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1. Einleitung

Die Geschichte der Blutspende reicht bis in das Jahr 1492 zuriick. Damals wur-
de Papst Innozenz VIII. der ersten "Frischzellenkur" unterzogen. Er bekam das
Blut von drei Knaben zu trinken. Zuerst starben die drei Kinder, dann der Papst.
Ca. 500 Jahre spéter gelten in der Bundesrepublik Deutschland Blutprodukte
als Arzneimittel im Sinne von § 2 (1) Arzneimittelgesetz i.V.mit § 2 Nr.3 Trans-
fusionsgesetz und unterliegen den Vorschriften des Arzneimittelrechtes. (Bun-
desgesundheitsblatt 7/2000). Dabei sind sowohl fir die Herstellung, die Lage-
rung und die Transfusion von Blutprodukten strenge Richtlinien zu beachten.
Diese ,sollen den Arzten die notwendige Handlungsgrundlage geben und die
erforderlichen Voraussetzungen beschreiben, um den Spender vor Schaden zu
bewahren und um die Anwendung von Blutprodukten einschlieBlich Eigenblut
fir den Empfanger so gefahrlos und wirksam wie méglich zu gestalten.” (Bun-
desgesundheitsblatt 7/2000).

Die Zahl der weltweit benétigten Blutspenden liegt bei rund 75 Millionen Blut-
spenden pro Jahr. Allein in Deutschland werden jahrlich von den Kilinik-
integrierten staatlich-kommunalen Blutspendediensten (StKB) bei tiber 500.000
Blutspendern ca. 1.400.000 Blutspenden enthommen, davon 950.000 Vollblut-
spenden, 300.000 Plasmaspenden (mittels maschineller Apherese) und
150.000 Thrombozytenspenden (mittels maschineller Apherese).

Daraus werden ca. 2.500.000 Blutkomponenten hergestellt und als 950.000
Erythrozytenkonzentrate, 345.000 Thrombozytenkonzentrate (aus Vollblut und
aus maschineller Herstellung) sowie 150.000 Liter gefrorenes Frischplasma fir
die therapeutische Anwendung bei Patienten zur Verflgung gestellt. (Auszug
aus der Stellungnahme des StKB zur 6ffentlichen Anhérung 20. Oktober 2004)

Je nach Art der Blutprodukte werden unterschiedliche Parameter herangezo-
gen, um die Qualitat zu Uberprifen. Die fiir diese Dissertation verwendeten
Blutkomponenten und die vorgeschriebenen Prifparameter sind in den folgen-

den Tabellen dargestellt.
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Blutkomponenten

Inhalt der Abbildungen 1-4 aus:

Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung
von Blutprodukten Hamotherapie Bundesgesundheitsbl-Gesundheitsforsch—
Gesundheitsschutz 2000 - 43:555-589

Tabelle 1 :
Qualitatskontrollen Leukozytendepletiertes Erythrozytenkonzentrat
Priufparameter Priufkriterium Zeitpunkt
Volumen P PG, el Ve nach Herstellung
Entnahmevolumen
. : . nach Herstellung und am Ende der
Hamatokrit 0,50 bis 0,75 I/l ermittelten Haltbarkeit
L nach Herstellung und am Ende der
Gt o O el ermittelten Haltbarkeit
% Hamolyse <0,8% der Erythrozytenmasse am Ende der ermittelten Haltbarkeit
. Beutel unversehrt, keine deutlich ~ nach Herstellung und am Ende der
Visuelie Kool sichtbare Hamolyse ermittelten Haltbarkeit
Restleukozyten <1 x 10%Einheit nach Herstellung
Sterilitat steril am Ende der ermittelten Haltbarkeit

Tabelle 2:

Qualitatskontrollen Leukozytendepletiertes Apherese -Thrombozytenkonzentrat
Prufparameter Prufkriterium Zeitpunkt
Volumen > 200 ml nach Herstellung
Thrombozytengehalt > 200 x 10° / Einheit nach Herstellung

Nach Festlegung, ermittelt abhéngig

Thrombozyten/ml von Lagerbedingungen nach Herstellung
Restleukozyten <1 x 10°/ Einheit nach Herstellung
Resterythrozyten <3x 10°/ Einheit nach Herstellung
pH-Wert 6,5 bis 7,4 am Ende der Haltbarkeit
Visuelle Kontrolle Beutel unversehrt am Ende der Haltbarkeit
Sterilitat steril am Ende der Haltbarkeit
Tabelle 3:
Qualitatskontrollen Leukozytendepletiertes Pool-Thrombozytenkonzentrat
Prufparameter Prifkriterium Zeitpunkt
> 40ml in Abh&ngigkeit von der An-
Rl zahl der ggepoolten Einheiten e [FErEiEung
Thrombozytenzahl = Bl O T T el o ey nach Herstellung

Anzahl der gepoolten Einheiten
Restleukozyten < 1 x 10%in der gepoolten Einheit nach Herstellung
< 0,5 x 10° in Abhangigkeit von der

Resterythrozyten Anzahl der gepoolten Einheiten nach Herstellung
pH-Wert 6,5 bis 7,4 am Ende der Haltbarkeit
Visuelle Kontrolle Beutel unversehrt am Ende der Haltbarkeit

Sterilitat steril am Ende der Haltbarkeit
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RegelméaBig werden in der Transfusionsmedizin Tlbingen die oben genannten
Parameter Uberprift. Dabei betragt die gesetzlich vorgeschriebene Haufigkeit
der Qualitatskontrollen pro Monat 1% der hergestellten Einheiten, mindestens
aber vier Einheiten; ausgenommen ist die Sterilitatstestung mit 0,4x\n (n=Zahl
der hergestellten Einheiten pro Monat). Zusatzlich zu den genannten Parame-
tern werden in TUbingen die Thrombozyten-Praparate noch mit zwei weiteren
Methoden Uberprift: Expression von CD62P auf der Thrombozyten-Oberflache
mit Hilfe eines markierten Antikdérpers und die Aggregationsfahigkeit der
Thrombozyten in den Praparaten mittels der durch Kollagen induzierten Aggre-
gation. Diesen zwei Messmethoden liegt als Basis die Uberlegung zugrunde,
dass eine hohe Zahl aktivierter Thrombozyten oder eine verminderte Aggregati-
onsfahig im Préparat als negativ anzusehen ist und vermutlich mit einem
schlechten Transfusionserfolg einhergeht.

CD62P (P-Selectin) dient der Adhéasion der Thrombozyten u.a. an Neutrophile.
Dieser Rezeptor wird bei einer Aktivierung aus praformierten a-Granula auf die
Thrombozytenoberflache beférdert und spater proteolytisch abgespalten. Die
Messung der mit dem Antikérper (Anti-CD62P-R-PE) angefarbten Zellen er-
mdglicht somit eine Aussage Uber die Rezeptordichte auf Thrombozyten und
damit den Aktivierungszustand der Zellen.

Um die Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten lberprifen zu kénnen, wird
in einer Klvette bei 37°C und definierter Geschwindigkeit plattchen-reiches-
Plasma (PRP) gerthrt. Diese Kivette befindet sich zwischen einer Lichtquelle
und einer Photozelle. Nach Zugabe einer bestimmten Menge Kollagen aggre-
gieren die Plattchen und die Lichtdurchlassigkeit steigt dadurch an. Die An-
derungen der Lichtdurchlassigkeit werden aufgezeichnet und mittels PC gra-

phisch dargestellt.
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In dieser Dissertation wird die Bindung von Annexin V an Phosphatidylserin als
weiterer Marker fur den Qualitatszustand der gelagerten Blutprodukte im Ver-
gleich zu den anderen Qualitdtsparametern untersucht. Die Verlagerung von
Phosphatidylserin aus dem Zellinneren auf die Zelloberflache ist Zeichen einer
Aktivierung oder beginnenden Apoptose. Annexin V wiederum bindet sehr gut
an Phosphatidylserin; deshalb kann mit markiertem Annexin V Phosphatidylse-
rin auf der Zelloberflache sichtbar gemacht werden, woraus sich ein MaB fur
den Alterungs- und Aktivierungszustand der Zelle ergibt.

Seit den 90er Jahren beschaftigt sich die Forschung mit Annexinen. 1991 Uber-
priften THIAGARAJAN et al. (1991) die Funktion des Annexin V als Antikoagu-
lanz. Sie zeigten eine Bindung des Annexins an Phosphatidylserin. Phosphati-
dylserin auf der Oberflaiche der Zellmembran dient als Vermittler der
Gerinnungskasakade. Ein Jahr spater gelang es MYRPHY CT. et al. (1992) als
erstem, Annexin V in menschlichen Thrombozyten zu identifizieren. Es zeigte
sich, dass Annexin V mit 0.02 bis 0.005% den gréBten Anteil der Annexinfami-
lie in menschlichen Thrombozyten bildet. Im Jahr 1993 zeigten FADOK VA et al.
(1993), dass die Expression von Phosphatidylserin an der Zelloberflache eine
wichtige Rolle in der Beseitigung der apoptotischen Zellen durch die Makropha-
gen spielt. Im Ablauf der Apoptose wird Phosphatidylserin vom Zellinneren auf
die Zelloberflache transferiert, zu einem Zeitpunkt, bei dem die Apoptose be-
reits begonnen hat, aber die Zellmembran noch intakt ist. Gleichzeitig ist die
Expression von Phosphatidylserin auf der Thrombozytenoberflache ein Marker
far die Aktivierung von Thrombozyten.

VAN HEERDE et al. (1995) diskutierten Uber die Darstellung von apoptotischen
Zellen mittels Annexin V. Im selben Jahr verwendeten STRATTON et al. (1995)
99TC markiertes Annexin V, um akute links atriale Thromben zu detektieren.
Die Anfarbbarkeit der Thrombozyten und Erythrozyten mittels Annexin V-PE
bietet also einen Weg, Schaden durch die Lagerungsdauer zu definieren, da mit
zunehmender Lagerungsdauer zugrunde gehende Zellen Phosphatidylserin auf
der Oberflache exprimieren. Die Messung des gebundenen, markierten
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Annexin V im Durchflusszytometer ermdglicht es, annexinpositive Zellen quanti-
tativ zu erfassen, um somit eine moglicherweise bessere Aussage Uber den

Qualitatszustand des Blutproduktes machen zu kénnen.

Ein besonderer Aspekt in der Versorgung von Patienten eines Universitatsklini-
kums mit Blutprodukten ist die bei besonders gefahrdeten Empfangern erforder-
liche Bestrahlung, um eine Graft-versus-Host-Reaktion zu vermeiden (siehe
Tabelle 4). Fir diese Empfanger missen alle Blutkomponenten mit ionisieren-
den Strahlen (empfohlene Dosis: 30 Gy) behandelt werden (Bundesgesund-
heitsblatt 7/2000). Aus diesem Grund wurden die zu den Messungen herange-

zogenen Blutprodukte geteilt und je zur Halfte bestrahlt.

Tabelle 4:
Indikationen flirr eine Bestrahlung von Blutprodukten

» Transfusion bei Stammzell/Knochenmarktransplantation

» Transfusion vor autologer Blutstammzellenthahme

= Transfusion bei schwerem Immundefektsyndrom

= Intrauterine Transfusion

= Austauschtransfusion

» Transfusion bei Hochdosis-Chemotherapie mit oder ohne Ganzkérper-
bestrahlung bei Leuk&mien, malignen Lymphomen und soliden Tumoren

= Transfusion bei M. Hodgkin

» Transfusion bei Frihgeborenen (weniger als 37 Schwangerschaftswo-
chen)

= Transfusion bei Neugeborenen bei Verdacht auf Immundefizienz

= bei allen gerichteten Blutspenden von Blutsverwandten

Ziel dieser Dissertation ist es, den Einsatz von markiertem Annexin V in der
Qualitatskontrolle von bestrahlten und unbestrahlten Blutprodukten zu Uberpri-
fen und mit bereits etablierten Methoden zu vergleichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Herstellung von Blutprodukten
2.1.1. Leukozytenarme Erythrozytenkonzentrate (LAE)

Bei der Blutspende wird das Vollblut in ein speziell fir die sterile Trennung von
Blutbestandteilen vorgesehenes Beutelsystem geleitet. Dieses besteht aus drei
Beuteln, wobei die Spende des Vollblutes zunachst in den mittleren Beutel er-
folgt. (siehe Abbildung 1)

Beutel
far
Plasma

Iiiiii

Vollblutspende

CRRGRRREERSS

SRS

T
Beutel
far
LAE

iiiiilliiii

Abbildung 1: Prinzip der Auftrennung des Blutes
Nach abgeschlossener Spende wird die Blutkonserve bei 3500 U/min fir 20 Mi-
nuten zentrifugiert. Durch diesen Vorgang trennt sich das Blut in dem mittleren
Beutel in drei Schichten auf (siehe Abbildung 2).

Plasma

Buffy Coat

Erythrozyten

Abbildung 2: Vollblut nach der Zentrifugation
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Im oberen Teil des Beutels befindet sich nun das Blutplasma, im mittleren Be-
reich der sogenannte Buffy Coat, bestehend aus Thrombozyten und Leukozy-
ten, und im unteren Teil befinden sich die Erythrozyten. Mit Hilfe des Optipress
II, einem automatischem Blutkomponenten-Extraktor (Abbildung 3) fir die stan-
dardisierte Trennung von Vollblut in hochreine Einzelkomponenten, werden die
drei Blutbestandteile nun steril voneinander getrennt. Dabei kontrollieren licht-
und druckempfindliche Sensoren diesen Vorgang, bei dem durch kontrollierten
Druck das Plasma vom Buffy Coat abgetrennt und in den oberen Beutel gelenkt
wird. Nach demselben Prinzip werden die Erythrozyten in den unteren Beutel
abgepresst. Am Ende der Komponententrennung werden die Beutel nun steril
abgeschweifl3t und einzeln weiterverarbeitet.

Es gibt einen wichtigen Aspekt bei der Herstellung von Blutprodukten: Durch die
Transfusion allogener, nicht leukozytendepletierter Blutkomponenten kénnen
unerwinschte Wirkungen beim Empfanger ausgeldst werden kénnen. Hierbei
spielt die febrile nicht-hamolytische Transfusionsreaktion, eine HLA-Allo-
immunisierung, die Immunsuppression sowie die Ubertragung von zellstéandigen
Viren (KLEIN HG et al. 1998) eine wichtige Rolle. Deshalb wurde von der Auf-
sichtsbehérde (Paul-Ehrlich-Institut) entschieden, dass ab dem 01.01.2001
ausschlieBlich nur solche Produkte in Verkehr gebracht werden dirfen, die ei-
nen Restleukozytengehalt von <1 x 10° pro Einheit (Blutkonserve) aufweisen
(§28 Abs. 3 ¢ des Arzneimittelgesetzes AMG). Deshalb folgt der oben genann-
ten Herstellung eines Erythrozytenkonzentrats noch ein Schritt, in dem die
Restleukozyten aus dem Erythrozytenkonzentrat herausgefiltert werden; gleich-
zeitig werden die Erythrozyten in einen Lagerbeutel verbracht, der eine Nahrlo-
sung enthalt, die eine Lagerung bis zu 49 Tagen erlaubt.

2.1.2. Thrombozytenpools

Die Thrombozytenpools entstehen aus den Buffy Coats von vier Vollblut-
spenden. Dazu werden die vier Buffy Coats mit Hilfe von sterilem Zusammen-
schweiBen der Beutel zusammen in einen Beutel verbracht. Dabei wird gleich-
zeitig eine Spull- und Nahrlésung eingebracht. Durch die anschlieBende Zentri-
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fugation erfolgt eine Trennung der restlichen Erythrozyten und Leukozyten, die
die untere Schicht bilden, von den weniger dichten Thrombozyten, die im Uber-
stand verbleiben. Um die in 2.1.1 angesprochenen Komplikationen bei nicht
leukozytendepletierten Thrombozyten zu vermeiden, erfolgt nun die Filtration
des thrombozytenreichen Praparates zur Abtrennung der Rest-Leukozyten. Die
Lagerung der Thrombozyten erfolgt bei Raumtemperatur (22 °C) auf der

Thrombozytenschaukel LPR 1 der Firma Melcoo Engeniering.

2.1.3. Thrombozytenkonzentrate

Die Herstellung der Thrombozytenkonzentrate erfolgt durch Apherese mit inte-
grierter Leukozytendepletion. Auch diesem Verfahren liegt die Zentrifugation
zugrunde. Der Spender wird an einen extrakorporalen Kreislauf angeschlossen,
bei dem noch wahrend der Spende die Thrombozyten isoliert und die restlichen
Bestandteile wieder dem Spender zuricktransfundiert werden. Im Gegensatz
zu den Thrombozytenpools bendtigen die maschinell hergestellten Apherese-
TK keinen zusatzlichen Filtrationsschritt, da die geforderte H6chstzahl an Rest-
leukozyten durch das Verfahren bereits unterschritten wird. Zum Einsatz kom-
men in Tlbingen Zellseparatoren der Marken Baxter Amicus Crescendo (Abbil-
dung Nr. 4), Cobe Spectra Gambro BCT und Trima accel Gambro.

Abbildung: 3 Abbildung: 4
automatischer Blutkomponenten-Extraktor Baxter Amicus
Opitpress
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Die folgende Kennzeichnung der Antikérper, Chemikalien und Geréate dient der

Zuordnung zu den verschiedenen Versuchen.

Schlissel zur Kennzeichnung der Tests:

o b~ W N

Stimulation der Thrombozyten TRAP 6
Annexinbindung bei Thrombozyten
Ermittlung der Aggregation mit APACT 4
Positivkontrolle fir Annexintest

Annexinbindung bei Erythrozyten

2.2.1. Antikorper und Antigene

Monoklonal Antibody, Anti-CD62P, R-Phycoerythrin (R-PE) konjugiert
Mouse IgGix, Clone AK4 [1]

o BD Biosciences, (10975 Torreyna Road), San Diego, USA
Annexin V-PE konjugiert, 35-36 kDa Ca 2" abh&ngiges phospholipid-
binding Protein [2] [4]

o BD Biosciences, (10975 Torreyna Road), San Diego
Kollagen-Reagens, 1ml Flaschchen (100ug/ml), Kat.Nr.: 5368 [3]

o Rolf Greiner Biochemica, 65558 Flacht, Germany
Thrombin Receptor Activator Protein 6 (TRAP 6), 5 mg, Kat.Nr.: H 8365

o Bachem AG, (Hauptstrasse 144), CH-4416 Bubendorf, Swiss [1]
Calciumionophore, A-23817, [4]

o SIGMA, St. Louis, Missouri, USA
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2.2.2. Chemikalien

= Annexin V Bindungspuffer, 50ml [2] [4]
o BD Biosciences, (10975 Torreyna Road), San Diego, USA
»  Waschlésung Thrombozyten [2] [5]:
- 0,5% EDTA in isoton NaCl geldst
=  Ampuwa 100ml, Fresenius Kabi [1]
» PBS, Firma Life Technologies 70011036 [1]
= BSA, Firma Serva, 69115 Heidelberg, Germany

2.2.3. Labormaterial

Frickenhausen Polysterol-Réhrchen, 14 ml [2] [5]
o FA GREINER
= Save Lock Tubes, 2,5ml [2] [5]
o FA Eppendorf
= FACS Roéhrchen, 5 ml [2] [5]
o FA Sarsted
= S-Monovette, 75 x 15,3 [2] [5]

» Beutelsysteme: Baxter Transfer Pack 150 ml [2] [5], Lagerungsbeutel

2.2.4. technische Gerate

= Zentrifuge: EBA 12 R, FA Hettich [2] [5]
» Waage: 1) Ottuss Analytical Standard [2] [5]
2) Sartorius excellence [2] [5]
= Celldyn: Abott CellDyn 3500 [2] [5]
= Aggregometer: APACT 4 [2]
* pH-Meter: Radiometer Copenhagen 700 Series [2]
» Schweissgerat: 1) Terumo TSCD SC 201 —AH [2] [5]

2) Hamatron lll, FA Baxter[2] [5]
= Thrombozytenschaukel:  Modell: LPR 1 FA. Melcoo Engeniering [2]
» Bestrahlungsgerat: Bestrahlungsanlage Biobeam 8000 [2] [5]
= FACS Gerat: Coulter EPICS XL-MCL [2] [5]
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2.3. Laboruntersuchungen
2.3.1. Wichtige Abkirzungen

TKZ Thrombozytenkonzentrat

TP Thrombozytenpool

TLB Thrombozytenlagerbeutel

TBP Thrombozytenprobe

SLT Save Lock Tubes [2,5ml] der Firma Eppendorf
PSR Polysterol-Réhrchen

HSR Hypotone Schockreaktion

PAS Platelet additive Solution

PBS Phosphat buffered saline (0,1% BSA)
ABP Annexin Bindungs Puffer

LAE Leukozytenarmes Erythrozytenkonzentrat
BSA Bovines Serum Albumine

2.3.2. Thrombozytenpools/Thrombozytenkonzentrate

2.3.2.1. Probenanzahl. Messtage

Probenanzahl: 3 Thrombozytenkonzentrate und drei Poolpriparate verteilt auf

jeweils 2 Lagerbeutel
- 6 x 2 = 12 Thrombozytenkonzentrate/Pools
- Bestrahlung (30Gy) am 1. Messtag

Messtage: Am Tag der Herstellung (1), sowie am Tag 3 und Tag 7
2.3.2.2. CD62P
a) Prinzip

Thrombozyten verandern nach Aktivierung die Dichte diverser Oberflachenanti-
gene, welche mittels der Durchflusszytometrie nachgewiesen werden kénnen.
CD62P dient der Adhasion der Thrombozyten u.a. an Neutrophile. Dieser Re-
zeptor wird bei einer Aktivierung aus praformierten a-Granula auf die Thrombo-

zytenoberflache befdérdert und spater proteolytisch abgespalten. Die Messung
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durch den mit R-Phycoerythrin konjugierten Antikbrper ANTI-CD62P ermdglicht
eine Aussage Uber die Rezeptordichte auf Thrombozyten und den Aktivierungs-
zustand der Zellen. Eine ebenfalls durchgeflihrte Stimulation mit TRAP6 als
Kontrolle ermdglicht eine Aussage Uber die Aktivierbarkeit der Thrombozyten in

der Préparation.

b) Herstellung der Thrombozytensuspension

- Abfullen von 2 ml TKZ oder TP aus TLB in SLT (2,5ml)
- Ermitteln der Thrombozytenzahl mit Abott CellDyn
- Einstellen der Zellzahl auf 20.000/ul in PBS

¢) Versuchsablauf 1 (Stimulation mit TRAP 6)

- 135 pl der verdiinnten Thrombozyten werden in SLT gegeben
- Hinzuftgen von 15 pl TRAP 6 und leichtes Schwenken

- Inkubation (10 min) bei Raumtemperatur und Dunkelheit

- 50ul der Suspension wird in neue SLT pippetiert

- Hinzugabe von 5ul ANTI-CD62P, Inkubation (5 min)

- Abstoppen der Reaktion mit 950 ul PBS

- Messung der Fluoreszenz mit Coulter EPICS XL-MCL

d) Versuchsablauf 2 (keine Stimulation)

- 50 pl der verdiinnten Thrombozyten werden in SLT gegeben
- Hinzugabe von 5ul ANTI-CD62P, Inkubation (5 min)

- Abstoppen der Reaktion mit 950 ul PBS

- Messung der Fluoreszenz mit Coulter EPICS XL-MCL

2.3.2.3. pH Messung

a) Herstellung des Messmediums

- aus TLB werden 10 ml TKZ / TP in Spritzen aufgezogen

b) Versuchsablauf

- Messung des pH am Radiometer Kopenhagen
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2.3.2.4. Aqggregation

a) Prinzip

In einer Kivette wird bei 37°C und definierter Geschwindigkeit plattchenreiches
Plasma (PRP) gertihrt. Diese Klvette befindet sich zwischen einer Lichtquelle
und einer Photozelle. Nach Zugabe einer bestimmten Menge Kollagen aggre-
gieren die Plattchen und die Lichtdurchlassigkeit steigt an. Die Anderungen der
Lichtdurchlassigkeit werden aufgezeichnet und mittels PC graphisch dargestellt.
Die Qualitatskontrolle der Transfusionsmedizin TUbingen misst die Aggregation
nach Zugabe von 30 ul Kollagen zu 170 ul PRP. Aus ungeklarten Griinden zeigt
sich bei den Pools bei sofortiger Messung keine Aggregation. Deshalb wurden
bei den Pools die Messungen erst nach 3 Stunden durchgefuhrt, weil friiher
nachgewiesen worden war, dass dann die Werte im Normbereich liegen.

b) Herstellung der Messmedien

1) PPP: platelet poor plasma

- Abflllen von 2,5 ml TBP in SLT, (bei TP 3h Lagerung in SLT bei RT)

- Zentrifugation (830 g, 10 min bei 20°C)

- Vorsichtiges Abpippetieren des Uberstandes in ein neues SLT

2) PRP: platelet rich plasma

- Abflllen von 2,5 ml TBP in SLT und Messen der Zellzahl mittels CellDyn
- Einstellen der Konzentration auf 250.000/ml in PPP

c) Versuchsablauf

- 170 pl PPP werden in Klivette pippetiert

- Einsetzen der Kivette in den APACT 4

- Messung der Tribung von PPP, die PPP Kivette wird herausgenommen
- 170 pl PRP werden in zweite Klvette pippetiert

- Messung der Tribung von PRP

- Manuelles Starten des Messvorgangs

- Nach 10 sec werden 30 ul Kollagen dazugegeben

- Ablesen der Aggregation nach 520 sec
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2.3.2.5. Annexin V-PE

a) Prinzip

Waéhrend der Frihphase der Apoptose der Erythrozyten findet eine Translokati-
on von Phosphatidylserin von der Innenseite der Zellmembran an die Oberfla-
che der Zelle statt. In Anwesenheit von Calcium kann mittels Annexin V, ein 25-
26 kDa groBes Protein, das eine hohe Affinitat fir Phosphatidylserin aufweist,
diese Expression an der auBeren Zellmembran apoptotischer Zellen nachge-
wiesen werden. Dabei wird Annexin V an den Fluoreszenzfarbstoff PE gekop-
pelt und nach Inkubation mit den Erythrozyten im Durchflusszytometer gemes-
sen.

Bei den Thrombozyten kann die Translokation von Phosphatidylserin, die so-
wohl ein MaB fur Aktivierung also auch beginnende Apoptose ist, durch die An-
wesenheit der Agonisten Thrombin oder Kollagen herbeiflihrt werden (BEVERS
et al. 1983) und damit sowohl eine Aussage Uber die wahrend der Herstellung
bereits aktivierten Thrombozyten als auch Uber die Aktivierbarkeit der Throm-
bozyten liefern. Da die Bindung des Annexins sehr Ca®* abhangig ist, wird
durch Zugabe einer standardisierten Menge Annexinbindungspuffer (enthalt u.a
25 mmol CaCl,) die Méglichkeit der Bindung gewabhrleistet.

b) Herstellung der Messmedien

- 4 ml TBP werden aus den Baxter Transfer Packs in ein PSR (15ml) gege-
ben

- Zentrifugieren mit 1409 g, RT, 15 min

- Dekantieren

- Waschen (1x): Mischen mit 10 ml Thrombozyten-Waschlésung, anschlie-
Bend Zentrifugieren mit 1409 g, RT, 15 min

- Dekantieren

- Waschen (2x): Zu dem Dekantat werden erneut 10 ml Waschlésung dazu-
gegeben, Zentrifugieren mit 1409 g, RT, 15 min

- Dekantieren und Resuspendieren mit 4 ml ABP

- Messung der Zellzahl mittels CellDyn

- Einstellen der Thrombozytenkonzentration auf 2,0x1 0’/ml mit ABP
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c¢) Versuchsablauf

Vorbereitung: 100ul der verdinnten Thrombozyten werden in ein FACS
Rdéhrchen pippetiert

Anfarben der Thrombozyten: Inkubation mit 5ul PE markiertem Annexin V
tber 15 min bei Raumtemperatur in Dunkelheit

Abstoppen der Reaktion mit 450 ml ABP

Leichtes Aufschitteln der Lésung

Messung am Durchflusszytometer

2.3.2.6. Kontrollgruppe

a) Prinzip

Um sicherzustellen, dass die gelagerten Thrombozyten prinzipiell noch aktiviert

werden kdnnen, wurde jeweils eine positive Kontrollgruppe mitgeflihrt, die durch

Zusatz von Calcium lonophore aktiviert wurde.

b) Herstellung der Messmedien

4 ml TBP werden aus den Baxter Transfer Packs in ein PSR (15ml) gege-
ben

Zentrifugieren mit 1409 g, RT, 15 min

Dekantieren

Waschen (1x): Mischen mit 10 ml Thrombozyten-Waschlésung, anschlie-

Bend zentrifugieren mit 1409 g, RT, 15 min

Dekantieren

Waschen (2x): Zu dem Dekantat werden erneut 10 ml Waschlésung dazu-
gegeben, zentrifugieren mit 1409 g, RT, 15 min

Dekantieren

Resuspendieren mit 4 ml Annexin Bindungs- Puffer

Messung der Zellzahl mittels CellDyn

Einstellen der Thrombozytenkonzentration auf 2,0x1 0’/ml mit ABP
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c¢) Versuchsablauf

- Vorbereitung: 100ul der verdinnten Thrombozyten werden in ein FACS
Rdéhrchen pippetiert

- Anfarben der Thrombozyten: Inkubation mit 5ul Annexin V mit Zugabe von
1 ul Ca lonophore Uber 15 min bei Raumtemperatur in Dunkelheit

- Abstoppen der Reaktion mit 450 ml ABP

- Leichtes Aufschiitteln der Lésung

- Messung am Durchflusszytometer

2.3.3. Erythrozytenkonzentrate

2.3.3.1. Probenzahl, Messtage

Probenanzahl: 12 LAE unterschiedlichen Alters (s.u.),
verteilt auf jeweils 2 Lagerbeutel
2> 12x2 =24 LAE
Bestrahlung: Bestrahlung von 12 LAE mit 30 Gy am 1. Messtag
Probenalter: Jeweils 4 Gruppen (a 3 LAE) im Alter von 14, 28, 35, 42 Tage
Messtage: Tag 1 am Tag der Bestrahlung, anschlieBend alle 7 Tage bis
zum Tag 49 der Lagerung.

2.3.3.2. Freies Hdmoglobin

a) Prinzip
- Durch Schaden an der Erythrozytenmembran tritt Hdmoglobin aus dem Ery-

throzyten aus. Dieses kann photometrisch im Plasma bestimmt und zur Ver-

laufskontrolle der Erythrozytenqualitat herangezogen werden.

b) Herstellung der Messmedien

- Aus den Lagerbeuteln (Lagerung unter standardisierten Bedingungen bei
4°C) werden unter sterilen Bedingungen 7 ml der jeweiligen LAE in die
Transfer Packs mittels Schweissgerat Terumo TSCD SC 201-AH umgefullt.

- Verteilen der Erythrozyten auf S-Monovette
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c¢) Versuchsablauf

- Messung im Zentrallabor des Universitatsklinikums Tlbingen

2.3.3.3. Freies Kalium

a) Prinzip

Durch Schaden an der Zellmembran tritt Kalium aus dem Erythrozyten aus. Der
Kaliumspiegel wird ebenfalls als Qualitadtsparameter herangezogen.

b) Herstellung der Messmedien

- Aus den Lagerbeuteln (Lagerung unter standardisierten Bedingungen bei
4°C) werden analog zu 2.3.3.2 unter sterilen Bedingungen 7 ml der jeweili-
gen LAE in die Transfer Packs tberflhrt.

- Umflllen der Erythrozyten auf S-Monovette

¢) Versuchsablauf

- Messung im Zentrallabor des Universitatsklinikums Tibingen

2.3.3.4. Annexin V-PE

a) Prinzip

Wahrend der Frihphase der Apoptose findet eine Translokation von
Phosphatidylserin von der Innenseite der Zellmembran an die Oberflache
der Zelle statt. In Anwesenheit von Calcium kann mittels Annexin V-PE, ein
25-26 kDa groBes Protein, das eine hohe Affinitat fir Phosphatidylserin auf-
weist, diese Expression an der duBeren Zellmembran apoptotischer Zellen
nachgewiesen werden. Dabei ist Annexin V an den Fluroeszenzfarbstoff PE
gekoppelt (Annexin V-PE) und wird nach Inkubation mit den Erythrozyten

im Durchflusszytometer gemessen.
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b) Herstellung der Messmedien

Aus den Lagerbeuteln werden, analog zu 2.3.3.2, unter sterilen Bedingun-
gen 5 ml der jeweiligen LAE in die Transfer Packs tberflhrt.

Umflllen der Erythrozyten in ein Polysterol-Réhrchen

Messung der Erythrozytenkonzentration am CellDyn

Einstellen der Zellzahl auf 6 x 10%/pl

Verdinnungsreihe:

10pl Erythrozyten mit 990 pl ABP in FACS Réhrchen1

Leichtes Schwenken

50 ml aus dem Rdhrchen 1 mit 450l ABP in FACS Réhrchen 2
Leichtes Schwenken

Versuchsablauf

Vorbereitung: 100l der verdiinnten Erythrozyten werden in ein FACS Rohr-
chen pippetiert

Markierung der Erythrozyten : Inkubation mit 5ul Annexin V-PE Uber 15 min
bei Raumtemperatur in Dunkelheit

Leichtes Aufschitteln der Lésung

Messung am Durchflusszytometer
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2.4. Arbeitsweise der technischen Gerate

2.4.1. Durchflusszytometer

Allgemein:

Das Durchflusszytometer fungiert als optisches MeBsystem. In den 60er und
70er Jahren entwickelten mehrere Arbeitsgruppen unabhangig voneinander
Gerate zur Messung von Tumorzellen, Lymphozyten und Bakterien mit Hilfe
von Protein-, Nukleinsdurefarbstoffen und fluoreszenzmarkierten Antikorpern.
Dabei bilden das Streulicht, die Fluoreszenz der einzelnen Zellen und das Defi-
nieren von Auswertefenstern = Gaten (deutsch: Schleusen) die Basis der
Keskimgiesuchung sind Zellen jeder Herkunft geeignet, sofern sie als Suspensi-
on von Einzelzellen vorliegen. Dazu ist es in manchen Fallen notwenig, Ge-

websverbande mechanisch oder enzymatisch zu isolieren.

Abbildung 5: Foto Firma Beckman-Coulter

Streulicht:

Bei der Ermittlung des Streulichtes passiert eine Zelle zunachst im so genann-
ten Durchflusszellenblock (Abbildung 6) einen Laserstrahl, der die Zelle von der
Seite bestrahlt und je nach Eigenschaft der Zelle unterschiedlich gebrochen

wird.
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Abbildung 6: Prinzip des Durchflusszellenblocks

In der Durchflusszytometrie wird zwischen Vorwartsstreulicht und Seitwarts-
streulicht unterschieden. Das Vorwartstreulicht (Forward Side Scatter FSC, sie-
he Abbildung. 7) ist abhéangig von der GréBe der einzelnen Zelle und ist durch
einen Winkel kleiner 10° charakterisiert. Das Seitwartsstreulicht (Side Scatter
SSC, siehe Abbildung. 8) hingegen hangt sehr stark vom Inhalt der einzelnen
Zelle ab. Je starker die Membranfaltung und je mehr intrazelluldre Granula vor-
handen sind, umso starker bricht der Laserstrahl und umso gréBer das Seit-

wartsstreulicht. Dabei wird der Laserstrahl in einem Winkel von ca 90° gebro-

Zellen im Gan- @

o
semarsch

O

chen.

O Detektor flr

Laser ‘ D FSC
W C max 10°

Abbildung 7: Prinzip des FSC
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® Detektor
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®
Laser granulahaltige Zellen er-
W zeugen ein hohes SSC

Abbildung 8: Prinzip des SSC
Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt anschlieBend in einem so genannten Dot
Plot (Abbildung 9). In der hier vorliegenden Dissertation wurden die Ergebnisse
des SSC auf die X-Achse und die Ergebnisse des FSC auf die Y-Achse lo-

garrhythmisch aufgetragen.
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Abbildung 9: Dot-Plot Darstellung

Fluoreszenz:

Durch die Messung der Fluoreszenz kdnnen zusatzlich mit dem Durchflusszy-
tometer die verschiedenen Zellen und deren unterschiedlichen Merkmale er-
fasst werden. Vorraussetzung daflir ist das Markieren der zur untersuchenden
Probe mit speziellen Antikérpern. Dabei werden die Zellsuspensionen mit den

speziellen Antikérpern vermischt und bei Raumtemperatur und Dunkelheit 15
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min gelagert. Das Prinzip der Inkubation mit den Antikérpern erklart Abbildung
10. In dieser Arbeit werden als Antikbrper ANTI-CD62P-PE und das Annexin V-

PE eingesetzt. Nahere Informationen zu den Antikdrpern siehe 2.2.1.

15 min Raumtemperatur > _
FITC markierter
/GPIIb/IIIA Thrombozyt mit
Rezeptor charakeristischen
CD 41a FITC
Q fluoreszierenden

+ l / Eigenschaften.
()

> _
Q7 £y

Abbildung 10: Inkubation von Thrombozyten mit Antikérpern

Gaten: (Englisch = schleusen)

An dem an das Durchflusszytometer angeschlossenen PC zeichnet man mit der
Computer-Maus eine Region (siehe Pfeil in Abbildung 11) in das Streulicht-
diagramm ein, die nur die fir die Messungen relevanten Zellen enthalt. Somit
werden nur die fir die Fragestellung wichtigen Zellen von der Software erfasst

und flr die Messungen herangezogen.

FS LOG
LAY el B TT TR
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T T T
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Abbildung 11: Dot-Plot Darstellung: Gaten
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3. Ergebnisse

3.1. Thrombozyten
3.1.1. Thrombozytenpools
Es wurden drei Thrombozytenpools (z.B. 3406-10 = Nummer des Poolprapara-

tes) geteilt und sowohl unbestrahlt als auch bestrahlt (x) Uberprift. Untersucht
wurden die Werte am Tag der Bestrahlung = Tag 1, Tag 3 und Tag 7.

Die Tabelle auf der kommenden Seite enthalt die verschiedenen Messergeb-
nisse der einzelnen Proben an den entsprechenden Priftagen, sowie die Mit-

telwerte.

In den dann folgenden Abbildungen werden diese Daten graphisch dargestellt.
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Tabelle 5: Ergebnisse Thrombozytenpools
mit Durchnittswerten der bestrahlten und unbestrahlten Proben

ANTI ANTI Annexin V | Annexin V | Aggregation pH
CD62P CD62P T 6 % und lo- %
Unstimuliert | Stimuliert nophore
% % %

TAG 1
3406-10 2,83 7,31 8,15 97,00 56,30 7,014
3406-10x 3,28 9,88 10,90 97,90 53,50 7,026
3407-10 3,26 9,71 8,04 97,20 58,00 6,968
3407-10x 3,51 9,63 8,24 96,90 56,60 6,977
3408-10 4,71 8,62 5,68 96,20 60,80 6,927
3408-10x 4,86 7,82 8,23 94,60 68,40 6,911

TAG 3
3406-10 6,55 7,77 19,20 98,20 16,10 7,285
3406-10x 6,12 7,66 18,80 24,00 7,286
3407-10 4,95 8,46 16,60 98,10 17,90 7,206
3407-10x 6,01 8,28 19,70 19,40 7,201
3408-10 5,23 6,66 13,90 95,90 24,40 7,289
3408-10x 5,06 6,16 13,00 28,40 7,069

TAG7
3406-10 5,76 7,80 22,50 93,40 14,30 6,990
3406-10x 6,96 7,43 23,80 91,60 15,00 6,931
3407-10 4,91 5,44 24,30 95,90 24,60 6,973
3407-10x 4,62 5,64 24,20 97,10 21,20 6,942
3408-10 6,95 6,21 23,90 95,50 19,80 7,240
3408-10x 5,62 7,42 25,40 95,50 20,20 7,255

DURCHSCHNITT

TAG 1
unbestrahlt 3,60 8,55 7,29 96,80 62,38 6,970
bestrahlt 3,88 8,91 9,12 96,47 59,50 6,971

TAG 3
unbestrahit 5,58 7,63 16,57 97,40 23,04 7,260
bestrahit 5,73 7,37 17,17 23,93 7,185

TAG7
unbestrahlt 5,87 6,48 23,57 94,93 19,82 7,068
bestrahit 5,73 6,83 24,47 94,73 18,80 7,043
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3.1.1.1. CD62P und TRAP 6

Bei allen drei Messgruppen lieferten die Ergebnisse am Tag eins die gréBte Ak-
tivierbarkeit der Thrombozyten mittels TRAP 6. Bei den unstimuliert bestrahlten
Thrombozyten lag die durchschnittliche Anfarbbarkeit mit ANTI CD62P mit
+ 0,28 % leicht Uber der der unbestrahlten. Dies zeigte sich ebenfalls nach der
Stimulation.

Am dritten Messtag war auf der einen Seite ein Anstieg der unstimuliert ANTI
CD62P positiven Zellen zu verzeichnen (unbestrahlt 3,60% > 5,58%; bestrahlt
3,88% > 5,73%), auf der anderen Seite ein Riickgang der Aktivierbarkeit mit-
tels TRAP 6 (unbestrahlt 8,55% > 7,63%; bestrahlt 8,91% > 7,37%). Im weite-
ren Verlauf der Lagerung kam es am siebten Messtag, bei gleicher Anzahl der
unstimuliert ANTI CD62 P positiven Zellen, zu einem weiteren Rlckgang der
Aktivierbarkeit sowohl bei den bestrahlten als auch unbestrahlten Thrombozy-

ten.

%

12,00

POOL

10,00 - 24
8,00 A
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0,00 ; ; \ \ ‘ ‘ ‘ Tag

Abbildung 12: CDG62P bestrahlt  -B- /unbestrahlt -O- unstimuliert
CD62P bestrahlt  -A- /unbestrahlt -A- stimuliert

Durchschnitt: CD62P bestrahlt  -@ -/ unbestrahlt -O- unstimuliert
CDG62P bestrahlt -4 -/ unbestrahlt -O- stimuliert
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Es zeigt sich also mit zunehmender Lagerung eine Zunahme von CD62P, die
einhergeht mit einer reduzierten Stimulierbarkeit.

3.1.1.2. Aggregation

Am ersten Messtag war die Fahigkeit zur Aggregation durch Kollagen bei den
bestrahlten Thrombozyten (59,50%) leicht unter der der unbestrahlten
(62,38%). Im weiteren Verlauf der Messung fielen die Werte stark ab und lagen
somit anmTag drei der Messung bei beiden Gruppen zwischen 23 und 24%.

Dieser Abwartstrend im Sinne eines Rickganges der Fahigkeit zur induzierten
Aggregation war zwischen Tag drei und Tag sieben nur noch leicht erkennbar.
Infolgedessen betrug am siebten Messtag die Fahigkeit zur Aggregation bei den
bestrahlten Thrombozyten nur noch 18,80%, bei den unbestrahlten 19,82%.

Zusammenfassend beschreibt die Aggregation vor allem zwischen dem ersten
und dritten Tag der Lagerung einen deutlichen Rickgang. Ein Unterschied zwi-
schen den bestrahlten und unbestrahlten Thrombozyten ist nicht klar festzustel-

len.
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Abbildung 13: Aggregation bestrahlt - B -/ unbestrahlt -0O-
Durchschnitt bestrahlt - @ -/ unbestrahlt -O-
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3.1.1.3. Annexin V

Am ersten Messtag waren bei den unbestrahlten Thrombozytenpools im
Durchschnitt 7,29 % der Zellen annexinpositiv gefarbt, bei den bestrahlten
9,12%.

Im weiteren Verlauf der Messung lieB sich der deutlichste Anstieg der annexin-
positiven Zellen zwischen dem ersten und dritten Tag vermerken. Folglich lagen
bereits am dritten Messtag die durchschnittlichen Werte bei den bestrahlten Zel-
len bei 17,17 %, bei den unbestrahlten bei 16,57 %. Weniger steil im Anstieg
verhielten sich die Werte zwischen Tag drei und Tag sieben. Jedoch lagen
auch am siebten Messtag die bestrahlten Thrombozyten mit 24,47% leicht Gber
denen der unbestrahlten mit 23,57%.

Die zeitgleich zu den Messungen durchgefihrten Messungen mit Ca-lonophore
dienten der Sicherstellung der Annexinbindung an beschadigte Thrombozyten.
Uber den gesamten Messverlauf waren durchschnittlich Gber 94 % der Zellen
nach der Inkubation mit lonophore annexinpositiv (siehe Tabelle 5, diese Werte
werden in Abbildung 14 nicht dargestellt).

Zusammenfassend zeigen die Messergebnisse mit Annexin V-PE wahrend des
gesamten Messzeitraumes einen kontinuierlichen Anstieg der annexinpositiven
Zellen, der sich vor allem wahrend der ersten drei Tage am eindeutigsten dar-
stellt. Weiterhin I&sst sich hier mit Annexin V-PE eine geringe Mehranféarbung
der durch Bestrahlung beschadigten Thrombozyten im Gegensatz zu den un-
bestrahlten Thrombozyten erkennen.
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Abbildung 14: Annexin V
bestrahlt - ® - unbestrahlt -0O- (Einzelwerte)
bestrahlt - ® - unbestrahlt -O- (Mittelwert)
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3.1.1.4. pH Wert

Die Bestimmung der pH Werte ergab erneut einen Anstieg des pH Wertes ins-
besondere zwischen dem ersten und dritten Tag der Lagerung. Allerdings fielen
die pH Werte im weiteren Verlauf der Messung und lagen am Tag 7 bei durch-
schnittlich 7,086 bei den unbestrahlten und bei 7,043 bei den bestrahlten
Thrombozyten.

Bei Betrachtung der pH Werte der unbestrahlten und bestrahlten Thrombozyten
ist im Vergleich zu den anderen Parametern eine vermehrte Streuung der Wer-
te, vor allem am Tag drei und sieben der Messung, zu erkennen.

Zusammenfassend ist zwischen dem ersten und dritten Tag der Lagerung ein
klarer Anstieg feststellbar, wohingegen kein eindeutiger Unterschied zwischen
den bestrahlten und unbestrahlten Thrombozyten gezeigt werden konnte.

pH
e POOL

7,30

Om O

7,25
7,20
7,15
7,10
7,05
7,00

6,95 [
6,90 |

6,85 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Tag

0 1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 15: pH Wert bestrahlt - B -/ unbestrahlt -O1-
Durchschnitt bestrahlt - @ -/ unbestrahlt -O-
von allen 3 Thrombozytenpools



ERGEBNISSE SEITE - 34 —

3.1.2. Thrombozytenkonzentrate

Es wurden drei Thrombozytenkonzentrate (z.B. 04600-154 = Nummer des Kon-
zentrates) geteilt und sowohl unbestrahlt als auch bestrahlt (x) Gberprift. Unter-
sucht wurden die Werte am Tag der Bestrahlung = Tag 1, Tag 3 und

Tag 7. Die nachfolgende Tabelle enthalt die verschiedenen Messergebnisse der

einzelnen Proben an den entsprechenden Priftagen, sowie die Mittelwerte.

In den dann kommenden Abbildungen werden diese Daten grafisch dargestellt.
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Tabelle 6: Ergebnisse Thrombozytenkonzentrate
mit Durchnittswerten der bestrahlten und unbestrahlten Proben

ANTI ANTI Annexin | Annexin V | Aggregation pH
CD62P CD62P T 6 \' lonophore
Unstimuliert Stimuliert
% % % %
%
TAG 1
04600-154 2,88 16,30 24,50 96,00 72,10 7,014
04600-154x 2,77 17,90 24,80 96,30 80,60 6,978
04600-163 1,08 9,77 7,26 81,00 88,20 7,016
04600-163x 1,35 13,00 12,00 91,40 113,90 7,009
04600-164 1,26 6,69 15,00 91,80 83,50 7,058
04600-164x 1,25 6,22 14,70 92,20 99,10 7,040
TAG 3
04600-154 4,66 18,90 25,70 97,20 94,80 7,466
04600-154x 4,56 19,50 25,60 97,50 94,10 7,480
04600-163 2,28 21,30 22,20 95,60 122,80 7,387
04600-163x 2,52 24,60 21,60 96,00 90,70 7,354
04600-164 1,73 10,50 17,80 95,30 62,60 7,468
04600-164x 1,68 10,00 17,40 94,70 75,40 7,460
TAG 7
04600-154 2,85 14,30 30,10 95,70 67,00 7,414
04600-154x 2,91 17,30 29,90 93,50 78,10 7,435
04600-163 3,49 14,80 28,30 95,30 90,40 7,441
04600-163x 3,43 18,90 25,40 95,40 85,60 7,389
04600-164 1,94 9,61 24,30 90,80 37,80 7,422
04600-164x 1,94 8,22 24,60 92,40 43,20 7,427
ANTI ANTI CD62P Annexin Annexin V | Aggregation pH
CD62P T6 \' lonophore
Unstimuliert Stimuliert
% % % %
%
DURCHSCHNITT
von Proben 154,163,164 bestrahlt und unbestrahlt
TAG 1
unbestrahit 1,74 10,92 15,59 89,60 81,27 7,029
bestrahlt 1,79 12,37 17,17 93,30 97,87 7,009
TAG 3
unbestrahlt 2,89 16,90 21,90 96,03 93,40 7,440
bestrahlt 2,92 18,03 21,53 96,07 86,73 7,431
TAG 7
unbestrahlt 2,76 12,90 27,57 93,93 65,07 7,426
bestrahlt 2,76 14,81 26,63 93,77 68,97 7,417
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3.1.2.1. CD62P unstimuliert und stimuliert (TRAP 6)

Am ersten Messtag lagen die Durchschnittswerte der unstimuliert CD62P posi-
tiven Zellen sowohl bei den bestrahlten als auch bei den unbestrahlten Throm-
bozytenkonzentraten mit 1,7 % (unbestrahlt) und 1,79 % (bestrahlt) nahezu auf
gleichem Niveau. Im weiteren Verlauf kam es am dritten Tag zu einem leichten
Anstieg der Werte, welche bis zum siebten Tag, dem ansteigenden Trend ent-
gegen, einen leichten Rickgang zeigten. Die Stimulation mit TRAP 6 flhrte,
ahnlich der Tendenz der unstimulierten Messung, bei den bestrahlten und un-
bestrahlten Thrombozyten zu einem annahernd parallelen Verlauf der Aktivier-
barkeit der Zellen. Allerdings war die Anzahl CD62P markierter Zellen bei den
bestrahlten Thrombozyten Uber den gesamten Verlauf der Messung gr6Ber als
die der unbestrahlten Zellen.

Zusammenfassend flihrte die Bestimmung der CD62P positiven Zellen zu kei-
nem aussagekraftigen Unterschied zwischen den unstimulierten Proben. Am
dritten Messtag lag die beste Aktivierbarkeit vor allem bei den bestrahlten
Thrombozyten vor.

30,00 -
’ (o)
Yo TKZ
25,00 - A
A
20,00 -
A A
A A
A
15,00 A A
A
10,00 - A e A
A
AA
5,00 - 0o m
[m] .O/-:‘__ae ﬂlo..
[ [u|_u] 0 =
0,00 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 Tag

Abbildung 16: CDG62P bestrahlt -B- /unbestrahlt -0- unstimuliert
CD62P bestrahlt -A-/unbestrahlt - A- stimuliert

Durchschnitt: CD62P bestrahlt -@ -/ unbestrahlt -O- unstimuliert
CDG62P bestrahlt -4 -/ unbestrahlt -&- stimuliert
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3.1.2.2. Aggregation

Die Ergebnisse der Aggregation zeigten am ersten Messtag den gréBten Unter-
schied zwischen den bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Im weiteren Verlauf
lagen jedoch die Durchschnittswerte enger beieinander und zeigten am siebten

Messtag die niedrigsten Ergebnisse.

Zusammenfassend ist im Verlauf der sieben Messtage ein klarer Riickgang der
Aggregation zu erkennen.

Ein klarer Unterschied zwischen den bestrahlten und unbestrahlten Zellen I&sst
sich aufgrund der Streuung der Einzelwerte nicht formulieren.
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Abbildung 17: Aggregation bestrahlt - B -/ unbestrahlt - O-
Durchschnitt bestrahlt - @ -/ unbestrahlt -O-
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3.1.2.3. Annexin V

Bei Betrachtung der einzelnen Thrombozytenkonzentrate (siehe Tabelle 6) lie
sich ein klarer Unterschied zwischen Konzentrat 04600-154 und 04600-163
feststellen. Das Konzentrat 04600-163 zeigte mit 7,26% einen deutlich geringe-
ren Anteil annexinpostiver Zellen im Vergleich zu Konzentrat 04600-154 mit
24,50 %. Dies lieB sich Uber den gesamten Verlauf von sieben Tagen beobach-
ten. Im Durchschnitt waren am ersten Messtag bei den unbestrahlten Thrombo-
zytenkonzentraten 15,59 % der Zellen annexinpositiv, bei den bestrahlten
17,17%. Dieser Unterschied von 1,58% verringerte sich im Laufe der ersten drei
Tage auf 0,37%, wobei die unbestrahlten im Gegensatz zu Tag 1 leicht héhere
Werte aufwiesen. An Tag sieben lagen die Durchschnittswerte erneut dicht bei-
einander, fihrten aber bei den unbestrahlten Thrombozyten zu einer gering hé-

heren Anzahl an annexinpositiven Zellen von + 0,94%.

Bei den parallel zu den Messungen durchgefihrten Untersuchungen mit Ca-
lonophore waren durchschnittlich 89,60 % und 94 % der Zellen nach der Inku-
bation mit lonophore mit Annexin V angefarbt (siehe Tabelle 6; diese Werte
werden in Abbildung 18 nicht dargestellt).

Zusammenfassend fUhrte die zunehmende Lagerungsdauer zu einem kontinu-
ierlichen Anstieg der annexinpositiven Zellen. Ein deutlicher Unterschied zwi-
schen den bestrahlten und unbestrahlten Thrombozyten bestand wahrend dem
gesamten Messverlauf nicht, allerdings wiesen die Konzentrate untereinander

vor allem am ersten Messtag deutliche Unterschiede auf.
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Abbildung 18:

Annexin V
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3.1.2.4. pH Wert

Die Ergebnisse der pH Werte zeigten wahrend der gesamten Lagerungsdauer
einen parallelen Verlauf zwischen den bestrahlten und unbestrahlten Thrombo-
zytenkonzentraten. Lagen die Ausgangswerte am ersten Messtag zwischen
7,009 bei den bestrahlten und 7,029 bei den unbestrahlten Zellen, so zeigte
sich ein deutlicher Anstieg am dritten Tag der Lagerung auf 7,431 (bestrahlt)
bzw. 7,440 (unbestrahlt). Zwischen dem dritten und siebten Messtag veranderte

sich der pH nur gering (siehe Tabelle 6).

Zusammenfassend ist ebenfalls bei den Thrombozytenkonzentraten zwischen
dem ersten und dritten Tag der Lagerung ein klarer Anstieg feststellbar. Ein Un-
terschied zwischen den bestrahlten und unbestrahlten Thrombozyten ist nicht

klar zu erkennen.

pH
7,600 TKZ

7,500 A

7,400 - o A
7,300 1
7,200 1
7,100 1
7,000 - fme
6,900 1
6,800 1
6,700 1

6,600 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ —Tag

Abbildung 19: pH Wert bestrahlt - B -/ unbestrahlt -O0-
Durchschnitt bestrahlt - @ -/ unbestrahlt -O-
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3.1.3. Thrombozytenpools < Thrombozytenkonzentrate

3.1.3.1. CD62P im Vergleich

Die Thrombozytenkonzentrate zeigten zum einen eine deutlich héhere Fahigkeit
zur Stimulation mittels TRAP6, zum anderen lag ihr Anteil an unstimulierten
CD62P positiven Zellen Uber den gesamten Verlauf der Messung unter denen
der Thrombozytenpools. Bei beiden Thrombozytenpréparaten (TP und TKZ)
beschrieben die unstimulierten Zellen einen ahnlichen Kurvenverlauf. Hingegen
konnten TP weniger stimuliert werden und, entgegen dem Anstieg bei den TKZ
an Tag 3, verzeichneten sie am dritten Messtag einen Rickgang der CD62P
positiven Zellen.

Zusammenfassend zeigt sich bei den Thrombozytenkonzentraten sowohl ein
geringerer Anteil an bereits aktivierten Zellen als auch eine bessere Stimulier-
barkeit mittels TRAP 6. Die bestrahlten Thrombozytenkonzentrate zeigen die
héchste Aktivierbarkeit.
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Abbildung 20: Mittelwerte im Vergleich
POOL.: CDG62P bestrahlt -@ -/ unbestrahlt -O- unstimuliert
Linie durchgezogen CDG62P bestrahlt -4 -/ unbestrahlt -O- stimuliert
TKZ: CD62P bestrahlt -@ -/ unbestrahlt -O- unstimuliert

Linie punktiert CDG62P bestrahlt - -/ unbestrahlt -¢- stimuliert
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3.1.3.2. pH im Vergleich

Bei ahnlichen Ausgangswerten stieg bei den Thrombozytengruppen der pH
Wert innerhalb der ersten drei Tage an. Ein Unterschied zeigte sich bei den
Thrombozytenkonzentraten. Wahrend dem gesamten Messverlauf lag deren pH
Wert im Durchschnitt mit + 0,180 an Tag drei und + 0,358 am siebten Messtag
deutlich Gber dem der gepoolten Thrombozyten.

Zusammenfassend liegen bei den Thrombozytenkonzentraten wahrend der ge-
samten Lagerung héhere pH Werte vor. Weiterhin zeigen sich bei den unbe-
strahlten Thrombozyten beider Gruppen leicht héhere pH Werte als im Ver-
gleich zu den bestrahlten Zellen.
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Abbildung 21: Mittelwerte im Vergleich
POOL.: pH bestrahlt -@® -/ unbestrahlt -O-
Linie durchgezogen
TKZ: pH bestrahlt -@® -/ unbestrahlt -O-

Linie punktiert
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3.1.3.3. Aggreqgation im Vergleich

Die Dauer der Lagerung fUhrte bei beiden Gruppen innerhalb der sieben Mess-
tage zu einem Rlckgang der Aggregationsféhigkeit, wobei dieser bei den
Thrombozytenpools innerhalb der ersten drei Tage starker ausfiel.

Ein deutlicher Unterschied lag zum einen in der H6he der induzierbaren Aggre-
gation von beispielsweise 97,87 % bei den bestrahlten TKZ (Tag1) und 59,50%
bei den bestrahlten TP vor, zum anderen in der Tatsache, dass die TP direkt
nach Entnahme aus dem Lagerbeutel kaum auf Kollagen reagierten und erst
nach 3 Stunden Lagerung bei Raumtemperatur zur Messung herangezogen
wurden.

Zusammenfassend zeigt sich bei den TKZ im Vergleich zu den TP sowohl eine
deutlich héhere Fahigkeit zur Aggregation durch Kollagen als auch ein schnelle-
res Ansprechen auf Kollagen direkt nach Entnahme aus dem Lagerungsbeutel.
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Abbildung 22: Mittelwerte im Vergleich
POOL.: Aggregation bestrahlt -@ -/ unbestrahlt -O-

Linie durchgezogen
TKZ:
Linie punktiert

Aggregation bestrahlt -@ -/ unbestrahlt -O-
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3.1.3.4. Annexin V im Vergleich

Im Vergleich zu den Thrombozytenpools lag bei den Thrombozytenkonzentra-
ten schon am ersten Messtag eine héhere Anzahl annexinpositiver Zellen vor.
Die Mehranfarbung zog sich durch den gesamten Messverlauf, wobei dieser
Unterschied am ersten Messtag am deutlichsten ausfiel. Im weiteren Verlauf
naherten sich die Durchschnittswerte weiter an.

Bei Betrachtung der Thrombozytenpools zeigt sich vor allem zwischen dem ers-

ten und dritten Messtag ein klarer Anstieg der annexinpositiven Zellen.

Zusammenfassend weisen die TKZ im Vergleich zu den TP sowohl eine deut-
lich hdhere Anzahl annexinpostiver Zellen als auch héhere Endwerte am sieb-

ten Messtag auf.
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Abbildung 23: Mittelwerte im Vergleich
POOL.: Annexin V bestrahlt -@ -/ unbestrahlt -O-
Linie durchgezogen
TKZ: Annexin V bestrahlt -@ -/ unbestrahlt -O-

Linie punktiert
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3.2. Erythrozyten

Es wurden 12 Erythrozytenkonzentrate (z.B.03628255-55 = Nummer des Prapara-
tes) geteilt und sowohl unbestrahlt als auch bestrahlt Gberprift.

Dazu aus den Leitlinien zur ,Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderiva-
ten“ der Bundesarztekammer, Stand: 05.09.2002:

Die Bestrahlung der EK erfolgt bis zum 14. Tag nach der Herstellung. Die Lage-
rung bestrahlter EK soll entsprechend der ermittelten Haltbarkeit 28 Tage nach
der Blutentnahme nicht (berschreiten.

Um die Auswirkungen der Bestrahlung und Lagerungsdauer auf die Qualitat der
Erythrozyten erkennen zu kénnen, wurden LAE unterschiedlichen Ausgangsal-
ters (Tag 14, 21, 28, 35) zu den Messungen herangezogen.

Die Bestrahlung erfolgte am ersten Messtag, anschlieBend wurden die bestrahl-
ten gemeinsam mit den unbestrahlten LAE Uberpruft.

Die Tabelle 7 auf der kommenden Seite enthélt die verschiedenen Messergeb-
nisse der einzelnen LAE an den entsprechenden Priftagen sowie die Mittelwer-

te.

In den darauf folgenden Abbildungen werden diese Daten graphisch dargestellt.
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Tabelle 7: Ergebnisse LAE bestrahlt / unbestrahlt

3 Kalium Freies Hamoglobin Annexin V
mmol/| mmol/| %

TAG 14 21 28 35 42 49 14 21 28 35 42 49 14 21 28 35 42 49
8840 28,10 35,90 37,70 41,80 49,90 56,30 52,38 68,76 39,17 55,83 59,79 71,20 22,20 10,60 18,40 19,00 19,30 21,30
42,80 80,40 85,80 88,90 105,90 95,30 88,84 368,00 186,71 242,85 364,90 525,79 20,10 9,08 9,66 16,40 19,00 20,20
8562 | 26,20 | 3450 | 36,90 37,60 47,40 42,80 86,52 | 90,79 | 66,54 | 8875 | 116,64 | 151,07 | 21,40 | 9,66 17,80 | 16,40 | 17,40 | 18,00
37,40 | 78,60 | 82,60 88,80 110,00 92,60 112,79 | 436,99 | 153,77 | 291,60 | 500,00 | 626,98 | 1460 | 7.8 923 | 1450 | 16,00 | 17,30
8629 | 29,00 | 37,20 | 41,60 44,30 52,50 62,30 34,83 | 5859 | 5460 | 5627 | 71,79 | 91,19 | 19,00 | 10,10 | 1830 | 17,20 | 1850 | 19,50
41,00 81,20 83,90 100,70 106,30 111,60 114,52 198,53 95,91 210,29 319,51 374,92 16,70 8,22 8,69 15,60 18,00 18,60
7924 31,80 | 36,20 41,40 40,30 51,80 36,14 | 7571 | 67,05 | 6826 | 9472 1550 | 9,11 16,50 | 17,00 | 10,10
30,20 56,30 61,90 67,70 77,60 58,97 155,36 142,40 178,79 244,82 16,10 7,85 8,57 15,10 15,50
8127 29,60 37,60 40,10 45,30 50,20 46,48 78,24 45,90 50,11 57,87 18,60 9,80 17,70 16,40 17,20
34,10 | 61,90 69,60 73,00 79,50 4408 | 9276 | 89,57 | 131,35 | 176,16 17,00 | 849 | 10,00 | 1620 | 17,40
8225 33,10 | 42,10 40,00 41,40 50,00 47,89 | 3670 | 62,90 | 83,45 | 108,54 1590 | 9,07 | 1600 | 1620 | 17,70
47,70 88,60 87,40 91,60 108,20 162,54 514,50 338,59 551,15 806,19 15,40 8,06 9,73 15,60 16,10
7258 35,80 40,20 42,10 43,70 5276 | 91,26 | 84,68 | 103,19 18,70 | 9,61 16,90 | 16,20
43,70 78,80 78,30 82,80 150,85 353,07 410,97 634,11 17,00 9,12 9,20 17,00
7354 46,70 50,10 53,50 63,80 77,26 98,82 114,05 126,47 21,00 9,77 18,60 16,00
48,00 71,20 75,70 86,30 91,75 194,00 221,89 299,79 18,10 9,17 9,08 17,70
7531 41,00 45,30 47,40 50,80 113,64 | 107,31 | 92,86 | 87,51 19,70 | 10,00 | 19,00 | 17,40
47,40 76,20 78,70 88,60 87,10 | 214,08 | 283,96 | 317,39 17,90 | 8,18 9,47 15,90
6629 40,20 46,70 50,50 78,97 | 146,63 | 130,14 19,50 | 10,60 | 18,70
41,10 64,90 70,10 189,64 | 363,25 | 408,94 16,70 | 7,69 9,24
6669 41,00 43,30 45,10 50,02 55,27 79,83 19,20 11,40 18,40
44,50 72,40 71,30 102,63 218,80 383,45 17,10 8,95 9,44
6746 37,70 50,50 50,80 89,34 | 200,84 | 159,56 19,70 | 9,25 17,40
48,50 70,10 70,00 106,75 | 239,41 | 329,76 12,00 | 830 10,10
MW 27,77 33,68 39,51 41,64 46,69 51,51 57,91 58,11 66,07 74,37 95,36 105,11 20,87 13,39 15,76 15,88 15,88 17,33
40,40 58,70 66,47 71,47 82,88 86,16 105,38 211,52 169,86 206,29 315,33 427,36 17,13 12,25 11,66 12,26 12,72 15,37
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3.2.1.1. Freies Kalium

Wahrend des gesamten Lagerungszeitraumes stiegen bei allen unbestrahlten
Produkten die Werte an freiem Kalium kontinuierlich an. Am Tag 14 der Lage-
rung betrug der durchschnittliche Wert an freiem Kalium 27,22 mmol/l und stieg
bis auf 51,51 mmol/l am Tag 49 der Lagerung an. Bei Betrachten der Mittelwer-
te der bestrahlten Produkte zeigte sich bei allen vier Messgruppen ein steiler
Anstieg des freien Kaliums innerhalb einer Woche nach Bestrahlung. Dies war
unabhangig vom Zeitpunkt der Bestrahlung zu sehen. Die Messgruppe 8480,
8562, 8629 wurde am Tag 14 der Lagerung bestrahlt und stieg mit dem freien
Kalium innerhalb einer Woche von 40,40 mmol/I auf 80,07 mmol/l an. Demge-
man stieg auch das freie Kalium der Gruppe 7924, 8127, 8225, innerhalb einer
Woche nach Bestrahlung an.
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Abbildung 24: Mittelwert Kalium unbestrahlt -0- alle Proben
bestrahlt an Tag 14 -m- / bestrahltan Tag 21 -#-
bestrahlt an Tag 28 -4A- / bestrahltan Tag35 -@-
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3.2.1.2. Freies Hamoglobin

Uber den gesamten Verlauf der Messung hinweg stiegen bei allen unbestrahl-
ten Proben die Werte an freiem Hamoglobin bestandig an. Am Tag 14 lag der
durchschnittliche Wert an freiem Hamoglobin bei 58,91 mmol/l und stieg bis auf
105,11 mmol/l am Tag 49 der Lagerung an.

Die Mittelwerte der bestrahlten Produkte zeigten bei allen vier Messgruppen
einen klaren Anstieg des freien Hamoglobins innerhalb einer Woche nach Be-
strahlung. Am deutlichsten war dies bei der Gruppe 8480, 8562, 8629 der Fall.
Hier lag der Ausgangswert an freiem Hamoglobin am Tag 14 bei 105,38 mmol/l
und verdreifachte sich innerhalb einer Woche auf 334,51 mmol/l.
Zusammenfassend zeigen die bestrahlten Proben bei allen Messgruppen héhe-
re Werte an freiem Hamoglobin, die im Vergleich zu den unbestrahlten Proben

zu deutlich héheren Endwerten am Tag 49 fUhren.
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Abbildung 25: Mittelwert freies Hamoglobin unbestrahlt -0- alle Proben
bestrahlt an Tag 14 -m- / bestrahltan Tag 21 -#-
bestrahlt an Tag 28 -A- / bestrahltan Tag 35 -@-
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3.2.1.3. Annexin V

Die Messung der Annexinbindung bei Erythrozyten zeigte bei den unbestrahlten
Proben schon am Tag 14 der Lagerung hohe Werte von durchschnittlich
20,87% an. Im weiteren Verlauf kam es zu einem Rlckgang der Annexin-
bindung am Tag 21 auf 13,39%. Eine Woche spater stieg der Anteil an Anne-
xin-positiven Zellen wieder auf 15,76 % an und betrug am letzten Tag der Mes-
sung 17,33%. Bei den bestrahlten Produkten zeigte sich bei allen vier Mess-
gruppen ein Abfall der Annexinbindung innerhalb einer Woche nach
Bestrahlung. Dies war unabhangig vom Zeitpunkt der Bestrahlung zu sehen.
AnschlieBend kam es erst nach zwei Wochen zu einem Anstieg der Werte im
Gegensatz zu dem Trend des freien Hamoglobins und Kaliums. Dies war bei

allen vier Gruppen unabhangig voneinander zu sehen.
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Abbildung 26: Mittelwert Annexin V unbestrahlt -0- alle Proben
bestrahlt an Tag 14 -m- / bestrahltan Tag 21 -#-
bestrahlt an Tag 28 -A- / bestrahltan Tag 35 -@-
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Zusammenfassend zeigen die unbestrahlten Proben hohe Ausgangswerte an
gebundenem Annexin V-PE. Hinzu kommt der Rickgang der Werte der unbe-
strahlten Proben am Tag 21 ohne eine Veréanderung der Lagerbedingungen.

Die bestrahlten Proben zeigen ebenfalls hohe Ausgangswerte. Eine Woche
nach Bestrahlung reduziert sich unerklarlicherweise bei allen Gruppen flr die
Dauer von zwei Wochen der Anteil an gebundenem Annexin V, um anschlie-

Bend wieder annahernd auf den Ausgangswert anzusteigen.

Zusammenfassung Erythrozyten :

Im Verlauf der sechs Messtage lieferten die Parameter Kalium und freies Ha-
moglobin deutlich ansteigende Messwerte, wohingegen die Messwerte mittels
Annexin V schon am ersten Tag auf Endniveau lagen. Das kénnte darauf
hindeuten, dass die Anzahl der Annexin-positiven Zellen und damit der Zustand
der Erythrozytenmembranen im Verlauf der 6 wdchigen Messreihe keinen deut-
lichen Qualitatsverlust durchlauft.

Es bleibt also weiterhin zur Diskussion offen, warum die bestrahlten Erythrozy-
ten durch alle Messgruppen hindurch niedere Werte zeigten, und inwiefern die
ca. 20 %ige Bindung von Annexin V an die Erythrozyten mit einem Qualitatsver-
lust gleichzusetzen ist. Ebenso werfen diese Ergebnisse Fragen Uber den An-
stieg der Konzentrationen an Kalium und Hamoglobin bei gleich bleibender An-

nexinbindung auf.
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4. Diskussion

Mit der Entwicklung des Durchflusszytometers sowie der Anfarbung einzelner
Zellen und deren gleichzeitigen Charakterisierung wurden neue Méglichkeiten
im Bereich der Forschung und der Qualitatskontrolle von Blutprodukten ge-
schaffen. Heute werden Durchflusszytometer in einer Vielzahl von Messungen
eingesetzt, und stédndig werden neue Antikérper zur Diagnostik und zur Charak-
terisierung von Zellen erforscht. Wie bereits in der Einleitung erwédhnt, bildet das
an ein Fluorochrom gebundene Annexin V die Grundlage vieler Studien. Im
Verlauf dieser Dissertation wurden bei Thrombozytenpréparaten die Annexin-
bindung, die Expression von CD62P, die Aggregation und der pH Wert, bei den
Erythrozytenpraparaten Annexinbindung und die Parameter Kalium und freies
HB bestimmt. Im Folgenden soll die Anwendbarkeit der Annexinbindung in der
Qualitatskontrolle im Vergleich zu den Routineparametern diskutiert werden.

4.1. Thrombozyten

Die Qualitat der Thrombozytenpraparate wird von vielen Faktoren bestimmt.
1985 wurde verdffentlicht, dass die Uberlebenszeit und die Aggregationsfahig-
keit der Thrombozyten vor allem von der Lagerungstemperatur und dem pH
Wert des Suspensionsmediums abhangig ist (MURPHY 1985).

Bei einer Lagertemperatur von 22°C liegen die besten Bedingungen fir Throm-
bozyten (MURPHY AND GARDNER, 1969) vor, da bei zu kalter Lagerungstempera-
tur Veranderungen in der Morphologie auftreten. Dabei erfolgt eine Umwand-
lung von der urspringlichen Scheibenform in die Kugelform, welche mit
minderer Funktionsfahigkeit vergesellschaftet ist. In einer Vielzahl von Studien
wurde gezeigt, dass selbst bei 22°C ein 20-45 %iger Anstieg in den morpholo-
gischen Veranderungen von Thrombozyten zwischen Tag 1 und 7 der Lagerung
zu verzeichnen war, der mit einer Veranderung ihrer diskoiden Form einherging.
(DUMONT et al. 2002 ). Des Weiteren beeinflussen auch die Stoffwechselvor-
gange innerhalb der Thrombozyten die Qualitat des Produktes, vor allem die
Veranderung der ATP Spiegel und der pH Werte. Annédhernd 60 % von ADP
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und ATP sind in den "dense bodies" innerhalb der Zelle gespeichert (CARDIGAN
et al. 2003). Bei einem ATP Spiegel unter 4 pl / 10" Thrombozyten korreliert
dies mit einem Rickgang der Lebensfahigkeit der Thrombozyten (HOLME et al.
1998). KILKSON, et al. (1984) berichteten, dass die ultimative Lagerungsdauer
eines Thrombozytenkonzentrates durch die kontinuierliche Laktatproduktion, die
Pufferkapazitat des Plasmas und die Glucosekonzentration des Konzentrates
limitiert wird. Sie untersuchten die Laktatproduktion sowie die CO, Transportka-
pazitdt unterschiedlicher Beutel unter verschiedenen O, Bedingungen. Ein
schneller pH-Abfall unter 7,0 zeigte sich bei einer Verringerung der Bikarbonat-
konzentration unter 5 mEqg/L bei gleichzeitigem deutlichem Laktatanstieg bis zu
25 mmol/L. In gut oxygeniertem Milieu war der Laktatanstieg im Vergleich zu
dem O.-freien Beutel 5-8 fach geringer. Um die Bedingungen fiir die Thrombo-
zyten zu optimieren, wurden in den 70er und den frihen 80er Jahren Sauerstoff
durchlassige Thrombozytenbeutel entwickelt (MURPHY et al. 1982).

Auch heutzutage wird an der Verbesserung der Lagerbeutel standig gearbeitet.
Bei YUASA et al. (2004) waren bei Messungen an einem neu entwickelten La-
gerbeutel, bestehend aus Polyolefin nach siebentégiger Lagerung bessere Mi-
leueigenschaften vorhanden als in einem herkdmmlichen Beutel. Dies zeigte
sich bei hoch- und niederkonzentrierten Thrombozytenkonzentraten anhand
hdherer pH Werte und geringerer Laktatproduktion.

Ein Zusammenhang zwischen dem Lagerbeuteltyp und einer hypotonen
Schockreaktion (HSR) nach siebentagiger Lagerung wurde von TAYLOR et al.
(1983) beschrieben. Thrombozytenkonzentrate, die nach der Gambro
Spectra/Trima Technologie gewonnen wurden, zeigten nach sieben Tagen in
51% eine hypotone Schockreaktion (DUMONT et al. 2002). Auch in Tlbingen
werden fur die Herstellung der Thrombozytenkonzentrate Gerate derselben
Technologie verwendet (Cobe Spectra Gambro BCT, Trima accel Gambro).
Widerspriichlich dazu beschrieb GULLIKSSON et al. (2002) bei Anwendung der
gleichen Technik eine HSR von nur 21 %, bei jedoch reduzierter Thrombozy-

tenkonzentration.
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Die Qualitat der Thrombozyten hangt auch von der Kontamination mit Bakterien
ab. Seit 1971 ist bekannt, dass sich Enterobacter-Bakterien wahrend der sie-
bentagigen Lagerung bei 22 °C vermehren kénnen und geféahrliche Folgen fir
die Patienten haben (BucHHOLz MD et al. 1971). Aus diesen Griinden wurde
1986 die Lagerungsdauer auf finf Tage reduziert. KUEHNERT et al. (2001) be-
schrieben zwischen 1998 und 2000 34 Falle von transfusionsinduzierter Bakte-
riamie und 9 Todesfalle. Wegen der Lagerung bei 22°C ist das bakterielle Infek-
tionssrisiko bei Thrombozyten deutlich hoéher als bei Erythrozyten.
Entsprechend der juristischen Vorgaben wird in TUbingen ein bestimmter Anteil
der Blutprodukte im Rahmen der vorgeschriebenen Qualitatskontrolle auf Bak-
terien Uberprift. Diese Form der Qualitatssicherung wurde in dieser Dissertation
nicht als Vergleichsparameter herangezogen. Daher wird an dieser Stelle nicht
naher darauf eingegangen.

Nicht nur der Lagerbeutel, sondern auch das Lagermedium wie Plasma und die
Plasmazusatzlésungen, (engl. PAS) sind fir die Qualitat der gelagerten Throm-
bozyten essentiell. In TUbingen werden unterschiedliche Zusatzlésungen flr die
Thrombozyten verwendet.

1 ml Thrombozyten-Pool-Praparat enthélt 0,07-0,10 ml CPD Stabilisator (Citrat,
Na*-Citrat, Natriumdihydrogenphosphat und Dextrose), 0,29-0,40 ml Plasma
und 0,64 — 0,50mI T-SOL (Na*Citrat, Na*Acetat, Na*Clorid).

Generell werden Plasmakonzentrationen von 30-45% bendétigt, um die Throm-
bozytenfunktion zu gewahrleisten. Dabei hangt der erforderlich Anteil von
Plasma und PAS stark von der Zusammensetzung des PAS ab (CARDIGAN et al.
2003). In Europa sind momentan zwei PAS zugelassen (PASI und PASII), wel-
che sich in ihrer Zusammensetzung unterscheiden. So beinhaltet PAS | Natri-
umchlorid (70 mmol L), Natriumcitrat (30 mmol L") Natriumphosphat (5 mmol
L™), D-Mannitol (30 mmol L™ ) und Kaliumchlorid (10 mmol L), PAS Il Natri-
umchlorid (115,50 mmol L), Natriumcitrat (10 mmol L) und Natriumacetat (30
mmol L™). Die Messungen mit PAS Il in unterschiedlichen Lagerbeuteln fiihrten
zu keiner konstanten Aufrechterhaltung des pH Spiegels nach funf Tagen (VAN
DER MEER et al. 2001). Dieselbe Forschergruppe wies auch auf Unterschiede

bei pH Messungen an unterschiedlichen Geraten hin, die bei der Messung von
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Thrombozytenkonzentraten mit PAS Zusatz eingesetzt wurden. Bei gepoolten
Thrombozyten geht die Lagerung in PAS Il im Vergleich zu Plasma mit einer
héheren Expression von CD62P zwischen Tag 1 und 5 einher (DE WILDT-EGGEN
et al. 1998). Dies ist auch deutlich bei den Ergebnissen in dieser Disssertation
zu erkennen. Hier weisen die gepoolten Thrombozyten im Vergleich zu den
Konzentraten eine auffallend héhere Expression von CD62P auf. Zwei Jahre
zuvor war es KLINGER et al. (1996) bereits gelungen, die bessere Erhaltung der
Plattchenstruktur bei gelagerten Thrombozyten mit Plasmazusatz im Vergleich
zu PAS Il nachzuweisen.

Dennoch wird PAS Il heute in vielen Blutbanken eingesetzt. DUMONT et al.
(2002) wiesen einerseits nach, dass gelagerte Thrombozyten, ungeachtet aus-
reichender Oxygenierung, stets Glukose in Laktat verstoffwechseln, anderer-
seits, dass das im Plasma enthaltende Bicarbonat diesen Stoffwechselvorgang
nur bis zu einem Plasmalaktatspiegel von 20 mM puffern kann. Wird jedoch
Acetat, in Form von PASII, zu Plasma hinzugegeben, verandert sich diese Si-
tuation (MURPHY S. 1999), da es zu einer neuen Energiequelle fiir den oxidati-
ven Stoffwechsel der Thrombozyten wird. Fir diesen Vorgang muss aber Ace-
tat zuvor in Acetoacetat umgewandelt werden, woflir H* bendtigt wird.

Dies alles weist darauf hin, dass zahlreiche Faktoren in die Qualitat der Throm-
bozytenpraparate eingreifen und dass deshalb die Qualitadtskontrolle der Pro-
dukte von besonderer Bedeutung ist.

Ein wichtiger Punkt bei der Qualitatskontrolle ist der Aktiverungszustand der
Thrombozyten, der wahrend der Lagerungsdauer ansteigt (GEORGE et al. 1988)
und damit auf einen méglichen Qualitatsverlust hinweist. Die Expression von
CD62P auf der Thrombozytenoberfliche nimmt im Laufe der Lagerung zu
(Prinzip siehe Kapitel 2.3.2.2). Dies wurde auch in einer anderen Studie be-
schrieben (METCALFE et al. 1997), die einen Anstieg der CD62P-positiven
Thrombozyten von 20-30% an Tag 4/5 auf 30-50% an Tag 7/8 nachwiesen.
Ebenso musste die Thrombinkonzentration von 0,11 U/ml™" an Tag 3 auf 0,56
U/ml™" an Tag 7 erhdht werden, um eine 50%ige Expression von CD62P positi-

ven Thrombozyten zu erreichen.



DISKUSSION SEITE - 55 —

Die Féahigkeit der Thrombozyten zur Aggregation in Antwort auf die physiologi-
schen Stimuli wie ADP, Thrombin und Kollagen stellt ein weiteres wichtiges
Qualitadtsmerkmal dar. Auch eine verminderte Aggregationsféhigkeit weist auf
einen Qualitatsverlust hin. So beschrieb LozANO et al. (1997) einen 40 %igen
Rlckgang der maximalen Bindung von Fibrinogen an Thrombozyten in Reakti-
on auf Thrombin. Ebenso verringerte sich die Aggregationsfahigkeit auf Kolla-
gen bei Thrombozyten nach sieben Tagen Lagerung. Bock et al. (2002) be-
schrieben in diesem Zusammenhang eine Reduktion der Aggregation, auf
niedrige Konzentration von Kollagen, zwischen dem vierten und siebten Tag der
Lagerung von Thrombozyten. Wurde jedoch die Konzentration von Kollagen im
selben Zeitraum erhoéht, zeigte sich ein Rickgang der Aggregationsbereitschaft
bei Konzentraten und bei Buffy Coats. Auch andere Studien beschrieben eben-
so einen Rlckgang der Reaktion der Thrombozyten auf Kollagen um 80-85%
innerhalb einer Woche (BOOMGAARD et al. 1994).

Die Qualitat der Blutprodukte hangt eng mit der Anzahl apoptotischer Zellen zu-
sammen. In vivo dient die Apoptose dazu, ungewollte Zellen durch das Immun-
system zu entfernen (TziMA et al. 2000). Dabei ist mit der Apoptose der Verlust
der Asymmetrie der Phospholipidmembran verbunden (FADOK et al. 1992),
welcher durch eine Translokation von Phosphatidylserin von der Zellinnenseite
auf die Zelloberflache zustande kommt. Diese Expression spielt eine wichtige
Rolle fir die Erkennung und Beseitigung von Zellen durch Macrophagen.
(KooPMANN G. et al. 1994). Obwohl weder Erythrozyten noch Thrombozyten
einen Zellkern aufweisen, konnte fir beide gezeigt werden, dass die entspre-
chenden Ablaufe nachweisbar sind. Des Weiteren kann die Translokation bei
Thrombozyten durch die Anwesenheit der Agonisten wie Thrombin oder Kolla-
gen verursacht werden (BEVERS et al. 1983). Phosphatidylserin auf der Zellober-
flache spielt eine wichtige Rolle, um alte und apoptotische Zellen erkennen zu
kénnen. SCHROIT et al. (1985) schrieben diese Fahigkeit dem reticuloendothelia-
len System zu, welches mit Hilfe von Rezeptoren Phosphatidylserin-
exprimierende Zellen, wie z.B alte Erythrozyten, erkennt und beseitigt. Befin-

den sich diese Phosphatidylserine auf der Zelloberflache, kbnnen sie durch PE-
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markiertes Annexin V sichtbar gemacht werden. Dies basiert auf der starken
Bindung des Annexin V, speziell an anionische Phospholipide. Die ersten Be-
weise daflr, dass es mittels Annexin V mdglich ist, intakte von apoptotischen
Zellen zu unterscheiden, lieferten mehrere Forschergruppen (VERMES et al.
1995 und KoPPMAN et al. 1994). Innerhalb dieser Studien wurde auch beschrie-
ben, dass wahrend der Expression die apoptotischen Zellen ihre Plasma-

membranintergritat aufrechterhalten.

4.1.1. Die Anwendbarkeit der Annexinbindung bei
Thrombozyten

4.1.1.1. Annexinbindung bei Thrombozyten allgemein

Vergleicht man die Ergebnisse der Annexinbindung der unterschiedlichen
Thrombozytenpools und Konzentrate miteinander, so ist zu erkennen, dass eine
deutliche kontinuierliche Zunahme der annexinpositiven Zellen tber den Zeit-
raum von sieben Tagen stattgefunden hat. Werden zuséatzlich zu diesem
Messwert die anderen Parameter herangezogen, so deutet dies auf eine mégli-
che Verschlechterung der Qualitat hin. Ebenso sieht man deutlich bei den Pools
eine Reduktion der Stimulierbarkeit der Thrombozyten mittels TRAP 6 innerhalb
der ersten drei Tage. Dies stimmt mit den Aussagen von LOzANO et al. (1997)
Uberein. Passend zu diesen Ergebnissen féllt auch bei den Pools die induzierte
Aggregation mit Kollagen innerhalb dieser Zeitspanne am deutlichsten von 60%
auf 20%, was bereits von BOck et al. (2002) beschrieben wurde. Stellt man nun
alle gemessenen Parameter der Annexinbindung gegenuiber, so ist eine Aussa-
ge Uber den Qualitatsverlauf mit Hilfe von Annexin V mdglich. Jedoch liefert die
Messung mit Annexin V allein keine Aussage Uber die Art der Zellschadigung,
da sowohl bei mechanisch geschadigten Thrombozyten als auch bei sich be-
reits in Apoptose befindenden Zellen die Phosphatidylserin-Annexinbindung
moglich ist. Liet al. (2000) fanden einen deutlichen Anstieg der Phosphatidylse-
rinexpression an Tag sieben. In dieser Dissertation waren jedoch bereits an Tag
1 ca. 8 % der Zellen Annexin V positiv bei den TP und ca 16% bei den TKZ. Es

kann hier zum einen eine Aktivierung der Thrombozyten bei der Herstellung an-
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genommen werden zum anderen eine bereits eingesetzte Apoptose. Hier ware
die Frage zu klaren, in wieweit wahrend des Herstellungsverfahrens die Throm-
bozyten geschadigt wurden. Dabei ist sowohl an die Zentrifugation als auch an
die Filterung der Thrombozyten zu denken. Die bei diesen Schritten auftreten-
den Scherkrafte kbnnen moglicherweise fir die Schadigung verantwortlich sein.
Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Schaden bei der Herstellung
bei den TKZ héher liegen als bei den Pools, mdglicherweise weil bei den TKZ
deutlich hdhere Umdrehungszahlen eingesetzt werden. Ein deutlicher Quali-
tatsunterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Thrombozyten konnte
durch die Annexinbindung nicht ermittelt werden.

Die Annexin-V-Bindung bietet die Mdglichkeit, eine durch das Herstellungsver-
fahren eventuell frih stattgefundene Verschlechterung der Qualitat darzustellen
und die Qualitéat der Thrombozyten im Verlauf der Lagerung zu verfolgen.

41.1.2. Annexin V und CD62P

Bei den Thrombozytenpools gehen beide Messmethoden mit einem Anstieg
wahrend der Lagerung einher. Im Verhaltnis zum Normwert zeigt sich ein leicht
erhdhter Basiswert an Tag 1, der sich bei CD62P verdoppelt im Laufe der Lage-
rung, wahrend sich der Wert der Annexinbindung verdreifacht. Die Expression
beider Parameter an Tag 1 erlaubt mdglicherweise eine Aussage Uber die statt-
gefundene Aktivierung durch die Spende oder die Praparation.

Unter der Annahme, dass alte Thrombozyten haufiger apoptotisch werden,
kann eine Verbindung zu Annexin V angenommen werden. Dies wird dadurch
verstarkt, dass sowohl Annexin V als auch CD62P erhéhte Ausgangswerte
vorweisen und diese in gleichem MaBe wahrend der Lagerungsdauer anstei-
gen. Die Untersuchungen von METCALFE et al. (1997) zeigten ebenfalls einen
Anstieg der CD62P positiven Thrombozyten wahrend der Lagerung. Er vertritt
die Ansicht, dass die Alterung der Thrombozyten mit der auftretenden Aktivie-
rung zusammenhangen kann.

Bei den Thrombozytenkonzentraten ist sowohl bei der Annexinbindung als auch
bei der Bestimmung von CD62P ein Anstieg der Werte wahrend der Lagerung
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zu erkennen. Im Vergleich zu den Thrombozytenpools findet man jedoch eine
deutlich verringerte Zellaktivierung. Dies korreliert mit den Ergebnissen von
Bock et al. (2002), die aufgrund niederer Plasmakonzentrationen von PF4, Beta
Thromboglobulin und P-selectin diese Hypothese sicherten. Zuséatzlich wurde
von dieser Forschergruppe die Ursache der Thrombozytenaktivierung in Bezug
auf den Konzentrationsanstieg von C3a und dessen Abbauprodukt C3a-
Desarginin wahrend der Lagerung diskutiert. POLLEY & NACHMANN (1983) postu-
lierten, dass diese Stoffe als starke Thrombozytenaktivatoren wirken.

4.1.1.3. Annexin V und Agdregation

Bei den Thrombozytenpools zeigten die durchgeflhrten Untersuchungen eben-
falls einen Zusammenhang beider Parameter. Es kam zu einem Rickgang der
Aggregationsfahigkeit, vor allem innerhalb der ersten drei Tage. Die zeitgleiche
Zunahme der Annexinbindung spricht flir einen Zusammenhang beider Para-
meter bezlglich der Qualitdt der Thrombozyten. Eine Ursache fiir den Ruick-
gang der Aggregationsfahigkeit ware durch eine Zunahme der schon aggregier-
ten Thrombozyten =zu erklaren. Die stadndige Bewegung durch die
Thrombozytenschaukel ist aber wahrend der Lagerung gewahrleistet. Untersu-
chungen von Bock et al. (2002) zeigten ebenfalls einen Riickgang der Aggrega-
tionsfahigkeit (siehe 4.1.1), vor allem bei gepoolten Thrombozyten im Vergleich
zu apheretischen Konzentraten, und somit eine bessere hamostatische Kapazi-
tat der TKZ. Demzufolge hatte aber bei den TKZ die Annexinbindung geringer
ausfallen mussen. Dies hat sich in dieser Arbeit jedoch nicht bestatigt; deshalb
bleibt die Frage nach einem Zusammenhang ungeklart.

Wie von Bock et al. (2002) bereits beschrieben, zeigte sich auch in dieser Ar-
beit ein deutlicher Aggregationsunterschied zwischen den TKZ und den gepool-
ten Thrombozyten. Bei den TP zeigte sich zudem ein weiterer Unterschied.
Wurde die Aggregation sofort nach dem Waschen und der Einstellung der Kon-
zentration der Thrombozyten im Aggregometer ermittelt, so wiesen die Ergeb-
nisse eine sehr schlechte Aggregation auf. Wurden aber die Thrombozyten 3

Stunden offen in den Save Lock Tubes gelagert, lagen die Aggregationswerte
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im Normbereich. Zurzeit gibt es keine Erklarung flr diese Frage; das Problem

sollte weiter verfolgt werden.

41.1.4. Annexin V und pH

Der kontinuierliche Anstieg der Annexin V positiven Zellen korreliert wenig mit
dem pH Wert. Die Messungen des pH Wertes zeigten einen starken Anstieg in-
nerhalb der ersten 3 Tage, dann einen Abfall und an Tag 7 Werte, die dem
Ausgangs-pH von ca 7,0 entsprachen. Es gibt viele Untersuchungen Gber die
optimalen Grenzen des pH Wertes. So beschrieben MURPHY UND GARDNER
(1975) einen Rickgang der Thrombozytenausbeute in vivo bei pH Werten
oberhalb von 7,2.

Ein Abfall der pH-Werte unter 6,0 ist ebenfalls mit einer schlechten Ausbeute in
vivo vergesellschaftet (MURPHY et al. 1970). Im Gegensatz dazu beschrieben
jedoch DUMONT et al. (2002) bei pH Werten von 7,6 weder einen Verlust der Le-
bensfahigkeit in vitro noch in vivo. Beim Betrachten der Messergebnisse der
Thrombozyten stellt sich die Frage, warum ein deutlicher Anstieg des pH Wer-
tes innerhalb der ersten drei Tage zu erkennen ist. Die ebenso zunehmende
Annexinbindung innerhalb der ersten drei Tage lasst zunachst an eine Gemein-
samkeit im Sinne einer Verschlechterung der Qualitat denken.

4.1.1.5. Qualitative Verdnderungen durch Lagerung

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass drei Testparameter (Aggregation,
CD62P-Expression und Annexinbindung) eine zunehmende Verschlechterung
mit zunehmender Lagerungsdauer aufweisen. Diese Befunde missen in Korre-
lation gesetzt werden zu BemuUhungen, die Lagerungsdauer von Thrombozy-
tenpaparaten wieder zu verlangern, mit der MaBBgabe, dass dabei eine mdgliche
bakterielle Kontamination ausgeschlossen wird. Hierbei ist geplant, Thrombozy-
ten erst dann auszugeben, wenn bakterielle Untersuchungen nach 24 Stunden
Bebritung negativ ausfallen, was automatisch zur Folge hat, dass die Throm-
bozyten auf jeden Fall erst 24 Stunden nach der Herstellung ausgegeben wer-
den kdénnten (ScHMIDT et al. 2005). Nach neueren Untersuchungen, die als ein-

zig signifikante Korrelation zum Thrombozytenanstieg im Patienten die frische
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des Praparates und die ABO-Kompatibilitat definierten (SLICHTER et al. 2005),
erscheint diese Bemihung, die Lagerungszeit zu verlangern, zumindest frag-
wirdig. Es ergibt sich die Frage, ob die langere Lagerungszeit nicht durch einen
hdheren Verbrauch ad absurdum geflhrt wird.

4.1.1.6. Qualitative Verdnderungen durch Bestrahlung

Zahlreiche Studien beschéftigten sich mit der Auswirkung der Bestrahlung auf
die Thrombozytenqualitdt. So fanden DuGUID et al. (1991) keine Auswirkungen
bei einer Bestrahlung von 15 Gy auf die Thrombozyten. Ebenso scheiterten
MOROFF et al. (1986) bei dem Versuch, durch die Bestrahlung von Thrombozy-
ten mit 50 Gy einen Effekt auf die Funktion und die Oberflache von Thrombozy-
ten in vitro demonstrieren zu kénnen. Die Messung mit Annexin V-PE ergab bei
den unbestrahlten Thrombozyten nur geringe Unterschiede im Vergleich zu den
bestrahlten Thrombozyten. Ubereinstimmend dazu lagen bei zwei Thrombozy-
tenpools die Ausgangswerte der unbestrahlten Thrombozyten unter denen der
bestrahlten, so dass die Md&glichkeit einer gering hdheren Belastung oder
Schadigung der Thrombozyten durch die Bestrahlung in Betracht gezogen wer-
den kann.

In Ubereinstimmung zu den obern genannten Studien zeigte die Bestimmung
der Annexinbindung in dieser Arbeit, dass die Bestrahlung keine massiv ver-
starkte Apoptose in den Thrombozyten verursacht hatte. Anhand der anderen
Parameter (CD62P, pH Wert, Aggregationsfahigkeit) bestatigt sich dies eben-
falls, da sich durch die Bestrahlung keine aussagekraftigen Qualitatsunter-
schiede ergeben. Dies wurde auch von SWEENY et al. (1994) beschrieben. Sei-
ne gewonnenen Daten ergaben keine klinische Signifikanz bei gelagerten
Thrombozyten nach Bestrahlung bezlglich der Thrombozytenqualitat.

4.2. Erythrozyten

Die Qualitat von Erythrozyten kann anhand verschiedener Parameter Uberpruft
werden. Die visuelle Inspektion, Hamolyseparameter, die quantitative Bestim-
mung von 2,3 DPG und der ATP Spiegel (DE KORTE D. et al. 2004) sind nur ei-

nige Methoden, um die Qualitat der Erythrozytenkonzentrate zu kontrollieren.
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Da Erythrozyten weder Zellkern noch Mitochondrien besitzen, wurde ihre Fa-
higkeit zur Apoptose in Frage gestellt. Durch das Fehlen des Zellkerns und der
Mitochondrien seien Erythrozyten nicht fahig, den klassischen Weg der Apopto-
se einzugehen (KS LANG et al. 2002).

Jedoch gelang es KS LANG et al. (2002), Vorgange in Erythrozyten nachzuwei-
sen, welche apoptoseahnlichen Charakter haben. Diese Forschungsergebnisse
zeigten, dass durch osmotischen und oxidativen Stress Ca?* Kanale der
Erythrozytenmembran geéffnet werden, welche wiederum einen Calciumein-
strom in die Zelle zur Folge haben. Dieser Anstieg des cytosolischen Calciums
leitet die Apoptose der Zelle ein. Dieselbe Forschergruppe untersuchte dazu
mehrere apoptoseinduzierende Faktoren. Somit ergab der induzierte Einstrom
von Calcium durch eine lonomycinbehandlung zwei apoptosetypische Effekte,
zum einen, die Schrumpfung der Zellen, zum anderen den Anstieg der Expres-
sion von Phosphatidylserin auf der Oberflache von Erythrozyten. Dieser
Schrumpfung liegt ein Calcium-sensitiver Kaliumkanal der Zellmembran zugrun-
de, der zur Hyperpolarisation der Zelle und somit zu einem Verlust von KCI
fihrt. (BRUGNARA et al. 1993) Bestatigend wurde dies auch von BRATOSIN et al.
(2001) verdffentlicht. Hierbei zeigten alte Erythrozyten, durch einen Calcium-
einstrom induziert, einen schnellen Selbstzerstérungsprozess, der Apoptose-
merkmale wie Zellschrumpfung, Plasmamembran-Microvesikulation und die
Expression von Phosphatidylserin auf der Oberflache des Erythrozyten aufwies.
Dabei ist die Expression von Phosphatidylserin eines der Signale, die es den
Macrophagen ermdglichen, an alte Erythrozyten zu binden (BRATOSIN D et al.
1998). Durch die Durchflusszytometrie mit Hilfe von Annexin V nach Inkubation
der Erythrozyten mit Ca-lonophore und Ca®* gelang es ebenfalls, die schnelle
Phosphatidylserinexpression als Zeichen eines aktiven und regulierten
Selbstzertérungsprozesses zu beschreiben. Auch in der vorliegenden Disserta-
tion ergab die Inkubation mit Ca-lonophore durchgehend annexinpositive Ery-
throzyten. Anhand dieser Ubereinstimmung soll nun in den folgenden Abschnit-
ten die Annexinbindung mit anderen Qualitadtsparametern wie freiem Hamoglo-

bin und freiem Kalium diskutiert werden.
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4.2.1. Die Anwendbarkeit der Annexinbindung bei
Erythrozyten

4.2.1.1. Annexinbindung und Kalium

Als Folge der Lagerung von Erythrozytenkonzentraten kommt es zu zunehmen-
der Rigiditat der Erythrozyten, weiterhin zu komplexen funktionellen Verande-
rungen wie der Abnahme des ATP- und 2,3 DPG Gehalts sowie der Freiset-
zung von Inhaltsstoffen wie z.B Kalium, LDH und Hamoglobin. (Auszug aus der
Gebrauchs- und Fachinformation des Zentrums fir Klinische Tranfusionsmedi-
zin Tubingen). Da die extrazellulare Kaliumbeladung ein signifikantes klinisches
Problem bei bestimmten Patientengruppen darstellt, muss die zusatzliche Kali-
umkonzentration im Plasma vor allem bei alternden, bestrahlten Blutprodukten
bedacht werden (JETER EK et al. 1991).

Aus diesem Grund wird der Kaliumspiegel im Zuge der Qualitatssicherung in
dieser Abteilung regelmaBig untersucht. Der Grenzwert bei den bestrahlten
Erythrozyten liegt bei <150 mmol/l.

Unsere Untersuchungen bestatigten diesen von JETER veréffentlichten Anstieg
an freiem Kalium wahrend der Messung bis zum 49 Tag der Lagerung. (siehe
Abbildung 24). Die Forschergruppe flhrte dies auf die Durchlassigkeit der Zell-
membran und auf die Na*K* Pumpe zuriick, die auch schon von DEVENUTO et
al. (1969) als Ursache fir die Volumenanderung des Erythrozyten genannt wur-
de. Als Grundlage diente die Tatsache, dass sich durch die Kihlung auf 4 °C
die Aktivitat dieser Pumpe verringert. Unsere Ergebnisse zeigten einen deutli-
chen kontinuierlichen Anstieg des Kaliums bei sowohl bestrahlten als auch un-
bestrahlten Erythrozyten. Demgegentber zeigte sich bei der Annexinbindung
keine aussagekraftige Zunahme der Werte. Auffallend waren die Schwankun-
gen der Messwerte an den zweiten und dritten Messtagen, auf deren Ursache
im Kapitel 4.2.1.3 eingegangen wird.

Da die Ausgangswerte der Annexinbindung schon am ersten Messtag auf End-
niveau bei ca 20% lagen, dem gegeniber Kalium jedoch kontinuierlich anstieg,
ist ein direkter Zusammenhang mit dem Austritt von Kalium aus der Zelle und
der der Annexinbindung zugrunde liegenden Phosphatidylserin-Expression eher
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unwahrscheinlich. In unseren Messungen wurde allerdings erkennbar, dass bei
noch normalen Kaliumspiegeln bereits mindesten 20% der Zellen Annexin V-

positiv waren.

4.2.1.2. Annexinbindung und freies Hamoglobin

Durch die Schadigung der Zellmembran tritt Hamoglobin aus dem Erythrozyten
in das Plasma Uber. In unseren Messungen zeigte sich ein deutlicher Unter-
schied zwischen den bestrahlten und unbestrahlten LAE. In Bezug auf die La-
gerungsdauer war nur bei den bestrahlten Erythrozyten eine deutliche Konzent-
rationserhéhungen erkennbar. DAVEY et al. (1992) verdffentlichten signifikante
Erhdhungen des freien Hamoglobins, vor allem bei mit 30 Gy bestrahlten Ery-
throzyten. In unserer Messreihe wurden die Blutprodukte ebenfalls mit 30 Gy
bestrahlt. Dem gegenlber lag die Annexinbindung ab dem ersten Messtag
gleich bleibend bei 20%. Somit zeigt auch in diesem Fall die Messung mit An-
nexin V-PE bereits am ersten Messtag eine Erhéhung der Phosphatidyl-
serinexpression als Zeichen einer bereits eingeleiteten Apoptose. Es bleibt die
Frage offen, warum die deutlich héhere Konzentration an freiem Hamoglobin
bei den bestrahlten Produkten nicht mit einer ebenfalls ansteigenden Annexin-
bindung einhergeht. In diesem Punkt gelang es BRATOSIN et al. (2001) nachzu-
weisen, dass die Bindung von Annexin V selektiv nur an Phosphatidylserin
stattfindet, welches auf der Oberflache der Zelle exprimiert wurde, und die Bin-
dung nicht auf die Schadigung der Zellmembran zurtickzufiihren ist. Warum je-
doch die unbestrahlten Produkte hdhere Annexinausgangswerte aufwiesen,
bleibt ungeklart.

4.2.1.3. Annexinbindung

Zunachst fallt auf, dass schon am ersten Messtag bei allen Messproben ca.15 -
23% der Zellen annexinpositiv waren. Als Ursache kommt die Mdglichkeit in
Frage, dass wahrend der Herstellung der LAE die Zellschrumpfung und Ex-
pression von Phosphatidylserin ausgeldst wurde, wobei bedacht werden muss,
dass die erste Messung erst an Tag 14 nach der Spende durchgefihrt wird. Auf
der anderen Seite zeigt sich am ersten Messtag ein normaler Ausgangskalium-
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spiegel. Auch hier zeigt sich ein Unterschied zwischen Annexinbindung und
Membranschadigung im Sinne einer Durchlassigkeit der Zellmembran.

Bei genauerem Betrachten der Messergebnisse zeigte sich bei unbestrahlten
Erythrozyten eine gering h6here Annexinbindung am ersten Tag der Messung.
In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der Auswirkung der Be-
strahlung auf die Erythrozyten. Anhand der Zunahme der annexinpostiven Zel-
len besteht die Méglichkeit, dass durch den Vorgang der Bestrahlung die Ex-
pression von Phosphatidylserin auf der Oberflache vermindert wurde. Da diese
Expression den Makrophagen ermdglicht, an den Erythrozyten zu binden
(BRATOSIN et al. 1998), miisste die Uberlebensrate der Erythrozyten nach
Transfusion bei den unbestrahlten Produkten geringer ausfallen. Jedoch zeigte
MINTZ et al. (1993) mittels 51 Cr markierten Erythrozyten, dass es bei den be-
strahlten Zellen zu keinem Unterschied in der 24 Stunden Uberlebensrate nach
Transfusion gekommen war. Ihre Ergebnisse zeigten weiterhin ein durch-
schnittliches Uberleben von >75% sowohl bei bestrahlten als auch bei unbe-

strahlten Erythrozyten.

In diesem Zusammenhang muss nochmals auf die technische Durchfiihrung
der Messungen hingewiesen werden. Auffallend zeigte sich bei allen vier Mess-
gruppen ein Rickgang der Annexinbindung am 2. Messtag. Durch die groBe
Anzahl an Messproben, den standardisierten Messablauf und die Tatsache,
dass ausschlieBlich die unbestrahlten Produkte einen Anstieg am 3. Messtag
verzeichneten, ist ein konsequenter menschlicher als auch maschineller Fehler
an diesen beiden Messtagen als Ursache weitgehend auszuschlieBen. Da auch
die Herstellung und Zusammensetzung der Messmedien an jedem Messtag
gleich war und die bestrahlten und unbestrahlten Proben jeweils paarweise
durchgefihrt wurden, verringert sich zuséatzlich die Wahrscheinlichkeit eines
Fehlers. Trotz ausflhrlicher Literaturrecherche konnten keine Daten gefunden
werden, die eine Erklarung fir eine kurzzeitige Reduktion der Phosphatidyl-

serinexpression geben kénnten.
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AbschlieBend sollte noch auf folgenden Aspekt hingewiesen werden:

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass die Lagerung nach Bestrahlung mit
zunehmender Dauer zu einem zunehmenden Austritt von Kalium und Hamog-
lobin flhrt. Das heif3t, dass die derzeitige Praxis der Richtlinien, dass Erythrozy-
tenkonzentrate nur bis Tag 14 nach der Spende bestrahlt werden dirfen, dann
aber noch bis zum Ende der Laufzeit gelagert werden dirfen, schlechter ist als
eine Regelung ware, die eine Bestrahlung jederzeit erlaubte, aber dann keine
Lagerung, sondern nur die sofortige Ausgabe an den Patienten. In der Vergan-
genheit war die letztere Version die Methode der Wahl, heute werden mdgli-

cherweise durch die juristischen Vorgaben schlechtere Produkte ausgegeben.

4.3. Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der Annexinbindung der unterschiedlichen Thrombozytenpools
und Konzentrate ergaben eine deutlich kontinuierliche Zunahme der annexin-
positiven Zellen im Verlauf der Lagerung. Ebenso konnte gezeigt werden, dass
durch die Bestrahlung kein verstarkter Zelluntergang bei den Thrombozyten
verursacht worden war. Vergleicht man ferner Annexin V mit den Parametern
CD62P und Aggregation, lasst sich eine gemeinsame Tendenz erkennen. Dies
erlaubt die Aussage, dass mit der Annexinbindung eine verlassliche Qualitats-
kontrolle von Thrombozytenpraparaten maéglich ist, die unter Umstanden er-
laubt, auf andere, technisch aufwandigere Methoden zu verzichten. Vor allem
bei Einflhrung neuer Produktionsmethoden kénnte sich die Annexinbindung als
wertvoller Parameter erweisen, um ein Urteil Gber neue Produktionsmethoden
im Vergleich zu alten abgeben zu kénnen.

Dem gegenuber zeigt sich bei den Erythrozyten ein anderes Bild: die H6he der
Annexinbindung liegt schon zu Beginn der Messreihe auf Endniveau. Betrachtet
man ferner die Absenkung an den zweiten und dritten Messtagen mit anderen
Vergleichsparametern, z.B. freies K oder freies Hb, spricht dies eher gegen ei-
ne Anwendung in der Qualitdtskontrolle. Da aber ein Einfluss des Herstellungs-
prozesses und der Bestrahlung auf die Erythrozytenmembran anzunehmen ist,
sollte die Annexinbindung unter diesem Aspekt Gberprift und weiter validiert

werden.
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5. Zusammenfassung

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zur Anwend-
barkeit der Annexinbindung bei der Qualitatskontrolle von gelagerten Thrombo-
zyten und Erythrozyten. Dabei wurden bei den Thrombozyten sowohl Pools als
auch Thrombozytenkonzentrate von Einzelspendern in die Untersuchung mit
eingeschlossen. Alle Blutprodukte wurden zusatzlich in zwei Gruppen aufgeteilt,
wobei eine Gruppe mit 30 Gy bestrahlt wurde, um mittels Annexinbindung Aus-
sagen Uber die Auswirkung der Bestrahlung auf die Zellen treffen zu kénnen.
Insgesamt wurden jeweils 12 bestrahlte und 12 unbestrahlte Erythrozytenkon-
zentrate und jeweils 3 Thrombozytenpools und 3 Thrombozytenkonzentrate un-
tersucht.

Die Expression von Phosphatidylserin auf der Oberflaiche von Zellen ist ein
Hinweis auf beginnende Zellschadigung (Vorstufe der Apoptose bei Erythrozy-
ten, Hinweis auf beginnende Apoptose und Aktivierung bei Thrombozyten).

Die Schéadigung der Zellen mit Austritt von intrazellularen Bestandteilen und
damit der Funktionsverlust der Zellen bilden den Hauptaspekt jeglicher Quali-
tatsuntersuchungen von zellularen Blutprodukten. Vor dem Hintergrund, dass
namlich durch Annexin V-PE die Mdglichkeit besteht, am Durchflusszytometer
die Phosphatidylserinexpression auf der Oberflache der gelagerten Zellen
quantitativ sichtbar zu machen, wurde dieser Parameter mit den herkémmlichen
Standartparameter der Qualitatssicherung verglichen. Dazu zahlten in dieser
Dissertation bei den Thrombozyten der pH, die CD62P Expression, sowie Sti-
mulation durch TRAP 6 und die induzierte Aggregation mittels Kollagen, bei den

Erythrozyten das Kalium und das freie Hamoglobin.

Bei den Thrombozyten konnte durch Annexin gezeigt werden, dass die Bestrah-
lung keinen verstarkten Zelluntergang der Thrombozyten verursacht. Im Ver-
gleich mit den Standartparametern zeigte die Annexinbindung einen parallelen
Verlauf, namlich eine zunehmende Verschlechterung mit zunehmender Lage-
rungsdauer. Infolgedessen ist die Annexinbindung als Qualitatskontrolle bei
Thrombozytenpraparaten einsetzbar, vor allem, wenn sie aufwéandigere Metho-
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den ersetzen kann oder wenn sie beim Vergleich flr neue Produktionsverfahren
eingesetzt wird. Weiterhin konnte anhand unserer Ergebnisse deutlich gemacht
werden, dass zwar die Thrombozytenkonzentrate von Einzelspendern bessere
Eigenschaften in Stimulierbarkeit und Aggregation als die Thrombozytenpools
vorwiesen, jedoch die Annexinbindung bei beiden gleich hohe Werte ergab.
Dies zeigt, dass die Annexinbindung nicht die gleichen Membranveranderungen
wie die anderen Parameter reprasentiert, also auch eine wesentliche Erweite-
rung des Methodenarsenals darstellen kdnnte. Durch diesen Marker besteht, im
Gegensatz zu den anderen herkémmlichen Parametern, jederzeit die Méglich-
keit, die sich in Apoptose befindenden Thrombozyten schnell quantitativ zu er-
fassen.

Bei den Erythrozyten zeigte sich ein aufféllig hoher Ausgangswert bei der An-
nexinbindung, der im Vergleich zu den Standartparametern nicht verlasslich in-
terpretiert werden konnte. Dabei ist allerdings zu bedenken, dass die Messun-
gen erst ab Tag 14 durchgeflhrt wurden. Also spiegelt der Wert von ca. 20%
den Status an Tag 14 wider; auffallig ist, dass dieser Wert dann aber stabil
bleibt, im Gegensatz zu den anderen Prifparametern, die eine weitere Ver-
schlechterung mit zunehmender Lagerungsdauer aufweisen. Damit wird klar,
dass die Annexinbindung, da sie nicht parallel zu den anderen Parametern ver-
lauft, diese nicht ersetzen kann oder sollte; sie stellt aber mdglicherweise einen
wichtigen Parameter bei neuen Produktionsmethoden dar, da sie offensichtlich
andere Membranveranderungen reprasentiert, als das freie Kalium und das
freie Hamoglobin. Im Gegensatz zu den Thrombozyten weisen die Standartpa-
rameter eine deutliche Verschlechterung nach Bestrahlung und zunehmender
Lagerungsdauer auf, was die derzeit herrschende Praxis, die es erlaubt, be-
strahlte Produkte bis zu 14 Tage lang zu lagern, in Frage stellt. Auch hier gibt
es keinen parallelen Verlauf bei der Annexinbindung.

Die Annexinbindung stellt also eine schnell durchfihrbare Methode dar, die bei
der Qualitatsuntersuchung von Thrombozytenpraparaten andere Methoden er-
setzen kbénnte, nicht aber bei den Erythrozytenpréaparaten. Sie hat aber bei bei-
den Produktklassen einen Wert bei der Einflhrung neuer Produktionsmetho-

den, da sie andere Membranveranderungen abdeckt.
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7. Anhang

7.1. Verzeichnis der Abkurzungen

TKZ Thrombozytenkonzentrat

TP Thrombozytenpool

TLB Thrombozytenlagerbeutel

TBP Thrombozytenprobe

SLT Save Lock Tubes [2,5ml] der Firma Eppendorf
PSR Polysterol-Réhrchen

HSR Hypotone Schockreaktion

PAS Platelet additive Solution

PBS Phosphat buffered saline (0,1% BSA)
BSA Bovines Serum Albumine

ABP Annexin Bindungs Puffer

LAE Leukozytenarmes Erythrozytenkonzentrat
FSC Forward Side Scatter

SSC Side Scatter

7.2. Verzeichnis der Tabellen

Tabelle 1: Qualitatskontrollen Leukozytendepletiertes

Erythrozytenkonzentrat...............ccoooeiiiinnnn. Seite 6
Tabelle 2: Qualitatskontrollen Leukozytendepletiertes

Apherese -Thrombozytenkonzentrat .............. Seite 6
Tabelle 3: Qualitatskontrollen Leukozytendepletiertes

Pool —Thrombozytenkonzentrat..................... Seite 6
Tabelle 4: Indikationen flir eine Bestrahlung von Blutpro-

AUuKEteN. ..o, Seite 9
Tabelle 5: Ergebnisse Thrombozytenpools mit Durch-

nittswerten der bestrahlten und unbestrahlten

Proben.......co i, Seite 28
Tabelle 6: Ergebnisse Thrombozytenkonzentrate

mit Durchnittswerten der bestrahlten und unbe-
strahlten Proben.........coiiiii i, Seite 34
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Tabelle 7: Ergebnisse LAE bestrahlt / unbestrahlt............ Seite 46
7.3. Verzeichnis der Abbildungen
Abbildung 1: Prinzip der Auftrennung des Blutes................ Seite 10
Abbildung 2: Vollblut nach der Zentrifugation..................... Seite 10
Abbildung 3: Foto automatischer Blutkomponenten-Extraktor

Baxter AMICUS .....o.oviniiiiiii i Seite 12
Abbildung 4: Foto automatischer Blutkomponenten-Extraktor

OpItpress ... Seite 12
Abbildung 5: Foto Firma Beckman-Coulter........................ Seite 23
Abbildung 6: Prinzip des Durchflusszellenblocks................. Seite 24
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