ndi nucl eotidphosphat (reduzierte Form)
Standardfehler des Mittelwertes (,, standard error of mean*)

Vollblutspende

vor vor Spende

vor gew. vor Spende, gewaschen, zur Aggregometrie
1h 1h nach Spende

24h 24h nach Spende

Tag 1l Konserve Tag 1
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