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| Einleitung

1.1. Standardpraparatein der Transfusionsmedizin

Seit vielen Jahren werden in der Transfusionsmedizin mittels konventioneller,
manueller Vollblutspende (VBS) und nachfolgender Auftrennung des Blutes
Erythrozytenkonzentrate (EK), Thrombozytenkonzentrate (TK) und Frischplasma (FFP)
gewonnen.

Die Erythrozytenkonzentrate sind plasma- und buffy-coat-freie Préparate, die nach
Sedimentation, Zentrifugation und inline- Leukozytenfiltration von Vollblut entstehen.
Sie kdnnen in additiver Losung bel 4° C in Blutbankkihlschréanken Uber einen Zeitraum
von 42 bis 49 Tagen gelagert werden.

Das gewonnene Plasma wird innerhalb von 6 Stunden schockgefroren, um den
Aktivitatsverlust der Gerinnungsfaktoren zu minimieren. Das so erhaltene Fresh Frozen
Plasma (FFP) ist bei -30° C fur 24 Monate haltbar.

Thrombozytenkonzentrate (TK) koénnen aus frisch gewonnenem Vollblut durch
Zentrifugation und Isolierung der Thrombozyten aus dem pléattchenreichen Plasma oder
aus Buffy-coat hergestellt werden. Durch Zusammenfihren von 4-8 kompatiblen
Einzel spenden entsteht ein gepooltes TK. Die Lagerungsfahigkeit der Praparate betréagt
5Tagebei 22° C 1.

1.2. Préparative Hamapher ese

Seit Anfang der 90er Jahre kommt zunehmend die gezielte maschinele
Einzelkomponentenspende zum Einsatz. Basis dieser Methode ist die Hamapherese, der
Blutkomponentenentzug, welcher die effektivste Vorgehensweise zur Gewinnung von
Zellkonzentraten darstellt. Mit Hilfe eines Blutzellseparators erfolgt die Auftrennung
des Blutes in die bendtigten Blutprodukte bereits wahrend der Spende. Direkt nach
Beendigung der Spende stehen somit standardisierte, lagerungsféhige und einsatzbereite
Praparate zur Verfiigung %.



1. 3. Kapillarmikroskopie

Die Kapillarmikroskopie der Haut ist eine nicht-invasive Methode zur Darstellung der
Morphologie der Hautkapillaren sowie der kapillaren Blutflu3geschwindigkeit und
Blutfluf3rate.

1.3.1. Das Hautgefal3system

Das kutane Geféldsystem zeigt einen etagenartigen Aufbau mit einem Geféal3netz,
wel ches sowohl waagrecht als auch senkrecht zur Oberflache verl auft.

Die Gefd3e der Mikrozirkulation setzen sich zusammen aus den Arteriolen mit einem
Gefaldurchmesser von 50 um, den terminalen Arteriolen mit einem Durchmesser von
16-27 pum und den mit 10 pm Durchmesser kleinsten Arteriolen, die in das Kapillarbett
tibergenen. Bei einem Kapillarquerschnitt von weniger as 10 pm? fiillt die Passage
eines einzelnen Erythrozyten diesen bereits vollstandig aus.

Die Kapillardichte unterliegt regionalen und interindividuellen Schwankungen und
reicht von 28 Kapillaren/ mm? im Schulterbereich tiber 150 Kapillaren/ mm? im Gesicht
bis hin zu 2000 Kapillaren/ mm? in der Muskulatur. Die Schlingendichte an der
Mittelfingerspitze betragt 20/ mm? sowie 20-70/ mm? am dorsalen Ringfinger.

Die postkapilldren Venolen (12-35 pm Durchmesser) folgen auf das Kapillarnetz.

Das BlutfluRvolumen der Mikrozirkulation unterliegt vielfaltigen Einflissen und kann
in den Fingern bis zu 200 ml/ min x 100 ml Gewebe betragen °.

ACV-Einheiten (arterio-kapillar-vendse Einheiten) bilden die kleinste Funktionseinheit
der terminalen Strombahn. Sie bestehen aus afferenter Arteriole, prakapillarem
Sphinkter, kapilldrer Strombahn und efferenter Venole. In der Regel findet sich
zwischen dem arteriellen und dem vendsen Schenkel eine direkte Querverbindung, der
arteriovendse Shunt.

Von grof3er Bedeutung fir die Regelung des regionalen Blutflusses ist die Vasomotion.
Unter Vasomotion verstent man den periodischen Wechsel eines Gefél3durchmessers
durch spontane und autonome Kontraktion der glatten Gefal3muskulatur. Gefél3e mit
einem Durchmesser von 5-10 um, bis hin zu grof3en Gefal3en mit 100 um Durchmesser
unterliegen diesem Regulationsmechanismus bis zu 10 Mal/ min. Die Dauer dieser

Kontraktionen betragt mehrere Minuten bis einige Stunden.



Theoretischer Hintergrund der Vasomotion ist das Hagen-Poiseuille' sche Gesetz,
welches besagt, dal3 bei einer gegebenen Druckdifferenz die Hohe der Durchblutung vor
allem vom Gefél3radius abhéngt:
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Q = Durchblutung
AP= Druckdifferenz

n= Viskositat
r‘= Gefalradius
I= Lange

Geféle haben bei konstantem Durchmesser einen hoheren Widerstand as bei
periodischer Veranderung desselben. Das pro Zeit durchstromende Volumen ist somit in
Gefallen mit wechselndem Durchmesser grof3er.

Bei Provokationsmandvern, wie z.B. der postokklusiven reaktiven Hyperamie,
reagieren die Gefdlle demnach mit Gefal3wandkontraktionen auf den erhdhten
Perfusionsbedarf.

1.3.2. Hamodynamik und Rheologie der Mikrozirkulation

Im Gegensatz zu der Stromung des Blutes in grofRen Gefdlen ist das Verhdltnis
Gefal3durchmesser zu Blutzellgréf3e in der Mikrozirkulation so gering, dal3 das Blut ab
einem durchstromten Gefal3durchmesser von 30 pm nicht mehr als homogene
Flissigkeit angesehen werden kann.

Innerhalb des Gefal3durchmessers besteht ein Gleichgewicht zwischen zentripetalen und
zentrifugalen Kréften, die auf die Erythrozyten einwirken. Je geringer der Abstand zur
Gefal3mitte wird, desto mehr Uberwiegen die zentripetalen Kréfte. Wird nun ein Gefal3
von 30 um Durchmesser perfundiert, so bildet sich an der Gefé3wand ein 5 um breiter
zellfreier Plasmasaum. Die Erythrozyten reichern sich unter diesen Bedingungen im
Gefdl3zentrum an, was als Axialmigration bezeichnet wird. Dieser Vorgang bewirkt die
Entstehung eines Hamatokritprofils innerhalb des Gefal3durchmessers.

Da die Stromungsgeschwindigkeit in der Gefal3mitte héher ist als in Wandnéhe, ist der

Anteil der Erythrozyten im Kapillarvolumen erniedrigt. ES kommt zu einer Abnahme
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des dynamischen Hamatokrits in der Kapillarstrémung um bis zu 40% im Vergleich zu
Hamatokritwerten in den grof3en Gefél3en. Dieses Phanomen wird as Fahraeus-Effekt
bezeichnet und tragt entscheidend zur Senkung des hydrodynamischen
Stréomungswiderstandes in den Kapillaren bei. Der mittlere Hamatokritwert ist somit in
der Mikrozirkulation geringer alsin den grof3en Gefalien.

Dennoch kommt es innerhalb der Mikrozirkulation durch ungleichméige Aufteilung
der Blutbestandteile tellweise zu deutlich h6heren Hamatokritwerten as sie in den
grof3en Gefal3en herrschen. Ursache hierfr ist der Vorgang des Plasma-Skimmings. An
Gefalverzweigungen erfahrt eines der Tochtergeféf3e einen grofReren Zuflul® von im
Axiastrom stromenden Blutzellen, wéhrend das zweite vorwiegend von Plasma
durchstromt wird.

Eine grol3e Rolle bei der Minderung des Stromungswiderstands in den Kapillaren
spielen neben dem Fahraeus-Effekt auch die mikrorheologischen Eigenschaften der
einzelnen Erythrozyten.

Bereits ein einzelner Erythrozyt flllt einen Geféldurchmesser von 8 um theoretisch
vollstandig aus. Daher mul3 die optimale hydrodynamische Anpassung an die
herrschenden Stromungsverhadtnisse vom Erythrozyten selbst geleistet werden. Dabel
spielen seine Verformbarkeit, die stabile Lage gemal3 den Stromungskréften sowie die
Panzerkettenrotation der Membran die entscheidende Rolle.

All diese Mechanismen ermdglichen den intakten Erythrozyten eine problemlose
kapill&re Passage bis zu einem Gefal3durchmesser von 2,7 um.

Wie jedes System unterliegt auch der kapillare Blutfluf? diversen Storfaktoren, die eine
Stromungsverzogerung bis hin zur Stase bewirken konnen. Als Ursachen kommen
folgende pathophysiol ogischen Bedingungen in Frage:

- Zunahme der Plasmaviskositét

- Erhdhte Membranrigiditét der Erythrozyten

- Erhéhte Leukozytenkonzentration



1.3.3. Zur Technik der Kapillarmikroskopie

Fernseh-, Computer- und Videotechnik schufen in der zweiten Halfte des 20.
Jahrhunderts die Voraussetzung zur Erfassung, Aufzeichnung und Messung der
kapillren BlutfluRgeschwindigkeit und -Rate * > ©.

Das heutzutage eingesetzte Laser Doppler Anemometer erfaldt das gesamte Spektrum
kapillarer Flugeschwindigkeiten von 0.1-14 mm/s und ermdglicht erstmals Messungen
in senkrecht zur Oberflache stehenden Kapillaren. Die Blutflu3geschwindigkeit kann
relativ frei von Rauschartefakten in einer Einzelkapillare mit einem Durchmesser von
9.8- 32.1 pum dargestellt werden 3. Im klinischen Alltag bietet die online- FluRmessung
eine schnelle und reproduzierbare Aussage Uber den Durchblutungszustand der Haut
und kann fiir jede K érperregion zum Einsatz kommen ’.

Die hohe Reproduktivitdt der Messungen sowie die Nichtinvasivitét der Untersuchung
machen das Laser Doppler Anemometer zu einem wichtigen technischen Hilfsmittel in
der weiteren Erforschung der Kapillarmorphologie sowie in der Erfassung der
Blutfluf3geschwindigkeit. Sowohl die Darstellung von Kapillaren, die senkrecht zur
Hautoberflache verlaufen als auch die Wahl des Fingermittelglieds, stellen Neuerungen
im Versuchsaufbau der Kapillarmikroskopie dar. Die Problematik der Kapillar-
darstellung am Fingermittelglied liegt im Vergleich zur Untersuchung an der Nagelfaz
in der Morphologie der Kapillaren. Arterieller und vendser Schenkel des Kapillarapexes
sind im Bereich des Mittelglieds oft schwer zu differenzieren und erfordern ein sehr
genaues Arbeiten.

Inwieweit die beschriebenen Verdnderungen neue Erkenntnisse bezlglich klinischer
Erkrankungen, wie z.B. dem Hyperviskositétssyndrom, erbringen bzw. ob sie Uberhaupt
ein Vorteil gegentiber der Darstellung von Nagelfal zkapillaren bedeuten, ist Gegenstand
der aktuellen Forschung.

1.3.4. Fragestellung

Der Perfusionsdruck, die Gefél3geometrie sowie die Flief3eigenschaften des Blutes sind
wichtige Parameter, die die Zirkulation des Blutes im K érperkreislauf beeinflussen.

Den Einflud ener kombinieten Plasma- und Thrombozytapherese auf die
BlutfluRgeschwindigkeit in Nagelfalzkapillaren zeigte bereits eine Voruntersuchung
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durch Mansouri et a. ° und zwar dergestalt, dal3 eine kurzzeitige Zunahme der



BlutfluRgeschwindigkeit und damit Adaptation der Mikrozirkulation, auf eine durch die
Apherese deutlich verbesserte Rheol ogie nachgewiesen werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob eine herkébmmliche
Vollblutspende ebenfalls Anderungen der BlutfluRgeschwindigkeit und -Rate in der
Mikrozirkulation des Spenders, untersucht an einzelnen Kapillaren des
Fingermittelglieds, bewirkt. Des weiteren wird geprift, welchen Einflul? die
Vollblutspende auf die klinisch-chemischen Parameter der Spender auslibt.

Die Entwicklungen der BlutfluRgeschwindigkeit und -Rate sowie der Kklinisch-
chemischen Parameter der Spender nach einer Multikomponentenspende am
Zellseparator MCS+ werden von Lang vergleichend dargestellt °.

Inwieweit die Blutrheologie, determiniert durch die Plasmaviskositdt, den Hamatokrit,
die Erythrozytenaggregabilitdt und -verformbarkeit, durch eine Apherese beeinflufit
wird, zeigt der von Lang ? (med. Diss. in Vorbereitung) parallel durchgefiihrte Vergleich

der Vollblutspende mit der Multikomponentenspende.
1.4. Die Blutprodukte

Gegenstand der Forschung in der Transfusionsmedizin ist unter anderem die Erlangung
weiterer Kenntnisse Uber den Erythrozytenstoffwechsel, die Konservierung und
Lagerung der Blutprodukte sowie die Fortentwicklung der sogenannten
Multikomponentenspende, mit dem Ziel der simultanen Gewinnung mehrerer
Blutkomponenten, as da sind Erythrozytenkonzentrat, Plasma, Thrombozyten-

konzentrat im Zuge elner elnzelnen Entnahmeprozedur.
1.4.1. Der Erythrozyt und sein Stoffwechsel

Erythrozyten haben die Form von bikonkaven Scheiben, die zu einer Vergrof3erung der
Oberflache und damit der Gasaustauschflache fiihrt (Oberflache:140 pm?® bei einem
Volumen von 90 fl). Der mittlere Durchmesser betrégt 7,5 um, auf3en ist der Erythrozyt
2,5 pm, im Zentrum 1 pm dick. Seine Hauptfunktion ist der Sauerstofftransport, sein
Hauptbestandteil das Hamoglobin. Er hat eine durchschnittliche Lebensdauer von 120
Tagen.

Erythrozyten verfigen nur Uber die zytoplasmatischen Stoffwechselwege, ndmlich die
anaerobe Glykolyse und den Pentosephosphatweg zur Energiegewinnung *°. Die



Glykolyse ist unter anaeroben Bedingungen die einzige Moglichkeit der Gewinnung
von ATP aus ADP und Phosphat ™. Ein Mol Glucose wird Uber enzymatisch
katalysierte Reaktionsschritte in zwel Mol Pyruvat gespalten, welches weiter zu Lactat
reduziert wird. Diese Reaktion liefert zwei Mol ATP (Adenosintriphosphat) an
verflgbarer Energie fir den Zellstoffwechsel.

Bei der Glykolyse dient NAD" al's Reduktionsaquivalent und wird durch die Aufnahme
eines Wasserstoffatoms zu NADH reduziert. Die Regeneration des NAD™ bei der
Reduktion von Pyruvat in Laktat hdlt den Ablauf der Glykolyse unter anaeroben
Bedingungen aufrecht. Da Laktat unter anaeroben Bedingungen nicht wiederverwertet
werden kann, wird es in den Blutkreislauf abgegeben und in die Leber abtransportiert.
NAD® fungiert in der Glykolyse ebenfalls als alosterischer Aktivator bei der
Entstehung von 1,3 Biphosphoglycerat, welches tiber einen Seitenweg der Glykolyse zu
2,3 -DPG (2,3-Diphosphoglycerat) umgewandelt wird. Das im Erythrozyten produzierte
2,3-DPG ist as allosterischer Effektor an der Stabilisierung des Hamoglobinmolekiils
beteiligt und fordert dessen Sauerstoffabgabe.

Das entstandene ATP wird fir alle energieverbrauchenden Stoffwechselleistungen der
Zelle, z.B. zur Aufrechterhaltung der Konzentrationsgradienten mittels lonenpumpen
(z.B. NA™-K*-Pumpe), benétigt.

Die Bedeutung des Pentosephosphatweg liegt in der Bereitstellung von NADPH in der
Zelle. Es dient der Regeneration von reduzietem Glutathion, welches die
Erythrozytenenzyme vor Oxidation schitzt.

1.4.2. Konservierung und Lagerung der Blutprodukte

1940 konnte durch den Ersatz von Natriumcitrat durch ACD- Antikoagulans (Acid-
Citrat-Dextrose) die Haltbarkeit der Blutpréparate von 5 Tagen auf 21 Tage (bei 4° C)
erhoht werden *2. Dem ACD wurde zu Beginn der 60er Jahre noch Adenin zugesetzt,
wodurch die Synthese von ATP und 2,3 -DPG erhoht werden und die Qualitét des
gelagerten Blutes weiter verbessert werden konnte. Um die sauren
Stoffwechselprodukte abzupuffern und die durch das erniedrigte pH bedingten
Lagerungsschéden weiter zu vermindern, ersetzte man den ACDA- Stabilisator
schlielich  durch CPDA  (Citrate-Phosphate-Dextrose-Adenin), womit die
Konservenlaufzeit auf 35, schlieRlich sogar auf 42 Tage verlangert werden konnte .
Die nachfolgende Einfiihrung und sukzessive Verbesserung von Plastikbeuteln anstelle



der bis dahin verwendeten Glasflaschen brachte einen weiteren Fortschritt fur das
Transfusionswesen, insbesondere fur die Komponentenherstellung und fir die
Durchfithrung von Drucktransfusionen **. Die spatere Verwendung von Mehrfach-
beutelsystemen ermdglichte eine sterile Separation und damit erst eine gefahrlose
Lagerung der hergestellten Blutkomponenten *> . Gleichwohl waren auch hier noch
eine Fulle von Problemen zu |6sen. Die beobachteten biochemischen Verdnderungen
wéhrend der Lagerungsperiode wurden ndmlich in nicht unerheblichem Ausmald vom
Beutelmaterial mit beeinflul®. Der verwendete Kunststoff bestimmte die
Gasdurchléssigkeit der Plastikbeutel, und die unphysiologische Beutel oberflache fihrte
zu einer Aktivierung der Komplementkaskade Uber den adternativen Weg. Dabel
konnten vor dlem C3a und C4a nach der Transfusion ene alergische
Transfusionsreaktion mitbewirken *'’.

Zur  Erhaltung enes maoglichst physiologischen  Milieus wurde das
Erythrozytenkonzentrat schlieffdlich in einem speziellen Zucker-Elektrolytmedium
(Additive Losung) suspendiert 8,

Ein weiterer Meilenstein in der Qualtitdtsoptimierung konservierten Blutes war die
Erkenntnis, dal3 mittels Leukozytenfiltration der Praparate vor ihrer Lagerung eine
deutliche Abnahme unerwtiinschter Reaktionen bei den Empfangern nach Transfusion
erzielt werden konnte 1% 22422,

Diein einem Blutprdparat enthaltenen Leuko- und Thrombozyten zerfallen bereits nach
wenigen Stunden Lagerungsdauer. Die degenerierten Thrombozyten sowie die aus
Granulozyten  freigesetzte  Elastase  verursachen eine  Aktivierung  der
Komplementkaskade. Danach kommt es zur Bildung von Mikroaggregaten aus
zerfallenden Thrombozyten, Leukozyten, Erythrozyten und ihren Membranen,
Zéellfragmenten, Lipiden und denaturierten Proteinen, was eine deutlich eingeschrénkte
Flief3ahigkeit des Blutes zur Folge hat.

Mit Leukozytenfiltern gelingt es neuerdings, den Leukozytengehalt der Praparate auf

< 1[110° pro Préparat zu senken 2. Febrile, leukozyteninduzierte Transfusionsreaktionen
kommen seither nicht mehr vor, das Risiko einer HLA- Immunisierung oder gar einer
Graft-versus-Host-Reaktion sowie die Ubertragung von leukozytenassoziierten Viren
(z.B. CMV, HTLV-1, EBV) und Bakterien (Yersinia enterocolica) wurde ganz
erheblich vermindert. Die Filtration der Prdparate verhinderte weiterhin eine

Akkumulation von schadigenden Zerfallsprodukten wie Elastase, Histamin und



Serotonin, die allergische und anaphylaktische Reaktionen nach der Transfusion mit
verursachen %,

Des weiteren konnten die biochemischen Eigenschaften der Préparate hinsichtlich pH-
Wert, ATP- und 2,3-DPG-Spiegel, osmotischer Resistenz und Laktatanhaufung deutlich
verbessert werden. Die Bildung von Mikroaggregaten war in den gefilterten Praparaten
ebenfals vermindert, bei einer sichtlich verbesserten Flielsfahigkeit des konservierten
Blutes %.

Die automatisierte Blutkomponentenspende bedeutete einen weiteren Fortschritt in der
K omponentenherstellung > 2> #. Die maschinelle Abnahme des Vollblutes bot den
Vortell der sofortigen Auftrennung des Blutes in seine Einzelkomponenten noch
wéahrend der Abnahme. Nach der Blutentnahme standen sofort Blutprodukte zur
Verfugung, die den geltenden Standards entsprachen und direkt gelagert werden
konnten. Welitere Verarbeitungsschritte entfielen somit.

Ein Vergleich der rheologischen, biochemischen und morphologischen Parameter der
Préparate zeigte fir die Maschinenspende eine deutliche Verbesserung von
Stoffwechsel und Flief3fahigkeit des Blutes. Dies ist begriindet durch einen geringeren
Sammlungsschaden der Zellen aufgrund der kontrollierten Zufuhr von Antikoagulansin
der Maschine.

Heutzutage gelten maschinell gewonnene, in CPD 50-Antikoagulans gesammelte und
PAGGS-M gelagerte, leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate bel einigen
Autoren a's Goldstandard und verfiigen tiber eine Haltbarkeit von 7 Wochen %,

1.4.3. Fragestellung

Die Quaité der Blutprodukte wurde bereits vielfach sowohl  fir
Erythrozytenkonzentrate aus Vollblutspenden als auch aus Multikomponentenspenden
durch Apherese beurteilt 2 2% 30 31 32.33

Gegenstand der Untersuchungen im zweiten Teil dieser Arbeit ist, ob der erstmals
durchgefiihrte, direkte Paarvergleich zwischen Préparaten aus einer herkémmlichen
Vollblutspende und ener Multikomponentenspende eine Verbesserung der
bi ochemi schen Eigenschaften zeigen und dadurch eine bessere Haltbarkeit der Praparate
der MK 'S bedeuten wirde. Dies soll anhand ausgewahlter biochemischer Parameter Uber

den gesamten Lagerungszeitraum von 63 Tagen ermittelt werden.



Il Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde folgenden Untersuchungsansétzen nachgegangen:

. Jewels zehn Probanden spendeten ene Vollblut- bzw. ene
Multikomponentenspende. Im Abstand von 8 Wochen erfolgte ein cross-over der
Gruppen. Nach Aufbereitung der Spenden wurden die Erythrozytenkonzentrate 63 Tage
unter Standardblutbankbedingungen gelagert.

An den Tagen 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 und 63 wurden Proben unter sterilen
Bedingungen aus den Praparaten entnommen und folgende Parameter untersucht:
Erythrozytenzahl, Hamoglobin (Hb), Hamatokrit (Hk), Glucose, Laktat, Kalium, 2,3-
Diphosphoglycerat  (2,3-DPG), Adenosintriphosphat (ATP), pH (intra und
extrazelluldr), Laktatdehydrogenase (LDH), freies Hamoglobin (Hb), Eisen, pO,, pCO,,
O,-Séttigung.

I1. Eine in-vivo-Messung der kapillaren Blutfluf3geschwindigkeit und -Rate wurde an
Einzelkapillaren der Fingerhaut mittels Kapillaranemometrie zu den Zeitpunkten vor,

eine Stunde nach und 24 Stunden nach der Spende durchgefihrt.

2.1. Die Probanden

Kollektiv Manner Frauen

n | SD n SD
Alter 20 4,63 5 4,40
Groe 20 5,57 5 3,26
Gewicht 20 7,80 5 9,13

Tabelle 1: Geschlecht, Alter, Kérpermal3e der Spender.

20 Blutspender, 5 Frauen und 15 Manner im Alter von 23 bis 43 Jahren (mittleres Alter
28 Jahre, biometrische Daten in Tabelle 1) wurden fur die Spenden ausgesucht. Es
handelte sich bei den 20 Probanden um gesunde Nichtraucher, die alle die Richtlinien

34 Eine schriftliche

zur Blutgruppenbestimmung und Bluttransfusion erfillten
Einverstandniserklérung der Probanden lag vor. Desweiteren erfolgte eine ausfihrliche

Aufkl&rung der Teilnehmer vor Spendebeginn.
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2.2. Tabellarische Darstellung des Ver suchsablaufs

Vor der Spende

1. Messung von Puls und Blutdruck in standardisierter Position (Vital parameter)
2. Erste Kapillaroskopie

3. Vitaparameter

4. Erste Blutprobenentnahme (vor der Spende)

5. Spende

6. Vita parameter (direkt nach der Spende)

Eine Stunde nach der Spende

7. Zweite Blutprobenentnahme (Einstundenwert)
8. Zweite Kapillaroskopie

9. Vitaparameter

24 Stunden nach der Spende

10. Vita parameter

11. Dritte Blutprobenentnahme (24-Stundenwert)
12. Dritte Kapillaroskopie

13. Vitalparameter

2.3. Blutentnahme

20 Blutspender, 5 Frauen und 15 Manner (mittleres Alter 28 Jahre), wurden in zwel

gleich grofRe Gruppen eingeteilt. Nach Desinfektion der Punktionsstelle mit Neo-K odan
(Schilke und Mayr GmbH, Norderstedt) erfolgte die Spende bei allen Probanden im

Liegen Uber die rechte Cubitalvene. Die Spender erhielten keinen Volumenersatz nach

den Entnahmen.

Zehn Probanden spendeten 500 ml Vollblut in herkdbmmlicher Beutelspende

(Compoflex® Bottom-and-Top-Dreifach-Beutel system, NPBI Fresenius, Bad Homburg).

Um eine gute Durchmischung des Blutes mit dem im Beutel befindlichen

Antikoagulans (70 ml CPD-50, Haemonetics, Munchen, siehe Tabelle 2) zu erreichen,
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wurden die Beute wéahrend der Entnahme auf einer Blutmischwaage (MW 5001
electronic, Biotrans, Dreieich) standig agitiert.

Den verbliebenen zehn Probanden wurden mittels Multikomponentenspende am
Zéllseparator MCS+ (Haemonetics, Minchen) 200ml Erythrozytenkonzentrat und 400
ml Plasma entnommen. Bei der Apheresespende wurden die einzelnen Blutbestandteile
bereits wéhrend der Spende aufgetrennt und in das RBCP-Sammelsystem
(Haemonetics, M inchen) eingefllt.

Nach der Spende wurde das Blut beider Kollektive Gber 2 Stunden bei Raumtemperatur
(22° C) gelagert.

Nach mindestens 8 Wochen erfolgte ein Cross-over der Gruppen mit der zweiten

Spende am jewells anderen System.

CPD-50-L6sung

Zitronensaure, wasserfrei 4489
Natriumcitrat 39,509
Glukosemonohydrat 50,00 g
Natriumsaures Phosphat 3,769

Wasser fir Injektionszwecke ad 1000 ml

Gebrauchsfertige Lésung (70 ml) pH 5,6

Tabelle 2: Zusammensetzung der CPD-50-Antikoagul ansl 6sung.

2.4. Aufbereitung der Praparate

Alle Vollblutpraparate wurden fir 10 min bel 2000 g (3500 U/ min, 22°C) zentrifugiert
(Roto Silenta/lRP, Hettich Rotixa, RP, Hettich, Tuttlingen) und im Anschlu® mittels
automatischer Beutelpresse (Biotrans Separator, Fa. Biotrans, Dreieich) die
Erythrozyten und das Plasma in Sekundérbeutel abgetrennt. Eine mogliche
Zellschaddigung durch die Quetschung der konzentrierten Erythrozyten durch das
Schlauchsystem kann ausgeschl ossen werden °.

Sowohl das im Sekundérbeutel befindliche Plasma wie auch der , buffy-coat® (50 ml)

im Primérbeutel wurden verworfen.
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Durch Uberfiihrung der Erythrozyten in den Sekundarbeutel gelangten diese in 110 m
PAGGS-Mannitol Additividsung (GZBT Ork GmbH, Eugendorf/Salzburg, Osterreich,
siehe Tabelle 3). Im letzten Verarbeitungsschritt wurden die Erythrozytenkonzentrate
gefiltert (Leukozytenfilter BPF4, Fa. Pall, Newquay, Cornwall, England) und in einen
dritten Beutel Uberfuhrt.

Das Blut aus der Apheresespende wurde unter regelméfdiger Zugabe von CPD-50
Antikoagulanslésung in einem festgelegten Verhdtnis (1.6) in der MCS+-
Maschinenglocke gesammelt. Die Zentrifugation und Auftrennung der Blutbestandteile
in die Primarbeutel erfolgte noch wéhrend der Spende (5500 U, 7 min). Als
Additiviésung wurden kontinuierlich 110 ml eines PAGGS-Mannitol-Gemisches in die
Beutel zugegeben.

Nach Abschlul? der Spende wurden die MK S-Praparate ebenfalls gefiltert und in einen
PV C-Beutd Uberfihrt.

Die auf diese Wese aus VBS und MKS gewonnenen gefilterten

Erythrozytenkonzentrate wurden nun bei 4° C in Blutbankkihlschréanken gelagert.

PAGGS-M-Lésung

Di-Natriumhydrogenphosphat x 2H,0 1,432 ¢
Natriumdihydrogenphosphat x 2H,0 1,255¢9
Adenin 0,194 ¢g
Glucose Monohydrat 9,405¢
Guanosin 0,408 g
Natriumchlorid 42109
Mannitol 10,000 g

Aquaadinj. ad 1000 mi

Gebrauchsfertige Losung (110 ml) pH 6,0

Tabdle 3: Zusammensetzung der PAGGS-M Additivldsung.
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2.5. Probenentnahme

Zu den jewelligen Mef3zeitpunkten wurden aus den gelagerten Beuteln unter sterilen
Bedingungen 20 ml Erythrozytenkonzentrat in Serummonovetten (10 ml ohne Granulat,
Sarstedt, NUmbrecht) abgefiillt.

Vor der Probenentnahme wurde der Beutelinhalt Gber 5 min manuell durchmischt. Nach
Spruhdesinfektion (Neo-Kodan, Schilke und Mayr, Norderstedt) und 2mindtiger
Einwirkzeit wurde der zuvor eingebrachte Verbindungsdorn  (Fenwal®
Verbindungsdorn, Baxter Deutschland GmbH, Unterschleifl3heim) punktiert und die
Probe entnommen. Nach erneuter Desinfektion der Punktionsstelle wurden die Beutel
anschlief3end wieder im Kuhlschrank bel 4° C gelagert.

Sofort nach der Entnahme kamen die Proben ins Eisbad, um einen bel Raumtemperatur
verstérkt einsetzenden Metabolismus der Erythrozyten zu verhindern.

2.6. 2,3-Diphosphoglycerat (2,3-DPG)

Die Bestimmung des 2,3-DPG-Gehadtes in den Préparaten erfolgte mittels einer
enzymatischen Mefimethode *°. Es wurde ein UV-Testkit (UV-Test zur 2,3-DPG-
Bestimmung im Blut, Nr.148 334, Boehringer Mannheim, Mannheim) verwendet.

2.6.1. Mel3prinzip

2,3-DPG wird durch eine mit Glycolat-2-Phosphat aktivierte Nebenaktivitat der
Phosphoglycerat-Mutase (PGM) zu Phosphoglycerat (PG) gespalten:

23-DPG O M o, PG + Pi

Das Produkt dieser Reaktion kann sowohl 2-PG wie auch 3-PG sein. Da die
nachfolgenden Testreaktionen 3-PG as Edukt erfordern, wird 2-PG durch Zugabe von
Phosphoglycerat - Mutase (PGM) zu 3-PG isomerisiert:

2-PG O™ - 3-PG

3-PG wird durch Zugabe von ATP mittels Phosphoglycerat-Kinase (PGK) zu 1,3-DPG
umgesetzt:
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3- PG +ATP [ Tfff  1,3- DPG +ADP

Nun wird das entstandene 1,3-DPG unter Zugabe von NADH durch die
Glycerinaldehyd- 3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) zu Glycerinal dehyd-3-Phosphat
umgewandelt. Als Nebenprodukte entstehen dquimolar NAD® und anorganisches
Phosphat:

13- DPG + NADH + H* 0 #7 - Glycerinaldehyd — 3— Phosphat + NAD* + P

Im folgenden Schritt wird Glycerinaldehyd-3-Phosphat mittels Triosephosphat-
Isomerase (TIM) zu Dihydroxyaceton-Phosphat umgesetzt:

Glycerinaldehyd — 3— P O T - Dihydroxyaceton — Phosphat

Zuletzt wird Dihydroxyaceton-Phosphat unter Zugabe von NADH durch die Glycerin-
3-Phosphat-Dehydrogenase (GDH) zu Glycerin-3-Phosphat und NAD* umgewandelt:

Dihydroxyaceton — P+ NADH + H* 0 # . Glycerin—3 - Phosphat + NAD*

Pro Mol 2,3-DPG werden in den oben angefiihrten Reaktionen 2 Mol NADH zu NAD*
oxidiert. Die Extinktionsabnahme bei 340 nm ist proportional dem NADH-Verbrauch
und somit auch dem 2,3-DPG-Gehalt der Probe.

2.6.2. Durchfihrung

2.6.2.1. Enteiweil3ung

In ein 10 ml Zentrifugenglas werden 0,5 ml Erythrozytenkonzentrat zu 2,5 ml
eisgekihlter 0,6 molarer Perchlorsaure pipettiert und gut durchmischt. Das ausgefdllte
Eiwei3wird nun bei 4° C mit 3000 U Uber 10 min abzentrifugiert.
2,0 ml des klaren Uberstandes werden in ein neues 10 ml Zentrifugenglas gegeben und
zur Neutralisierung der Uberschiissigen Saure mit 0,25 ml 2,5 molarem Kaliumcarbonat
versetzt. Nach guter Durchmischung steht die Losung fir 30 min im Eisbad.
Der entstandene Perchloratniederschlag wird bel 4° C mit 3000 U fur 10 min
abzentrifugiert.
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0,1 ml des neutralisierten und enteiweiRten Uberstandes werden im Test verwendet.
2.6.2.2. Bestimmungsansatz

2 ml Triethanolamin-Puffer (mit EDTA und MgCl,), 50ul ATP/NADH-Gemisch sowie
50ul

Enzymlosung (PGM, PGK, GADPH, TIM, GDH) werden in 2-ml-Klvetten
vorpipettiert.

0,1 ml des klaren Uberstandes wird hinzugegeben, gut durchmischt und die Probe fir 5
min bel Raumtemperatur (20-25° C) stehengelassen. Eventuell im Testansatz
vorhandene Substrate kénnen so umgesetzt werden, die eigentliche Reaktion der PGM
erfolgt aufgrund der in der Probe enthaltenen geringen Menge noch nicht.

Nach funf Minuten wird die Extinktion E; bei 340 nm photometrisch (Photometer,
Pharmacia, Pharmacia LKB Ultraspec |11, Freiburg) gemessen.

Nun werden der Probe 20 pl PGM- sowie 20 pl Glycolat-2-Phosphat-Ldsung
zugegeben und somit die Nebenaktivitét der PGM aktiviert.

Nach Ablauf der Reaktion (25 min) erfolgt die Messung der Endextinktion E.

2.6.2.3. Berechnung

Fur die Bestimmung der Konzentration gilt die Berechnungsformel nach dem Lambert-
Beer-Gesetz:

VIMG [F

= [DE[g/IBIut ]
£ [l [V 1000 [P

V= Testvolumen in ml (2,24 ml)

v= Probevolumeninml (0,1 ml)

MG= Molekulargewicht von 2,3-DPG

D= Schichtdickein cm (1,0 cm)

e= Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm (6,3 | [thmol *6m™)
F= Verdunnungsfaktor fur Blut (80 % FlUssigkeitsgehalt: F= 6,582)
AE= Extinktionsdifferenz bei 340 nm (= E;- Ey)
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Das Ergebnis wird in Relation zum Hb-Gehalt der Probe gesetzt, d.h. 2,3-DPG in umol
pro g Hb angegeben.

2.7. Adenosintriphosphat (ATP)

Das enzymatische Verfahren zur Bestimmung von ATP wurde mittels eines Testkits
durchgefiihrt (Nr. 366, Sigma Diagnostics, Deisenhofen) *.

2.7.1. Mel3prinzip

ATP wird unter Zugabe von im Uberschuf? vorhandenem 3-Phosphoglycerat durch die
Phosphoglycerat-Kinase (PGK) zu ADP und 1,3-Diphosphoglycerat umgesetzt:

ATP + 3 - Phosphoglycerat O ffff . ADP +1,3 - Diphosphoglycerat

1,3-Diphosphoglycerat entstand in duimolaren Mengen zu dem im Test eingesetzten
ATP.

Nun wird 1,3-Diphosphoglycerat zusammen mit NADH mittels Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase  (GAPDH) Zu Glycerinaldehyd-3-Phosphat und
anorganischem Phosphat umgewandelt. In diesem Reaktionsschritt wird, dquimolar zu
ATP, NADH durch Umsetzung mit 1,3-Diphosphoglycerat zu NAD" oxidiert:

1,3- Diphosphogycerat + NADH + H* 0 #7T - Glycerinaldehyd - 3— P+ NAD* + P,

NADH zeigt bei 340 nm ein charakteristisches Absorptionsmaximum. Somit dient die
Extinktionsabnahme bel 340 nm als Mal’ fur die ATP-Konzentration der Probe.

2.7.2. Durchfiihrung
2.7.2.1. Probenvorbereitung

1,0 ml 12 %ige Trichloressigsdure wird in einem 10 ml Zentrifugenglas mit 1,0 ml
Erythrozytenkonzentrat versetzt, gemischt und 5 min ins Eisbad gestellt. Danach erfolgt
die Zentrifugation des Gemischs bei 4° C mit 3000 U dber 10 min.

Der klare Uberstand der enteiweiRten Probe wird im Test eingesetzt.
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2.7.2.2. Test

In ein 0,3 mg NADH-Reagenzglas werden 1,0 ml PGA-gepufferte Losung und 1,5 ml
Aqua dest. pipettiert. Durch Schiitteln erfolgt die vollsténdige Losung des NADH.

0,5 ml des Uberstandes werden hinzugefuigt und durchmischt. Diese Losung wird in
eine Halbmikrokivette pipettiert und die Extinktion E; gegen Aquadest. bei 334 nm im
Photometer (Photometer, Pharmacia, Pharmacia LKB Ultraspec 111, Freiburg) bestimmit.
20 pl GAPDH/PGK-Gemisch werden nun in die Probe hinzupipettiert, gut vermischt
und 5 min bei Raumtemperatur gelagert.

Nach dieser Zeitspanne wird die Endextinktion E, gemessen.

Zur Kontrolle der Mef3genauigkeit wurden 3 StandardlGsungen mit definiertem ATP-
Gehalt hergestellt und die jeweiligen Extinktionen bestimmt. Die erzielten Werte
werden in eine Eichgerade eingetragen.

Anhand dieser Eichgerade wird der ATP-Gehalt der vermessenen Proben unter

Beriicksichtigung des zugehorigen Hk mittels eines Tischrechners ermittelt.

2.8. pH

Sowohl intrazellul&rer wie auch extrazellularer pH wurden gemessen.

Nach der Probenentnahme am jeweiligen Lagerungstag wurden 4,0 ml
Erythrozytenkonzentrat bei 4° C mit 1000 g fir 10 min zentrifugiert. Das so erhaltene
Sediment wurde entnommen und 1,0 ml fUr die spéatere Mefdreihe des intrazelluldren pH
tiefgefroren. Ebenso wurden 1,0 ml des Serums fur die Bestimmung des extrazelluléren
pH im Gefrierschrank bei -20° C gelagert.

Die Bestimmung beider pH-Werte erfolgte fur ale Proben zu einem spéteren Zeitpunkt
in einer Mef¥reihe (pH-Elektrode InLab®, Mettler-Toledo AG, Urdorf, Schweiz).

Die Proben wurden in einem temperierten Wasserbad langsam auf Raumtemperatur
erwarmt. Die Messung des pH erfolgte bel 20° C mittels Einstabmef3kette an einem pH-
Meter (WTW Prézisonsmeligerat pH 521, Wissentschaftlich technische Werkstétten,
Weilheim, Deutschland). Eine Verfalschung der Werte durch Exposition der Proben
gegenlber Raumluft wurde dabel weitestgehend vermieden.
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2.9. Ubrige M elRparameter

Gesamteiwel 3, Albumin, Glucose, Kalium extrazelluldr, LDH und Eisen wurden an
einem Hitachi 747 Nal3chemie-Analysegerdt (Roche, Mannheim) gemessen.

Laktat wurde mittels des Vitros 700 XRC Trockenchemie-Analysegeréts (Johnson und
Johnson, IllIkirch, Cedex, Frankreich) bestimmt.

Hamoglobin, Hamatokrit sowie die Zellzahlen wurden an einem automatischen
Zéllcounter (STKS, Coulter, Krefeld) gemessen.

Die Serumel ektrophorese wurde am HITE 310 (Olympus, Hamburg) durchgefihrt.

Die Bestimmung von Fibrinogen wurde am BCS (Dade-Behring, Marburg)
vorgenommen.

Das freie Hb wurde mittels ACA (Dade-Behring, Marburg) gemessen.

Alle hier erwdhnten Bestimmungen wurden vom Zentrallabor der Universitétsklinik
Wirzburg durchgeftihrt.

Die Hamol yserate wurde rechnerisch nach folgender Formel ermittelt:

Hamolyserate = (100- Hamatokrit) « freies Hamoglobin / (100 « Gesamt- Hamoglobin).
2.10. Sterilitat

Nach Ablauf der 63tagigen Lagerungszeit wurden aus den gelagerten Praparaten unter
sterilen Bedingungen 20 ml Erythrozytenkonzentrat entnommen und zu je 10 ml in eine
Blutkulturflasche (Bac T Alert®, Aerobier- und Anaerobier-Kulturflasche, Organon
Teknika Corp., Eppelsheim) zur Testung auf Aerobier bzw. Anaerobier abgefillt. Diese
gelangten nun zur Untersuchung in das Ingtitut fir Mikrobiologie und Hygiene der
Universitéatsklinik Wurzburg.
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2.11. Kapillaroskopie
2.11.1. Prinzip

Der Darstellung von Kapillaren des Hautgefa3systems liegen folgende theoretische
Grundlagen aus der Optik und Laserphysik zugrunde **”.

Bei Eintritt von Licht in Materie kommt es zu Transmission, Absorption und Reflexion.
Die Reflexion findet entweder an statischen Geweben (im Falle der Kapillaroskopie
starre Gefal3wéande) oder an sich bewegenden Teilchen (Erythrozyten im Gefal) statt.
Licht, welches an unbeweglicher Materie reflektiert wird, andert nur seine Richtung
nicht jedoch seine Wellenlange und Frequenz.

Trifft das Licht auf einen Erythrozyten, der sich mit einer bestimmten Geschwindigkeit
im Gefal3 senkrecht zur Oberfléche bewegt, wird der Strahl nach dem Dopplershift
reflektiert. Der Dopplershift ist proportional zur Geschwindigkeit der Blutzelle und wird

folgendermaRen definiert *:

fe = fsw
(c — vs)

fe = wahrgenommene Frequenz

fs= Frequenz der Schallquelle

¢ = Schallgeschwindigkeit

ve= Geschwindigkeit des Empfangers

ve= Geschwindigkeit der Schallquelle
- Laser Doppler Fluxmetrie

Die Laser Fluxmetrie ist eine Methode zur Darstellung des Durchblutungszustands der
Haut anhand des optischen Dopplershifts nach Einstrahlung von Laserlicht in die Haut.
Eingestrahltes Laserlicht (meistens He-Ne Gadslaser 632,8 nm) wird von sich
bewegenden Erythrozyten reflektiert und andert, abhangig von der Geschwindigkeit der
Blutzellen, seine Wellenlénge und Frequenz. Das reflektierte Licht wird nun von einem
Photodetektor in einen Photostrom umgewandelt und die spektrale Verteilung der
Freguenzen als Fourier-Analyse angegeben. Somit 1813 sich die Haufigkeit bestimmter
Freguenzen und damit die Geschwindigkeit der Erythrozyten bestimmen.
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Die Perfusion der Haut ist in diesem Fal definiert as das Produkt aus der
Geschwindigkeit der Erythrozyten und ihrer Konzentration im Mef3volumen und wird
als Flux bezeichnet.

Bel einem Durchmesser des in der Fluxmetrie verwendeten Laserstrahls von 250-800
UM und einem daraus resultierenden Mefl3volumen mit Imm Durchmesser ist es mit
dieser Methode nicht méglich, die Blutflu3geschwindigkeit in einer einzelnen Kapillare

ZU messen.

- Laser Doppler Anemometrie

Der Gefal3durchmesser des kapilléren Stromgebiets liegt zwischen 8 und 35 pum, was
eine Bundelung des Laserstrahls auf ein Zehntel des in der Fluxmetrie verwendeten
Durchmessers erforderlich macht.

Die Laser Doppler Anemometrie fokussiert das Laserlicht (780 nm) mit Hilfe eines
Objektivs auf einen Durchmesser von 10 pm und ermdglicht damit die Darstellung
einer einzelnen Kapillare.

Uber ein Mikroskop (BJHM-Olympus, Japan) mit CCD-Kamera (H/V Version,
Modell: XC-57CE, Sony, Japan) wird der Laserstrahl unter optischer Kontrolle auf eine
Kapillare projiziert. Ein Teil des einstrahlenden Lichts wird in der Kapillare an sich
bewegenden Erythrozyten reflektiert und erhdt durch den Dopplershift eine neue
Frequenz wahrend der andere Teil an den starren Gefél3wanden in der urspriinglichen
Wellenlange reflektiert wird.

Mittels Photodetektor wird das reflektierte Licht aufgenommen, in einen Photostrom
umgewandelt und die Blutzellgeschwindigkeit entsprechend dem Dopplergesetz
bestimmit.

Das bel diesem Versuchsaufbau verwendete Laser Doppler Anemometer CAM1 (KK
Technology, Braeside, Axminster, Devon, England) untersucht die Blutflulz-
geschwindigkeiten in Einzelkapillaren des Fingermittelglieds, welche senkrecht zur
Hautoberfl&che stehen.
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2.11.2. Versuchsablauf

Die Entnahme aler Vollblutspenden erfolgte in einem festgelegten Zeitrahmen (8-12 h
vormittags) bel einer Raumtemperatur (klimatisiert) von ca. 22° Celsius.

Nach 30-minitiger Eingewohnungszeit wurden die Probanden auf dem Spendesessel
liegend unter standardisierten Bedingungen (Ruckenlehne 90 cm, waagrechte
Beinposition) kapillarmikroskopisch untersucht.

Die Untersuchung erfolgte am Fingermittelglied des dritten Fingers der linken Hand.

Zu diesem Zweck wurde die Hand auf einer separaten Unterarmstiitze auf Herzhéhe
gelagert und mit einer Kissenauflage gestitzt. Die notige Ruhigstellung des
Mittelfingers wahrend der Messung erfolgte mittels eines zweiseitigen Fixierarms. Eine
Beeinflussung der Hautdurchblutung kann durch den niedrigen Fixierungsdruck und
den anatomischen Verlauf der Fingerarterien ausgeschlossen werden 2,

Der Fixierarm war auf einer warmeleitenden Metallplatte montiert.

Da ene Abnahme der Hauttemperatur auf unter 27° Celsius die
Erythrozytengeschwindigkeit in den Kapillaren stark vermindert, wurden die
Messungen in einem Temperaturbereich von 27-31° Celsius vorgenommen und somit
einr  Abhangigkeit der Kapillarperfusion von der  Oberflachenperfusion
entgegengewirkt > %°,

Um eine konstante Temperatur des Fingers und der Hand zu gewdhrleisten, wurde die
auf der Metdlplatte fixierte Hand auf einer gradgenau regulierbaren Heizplatte
(Modell: 12511, Medax-Nagel, Kiel) gelagert. Eine am Grundglied des Mittelfingers auf
dem Handrlcken befestigte digitale Temperatursonde (Thermo-Sensor A11079, Hagen)
kontrollierte wahrend der Messung standig die Fingertemperatur.

Das Auftragen eines Tropfens Paraffindls auf die Haut vor Beginn der Messung
verhinderte Streueffekte durch das auftreffende Licht.

Zur Ausleuchtung des Untersuchungsbereichs diente eine Katlichtquelle (Olympus
Highlight 2000, Modell 8550-N) mit Wéarme- und Grinfilter. Das Warmefilter
verhinderte eine Uberwdrmung des Fingers im Laufe der Messung. Das Grinfilter
ermaoglichte eine gute Unterscheidung zwischen Erythrozyten, Plasma und Gewebe, da
sein Absorptionsmaximum im Wellenlangenspektrum bei 480-560 nm liegt und somit

im Bereich maximaler Hamogl obinabsorption.
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Das Mikroskop war mit einer CCD-Videokamera gekoppelt. Das laufende Bild wurde
direkt auf einem Schwarzweil3-Monitor (EVM 1519X, Electrohome, Kitchener,
Ontario, Kanada) wiedergegeben. Zur Optimierung der Auswertung wurde gleichzeitig
mittels S'VHS-Videorekorder (Modell: AG-5700, Panasonic, Japan, Super-VHS 240
Band, BASF, Deutschland) jede vermessene Kapillare aufgezeichnet und sowohl die
Mef3dauer wie auch das Datum der Messung mit einem Videotimer (Time-Date-
Generator WJ-810; Panasonic, Japan, Stoppuhr mit 1/100 Sekundenanzeige) wahrend
der Messung eingebl endet.

Um eine Aussage Uber die Blutfluf¥rate treffen zu kdnnen, wurden zu den einzelnen
Mef3zeitpunkten vor, eine Stunde nach und 24 Stunden nach der Spende jeweils drei
benachbarte Kapillaren Gber 5 min vermessen.

Die BUndelung des Laserstrahls auf einen Fokus von 10 um Durchmesser ermdglichte
die Messung der Blutzellgeschwindigkeit in Einzelkapillaren mit einem Durchmesser
von 9.8-32.1 um 3,

2.11.3. Auswertung

Zur Bestimmung der Blutfluf3geschwindigkeit in den Kapillaren des Fingermittelgliedes
wurden drei Kapillaren ausgewahlt und tber einen Zeitraum von 5 min gemessen.

Die Kapillaren sollten bei Positionierung des Lasers eine geringe Oberfléchenreflexion
des Laserstrahls aufweisen, um so eine Verfélschung des Mef3ergebnisses durch zu
starkes Grundrauschen zu vermeiden.

Auswertung nach CAM1 Capillary Anemometer User's Guide, KK Technology, 1997
37

Die Messung wurde tUber CAM1 Interfacekarten (WCAM1 Windows Software) im PC
digital verarbeitet und auf dem Computerbildschirm as Dopplerspektrum sowie as
Audiosignal fur den Untersucher wiedergegeben.

Eine Optimierung des erhaltenen Signals konnte mittels Einstellung der Bandbreite und
des Schwellenwertes erreicht werden. Eine geringe Bandbreite fuhrte zu einer
maximalen spektralen Auflésung des Signals, ein Standardschwellenwert garantierte
weniger Rauscheffekte.

Die Auswertung der Messungen erfolgte je nach Art des erhaltenen Signals. Ein Signal
mit einem schmalen Dopplerspektrum (Peak= optimales FluRgerdusch Uber der
Kapillare) und einem pfeifenden Dopplergerausch wurde mittels der Option ,, Peak
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CBV* (capillary blood cell velocity) ausgewertet. Ein Signal, das ein flacheres,
wellenformiges Spektrum aufwies ( alle Frequenzen bis hin zur maximal gemessenen
Geschwindigkeit), verursacht zum Beispiel durch eine Kapillarwindung oder eine
Kapillare mit grofem Durchmesser, wurde mittels ,Maximum Frequency CBV*
ausgewertet.

Eine dritte Methode, ,Envelope of Power Content CBV*(Hullkurve), erlaubte die
Auswertung eines Signals mit Uber den Zeitraum der Messung sehr stark variierenden
Dopplerfrequenzen. Es konnte somit die Frequenz errechnet werden, die einen
vorgegebenen Prozentsatz von 50% der Gesamtsignalstérke unter sich ,, einhillt.

Bevor die Auswertung mit der jeweils gewéhlten Methode begonnen wurde, wurde die
uber dem Dopplerspektrum liegende CBV-Kurve gegléttet (, smooth trace’), um eine
optimale Anpassung an die Doppler-Peaks zu erreichen und noch bestehende Artefakte
auszuschalten.

Die Methoden lieferten nun jeweils einen Durchschnittsgeschwindigkeitswert fur jede
einzelne Kapillare. Aus alen drei Werten wurde fir den entsprechenden Mef3zeitraum
(vor, eine Stunde nach und 24 Stunden nach der Spende) der Mittelwert gebildet und als
BlutfluRrate in mm/s angegeben.

Ein moglicher Einfluld der verschiedenen verwendeten Auswerteoptionen (Peak CBV,
Maximum Frequency CBV, Envelope of Power Content CBV) auf die erhaltenen
Durchschnittswerte und damit auf die Blutflugeschwindigkeit wurde an dieser Stelle
nicht untersucht.

2.12. Statistik

Die satistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS (SPSS fir
Windows Version 6.3.1, SPSS Inc. Chicago, USA).

Die Werte wurden im ersten Schritt mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf
Normalverteilung Uberprift. Bei Normaverteilung der Werte erfolgte die weitere
Auswertung mittels des T-Testes fur gepaarte Stichproben, bei Nichtnormalverteilten
Ergebnissen wurde der Wilcoxon-Test angewendet.

Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit < 5% (p< 0,05) festgel egt.

Signifikanzgrenzen:

< 10%-= tendenzidll
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< 5%=*
< 104= **

< 1 %0 = *%%x
Korrelationen wurden mittels Spearman-Rangkorrel ationskoeffizienten errechnet.

Die Abbildungen im Ergebnisteil zeigen Mittelwerte (MW) und Standardabwel chungen
(SD) aus 20 Proben.
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[11 Ergebnisse

Die Ergebnisauswertung erfolgte mittels student-t-test fir gepaarte Stichproben; es sind
jewells die Mittelwerte und die zugehorigen Standardabweichungen angezeigt. Alle

Paarvergleiche (n= 20) waren auswertbar.

3.1. Hamatol ogische Er gebnisse

Es werden jeweils die hamatologischen Parameter der Spender sowie der aus der

Spende gewonnenen Préparate untersucht.

3.1.1. Erythrozytenzahl

3.1.1.1. Erythrozytenzahl der Spender

Zu den Melzeitpunkten vor und nach der Spende andert sich die Anzahl der
Erythrozyten der Vollblutspender nicht, alerdings liegt sie 24 Stunden nach der Spende
signifikant unter den zuvor gemessenen Werten (p< 0.01).

Die Veranderungen, die sich nach der Multikomponentenspende zeigen, entsprechen in
ihrem Verlauf denen der Vollblutspende.

Ein Vergleich beider Gruppen zeigt eine gleichsnnige Verringerung der
Erythrozytenzahl, wobei die Zahl der roten Blutkdrperchen in der MKS zu allen
Mefl3zeitpunkten hoher liegt als in der VBS. Da das Absinken der Erythrozyten in der
MKS langsamer verlauft as in der VBS, kommt es nach der Spende zu einem
signifikanten Gruppenunterschied ( p= 0.009), der 24 Stunden nach der Spende

verschwindet.
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5,40

5,20 A

5,00

4,80 4

B Spender VBS
B Spender MKS

4,60 +

Erythroztenzahl in Mill./ pl

4,40

4,20 ~

4,00 -
vor Spende nach Spende 24h

Abbildung 1 Verlauf der Erythrozytenzahl beider Spenderkollektive vor, eine Stunde
nach und 24 Stunden nach der Spende. Erythrozytenzahl in 10% pl.

3.1.1.2. Erythrozytenzahl der Praparate

Die Lagerung der Préparate Uber 63 Tage fuhrt weder bei der Multikomponenten- noch
bei der Vollblutspende zu Verdnderungen der Erythrozytenzahl.
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B EK-VBS
B EK-MKS

Erythrozytenzahl in Mill./ pl

KTAG1 KTAG7 KTAG14 KTAG21 KTAG28 KTAG35 KTAG42 KTAG49 KTAG56 KTAG63

Abbildung 2 Verlauf der Erythrozytenzahl in VBS und MKS Uber den Lagerungs-
zeitraum von 63 Tagen. Erythrozytenzahl in 10°/ pl.

3.1.2. Hamoglobin

3.1.2.1. Hamoglobin der Spender

Der Hamoglobingehalt im Blut der Spender nimmt im Versuchsverlauf bei der VBS
kontinuierlich ab. Bereits eine Stunde nach der Spende kann eine signifikante Abnahme
zum Erstwert festgestellt werden (p= 0.034). 24 Stunden nach der Spende sind die
Werte weiter gesunken (p< 0.001).

Eine Abnahme der Hamoglobinkonzentration kann ebenso bel der MKS beobachtet
werden. Vor und eine Stunde nach der Spende kommt es zu keiner sichtbaren
Veranderung des Hb, der 24 Stunden Mel3wert liegt deutlich unter den vorherigen (p<
0.001).

Das Absinken des Hamoglobingehalts vollzieht sich in der Vollblutspende etwas
rascher als in der Multikompontenspende. Wahrend bel der VBS schon eine Stunde
nach der Spende ein signifikant niedrigerer Hb-Wert festzustellen ist, entwickelt sich
dies bel der MKS erst zum Kontrollzeitpunkt 24 Stunden nach der Spende. Durch diese
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Verzogerung kommt es beim Einstundenwert zu einem signifikanten Unterschied
zwischen beiden Kollektiven (p= 0.012), der sich zwischen der ersten und 24 Stunden
nach der Spende wieder nivelliert.

18,0

16,0 A

14,0 ~

12,0 ~

10,0 ~

@ Spender VBS
W Spender MKS

8,0 A

Hamoglobin in g/dl

6,0

4,0 A

2,0 A

0,0 -
vor Spende nach Spende 24h

Abbildung 3 Verlauf des Hamoglobin der Spendergruppen vor, eine Stunde nach und 24
Stunden nach der Spende. Hamoglobin in g/ dl.

3.1.2.2. Hamoglobin der Préparate

Der Hamoglobingehalt der Praparate beider Gruppen andert sich wahrend der gesamten
Lagerungszeit nicht.
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KTAG1 KTAG7 KTAG14 KTAG21 KTAG28 KTAG35 KTAG42 KTAG49 KTAG56 KTAG63

Abbildung 4 Verlauf des Hamoglobinin VBS und MKS Uber 63 Tage.
Hamoglobinin g/ dl.

3.1.3. Hamatokrit

3.1.3.1. Hamatokrit der Spender

Vor und eine Stunde nach der Spende liegen die Hamatokritwerte bei der VBS und der
MKS jeweils auf einem Niveau. Erst 24 Stunden nach der Spende nimmt der Hk bei
beiden Gruppen signifikant zu den Vorwerten ab (p< 0.001).

Eine vergleichende Betrachtung beider Spendergruppen zeigt erneut, da3 en
verzogertes Absinken des Hk bei der Multikomponentenspende kurzfristig zu einem
signifikanten Unterschied zwischen beiden Verfahren fuhrt ( nach der Spende p=
0.010).
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0,0

vor Spende nach Spende 24h

Abbildung 5 Verlauf des Hamatokrit in den Spenderkollektiven vor, eine Stunde nach
und 24 Stunden nach der Spende. Hamatokrit in %.
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3.1.3.2. Hamatokrit der Préparate

Der Hamatokrit der Préparate andert sich Giber die Dauer der Lagerung nicht.

70,0

65,0
60,0
55,0 4
50,0
45,0 4

40,0 4

OEK-VBS
B EK-MKS

35,0 4

Hamatokrit in %

30,0 +
25,0 4
20,0 4
15,0 A
10,0 A

5,0

0,0 -

KTAG1 KTAG7 KTAG14 KTAG21 KTAG28 KTAG35 KTAG42 KTAG49 KTAG56 KTAG63

Abbildung 6 Hamatokrit in VBS und MKS Uber 63 Tage. Hamatokrit in %.
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3.2. Klinisch-Chemische Ergebnisse

3.2.1. Ergebnisse der Blutuntersuchung der Spender

Fur ale erhobenen Parameter findet sich eine gleichsinnige Entwicklung der Werte im

Verlauf. Es kommt zu keinen Gruppenunterschieden.

3.2.1.1. Albumin

In der Vollblutspende sinkt der Albuminwert eine Stunde nach der Spende signifikant
unter den Ausgangswert ( p< 0.05), was auch 24 Stunden nach der Spende zu
beobachten ist.

Die Multikomponentenspende bewirkt ein rasches Absinken des Albumins eine Stunde
nach der Spende ( p= 0.004), danach stagniert der Albuminwert auf niedrigem Niveau.

5,0

4,9 A

>
[

»
o

Ex
o

@ Spender VBS
W Spender MKS

»
3]

Albumin in g/dl
» >
w N

»
N

4,1

4,0 -

vor Spende nach Spende 24h

Abbildung 7 Verlauf des Albumin in VBS und MKS vor, eine Stunde nach und 24
Stunden nach der Spende. Albuminin g/ dl.
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3.2.1.2. Fibrinogen

Im Verlauf der Untersuchung kommt es bei Vollblut- und Multikomponentenspende zu
einer vergleichbaren Abnahme des Fibrinogens ( jeweils p< 0.05). Sowohl eine Stunde
(p= 0.010) wie auch 24 Stunden (p< 0.005) nach der Spende liegen die Werte deutlich
unter den Ausgangsbefunden.

3,30

3,10

2,90

2,70

2,50 -

@ Spender VBS
B Spender MKS

2,30

Fibrinogen in g/l

2,10

1,90

1,70

1,50 -

vor Spende nach Spende 24h

Abbildung 8 Verlauf des Fibrinogen in beiden Kollektiven vor, eine Stunde nach und
24 Stunden nach der Spende. Fibrinogenin g/ 1.
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3.2.1.3. Gesamteiweild

Bereits eine Stunde nach der Spende zeigt sich in beiden untersuchten Kollektiven ein
merklicher Abfall des Gesamteiweild ( p= 0.001), der sich bis 24 Stunden nach der
Spende noch fortsetzt (p< 0.001).

7,60

7,40 I [

7,20 4

N
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S

[ Spender VBS
W Spender MKS

o
©
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Gesamteiweild in mg/dl
[2)
@
o

6,40

6,20 +

6,00 -

vor Spende nach Spende 24h

Abbildung 9 Verlauf des Gesamteiweil3 in VBS und MKS vor, eine Stunde nach und
24 Stunden nach der Spende. Gesamteiweil3in mg/ dl.
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3.2.2. Untersuchung der Préparate

3.2.2.1. Glucose

Die Glucosekonzentration nimmt in den Vollblutprdparaten Uber den gesamten
Lagerungszeitraum von 63 Tagen kontinuierlich ab. Am 63. Tag liegt der Glucosegehalt
bei 31 % des Ausgangswertes, was einem Verbrauch von 406mg/ dI entspricht.

Der Glucoseverbrauch bei der Multikomponentenspende liegt mit 441mg/ dl deutlich
hoher als bei der VBS. Nach 63 Tagen liegt die Glucosekonzentration der Préparate bel
7 % des Ausgangswertes.

Ein Vergleich beider Kollektive ergibt Uber den gesamten Mel3zeitraum einen
signifikanten Gruppenunterschied (p< 0.001).

100,00 ~

90,00 -

80,00

70,00 - T
60,00 -
50,00 :Ei:\l\leKz
40,00 + :
30,00 -
20,00
10,00 +
0,00 - T T T

KTAG1 KTAG7 KTAG21 KTAG35 KTAG49 KTAG63

Glucosekonzentration in %

Abbildung 10 Verlauf der Glucosein VBS und MKS Uber 63 Tage.

Glucosekonzentration in %.
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3.2.2.2. Laktat

Die Auswertung erfolgt mittels Wilcoxon Test fur gepaarte Stichproben.

Die Laktatkonzentration in den Vollblutpréparaten nimmt wahrend der 63tagigen
Lagerung

(jewells p< 0.0005) stetig zu. Die Laktatkonzentration betragt am letzten Lagerungstag
das 10fache des Ausgangswertes.

Die Ergebnisse der Apherese zeigen eine gleichsinnige Entwicklung der Laktatwerte. Es
kommt zu einer kontinuierlichen Steigerung der Werte auf das 1lfache des
Ausgangsbefundes. Die gemessene Zunahme der Laktatkonzentration erfolgt bis Tag 49
steil (p< 0.0002), zum 63. Tag hin verlangsamt sie sich (p= 0.0019).

Bel nahezu identischen Ausgangswerten liegen die nachfolgenden Mel3zeitpunkte (ab
Tag 7 der Lagerung) deutlich tiber der VBS (jeweils p< 0.004).
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45,0

40,0
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W EK-MKS
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10,0 ~
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KTAG1 KTAG7 KTAG21 KTAG35 KTAG49 KTAG63

Abbildung 11 Verlauf des Laktat in VBS und MK'S Uber 63 Tage. Laktat in mmol/ .
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3.2.2.3. 2,3-DPG

Der 2,3-DPG-Spiegel féalt im Verlauf der Untersuchung ab. Der Abfall bei der VBS ist
zu Beginn am steilsten und wird mit zunehmender Lagerungsdauer flacher (1.-21. Tag
p< 0.001; ab dem 49. Tag keine signifikanten Unterschiede).

Die Werte der MKS erfahren zunéchst bis Tag 7 keine wesentlichen Veranderungen.
Zwischen dem 7. und dem 21. Tag jedoch sinkt der 2,3-DPG-Gehalt rapide ab (p<
0.001) und falt bis zum 63. Tag weiter kontinuierlich ab.

Die Konzentrationen des 2,3-DPG in Vollblut- und Multikomponentenspende gleichen
sich Uber den Lagerungszeitraum trotz signifikant htheren Ausgangswerten in der MKS
(p< 0.001) ab dem 21. Tag einander an. Der 2,3-DPG-Gehalt ist am 63. Tag in beiden
Préparaten identisch.

18

el 1 l

14 A

12

10 1

OEK-VBS
B EK-MKS

2,3-DPG in umol/ g Hb

KTAG 1 KTAG 7 KTAG 21 KTAG 35 KTAG 49 KTAG 63

Abbildung 12 Verlauf des 2,3-DPG in VBS und MK'S Uiber 63 Tage.
2,3-DPG in umol/ g Hb.
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3224 ATP

Die ATP-Konzentration nimmt sowohl in der VBS as auch in der MKS enen
biphasischen Verlauf mit einem initialen Anstieg der Konzentration und einer ab Tag 21
zu beobachtenden signifikanten Abnahme des ATP-Gehalts (jeweils p< 0.001).

Der Vergleich beider Gruppen ergibt einen signifikanten Unterschied fir den 1. und 7.
Tag, wobel die VBS jeweils eine hdhere ATP-Konzentration aufweist. Die bis zum Tag
21 raschere Abnahme des ATP-Gehalts hebt die Differenz jedoch wieder auf.

2,40 A
2,20 A
2,00 A
1,80 +
1,60 +
1,40 +

EEK-VBS
1,20 + B EK-MKS
1,00
0,80 +
0,60
0,40
0,20
0,00

ATP in umol/ g Hb

KTAG 1 KTAG 7 KTAG 14 KTAG?21 KTAG28 KTAG35 KTAG42 KTAG49 KTAGS56 KTAG 63

Abbildung 13 Verlauf desATPin VBS und MKS Uber 63 Tage. ATP in umol/ g Hb.
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3.2.2.5. pH- Mef3ergebnisse

3.2.2.5.1. Intrazelul&rer pH

Der intrazellulére pH fallt mit der Lagerungsdauer in beiden Praparategruppen konstant
ab (jeweils p< 0.001).

Der Vergleich von VBS und MKS zeigt eine identische Abnahme des pH-Wertes. Bel
einem hoheren Ausgangswert in der Apherese-Gruppe kommt es an den Tagen 1, 7, 14
und 21 zu signifikanten Unterschieden (p<0,001), die Werte gleichen sich jedoch ab
dem 35. Tag enander an, so dald an den spdteren Melizeitpunkten keine
Wertedifferenzen mehr festgestellt werden kénnen.
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7,20 1+

7,00 1

6,80 T
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B EK-MKS
-
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pH intrazellular
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KTAG1 KTAG 7 KTAG 14 KTAG 21 KTAG 28 KTAG 35 KTAG 42 KTAG 49 KTAG 56 KTAG 63

Abbildung 14 Verlauf desintrazelluldren pH-Wertesin VBS und MKS tber 63 Tage.
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3.2.2.5.2. Extrazelularer pH

Sowohl bei der VBS als auch bel der MKS kommt es zu einer deutlichen Verminderung
des extrazelluléren pH im Verlauf der Lagerung Uber 63 Tage (jeweils p< 0.002).

Von einem identischen Ausgangswert beider Gruppen falt der pH-Wert der MKS zu
den ersten Mef3punkten (7. und 14. Tag) langsamer ab asin der VBS (p= 0.008 bzw. p=
0.029).

Ab der dritten Lagerungswoche (21. Tag) gleichen sich diese Werte jedoch sukzessive
wieder an, am 63. Tag erreicht der pH in beiden Gruppen einen identischen Endwert.

8,80
8,60 +
8,40 +
8,20 1

8,00 + {_‘ I
7,80 1 T

7,20 1

B

S 7,60 i

Q 740 EEK-VBS
N 1

s B EK-MKS
&

I

o

7,00 1

6,80 A
6,60 A
6,40 A
6,20 ~
6,00

KTAG1 KTAG7 KTAG 14 KTAG 21 KTAG 28 KTAG 35 KTAG 42 KTAG 49 KTAG 56 KTAG 63

Abbildung 15 Verlauf des extrazelluldaren pH-Wertesin VBS und MKS Uber 63 Tage.
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3.2.2.6. Sauer stoffpartialdruck (pO,)

Der Sauerstoffpartialdruck steigt im Verlauf der 63tdgigen Lagerung in der
Vollblutspende bestandig an. In den ersten drei Lagerungswochen kommt es zu einer
langsamen aber kontinuierlichen Zunahme des pO,. Zwischen Tag 21 und Tag 35
verdoppelt sich der Wert anndhernd, um dann bis Tag 63 unter langsamen Ansteigen
das 4,4 fache des Ausgangswertes zu erreichen.

Auch in der Multikomponentenspende kommt es zu einer stetigen Zunahme des
Sauerstoffpartialdruckes. Die Entwicklung der Werte entspricht denen der VBS, am 35.
Tag verdoppelt sich der pPO, im Vergleich zum vorigen Mef3zeitpunkt (21. Tag). Am
63. Tag entspricht der Sauerstoffpartialdruck dem 4,3 fachen des Ausgangswertes.
Aufgrund des identischen Verlaufs der Werte fir pO, kommt es zu keinem Zeitpunkt zu

signifikanten Gruppenunterschieden.
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Abbildung 16 Verlauf des Sauerstoffpartialdruckesin VBS und MKS Uber 63 Tage.
Sauerstoffpartialdruck (pOz) in mmHg.

42



3.2.2.7. Sauer stoffsattigung (SO,)

Die Auswertung erfolgt mittels Wilcoxon Test.

In der VBS nimmt die Sauerstoffséttigung bis zum 49. Tag kontinuierlich auf anndhernd
100 % zu und bleibt dann konstant. Ein Vergleich des Werteverlaufs an
aufeinanderfolgenden Mef3zeitpunkten erbringt zwischen Tag 7 und 21 (p= 0,013)
sowie zwischen Tag 35 und 49 (p= 0,004) einen signifikanten Unterschied.

Die Entwicklung der Werte in der MKS liefert wie in der VBS einen Anstieg der SO,
auf fast 100 % bis zum 49.Tag, danach bleibt die Sauerstoffséttigung auf diesem
Niveau. Signifikanzen ergeben sich zwischen Tag 1 und Tag 7 (p= 0,001), Tag 7 und
Tag 21 (p= 0,002) sowie Tag 35 und Tag 49 (p= 0,001).

Ein Vergleich beider Kollektive zeigt signifikante Gruppenunterschiede an Tag 1 (p=
0,007) und Tag 7 (p= 0,02).Die Werte der MKS liegen bis Tag 21 Uber denen der VBS,

danach gleichen siesich an.
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Abbildung 17 Verlauf der Sauerstoffsdttigung in VBS und MK Uber 63 Tage.
Sauerstoffséttigung in %.
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3.2.2.8. Kohlendioxidpartialdruck (pCOy)

Die Konzentration von pCO, steigt in der Vollblutspende bis zum 21. Tag der Lagerung
an, ab dem 35. Tag zeichnet sich eine deutliche Abnahme unter den Ausgangswert ab.
Dabel ergeben die Vergleiche der jeweils aufeinanderfolgenden Mef3zeitpunkte fir Tag
7 und Tag 21 ein p= 0.006, fur die anderen Zeitintervalleist p< 0.001.

Der Verlauf in der Multikomponentenspende zeigt die gleiche Tendenz. Zuerst erfolgt
ein Anstieg des Kohlendioxidpartiadruckes bis zum 21. Tag, danach verringern sich die
Werte kontinuierlich. Hier sind die Unterschiede zum jeweils folgenden Lagerungstag
hochst signifikant (p< 0.001).

Ein Vergleich beider Kollektive ergibt fur alle Mef3zeitpunkte aul3er Tag 63 signifikante
Gruppenunterschiede (Signifikanzbereich von p= 0.002 bis p= 0.02).

Der Anstieg des pCO, in der MKS erfolgt von einem niedrigeren Anfangswert auf ein
hoheres Niveau als in der VBS, das Absinken dementsprechend steller auf en

identisches Werteniveau.
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Abbildung 18 Verlauf des Kohlendioxidpartialdruckes in VBS und MK S Uber 63 Tage.
pCO; in mmHg.
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3.2.2.9. Kalium

Die extrazelluldre Kaliumkonzentration steigt Uber den gesamten Lagerungszeitraum
von 63 Tagen sowohl in den mittels Vollblutspende gewonnenen Préparaten als auch in
den Aphereseprgparaten stetig an. Die Kaliumwerte erfahren bei der VBS einen
steilleren Anstieg als bei der MKS.

Fur die Tage 1 und 7 (p< 0.001) sowie 21 und 35 (p< 0.05) liegen die Konzentrationen
der MKS signifikant Uber der VBS.

Tag 49 und 63 zeigen keinen signifikanten Gruppenunterschied mehr.
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Abbildung 19 Verlauf der extrazelluldren Kaliumkonzentration in VBS und MKS Uber
63 Tage. Kalium in mmol/|.
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3.2.2.10. LDH

Die Laktatdehydrogenasekonzentration der Vollblutspende éndert sich wahrend der
ersten drei Lagerungswochen nicht, ab Tag 35 kommt es zu einer vermehrten Zunahme
der LDH-Freisetzung (p< 0.001).

In der Multikomponentenspende kommt es ab dem ersten Lagerungstag zu einem
langsamen Anstieg der LDH-Konzentration, der sich ab dem 35. Tag merklich verstarkt
(p< 0.001).

Die LDH-Konzentration ist in der VBS stets kleiner as in der MKS (Tag 1-49: p<
0.001; Tag 63: p< 0.003).
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Abbildung 20 Verlauf der LDH in VBS und MK S Ulber 63 Tage. LDH in U/ .

3.2.2.11. Eisen

Die extrazdlulare Eisenkonzentration steigt im Verlauf der Lagerung der

Vollblutpraparate an. Vom ersten Tag bis zum 63. Tag erhoht sich der Eisenwert um
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das 5fache. Dabei kommt es zu einem raschen Anstieg von Tag 1 bis Tag 35 (p< 0.001),
welcher sich ab dem 35. Tag verlangsamt (p= 0.009). Zwischen Tag 49 und 63 stagniert
die Eisenkonzentration nahezu (p= 0.044).

Die Werte der Multikomponentenspende steigen wahrend des Lagerungszeitraumes
ebenfalls kontinuierlich an. Der Eisenwert liegt am 63.Tag um das 4fache hoher als der
Ausgangswert.

Im Vergleich liegen die Eisenwerte der MKS an jedem untersuchten Tag signifikant
hoher (p< 0.001) alsdie der VBS, die Entwicklung der Werte verlauft parallel.
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Abbildung 21 Verlauf des Eisensin VBS und MKS Uber 63 Tage. Eisenin pg/ dl.

3.2.2.12. Hamolyser ate

Die Hamolyserate steigt in beiden untersuchten Gruppen Uber den Lagerungszeitraum
kontinuierlich an.

Nach einem initialen langsamen Anstieg der Hamolyserate (p< 0.05) in der VBS steigen
die Werte ab Tag 35 rasch an (p< 0.001). Bis Tag 56 bleiben die gemessenen
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Konzentrationen dabei unter dem definierten Schwellenwert von 0.8%. Im Laufe der
letzten Lagerungswoche erhoht sich die Hamolyserate bis auf 1.01%.

In der MKS nimmt die H&molyserate einen gleichsinnigen Verlauf. Am 56. Tag der
Lagerung wird auch in dieser Gruppe der Schwellenwert von 0.8% Uberschritten
(0.81%), die gemessene Endkonzentration betragt 1.29%.

Ein Vergleich beider Kollektive zeigt im untersuchten Mef3zeitraum von Tag 1 bis Tag
49 eine nahezu paralele Werteentwicklung. An Tag 63 kommt es erstmals zu einen

signifikanten Gruppenunterschied (p< 0.05).
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Abbildung 22 Verlauf der Hamolyserate in VBS und MK 'S Uber 63 Tage.

Hamolyserate in %.

48



3.2.3. Korrelationen

Vergleich des Zusammenhangs zwischen Glucoseverbrauch und Laktatproduktion

Korrelation Glucose-L aktat

Tag 1l Tag7 Tag 21 Tag 35 Tag 49 Tag 63
VBS r= nicht +0,91 -0,42 -0,40 -0,71 -0,73
p=| feststellbar 0,73 0,72 0,10 0,001*** 0,001***
MKS r= nicht -0,38 -0,40 -0,48 -0,78 -0,73
p=| feststellbar 0,14 0,11 0,051 0,000*** 0,001***
Korrelation 2,3-DPG-pH
Tag 1l Tag7 Tag 21 Tag 35 Tag 49 Tag 63
VBS r= +0,67 +0,42 -0,17 +0,20 +0,15 -0,67
p=| 0,002** 0,06 0,48 0,42 0,96 0,003**
MKS r= -0,82 -0,20 -0,11 +0,71 +0,77 -0,44
p= 0,75 0,40 0,69 0,77 0,76 0,06
Korrelation ATP-pH
Tag1l Tag 7 Tag 21 Tag 35 Tag 49 Tag 63
VBS r= -0,31 -0,22 +0,58 -0,18 -0,31 -0,44
p= 0,18 0,93 0,81 0,45 0,20 0,06*
MKS r= -0,16 -0,36 -0,12 -0,29 -0,71 -0,44
p= 0,52 0,13 0,64 0,22 0,001*** 0,06*
Korrelation Kalium-LDH
Tag 1l Tag7 Tag 21 Tag 35 Tag 49 Tag 63
VBS r= -0,25 +0,21 +0,40 +0,60 +0,61 +0,18
p= 0,32 0,42 0,09 0,81 0,009** 0,50
MKS r= +0,27 +0,25 +0,15 +0,31 +0,18 -0,26
p= 0,31 0,38 0,58 0,25 0,50 0,35
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3.3. Sterilitat

Alle 40 Préparate wurden am 63. Lagerungstag auf Sterilitét untersucht und als steril
befunden.

3.4. Ergebnisseder Laser Doppler Anemometrie

Zur Untersuchung des Einflusses der konventionellen Vollblutspende (VBS) auf die
Mikrozirkulation des Spenders wird die Blutfluldrate (BFR) an Einzelkapillaren der
Fingerhaut mittels Kapillaranemometrie vor der Spende, sowie eine bzw. 24 Stunden
nach der Spende bestimmt.

Eine Vollblutspende (Entnahmevolumen 500 ml, keine Substitutiond ésung) erzeugt zu
den untersuchten Mef3zeitpunkten keine wesentlichen Verénderungen der Blutflul¥rate.
Vor der Spende liegen die gemessenen Werte bel 0.72 mm/s. Eine Stunde nach der
Spende kann ene Abnahme der BlutfluRgeschwindigkeit auf3erhalb des
Signifikanzniveaus auf 0.68 mm/s beobachtet werden. Bereits 24 Stunden nach der

Spende ist das Ausgangsniveau wieder erreicht.
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Abbildung 23 Verlauf der Blutfluf3rate der VBS vor, eine Stunde nach und 24 Stunden
nach der Vollblutspende. Blutfluf3rate in mm/ s.
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'V Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde vergleichend der Einflul einer herkdmmlichen
Vollblutspende mit einer maschinell durchgefiihrten Multikomponentenspende im
Hinblick auf die biochemische Qualitét der gewonnenen Erythrozytenkonzentrate sowie
auf die Mikrozirkulation des Spenders untersucht. Dabei wurden im ersten Teil die
biochemischen Eigenschaften der gewonnenen Blutprodukte anhand ausgewahlter
Parameter untersucht. Im zweiten Teil wurden die Blutflul3geschwindigkeit und -Rate
der Spender mittels Kapillarmikroskopie vor, eine Stunde nach sowie 24 Stunden nach
der Spende ermittelt.

4.1. Spender

4.1.1. Pathophysiologie der Blutspende

Der Organismus des Menschen verflgt, je nach KorpergrofRe und -Gewicht, Uber ein
Blutvolumen von funf bis sieben Litern. Ein Volumenverlust von 400 — 500 ml in vier
bis finf Minuten, wie er wahrend der Blutspende auftritt, kann im Normalfall ohne
relevante Verdnderungen des Blutdrucks und der Pulsfrequenz vom Korper toleriert
werden. Der akute Volumenmangel wird durch einen erhdhten Gefa3tonus sowie die
Bereitstellung von Blut aus dem vendsen Kapazitatssystem kompensiert. Bel Versagen
dieser Regulationsmechanismen bzw. dbermadliigem Volumenverlust wird die
ausreichende Versorgung des Organismus mit Sauerstoff Uber ene erhdhte
Herzfrequenz und ein dadurch erhdhtes Herzminutenvolumen gesteuert. Ab einem
Blutverlust von mehr as 15% des zrkulierenden Volumens ist das Herz-
minutenvolumen vermindert, es treten Kaltegefuhl und Atemnot auf. Gleichzeitig mit
der Gefarkonstriktion gelangt Fissigkeit aus dem interstitiellen Raum in das
Gefal3system zur Aufrechterhaltung der intravasalen Fillung. Der Volumenverlust
durch eine Blutspende wird dabel bereits nach 24 Stunden durch Vermehrung des
Plasmavolumens ausgeglichen. Die Kompensation eines Verlustes von einem Liter Blut
bendtigt dagegen mehr als drei Tage. Als Folge des Plasmazustroms kommt es nach der
Spende zu einer veranderten Zusammensetzung des Spenderblutes .

Die in dieser Studie erhobenen Vitalparameter vor, eine bzw. 24 Stunden nach der

Spende zeigten die Kompensation des Volumenverlustes zu allen Mel3zeitpunkten in
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beiden Gruppen ohne eine nennenswerte Verdnderung von Blutdruck und Puls. Der
beobachtete leichte Abfal von Blutdruck und Puls eine Stunde nach der Spende in
beiden Spendergruppen ist vermutlich auf die lange Ruhezeit von 90 min
zurlckzufiihren. Der Abfall der gemessenen Vitalparameter konnte maoglicherweise
auch auf das Absinken der Katecholamine im Blutkreislauf nach erfolgter Spende
zurckzufihren sein.

Die untersuchten Laborwerte zeigten deutlich den Hamodilutionseffekt der Spende. Die
Parameter fur die korpuskuléren Blutbestandteile sanken entweder bereits eine Stunde
nach der Spende (Erythrozytenzahl, Hamoglobin) oder zum néchsten Mel3zeitpunkt 24
Stunden nach der Spende (Hamatokrit).

Der Einstrom interstitieller Fllssigkeit sowie der Verlust von Plasmaproteinen durch die
Spende fuhrt auch zu einer Dilution des Plasmas. Verénderungen in der
Zusammensetzung des Plasmas werden exemplarisch durch seinen  Albumin-,
Gesamteiwell3- und Fibrinogengehalt angezeigt. Alle drei Parameter waren in den
durchgeftihrten Messungen in beiden untersuchten Gruppen bereits eine Stunde nach
der Spende erniedrigt und sanken bis zur Kontrolle nach 24 Stunden weiter ab. Im
Durchschnitt betrug der GesamteiweiRverlust 8% und lag damit im Rahmen der in der
Literatur beschriebenen Werte **. Die Fibrinogen- und Albuminkonzentrationen im
Spenderblut sanken in beiden Kollektiven, dem Hamodilutionseffekt folgend, bereits
eine Stunde nach der Spende signifikant ab. Eine anhaltende, signifikante Abnahme der
Werte konnte noch 24 Stunden nach der Spende beobachtet werden.
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4.2. Praparate

In der vorliegenden Arbeit wurden die Erythrozytenkonzentrate aus einem
Spenderkollektiv.  von 20  Probanden  untersucht, die jeweils eine
Multikomponentenspende und eine Vollblutspende im Abstand von 8-12 Wochen
absolvierten. Die Erythrozytenkonzentrate unterschieden sich dabei nur durch das
angewendete  Spendeverfahren (automatisierte  Multikomponentenspende  oder
konventionelle Vollblutspende).

Mittels anerkannter in vivo und in vitro Qualitdtsparameter wurde im direkten
Paarvergleich der Einflul3 des Spendeverfahrens auf die Praparatequalitédt untersucht.

4.2.1. Diskussion der einzelnen biochemischen Einflul3faktoren

4.2.1.1. Glucose

Trotz der Reduktion des Stoffwechsels um das 40-fache durch die Lagerungstemperatur
von 4° C ist ein Basisverbrauch der Préparate an Substrat und Energie vorhanden.

Die anaerobe Glykolyse stellt wahrend der Lagerung die einzige Moglichkeit zur
Energiegewinnung dar. Dabei entstehen unter Bildung energiereicher Phosphate
Pyruvat und Laktat als Stoffwechselendprodukte.

15 % des Stoffwechsels laufen Uber einen Seitenweg der Glykolyse zur 2,3-DPG-
Synthese.

Die Glucosekonzentrationen beider untersuchten Praparategruppen, MKS und VBS,
wurden zu Beginn der Lagerung a's 100 % definiert. Die Ergebnisse zeigten einen Uber
den gesamten Lagerungszeitraum signifikanten Gruppenunterschied mit einem deutlich
niedrigerem Glucosegehalt in den MKS-Prdparaten. Nach 63 Tagen lagen die
Konzentrationen der Glucose in der VBS bel 31 % des Ausgangswertes, was einem
Verbrauch von 406 mg/dl entsprach. Die Werte der MKS betrugen 7 % des
Ausgangswertes, der Verbrauch lag somit bei 441 mg/dl.

Bis zum 28. Lagerungstag beobachteten Guppy et a. einen Glucoseverbrauch von

50 %, was sich in den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen ahnlich widerspiegelte *.
Der Verbrauch in den VBS-Praparaten lag bis zum 35. Tag geringfuigig unter 50 %, der
der MKS-Préparate deutlich dariber. Nach dem 35. Tag war die Abnahme der
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Glucosekonzentration nicht mehr so steil. In der VBS sank sie bis Lagerungsende um
ungefahr weitere 20 %, in der MKS war der Abfall vergleichbar.

Die Glykolyserate in den Erythrozyten wird durch mehrere Faktoren beeinflufdt. Nach
der MichaelisMenten-Gleichung bestimmt das Substratangebot die Geschwindigkeit
der Reaktionen der Glykolyse. Eine ausreichende Bereitstellung von Glucose als
Substrat der Glykolyse sowie Adenin und anorganischem Phosphat zur Synthese von
ATP war wéhrend der Lagerung durch die Nahrlosung (PAGGS-M) jedoch garantiert
und daher als Einfluf3faktor zu vernachléssigen.

Die Umgebungstemperatur beeinfluldt ebenfalls die Glykolyserate Uber die
Reaktionsgeschwindigkeit  enzymatischer  Stoffwechselschritte.  Auch  dieser
Einflufaktor war vernachlassigbar zur Erklarung des unterschiedlichen
Glucoseverbrauchs in den Prdparategruppen, da fir beide gleiche Lagerungs-
bedingungen galten.

Eine weitere wichtige Grofe ist der pH-Wert. Die Glykolyserate st
Untersuchungsergebnissen von Guppy et al. zufolge bei 4° C und ab einem pH-Wert
von 7.8 am hochsten “2. Demzufolge liegen die derzeitigen Lagerungsvoraussetzungen
mit eéinem pH von 7.3 = 0.2 um mindestens 0.5 Einheiten unter dem ermittelten
Optimum. Fur die Glykolyserate bedeutet eine Anhebung des pH um 0.3 Einheiten
sowohl einen um das 1.5-2.0-fach gesteigerten Glucoseverbrauch als auch eine erhéhte
Laktatentstehung. pH-abhéngige Faktoren der Glykolyse sind die Bindung des
Substrates an das Enzym zur Bildung der Reaktionseinheit Enzym-Substrat-K omplex.
Die Enzyme selbst kdnnen be extremen pH-Werten eine Veranderung ihrer
Proteinstruktur erfahren und werden je nach pH-Optimum in ihrer katalytischen
Aktivitét beeinflufldt. Die pH-Abhangigkeit enzymatischer Reaktionen spiegelt sich in
ihrer glockenférmigen Wirkungskurve wider. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
wird dabei im Bereich des pH-Optimums der Enzyme erreicht, welches von pH 5.0 bis
pH 9.0 reichen kann. Desweiteren gibt es in jeder katalysierten Reaktion eine
Schrittmacherreaktion, die die Geschwindigkeit des Stoffwechselprozesses steuert .
Be 37° C und pH 7.4 ist der durch das Enzym Hexokinase katalysierte
Stoffwechsel schritt geschwindigkeitsbestimmend. Unter Lagerungsbedingungen, d.h.

4° C und pH 7.3, ist eine Verschiebung des limitierenden Katalyseschritts hin zu
anderen Enzymen mit tieferem pH-Optimum anzunehmen “2.

In der pH-Abhangigkeit der Glykolyse konnte eine mogliche Erklarung der
unterschiedlichen Verbrauchsrate in MKS und VBS liegen. Der intrazellulére pH war in
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der MKS mit 7.3 bereits zu Lagerungsbeginn ndher am pH-Optimum der Glykolyse (pH
7.8 bel 4° C) asder pH-Wert von 7.2 in der VBS. Das stérker alkalische Milieu erhéhte
die Glykolyserate und dadurch den Glucoseverbrauch in den Préparaten.

Als weiterer Einfluf3faktor auf den hoheren Glucoseverbrauch in der MKS kommt das
Spendeverfahren in Frage. Die automatisierte MKS zeichnet sich durch die dosierte
Zugabe von Antikoagulansldsung zum Spenderblut aus. Diese Methode verhindert im
Gegensatz zur konventionellen VBS einen Sammlungsschaden an den Zellen. Der
Sammlungsschaden betrifft die ersten 200 ml der VBS, die aus dem Blutkreislauf mit
pH 7.4 in ein sehr viel saureres Umgebungsmilieu (pH 6.0 des Antikoagulans) geraten
und dadurch hamolysiert bzw. membrangeschédigt werden. Die Vermeidung des
Sammlungsschadens resultiert demnach in einer hdheren Anzahl vitaler Zellen in den
MKS-Préparaten. Dies spiegelt sich nach Sicht einiger Autoren in der erhthten
Glykolyserate sowie dem héheren Glucoseverbrauch wider % %.

Trotz der ausreichenden Bereitstellung von Glucose und den Bemihungen um
Erhaltung eines optimalen Umgebungsmilieus konnte im weiteren Verlauf der Lagerung
eine Akkumulation der organischen Sduren Pyruvat und Laktat in dem geschlossenen
Beutelsystem mit kontinuierlichem pH-Abfall, eine Verarmung an organischen
Phosphaten (ATP, 2,3-DPG) sowie eine Storung der lonen-Homoostase nicht verhindert

werden.

4.2.1.2. Laktat

Laktat entsteht im Erythrozyten as Stoffwechselendprodukt. Aus einem mol Glucose
entstehen in der Glykolyse 2 mol Laktat, die Laktat/Glucose-Ratio liegt demnach bel
2.0. Da die Erythrozyten sich wahrend der Lagerung in einem geschlossenen System
befinden besteht keine Mdéglichkeit einer Elimination der Stoffwechselmetabolite, es
kommt zur Akkumulation.

Der Laktattransport (iber die Erythrozytenmembran erfolgt Uber einen Laktat-H'-
Symporter und ist sehr stark pH-abhéngig **. So sorgt ein alkalisches Umgebungsmilieu
fir einen verstarkten Laktatefflux aus der Zelle. Im Gegenzug bedingt ein sinkender pH
im Medium einen Laktatinflux in die Zelle.

Die Laktatproduktion in den Erythrozyten unterliegt ebenfalls dem Einflu des pH-
Wertes, in diesem Fall ist der intrazellulére pH entscheidend. Eine Alkalose steigert die

Glykolyserate und dadurch die Laktatproduktion. Diese steigt jedoch nicht im gleichen
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Mal3e wie die Glucoseutilisation, da es zu einer Verschiebung innerhalb der Glykolyse
hin zu einer vermehrten 2,3-DPG-Synthese kommt *. Die Alkalose hemmt die 2,3-
DPG-Phosphatase und stimuliert die 1,3-Diphosphoglyceratmutase. Daraus resultiert
eine verminderte Pyruvat- und nachfolgende Laktatproduktion. Eine Azidose induziert
umgekehrt die Aktivierung der 2,3-DPG-Phosphatase und Hemmung der 1,3-
Diphosphoglyceratmutase mit Abfall der 2,3-DPG-Konzentration und einer vermehrten
Laktatproduktion. Ab einem pH-Wert von 7.0 und weniger ist die Laktatproduktion
annahernd proportional zur Glykolyserate.

In der vorliegenden Mel3reihe zeigte sich erwartungsgemald eine fir Laktat und Glucose
signifikante, gegensinnige Korrelation. Der hohere Gehalt an Glucose in der MKS zu
Beginn der Lagerung ermoglichte eine langere Aufrechterhaltung des erythrozytéren
Stoffwechsels und damit eine bessere Praparatequalitdt in den ersten 14 Tagen. Uber
den weiteren Zeitraum der Lagerung fiel im Beutelsystem der MKS zunehmend Laktat
as Stoffwechselabbauprodukt an. Trotz des hoheren Laktatgehalts in den MKS-
Praparaten war deren Qualitdt in den spateren Kontrollen im Vergleich zu den

untersuchten VBS-Prdparaten nicht nennenswert gemindert.
4.2.1.3.2,3-DPG

Fur die Sauerstoffversorgung des Gewebes ist die Sauerstoffabgabefdhigkeit der
Erythrozyten mitentscheidend. Diese wird beeinfluf3t unter anderem wesentlich durch
die 2,3-DPG -K onzentration beeinfluft *°.

1954 entdeckten Valtis und Kennedy, dal3 ACD-stabilisiertes Blut nach einer langeren
Lagerung eine signifikante Sauerstoffaffinititszunahme aufweist “°. 1967 konnten
Chanutin und Curnish diesen Effekt dem 2,3-DPG zuweisen *'.

2,3-DPG entsteht aus 1,3-DPG auf einem Seitenweg der Glykolyse. Als Katalysator
dieser Reaktion dient die 1,3-Diphosphoglyceratmutase. Mittels 2,3-DPG-Phosphatase
wird 2,3-DPG unter Verlust von anorganischem Phosphat zu 3-Phosphoglycerat
abgebaut, welches wieder in die Glykolyse aufgenommen wird. Das 2,3-DPG wird in
das Hamoglobinmolekil eingebunden und stabilisiert die Desoxykonfiguration des
Hamoglobins. Daraus folgt eine Affinitétsabnahme von Sauerstoff fir Hamoglobin und
der Sauerstoff kann besser an das Gewebe abgegeben werden. Die Sauerstoff-

dissoziationskurve des Hamogl obins verschiebt sich nach rechts.
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Uber die 2,3-DPG-Konzentration im Erythrozyten kann auch eine pH-bedingte
Verschiebung der Sauerstoffbindungskurve ausgeglichen werden. Eine Azidose bewirkt
einen Abfal de 2,3-DPG-Konzentration Uber eine Aktivierung der 2,3-DPG-
Phosphatase, der der pH-bedingten Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve
entgegenwirkt. Eine Alkalose hemmt die 1,3-Diphosphoglyceratmutase und hat den
umgekehrten Effekt.

Die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten bedeutet fir den Organismus eine
Zufuhr nicht voll funktionsfahiger Erythrozyten, da deren Lagerung zu einem Abfall der
2,3-DPG-Konzentration und daraus folgend zu einer Sauerstoffaffinitdtszunahme der
Erythrozyten fuhrt. Zwar erreicht die 2,3-DPG-Konzentration nach 36-48 h wieder
Normawerte, jedoch ist eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Gewebe héaufig
sofort zu gewdhrleisten, so z. B. bel akutem, hohem Blutverlust oder bei ener
eingeschrankten kardiovaskuléren Leistungsbreite. Der Grad der 2,3-DPG-Verarmung
der Erythrozyten ist abhéngig von der Lagerungszeit, den Lagerungsbedingungen sowie
der Qualitéat der Stabilisatoren.

Die Zugabe von Inosin zur Konservierungslésung fuhrt zu einem erhéhten 2,3-DPG-
Spiegel in den Praparaten “. Anorganisches Phosphat ist dabei ein weiteres Substrat,
das zur Verflgung stehen muf3. Wood und Beutler fanden 1973 in ihren Studien, dai3
durch periodische Durchmischung der Pr8parate wahrend der Lagerung ebenfalls
verbesserte Konzentrationen fur 2,3-DPG, gleichzeitig auch fur Glucose und ATP,
erzielt werden konnten *. Durch das schwerkraftbedingte Absinken der Zellen in den
gelagerten Blutbeuteln entsteht ein metabolischer Gradient zwischen oberen und
unteren Zellschichten. Wahrend die oberen Zellschichten ausreichend von Substrat
umspult sind, verarmen die unteren Schichten sehr schnell daran. pH-, ATP- und 2,3-
DPG-Spiegel fallen dadurch viel rascher ab as in den oberen Zellschichten. Dieser
Gradient ist um so grofRer, je grofRer der Abstand zwischen oberer und unterer
ZdlIschicht ist.

Die in dieser Studie gemessenen Werte der gelagerten VBS zeigten von Beginn an
einen exponentiellen Abfall des 2,3-DPG, wobei sich dessen Konzentration zwischen
Tag 1 und Tag 7 sowie zwischen Tag 7 und Tag 21 jeweils annédhernd halbierte. Dieser
Verlauf entspricht Ergebnissen fritherer Untersuchungen *°. Im Vergleich dazu lagen die
2,3-DPG-Werte der MK S von Lagerungsbeginn an deutlich Gber den Werten der VBS.
Die Konzentrationen blieben tber 7 Lagerungstage konstant. Erst zwischen dem 7. und
dem 21. Lagerungstag kam es zu einer deutlichen Reduktion des 2,3-DPG-Spiegels.
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Von diesem Tag an lagen die Werte nur noch geringfligig Uber denen der VBS. Zu
Lagerungsende waren die Werte fur beide Préparategruppen identisch. Der initial
erhohte 2,3-DPG-Gehalt und seine langere Aufrechterhaltung in der MKS sind
vermutlich auf die ebenfalls initial erhdhten Werte fir Glucose und intrazelluldren pH
und die dadurch bedingte erhthte Metabolisierungsrate in der MKS zuriickzufthren, ein

signifikanter Zusammenhang konnte jedoch nicht festgestellt werden.
4.2.1.4. ATP

ATP spielt eine zentrale Rolle im Energiestoffwechsel der Erythrozyten. Wie Dern et al.
1967 zeigen konnten, korreliert der intrazelluldre ATP-Gehalt relativ gut mit der
Uberlebensfahigkeit der Erythrozyten nach Transfusion *'. Eine ATP-Verarmung der
Préparate resultiert in einer Anderung der Zellform von Discozyten liber Echinozyten
hin zu Sphérozyten °. Die verminderte osmotische Resistenz der Zellmembran
begiinstigt den Wassereinstrom in die Zelle, es resultiert eine Zellschwellung 3. Durch
das entstandene unglnstigere Verhdtnis von Oberflache zu Volumen kommt es zu einer
reduzierten Verformbarkeit der Zellen und damit einer schlechteren Flief3fghigkeit.

Aus rheologischer Sicht stellen die roten Blutzellen eine viskose FlUssigkeit dar, die von
einegr viskoelastischen Membran umhillt wird. Eine Erhéhung der Rigidité des
Erythrozyten wird parallel zu seiner Formveranderung beobachtet. Die erhthte Rigiditét
aul3ert sich in einer schlechteren Filtrierbarkeit der roten Zellen. Sowohl die erhohte
Viskositét als auch die verminderte Filtrierbarkeit bedingen ein Hangenbleiben der
Erythrozyten in der Mikrozirkulation von Milz, Knochen und Lungen und eine
verfrithte Elimination aus dem Blutkreislauf >*.

Der Erhalt von Zellform und die rheologischen Eigenschaften der Erythrozyten hangen
entscheidend von der Viskoelastizitét der Zellmembran ab. Unter Lagerungs-
bedingungen kommt es zu einem verstérkten Membranverlust in Form von
Mikrovesikeln. Dies geht einher mit einem Absinken des ATP-Spiegels in der Zelle.
Untersuchungen von Schrier et al. zeigten, dal3 dem ATP offenbar eine wesentliche
Rolle bei der Phosphorylierung von Membranproteinen zukommt >°.

Die hier ermittelten Ergebnisse fir VBS und MKS zeigten ab dem 42. Tag der
Lagerung einen deutlichen Abfall der ATP-Konzentration unter 1,5 pumol/ g Hb, was
von Dern et a. ads Grenzwert angesehen wurde, bei dessen Unterschreiten die
Lebensfahigkeit der Erythrozyten vermindert ist °*. Die ATP-Konzentrationen stiegen
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innerhalb der ersten 14 Tage sowohl in der VBS as auch in der MKS nur geringfiigig
an. Ab dem 21. Tag konnte ein kontinuierliches, steiles Absinken des ATP-Gehalts in
den Prgparaten beobachtet werden. Dabel lagen die ATP-Werte in der VBS im
Vergleich zur MKS zu Beginn der Lagerung auf signifikant hdherem Niveau (Tag 1 und
Tag 7). Dieser Unterschied hob sich jedoch im weiteren Verlauf der Lagerung auf. Der
initial an Tag 1 und 7 der Lagerung signifikant geringere ATP-Gehalt der MKS ist mit
dem hoheren pH-Wert in den Prdparaten zu erklaren. Bei erhohtem pH lauft die
Glykolyse vermehrt Gber den Seitenweg zur 2,3-DPG-Neusynthese. Eine verminderte
Begehung der Phosphoglyceratkinase-Reaktion ist die Folge. In diesem Stoff-
wechselschritt wird 1,3-Diphosphoglycerat unter Gewinnung von 1 mol ATP in 3-
Phosphoglycerat umgewandelt. Die Mef3ergebnisse bestétigten fur die MKS sowohl
eine verstarkte 2,3-DPG-Synthese zu Beginn der Spende als auch eine signifikante,
negative Abhangigkeit zwischen der ATP-Konzentration und dem pH-Wert.

Die Ergebnisse von Lang ° bestétigten die bekannte Korrelation einer ATP-Depletion
mit einer Verminderung der Verformbarkeit roter Zellen. Es wurde eine Zunahme der
viskdsen Viskositét n' bei hohen Schergeschwindigkeiten (OCRD n' 150 sY) uiber die
Dauer der Lagerung beschrieben. Dabei kam es zu keinem Zeitpunkt zu einem
signifikanten Unterschied zwischen beiden Kollektiven. Desweiteren konnte eine
Abnahme der initialen Filtrationsrate (calc rFR(0)) sowie der Erythrozytenaggregabilitat
(Myrenne M1) festgestellt werden. Signifikante Gruppenunterschiede bestanden zu
keinem Zeitpunkt.

Dern et a. vermuteten in ihren Studien, dal3 die Dauer der Lagerung und die unter
Lagerungsbedingungen schnellere Alterung der Erythrozyten eine entscheidende Rolle
fir die Qualitat der Erythrozyten spielen >*. Der ATP-Gehalt der Erythrozyten ist dabei
sicherlich en wichtiger in-vitro Parameter zur Beurteilung der in-vivo-
Uberlebenswahrscheinlichkeit transfundierter Zellen. Der EinfluR der Additiviésung auf
die ATP-Spiegd ist hinreichend untersucht, wobel PAGGS-M die besten Ergebnisse zur
Aufrechterhaltung des ATP-Gehalts aufwies und heutzutage am haufigsten verwendet

wird 8.

4.2.15. pH-Wert

Der pH-Wert ist ein MaR fur die H*-lonenkonzentration im Organismus und betrégt
unter physiologischen Bedingungen 7.4. Die Konstanterhaltung des pH-Wertes ist
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essentiell fur die Erhatung der Molekilform der Proteine und die optimale Wirksamkeit
der Enzyme im Stoffwechsel. Alle Enzyme katalysieren ihre spezifischen Reaktionen
nur in einem geringen pH-Wertebereich mit einem individuellen pH-Optimum. Eine
Anderung des pH-Wertes resultiert in einer Verlangsamung der Reaktion und
demzufolge einer Storung des Stoffwechsels.

Fir die Konstanterhaltung des pH-Wertes im Organismus sorgen verschiedene
Puffersysteme. Ein wichtiger Puffer des Blutes und der InterstitiumflUssigkeit ist der
Bicarbonat-K ohlendioxid-Puffer. Die Bedeutung dieses Puffersystems liegt nicht nur in
der Abpufferung von H'-lonen, die Pufferkomponenten konnen auch unabhangig
voneinander verandert werden. So wird CO, Uber die Lungen abgeatmet, Bicarbonat in
der Leber verstoffwechselt und Uber die Niere in Form von NH;" und HPO4
ausgeschieden. Pufferwirkung haben auf3erdem die Plasmaproteine und anorganische
Phosphate. Wichtige intraerythrozytére Puffer sind neben dem Bikarbonatpuffer das
Hamoglobin und organische Phosphate. Die beschriebenen Sachverhalte gelten fur die
Physiologie des Organismus >’

Die Lagerung der Erythrozyten erfolgt zumeist als Erythrozytenkonzentrate in
Additiviésungen. Die plasmatischen Puffersysteme fehlen infolge der Abzentrifugation
des Plasmas. Diesem Verlust wird versucht durch Zugabe von Citrat und Phosphat in
der Nahrlosung entgegenzuwirken. Dabel wird bewufd ein pH-Wert der Ldsungen
eingestellt, welcher fir das Préparat einen Gesamtwert von pH 6.8 erwarten |18}
(Optimum der Glykolyse bei 4° C). Die Entwicklung des pH-Wertes Uber die
Lagerungsdauer zeigt, dal’ trotz dieser Zugabe eine Abnahme des pH-Wertes nicht
verhindert werden kann.

Da die Lagerung in einem geschlossenen Beutelsystem erfolgt, ist eine Abgabe der
anfallenden sauren Metaboliten aus dem System nur begrenzt moglich. CO, kann Uber
die Beuteloberflache abgegeben werden, jedoch kommt es Uber die Zeit zu ener
Haufung der Stoffwechselendprodukte. Dies resultiert in einem pH-Abfal in den
Préparaten, der die Stoffwechselprozesse in den Erythrozyten beeinflufit.

Die Glykolyserate ist bel 37° C und einem pH-Wert von 7.4 am hochsten, da das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym, die Hexokinase, in diesem Bereich ihr pH-
Optimum und somit die hochste katalytische Aktivitdt besitzt. Da sowohl die
Substratumsetzungsgeschwindigkeit als auch die Bildung des Enzym-Substrat-
Komplexes pH-abhéngig sind, bestimmen unter L agerungsbedingungen bei 4° C andere
Enzyme in der Reaktionskette die Geschwindigkeit der Glykolyse. Das pH-Optimum
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verschiebt sich in den akaischen Bereich und liegt bel 7.8, wobe das
geschwindi gkeitsbestimmende Enzym nicht sicher identifiziert werden kann 2.

Neben dem pH-Wert wird die Katalyse zusétzlich durch die Umgebungstemperatur
beeinfluft.

Die in dieser Arbeit erzielten Werte fir den intrazelluléaren pH bestétigten die bereits
beschriebenen Stoffwechselinteraktionen. Bei einem Uber 21 Lagerungstage hoheren
pHi-Wertin der MKS gegenliber der VBS kam es aufgrund der relativen Nahe zum pH-
Optimum der Glykolyse zu einem hoheren Glucoseverbrauch, einer erhohten
Laktatproduktion, stabileren 2,3-DPG-Werten und niedrigerem ATP-Gehalt in den
Praparaten. Zu allen folgenden Mef3zeitpunkten glichen sich die pH-Werte von MKS
und VBS mehr und mehr an, was sich auch im Verlauf der genannten biochemischen
Parameter widerspiegelte.

Wie biochemische Untersuchungen nach Massivtransfusionen zeigten, treten schwere
Azidosen unabhangig von der Anzahl transfundierter Praparate auf 8. Als Ursache der
Azidosen wird vielmehr der persistierende Schock nach Polytrauma angesehen. Von
einer Pufferung der Préparate vor Transfusion sollte daher abgesehen werden, zumal
diese den Nachteil der Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve mit sich bringt.
Desweiteren ist nach einer Massivtransfusion ohnehin mit einer Alkalisierung des
Organismus zu rechnen, da als Abbauprodukt der organischen Sduren (Pyruvat und
Laktat) Bikarbonat gebildet wird.

4.2.1.6. Partialdriicke von Sauerstoff und Kohlendioxid, Sauerstoffséttigung

Der Gasaustausch von lebensnotwendigem Sauerstoff (O2) und von Kohlendioxid
(CO,), dem Endprodukt des Energiestoffwechsels, findet in der Lunge statt. Das im
Organismus entstandene CO, wird vom Gewebe ins Blut abgegeben und zum gréfiten
Teil im Erythrozyten chemisch an das Hamoglobinmolekil gebunden. Diese chemische
Bindung setzt H'-lonen frei, die von den intraerythrozytaren Puffern abgefangen
werden. Das so mit CO, angereicherte Blut hat einen Partialdruck (pCO,) von 47
mmHg. Es wird als ventses Blut in die Lungenkapillaren transportiert und dort mit O
Larterialisiert”, wobei CO,, dem geringeren pCO, folgend, in die Alveolen diffundiert.
Im arteriellen Blut betragt der pCO, 40 mmHg.

O, ds Gegenpart dieses Austauschs wird im Blut an die Ham-Gruppen des
Hamoglobins gebunden. Ein Mol Hamoglobin bindet bel voller Sauerstoffséttigung 4
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mol O,. Der pO, im arteriellen Blut betragt 95 mmHg bei einer Sauerstoffsattigung von
97 %. Fir ventses Blut liegt der pO, bei 40 mmHg, die O,-Séttigung bei 73 %. Die zur
Verfigung stehende Menge an Hamoglobin as Tragermolekdl far den
Sauerstofftransport in das Gewebe ist entscheidend zur Aufrechterhaltung des
Energiestoffwechsels.

Die ausreichende Abgabe des Sauerstoffs vor Ort an das Gewebe spielt eine weitere
wichtige Rolle. Dieser Mechanismus wird durch die Sauerstoffbindungskurve
dargestellt. Der pO, wird dabei gegen den Anteil des mit O, geséttigten Hamoglobins
aufgetragen. Der sigmoidale Kurvenverlauf beschreibt bel steigender Séttigung eine
Affinitdtszunahme des Hamoglobins fur Sauerstoff. Mit sinkendem pO, nimmt die
Affinitdt des Hb fur O, deutlich ab und Sauerstoff wird leichter an das Gewebe
abgegeben. Anderungen der Sauerstoffaffinitét beeinflussen die
Sauerstoffdissoziationskurve und auf3ern sich in Verschiebungen der Bindungskurve
nach rechts oder links. Als EinfluRfaktoren auf die Position der
Sauerstoffbindungskurve sind die H*-lonen-Konzentration, der Partialdruck von CO,,
die Temperatur sowie die Konzentration organischer Phosphate im System zu nennen
57

Da de Organismus en biologisch ,offenes System* ist, laufen die
Gasaustauschprozesse in Lunge und Gewebe unter standigem Austausch von Energie
und Stoffen zwischen Organismus und Umgebung ab. Fir gelagerte Erythrozyten ist die
Aufrechterhaltung dieses Stoffwechsel-Gleichgewichts erschwert, da sie sich in einem
geschlossenen System befinden, in dem dieser Austausch groftenteils unterbunden ist.
Die in den ersten Jahren der Lagerung von Blutkonserven verwendeten Glasflaschen
riegelten das gespendete Blut hermetisch von der Umgebung ab, ein Gasaustausch mit
der AulRenluft war nicht moglich und die Stoffwechselmetabolite akkumulierten im
System *°. Die in den letzten Jahren zum Einsatz gekommenen gasdurchlassigen
Plastikbeutel hingegen erlauben den Austausch von Gaspartikeln Uber ihre Oberfléche,
abhéngig von der Gasdurchlssigkeit des verwendeten Materials. Aufgrund der deutlich
eingeschrankten Abgabe von Stoffwechselendprodukten und daraus resultierenden
Veranderungen des Umgebungsmilieus wirken die oben genannten Faktoren im
geschlossenen System starker auf die Sauerstoffbindungskurve ein. Von besonderer
Bedeutung ist hierbei das rasche Absinken des pH-Wertes. Die Azidose bewirkt
zusammen mit einem Anstieg des pCO, und der Temperatur eine Rechtsverschiebung
der O,-Bindungskurve und demzufolge eine vermehrte Abgabe von O, an das Gewebe.
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Im umgekehrten Fall bewirken ein pH-Anstieg, ein Absinken des pCO, sowie ein
Temperaturabfall eine Linksverschiebung der O,-Bindungskurve und eine verminderte
Abgabe von O,. Uber die Konzentrationsianderungen von 2,3-DPG wird dabei im
Erythrozyten den pH- und temperaturbedingten Verschiebungen der O,-Bindungskurve
entgegengewirkt.

Die pO,-Werte in dieser Arbeit lagen nach funf Wochen Lagerungsdauer deutlich
oberhalb des normalerweise im arteriellen Blut herrschenden Partialdruckes. Der Grund
hierfur liegt in der Durchfiihrung der Blutgasanalyse bei 37° C. Die Erwéarmung der
Erythrozytensuspension von 4° C auf 37° C fuhrt aufgrund der geringeren Loslichkeit
von Sauerstoff bei hGheren Temperaturen zu einer Freisetzung von O, und einem O-
Partialdruck, der mit 273.2 mmHg (MKS) bzw. 276.5 mmHg (VBS) hoher liegt als der
pO, der Auldenluft von 158.8 mm Hg bei 21° C. Im geschlossenen System bewirken der
im Verlauf der Lagerung ansteigende pCO,, die sinkende 2,3-DPG-K onzentration sowie
das vermehrte Sauerstoffangebot durch Gasaustausch mit der Umgebungsiuft eine
Affinitétssteigerung des Hamoglobins fir Sauerstoff *°. Da in den untersuchten
Blutkonserven eine Abgabe des Sauerstoffs an die Umgebung durch die fehlende
Zirkulation des Blutes in einem offenen System nicht erfolgen konnte, stiegen sowohl
die Sauerstoffséttigung (100 % an Tag 49) as auch der pO, Uber die Lagerungsdauer.
Die Ausgangswerte fur pCO, lagen in der VBS bei 69.3 mmHg, in der MKS bei 61.4
mmHg. Ein Anstieg des pCO, in den ersten 3 Wochen konnte in beiden Gruppen
beobachtet werden. Nach 21 Lagerungstagen sank der pCO, besténdig unter den
Ausgangswert auf 25.5 mmHg in der VBS und 27.2 mmHg in der MKS. Im Verlauf der
Lagerung bestand ein signifikanter Gruppenunterschied tber sieben Wochen, bedingt
durch einen niedrigeren Ausgangswert in der MKS, den Anstieg auf ein hdheres Niveau
an Tag 21 und einen dementsprechend steileren Kurvenabfall. Die Entwicklung der
pCO,-Werte in der MKS von einem initial im Vergleich zur VBS geringeren pCO; hin
zu einen signifikant hoheren pCO, ab Tag 21 sowie der Anstieg in der VBS bis Tag 21
lassen sich mit den von Hégman et al. gefundenen Ergebnissen erklaren *°. Demzufolge
Uberwiegt die CO,-Produktion Uber den Pentosephosphatweg gegeniber der CO,-
Abgabe Uber die Beuteloberflache. Der hohe Stoffwechselumsatz in der MKS
(beglinstigt durch den initial hohen pH-Wert) erklart den steilen Anstieg des pCO.. In
den letzten beiden Wochen der Lagerung beschrieben Hogman et a. ein Absinken des
CO,-Wertes unter das Ausgangsniveau, was sich in gleichem Mal3e in den in dieser
Arbeit erzielten Ergebnissen wiederfand. Der Austausch zwischen Beutelinhalt und
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Umgebungsluft vollzog sich dabel fur CO, langsamer als fur O,, da das Beutelmaterial
fur O, besser permeabel ist alsfur CO..

4.2.2. Hamolysepar ameter

Das Ausmal3 der Erythrozytenschédigung wéhrend der Lagerung wird unter anderem
anhand des Nachweises von Stoffen, die unter physiologischen Bedingungen nur
intraerythrozytéar vorkommen, gefiihrt. Das Zugrundegehen der roten Zellen fuhrt zur
Freisetzung von Kalium, Laktatdehydrogenase (LDH) und Hamoglobin sowie deren
extrazelluldre Anreicherung im Beutelsystem. Durch den fehlenden Abtransport dieser
Substanzen spiegelt die Akkumulation das Ausmald der Zellhamolyse wider. Ein
weiterer Parameter zur Erfassung des Grades des Zelluntergangs ist die Konzentration
von freilem Eisen. Die einzige Eisenquelle in den Préparaten ist das intrazelluldr an
Hamoglobin gebundene Eisen. Der Verlauf der Zellhdamolyse kann daher anhand des

Anstiegs von freiem Eisen verfolgt werden.

4.2.2.1. Kaium

Das Kalium ist ein Uberwiegend intrazellulares on, dem wegen seiner Beteiligung an
allen elektrophysiologischen Vorgangen in der Zelle eine besondere Bedeutung
zukommt. Die intrazellulzre K*-Konzentration betragt 100 mmol/l, die
Plasmakonzentration liegt bei 3.4-5.2 mmol/l. Entlang des Konzentrationsgefélles
diffundiert K* stets passv aus der Zelle in den Extrazellularraum. Zur
Aufrechterhaltung des K onzentrationsgradienten wird es tber die Na'/K*-ATPase aktiv
wieder nach intrazellular gepumpt >’. Der kontinuierliche K*-Efflux aus den Zellen
gelagerter Erythrozytenkonzentrate ist zum einen bedingt durch die direkte Freisetzung
von K™ aus hamolysierten Erythrozyten und zum anderen durch die Erlahmung der
Na'/K*-ATPase unter Lagerungsbedingungen ®. Das Nachlassen der Enzymaktivitét
wird dabei nur unwesentlich vom ATP-Gehalt der Praparate beeinflufit; der limitierende
Faktor ist vielmehr die Temperaturabhangigkeit der ATPase. Die Aktivita der
lonenpumpe ist bei 4° C deutlich eingeschrankt, es findet kaum ein aktiver Na'/K™-
Austausch Uber die Membran statt. Die Konzentrationsgradienten der beiden lonen
bedingen den besténdigen Austritt von K* aus der Zelle und den Eintritt von Na' in die
Zelle. Bel Erwarmung der Praparate ist dieser Aktivitatsverlust der Na'/K*-ATPase voll
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reversibel. Der Wiederaufbau der lonenkonzentrationsgradienten nach Transfusion
betragt fir Na™ 24 Stunden wahrend das K*-Verhaltnis intra- zu extrazelluldr erst nach 7
Tagen wiederhergestellt ist. Der Gehalt an extrazellularem K* in den Préparaten und
nach Transfusion ist von entscheidender Bedeutung, da eine Erhthung des Ke'-
Spiegels zu einer Destabilisierung des Membranpotentials fuhrt. Am Herzen kénnen
daraus lebensgefdhrliche Extrasystolien resultieren. Studien zufolge wird nach
Massivtransfusion jedoch eher eine Hypokalidmie beobachtet, da sofort mehrere
K ompensationsmechanismen in Kraft treten ®*. Die lonenpumpen im Erythrozyten
beginnen nach Erwarmung auf 37° C erneut mit dem aktiven Transport von K™ nach
intrazelluldr. Desweiteren trégt eine Alkaliserung des Organismus durch den
Citratmetabolismus zur Einschleusung des K™ in die Zellen bei.

Die extrazelluldren K*-Werte in dieser Studie zeigten tber den gesamten Verlauf der
Lagerung einen stetigen Anstieg in beiden Gruppen. Dieser Anstieg findet seine
Ursache zum einen in der gleichméaldigen Diffusion von Kalium aus der Zelle entlang
des Konzentrationsgefalles. Die verminderte Aktivitat der Na'/K*-ATPase bei niedrigen
Temperaturen kann diesen Ausstrom nicht mehr ausreichend kompensieren. Zum
anderen bewirkt die zunehmende V erarmung der Prgparate an energiereichen Substraten
sowie die Anhaufung metabolischer Stoffwechselprodukte im Beutelsystem eine
Abnahme der Stoffwechselleistung der roten Zellen.

Die Uber 35 Tage der Lagerung signifikanten Gruppenunterschiede (MK S 6.3 mmol/ [,
VBS 3.6 mmol/ I) sind vermutlich auf den initial erhdhten pHe-Wert in der VBS
zurlckzufihren. Da die Erythrozyten den intrazelluldr herrschenden pH-Wert im
physiologischen Bereich zu halten bestrebt sind, kam es zu Lagerungsanfang zu einem
vermehrten Transport von Kalium in die Zele und im Gegenpart zu ener
Ausschleusung von H*-lonen aus der Zelle. Dadurch sank die gemessene Ke-
Konzentration in der VBS. Im Verlauf der Lagerung glichen sich die Werte fur das
extrazellulare Kalium durch die zunehmende Erlahmung der Na'/K *-ATPase wieder an.

4.2.2.2. LDH (Laktatdehydrogenase)

Die LDH-Konzentrationen in VBS und MKS wiesen (ber den gesamten
Lagerungszeitraum einen signifikanten Gruppenunterschied auf. Die LDH-Werte in den
MKS-Préparaten waren initial bereits hoher als in der VBS und blieben Uber die
gesamte Lagerung auf einem unveradndert hoherem Niveau. Die gemessenen Ergebnisse
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stehen im Widerspruch zu den bislang zusammengetragenen Resultaten, die zumindest
initial eine bessere Qualité der MKS-Praparate zeigten. Eine hohere LDH-
Konzentration und damit eine hdhere Hamolyserate wirde alerdings auf ene
schlechtere Stoffwechselleistung der Erythrozyten bereits zu Beginn der Lagerung
hinweisen.

In der Studie von Mansouri wurde nachgewiesen, dal3 die Filtration von Vollblut im
Vergleich zur Filtration von Erythrozytenkonzentrat eine schonendere Methode der
Praparategewinnung darstellt ®2. Beim Erythrozytenkonzentrat wurden vermehrt &ltere
Erythrozyten durch die Filtration lysiert, was sich in den hoheren Hamol yseparametern
im Préparat widerspiegelte.

Vergleicht man die verwendeten Spendeverfahren, so zeigte sich bereits in friheren
Studien, dal3 der geringere Sammlungsschaden wéhrend der Spende in den Préparaten
der MKS im Vergleich zur VBS eine verbesserte Erhaltung des Stoffwechsels
ermoglicht 2. Demzufolge sind die Hamolyseparameter as Indikator fiir eine
Schéadigung der Erythrozyten in MKS-Préparaten niedriger als in den herkdmmlich
gewonnenen Prgparaten. Entgegen dieser Ergebnisse waren die Hamolyseparameter in
dieser Arbeit zu jedem Mel3zeitpunkt in der MKS deutlich héher as in der VBS. Eine
ursachliche Klarung dieser Konstellation war mittels der untersuchten Parameter nicht
moglich.

Interessant ist, dald die LDH-Konzentration sich in den ersten drei Lagerungswochen im
Vergleich zum Ausgangswert in beiden Gruppen nicht verdnderte. Dieser
Qualitéatserhalt der Erythrozyten Uber drei Wochen zeichnete sich als Trend bereits bel
den in diesem Zeitraum nur langsam ansteigenden K*-Werten ab.

Die Zunahme der LDH-Konzentrationen ab Tag 35 zeigte die ab diesem Zeitpunkt

zunehmende Schéadigung der gelagerten Erythrozyten.
4.2.2.3. Eisen

Der Eisenbestand des Organismus gliedert sich in Hameisen (70%), Speichereisen
(18%), Funktionseisen (12%) und Transporteisen (0.1%). Eisen wird intrazelluldr in
Form von Ferritin oder Hamosiderin gebunden, der Transport erfolgt Uber den
Transferrin-Eisen-Komplex. Das Funktionseisen findet sich im Myoglobin und in
eisenhaltigen Enzymen. Der grofdte Teil des Kdrpereisens findet sich im Hamoglobin
gebunden. 1 g Hamoglobin enthélt 3.4 mg Eisen. Die Konzentration an freiem Eisen in
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den Prdparaten ist ein Indikator for das Ausmald der Zellschadigung Uber die
Lagerungszeit, da das Hamesen durch die Abzentrifugation von Plasma und
Plasmaproteinen die einzige Quelle fur Eisen im Beutelsystem darstellt. Weltere
Bedeutung kommt dem Eisen bel der Entstehung freier Radikale zu. Die Radikale
reagieren mit den mehrkettigen ungeséttigten Fettsduren der Zellmembran, was as
Lipidoxidation bezeichnet wird . Die Lipidoxidation spielt eine entscheidende Rolle
bel der Zelldegeneration und fihrt zu einem verfrihten Zelltod. Der Verlust
ungeséttigter Fettsduren fuhrt zu einer erhdhten Membranrigiditét, einer Reduktion des
Membranpotentials, erhdhter Permeabilitdt fur lonen und schliefdlich  zur
Membranruptur 8. Im geschlossenen Entnahmesystem wird dieser Zelluntergang noch
verstérkt durch die vermehrte Exposition der roten Zellen mit Sauerstoff und die
fehlende Regenerationsmoglichkeit zerstorter Zellstrukturen durch den fehlenden
Stoffaustausch.

Die in dieser Arbeit ermittelten Konzentrationen an freiem Eisen lagen fir die MKS in
jeder untersuchten Lagerungswoche signifikant Uber den Werten der VBS. Die
Endwerte betrugen in der VBS 39.5ug/ dl und 106.8 pg/ dl in der MKS. Als Indikatoren
fir die verbesserte Produktequalitét der MKS aufgrund des geringeren
Sammlungsschadens wahrend der Spende werden von anderen Autoren insbesondere
die niedrigeren Hamolyseparameter angefiihrt # % % Dieses traf im untersuchten Fall
alenfalls (statistisch nicht signifikant), und beschrénkt auf die ersten beiden Wochen
der Lagerung, fur das freie Hb zu. Dagegen waren fir die LDH-Konzentration sowie fur
das freie Eisen von Anfang an bei den MK S-Prgparaten hochsignifikant hthere Spiegel
zu verzeichnen. Die Ursache fir diese Werteentwicklung in den Apheresepréparaten
bleibt unklar.

4.2.2.4. Mikrovesikel, freies Hamoglobin (Hb) und Hamolyserate

Zur genaueren Quantifizierung des Ausmalles der direkten Zellschadigung bzw. einer
verminderten Uberlebensfahigkeit der Zellen durch Membranschaden wird der Gehalt
an freiem Hamoglobin im Entnahmesystem gemessen. Hdmoglobin wird zum einen aus
lysierten Erythrozyten freigesetzt, zum anderen kommt es zu einem Substanzverlust an
der Erythrozytenmembran. Membranbestandteile werden in Form von Mikrovesikeln
abgeschieden, welche ebenfalls freies Hamoglobin enthalten ®. Die Mikrovesikel-
bildung in gelagerten Erythrozyten geht einher mit dem Verlust von ATP und ist
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demzufolge ein Indikator fir die zunehmende Funktionsbeeintréachtigung und
verminderte Uberlebensfahigkeit der Zellen. 70% des freien Hamoglobins im
Beutelsystem ist in den Mikrovesikeln gebunden, nur knapp 30% sind durch
Zellhamolyse bedingt ®. Dieser VVorgang der Membranvesikulation tritt nicht nur unter
Lagerungsbedingungen in vitro auf, sondern wird von Dumaswala et a. auch in vivo
nachgewiesen ®. Die verlorene Membransubstanz der roten Zellen verursacht eine
Veranderung der Zellform von bikonkav hin zu sphérozytisch. Die verringerte
Verformbarkeit der sphédrozytischen Erythrozyten beeinflu®t die Flief3féhigkeit der
Zéellen und fuhrt zu ihrer frihzeitigen Entfernung aus der Zirkulation durch das retikul o-
endotheliale System der Milz. Auch die Mikrovesikel, welche ebenfalls potentiell die
Mikrozirkulation beeintrachtigen, werden in der Milz aus der Zirkulation gefiltert %.
Das Ausmald der Zellhdmolyse in den Préparaten Uber den untersuchten Lagerungs-
zeitraum wird Uber die Berechnung der Hamolyserate dargestellt. Die Hamolyserate ist
definiert as Qualitétsmarker der Erythrozyten am Ende der Lagerung und soll 0.8 % der
Erythrozytenmasse nicht tibersteigen .

Die in dieser Studie untersuchten Konzentrationen des freien Hbs stiegen in beiden
Gruppen bis Tag 35 der Lagerung nur maiig an. Danach kam es zu einem steilen
Anstieg auf einen Endwert von 191.5 mg/ dl in der VBS und 209.8 mg/ dl in der MKS.
Ein signifikanter Gruppenunterschied bestand nur am ersten Tag der Lagerung. Die
Ausgangskonzentration an freiem Hb war in der VBS mit 43.8 mg/ dl signifikant hdher
alsin der MKS mit 32.8 mg/ dl. Erklart wird dieser hohere Gehalt an freiem Hb mit der
durch den Sammlungsschaden wahrend der Spende in der VBS verstarkt auftretenden
Hamolyse der Zellen. Die schnelle Angleichung der Werte im weiteren Verlauf der
Lagerung ist auf die vermehrte Mikrovesikulation in der MKS zurlckzufihren. Die
ATP-Depletion der Zellen sowie die vor Beginn der Lagerung niedrigere ATP-
K onzentration begiinstigte die Entstehung von Membranvesikeln in der MKS >,

In den Korrelationsrechungen spiegelte sich der Zusammenhang zwischen ATP-
Depletion und Mikrovesikelbildung in den Prdparaten in einer signifikanten,
gegensinnigen Korrelation wider.

Die Hamolyserate stieg in beiden Gruppen Uber den Lagerungszeitraum kontinuierlich
an. An Tag 56 wurde dabei der definierte Schwellenwert von 0.8 % in der MKS (0.81
%) Uberschritten, in der VBS lag der gemessene Wert mit 0.75 % noch knapp darunter.
Die Hamolyserate bestétigte damit die gute Produktequalitédt in den ersten Wochen der
Lagerung. Im weiteren Verlauf stieg sie bis zu einem Endwert von 1.01 % in der VBS

68



und 1.29 % in der MKS. Ein signifikanter Gruppenunterschied konnte zu keinem
Mef3zeitpunkt festgestellt werden. Eine im Vergleich zur VBS deutlich erhohte
Hamolyserate as mogliche Ursache der erstmals gemessenen hohen Werte fir LDH,
Eisen und freies Hamoglobin in der MKS konnte nicht festgestellt werden. Somit findet
sich nach wie vor keine ausreichende Erklarung fur diesen Tatbestand.

4.2.3. Zusammenfassung

Die biochemischen Eigenschaften gelagerter Erythrozyten werden von vielen
Einzelfaktoren beeinflul. Die vielschichtigen Interaktionen zwischen diesen
Einflugrofien erschweren die Interpretation der gemessenen Ergebnisse. Die Rolle
einzelner Mef3parameter bel den stattfindenden metabolischen Umwandlungsprozessen
ist daher schwer zu beurteilen und in der Zusammenschau sicherlich komplexer as
dargestellt.

Die Qualitatserhatung gelagerter Erythrozyten wird vor alem durch ein ausreichendes
Substratangebot in der Nahrlosung und die Aufrechterhaltung eines hohen
intrazelluldren pH-Wertes gewahrleistet. Ein Vergleich beider Praparategruppen in den
ersten drei Lagerungswochen hinsichtlich der Veranderungen der Zellmorphologie und
der Verschlechterung der funktionellen Integritdt der roten Zellen zeigte eine
geringfligig bessere Qualitét der Apheresepréparate.

Der initial hohere intrazellulére pH in der MKS verbesserte die Stoffwechselleistung in
den Zellen und erhohte die Glykolyserate. Demzufolge sank der Glucosegehalt der
Préparate in den ersten drel Wochen schneller als in der VBS. Gleichzeitig konnte der
2,3-DPG-Gehalt in der MKS durch die vermehrte Produktion im Stoffwechsel und den
gunstigen pH-Wert aufrecht erhaten werden. Dies ist entscheidend fur die
Gewdhrleistung eines ausreichenden Sauerstofftransportes im Organismus. Die 2,3-
DPG-Konzentration in der VBS fiel hingegen bereits nach einer Woche stark ab. Der
ATP-Gehalt beider Préparate blieb drel Lagerungswochen lang auf konstantem Niveau
und fiel erst ab Beginn der vierten Woche kontinuierlich ab. Die gute Praparatequalitét
spiegelte sich ebenfalls in den erhobenen Hamolyseparametern wider. Die
Konzentration der intrazelluldren LDH war Uber drei Wochen in beiden Gruppen
unverandert zum Ausgangswert, der Gehalt an freiem Hb und freiem Eisen stieg in der
VBS nur maiig an. Nach der dritten Lagerungswoche nahm die Qualitét der
Erythrozytenkonzentrate aufgrund der zunehmenden Schéadigung der Erythrozyten
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durch Stoffwechselmetabolite, saures Umgebungsmilieu und ATP-Verarmung ab. Ab
Tag 49 war der Energieverlust so ausgepragt, da® mit einer verminderten
posttransfusionellen Uberlebensfahigkeit der roten Zellen zu rechnen ist 2. Die
Entwicklung der gemessenen Parameter verlief dabei in beiden Gruppen parallel, ein
signifikanter Gruppenunterschied bestand nicht mehr. In den MK S-Prdparaten wurden
gegen Ende der Lagerungszeit erstmals im Vergleich zu friheren Studien sehr hohe
Werte fur LDH, Eisen und freies Hb beobachtet. Die Hamolyserate war dabel nur
geringfligig hoher als in der VBS und bietet ebenso wie ale Ubrigen erhobenen
Hamolyseparameter keine ausreichende Erklarung fir diesen Sachverhalt.

Ein von Matthes et a. (1994) sowie Zeiler et a. (1997) durchgefihrter Vergleich der
beiden von Haemonetics eingesetzten Zellseparatoren MCS 3p und dem
Nachfolgemodell MCS+ zeigte fur die biochemischen Parameter eine gleichwertige
Produktqualitét %> *. Diein dieser Arbeit erstmals deutlich erhdhten Hamolysewerte in

der MKS sind dabei nach wie vor nicht erklart.
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4.3. Kapillarmikroskopie

Die Kapillarmikroskopie ist eine Methode zur qualitativen und quantitativen
Darstellung des Durchblutungszustands der Haut und dient in der klinischen
Anwendung der Beurteilung der Mikrozirkulation. Zur Untersuchung des Einflusses der
konventionellen Vollblutspende auf die Mikrozirkulation wurde die BlutfluRrate an
Einzelkapillaren des dritten Fingers am Fingermittelglied vor, eine Stunde nach sowie

24 Stunden nach der Spende gemessen.

4.3.1. Stromungstypen, Flukdifferenzen und Fliel3geschwindigkeit der kapilléren

Mikrozirkulation

Die Einfihrung der Videotechnik in den 70er Jahren machte erstmals eine Darstellung
der Perfusion in der Mikrozirkulation méglich. Erste Untersuchungen wurden an Tieren
vorgenommen und zeigten verschiedenartige Stromungsmuster. Im Kapillarnetz des
Mesenteriums von Katzen und Ratten wurde zwischen einem Strémungsverhalten vom
kontinuierlichen Typ sowie vom intermittierenden Typ unterschieden " ",

In ersten Studien am menschlichen Kapillarnetz der Nagelfalz fanden sich &hnliche
Strémungsmuster 2. Das Stromungsverhalten vom kontinuierlichen Typ zeigt dabei im
Verlauf der Messung eine nahezu konstante Blutfludrate wohingegen es beim
intermittierenden Typ zu starken Schwankungen der Blutflurate kommt. Die
gemessenen Geschwindigkeitsschwankungen innerhalb einer Kapillare betragen beim
kontinuierlichen Typ 0-2.5 mm/s und kénnen beim intermittierenden Typ Stasen von 2-
40 Sekunden verursachen 3. Bei Patienten mit Morbus Waldenstrom verringert sich die
BlutfluBrate beim kontinuierlichem Fluftyp sogar auf Werte unter 0.1 mm/s, die
mittlere FlieBgeschwindigkeit liegt zwischen 0.04 mm/s und 0.07 mm/s 2. Die
beobachteten Geschwindigkeitsanderungen treten beim Gefélgesunden simultan und
gleichgerichtet in adlen Kapillaren innerhalb eines Gesichtsfelds auf, was als
konkordanter Stromungstyp bezeichnet wird. Sehr selten kommt es zu einem
diskonkordanten Stromungsverhalten. Diskonkordante FluRverhdtnisse bis hin zur
Stromungsumkehr in einzelnen Kapillaren finden sich haufiger bei Patienten mit
Akrozyanose .

Der mittlere kapillare Blutflu® im der Kapillare vorgeschalteten arteriellen Schenkel
bewegt sich zwischen 0.60 mm/s und 0.80 mm/s, fir den vendsen Schenkel werden
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FluRraten von 0.30 mm/s bis 0.50 mm/s gefunden "°. Stiicker et a. konnten mit ihren
Messungen einen Mittelwert von 0.47 mm/s fur die Fiel3geschwindigkeit im vendsen
Schenkel der kleinsten GefaRe ermitteln .

Die Untersuchungen der Laser Doppler Anemometrie in dieser Arbeit bestétigten die
Ergebnisse fritherer Studien ™. Mit ca. 80 % aller untersuchten Kapillaren tiberwog die
Durchblutung vom kontinuierlichen Fluf3typ deutlich gegenliber dem intermittierendem
Typ (20 %).

In den gemessenen Kapillaren der Vollblutspender herrschte zu allen Mef3zeitpunkten
ein kontinuierlicher Stromungstyp vor, intermittierende FluBmuster fanden sich kaum.
Die Aufrechterhaltung einer kontinuierlichen Durchstromung im Gefé3 wird dabei
durch autoregul atorische M echanismen wie die Vasomotion gewdahrleistet.

Die CBV-Differenzen zwischen zwei unterschiedlichen Kapillaren betrugen zwischen
0.30 und 1.72 mm/s. Um diese Fulfluktuationen in die Berechnung der
Blutflugeschwindigkeit einzubeziehen, wurden die Kapillaren tber einen Zeitraum von
5 Minuten vermessen.

Die aufgezeichnete mittlere Blutflulrate lag nach der konventionellen Vollblutspendein
Ruhe bei 0.70 mm/s. Sowohl eine Stunde nach der Spende als auch 24 Stunden danach
zeigte sich keinerlel Veranderung in der Blutflul¥rate, die bestandig bel 0.70 mm/s lag.
Das Ausbleiben der erwarteten Zunahme der Blutfluf3geschwindigkeit nach der Spende
ist am ehesten auf eine zu diesem Mef3zeitpunkt bereits erfolgte Adaptation der
Mikrozirkulation an die veranderten Flief3bedingungen zuriickzufihren. Eine weitere
mogliche Erklarung ist die vermehrte Vasokonstriktion der Gefél3e nach der Spende.
Durch den grof3en Volumenverlust von 500 ml kam es bei vielen Spendern zu einem
Kéaltegefuhl. Als Reaktion des Korpers erfolgte eine Vasokonstriktion der Geféf3e mit
Verlangsamung des Blutflusses in den gemessenen Kapillaren.

Die Ergebnisse von Lang beschreiben das Vorliegen eines (berwiegend
intermittierenden Flusses nach der Multikomponentenspende. Starke Stromungs-
schwankungen zwischen 0.02 mm/s- 1.25 mm/s sowie kurzzeitige Stasen in der
Mikrozirkulation waren die Folge °.

Auch der Vergleich zur Vollblutspende zeigte nur einen tendenziellen Abfall der BFR
(p= 0.060), weshadb diese Entwicklung im Rahmen der physiologischen
Geschwindigkeitsschwankungen gesehen werden konnte.

Fal3te man ale 40 Spender in einer Gruppe zusammen, ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede im Verlauf der Blutflul3geschwindigkeit zu allen Mefizeitpunkten. Die
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BFR betrug 0.68 mm/s vor der Spende, 0.59 mm/s eine Stunde nach der Spende und
0.66 mm/s im 24-Stundenwert (Werte nicht graphisch dargestellt). Eine Steigerung der
Fliel3geschwindigkeit wie sie in der Literatur beschrieben ist, fand sich auch jetzt nicht,
was mit der kleinen Fallzahl in dieser Studie zu erkléren ist.

4.3.2. Vasomotion

Zur Aufrechterhaltung einer ungehinderten Durchblutung der kleinsten Gefal3e muf3 der
Stromungswiderstand in den Kapillaren gesenkt werden. Nach dem Hagen-
Poiseuille’schen Gesetz ist der Widerstand in dem Gefal3 am geringsten, dessen

Durchmesser sich periodisch verandert 3

. Verdnderungen im Geférdurchmesser
entstehen durch rhythmische Kontraktionen der glatten Muskulatur in den Arteriolen.
Da mehrere Arteriolen ein Kapillargebiet versorgen, wirkt sich der sténdig wechselnde
FluRwiderstand bis in die kleinsten Gefél3e des Organismus aus. Rhythmische
Durchblutungsanderungen im Kapillarnetz sind die Folge, es resultiert ein
intermittierendes Fluf3profil.

Ein Volumenverlust, z. B. durch eine Blutspende, bewirkt eine Verdnderung der Stro-
mungsverhdltnisse in der Mikrozirkulation. Durch die Hypovolamie kommt es zu einer
Verminderung der BlutfluRrate. Zur Aufrechterhaltung einer ausreichenden Perfusion
reagiert der Organismus autoregulatorisch mit einer vermehrten myogenen Aktivitét der
Arteriolen ™.

Der Volumenverlust durch die in dieser Studie durchgefiihrte Blutspende betrug in der
Vollblutspende 500 ml. Das kontinuierliche FluRprofil zu allen Mef3zeitpunkten &3t
vermuten, dal3 der Volumenverlust durch myogene Gegenregulation in den kleinen
Gefal3en vollstandig kompensiert werden konnte.

Die Ergebnisse der parallel von Lang ° untersuchten Veranderungen des FluRprofils
nach einem Volumenverlust von 650 ml nach Multikomponentenspende zeigten, dal3
die durch die MKS bedingte Hypovoldmie einen grof3eren Einfluld auf die
Mikrozirkulation der Spender ausiibte als die der VBS. Eine Stunde nach der Spende
wurde vermehrt ein intermittierendes Fluf3profil mit periodisch wiederkehrenden,

kurzzeitigen Stasen bei gleichzeitig vermindertem kapillaren Blutflul® beobachtet.

4.3.3. Der mikrozirkul atorische Hadmatokrit
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Der Anteil der roten Blutzellen im Kérper ist in den kleinen Gefél3en wesentlich
geringer alsin den grof3en Arterien. Der Hamatokrit in grof3en Geféf3en betragt 10-15 %
des Gesamt-K 6rper-Hamatokrits, der kapillare Hamatokrit liegt hingegen nur bel rund
50 % des Aortenhdmatokrits. Das liegt zum einen an der in der Endstrombahn
schnelleren Passagezeit (Fahraeus-Effekt) der Erythrozyten, zum anderen an der
Entmischung des Blutes an Gefal3aufzwei gungen im Kapillarsystem (Plasma-skimming)
>, Der Fahraeus-Effekt beschreibt eine Reduktion des dynamischen Hamatokrits um
40-50 % in den Kapillaren. Grund hierfir ist eine im Verhdltnis zu den zellfreien
Blutbestandteilen schnellere Passage der roten Blutzellen durch ihre Anreicherung im
Geféalzentrum (Axiamigration), dem Ort des schnellsten Flusses. Das Blut kann somit
nicht mehr als homogene Fllssigkeit angesehen werden, sondern bildet eine Zweli-
Phasen-Suspension ™.

Daraus erklart sich die ungleiche Perfusion des kapilldren Stromgebiets. Einige
Kapillaren enthalten vermehrt zellfreie Blutbestandteile, in anderen kommt es zu einer
Hamokonzentration. In den vorwiegend von Erythrozyten durchstromten Kapillaren
steigt die Viskositét, es resultiert eine Perfusionsminderung mit einem intermittierenden
Stréomungsmuster. Da die roten Blutzellen mit dem schnelleren Strom flief3en, bedeutet
die standige Umverteilung des Erythrozytenflusses im  Stromgebiet einen
Autoregulationsmechanismus zur Aufrechterhaltung der Perfusion >*. Sind die
Hamatokritwerte unter pathophysiologischen Bedingungen (z.B. poststenotisch gestorte
Blutverteilung) erhoht, laufen diese Kompensationsmechanismen zur FluRverbesserung
jedoch langsamer ab als be niedrigen Hamatokritwerten, was Uber eine erhohte
Viskositat und ein daraus resultierendes vermindertes Stromzeitvolumen schnell zu
einem circulus vitiosus fihrt 7.

Nicht nur der geringe Gefél3durchmesser und die dadurch bedingte Entmischung des
Blutes beeinflussen den kapill&ren Hamatokrit. Auch die vorgeschalteten Arteriolen
spielen eine bedeutende Rolle. Sie regulieren nicht nur den Stromungswiderstand und
den Perfusionsdruck sondern bestimmen Uber Vasodilatation bzw. —konstriktion den
Hamatokritwert, wobei die Gefédilatation mit einem H&matokritanstieg, die
V asokonstriktion mit eéinem Abfall des Hamatokrits einhergeht ™.

Stoérungen des regionalen Blutflusses im Sinne eines intermittierenden Flusses bzw.
einer kurzzeitigen Stase, kénnen desweiteren durch tempordre Kapillarokklusionen
bedingt sein. Rigide Erythrozyten oder Leukozyten, die zu einem reversiblen Verschluf3
des Gefélies fuhren kdnnen, sind dabei as Ausldser bekannt.
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In dieser Studie zeigte sich in der ersten Stunde nach der Vollblutspende nur ein
tendenzieller Abfall des Hamatokritwertes. Im Rahmen des bereits beschriebenen
Hamodilutionseffekts durch die Spende erkléart sich die Verminderung des Hamatokrits
im Blut. Die zum Zeitpunkt 24 Stunden nach der Vollblutspende beobachtete weitere
deutliche Verminderung des Hamatokrits ist am ehesten durch die zwischenzeitlich
eingetretene  Kompensation des spendebedingten  Volumenverlusts  bedingt
(Hamodilutionseffekt). Trotz der verbesserten rheologischen Eigenschaften des
Spenderbluts blieb die erwartete Zunahme der Blutfluf3geschwindigkeit in den
Kapillaren aus. Die gemessene Fliel3geschwindigkeit stagnierte auf Ausgangsniveau.
Grund hierfir konnte eine zu diesem Mefizeitpunkt bereits erreichte Adaptation der
Mikrozirkulation an die veranderten Flief3bedingungen sein.

Ein Vergleich mit den von Lang erhobenen Ergebnissen der MKS-Spender zeigt, dal? es
zum Zeitpunkt eine Stunde nach der Spende aufgrund des langsameren Absinkens des
Hk in der MKS bereits zu einem signifikanten Gruppenunterschied kommt. Der
gefundene signifikante Gruppenunterschied ist vermutlich auf den groferen
Volumenverlust in der MKS zurtickzufUhren. Durch die Abgabe von 400 ml Plasma
stieg der Hamatokrit im Gefal? und dies konnte trotz erfolgtem Hamodilutionseffekt
noch eine Stunde nach der Spende beobachtet werden. 24 Stunden nach der Spende
zeichnete sich eine deutliche Verminderung des Hamatokrits in beiden Gruppen ab
(jeweils p< 0.001). Der zuvor beschriebene Gruppenunterschied bestand 24 Stunden
nach der Spende nicht mehr °.

4.3.4. Die kapillare Durchstromungshomogenitét

Die Hielbedingungen (Schubspannung oder Flie3geschwindigkeit) sowie die
Flief3eigenschaften (Hamatokrit oder Plasmaviskositéat) bestimmen das Fliefdverhalten
des Blutesim Korper ™.

In der Makrozirkulation ist der FluR stabil, da Fliel¥fahigkeit und Fuiditdt aufgrund
hoher Stromungsgeschwindigkeiten nur wenig variieren. In der Mikrozirkulation &ndern
sich die Stromungsverhdtnisse. Die Fliel3geschwindigkeit wird kapillarwarts immer
kleiner, die Schubspannung immer grof3er. Die latente Neigung zur Aggregation der
Erythrozyten in den postkapilléren Venolen bewirkt erhebliche Schwankungen in der
Fluiditat des Blutes. Das Ausmal3 der rouleauxartigen Aggregation der Erythrozyten ist
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dabel abhangig von dem im Gefd? herrschenden Hamatokrit sowie von der
Plasmakonzentration hochmolekularer Eiwell3e.

Die Hiel3eigenschaften des Blutes sorgen in der Mikrostrombahn fir eine
Aufrechterhaltung der Fliel3geschwindigkeit. Hier sind besonders die Verformbarkeit
der Erythrozyten, ihre Orientierungsstabilitét im Geféld sowie ihre panzerkettenartige
Membranrotation zu nennen. Ein weiterer wesentlicher Faktor ist der bereits
beschriebene Fahraeus-Effekt, der eine Erniedrigung des Stréomungswiderstandes
erzielt.

Die Erhaltung der kapillaren Durchstromungshomogenitét ist entscheidend fir die
Gewdhrleistung ener ausreichenden Blutversorgung und enes standigen
Metabolitenabtransports. Stérungen der Perfusionshomogenitét durch Strémungs-
verlangsamung resultieren in einer Abnahme der Blutfluiditét, die dadurch erhthte
Viskositét fiihrt zu einer Zunahme des Stromungswiderstands bis hin zur Stase. Uber
die Anhebung der Stromungsgeschwindigkeit reguliert der Korper die Stabilisation der
FlieReigenschaften und verhindert so eine Stase im Gefdl3. Trotz des niedrigen
mikrovaskuléren Hamatokrits wird somit eine ausreichende Sauerstoffversorgung des
Kapillarbettes gewahrleistet.

Neben der Stase als einem Stromungsbild bei gestorter Durchblutungshomogenitét tritt
in  bestimmten Kreislaufabschnitten eine Uberperfusion auf, welche jedoch
pathognomonisch weniger wichtig ist als die Blutstase.

Im Rahmen der konventionellen Vollblutspende konnte in der vorliegenden Arbeit
keine signifikante Veranderung der Blutflulrate beobachtet werden. In Kenntnis der
physiologischen Grundlagen und in Anbetracht deutlich verbesserter rheologischer
Parameter wére eine Zunahme des Flusses aufgrund des Hamodilutionseffekts zu
erwarten. Die rheologischen Eigenschaften des Blutes spiegelten, erkennbar im
signifikanten Abfall des Hamatokrits (p< 0.001), der Verringerung der Plasmaviskositat
auf 64 % sowie der Abnahme des Albumins und Fibrinogens, eindeutig den
Hamodilutionseffekt der Spende wider °. Jedoch blieb eine reaktive Erhthung der
BlutfluRgeschwindigkeit aus.

Die Blutstromungsgeschwindigkeit stellt einen Mittler zwischen Hamodynamik und
Flieverhalten dar. Dal’ die Ergebnisse dieser Arbeit die beschriebenen rheologischen
Regulationsmechanismen nicht wiedergeben, 183 sich mit dem begrenzten Gesichtsfeld
in der kapillarmikroskopischen Untersuchung erklaren. Die Messung erfolgte
vermutlich vor alem in Kapillaren, in denen eine Stase a's Folge des Volumenverlustes
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und autoregulatorisch bedingter starker Flufl3schwankungen zu verzeichnen war.
Weiterhin denkbar wére, dal? das untersuchte Kapillargebiet zuféllig jenen Gefélbereich
erfaldte, in dem durch die Entmischung des Blutes bei niedrigem Hamatokrit nur wenige
Erythrozyten den Gefal3durchmesser durchstromten. Fir 24 Stunden nach der Spende ist
eine bereits eingetroffene Anpassung des Stromungsverhaltens an die verbesserte

Rheologie zu postulieren. Der Blutfluf3 zeigte sich entsprechend im Normbereich.

4.3.5. Die Hautdurchblutung und ihre Regulation

Vasokonstriktion und Vasodilatation regulieren die Blutzufuhr in den Gefél3en der Haut
und gewéhrleisten dadurch ihre konstante Durchblutung. Die Tonusveranderung der
glatten Muskelfasern in den Gefal3wanden ist sowohl fur die Vasokonstriktion mit einer
Verminderung der Blutzufuhr als auch fur die Vasodilatation mit einer Vermehrung der
Durchblutung verantwortlich. Der Gefaldtonus unterliegt neuronalen, myogenen und
humoralen Einfluf¥faktoren. In Ruhe Uberwiegt ein leicht vasokonstriktorischer
Grundtonus 2.

Eine wichtige Einflu3grof3e auf die Perfusion der Haut stellt die Hauttemperatur dar.
Der temperaturneutrale Bereich liegt zwischen 27.3° C und 30.5° C. Unterhab dieses
Referenzbereiches verringert sich der Blutfluf3 bis hin zur Stase, oberhalb kommt es zu
einem starken Anstieg der Durchblutung *.

Provokationsmanover wie arterielle Okklusion sowie thermische Reizung Uben
ebenfals Einflu auf die Durchblutung der Haut aus. Die Stauung arterieller Gefal3e
fuhrt zu einer Uberschieffenden, passageren Mehrdurchblutung. Dabei ist die Dauer des
Staus entscheidend fur die Reaktion des Gefal3systems. Erfolgt die Stauung nur fur
Sekunden, kommt es durch das einschief3ende Blut zu einer Dehnung der Gefal3wand,
welche reflektorisch  wiederum ene Vasokonstriktion bewirkt. Auf ene
BlutfluBnormalisierung folgt demnach ein erneuter Stopp der Durchblutung. Dauert die
Okklusion mehrere Minuten an, kann eine reaktive Mehrdurchblutung Uber den
Ruhefluf3wert beobachtet werden. Ursache hierfir sind metabolische Faktoren.

Auf eine Warmeprovokation reagiert die Haut mit Hyperamie und einer Mehrperfusion
durch Vasodilatation. An den Akren werden dabel verstdrkt die arterio-vendsen
Anastomosen durchstromt. Die Flief3geschwindigkeit erhoht sich dabei auf biszu 1.01 £
0.57 mm/s. Bel der Kéalteprovokation der Haut werden Kihimedien von 4° C bis 16° C
eingesetzt. Ab einer Temperatur von 10° C empfindet der Korper die Exposition als
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unangenehm. Gleich nach Eintauchen der kontralateralen Hand in ein Wasserbad von
15° C beobachtet Butti eine drei bis zehn Sekunden anhaltende Verminderung der
BlutfluRrate sowie einen Flufistopp von funf bis zehn Sekunden bel gleichbleibender
Hauttemperatur °. Der Grund liegt in einer reflektorischen Vasokonstriktion. Insgesamt
ist die Blutfluldrate gegenuber dem Ausgangswert nicht signifikant vermindert.
Desweiteren bestent eine Zunahme der Ful¥fluktuationen wahrend kontralateraler
Kuhlung, welche sich nur auf das Kapillargebiet erstreckt und in der digitalen arteriellen
Pulsamplitude nicht nachweisbar ist.

Die Kontrolle der Hauttemperatur der zwanzig Spender wahrend der
kapillarmikroskopischen Untersuchungen wurde durch enen Thermofthler am
Fingergrundglied gewdahrleistet. Die ermittelten Hauttemperaturen lagen tUberwiegend
im Referenzbereich. Bei einem Probanden lag die Fingertemperatur nach der Spende
unterhalb des Normbereiches, was eine Flul3minderung zur Folge hatte und im Rahmen
der Kreislaufbelastung durch die Spende betrachtet werden kann. Ebenso ist ein haufig
auftretendes Kétegefihl bei den Spendern wéahrend und nach der Spende zu
interpretieren. Moglicherweise ist die Vasokonstriktion der Gefd3e bei Kélte und die
daraus resultierende Verlangsamung des Blutflusses mitverantwortlich fir die trotz

verbesserter Rheol ogie unverénderte BlutfluRgeschwindigkeit nach der Spende.
4.3.6. Flief3geschwindigkeit in Fingerarterie und Mikrozirkulation

Schon die vergleichende Untersuchung von Richardson zeigten unterschiedliche
FlieRgeschwindigkeiten in der Fingerarterie und Nagelfalzkapillare ®. Die Messung der
FluRrate bei einer Hauttemperatur von 32° C Uber 5 Minuten ergab fur beide Gefalze
aperiodische Fluktuationen, wobel in der Fingerarterie anders als in der Nagelfalz
pulsabhéngige Schwankungen eine Rolle spielten. Die Flufdgeschwindigkeit lag in der
Fingerarterie bei 4.0 cm/s, die Durchschnittsfliel3geschwindigkeit der Nagelfalz-
kapillaren betrug 0.2 mm/s.

Die FHulRRveranderungen in Fingerarterie und Nagelfazkapillare verliefen dabei vaollig
unabhangig voneinander. Eine Verringerung des Flusses der Digitalarterie von 72 % trat
gleichzeitig mit einer Steigerung des Flusses um 34 % in der Nagelfalz auf. Eine
maogliche Erklarung fur dieses Phanomen liegt Richardson zufolge im Verschlul®
arterio-vendser Anastomosen. Der Flu3 in der Digitalarterie wird dadurch verlangsamt
wahrend in der Nagelfalz eine FluRerhthung zu beobachten ist.
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Nicht nur die Anderung der FluRraten erfolgte in den Fingerarterien unabhangig von
den Veranderungen in der Nagelfalz. Auch die Druckverhdtnisse sowohl im
zentralarteriellen als auch im pr& und postkapilldren System korrelierten nicht
miteinander.

Die Hamodynamik in den regionalen Versorgungsgefdlden 18 demnach keinen
RiickschluR auf kapillare Verhaltnisse zu .

Die Resultate der in dieser Arbeit durchgefthrten kapillarmikroskopischen
Untersuchungen nach herkdmmlicher Vollblutspende zeigten keine wesentlichen
Veradnderungen der Blutflufdrate im Vergleich zur Ruheflief3geschwindigkeit des Blutes
im kapillaren System. Allerdings |83t dieser begrenzte Ausschnitt aus den kapilléren
FluRverhdtnissen keine reprasentative Aussage Uber das Flieldverhalten in der
Mikrozirkulation zu ®. Die Laseranemometrie bietet demnach nur einen lokalen Befund
und sollte durch erginzende Untersuchungen, z.B. die Messung des regionaen
Blutflusses, bei der klinischen Einschdtzung pathologischer Stromungsverhaltnisse
erganzt werden. Die in dieser Studie erzielten Ergebnisse fur die BlutfluRrate sind im
Sinne einer lokalen Anpassung an die veranderten Flufbedingungen zu verstehen,
konnen jedoch keinen Aufschluld Gber das FluRverhalten in anderen Bereichen der

Mikrozirkulation geben.

4.3.7. Zusammenfassung

Die Regulation der Blutfluf3geschwindigkeit in der kapillaren Mikrozirkulation
unterliegt einer Vielzahl von Einflul3faktoren. Grofere Volumenschwankungen, wie sie
durch eine Vollblutspende verursacht werden, aktivieren eine Rehe von
Regul ationsmechanismen zur Aufrechterhaltung einer ausreichenden
Sauerstoffversorgung des Kapillarbetts.

Die eine Stunde nach Spende weiterhin unveranderte Blutflu3geschwindigkeit ist am
ehesten mit ener autoregulatorischen, vasomotorischen Mehrkompensation des
eingetretenen Volumenverlustes bei noch fehlendem Hamodilutionseffekt zu erkléren.
24 Stunden nach der Spende ist die Fliel3geschwindigkeit nach wie vor auf
Ausgangsniveau. Bei jetzt deutlich verbesserter Rheologie mul von einer zu diesem
Zeitpunkt bereits erfolgten Anpassung an die verdnderten Stromungsverhaltnisse

ausgegangen werden.
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Die Komplexitét im Zusammenspiel der genannten hdmodynamischen Wirkgrofen |aft
jedoch vermuten, dal3 die Regulation der Blutfluf3geschwindigkeit vielschichtiger
erfolgt als dargestellt.

Zur genaueren Erfassung der rheologischen und hdmodynamischen Veranderungen
waére es daher Uberlegenswert, diese zu anderen Mef3zeitpunkten zu untersuchen, falls
die gewdhlten Zeitraume eine Stunde nach sowie 24 Stunden nach der Spende die
ablaufenden Korrekturmechanismen nicht bzw. nicht mehr erfassen.

Desweiteren ermoglichte die Kapillarmikroskopie lediglich die Darstellung vereinzelter
Kapillaren in einem begrenzten Gesichtsfeld. In den durchgefiihrten Untersuchungen
fand sich keine Verénderung der Blutfluf¥rate, was jedoch keine reprasentative Aussage
Uber das Fliefdverhalten in der Mikrozirkulation erlaubt. Um einen genaueren Eindruck
von den Stromungsverhaltnissen nach der Spende zu erlangen, wirde die kombinierte
Laser Doppler Anemometrie von Kapillargebiet und regionalem Blutflu® Uber eine
groflere Aussagekraft verfugen.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit im Vergleich zu den Resultaten von
Sticker et a. eine durchschnittliche Blutflul3geschwindigkeit entsprechend den
Vorbefunden . Die Interpretation dieser Werte erlaubt demnach die Behauptung, auch
unter Berticksichtigung der besonderen thermalen und nutritiven Verhdltnisse an der
Nagelfalz, dal3 auch die Darstellung der Kapillaren am Fingermittelglied Verénderungen
in der Mikrozirkulation erkennen und sich somit as eine geeignete Methode in der
klinischen Medizin etablieren kann.
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V Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte im ersten Tell in einem prospektiven Paarvergleich
mit cross-over die biochemische Qualitét von Erythrozytenkonzentraten, die mittels
konventioneller Vollblutspende bzw. maschineller Multikomponentenspende gewonnen
und Uber einen Zeitraum von 63 Tagen gelagert wurden. Je zehn gesunde Probanden
gpendeten 500 ml  Vollblut (VBS) bzw., mittels Zellseparator, 200 ml
Erythrozytenkonzentrat und 400 ml Plasma (MKS). Nach acht Wochen erfolgte ein
cross-over der Gruppen. Nach Komponentenseparation des Vollblutes wurden die
Erythrozytenkonzentrate beider Gruppen gefiltert und in PAGGS-M Additiviésung
gelagert. Uber einen Beobachtungszeitraum von 63 Tagen erfolgte eine wochentliche
bzw. 14-t&gige Untersuchung ausgewdhlter biochemischer Parameter, um
Auswirkungen der unterschiedlichen Spendeverfahren auf die Blutproduktequalitét zu
erfassen. Dabei wurde die Uberlebensfahigkeit der roten Zellen anhand des ATP-
Gehaltes, ihre Sauerstoffabgabefahigkeit mittels des 2,3-DPG-Spiegels sowie die
Zellschadigung durch die Bestimmung mehrerer Hamolyseparameter bewertet. Dabel
fanden sich, ungeachtet des Herstellungsganges (VBS - MKYS), in den ersten drei
Wochen nur geringfigige Hinweise auf eine lagerungsbedingte Alteration der
Erythrozyten. Dies wird durch den unverénderten Gehat an ATP sowie die nur
langsame Abnahme des 2,3-DPG-Spiegels deutlich. Nach der dritten Lagerungswoche
nahm die Quadlitdt der Erythrozytenkonzentrate aufgrund einer zunehmenden
Zellschadigung und Verarmung an Energietrégern ab. Aus den erzielten Resultaten geht
hervor, dal3 keines der beiden Spendeverfahren dem anderen wesentlich Uberlegen ist,
sondern beide Methoden Préparate von hoher Qualitét lieferten. Eine urséchliche
Klarung der héheren Konzentrationen von LDH, Eisen und freiem Hb in der MKS
konnte nicht erfolgen. Wenngleich die Anwendung der automatisierten
Blutkomponentenspende keine entscheidenden Verbesserungen in der Produktequalitét
verspricht, so sind der Wegfall der Komponentenseparation und die Gewinnung
mehrerer Pr8parate von nur einem Spender wichtige Aspekte, die den Einsatz der
Zellseparatoren zu rechtfertigen vermogen. Bei einem verlangertem Spendeintervall ist
die Multikomponentenspende als eine unbedenkliche Methode der Blutpraparate-
gewinnung einzustufen.

Der zweite Teil der Arbeit befaldte sich mit den Auswirkungen der Spende auf die Blut-
fluRgeschwindigkeit und BlutfluRrate in den Fingerkapillaren der Blutspender.

Bei jeweils 20 gesunden Probanden wurde eine 500 ml umfassende Vollblutentnahme
durchgefuihrt. Zum Zeitpunkt vor, eine Stunde nach sowie 24 Stunden nach der Spende
wurde die Blutflulrate kapillarmikroskopisch mit dem CAM 1 Laser Doppler
Anemometer am Fingermittelglied des dritten Fingers der linken Hand bestimmt.

Dabel lieffen sich, im Gegensatz zu in der Literatur beschriebenen Ergebnissen, keine
signifikanten Steigerungen der kapilléren BlutfluRrate nachweisen. Vermutlich sind die
relativ geringen Entnahmemengen und die hierdurch bedingten, minimalen
Mel3unterschiede, nicht zuletzt auch deren hohe Standardabweichungen, dafir
verantwortlich.
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VI Meldwertelibersicht

Vergleich

des

Einflusses

von

konventioneller

Vollblutspende

und

Multikomponentenspende auf die klinisch-chemischen Verdnderungen im Blut der

Spender sowie die metabolischen Umwandlungsprozesse in den gelagerten Préparaten

Uber einen Zeitraum von 63 Tagen. Darstellung der Blutfluf¥ate in Kapillaren des

Mittelgliedes des 3. Fingers nach konventioneller Vollblutspende.
Dargestellt sind die Mittelwerte (MW) der einzelnen Mel3parameter zu den jeweiligen

Mef3zeitpunkten mit den zugehdrigen Standardabweichungen (SD). Signifikante

Unterschiede zwischen den untersuchten Kollektiven sind durch Sternchen (*)

gekennzeichnet:

*signifikant (p< 0.05), ** hoch signifikant (p< 0.01), ***hdchst signifikant (p< 0.001)

M ef3par ameter Vor Spende | Eine Stunde nach Spende | 24 h nach Spende
Spender VBS/IMKS VBS/MKS VBS/MKS
Hb MW 14,4/ 14,5 14,1/ 14,5** 13,1/ 13,3
(g/dl)
SD [£1,06/0,94 +1,24/1,05 +1,22/1,33
Hk MW | 438/44,4 43,4 | 44,7** 40,0/ 40,7
(%)
SD |+2,96/2,72 +3,55/ 3,15 13,66/ 3,94
Albumin MW 4,6/ 4,6 45745 44145
(g/di)
SD [+02,3/0,26 +0,29/0,29 +0,26/ 0,29
Fibrinogen MW | 259/257 2,51/ 2,46 2,39/2,35
o)
SD [+0,51/0,56 +0,40/ 0,51 +0,35/0,51
Gesamteiwei |MW | 7,10/7,13 6,87/ 6,85 6,73/6,75
(g/di)
SD [+0,32/0,40 +0,40/ 0,43 +0,38/0,39

Tabédle 4: Klinisch-chemische Parameter im Spenderblut vor, eine Stunde nach und 24
Stunden nach der Spende (x £ SD, n= 20).
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M ef3- Tagl Tag7 Tag 21 Tag 35 Tag 49 Tag 63
para-
meter VBS/IMKS | VBSIMKS | VBSMKS VBSIMKS | VBSMKS | VBS/IMKS
Glucose | MW | 100,0/ 100,0 | 89,5/ 81,1*** | 68,6/ 53,1*** | 54,1/ 32,6*** | 40,5/ 17,9*** | 31,6/ 7,2***
(%)
SD | +0,0/ 0,0 +6,9/ 5,5 +4,9/ 5,3 +6,1/ 5,3 +8,7/ 79 18,5/ 6,6
Laktat |[MW]3,6/42 10,1/ 11,8** | 21,0/ 24,8** | 30,2/ 34,9** |36,0/ 41,0* |41,2/ 45,0**
(mmol/l)
SD | £149/1,36 (+1,71/1,34 |+2,13/191 |+2,89/2,07 |£2,99/3,30 [£3,55/ 3,54
2,3-DPG | MW ] 10,8/ 14,5** 6,2/ 14,8*** [2,7/ 3,3 1,7/21 14/ 1,7 1,3/13
(umol/g
Hb) SD |+2,80/2,03 |[+3,15/2,40 |+1,60/1,22 |+0,67/1,10 |£0,350,62 [+0,35/0,24
ATP |MW]2,12/1,95* 2,17/ 2,00* 2,04/ 2,03 1,69/ 1,63 1,26/ 1,24 0,86/ 0,76
(umol/g
Hb) SD 10,18/ 0,22 [+0,22/0,23 |%0,27/0,20 |+0,28/0,22 |+£0,23/0,24 |+0,20/0,19
pH i, MW | 7,21/ 7,33*** | 7,10/ 7,20*** | 6,93/ 7,00*** | 6,75/ 6,77 6,57/ 6,59 6,43/ 6,45
SD | 0,06/ 0,03 [+0,05/0,04 |+0,05/0,07 |+0,07/0,05 [+0,050,08 |+0,06/0,11
pH o |MW]8,36/8,25 8,10/ 7,83** | 7,70/ 7,65 7,251 7,24 6,88/ 6,90 6,62/ 6,55
SD |+0,29/0,41 (+0,22/0,26 |+0,11/0,15 |+0,09/0,08 [+0,07/0,09 |+0,05/ 0,04
pO, MW ] 62,2/ 64,4 73,7/ 84,9 113,8/ 1132 |233,2/ 215,8 |264,9/259,5 |276,5/ 273,2
(mmHgQ)
SD |£14,9/17,9 |[+20,9/259 |+43,1/520 |+34,5/48,7 |£17,5/17,0 [+14,4/15,6
SO, MW | 53,1/ 65,2** | 59,0/ 70,7* 77,3/ 85,5 92,6/ 91,9 99,8/ 99,8 99,8/ 99,8
(%)
SD |£17,5/155 |(+18,3/13,7 |+23,0/16,1 |+11,1/10,0 |[%0,0/0,0 +0,0/ 0,0
pCO, |MW|69,3/ 61,4 82,2/ 76,3* 87,7/ 97,1** [69,4/ 82,3** |50,2/ 57,4* 25,5/ 27,2
(mmHgQ)
SD |+£9.4/7,2 +7,5/ 7,8 +8,7/ 11,4 +10,9/ 8,7 +7,2/ 8,2 +6,3/ 6,7
Kalium | MW ] 3,6/ 6,3*** 18,8/ 29,1*** | 41,2/ 48,1* 57,0/ 61,8* 67,5/ 71,9 78,1/ 77,8
(mmol/l)
SD |+0,99/154 ([+1,82/8,40 |+3,06/8,15 |+4,50/816 [+6,33/8,98 |+6,89/8,01
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M el3- Tag 1 Tag 7 Tag 21 Tag 35 Tag 49 Tag 63
para-
meter VBS/MKS | VBSIMKS | VBS/IMKS | VBSMKS | VBSMKS VBSMKS
LDH |MW]30,8/60,0***|34,9/ 67,5*** | 36,3/ 68,8*** | 47,4/ 76,6*** | 64,6/100,9*** | 11,5/ 175,3**
un
SD |£11,3/12,1 |+10,4/13,8 (+12,3/12,8 |+14,9/17,4 |[+20,4/22.2 +38,3/ 66,6
Eisen |MW]7,2/26,3*** |14,9/40,3*** | 24,1/ 70,1*** | 30,3/ 90,8*** | 36,1/98,6*** | 39,5/106,8***
(ng/ di)
SD |+5,9/8,38 +4,4/ 8,0 +6,8/ 13,2 5,1/ 13,2 9,7/ 17,6 18,6/ 15,5
Hamo- | MW]0,28/ 0,22 0,30/ 0,26 0,28/ 0,30 0,37/ 0,39 0,54/ 0,58 1,01/ 1,29*
lyserate
(%) SD |+0,09/0,05 |+0,11/0,06 [+0,05/0,05 |+0,20/0,09 [#0,17/0,18 +0,63/ 0,68

Tabelle 5: Verlauf biochemischer Parameter in VBS und MKS Uber 63 Tage (x = SD,

n= 20).
M el3parameter Vor Spende| Eine Stunde nach Spende | 24 h nach Spende
VBS VBS VBS
BlutfluRBrate MW 0,72 0,68 0,71
mm/s
SD +0,37 +0,24 +0,25
Blutflul3rate
mm/s 1,72 1,32 1,47
(schnéllste Kapillare)
Blutflul3rate
mm/s 0,30 0,38 0,27
(langsamste K apillare)

Tabelle 6: Blutflu¥rate in der VBS vor, eine Stunde nach und 24 Stunden nach der Spende
(x = SD, n=20). Schnellste bzw. langsamste BFR.
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VII Abkulrzungsverzeichnis

Abb.= Abbildung

ACD= Acid-Citrat-Dextrose

ADP= Adenosindiphosphat

ATP= Adenosintriphosphat

BFR= BlutfluRrate

CBV= Capillary blood cell velocity

CDP= Citrat-Phosphat-Dextrose

° C=Grad Celsius

CO,= Kohlendioxid

DEHP-= Diethylhexylphtal at

DPG= Diphosphoglycerat

EDTA= Ethylendiamintetraacetat

GAPDH= Glycerinal dehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GDH= Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase
Hb= Ha&moglobin

Hk= Hamatokrit

H,PO, = Dihydrogenphosphat

K*= Kalium

KG= Korpergewicht

LDH= Laktatdehydrogenase

MgCl,= Magnesiumchlorid

MK S= Multikomponentenspende

MW= Mittelwert

Na'= Natrium

NAD"= Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
NADH= Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid, reduzierte Form
NH4"=Ammonium

O,= Sauerstoff

p= Wahrscheinlichkeit

PAGGS-M= Phosphat-A denin-Glucose-Guanosi n-Sodium-Mannitol
PG= Phosphoglycerat

PGA= Phosphoglycerat, gepuffert
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PGK = Phosphoglycerat-Kinase
PGM = Phosphoglycerat-M utase
P= anorgani sches Phosphat
pCO,= Kohlendioxidpartialdruck
pO,= Sauerstoffpartialdruck

PV C= Polyvinylchlorid
SAG-M= Saline-Adenin-Glucose-Mannitol
SD= Standardabweichung

SO,= Sauerstoffsattigung

TIM= Triosephosphat-1somerase
U= Umdrehungen/ min

VBS= Voallblutspende
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