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1 Einleitung

1.1 Grundlagen: Blutbestandteile und deren Aufgaben

Menschliches Blut besteht aus zellularen Bestandteilen und dem Blutplasma. Bei
den Blutzellen lassen sich Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten unter-

scheiden.

Das Blut und seine Bestandteile Ubernehmen im Kdrper eine Vielzahl von lebens-
wichtigen Aufgaben. So sind neben der Immunabwehr und der Blutgerinnung
auch die Aufrechterhaltung des pH-Wertes und vor allem die Transportfunktion

des Blutes fiir Gase, Nahrstoffe und Hormone zu nennen.

1.1.1 Erythrozyten

Erythrozyten sind kernlose Zellen, die den Hauptteil der Blutzellen ausmachen.
Sie sind scheibenférmig mit zentraler Eindellung und haben einen Durchmesser
von ca. 7,5um. Sie sind auf Grund ihrer Form ideal fir den Sauerstofftransport
im Blut geeignet (siehe Kapitel Transportfunktion) und besitzen auRerdem eine
gute Verformbarkeit. Diese Eigenschaft verlieren die Erythrozyten allerdings, und
nach 90-120 Tagen Uberlebenszeit werden sie aus der Blutbahn entfernt. Hierbei
werden die Uberalterten Erythrozyten in Milz, Leber und Knochenmark abgebaut.
(Konigshoff, 2007; Lang and Lang, 2007)

1.1.1.1 Osmotische Resistenz

Die osmotische Resistenz bezeichnet die Widerstandsfahigkeit eines Erythrozy-
ten in einem hypotonen Umgebungsmedium. Gibt man Erythrozyten in eine hy-
potone NaCl-Lésung, so gelangt durch Osmose Fliussigkeit ins Zellinnere, der
Erythrozyt wird bis zur Kugelform aufgeblaht. Bei einer NaCl- Konzentration von
0,34% kommt es bei allen Zellen zu Membrandefekten mit Hamoglobinaustritt;
es liegt eine vollstandige Hamolyse vor. (Huppelsberg and Walter, 2009; Lang
and Lang, 2007)



1.1.1.2 Eryptose

Neben der Hamolyse ist der suizidale Erythrozytentod die zweite Moéglichkeit zur
Eliminierung von Erythrozyten. Die sogenannte Eryptose wird durch verschie-
dene Faktoren stimuliert, u.a. zahlen hierzu oxidativer Stress und hyperosmoti-
scher Schock.

Sie ist gekennzeichnet durch Schrumpfung der Zelle, Blebbing (Blaschenbildung)
der Zellmembran und Exponierung von Phosphatidylserin auf der Zelloberflache
durch ,Scrambling“ der Zellmembranphospholipide. ,Scrambling“ beschreibt hier-
bei die Translokation von Phosphatidylserin von der inneren auf die aul3ere

Schicht der Zellmembran durch das Transportprotein Scramblase.

Erhalt der Erythrozyt ein Signal zur Eryptose, werden, z.B. durch oxidativen
Stress, unselektive Kationenkanale aktiviert. Durch hyperosmotischen Schock
erfolgt eine Ausschittung von Prostaglandin E2, was ebenso die Offnung unse-
lektiver Kationenkandle verursacht. Dadurch kommt es zu einem intrazellularen
Ca?*- Anstieg. Dies fuhrt zu weiteren Effekten. Zum einen wird das Enzym
Scramblase aktiviert, welches Phosphatidylserin von der inneren Schicht der
Zellmembran auf die AuBenseite fihrt. Zum anderen wird das Enzym Calpain,
welches Spektin und Ankyrin an der Zellmembran abbaut, aktiviert, was durch
den Abbau des Zytoskeletts zum Blebbing der Membran fiihrt. Weiterhin werden
Calcium-abhéngige Kaliumkanale aktiviert, wodurch es zu einer Hyperpolarisa-
tion der Zellmembran kommt. Dies versucht die Zelle durch Chloridausstrom zu
kompensieren, was aber eine extrazellulare Hyperosmolaritat verursacht, die zu
Wasserverlust und damit der Schrumpfung der Zelle fuhrt. (Lang and Lang, 2015;
Lang et al., 2012)



1.1.1.3 Erythrozytenparameter

Hamatokrit (HCT)

Der Hamatokrit ist definiert als der Volumenanteil aller Blutzellen am gesamtem
Blutvolumen. Der Hamatokrit kann als Parameter fir das Volumen der Erythro-
zyten genutzt werden, da diese 99% des Volumens der Blutzellen ausmachen.

MCH (mean corpuscular hemoglobin)

Das MCH ist die mittlere Hamoglobinmasse in einem Erythrozyten und errechnet
sich aus der Hamoglobinkonzentration geteilt durch die Erythrozytenzahl. Der

Normalbereich liegt bei 28-32 pg.

MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration)

Das MCHC gibt die Hamoglobinkonzentration bezogen auf das Erythrozytenvo-
lumen an. Das MCHC wird berechnet indem man die Hamoglobinkonzentration

durch den Hamatokriten teilt. Die Norm liegt zwischen 320-360 g/l.

MCV (mean corpuscular volume)

Das MCV ist das mittlere Volumen eines Erythrozyten. Es wird errechnet aus
Hamatokrit geteilt durch die Erythrozytenzahl. Normalerweise betragt es 80-
100fl.



1.1.2 Transportfunktion

Fur den Transport von Sauerstoff sind die Erythrozyten verantwortlich. Diese sind
durch ihre verhaltnismaRig grof3e Oberflache ideal fir den Gasaustausch geeig-
net. Sie Ubernehmen 99% des im Blut vorhandenen Sauerstoffs, nur ca. 1% des
Sauerstoffs liegt im Blut geldst vor. Die Bindung des Sauerstoffs an den Erythro-
zyten erfolgt Gber das Protein Hamoglobin. Dieses besteht aus vier Untereinhei-
ten mit je einer Proteinkette (Globin) und einem Ham-Ring, der ein Fe?*- lon be-
sitzt. Dieser HAm-Ring ist die eigentliche Bindungsstelle fur den Sauerstoff. Ein
Hamoglobinmolekil kann also vier Sauerstoffmolekile binden. Das Eisenion wird
bei der Bindung nicht oxidiert, es handelt sich hierbei um eine Oxygenierung. Ist
eine Bindungsstelle des Hamoglobins mit Sauerstoff besetzt, so erleichtert dies
durch eine Konformationsanderung des Proteins die Anlagerung weiteren Sau-
erstoffs an die ubrigen Bindungsstellen. Aus diesem sogenannten kooperativen
Effekt resultiert ein S-férmiger Verlauf der Sauerstoffbindungskurve, welche die
Abhangigkeit der Sauerstoffsattigung vom Sauerstoffpartialdruck im Gewebe
zeigt. Die Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins wird von einigen Faktoren beein-
flusst. So fiihren ein steigender Kohlenstoffdioxidpartialdruck, eine steigende H*-
Konzentration (fallender pH-Wert), steigende Temperatur und eine steigende
Konzentration von 2,3 Bisphosphoglycerat im Erythrozyten zu einer Abnahme
der Affinitat, also einer erleichterten Sauerstoffabgabe bei gleichem Sauerstoff-
partialdruck. Diese Abhangigkeit der Sauerstoffaffinitat von pH und pCO: ist der

sogenannte Bohr-Effekt.

Auch durch eine Anlagerung von Kohlenmonoxid wird die Sauerstoffbindung be-
eintrachtigt. Kohlenmonoxid hat eine etwa 300-mal hohere Affinitat zum Hamo-
globin und verdrangt somit den Sauerstoff aus den Bindungsstellen.
Der Transport von Kohlenstoffdioxid erfolgt auf drei verschiedenen Wegen. Ca.
80% werden als Bikarbonat transportiert, 10% in physikalischer Losung und wei-
tere 10% werden an Aminogruppen des Hamoglobins gebunden (Carbamino-

Hamoglobin).



1.1.2.1 Formen des Hamoglobins

Beim Desoxyhamoglobin liegt das Eisenatom des Hams in seiner zweifach posi-
tiv geladenen Form vor und das Hamoglobin ist in der Lage Sauerstoff zu binden.

Damit erhalt man Oxyhamoglobin.

Wird das Fe?*-lon im Hamoglobin jedoch zu Fe3* oxidiert, so verliert es ganzlich
seine Fahigkeit Sauerstoff zu binden. Oxygeniertes Hamoglobin (HbFez* O, bzw.
HbFe(11)O.) ist ein relativ stabiles Molekul, es kommt aber zu einer Autoxidation
von circa 0,5-3% des oxygenierten Hamoglobins zu Methamoglobin (auch Ha-
miglobin, HbFe3, bzw. HbFe(lll)) pro Tag. (Kanias and Acker, 2010). MetHb kann
lediglich Wasser binden.

Im Korper sorgt ein Enzym der Erythrozyten, die Methdmoglobinreduktase, fur

eine Ruckfuhrung des Eisenions in seine zweifach positiv geladene Form.

Durch die Reaktion mit Wasserstoffperoxid unter oxidativem Stress kann das Ha-
moglobin in seine vierfach-positiv geladene Form gebracht werden, sogenanntes

Ferryl-Hamoglobin.

10



1.1.3 Pufferfunktion

Fur die langerfristige Aufrechterhaltung des pH- Wertes im Blut unterscheidet
man das respiratorische (Beeinflussung Uber den pCO2) und das metabolische
System  (Beeinflussung Uber Pufferbasen, z.B. in der Niere).
Die Puffersysteme im Blut sind vorwiegend fiir die akute Regulierung des pH-
Wertes zustandig. Hierbei werden Schwankungen durch Substanzen mit Puffer-

eigenschaften ausgeglichen.

Das bedeutendste System ist der Bikarbonat- Puffer. Bikarbonat ist die wichtigste
Pufferbase, da seine Konzentration im Blut recht hoch ist und es sich bei diesem
System um ein offenes System handelt. Das System folgt der Gleichung:
HCOs + H* <-> H2CO3 <-> CO:2 + H20, dabei kann entstehendes COz abgeatmet
und der Bikarbonatgehalt des Blutes tber die Niere reguliert werden. Zweiteres

geschieht allerdings wesentlich langsamer.

Weiterhin spielt das Proteinat- Puffersystem eine wichtige Rolle bei der Puffer-
funktion des Blutes. Dieses System besteht aus ionisierbaren Seitenketten von
Aminosauren in Proteinen. Hier ist auf Grund seiner hohen Konzentration im Blut
vor allem das Hamoglobin zu nennen. Desoxygeniertes Hamoglobin kann dabei
Protonen besser abpuffern als oxygeniertes, da desoxygeniertes Hamoglobin
mehr CO2 in Form von Carbamino-Hamoglobin binden und mehr Protonen ab-

puffern kann.

Als drittes Puffersystem im Blut ist der Phosphat-Puffer zu nennen. Er spielt eine
geringere Rolle, da im Plasma eine niedrige Konzentration der beteiligten Phos-
phate herrscht. Das Phosphat-Puffersystem funktioniert nach der Gleichung:
H* + HPO4% <-> H2POys.

(Huppelsberg and Walter, 2009; Lang and Lang, 2007)
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1.2 Fragestellung und klinische Relevanz der Arbeit

Von den in Deutschland transfundierten Blutkomponenten (Erythrozytenkonzent-
rate, Thrombozytenkonzentrate und Plasmen) machen die Erythrozytenkonzent-
rate den weitaus grofdten Teil aus. In den Jahren 2000 bis 2015 wurden in
Deutschland jahrlich rund vier Millionen Erythrozytenkonzentrate verbraucht, bis
2011 sogar mit steigender Tendenz auf fast 4,5 Millionen. (Funk and Heiden,
2017)

Im Gegensatz dazu steht die Verfugbarkeit von Blutprodukten. So waren bei-
spielsweise im Jahr 2006 nur 4% der zur Blutspende fahigen Personen wieder-
holt als Vollblutspender aktiv.(Ritter et al., 2008) Hinzu kommt in Zukunft aul3er-
dem der demographische Wandel der Bevolkerung. Studien prognostizieren auf
Grund der alterwerdenden Bevdlkerung einen deutlich erhéhten Bedarf an Eryth-
rozytenkonzentraten (25% mehr Erythrozytenkonzentrate in Mecklenburg-Vor-
pommern bis 2020 im Vergleich zu 2005, 10% bis 30% mehr Erythrozytenkon-
zentrate in Baden-Wiurttemberg bis 2030 im Vergleich zu 2007) und gleichzeitig
einen Ruckgang der zur Blutspende zur Verfigung stehenden Menschen (27%
weniger in Mecklenburg-Vorpommern bis 2020 im Vergleich zu 2005, 11% weni-
ger in Baden-Wirttemberg bis 2030 im Vergleich zu 2007). (Greinacher, 2007;
Seifried, 2011)

Neben der Motivierung der Bevolkerung zur Blutspende ist es demnach umso
wichtiger, die zur Verfigung stehenden Blutkonserven, insbesondere auch die
Erythrozytenkonzentrate, verantwortungsvoll und bestmdglich einzusetzen.
Gleichzeitig muss besonderes Augenmerk auf die Qualitéat der Blutprodukte, und
damit auch auf die Lagerungsfahigkeit derselben gelegt werden.

Bendotigt werden Bluttransfusionen héufig auch bei Operationen, bei denen der
Einsatz von extrakorporaler Zirkulation notig ist. Hierbei sind die Blutzellen be-
sonderer Belastung ausgesetzt und es gilt zu erreichen, dass auch unter diesen
besonderen Umstanden keine vermeidbaren Schéadigungen der Erythrozyten

auftreten.
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Bei Erythrozytenkonzentraten kommt es, abhéangig von der Lagerungsdauer, zu
Veranderungen bzw. Lagerungsschaden, sogenannten ,storage lesions”. Hierzu

zéhlen biochemische und morphologische Veranderungen.

Bei gelagerten Erythrozyten schreitet der Verbrauch von ATP und 2,3-BPG wei-
ter voran. Diese Verbindungen stabilisieren normalerweise die desoxygenierte
Form des Hamoglobins, ihr Riickgang sorgt also fiir eine erhéhte Sauerstoffaffi-
nitat des Hamoglobins. Andererseits wird, da die Glykolyse in den gelagerten
Erythrozyten auch bei 4°C langsam weiter voranschreitet und somit der pH-Wert
aufgrund der freiwerdenden Protonen sinkt, die Sauerstoffabgabe des Hamo-
globins erleichtert (Bohr-Effekt). Der mit der Zeit sinkende pH-Wert hat umge-
kehrt allerdings auch wiederum eine Verlangsamung der Glykolyse zur Folge.

Durch die Glykolyse kommt es zu einem Anstieg der Laktatkonzentration.

Des Weiteren wird das NADH/NAD*-Verhaltnis beeinflusst. NADH wird benétigt,
um oxidiertes Eisen (Fe®*) wieder zu Fe?* und damit Methamoglobin wieder in

Hamoglobin umzuwandeln.

Weiterhin hat die Lagerung eine Abnahme des S-Nitrosohdmoglobins (Transport-
form des NO) der Erythrozyten und damit eine Abnahme der erythrozytenindu-

zierten Vasodilatation zur Folge.

Die verminderte Temperatur bei der Lagerung inaktiviert die Na* /K* -Pumpen
der Zellmembran. Dies fuhrt zu einem intrazellularen Kalium- und damit auch
Calciumanstieg. Aufgrund des Mangels an ATP wird Ca?* nicht mehr ausreichend
aus der Zelle gepumpt und es kommt zu den einleitenden Schritten der Eryptose.
Phosphatidylserin wird vermehrt auf die AulR3enseite der Zellmembran gefihrt,
und Calpain wird aktiviert, was den Abbau des Zytoskeletts zur Folge hat und

zum Blebbing der Membran flhrt.

Durch die Abschniirung von Mikrovesikeln an der Zellmembran, um schadigende
Komponenten zu eliminieren, kommt es zu einer Formveranderung der Erythro-
zyten (Echinozyten, Spharozyten) und damit auch zu einer verminderten Ver-
formbarkeit, welche die Erythrozyten flr den Sauerstofftransport ungeeignet
macht und zu frihzeitigem Abbau der Zellen fuhrt.

13



Weiterhin fuhrt die Lagerung von Erythrozyten zu einer verminderten Glutathion-
konzentration und erhdéhten Glutathion-Disulfid-Werten. Glutathion wird benétigt,
um beispielsweise Proteine und Membranlipide vor reaktiven Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species, ROS), insbesondere vor H202, zu schiitzen. Dies ge-
schieht indem das Glutathion oxidiert wird, die Elektronen auf die ROS ubertra-
gen werden, und zwei Glutathion-Molekdle in ein Dimer Glutathion-Disulfid Uber-
fuhrt werden. Die Ruckfuhrung in Glutathion ist wiederum NADH- abhangig. Ne-
ben der beschriebenen, durch die Glutathionperoxidase katalysierten Reaktion,
dient auch das Enzym Katalase dem Schutz vor H202, indem es H20:2 in Sauer-

stoff und Wasser umwandelt.

In der Anwesenheit von Eisen, das bei der Lagerung der Erythrozyten aus Ha-
moglobin bzw. Methamoglobin freigesetzt werden kann, kommt es im Rahmen
der Haber Weiss- und Fenton- Reaktionen zur Bildung von Reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) in Form von Hydroxylradikalen. Diese Radikale kbénnen zur
Schadigung verschiedener Zellkomponenten fihren. (Aubron C, 2013; Bennett-
Guerrero E, 2007; D'Alessandro et al., 2015; Hess, 2010)

Inwieweit diese ,storage lesions®, und damit das Alter der Erythrozytenkonzent-
rate, allerdings Einfluss auf den Gesundheitszustand der Patienten nach einer
Bluttransfusion haben, ist nach wie vor Gegenstand von Diskussionen.
So wurde beobachtet, dass bei herzchirurgischen Patienten, die Transfusionen
mit Uber 14 Tage lang gelagertem Blut erhalten hatten, die Komplikationsrate

anstieg und die Uberlebensrate sank. (Koch et al., 2008)

Andere Studien jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede im ,Multiple Or-
gan Dysfunction Score® oder der 90-Tages-Sterblichkeit bei Patienten feststellen,
die unterschiedlich lange gelagerte Erythrozytenkonzentrate transfundiert be-
kommen hatten. (Lacroix et al., 2015; Steiner et al., 2015; Voorhuis et al., 2013)

Trotz der noch unklaren Auswirkungen auf Patienten, sind verschieden starke
Auswirkungen auf Erythrozyten nach unterschiedlicher Lagerdauer nicht auszu-

schliel3en.
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Werden Erythrozytenkonzentrate tbertragen, muss die Wiederfindungsrate der
Erythrozyten (PTR, posttransfusion recovery) 24 Stunden nach der Transfusion

bei mindestens 75% liegen. (Bundeséarztekammer, 2003)

Eine Studie zeigt, dass sowohl bei langer als auch bei kirzer gelagerten Kon-
zentraten dieser Prozentsatz eingehalten werden konnte, die PTR kirzer gela-

gerter Konzentrate aber signifikant héher ausfiel. (Luten et al., 2008)

Oftmals werden Erythrozytenkonzentrate bei Operationen bendtigt, die auf extra-
korporale Zirkulation angewiesen sind. Hierbei beeinflussen weitere Faktoren die
Erythrozyten, so beispielsweise die kinstlichen Oberflachen der Zirkulationssys-
teme. AulRerdem fuhren die bendtigten Blutpumpen durch die mechanische Be-
anspruchung der Erythrozyten zu erhghter Hamolyse. (Sakota et al., 2008)

Das Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, wie sich eine unterschiedliche
Lagerungsdauer von Erythrozytenkonzentraten wahrend extrakorporaler Zirkula-
tion auf die Erythrozyten auswirkt. Hierbei wurden die Konzentrate 6, 20 und 34
Tage bei 4°C gelagert, dann erfolgte eine sechsstindige Zirkulation in einer Herz-
Lungen- Maschine bei 37°C mit mehreren Probeentnahmen. Aufgrund des auf-
falligen Anstiegs von Methamoglobin, und der damit verbundenen Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies, wurde weiterhin untersucht, ob durch Zugabe von

Antioxidantien positive Effekte auf die Erythrozyten erzielt werden kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsschema

Es wurden insgesamt drei Versuchsreihen durchgefihrt. Jede Versuchsreihe be-
inhaltete eine Lagerung des Erythrozytenkonzentrates fur 6, 20 und 34 Tage.
Nach Ablauf der jeweiligen Lagerungsdauer wurde am Versuchstag einem Teil
des Erythrozytenkonzentrates Desferal® (Novartis Pharma, Basel), Tocopherol
und Trolox hinzugefugt, ein anderer Teil blieb unbehandelt. Anschlie3end er-
folgte ein 6-stiindiger Durchlauf des aufgeteilten Erythrozytenkonzentrates durch
eine Herz- Lungen- Maschine. Wahrend dieser sechs Stunden erfolgten jeweils
vier Probenentnahmen. Die erste direkt zu Beginn des Durchlaufs, die zweite
nach zwei Stunden, die dritte nach vier Stunden und die vierte nach sechs Stun-

den zum Ende des Durchlaufs.
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Abbildung 1: Versuchsschema am Beispiel der Versuchsreihe V1

Die Erythrozytenkonzentrate (EK) wurden nach unterschiedlicher Lagerungs-
dauer (6, 20, 34 Tage) in EK mit Zusatz von Vitamin E, Trolox und Deferoxamin

(A) und Ek ohne Zusatze (B) aufgeteilt und zirkulierten fur 6 Stunden in der Herz-
Lungen-Maschine (HLM)
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2.2 Material

2.2.1 Erythrozytenkonzentrat

Erythrozytenkonzentrat wird aus Vollblutspenden gewonnen. Die Abnahme des
Blutes vom Spender erfolgt in sterile geschlossene Beutelsysteme, die die Her-
stellung von Erythrozytenkonzentraten ohne Erdffnung des Systems erlauben.
Somit werden Kontaminationen der Konserven vermieden. Zunachst wird der
Blutbeutel zentrifugiert und das Blut hierdurch in drei Schichten aufgeteilt. Die
unterste Schicht bilden die Erythrozyten, in der Mitte befindet sich der soge-
nannte ,Buffy Coat“, bestehend aus Leukozyten und Thrombozyten, und die
oberste Schicht letztlich ist das Blutplasma. Im nachsten Schritt werden das Blut-
plasma und die Erythrozyten in jeweils separate Beutel abgepresst. Der ,Buffy
Coat" verbleibt im urspriinglichen Beutel. (Bock, 2019; Lindenau, 1996) Der Beu-
tel fr die Erythrozyten enthélt hierbei Stabilisatoren, die im Erythrozytenkonzent-
rat verbleiben. Im Fall der in dieser Studie verwendeten Konzentrate CDP-50-
Stabilisator und SASG-Mannitol-Additiviosung. (ZKT, 2006)

Da bei der Separation dennoch Leukozyten im Erythrozytenanteil verbleiben,
wird weiterhin eine Leukozytendepletion durchgefuihrt, um durch Leukozyten aus-
geldste unerwiinschte Wirkungen auf den Empfanger zu vermeiden. Die Deple-
tion erfolgt durch sogenannte Adhasionsfiltration. Das Erythrozytenkonzentrat
wird Uber einen Filter aus Polyester oder Polyurethan gefiltert, an dem die Rest-
leukozyten haften bleiben. Das entstandene Erythrozytenkonzentrat enthalt dann
weniger als 1 x 10° Leukozyten. (Bock, 2019; Walther-Wenke et al., 2001) Das
verwendete depletierte Erythrozytenkonzentrat b-EK-Aph/ Tu wird spatestens 14
Tage nach der Blutentnahme mit mindestens 25 Gy bestrahlt. Die Erythrozyten-

konzentrate werden anschlie3end bei 4°C gelagert.

In dieser Studie wurden pro Versuchsreihe ein Erythrozytenkonzentrat verwen-
det, das aus einer einzelnen Spende gewonnen wurde. Insgesamt kamen dem-

nach Konzentrate von drei verschiedenen Spendern zum Einsatz.
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2.2.2 Verwendete Zuséatze

Desferal®:

Desferal® enthalt den Wirkstoff Deferoxamin. Deferoxamin bildet mit dreiwerti-
gen Eisen- oder Aluminiumionen Chelatkomplexe. Aus diesem Grund wird es bei
chronischer Eisenuberladung oder zur Diagnose von Eisen- oder Aluminiumuber-
ladung eingesetzt. Deferoxamin ist in der Lage, freies Eisen zu binden, wohinge-
gen es kein Eisen aus Transferrin, Hdmoglobin oder Substanzen, die Hamin be-
inhalten zu entfernen vermag.(Novartis, 2011) Ein Gramm Deferoxamin bindet
ungefahr 85 mg Eisen.(Reichl, 2002)

Eisenchelatoren, wie Deferoxamin, schitzen Zellen vor den Folgen der Haber-
Weiss und Fenton- Reaktionen, bei denen hochreaktive Hydroxylradikale entste-

hen, die Zellen schadigen kénnen.
Die Haber-Weiss- Reaktion
02+ H202=> 'OH + OH + O2

wird durch Ubergangsmetalle wie Eisen katalysiert und unterteilt sich in die Re-

duktion des Eisens und die Fenton- Reaktion.
02+ Fe®* > Fe?*+ O2

Fe? + H202 > Fe® + "OH + OH-

Tocopherol:

Tocopherole gehéren neben den Tocotrienolen und Tocomonoenolen zur
Gruppe des Vitamins E. Tocopherole sind fettldslich und fungieren als Antioxi-
dantien. Sie sind in der Lage freie Radikale, die mehrfach ungesattigte Fettsau-
ren der Zellmembranen und Lipoproteine angreifen, zu neutralisieren.
Greifen Hydroxylradikale an einer Doppelbindung einer ungesattigten Fettséure
an, entsteht ein Perhydroxylradikal. Reagiert dieses mit molekularem Sauerstoff,

entsteht ein Peroxylradikal. An dieser Stelle kann Tocopherol die Kettenreaktion
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unterbrechen, bevor das entstandene Peroxylradikal wiederum mit einer weiteren
ungesattigten Fettsaure reagieren kann, indem es als Tocopherol-Hydrochinon
mit dem Peroxylradikal reagiert und dabei selbst radikalisiert wird. Das Tocophe-
ryl- Radikal allerdings ist reaktionstrage und wird anschlie3end durch Vitamin C

(Ascorbinséure) oder Glutathion wieder regeneriert. (Rassow et al., 2012)

Trolox:
Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-Tetramethylchroman-2-Carbonséure) ist ein Vitamin-
E- Derivat, das, im Gegensatz zu Tocopherol, wasserloslich ist. (Huang et al.,
1996)
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2.2.3 Herz-Lungen-Maschine

Der Versuchsaufbau der Herz- Lungen- Maschine bestand aus mehreren Kom-

ponenten.

Der verwendete Oxygenator (D 702 MASTERFLO, DIDECO, Mirandola, Italien)
ist ein Membran- Oxygenator mit mikroporésen Hohlfasern. Das Gasaustausch-
modul dient als Lungenersatz zum Uberfiihren von Sauerstoff und zur Entfernung
von Kohlendioxid. Im Oxygenator integriert ist des Weiteren ein Warmeaustau-
scher, durch den das Blut wahrend der Zirkulation auf einer konstanten Tempe-
ratur gehalten werden kann, indem entsprechend erwarmtes Wasser durch Réh-
rensysteme im Oxygenator flie3t, und dadurch das enthaltene Blut erwéarmt.
(dideco; Range, 1998)

Zur Erwéarmung des Wassers auf 37°C diente ein Temperiergerat (Haake N3).
Am Oxygenator ist auRerdem ein Blutreservoir vorhanden.

Um eine gleichmaRige Zirkulation des Blutes durch die Herz- Lungen- Maschine
zu gewahrleisten, wurden Rollerpumpen (Stockert, Minchen) verwendet. Hierbei
ist das Schlauchsystem halbkreisférmig in der Pumpe angeordnet und zwei ro-
tierende Andruckrollen pressen durch Druck auf den Schlauch das Blut durch das
System. Die Blutflussrate wurde, entsprechend dem empfohlenen Maximum fur
den Oxygenator, konstant auf 2,5 I/min gehalten. Zur Uberpriifung wurde ein Ult-

raschall- Durchflussmesser verwendet (Sono TT, emtec).

Die verwendeten Schlauche sind speziell fur blutflihrende Systeme entwickelt
und hamokompatibel (ECC noDOP 3/8"x3/32", Raumedic, Germany).(Raume-
dic)
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Rollerpumpe

Abbildung 2: Versuchsaufbau der Herz- Lungen- Maschine
Eigene Darstellung, nach (Zimmermann, 2007)

Dem Oxygenator wird Sauerstoff (O2) zugefihrt. Eine Rollerpumpe erhalt einen
konstanten Blutfluss durch die HLM von 2,5l/min aufrecht; Uberprifung mithilfe
eines Durchflussmessers. Ein Temperiergerat halt die Temperatur auf 37°C.
HLM: Herz-Lungen-Maschine
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2.3 Versuchsablauf und erhobene Parameter

2.3.1 Versuchsablauf

Zu Beginn wurde das Erythrozytenkonzentrat (b-EK-Aph/TU, Zentrum fir Klini-
sche Transfusionsmedizin gGmbH, Tubingen) mit 0,9% NaCl auf einen Hamato-
krit von 30 verdiinnt und in sechs Teile a 400 ml aufgeteilt. Die Konzentrate wur-
den dann bei 4°C in einer Kihlkammer gelagert.

Zwei der aufgeteilten Erythrozytenkonzentrate wurden nach einer Lagerungs-
dauer von 6 Tagen verwendet, die Ubrigen vier Konzentrate nach 20 bzw. 34

Tagen.

Vor Anschluss an die Herz- Lungen- Maschine wurde einem Erythrozytenkon-
zentrat, A, Desferal (Novartis, Stein, Switzerland) (100mg/400ml), Trolox
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) (20mg/400ml) und Tocopherol (20mg/400ml)
zugesetzt, ein Erythrozytenkonzentrat, B, blieb ohne weitere Zusatze.

Beide Erythrozytenkonzentrate wurden jeweils in das Blutreservoir eines Memb-
ran- Oxygenators (D 702 MASTERFLO, DIDECO) gefillt und an die Herz- Lun-

gen- Maschine angeschlossen.

Es erfolgten Probenentnahmen beider Erythrozytenkonzentrate (A und B) zu Be-
ginn des Durchlaufs und nach zwei, vier und sechs Stunden. Es wurde jeweils
ein Blutbild (ABX MICROS 60, HORIBA Medical) und eine Blutgasanalyse (cobas
b 221, Roche Diagnostics) erstellt. Bei der ersten und letzten Abnahme wurde
zuséatzlich Erythrozytenkonzentrat zur spateren Bestimmung der osmotischen
Resistenz und zur Testung verschiedener Parameter der Eryptose (Physiologi-

sches Institut, Tibingen) entnommen.

Das gleiche Vorgehen erfolgte mit den Erythrozytenkonzentraten nach 20 Tagen
Lagerung und den Erythrozytenkonzentraten nach 34 Tagen Lagerung.
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2.3.2 Bestimmung des Blutbildes

Das erstellte kleine Blutbild (ABX Micros 60, Horiba Medical) lieferte Werte fur
den Hamatokrit (HCT), die Anzahl der Erythrozyten, das mittlere Zellvolumen der
Erythrozyten (MCV), den mittleren korpuskularen Hamoglobingehalt (MCH), die
mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration (MCHC), die Erythrozytenvolu-

menverteilung und die Hamoglobinkonzentration.

Weiterhin die Anzahl der Leukozyten und der Thrombozyten, den Thrombokrit
(Hamatokrit der Thrombozyten), das durchschnittliche korpuskuldre Thrombozy-

tenvolumen und die Thrombozytenvolumenverteilung.

2.3.3 Blutgasanalyse

Die Blutgasanalyse erfolgte mittels des cobas b 221 Systems (Roche). Es wurde
neben dem pH- Wert der CO2- Partialdruck und der O2- Partialdruck bestimmt.
Des Weiteren wurden bei der durchgefiihrten Analyse das Gesamthamoglobin
und die Sauerstoffsattigung gemessen. Die Anteile von O2Hb (Oxyhamoglobin,
oxygeniertes Hamoglobin), COHb (Carboxyhamoglobin), HHb (desoxygeniertes
Hamoglobin) und MetHb (oxidiertes Hamoglobin) am Gesamthamoglobin wurde

prozentual bestimmt.
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2.3.4 Bestimmung der osmotischen Resistenz

Zunachst wurde eine Verdunnungsreihe aus Isoton Il Diluent (Beckman Coulter,
bestehend aus 7,9 g/l NaCl, 1,9 g/l di-Na-Hydrogen-Phosphat, 0,4 g/l EDTA Di-
natriumsalz, 0,4 g/l KCI, 0,2 g/l Na-dihydrogenphosphat, 0,3 g/| Na-fluorid), und
Aquadest hergestellt.

Tabelle 1: NaCl- Konzentrationen der Verdinnungsreihe zur Testung der osmo-
tischen Resistenz

Verdunnung | % NaCl

—

0,00
0,12
0,20
0,24
0,28
0,32
0,36
0,40
0,44
10 0,48
11 0,52
12 0,56

Ol N|ojlo|bM]WIDN

Zu je 2ml der Verdinnungen 1- 12 wurden 50ul Erythrozytenkonzentrat gegeben.
Die Losungen wurden daraufhin zwei Mal 30 Minuten (erneutes Vermischen nach
den ersten 30 Minuten) bei 37°C im Wasserbad inkubiert, um die enthaltenen

Erythrozyten zur Hamolyse zu bringen.
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Anschliel3end wurden die Lésungen bei 100g fur 10 Minuten zentrifugiert. Hierbei
wurden die noch intakten Erythrozyten abzentrifugiert. Der entstandene Uber-

stand wurde abpipettiert und eingefroren.

Die nun im Uberstand enthaltene Hamoglobinkonzentration entspricht der Anzahl
der hamolysierten Erythrozyten.

Die Bestimmung der Hamoglobinkonzentration erfolgte nach der Hamiglobincy-
anid-Methode. Zu 100ul des wieder aufgetauten Uberstandes wurden 1ml Isoton
Il Diluent (Beckman Coulter) und 10ul Zap-oglobin Il Lytic Reagent (Beckman

Coulter) gegeben und vermischt.

Hierbei wird das Hamoglobin zunachst zu Methamdéglobin (Hamiglobin) oxidiert
und anschlieend durch Kaliumcyanid in Hamiglobincyanid tGberfuhrt.(Gressner
and Arndt, 2013) Neben Hamoglobin und Methdmoglobin werden auch Oxyha-

moglobin und CO-Hamoglobin in Hamiglobincyanid Uberfihrt und damit erfasst.

Die Messung der Extinktion des entstandenen Hamiglobincyanids (CN-Hb) er-

folgte im Photometer bei einer Wellenlange von 546nm gegen Aquadest.

Bei der Auswertung ist bei den Proben mit Verdiinnung 1 (reines Aquadest.) von
vollstandiger Hamolyse ausgegangen worden. Der Hamolysegrad der verschie-

denen Losungen wurde in % der vollstandigen Hamolyse angegeben.

Die grafische Ermittlung der Verdinnung bei der 50% Hamolyse vorlag, erfolgte

mittels Excel. Dieser Wert fungierte als Vergleichswert.

Eine Rechtsverschiebung der Kurve (zu hoheren NaCl-Konzentrationen) bedeu-
tet also eine verminderte osmotische Resistenz, eine Linksverschiebung entspre-

chend, eine Erhéhung der osmotischen Resistenz.
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Abbildung 3: Beispiel fur die graphische Ermittlung der NaCl- Konzentration der
50%igen Hamolyse

Die Konzentration des NaCl (x-Achse) aufgetragen gegen den ermittelten Ha-
molysegrad (y-Achse). Der Schnittpunkt der Kurve bei der 50%ige Hamolyse
vorliegt, ergibt die gesuchte NaCl-Konzentration.

NaCl: Natriumchlorid
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2.3.5 Parameter der Eryptose

Alle Daten, die Parameter der Eryptose betreffend, wurden von Dr. Nazneen
Shaik und ihrem Team am Physiologischen Institut Tubingen | erhoben und mir

vollstandig zur Auswertung zur Verfigung gestellt.

2.3.5.1 Bestimmung des Zellvolumens

Das Zellvolumen wurde mithilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. Hierbei wer-
den die Zellen in einem Flussigkeitsstrom an einem Laserstrahl definierter Wel-
lenlange vorbeigefihrt, indem sie hintereinander durch eine Kapillare geschleust
werden. Das beim Auftreffen des Lasers auf eine Zelle entstehende Streulicht
wird von Photodetektoren registriert. Bei einer Abweichung des Streulichts von
maximal 10° erhalt man den sogenannten Forward Scatter (FSC), der Informati-
onen uber die Grol3e der Zelle angibt. Je kleiner das Vorwaértsstreusignal, desto
kleiner ist die Zelle. (Fischer, 2016; Hermle, 2007; Meier, 2013)

2.3.5.2 Bestimmung der Phosphatidylserinexposition

Die Phosphatidylserinexposition wird mithilfe von Annexin-V, einem calciumab-
hangigen phospholipidbindenden Protein, das eine hohe Affinitat zu Phos-
phatidylserin hat, bestimmt. Auch hier kam die Durchflusszytometrie, bzw. FACS-

Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) zum Einsatz.

Um die Bindung von Annexin-V an Phosphatidylserin zu gewahrleisten, wurde
die erforderliche Calciumkonzentration durch Verwendung eines Annexin-Binde-
puffers erreicht. Das Annexin-V wird vor der Messung mit dem Fluorochrom Flu-
oresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt. Fluorochrome kdnnen Lichtenergie ab-
sorbieren und die Elektronen nutzen die Energie, um auf ein hdheres Energieni-
veau zu gelangen. Beim Zurickfallen auf das urspriingliche Niveau wird Licht
einer anderen Wellenlange emittiert, das von Detektoren erfasst und somit ge-
messen werden kann. (Fischer, 2016; Hermle, 2007; Meier, 2013)
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2.3.5.3 Bestimmung des intrazellularen Calciumspiegels

Der intrazellulare Calciumspiegel kann mithilfe von Fluo-3 AM Ester bestimmt

werden.

Damit nur die aufgrund des intrazellularen Calciums entstehende Fluoreszenz
gemessen wird, wird das Fluo-3 mit einer Acetoxymethyl-Gruppe verestert. Das
entstandene Fluo-3 AM (Acetoxymethyl-) Ester (Cs1HsoCl2N2023) bindet kein Cal-
cium, ist aber membrangangig und gelangt so in die Zelle. Dort enthaltene Ester-
asen spalten den AM-Rest anschliel3end wieder ab. Das Fluo-3 ist dann in der
Lage mit dem intrazellularen Calcium einen Chelatkomplex zu bilden, kann aber
nicht die Membran passieren, womit der Farbstoff also nur intrazellular wirksam
wird. Die Komplexbildung lasst das Fluo-3 mit vierzigfacher Intensitét fluoreszie-
ren, was mithilfe der FACS-Analyse detektiert werden kann. (Fischer, 2016;
Hermle, 2007; Meier, 2013)

2.4 Auswertung
Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mittels Microsoft Excel. Die Erstel-

lung der Schaubilder wurde mittels Microsoft Excel und PowerPoint durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Erythrozytenparameter (Blutbild)

Keiner der im kleinen Blutbild enthaltenen Erythrozytenparameter zeigte wahrend
des zwei- bis sechsstiindigen Durchlaufs durch die Herz-Lungen-Maschine sig-
nifikante Veranderungen. Sowohl das MCV, das MCH als auch die MCHC blie-
ben im Normalbereich. Der Hamatokrit wich in den Messungen nur unwesentlich

vom, vorher durch Verdiinnung mit 0,9% NacCl, eingestellten Wert von 30 ab.

3.2 pH-Wert der Erythrozytenkonzentrate
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Abbildung 4: pH-Werte der Erythrozytenkonzentrate

nach Lagerung von 6, 20, und 34 Tagen zu den Abnahmezeiten O, 2, 4 und 6
Stunden wahrend Zirkulation in der HLM. Mit Zusatz von Vitamin E, Trolox und
Desferal (A) und ohne Zusatze (B). Die Daten sind als Mittelwerte der 3 Ver-
suchsreihen + Standardabweichung dargestellt. Ek: Erythrozytenkonzentrate,
HLM: Herz- Lungen- Maschine
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Der Ausgangs-pH-Wert der Proben vor Durchlauf durch die HLM sank, wie in
Abbildung 4 dargestellt, mit lAngerer Lagerdauer der Erythrozytenkonzentrate im-
mer mehr ab. Bei nur 6 Tage gelagertem Blut waren innerhalb der 6 Stunden
Zirkulation in der HLM kaum Veranderungen des pH-Werts feststellbar, wahrend
bei zuvor langer gelagerten Konserven (20 bzw. 34 Tage) der pH- Wert auch
wahrend des Durchlaufs weiter absank. Diese Beobachtungen treffen sowohl fur
die unbehandelten als auch fur die vorher mit Desferal, Tocopherol und Trolox

versetzten Proben zu.

pH-Werte (Versuchsreihe 2)
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Abbildung 5: pH- Werte (Versuchsreihe 2)

nach Lagerung des Ek von 6, 20, und 34 Tagen zu den Abnahmezeiten 0, 2, 4
und 6 Stunden wahrend Zirkulation in der HLM. Mit Zusatz von Vitamin E, Trolox
und Desferal (A) und ohne Zusatze (B). Ek: Erythrozytenkonzentrate, HLM: Herz-
Lungen- Maschine

In Abbildung 5 ist die zweite Versuchsreihe einzeln dargestellt, also die Werte
eines Erythrozytenkonzentrates, das von einem einzelnen Spender stammt und
anschlieBend verdunnt, aufgeteilt und gelagert wurde (vgl. 2.1. Versuchs-
schema). Betrachtet man nur diese Reihe, so ist deutlich ersichtlich, dass sich
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hier der pH- Wert, sowohl ohne als auch mit Zusatzen, wahrend der Zirkulation
kaum verandert. Auch die Lagerungsdauer nimmt in dieser Versuchsreihe keinen

Einfluss auf den pH-Wert.

3.3 Sauerstoffsattigung der Erythrozytenkonzentrate
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Abbildung 6: Sauerstoffsattigung der Erythrozytenkonzentrate

nach Lagerung von 6, 20, und 34 Tagen zu den Abnahmezeiten 0O, 2, 4 und 6
Stunden wahrend Zirkulation in der HLM. Mit Zusatz von Vitamin E, Trolox und
Desferal (A) und ohne Zusatze (B). Die Daten sind als Mittelwerte der 3 Ver-
suchsreihen + Standardabweichung dargestellt. Ek: Erythrozytenkonzentrate,
HLM: Herz- Lungen- Maschine, sOz2: Sauerstoffsattigung

Die Sauerstoffsattigung der Erythrozytenkonzentrate zeigte, den Beobachtungen
beim pH-Wert entsprechend, nach einer Lagerungsdauer von 20 und 34 Tagen

wahrend der Zirkulation in der HLM (iber 6 Stunden einen kontinuierlichen Abfall,
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wie in Abbildung 6 ersichtlich ist. Unterschiede zwischen Konzentraten mit bzw.
ohne Zusatze konnten nicht ausgemacht werden. Die Sauerstoffsattigung der

Erythrozyten nahm also bei sinkendem pH-Wert ab.

3.4 Methamoglobinanteil der Erythrozyten

Methamoglobin - ohne Zusatze (B)
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Abbildung 7: Methdmoglobinanteil der Ek ohne Zusatze

nach Lagerung von 6, 20, und 34 Tagen zu den Abnahmezeiten O, 2, 4 und 6
Stunden wahrend Zirkulation in der HLM. Die Daten sind als Mittelwerte der 3
Versuchsreihen x Standardabweichung dargestellt. Ek: Erythrozytenkonzentrate,
HLM: Herz- Lungen- Maschine

Wie Abbildung 7 zeigt, unterscheiden sich die Ausgangswerte des MetHb- Anteils
vor Zirkulation in der HLM kaum. So lag der MetHb- Anteil bei 6 Tage gelagertem
Blut bei durchschnittlich 0,77%, bei 20 Tage gelagertem Blut bei 0,9%, und bei
34 Tage aufbewahrtem Blut bei 1%. Weiterhin zeigt sich, dass der MetHb-Anteil
desto schneller und starker bei Zirkulation in der HLM anstieg, je langer das Blut
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zuvor bei 4°C aufbewahrt worden war. So lag der Anteil bei 20 Tage altem Blut
nach 6 Stunden Zirkulation bei 3,8%. Dieser Wert wurde bei 34 Tage gelagertem
Blut schon nach 2 Stunden Zirkulation erreicht (3,87%) und stieg im Mittel bis auf
11,23% nach 6 Stunden.

Methamoglobin - mit Zusatzen (A)
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~

=
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Methimoglobin [%]
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Abnahmezeitpunkt [h]
Lagerung: 6 Tage Lagerung: 20 Tage Lagerung: 34 Tage

Abbildung 8: Methamoglobinanteil der EK mit den Zusétzen Vitamin E, Trolox und
Desferal

nach Lagerung von 6, 20, und 34 Tagen zu den Abnahmezeiten O, 2, 4 und 6
Stunden wahrend Zirkulation in der HLM. Die Daten sind als Mittelwerte der 3
Versuchsreihen + Standardabweichung dargestellt. EKk: Erythrozytenkonzentrate,
HLM: Herz- Lungen- Maschine

Bei den zeitgleich durchgefiihrten Durchlaufen der Proben mit Zusatz von Des-
feral, Tocopherol und Trolox zeigten sich diese Effekte, wie in Abbildung 8 dar-
gestellt, ebenso. Wahrend der Ausgangsanteil des MetHb zwischen 0,8% und
1,03% lag, stieg der Anteil umso starker, je langer die Konzentrate zuvor bei 4°C
gelagert worden waren. Auch bei den, mit den 0.g. Zusatzen versetzten Konzent-
raten lag der durchschnittliche Anteil nach 6 Stunden Durchlauf bei 3,57% (20
Tage Lagerung) bzw. 10,23% (34 Tage Lagerung).
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Methamoglobinanteil nach 6h Zirkulation
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Abbildung 9: Methamoglobinanteil von drei Eks nach 6h Zirkulation in der HLM

und vorhergehender Lagerung von 6, 20, und 34 Tagen. Die Versuchsreihen sind
einzeln dargestellt. Ek: Erythrozytenkonzentrate, HLM: Herz- Lungen- Maschine

Betrachtet man die drei Versuchsreihen einzeln, so zeigen sich auch hier die An-
stiege des MetHb-Anteils, es wird allerdings auch deutlich, dass zwischen den
einzelnen Erythrozytenkonzentraten starke individuelle Unterschiede vorhanden
sind. Wie in Abbildung 9 gezeigt, ist in Versuchsreihe drei der Anstieg des MetHb,
sowohl mit Zuséatzen als auch ohne, deutlich gréRer als in Versuchsreihe eins
und zwei. In Versuchsreihe zwei zeigt sich nach 34-tagiger Lagerung nach sechs
Stunden Zirkulation ein deutlicher Unterschied zwischen dem Konzentrat ohne
Zusatze (10,5%) und dem Konzentrat mit Zusatzen (3,5%), wahrend in Versuchs-
reihe eins kein bemerkenswerter Unterschied ausmachbar ist. Auch in der dritten
Versuchsreihe ist kein nennenswerter Unterschied zwischen Konzentraten mit
und ohne Zusatze ausmachbar, die Methamoglobinwerte liegen aber deutlich h6-

her (19,5% ohne Zusatze bzw. 22,6% mit Zuséatzen).
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3.5 Osmotische Resistenz

50% Hamolyse der Erythrozyten
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Abbildung 10: NaCl- Konzentration der 50%igen Hamolyse der Erythrozyten

nach Lagerung von 6, 20, und 34 Tagen zu den Abnahmezeiten 0 und 6 Stunden
wahrend Zirkulation in der HLM. Mit Zusatz von Vitamin E, Trolox und Desferal
(A) und ohne Zuséatze (B). Die Daten sind als Mittelwerte der 3 Versuchsreihen £
Standardabweichung dargestellt. Ek: Erythrozytenkonzentrate, HLM: Herz- Lun-
gen- Maschine

Die Auswertung der osmotischen Resistenz der Erythrozyten jeweils vor Beginn
und zum Ende der Zirkulation durch die HLM ergab im Mittel der drei Versuchs-
reihen, wie in Abbildung 10 gezeigt, Werte zwischen einer 0,37%igen NaCl- und
einer 0,42%igen NaCl- Lésung fiur die Hamolyse von 50% der Erythrozyten. Ha-
molyse beginnt im Normalfall bei einer NaCl- Konzentration von 0,46-0,42%, bei
einer Konzentration von 0,34- 0,30% sind meist alle Erythrozyten hamolysiert.

Die Ergebnisse bewegen sich demzufolge alle im tolerierbaren Bereich.
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3.6 Parameter der Eryptose

3.6.1 Zellvolumen
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Abbildung 11: Forward Scatter der Erythrozyten

nach Lagerung von 6, 20, und 34 Tagen zu den Abnahmezeiten O und 6 Stunden
wahrend Zirkulation in der HLM. Mit Zusatz von Vitamin E, Trolox und Desferal
(A) und ohne Zuséatze (B). Die Daten sind als Mittelwerte der 3 Versuchsreihen £
Standardabweichung dargestellt. Ek: Erythrozytenkonzentrate, HLM: Herz- Lun-
gen- Maschine, a.u.: arbitrary units (willkiirliche Einheit)

Abbildung 11 veranschaulicht die Ergebnisse der Messung des Forward Scat-
ters. Dieser, mithilfe der Durchflusszytometrie bestimmte Wert liefert Informatio-
nen uber die GroRe der Zelle. Je kleiner das Vorwartsstreusignal, desto kleiner
ist die Zelle. Es ist dargestellt, dass sich bei der Messung des Forward Scatters
im Vergleich der Proben ohne vorherige Zirkulation in der HLM und nach sechs
Stunden Zirkulation keine Unterschiede zeigten, sowohl mit Zusatz von Desferal,
Tocopherol und Trolox, als auch ohne. Auch die unterschiedliche Lagerungs-

dauer der Erythrozytenkonzentrate zeigte keine Auswirkungen.
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3.6.2 Phosphatidylserinexposition
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Abbildung 12: Annexin-V-Bindung der Erythrozyten

nach Lagerung von 6, 20, und 34 Tagen zu den Abnahmezeiten 0 und 6 Stun-
den wahrend Zirkulation in der HLM. Mit Zusatz von Vitamin E, Trolox und Des-
feral (A) und ohne Zusatze (B). Die Daten sind als Mittelwerte der 3 Versuchs-
reihen + Standardabweichung dargestellt. EK: Erythrozytenkonzentrate, HLM:
Herz- Lungen- Maschine

Bei frischem Blut zeigte sich sowohl vor der Zirkulation als auch nach sechs Stun-
den bei allen Proben eine gleichméRige Phosphatidylserinexposition zwischen
0,7 und 1,5% der Erythrozyten, wie in Abbildung 12 dargestellt ist. Weiterhin ist
zu sehen, dass nach einer Lagerungsdauer von 20 bzw. 34 Tagen die Proben im
Mittel schon vor dem Durchlauf durch die HLM eine deutlich grél3ere Phos-
phatidylserinexposition aufwiesen, die Proben ohne Zusatze noch in etwas ho-
herem Mal3e (1,7% bzw. ohne Zusétze 4,8% nach 20 Tagen und 2,2% bzw. ohne
Zusatze 3,8% nach 34 Tagen). Bei 34 Tage gelagertem Blut, das sechs Stunden
in der HLM zirkuliert hatte, exponierten im Mittel der drei Versuchsreihen 5,2%

der Erythrozyten Phosphatidylserin.
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3.6.3 Intrazellularer Calciumspiegel
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Abbildung 13: Fluo3- Fluoreszenz der Erythrozyten

nach Lagerung von 6, 20, und 34 Tagen zu den Abnahmezeiten O und 6 Stun-
den wahrend Zirkulation in der HLM. Mit Zusatz von Vitamin E, Trolox und Des-
feral (A) und ohne Zusatze (B). Die Daten sind als Mittelwerte der 3 Versuchs-
reihen + Standardabweichung dargestellt. Ek: Erythrozytenkonzentrate, HLM:
Herz- Lungen- Maschine, a.u.: arbitrary units (willktrliche Einheit)

Bei der Messung des intrazellularen Calciumlevels mithilfe der Fluo-3 Fluores-
zenz zeigt sich bei 20 und 34 Tage gelagertem Blut, wie in Abbildung 13 darge-
stellt, eine leichte Zunahme des intrazelluldren Calciumlevels nach sechs Stun-

den Zirkulation der Erythrozytenkonzentrate in der HLM.
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4 Diskussion

Der verwendete Versuchsaufbau der Herz-Lungen-Maschine ist ein etablierter
und am Institut fir Herz-, Thorax- und Gefaldchirurgie der Universitat Tubingen
regelmanig eingesetzter Aufbau, um Hamokompatibilitdtsstudien durchzufuhren.
(Wendel HP, 1994), (Zimmermann, 2007)

Die in dieser Arbeit verwendete Versuchsdauer von 6 Stunden ist eine realisti-
sche Zeitspanne flr Operationen, die mit Unterstlitzung einer Herz-Lungen-Ma-

schine durchgefuhrt werden. (Lange, 2012)

Die Lagerung von Erythrozytenkonzentraten muss, laut Leitlinien, wie in unserer

Studie beriicksichtigt, bei 4°C erfolgen. (Bundesarztekammer, 2003)

Der, bei einer Transfusion fur die Erythrozyten zu Uberwindende Temperaturun-
terschied, die zusatzliche Verwendung von extrakorporaler Zirkulation, und der
damit verbundene mechanische Stress, stellen fur die Erythrozyten eine aul3er-

gewdhnliche Belastung dar.

Eine Studie untersuchte die Auswirkungen von Pumpen, die zur Aufrechterhal-
tung des konstanten Blutflusses bendétigt werden. Zum einen wurde zunachst
eine erhohte Hamolyse, vor allem von alteren Erythrozyten mit hohem Hamo-
globinanteil, beobachtet. Aul3erdem konnte ein Riickgang des intrazellularen Ha-
moglobins beobachtet werden. Dieser subhamolytische Effekt kann auf Veran-
derungen der Membran, wie verminderte Verformbarkeit und entstehende Un-

dichtigkeiten, zuriickgefiihrt werden. (Sakota et al., 2008)

Es ist daher sinnvoll zu untersuchen, wie sich Lagerungsdauer und zusatzlich der

Einfluss extrakorporaler Zirkulation auf die Erythrozyten auswirken.

Der Versuchsaufbau kann naturlich nicht die Einflussfaktoren erfassen, die der
Kdrper eines Patienten, der extrakorporale Zirkulation benétigt, einbringt. So wird
das Blut nur tber kinstliche Oberflachen geleitet, wahrend im Korper beispiels-

weise das Endothel zur Regulation des Blutflusses und des Stoffaustauschs
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dient. Im menschlichen Koérper sorgen aul3erdem die verschiedenen Puffersys-
teme fur eine Aufrechterhaltung des pH- Wertes. Das Ausschliel3en der korper-
eigenen Regulationsmechanismen birgt aber auch den Vorteil, dass die Effekte,
die eine extrakorporale Zirkulation auslost, unverfalscht erfasst werden kénnen.
So verzichteten wir auch auf die Zugabe von zusatzlichen Puffern, um die Aus-

wirkungen auf den pH- Wert zu beobachten.

Der auffalligste Befund dieser Arbeit war, dass es, in Abhangigkeit von der vor-
herigen Lagerungszeit der Erythrozyten, zu einem kontinuierlichen Anstieg der
Methdmoglobinkonzentration wahrend der sechsstindigen Zirkulation in der
HLM kam. Deshalb soll hierauf im Folgenden néher eingegangen werden.

Die Bildung von Methamoglobin steht im Zusammenhang mit der Entstehung von

reaktiven Sauerstoffspezies.

Tabelle 2: Ubersicht ausgewahlter reaktiver Sauerstoffspezies mit Summenfor-
meln

Reaktive Sauerstoffspezies Formel
Hyperoxid- Anion (Superoxid- Anion) 02"~
Hydroxylradikal HO*
Peroxylradikal ROO*
Hydroperoxylradikal HO,*
Wasserstoffperoxid H202

Bei der Autoxidation von oxygeniertem Hamoglobin zu Methdmoglobin entsteht
immer ein Hyperoxid/ Superoxid (O2).

HbFe?*O2 - MetHb(Fe®*) + O2*

Dieses Sauerstoffradikal gehort zu den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die

die Zellen schadigen kbnnen.
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Verschiedene Mechanismen schitzen die Erythrozyten normalerweise vor Scha-
digungen durch ROS. Zum einen inaktivieren die Enzyme Superoxiddismutase
und Katalase, sowie das Antioxidans Glutathion, mit Hilfe der Glutathionperoxi-
dase, die ROS.

Superoxiddismutase (SOD):
202+ 2H* > 2 HO2 2 H202 + O2

Das bei der SOD- Reaktion gebildete H202 kann durch die Enzyme Katalase
und Glutathionperoxidase entgiftet werden.

Katalase:
2 H20O2 > 2 H20 + O2

Glutathionperoxidase:
Glutathion = Glutathion-Disulfid
2 G-SH + H202 2 GS-SG + 2 H20

Zum anderen schitzen Membranantioxidantien, wie Vitamin E, insbesondere in
Kombination mit Vitamin C, vor Lipidperoxidation. Vitamin E ist in der Lage Was-
serstoffatome an Peroxyradikale abzugeben, sodass daraus Hydroperoxide ent-
stehen. Das entstandene Vitamin E- Radikal selbst ist stabil, und kann durch Vi-

tamin C wieder zurtckreduziert werden. (Clemens and Waller, 1987)

Die Zugabe von Vitamin E zu Erythrozytenkonzentraten kénnte daher einen po-
sitiven Effekt auf die Zellen haben. Allerdings ist Vitamin E fett- und nicht was-
serldslich, wodurch die Verteilung im Reservoir erschwert wird. Aus diesem
Grund wurde das wasserlosliche Vitamin E- Derivat Trolox zuséatzlich zu den Kon-

zentraten gegeben.

Lipidperoxidation kann im Zusammenhang mit Hadmoglobin durch Wasserstoff-
peroxid (als Produkt der Superoxiddismutasereaktion, s.0.) und MetHb ausgeldst

werden.
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Hierbei gibt es verschiedene Reaktionen, die allesamt zur Bildung von ROS flh-

ren.

Die Reaktionen von H202 mit OxyHb zu Ferryl-Hamoglobin bzw. mit MetHb zu
Oxoferryl-Hamoglobin, welche beide starke Oxidantien sind. Reagiert wiederum
Ferryl-Hb mit H202, so entsteht ein weiteres Superoxid (O2™"). Diese Reaktion
scheint den Hamabbau zu férdern und zu Hydroperoxylradikalen zu fuhren, die

ihrerseits Lipidperoxidation initiieren. (Nagababu and Rifkind, 2000)

Die Komplexitat der verschiedenen Reaktionsmdglichkeiten von MetHb ist in
Abb.14 gezeigt.

Reagiert MetHb mit Wasserstoffperoxid konnen zwei verschiedene Oxidantien
entstehen. Zum einen, wie oben beschrieben, Oxoferryl-Hamoglobin, zum ande-
ren ein Proteinradikal, das auf der Globinkette zentriert ist. Dieses kurzlebige Fer-
ryl-Radikal reagiert mit Sauerstoff zu einem Peroxylradikal (ROO-). Dieses wie-
derrum kann zur irreversiblen Umwandlung des Hamoglobins zu Choleglobin und
Sulfh&dmoglobin fuhren. Diese Derivate kénnen Lipide binden und wurden mit
Membranschadigungen in Verbindung gebracht. (Moxness et al., 1996)

Methamoglobin kann aufRerdem zu sogenannten Hemichromen umgewandelt
werden. Bei der Bildung von reversiblen Hemichromen wird das am MetHb ge-
bundene Wassermolekll durch eine Aminosaure (Histidin) ersetzt. Durch diesen
Oxidationsprozess wird ein Superoxid (O2") frei, das zu Zellwandschadigung fuh-
ren kann. Es kann auRerdem auf Grund von gro3eren Deformationen im der Ter-
tiarstruktur des Hamoglobins zur Bildung von irreversiblen Hemichromen kom-
men. Diese sind anféllig fir weitere oxidative Schadigungen und es kann zur Auf-
l6sung der HAm-Einheit kommen. Es wurde gezeigt, dass freies Ham oxidative
Schadigungen an benachbarten Membrananteilen fordert. (Rachmilewitz et al.,
1971)

Normalerweise wird freies Ham durch das Enzym Hamoxygenase zu Fe?*, Bi-
liverdin und CO abgebaut. In vitro wurde gezeigt, dass die Freisetzung von Eisen
durch Glutathion und Wasserstoffperoxid gefordert wird. (Atamna and Ginsburg,
1995; Nagababu and Rifkind, 1998)

43



Freies Eisen kann als Katalysator in der Haber-Weiss- Reaktion wirksam sein
und mit Wasserstoffperoxid zur Bildung von Hydroxylradikalen (‘OH) fuhren.
Diese sind hochreaktiv und kdnnen oxidative Schadigung verschiedenster Zell-

komponenten verursachen.
Fe?* + H202 > Fe3* + 'OH + OH-

(Clemens and Waller, 1987; Kanias and Acker, 2010)
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Abbildung 14: Hamoglobinoxidation und Bildung von ROS
modifiziert nach (Kanias and Acker, 2010)

Bei der Oxidation von OxyHb zu MetHb wird ein Hyperoxid frei. Das Enzym Su-
peroxiddismutase inaktiviert das Hyperoxid durch Uberfilhrung in H202.
H202 reagiert mit DesoxyHb zu MetHb, mit OxyHb zu Ferryl-Hb und mit MetHb
zu Oxyferryl-Hb und einem Proteinradikal. Bei weiterer Reaktion mit Oz entstehen
Peroxylradikale.

Reagiert Ferryl-Hb weiter mit OxyHb entsteht weiteres MetHb. Bei Reaktion mit
H202 entsteht zusatzlich ein Superoxid. Superoxide werden durch Reaktion mit
Protonen zu Hydroperoxylradikalen.

Meth&moglobin kann aul3erdem zu Hemichromen umgewandelt werden. Bei der
Bildung reversibler Hemichromen wird ein Superoxid (O2") frei, die Bildung von
irreversiblen Hemichromen kann zur Auflosung der Ham-Einheit fihren. Das frei-
gesetzte Eisen katalysiert dann in der Haber-Weiss und Fenton- Reaktion die
Bildung weiterer ROS.

Die ROS fuhren zu Lipidperoxidation und Proteinoxidation.
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Auf Grund dieser Vielzahl an Mdéglichkeiten der Zellschadigung durch ROS, ist
es sinnvoll zu untersuchen, inwieweit eine Zugabe von Antioxidantien zu Eryth-
rozytenkonzentraten, wahrend der extrakorporalen Zirkulation, Vorteile mit sich
bringt.

In einer Studie wurde die Wirkung von Vitamin C und N-Acetylcystein auf gela-
gerte Erythrozyten untersucht. Beobachtet wurde unter anderem eine Verbesse-
rung des Glutathion-Gleichgewichts, was zu geringerer Hamolyse und einer ge-
ringeren Ansammlung von Malondialdehyd (MDA) fiihrte. Malondialdehyd dient
als Biomarker fur Lipidperoxidation. Die Studie weist also darauf hin, dass es

Vorteile durch die Zugabe von Antioxidantien geben kénnte. (Pallotta et al., 2014)

In der von uns durchgeflhrten Studie wurde an Erythrozyten- Ghosts auch un-
tersucht, inwieweit Trolox und Deferoxamin die durch H202 ausgeldste Lipidper-
oxidation zu beeinflussen vermdgen. (Krampen et al., 2018) Gemessen wurde
die Bildung von Malondialdehyd, und es konnte sowohl durch Zugabe von Trolox
(0,05 mg/ml), als auch durch Zugabe von Desferoxamin (0,25mg/ml) zu den
Erythrozyten-Ghosts eine Verringerung von MDA festgestellt werden. Ein noch
weiterer Ruckgang der MDA- Bildung konnte durch eine Kombinationsgabe von
Trolox und DFO erreicht werden. Deferoxamin bildet mit dreiwertigen Eisenionen
Chelatkomplexe. (Novartis, 2011) Es ist in der Lage, freies Eisen zu binden, und
so die Zellen vor den Folgen der durch Eisen katalysierten Haber-Weiss- Reak-
tion zu schitzen, bei denen hochreaktive Hydroxylradikale entstehen, die Zellen

schadigen konnen. (Clemens and Waller, 1987)

In vorliegender Studie wurden die Antioxidantien erst unmittelbar vor Beginn der
Zirkulation in der Herz-Lungen-Maschine zu den Erythrozytenkonzentraten ge-
geben. Interessant ware es, in weiteren Studien zu tUberprufen, ob eine Zugabe
der Antioxidantien schon wéahrend der Lagerung der Erythrozyten bei 4°C den

MetHb- Anstieg wahrend der Zirkulation in der HLM verringern kénnte.

Es gibt Hinweise, dass durch die tbliche Lagerung der Erythrozytenkonzentrate
unter Kithlung, die Hamoglobin- Oxidation beeinflusst werden kann. In einer Stu-
die wurde beobachtet, dass die Hamoglobin- Autoxidation durch die Zellalterung
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und durch Verénderungen in den Erythrozyten, wie z.B. den Rickgang von anti-
oxidantischer Aktivitat, beschleunigt werden kann und die Konzentration von int-
razellularen ROS somit ansteigen lassen kann. In dieser Studie wurden aller-
dings nicht-leukozytendepletierte Blutkonserven verwendet. Es muss also be-
ricksichtigt werden, dass die durch Neutrophilen méglicherweise erzeugten ROS
ebenso Einfluss auf die Lipidperoxidation in jener Studie nehmen. (Jézwik et al.,
1997)

Die Ergebnisse vorliegender Studie, mit Verwendung von leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentraten, zeigen, im Gegensatz dazu, nur einen geringfligigen
Anstieg des Methdmoglobins aufgrund der Lagerung.

Der deutliche Anstieg des MetHb ist erst nach Beginn der mechanischen Bean-
spruchung der Erythrozyten in der Herz- Lungen- Maschine und der Tempera-

turerhéhung von 4°C auf 37°C zu beobachten.

Die Autoxidation von Hamoglobin nimmt, mit abnehmendem Blut-pH und Sauer-
stoffpartialdruck, zu. (Jézwik et al., 1997) Der Anstieg des Methamoglobins kann
also zum Teil auf den abnehmenden pH- Wert wéhrend der Zirkulation in der
Herz-Lungen-Maschine zurlckgefuhrt werden. Betrachtet man allerdings die
Versuchsreihen einzeln, so lasst sich feststellen, dass beispielsweise in der zwei-
ten Versuchsreihe auch bei stabilem pH-Wert der Anteil an MetHb zunimmt. Folg-

lich missen noch andere Einflussfaktoren die Bildung von MetHb beeinflussen.

Es sollte also weiterhin untersucht werden, wie sich die MetHb- Bildung unter
extrakorporaler Zirkulation durch Zugabe von geeigneten Pufferzusatzen und da-

mit stabilem pH- Wert verhalt.

MetHb ist nicht in der Lage Sauerstoff zu transportieren und ein MetHb- Anteil
von 15-20% fuhrt beim Menschen zu einem peripheren Sauerstoffmangel, der
sich durch Kopfschmerzen, Zyanose und schliel3lich Bewusstlosigkeit zeigt. Die
Zunahme des MetHb durch Zirkulation in der Herz- Lungen- Maschine ist also fur
den menschlichen Koérper, der beispielsweise bei Operationen von Erythrozyten-

konzentraten und extrakorporaler Zirkulation abh&ngig ist, nicht unerheblich.
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Es ist bekannt, dass durch die Lagerung der Erythrozytenkonzentrate das
NADH/NAD*-Verhéltnis und somit auch die Ruckfihrung von MetHb zu Hamo-
globin beeinflusst wird. (D'Alessandro et al., 2015) Hierbei ergibt sich allerdings
auch ein weiterer Ansatzpunkt. Wie in Abbildung 15 gezeigt, steht das vermehrt
fur die Ruckfihrung von MetHb verbrauchte NADH somit in vermindertem Um-
fang fur die Umwandlung von Pyruvat in Laktat zur Verfigung. Beide Reaktionen

werden zur Aufrechterhaltung der Glykolyse benétigt. (Krampen et al., 2018)
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Abbildung 15: Die Rolle von NAD* bei der Glykolyse von Erythrozyten

NAD* wird in der GAP- DH- Reaktion der Glykolyse (grauer Bereich) bendtigt, in
der es zu NADH reduziert wird. Normalerweise wird das meiste NADH in der
LDH- Reaktion generiert, um die Glykolyse fortzufiihren. Die Hypothese besagt,
dass bei gro3en Mengen MetHb mehr NADH fir die Reduktion von MetHb zu
Hb bendttigt wird, und somit NADH in vermindertem Umfang fur die LDH- Reak-
tion zur Verfigung steht. Folglich wird weniger Laktat aus Pyruvat generiert.

ATP: Adenosintriphosphat, GAP: Glycerinaldehyd-3-phosphat, GAP-DH: GAP-
Dehydrogenase, Glucose-6-P: Glukose-6-Phosphat, Hb: Hamoglobin, LDH:
Laktatdehydrogenase, MetHb: Methdmoglobin, NAD: oxidiertes Nicotinamida-
denindinukleotid, NADH: reduziertes Nicotinamidadenindinukleotid, NADPH:
Nicotinsdureamidadenindinukleotidphosphat, 1,3BPG: 1,3-Biphosphoglycerat,
3PG: 3-Phosphoglycerat, PEP: Phosphoenolpyruvat, P: Phosphat

(Krampen et al., 2018)
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Die somit erhdhte Pyruvatkonzentration wiederum konnte sich positiv auf die
Erythrozyten auswirken, da Pyruvat in der Lage ist H202 zu binden und unschad-
lich zu machen. (Salahudeen et al., 1991) Wie bereits ausgefuhrt, ist H202 an
vielen Mechanismen im Zusammenhang mit der Bildung von ROS und Lipidper-
oxidation beteiligt. Die Verringerung von H202 kénnte also zur Stabilitat der Eryth-

rozyten beitragen.

Aus dem gréf3eren Anteil an MetHb folgt, wie bereits erwahnt, eine damit verbun-
dene erhohte Bildung von ROS. Da in vorliegender Studie lediglich von der Kon-
zentration des MetHb auf das Vorhandensein von ROS zurtickgeschlossen wer-
den kann, muss weiterhin beachtet werden, dass gegebenenfalls sogar noch
mehr ROS vorhanden sein kdnnten, da ein Teil des MetHbs stetig durch das En-

zym MetHb-Reduktase wieder in Hamoglobin zuriickgefuhrt wird.

Um die Zellen vor Lipidperoxidation zu schitzen, wurde in dieser Studie neben
Vitamin E und dem Vitamin- E- Derivat Trolox auch der Eisenchelator Deferoxa-
min verwendet, um die Zellen vor den Folgen der, durch Eisen katalysierten, Ha-
ber-Weiss und Fenton- Reaktionen zu schitzen, bei denen hochreaktive Hydro-

xylradikale entstehen.
Die Haber-Weiss- Reaktion
02+ H202=> 'OH + OH + O2

lauft in Gegenwart von Ubergangsmetallen wie Eisen sehr viel schneller ab und

unterteilt sich in die Reduktion des Eisens und die Fenton- Reaktion.

02+ Fe3* > FeZ*+ O2

Fe? + H202 > Fe® + "OH + OH-

Hydroxylradikale sind in der Lage Lipidperoxidation zu verursachen, Enzyme der
Erythrozyten zu inaktivieren und Hamoglobin zu denaturieren. (Clemens and
Waller, 1987)
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Eisen kann im Laufe der Lagerung von Erythrozyten freigesetzt werden und unter
anderem, durch oben genannte Zusammenhéange, Schadigungen an den Zellen
herbeiftihren (,iron hypothesis®). (Hod and Spitalnik, 2012)

Die Auswirkungen des Methamoglobinanstiegs und mégliche Vorteile durch die
Zugabe von Vitamin E, Trolox und Desferoxamin wurden anhand verschiedener

Parameter untersucht.

Ein Mittel zur Untersuchung der Erythrozyten ist deren Widerstandsfahigkeit ge-
genuber einer hypotonen Na-Cl- Lésung, also deren osmotischer Resistenz.
Hierbei ergaben sich in allen drei Versuchsreihen fur eine Hamolyse von 50% der
Erythrozyten nur Werte im Normalbereich, es konnte weder eine gesteigerte
noch eine verminderte Widerstandsfahigkeit festgestellt werden und zwar sowohl
bei Proben mit als auch bei Proben ohne Zusétze. Der beobachtete Anstieg des
MetHbs und die resultierende Bildung von ROS scheint sich also in einem Mal3e
zu bewegen, dem die Erythrozyten unter den gewahlten Versuchsbedingungen

standhalten kdnnen.

Geringere Effekte auf die roten Blutzellen sind aber deshalb trotzdem nicht aus-

zuschlielRen.

Die in dieser Studie untersuchten Parameter als Hinweis einer Eryptose zeigten
durchaus Effekte auf die Zellen. Eryptose bezeichnet den programmierten Zelltod
von Erythrozyten. Sie ist gekennzeichnet durch verschiedene Veranderungen an
den Zellen. Beispielsweise durch oxidativen Stress werden unselektive Kationen-
kanéle der Zelle aktiviert, und es kommt zu einem vermehrten Calciumeinstrom
in die Zelle. Durch den Calcium- Einstrom wird das Protein Scramblase aktiviert,
das fur die Exposition von Phosphatidylserin an der Zellmembran verantwortlich
ist. Weiterhin werden Calcium-abhangige Kaliumkanéle aktiviert, wodurch es zu
einer Hyperpolarisation der Zellmembran kommt. Dies versucht die Zelle durch
Chloridausstrom zu kompensieren, was aber eine extrazellulare Hyperosmolari-
tat verursacht, die zu Wasserverlust und damit zur Schrumpfung der Zelle flihrt.
(Hermle, 2007; Lang and Lang, 2015; Lang et al., 2012)
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Die durchschnittliche Zellgré3e zunachst blieb Uber den Verlauf der sechs Stun-
den unverandert, unabhangig davon, wie lange die Zellen zuvor gelagert waren
(siehe Abbildung 11).

Die Messung der Phosphatidylserinexposition (siehe Abbildung 12) zeigte bei
sechs Tage gelagerten Erythrozytenkonzentraten weder vor noch nach der Be-
anspruchung der Zellen durch die extrakorporale Zirkulation, Veranderungen.
Dies anderte sich aber bei 20 bzw. 34 Tage gelagerten Konzentraten. Hier war
die Phosphatidylserinexposition von Beginn an hoher. Bei 34 Tage gelagertem

Blut, stieg die Exposition wahrend der Zirkulation nochmals an.

Diese Beobachtung deckt sich mit dem aufféalligen Anstieg des MetHb. Die ver-
mehrte Bildung von ROS durch den MetHb- Anstieg und der somit erhdhte oxi-
dative Stress, fihrt zu vermehrter Phospatidylserinexposition. (Kuypers and de
Jong, 2004) Die Phosphatidylserinexposition stieg allerdings auch bei den mit
Antioxidantien und Eisenchelator versetzten Konzentraten in vergleichbarem

Ausmal an.

Die Exposition von Phosphatidylserin stellt ein wesentliches Charakteristikum der
Eryptose dar und fuhrt zur Phagozytose der Erythrozyten durch Makrophagen.
Hierbei kommt es also nicht zur Hamolyse.(Lang et al., 2006) Dies deckt sich mit
den Beobachtungen dieser Studie, die keine erhdohte Hamolyse der Erythrozyten
zeigte. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Erythrozyten aufgrund des oxida-
tiven Stresses durch Eryptose, nicht durch Hamolyse, abgebaut werden.

Die Messung des intrazellularen Calciumspiegels ergab eine leichte Steigerung
bei 20 und 34 Tage gelagertem Blut nach sechsstindiger Zirkulation in der Herz-
Lungen-Maschine. Bei nur 6 Tage gelagertem Blut blieb ein Effekt durch die Zir-
kulation aus. Der mechanische Stress und der Temperatursprung von 4° auf 37°

scheinen langer gelagerte Konzentrate also mehr zu beeinflussen.

In dieser Studie waren wahrend der Zirkulation in der Herz- Lungen- Maschine
keine positiven Effekte durch den Einsatz der Antioxidantien bzw. des Eisen-
chelators nachweisbar. Dennoch sollte der Einsatz weiter in Erwdgung gezogen
werden, z.B. durch direkte Zugabe zu den Erythrozytenkonzentraten wahrend
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der Lagerung bei 4°C, und in weiteren Studien Gberpruft werden, da die Zugabe
von Trolox und Desferal bei der Bildung von Malondialdehyd, als Marker fur Lip-

idperoxidation, eine deutliche Verringerung herbeifihren. (Krampen et al., 2018)

Diese Studie mit drei Versuchsreihen gibt einen eindeutigen Hinweis auf die Aus-
wirkung der extrakorporalen Zirkulation auf die Erythrozyten und den bemerkens-

werten Anstieg des Methamoglobins.

Der Umfang dieser Studie ist aber naturlich begrenzt und sie kann daher ein An-
haltspunkt sein, jedoch missen auch deutlich die individuellen Unterschiede der
verschiedenen Erythrozytenkonzentrate beachtet werden. Sicherlich sind weitere
umfangreichere Studien notwendig, um den Sachverhalt weiter zu untersuchen

und weitere Auswirkungen des MetHb- Anstiegs zu prufen.
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5 Zusammenfassung

Bei der Lagerung von Erythrozytenkonzentraten kommt es zu Lagerungsscha-
den, sog. "storage lesions”. Inwiefern diese spater Einfluss auf den Gesundheits-
zustand der Patienten haben, die die Erythrozytenkonzentrate transfundiert be-
kommen, ist nach wie vor umstritten. Dennoch kénnen negative Effekte auf die
Zellen nicht ausgeschlossen werden. Die Auswirkungen kdnnten durch den Ein-
satz von extrakorporaler Zirkulation, die oftmals bei Operationen benétigt wird,
noch verstarkt werden, da die Erythrozyten hier, neben der deutlichen Tempera-
turerh6hung, zusatzlich aul3ergewohnlicher mechanischer Belastung ausgesetzt
sind.

In dieser Studie wurde untersucht, wie sich die unterschiedliche Lagerungszeit
der Erythrozytenkonzentrate bei 4°C (6, 20 und 34 Tage) auf verschiedene Pa-
rameter der Erythrozyten nach Zirkulation in einer Herz- Lungen- Maschine bei
37°C auswirkt. Es wurden Proben nach verschiedener Zirkulationsdauer (0, 2, 4,
6 Stunden) entnommen. Weiterhin wurde untersucht, ob die Zugabe von Antioxi-
dantien (Vitamin E und Trolox) und eines Eisenchelators (Deferoxamin) unmittel-
bar vor Zirkulation in der Herz- Lungen- Maschine positiven Einfluss auf die Eryth-

rozyten mit sich bringt.

Es wurde ein deutlicher Anstieg von Methamoglobin wahrend der Zirkulation in
der Herz- Lungen- Maschine beobachtet. Nur aufgrund der Lagerung blieb der
MetHb- Anteil in allen Versuchsreihen nahezu gleich. Die Temperaturerhthung
und der mechanische Stress durch extrakorporale Zirkulation haben umso gro-
Beren Einfluss auf den Methamoglobinanteil der Erythrozyten, je langer diese zu-
vor gelagert wurden. Die mit dem Anstieg des MetHb einhergehende Bildung von
radikalen Sauerstoffspezies, und daraus resultierendem oxidativen Stress, legt
den Einsatz von Antioxidantien und Eisenchelatoren nahe, um Zellschadigungen
zu vermeiden. Hierbei konnten in dieser Studie allerdings keine nennenswerten

Vorteile ausgemacht werden.

Unter den in dieser Studie untersuchten Parametern als Hinweis einer Eryptose

konnte ein erhohter intrazellularer Calciumspiegel nach Zirkulation der 20 bzw.
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34 Tage gelagerten Erythrozyten festgestellt werden. Zum anderen zeigte sich
bei diesen Konzentraten eine vermehrte Exposition von Phosphatidylserin, wel-
che ein wesentliches Charakteristikum der Eryptose darstellt und zur Phagozy-
tose der Erythrozyten durch Makrophagen fihrt.

Weitere Versuche sollten die Auswirkungen des Met-Hb- Anstiegs und den Ein-
satz von Antioxidantien und Eisenchelatoren erneut prifen, um Verbesserungen

beim Einsatz von Erythrozytenkonzentraten zu erreichen.
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